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EVALUACION CLINICO-PATOLOGICA Y SEROLOGICA DE DOS CEPAS
DEL VIRUS DE INFLUENZA SUBTIPO H1IN1 EN CERDOS CALOSTRADOS

Y NO CALOSTRADOS

RESUMEN

En este estudio nos propusimos comparar la presentacion clinica, respuesta
seroldgica, lesiones macroscopicas, microscopicas y cambios ultraestructurales
en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza
humana A/México/La Gloria-3/2009/H1N1 (referido de aqui en adelante como
virus  pHIN1l) y con virus de influenza porcina A/swine/New
Jersey/11/1976/H1IN1 (referido de aqui en adelante como virus swH1N1), para
esto se disefiaron cuatro grupos experimentales: calostrados/pH1IN1, no
calostrados/pH1N1, calostrados/swH1N1 y no calostrados/swH1N1. Los cerdos
fueron inoculados via intranasal con 5 ml de una solucién que contenia 6,400
UHA. Al hacer la evaluacion clinica se observaron estornudos esporadicos y
descarga nasal leve en los cuatro grupos evaluados, la temperatura corporal se
encontré dentro parametros normales y la ganancia de peso en los cerdos
inoculados con el virus pH1IN1 (421 g) fue menor que en los inoculados con el
virus sSwH1N1 (524 g). Al evaluar la respuesta serologica se observo que los
titulos de anticuerpos en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 fueron mas
altos que en los inoculados con el virus swH1IN1 y que hay reaccion serolégica
cruzada entre estos virus. Al realizar la necropsia el inico 6érgano que presenté
lesiones macroscopicas fue el pulmén, las areas afectadas se localizaban en
los l6bulos craneales y medios, los cuales eran de color rojo, firmes al tacto y

estaban claramente delimitadas por tejido pulmonar normal, en algunos casos



se observaron areas de atelectasia y enfisema las cuales se localizaban en los
I6bulos caudales. El grupo de cerdos no calostrados/pH1IN1 fue el que exhibio
el mayor porcentaje de lesién pulmonar a los 6 dias posinoculacién. En relacion
a las lesiones microscopicas ademas de observarse las lesiones caracteristicas
del virus de influenza en pulmén, se describieron lesiones necroticas,
inflamatorias y degenerativas en otros tejidos como: cornete nasal, traquea,
tonsila, linfonodos (submandibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal),
parpado, timo, bazo, higado, ileon y vejiga urinaria en los cuatro grupos
evaluados. Se observd que la presencia de anticuerpos contra el virus de
influenza porcina subtipo HIN1 en los cerdos calostrados tuvo cierto efecto
protector contra el virus pH1N1 al observarse un menor nimero de animales
con signos clinicos, un menor porcentaje de lesion pulmonar y menor grado de
afectaciéon en los tejidos a nivel microscépico. A nivel ultraestructural se
observaron particulas virales consistentes con virus de influenza en el
citoplasma de células epiteliales alveolares, células endoteliales, espacio
intersticial y alveolar en los pulmones de los cuatro grupos evaluados. En
conclusién, el comportamiento clinico, respuesta seroldgica, lesiones
macroscopicas y microscopicas observado en los cerdos inoculados con el
virus de influenza pH1NL1 fue diferente al observado en los cerdos inoculados
con el virus swH1NL1, la presencia de anticuerpos contra el virus de influenza
porcina en los cerdos calostrados tuvo cierto efecto protector contra el virus
pHIN1, se lograron identificar lesiones extrapulmonares y se detecté la

presencia de virus de influenza en células endoteliales en el pulmon.

Palabras clave: cerdo, influenza H1N1, calostro, clinico-patolégica, seroldgica.
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CLINICO-PATHOLOGICAL AND SEROLOGICAL EVALUATION OF TWO
STRAINS OF INFLUENZA VIRUS HIN1 IN COLOSTRUM PIGS AND

COLOSTRUM-DEPRIVED PIGS

Abstract

In this study we aimed to compare the clinical signs, serological response,
gross lesions, microscopic lesions and ultrastructural changes in colostrum pigs
and colostrum-deprived pigs inoculated with human influenza virus A/Mexico/La
Gloria-3/2009/H1N1 (hereafter referred to as pH1N1) and swine influenza virus
A/swine/New Jersey/11/1976/H1N1 (hereafter referred to as swH1N1). The
study was designed in four experimental groups: colostrum/pH1N1, colostrum-
deprived/pH1IN1, colostrum/swH1N1, colostrum-deprived/swHIN1 and pigs
were intranasally inoculated with 5 ml of a solution containing 6,400 HAU.
Clinical signs like sneezing and nasal discharge were mild, body temperature
was normal in any of the experimental groups and weight gain in pigs
inoculated with pH1N1 (421 g) was lower than pigs inoculated swH1N1 (524 g).
To evaluate the serological response antibody titers in pigs inoculated with
pH1N1 were higher than pigs inoculated with swH1N1 and serological cross
reaction was observed between pH1N1 and swH1IN1 viruses. At the necropsy
pathological changes were restricted to the lung, the affected areas were
located in the cranial and middle lobes, which were red and firm, and were
clearly delimited by normal lung tissue, in some cases atelectasis and
emphysema were observed in the caudal lobes. Colostrum-deprived/pH1IN1
pigs exhibited the highest percentage of lung injury at 6 days after inoculation.

Microscopic lesions in the lung were characteristic of influenza in addition were
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described necrotic, inflammatory and degenerative changes in other tissues
such as nasal turbinate, trachea, tonsils, lymph nodes (submandibular,
tracheobronchial, mesenteric and inguinal), eyelid, thymus, spleen, liver, ileum
and urinary bladder in the four groups evaluated. Antibodies against swine
influenza virus subtype H1N1 in colostrum pigs had some protective effect
against pH1N1 infection because were observed fewer animals with clinical
signs, a lower percentage of lung injury and microscopic lesions were mild. At
the ultrastructural level viral particles consistent with influenza virus were
observed in the cytoplasm of alveolar epithelial cells, endothelial cells,
interstitial and alveolar space in the lungs of the four groups evaluated. In
conclusion, clinical signs, serological response, gross and microscopic lesions
observed in pigs inoculated with pH1N1 were different that observed in pigs
inoculated with swH1N1, antibodies against swine influenza virus in colostrum
pigs had some protective effect against pH1N1 virus, extrapulmonary lesions
were identified and viral particles consistent with influenza virus were observed

in the cytoplasm of endothelial cells in the lung.

Keywords: pig, influenza H1N1, colostrum, clinico-pathological, serological



1. INTRODUCCION

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO), la carne de cerdo es la de mayor consumo per capita a
nivel mundial, por arriba de la carne de pollo y de bovino. México ocupa el lugar
15 entre los mayores productores porcicolas a nivel mundial. Asimismo, la
industria porcicola en México ocupa el tercer lugar en importancia como
sistema productor de carne, después de la cria de aves y bovinos. El
inventario nacional de porcinos es de 15 millones de animales y los principales
estados productores son: Sonora, Jalisco, Puebla, Guanajuato, Yucatan y
Veracruz (SAGARPA, 2007; Cabello y Torres, 2010). La porcicultura en estos
estados ha cambiado sustancialmente en los ultimos afios; actualmente se
alojan grandes grupos de cerdos bajo condiciones intensivas. La alta densidad
y el manejo inadecuado de los sistemas de ventilacion facilitan la transmisién
de agentes patdgenos llevados por via aerégena dentro de las piaras. Por
consiguiente, los trastornos respiratorios y las enfermedades sistémicas de
transmision aérea se consideran actualmente los problemas sanitarios de
mayor relevancia en la produccion porcina moderna (Olsen et al., 2006). Las
neumonias constituyen uno de los problemas mas comunes y extendidos de
los animales jovenes siendo frecuente encontrar lesiones pulmonares en el
rastro. Las pérdidas econOmicas por esta causa son numerosas y estan
relacionadas con muertes subitas, desarrollo desigual de lotes, disminucion de
la ganancia diaria de peso, decomisos, gastos en medicacion y mano de obra

adicional (Cabrera, 2009).



Durante el 2009, la influenza porcina, una de las enfermedades
respiratorias que afectan a los cerdos, se convirti6 en un tema de gran
relevancia en el mundo, ante la aparicion de una nueva variante del virus de
influenza humana A H1N1 que fue identificada como la causante de neumonias
en el estado de California en Estados Unidos y La Gloria en México. Esta
variante fue erroneamente denominada como ‘“Influenza porcina”, aunque
nunca habia sido detectada en las poblaciones porcinas, hasta que se
presentaron los casos en Alberta y Manitoba en Canada y Argentina durante
Mayo y Junio de 2009 (Howden et al., 2009; Pasma and Joseph, 2010; Pereda
et al., 2010). El manejo inadecuado de la informacién y el desconocimiento por
parte de la gente sobre la patogénesis del virus de influenza en los cerdos,
generd gran incertidumbre con respecto al consumo de productos de origen
porcino, lo que provocd que durante los primeros dias de mayo los sectores
turismo, restaurantero y porcicola en México tuvieran importantes pérdidas. El
director de la Confederacion de Porcicultores Mexicanos Alejandro Ramirez
Gobnzalez informd que las ventas en el sector porcicola disminuyeron entre el
80-90% vy las pérdidas se estimaron en 2,500 millones de pesos (Aparicio y

Delgado, 2009).

Los virus de influenza A infectan una gran variedad de especies
animales entre las que se encuentran cerdos, aves, hurones, caballos, visones,
focas, ballenas y desde luego humanos. Dada la interaccién entre humanos,
cerdos, aves y otros mamiferos existe un gran potencial para la transmision
entre especies de virus de influenza. En el caso de los cerdos aunque se han

detectado anticuerpos contra H4, H5 y H9 de origen aviar y que se han logrado



aislar virus de los subtipos H1IN1, HIN2, H3N2, H3N3, H4N6, H5N2 y HON2,
solo los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 han logrado establecerse en la
poblacion porcina (Olsen et al., 2006; Brown, 2000; De Vleeschauwer et al.,
2009). La infeccion con virus de los subtipos H1N1 clasicos generalmente se
limita al aparato respiratorio y los esfuerzos destinados a demostrar replicacion
viral fuera del aparato respiratorio han sido infructuosos (Orcutt and Shope,
1935; Olsen et al., 2006; Brookes et al., 2009). Considerando que el virus de
influenza humana A H1N1 pandémico esta conformado por genes provenientes
de virus de influenza porcinos, humanos y aviares (Gibbs et al., 2009; van der
Meer et al., 2010), que la presentacion clinica en humanos en algunos casos
presentd complicaciones sistémicas y que este no fue detectado previamente
en las piaras porcinas del pais, es de gran relevancia realizar un estudio
experimental donde se evalle la presentacion clinica, respuesta serolégica,
lesiones macroscopicas, microscopicas y cambios ultraestructurales en cerdos
no calostrados y calostrados infectados con la cepa pandémica del virus de
influenza humana A HIN1 y se compare con una cepa de referencia de

influenza porcina A subtipo HIN1.

1.1. Definicién de influenza porcina

Es una enfermedad respiratoria aguda causada por un Influenzavirus
tipo A. La enfermedad se caracteriza por un comienzo subito, tos, disnea, fiebre
y postracién, seguida por una recuperacion rapida. Las lesiones se desarrollan
con rapidez en el aparato respiratorio ocasionando una neumonia

broncointersticial y remiten con la misma celeridad, pero en algunos casos la



neumonia puede ser grave y provocar la muerte. Es probable que el curso,
naturaleza y magnitud de la enfermedad varien con la cepa del virus, la edad,
estado inmune del cerdo y la presencia de infecciones intercurrentes (Olsen et

al., 2006).

1.2. Caracteristicas del virus de influenza

1.2.1. Clasificacion taxondmica del virus de influenza

Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae la cual
comprende 5 géneros: Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C,
Thogotovirus e Isavirus. Los virus de influenza A se clasifican en subtipos
basados en la antigenicidad de sus moléculas de superficie: hemaglutininas (16
subtipos, de H1 a H16) y neuraminidasas (9 subtipos, de N1 a N9) (Maclachlan

and Dubovi, 2011).

1.2.2. Sistema de nomenclatura para los virus de influenza

Los virus de influenza se clasifican formalmente en tipos, subtipos y
cepas. Hay tres tipos antigénicamente diferentes del virus de influenza: A, B y
C. La especificidad de los tipos se determina por la naturaleza antigénica de la
nucleoproteina (NP) y de la proteina matriz (M) que se encuentran
estrechamente relacionados entre todos los tipos de virus de influenza A. Los
tipos B y C se encuentran tipicamente solo en humanos. Los virus de influenza
tipo A se hallan en seres humanos, cerdos, caballos, ocasionalmente en otros

mamiferos como el mink, focas, ballenas y muchas especies aviares.



Los virus del tipo A se dividen en subtipos de acuerdo a la naturaleza
antigénica de la hemaglutinina (H1 al 16) y la neuraminidasa (N1 al 9).

En 1971 se propuso un sistema estandar de nomenclatura para los virus
de influenza y se revis6 en 1980 (WHO, 1980). El nombre del virus de influenza
incluye el tipo (A, B o C), el huésped de origen con excepcion del humano, el
origen geografico, el numero de cepa (si existe) y el afilo de aislamiento
seguido por la descripcion antigénica de la H y N entre paréntesis. El siguiente
ejemplo ilustra el uso de la nomenclatura:

Tipo de virus de influenza: A
Subtipo: H3N2

Cepa: A/Sw/Hong Kong/76(H3N2)

1.2.3. Morfologia del virus de influenza

Los Influenzavirus son esféricos o pleomorficos, miden de 80-120 nm de
diametro. Algunas veces pueden adoptar formas filamentosas y medir hasta
400 nm. La superficie del viribn exhibe proyecciones espaciadas de manera
estrecha de 10-12 nm de longitud. Estas proyecciones con dos formas distintas
son la hemaglutinina (HA) la cual es un trimero en forma de baston, y la
neuraminidasa (NA) que es un tetramero en forma de hongo. Dentro de la
envoltura viral esta incluida la nucleoproteina (NP) la cual tiene simetria

helicoidal (Olsen et al., 2006; Swayne and Halvorson, 2003)



1.2.4. Estructura molecular del virus de influenza

Los virus de influenza presentan una envoltura derivada de la célula
huésped. Es precisamente esta envoltura la que alberga la hemaglutinina (HA),
la neuraminidasa (NA) y a la proteina matriz 2 (M2). La HA se encuentra en
una proporcion de 4-5 a 1 con respecto a la NA. La HA esta constituida por 3
polipéptidos y cada polipéptido se descompone a su vez en dos subunidades
HALl y HA2. Por la extremidad hidrofoba (HA2) se une a la capa lipidica de la
envoltura y por su extremidad hidrofila (HA1l) se fija a los receptores
mucoproteinicos de los glébulos rojos y de las células del epitelio respiratorio.
Las HA son responsables de la hemaglutinacién y de la fijacion del virus a las
células, primer paso para su penetracion y replicacion. La neuraminidasa (NA)
estd compuesta por una cabeza y un filamento, la cabeza esta constituida por
la asociacion de cuatro glicopéptidos, que presentan actividad fermentativa,
pues al actuar sobre el acido sialico (N-acetilneuraminico), principal
componente de los receptores celulares, los destruye produciendo un
fendbmeno de elusion o separacién del virus de los glébulos rojos y células
infectadas. La proteina M2 es un tetrdmero en el que los monémeros estan
unidos por puentes disulfuro, estos monémeros forman un canal i6nico el cual
es activado a pH acido y es fuertemente selectivo para protones. Por debajo de
la envoltura viral esta la principal proteina estructural, la proteina matriz 1 (M1)
gue rodea a las moléculas de RNA con relacion a la nucleoproteina (NP) y tres
proteinas grandes denominadas polimerasa basica 1 (PB1), polimerasa béasica
2 (PB2) y polimerasa &cida (PA) que constituyen el origen de la replicacion y

transcripcion de RNA. El genoma de los virus de influenza es segmentado, en



el caso de los Influenzavirus A y B estd compuesto por 8 segmentos de RNA y
en el caso del Influenzavirus C por 7 segmentos de RNA. Estos segmentos
estan compuestos por RNA lineal, de una sola cadena en sentido. En el caso
de los Influenzavirus A los 8 segmentos de RNA codifican para 10-11 proteinas
virales; ocho de las cuales son parte de la estructura de los viriones (HA, NA,
NP, M1, M2, PB1, PB2 y PA). El segmento de RNA con el peso molecular mas
bajo codifica para dos proteinas no estructurales NS1 y NS2, ademas existe
una proteina proapoptética denominada PB1-F2 que no esta presente en todos
los virus de influenza A pero que puede ser traducida en una segunda fase de
lectura del segmento que normalmente codifica para la PB1. (Heinen, 2003;
Swayne and Halvorson, 2003; Hiromoto and Kawaoka, 2005; Olsen et al.,

2006; Talledo y Zumaeta, 2009; Bouvier and Palese, 2008) (Figura y Cuadro 1)

Figura 1. Diagrama esquematico de un virus de influenza. Se observan las
glicoproteinas, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), y la proteina M2 (canal
i6nico) incrustadas en la envoltura viral derivada de la célula huésped. Los ocho
segmentos de RNA que conforman el genoma viral estan asociados con
nucleoproteina (NP) y tres polimerasas (PA, PB1 y PB2). La proteina matriz (M1) se
asocia a los segmentos de RNA y a la envoltura viral (Hiromoto T, Kawaoka Y., 2005).

RNA
sentido
negativo



Cuadro 1. Funcion y peso molecular de cada uno de los segmentos del virus de
influenza.

Segmento Tamafio Polipéptido Funcion
(nucledtidos)
1 2341 PB2 Polimerasa subunidad, reconocimiento de la cap en
MRNA, iniciacion de la transcripcion
2 2341 PB1 Polimerasa subunidad, enlongacién de RNA, actividad de

endonucleasa
PB1-F2 Actividad proapoptética

3 2233 PA Polimerasa subunidad, actividad de proteasa

4 1778 HA Glicoproteina de superficie, principal antigeno en la
respuesta inmune, union al receptor celular y proteina de
fusion

5 1565 NP Forma parte del complejo polimerasa, transporta el RNA
viral del nucleo al citoplasma

6 1413 NA Glicoproteina de superficie, actividad de sialidasa,
liberaciéon del virus

7 1027 M1 Proteina matriz, interaccién con VRNP, regulacién de la
exportacion nuclear del RNA

M2 Proteina integral de la membrana, canal i6nico
8 890 NS1 Proteina no estructural, tiene efecto inmunomodulador

inhibiendo la produccion de interferon tipo 1 (interferon a'y
B) en las células infectadas, regula la expresion génica del
hospedero

NS2 Proteina no estructural, exportacion nuclear del RNA

(Heinen P, 2003; Swayne and Halvorson, 2003; Bouvier MN, 2008; Talledo M y Zumaeta K, 2009)

1.2.5. Composicion quimica del virus de influenza

La composicion global aproximada de las particulas virales es 0.8-1% de
RNA, 5-8% de carbohidratos, 20-24% de lipidos y cerca del 70-75% de
proteinas. Los lipidos estan situados en la membrana viral, en su mayor parte
son fosfolipidos con cantidades menores de colesterol y glicolipidos. En el
viribn hay varios carbohidratos que comprenden ribosa en el RNA, galactosa,
manosa, fructosa y glucosamina, principalmente como glucoproteinas o
glucolipidos. Las proteinas del viriobn, asi como los sitios de glucosilacion
potencial, se encuentran especificados por el genoma viral, pero la
composicion de las cadenas de lipidos y carbohidratos enlazadas a
glucoproteinas o glucolipidos de la membrana viral son determinadas por la

célula huésped (Swayne and Halvorson, 2003; Talledo y Zumaeta, 2009).



1.2.6. Sensibilidad del virus de influenza a los agentes quimicos y fisicos

El virus de influenza es muy sensible a desinfectantes comunes como el
hipoclorito de sodio 1-2%, etanol al 60-95%, cuaternarios de amonio 4%,
formaldehido 5-8%, glutaraldehido 2%, acido citrico 2%, hidréxido de sodio 2%,
iodo 2% vy fenol 5%. El virus puede ser inactivado por calor a 56°C (133°F)
durante 60 minutos, o temperaturas mas altas por periodos mas cortos. La
infectividad del virus se reduce luego de la exposicién a la radiacion ionizante
(25 kGy) o pH acidos (pH 2) (Swayne and Halvorson, 2003; De Benedictis,
2007; The Center for Food Security & Public, 2009). Los Centros para el
Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) recomiendan para la

desinfeccion el uso de etanol al 70%, Lysol® al 5% o blanqueador al 10%.

1.2.7. Sistemas de hospederos de laboratorio para el virus de influenza

El virus de influenza porcina se desarrolla con facilidad cuando se
inocula en embriones de pollo de 9-11 dias via cavidad alantoidea. La
temperatura de incubacion varia entre 33 y 37°C. Normalmente los embriones
infectados no mueren y la presencia del virus se demuestra después de 48-72
horas de incubacion por la prueba de hemaglutinacion utilizando el liquido
alantoideo y una suspension de eritrocitos de ave al 0.5%. Los virus de
influenza también son capaces de replicarse en diferentes lineas celulares
primarias, diploides o continuas, aunque la susceptibilidad a la infeccion es baja
en la mayoria de ellas. En el caso de los virus de influenza porcina se han
utilizado varios sistemas de cultivos de células, estos incluyen: células de rifion

de ternero, de pulmén de feto de cerdo, de rifién de perro, de rifidn de cerdo,
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fibroblastos de embridn de pollo, células diploides humanas y conjuntivales de
Chang. Otros incluyen una linea de células de oviducto porcino, células de
testiculo de cerdo, cultivos de traguea y pulmon de cerdo fetal, cultivo de
epitelio nasal y traquea de pollo. La linea celular mas comunmente utilizada
son las células Madin Darby de rifién de perro (MDCK), las células inoculadas
se incuban a 33-35°C en presencia de tripsina para asegurar la activacion
proteolitica del virus. La identificacion del crecimiento del virus sobre la
monocapa de células se realiza de modo convencional mediante la observacion
del efecto citopatico causado en ellas, que consiste en la aparicion de células
degeneradas y redondeadas que se desprenden de la monocapa. La
caracterizacion del virus aislado se efectia por inmunofluorescencia mediante
la utilizacién de anticuerpos monoclonales. En ocasiones, el efecto citopatico
del virus es dificil de apreciar por lo que es necesario disponer de otros
métodos para identificar el crecimiento viral en los cultivos celulares, como la
hemaglutinacion, la hemadsorciébn o la deteccibn de antigenos virales con

técnicas de inmunofluorescencia (Olsen et al., 2006; Eiros et al., 2009).

1.2.8. Ciclo de replicacion del virus de influenza

El virus llega a la mucosa del aparato respiratorio superior, en donde
tiene que vencer la accién defensiva del aparato mucociliar, una vez que logra
llegar a la superficie de la célula epitelial se une a receptores de acido sialico
(N-acetilneuraminico) que en el caso del cerdo son de dos tipos: el acido sialico
a 2,6 galactosa en el epitelio traqueal y bronquial y el acido sialico a 2,3

galactosa en la lamina propia del tracto respiratorio (Nelli et al., 2010). El virus
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es incorporado a la célula mediante un proceso de endocitosis mediada por
receptor. EI endosoma tiene un pH 5 a 6 el cual favorecera un cambio
conformacional en la HA que induce la fusion de la envoltura viral con la
membrana endocitica, este decenso de pH también activa el flujo de protones
desde el endosoma al interior de la particula viral, a través de los canales
idnicos formados por la proteina M2. Su activacién disminuye el pH en el
interior de la particula viral provocando la desestabilizacion de las interacciones
entre los segmentos de RNA y la proteina M1 que los recubre liberandolos de
esta manera en el citoplasma, para ser transportados al nucleo a través de los
poros nucleares. Para iniciar la transcripcion el virus de influenza requiere la
participacion de una RNA polimerasa Il celular para la generacion de RNAs
mensajeros (MRNAS) con cap y un sitio de metilacion. La PB2 reconocera y se
unira al cap metilado del extremo 5’ de los mRNA celulares y los cortara a 10-
15 nucledtidos de la cap, estos fragmentos seran utilizados por la PB1 que
catalizard la adicibn de nucleétidos durante la elongacion del mMRNA
correspondiente a cada segmento del genoma viral. Durante este proceso se
obtendran 2 tipos de RNA en sentido positivo: los mMRNAs que daran origen a
las proteinas virales y RNAs complementarios (CRNA) seran utilizados para
elaborar mas copias de RNA viral (vVRNA) en sentido negativo. Los segmentos
de VRNA del 1 al 6 daran origen a los mRNA que seran traducidos en HA, NA,
NP y las tres polimerasas (PB1, PB2 y PA), los segmentos 7 y 8 daran origen a
MRNASs que seran traducidos en las proteinas M1, M2, NS1 y NS2. La HA y NA
seran glucosiladas en el reticulo endoplasmico rugoso, recortadas en el

aparato de Golgi y transportadas junto con la M2 mediante vesiculas hacia la
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porcion apical de las células donde seran embebidas en la membrana celular.
Un requerimiento importante para la HA es su corte mediante proteasas de la
célula huésped a HA1 y HA2, que permanecen unidas por puentes disulfuro; se
requiere de dicho desdoblamiento para la produccion de virus infectante.
Asimismo, se requiere el empaquetamiento de los 8 diferentes segmentos de
RNA viral, este proceso se realiza de manera selectiva lo que garantiza que
todos los segmentos seran incorporados en la mayoria de las particulas virales.
La proteina M1 juega un papel importante al interactuar con las proteinas HA,
NA y M2 presentes en la membrana celular, iniciando el proceso de curvatura
de la membrana celular, ademas sobre esta proteina se incorporaran los
segmentos de RNA viral. Después de la produccion y ensamble de las
proteinas virales y el RNA, las particulas virales constituidas salen de la célula
por gemacion a partir de la superficie apical de la célula, quedando envueltas
por una bicapa lipidica procedente de la célula infectada. En esta etapa la
neuraminidasa viral contribuye a la salida de los viriones de la célula infectada
al evitar su agregacion y formacion de grandes grumos de particulas debido a
la afinidad que tiene la HA por el 4cido sialico presente en la membrana. En el
proceso de replicacién viral algunas células mueren por efecto del virus o de la
respuesta inmune celular; otras permiten varios ciclos replicativos (Bouvier and
Palese, 2008; Samiji, 2009; Manjarrez et al., 2010; Resa-Infante et al., 2010;
Salazar et al.,, 2010). La infeccion por el virus de influenza porcina
generalmente se limita al aparato respiratorio y etapas de viremia han sido

detectadas solo en raras ocasiones. Se ha demostrado replicacion del virus en



13

la mucosa nasal, amigdalas, traquea, linfonodos traqueobronquiales y pulmaon,

siendo este ultimo el principal érgano blanco (Olsen et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2. Diagrama esquematico del ciclo de replicacion del virus de influenza.
Después del ingreso del virus por endocitosis mediada por receptor, los segmentos de
RNA son liberados en el citoplasma y transportados al nucleo a través de los poros
nucleares, donde la replicacién y transcripcion se llevaran a cabo. Los mRNAs seran
transportados al citoplasma para llevar a cabo la traduccién de las proteinas
tempranas necesarias para la replicacion y transcripcion las cuales seran
transportadas de regreso al ndcleo. En el reticulo endoplasmico rugoso la HA y NA
seran glucosiladas y recortadas en el aparato de Golgi. En la fase tardia de la
infeccion las proteinas M1 y NS2 (NEP) facilitaran la exportacion de los nuevos
segmentos de RNA viral del nlcleo a la membrana celular donde se llevara a cabo el
ensemblado de las particulas virales (Neumann et al., 2009).
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1.2.9. Variacion antigénica del virus de influenza

Dos caracteristicas del virus de influenza A contribuyen a la variacién
antigénica que presenta la primera es su genoma, ya que en los virus RNA, en

general, la RNA polimerasa es proclive al error, por lo que las mutaciones se
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acumulan, ademas de que la naturaleza segmentada del genoma permite una
mayor recombinacion, y la segunda es que el virus puede infectar una amplia
variedad de animales, lo cual permite que durante la sintesis de los
componentes del virus se presente la mezcla o intercambio de informacién
genética entre diferentes virus, que pueden provenir de especies animales
diferentes o incluso el humano (Manjarrez et al., 2010). La variacion antigénica

ocurre por dos mecanismos: deriva antigénica y cambio antigénico.

1.2.9.1. Deriva antigénica

La deriva antigénica es la forma mas comun de variacién para estos
virus, se da mediante cambios de nucledtidos en los genes que codifican para
los sitios antigénicos de la HA y NA. La deriva antigénica que se observa en los
virus de influenza A se debe casi por completo a mutaciones en la HA, estas
pueden alterar la antigenicidad de un virus o modificar la especificidad y
afinidad por el receptor. Este tipo de fendmeno es muy importante para la
patogénesis del virus y no sélo se restringe a modificaciones de la HA, ya que
en algunos casos la deriva antigénica ha llevado a modificaciones en la
nucleoproteina (NP) provocando que los virus consigan escapar al
reconocimiento por parte de los linfocitos T citotdéxicos. En la practica, una
variante por deriva antigénica que cause enfermedad significativa aparece en
promedio cada 4 afios y tiene 4 o0 mas sustituciones de aminoacidos en dos o
MAas sitios antigénicos. La deriva antigénica se toma muy en cuenta cuando se
consideran cepas para su inclusion en vacunas de influenza. Es importante

sefalar que la seleccion de las sustituciones de aminoacidos es dirigida, al
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menos en parte, por la presidon inmunoldgica, ya que la HA es el principal
blanco de la respuesta inmune del huésped (Swayne and Halvorson, 2003;

Olsen et al., 2006; Talledo y Zumaeta, 2009; Salazar et al., 2010).

1.2.9.2. Cambio antigénico o reordenamiento

Como ya se mencioné la naturaleza segmentada del genoma viral
permite que los virus puedan intercambiar segmentos completos cuando se
dan infecciones con dos virus de influenza del mismo tipo en una célula, este
fendbmeno ha sido llamado reordenamiento. Como producto de este
reordenamiento pueden aparecer cepas con nuevas caracteristicas capaces de
infectar a otra especie o adaptarse para ser transmitidas directamente. Estos
cambios por lo general se presenta en periodos largos de 10 a 40 afios y han
sido los causantes de la aparicibn de los diferentes subtipos virales
pandémicos a lo largo de la historia conocida de los virus de influenza (Swayne
and Halvorson, 2003; Olsen et al., 2006; Talledo y Zumaeta, 2009; Salazar et

al., 2010; Manjarrez et al., 2010).

1.3. Transmision, via de entrada, periodo de incubacion y excreciéon del

virus de influenza en cerdos

El virus se disemina por via aérea a través de aerosoles generados por
tos o estornudos, también por contacto con descargas nasales. El contacto
directo de cerdo a cerdo y los ambientes cerrados favorecen la transmision. La
via de entrada es a través del tracto respiratorio y el periodo de incubacién es

corto de 24 a 72 horas. El virus comienza a excretarse 24 horas después de la
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infeccion y su excrecion puede durar de 7-10 dias, aunque se ha documentado
un caso en un cerdo cuya excrecion viral duré hasta 4 meses (The Center for

Food Security & Public Health, 2009).

En cuanto a las vias de excrecion en el caso del virus de influenza A
H1N1 pandémico se han realizado experimentos en cerdos no inmunizados y
se logr6 detectar RNA viral en muestras de hisopos nasales, oculares, orales y

rectales mediante el uso de RT-PCR en tiempo real (Brookes et al., 2009).

1.4. Signos clinicos observados durante una infeccién por virus de

influenza en cerdos

La influenza porcina es una enfermedad de la piara, el comienzo es
subito, después de un periodo de incubacion de 24-72 horas. La mayoria de los
animales muestran los signos al mismo tiempo. Hay anorexia, inactividad,
postracion, los animales se agrupan y amontonan. También se observa
respiracion jadeante, laboriosa y entrecortada, puede presentarse respiracion
abdominal, sobre todo cuando los animales son obligados a moverse. Ademas,
el movimiento puede estar acompafado por tos grave. La fiebre por lo comun
se encuentra en el rango de 40.5 - 41.7°C. También pueden observarse
conjuntivitis, rinitis, descarga nasal y estornudos. Existe una evidente pérdida
de peso y debilidad relacionada con la anorexia e inactividad. Los signos
mencionados corresponden a las primeras descripciones clinicas de la
enfermedad y actualmente estos signos pueden observarse en animales
seronegativos. La presencia de anticuerpos maternos y la vacunacion influyen

en la presentacion clinica de la enfermedad haciendo que en ocasiones la



17

mayoria de los animales no se vean afectados. Sin embargo, el nivel de
anticuerpos puede influir en el desarrollo de infecciones subclinicas ya que se
ha observado que animales de finalizacién exhiben un alto titulo de anticuerpos
en ausencia de enfermedad respiratoria durante la etapa de engorda, ademas
de que se ha logrado aislar el virus de cerdos sin signos de enfermedad. Otros
factores que pueden influir en el desarrollo de la signologia clinica son: la cepa
del virus, la dosis infectante, la edad de los cerdos al momento de la infeccion,
la temperatura y ventilacion en las casetas, la densidad de poblacién, el manejo
zootécnico (un sitio o multisitios), contar con programas de medicacion y
vacunacion para el control de otros agentes bacterianos o virales que pudieran

interactuar con el virus de influenza (Olsen et al., 2006).

1.5. Morbilidad y mortalidad durante una infeccion por virus influenza en

cerdos

La morbilidad es alta cerca del 100%, pero la mortalidad es baja por lo
usual menos del 1%, a menos que haya infecciones intercurrentes o que los
cerdos sean muy jévenes. En general la recuperacion comienza 5-7 dias
después del inicio de la enfermedad y es tan subita y notable como el comienzo

(Olsen et al., 2006).

1.6. Lesiones macroscépicas observadas durante una infeccion por virus

de influenza en cerdos

Los cambios mas relevantes se observan primordialmente en los

pulmones, los l6bulos afectados son rojos y firmes al tacto, las areas de lesién
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se encuentran claramente demarcadas por tejido pulmonar normal y su
distribucion es craneoventral. Los I6bulos adyacentes ocasionalmente estan
enfisematosos y pueden exhibir edema interlobular. En la luz de los bronquios
puede observarse exudado seromucoso e hiperemia. Los linfonodos
mediastinicos y bronquiales pueden observarse aumentados de tamafo y
edematosos. La mucosa tragueal se observa algunas veces hiperémica y
edematosa (Olsen et al., 2006; Caswell and Williams, 2007; The Center for

Food Security & Public Health, 2009).

1.7. Lesiones microscoOpicas observadas durante una infeccion por virus

de influenza en cerdos

La lesion caracteristica es la degeneracion, necrosis y descamacion del
epitelio bronquial y bronquiolar. Las luces de bronquios, bronquiolos y alvéolos
estan llenas de exudado que contiene células descamadas y neutrdfilos, que
mas tarde seran sustituidos por linfocitos y células plasméaticas. Ademas hay
dilatacion de los capilares e infiltracion de los tabiques alveolares con linfocitos,
macrofagos y células plasmaticas. Puede observarse también una extensa
atelectasia alveolar y enfisema. Hay infiltrado linfocitario y plasmocitario
peribronquial y perivascular, ademas de lesiones proliferativas caracterizadas
por hiperplasia de neumocitos tipo Il (Olsen et al., 2006; Caswell and Williams,

2007).
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1.8. Cambios ultraestructurales observados en pulmoén durante una

infeccion por virus de influenza en cerdos

Los cambios ultraestructurales en células epiteliales alveolares infectadas con
virus de influenza durante la fase de sintesis proteica consisten en incremento
de la densidad del nucléolo, seguido de dispersién del mismo y desarrollo de
discretos agregados granulares a lo largo del nucleo. En el citoplasma pueden
observarse agregados fibrilares o bien densos entramados proteinicos que
estan rodeados por ribosomas, las mitocondrias, el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi pueden estar dilatados. ElI ensamblado de las particulas
virales se lleva a cabo en la membrana celular y la liberacion de estas es por
gemacion, debido a esto la membrana puede exhibir diferentes grados de
alteracion. El espacio intersticial puede estar distendido debido a la presencia
de edema vy fibrina, las células intersticiales y fibroblastos pueden exhibir una
mayor cantidad de reticulo endoplasmico. En el septo y espacio alveolar
pueden observarse células polimorfonucleares, macréfagos, restos celulares y
agregados de plaguetas asociadas a sitios de degeneracion y desprendimiento

endotelial (Winkler and Cheville, 1986; Cheville, 1994).

1.9. Respuestainmune contra el virus de influenza

Durante las primeras horas de la infeccidén se activa la inmunidad innata,
las células infectadas inician la produccion de interferon tipo | cuya funcién es
inhibir la replicacién viral interfiriendo en la transcripcion del RNA, ademas de
aumentar la expresion de moléculas del CPH de clase | potenciando el

reconocimiento de antigenos viricos asociados a esta molécula. Otras citocinas
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producidas durante la fase aguda de la infeccion son las interleucinas 1(IL-1), 6
(IL-6), 12 (IL-12), 15 (IL-15) y 18 (IL-18) y el factor de necrosis tumoral (TNF).
La IL-1 y el TNF se encargaran de atraer neutrofilos y monocitos hacia el sitio
de infeccién favoreciendo la expresion de moléculas de adhesion en el
endotelio vascular, la IL-6 estimulara la produccion de neutréfilos en la médula
Osea y la produccién de proteinas de fase aguda. Las IL-12, IL-15 y IL-18 son
inductores de la proliferacion de linfocitos NK los cuales reconoceran a las
células infectadas en las que el virus ha anulado la expresion de moléculas del
CPH de clase |. Estas interleucinas son también el nexo con la respuesta
inmune adaptativa ya que entre sus funciones se encuentran la estimulacion de
la diferenciacion de linfocitos T (CD4+ y CD8+) y potenciar las funciones de los
linfocitos T citotéxicos, los cuales juegan un rol importante en la eliminacién del
virus en el tracto respiratorio. En la respuesta inmune humoral se lleva a cabo
la produccion de anticuerpos contra las proteinas HA, NA, M y NP del virus de
influenza, los isotipos predominantes en el suero son IgM e IgG y en los
lavados nasales o bronquiales la IgA. Sin embargo, solo los anticuerpos
generados contra la porcion globular de la HA pueden bloquear la unién del
virus con la célula huésped impidiendo de esta forma la infeccién viral. Los
anticuerpos generados contra las proteinas NA, M y NP no impiden la infeccién
pero participan en la destruccion de células infectadas por otros mecanismos
dependientes de anticuerpos. La respuesta inmune generada contra el virus de
influenza es sélida y protege contra la reinfecciéon con el mismo subtipo o uno

similar (Larsen et al., 2000; Abbas and Lichtman, 2004; Olsen et al., 2006).
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La presencia de anticuerpos en el suero puede ser detectada entre los 7
y 10 dias posinfeccion mediante la prueba de inhibicion de la hemoglutinacion,
los titulos mas altos (1:160 — 1:320) se alcanzan de 2 - 3 semanas
posinfeccion. En el caso de la técnica ELISA pueden detectarse anticuerpos en
suero contra la proteina HA desde los 3 dias posinfeccion y en secreciones
nasales después del dia 4 posinfeccion. La presencia de anticuerpos
neutralizantes es detectada mediante la técnica de virus suero neutralizacion y
se ha observado que la presencia de altos titulos neutralizantes reduce la

replicacion del virus en el pulmén (Olsen et al., 2006).

La inmunidad materna juega un papel importante en la proteccion contra
la infeccidn con el virus de influenza en cerdos jovenes; sin embargo, los titulos
de anticuerpos en los cerdos recién nacidos dependen de los niveles de
anticuerpos de la cerda por lo que su duraciébn puede variar de 4 — 14
semanas. Se ha observado que en infecciones con virus de influenza en
presencia de altos niveles de anticuerpos maternos no se desarrolla una
respuesta inmune adecuada por lo que los cerdos pueden estar totalmente
susceptibles a una reinfeccién, cuando los niveles de anticuerpos maternos son
bajos la respuesta inmune generada es débil o se retrasa. Por lo que
determinar los titulos de anticuerpos maternos es de gran importancia cuando
se pretende establecer un programa de vacunacion ya que los anticuerpos
maternos pueden interferir con el desarrollo de la respuesta inmune (Olsen et

al., 2006).
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1.10. Diagnéstico del virus de influenza

El diagnéstico clinico de influenza porcina es solo presuntivo debido a
gue no hay signos o lesiones patognomonicas de la enfermedad por lo que se
debe establecer el diagnostico diferencial con otras enfermedades
respiratorias. El diagnostico definitivo requiere del uso de técnicas de
diagnésticas que sean capaces de identificar al virus o a los anticuerpos
generados contra este. Entre las técnicas que se han utilizado para diagnostico
de influenza se encuentran: inmunocromatografia rapida, aislamiento viral en
cultivo celular o en huevos embrionados, inmunofluorescencia directa,
inmunohistoquimica, inmunoperoxidasa, RT-PCR, microscopia electronica de
transmision, inmunodifusion en agar, inmunofluorescencia indirecta, inhibicion
de la hemaglutinaciéon, inhibicion de la neuraminidasa, ELISA y virus
sueroneutralizacion (Burleson et al., 1992; Janke, 2000; Petric et al., 2006;

Eiros et al., 2009).

Las técnicas ulitilizadas de forma rutinaria son: el aislamiento viral, la
inhibicion de la hemaglutinacion y el ELISA. En el caso del aislamiento viral
este se puede realizar a partir de muestras de hisopos nasales y fragmentos de
pulmén provenientes de animales que se encuentren en la fase aguda de la
enfermedad. Dichas muestras seran utilizadas para inocular cultivos celulares o
huevos embrionados. La confirmacion del aislamiento del virus requerira del
empleo de técnicas como hemadsorcion o hemaglutinacion las cuales
permitiran saber si ha aislado un virus hemaglutinante, si la reaccion es

positiva, se tendran que realizar técnicas que permitan identificar al subtipo
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viral del que se trata entre las que se encuentran: inmunofluorescencia directa,
inmunoperoxidasa, inhibicion de la hemaglutinacion o RT-PCR (Burleson et al.,

1992).

Para el uso de técnicas serologicas como inhibicion de la
hemaglutinacion y ELISA son necesarias muestras pareadas de suero
colectadas durante la fase aguda de la enfermedad y la fase de convalescencia
(2-4 semanas después del inicio del cuadro clinico) con el objetivo de
determinar si existe o no seroconversion. La prueba de inhibicibn de la
hemaglutinacion aprovecha la capacidad hemaglutinante del virus de influenza
para poder identificar y cuantificar los anticuerpos dirigidos contra la proteina
HA, ya que se basa en la union de los anticuerpos a la hemaglutunina, con la
resultante inhibicion de la hemaglutinacion. Las pruebas ELISA utilizadas para
el diagnostico de influenza pueden ser dirigidas contra las proteinas NP y HA.
Consisten en placas revestidas con antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima que al estar sobre un soporte (inmunoadsorbente) permitiran que la
reaccion antigeno-anticuerpo quede inmovilizada y sea revelada mediante la
adicién de un sustrato especifico para la enzima, que al reaccionar provocara
un cambio de coloracién que puede ser observado a simple vista o cuantificado
mediante el uso de un espectofotometro (Burleson et al., 1992). Las pruebas
ELISA disponibles para la deteccion de anticuerpos contra HA en cerdos son
de tipo indirecto y estan dirigidas contra los subtipos HIN1 y H3N2. La prueba
ELISA dirigida contra la proteina NP es una prueba de bloqueo de tipo
cualitativo que permite detectar anticuerpos contra cualquier subtipo de

influenza A por lo que es considerada una prueba tamiz.
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Los avances en el area de biologia molecular han permitido el desarrollo
e implementacion de técnicas moleculares para la identificacion, tipificacion y
subtipificacion del virus de influenza entre las que se encuentran el RT-PCR,
RT-PCR tiempo real, RT-PCR multiple, estas técnicas han demostrado ser una
herramienta poderosa en el diagnostico de influenza, debido a que disminuyen
considerablemente el tiempo necesario para la identificacion del virus si se
compara con las técnicas que se han utilizado de forma rutinaria, ademas de
que disminuyen considerablemente el riesgo de contaminacion o falsos
positivos asociados a reacciones inespecificas (Wang and Taubenberger,

2010).

1.11. Rol de los cerdos en la transmisién interespecies

Por muchos afios se ha pensado que los cerdos participan como
hospedadores intermediarios para la adaptaciéon y transmision de virus
influenza aviar ¢ virus de influenza con reordenamientos genéticos a humanos;
sin embargo, las infecciones con subtipos H5 y H7 en humanos han estado
relacionadas con contacto cercano con aves infectadas, ademas de que estos
virus también han infectado a otras especies como tigres, leopardos, gardufias,
gatos y perros. En el caso de los cerdos la incidencia de infecciones con el
subtipo H5N1 en Asia es muy baja comparada con la incidencia existente en
aves. Es importante sefialar que en estudios de patogénesis con virus aviares
no todos los virus han sido capaces de infectar a los cerdos, en algunos casos
no se ha logrado detectar excrecibn O respuesta serologica. Asi que el

mantenimiento de virus de influenza aviar o virus de influenza con
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reordenamientos genéticos en la poblacion porcina esta influenciada por un
gran numero de factores entre los que se incluyen la cepa del virus, su nivel de
adaptacion en el cerdo, el estado inmunoldogico de la piara, la edad, los
meétodos de cria y produccion, la movilizacion de los animales y desde luego
los factores climaticos (Ito and Kawaoka, 2000; Olsen, 2006; Brown, 2000; De

Vleeschauwer et al., 2009).
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1.12. JUSTIFICACION.

El virus de la influenza porcina es uno de los pocos patégenos
respiratorios primarios en porcinos. La infeccion con virus de los subtipos HIN1
clasicos generalmente se limita al aparato respiratorio y los esfuerzos
destinados a demostrar replicacion viral fuera del aparato respiratorio han sido
infructuosos. Considerando el origen genético del virus de influenza humana A
H1N1 pandémico (referido de aqui en adelante como virus pH1N1), su
presentacion clinica en humanos y que este no fue detectado previamente en
las piaras porcinas del pais, es de gran relevancia realizar un estudio
experimental en cerdos calostrados y no calostrados donde se evalle y se
compare la presentacion clinica, respuesta seroldgica, lesiones macroscopicas,
microscoépicas y cambios ultraestructurales de una cepa clasica de virus de
influenza porcina A HIN1 (referido de aqui en adelante como virus swH1N1)

contra el virus pH1INL1.

1.13. HIPOTESIS

La presentacion clinica, respuesta seroldgica, lesiones macrdéscopicas,
microscépicas y cambios ultraestructurales en cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con el virus pH1N1 sera diferente a la de los cerdos

calostrados y no calostrados inoculados con el virus swH1N1.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Comparar la presentacion clinica, respuesta serologica, lesiones
macroscopicas, microscopicas y cambios ultraestructurales en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con el virus pH1N1 contra cerdos

calostrados y no calostrados inoculados con el virus swH1NL1.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar la evaluacion clinica de cerdos calostrados y no calostrados

inoculados con el virus pH1IN1 y con el virus swH1N1.

Determinar los titulos de anticuerpos en suero contra el virus pHIN1 y el
virus swH1N1; asi como, contra el virus de influenza porcina A subtipo H3N2,
mediante el uso de la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con el virus pH1IN1 y con el virus

SWHI1IN1.

Evaluar las lesiones macroscopicas, microscopicas Yy cambios
ultraestructurales en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con el

virus pH1N1 y con el virus swH1N1.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Virus para lainoculacion

Se utilizaron dos virus de influenza A en este estudio: virus de influenza
humana A/México/La Gloria-3/2009/HIN1 vy virus de influenza porcina
A/swine/New Jersey/11/1976/H1N1, los dos virus con un titulo viral de 64 UHA
(unidades hemoaglutinantes) obtenido por hemaglutinacién y de 10°2 copias de

RNA/ul por RT-PCR tiempo real.
3.2. Animales para experimentacion y alojamiento

Se utilizaron 40 cerdos, 20 calostrados y 20 no calostrados provenientes
del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Los cuales fueron alojados en
las unidades de aislamiento del Departamento de Medicina y Zootecnia de
Cerdos. Antes de la inoculacién los cerdos recibieron un periodo de adaptacion
qgue en el caso de los cerdos calostrados fue de 1-2 semanas; durante el cual
recibieron alimento y agua a libre acceso, 5 dias antes de la inoculacién se les
administraron 20 mg de tilosina (Macrotyl®, Laboratorios MAVER) por
kilogramo de peso via intramuscular. Los cerdos no calostrados fueron
separados de su madre al momento de nacimiento, fueron secados, los
cordones umbilicales fueron cortados y desinfectados con una solucion de iodo
y posteriormente alimentados con un substituto lacteo (Bayovac Lactomilk®,
Laboratorios Bayer Animal Health) por un periodo de 21 dias, se les
proporcion6 alimento en pellet (NUPIG UNO Evolution®, Grupo Nutec) a libre

acceso desde el dia 7 de edad y hasta que concluy6 el experimento. Se les
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administraron 2.5 mg de enrofloxacina (Baytril inyectable 5%®, Laboratorios
Bayer Animal Health) por kilogramo de peso via intramuscular del dia 1 al 7 de
edad, 5 dias antes de la inoculacion se les administraron 20 mg de tilosina
(Macrotyl®, Laboratorios MAVER) por kilogramo de peso via intramuscular con
la finalidad de disminuir la carga microbiana. Los cerdos fueron mantenidos a

una temperatura ambiente que oscilé6 entre los 28 y 30°C durante todo el

experimento.

3.3. Disefio experimental

Se conformaron cuatro grupos denominados: calostrados/pH1IN1 (n=9),
no  calostrados/pHIN1  (n=9), calostrados/swHIN1 (n=9) y no
calostrados/swHIN1 (n=9). Los grupos calostrados/pHIN1 y no
calostrados/pH1N1 fueron inoculados a los de 29 dias de edad, via intranasal
con 5ml de wuna solucibn que contenia 6,400 UHA y los grupos
calostrados/swH1N1 y no calostrados/swH1N1 fueron inoculados a los 36 dias
de edad, via intranasal con 5ml de una solucién que contenia 6,400 UHA. La
diferencia en la edad de inoculaciébn se debe a que el grupo de cerdos
calostrados/swH1N1 presentdé un problema digestivo por el cual se tuvo que
posponer la infeccibn una semana hasta que los cerdos estuvieron

clinicamente sanos.

Adicionalmente 4 cerdos (2 calostrados y 2 no calostrados) fueron
inoculados con 5ml de una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y
mantenidos durante toda la fase experimental con el objetivo de obtener

muestras de sangre para la obtencién de suero que serviria como control
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negativo en las pruebas serologicas y a los cuales se les realiz6 la eutanasia y
necropsia al final del experimento con el objetivo de obtener muestras de los
diferentes 6rganos que servirian como referencia de tejidos sin alteraciones en

la evaluacién microscopica y ultraestructural.

3.4. Evaluacioén clinica antes de la inoculacién

Se determind la temperatura rectal, peso corporal y se establecid la
presencia o ausencia de signos clinicos como: estornudos, tos, disnea,

descarga nasal y secrecion ocular.

3.5. Evaluacion seroldgica antes de la inoculacién

Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular para la obtencién de
suero y se determiné la presencia de anticuerpos contra Influenza, Ojo azul,
Circovirus porcino tipo 2, Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino y
Mycoplasma hyopneumoniae, para esto se utilizaron las técnicas de ELISA e

inhibicion de la hemaglutinacion.

3.5.1. ELISA

¢ Influenza (AniGen AlV Ab®, BIONOTE, Inc)

Anigen AIV Ab® es una prueba ELISA de tipo competitivo, cualitativa
utilizada para la deteccion de anticuerpos contra el virus de influenza dirigidos
contra nucleoproteina, por lo que las placas estan recubiertas con esta proteina
del virus de influenza. El procedimiento de la prueba, lectura de las placas e
interpretacion de los resultados se realizé segun las especificaciones del

fabricante. Para la interpretacion de la prueba se calcul6 el valor Pl (Porcentaje
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de inhibicibn) de cada muestra aplicando la féormula del porcentaje de

inhibicion.

Valor Pl = (1 — Densidad 6ptica (DO) muestra / media de la DO negativa) x 100

Se considerd una muestra como positiva cuando el valor Pl era 250 y negativa

cuando el valor Pl fue <50.

e Mycoplasma hyopneumoniae (HerdChek*M  hyo®, IDEXX

Laboratories, Inc.)

HerdChek*M hyo® es una prueba ELISA de tipo indirecto, cualitativa
utilizada para la deteccion de anticuerpos contra Mycoplasma hyopneumoniae.
El procedimiento de la prueba, lectura de las placas e interpretacion de los
resultados se realizd segun las especificaciones del fabricante. Para la
interpretacion de la prueba se calculé el cociente M/P de cada muestra

aplicando la siguiente férmula:

M/P = (DO de la muestra — promedio del control negativo) / (Promedio del

control positivo — promedio del control negativo)

Se considerd una muestra como positiva si la relacion M/P era mayor o igual
que 0.40 y negativa cuando la relacion M/P era menor que 0.30. Si la relacion
M/P era mayor o igual que 0.30 pero menor o igual que 0.40, entonces la

muestra se consider6 como sospechosa.
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e Circovirus porcino tipo 2 (INGEZIM CIRCO IgG®, Inmunologia y

Aplicada S.A.)

Ingezim Circo IgG® es una prueba ELISA de tipo indirecto, cualitativa
utilizada para la deteccion de anticuerpos contra la proteina VP2 del Circovirus
porcino tipo 2 (PCV-2). El procedimiento de la prueba, lectura de las placas e
interpretacion de los resultados se realiz6 segun las especificaciones del
fabricante. Para la interpretacion de la prueba se calcularon los puntos de corte

de la siguiente manera:

Punto de corte negativo = DO del control negativo + 0.2

Punto de corte positivo = DO del control negativo + 0.25

Se considerd una muestra como positiva si la DO era superior al punto de corte
positivo y negativa cuando la DO era menor que el punto de corte negativo. Si
la DO se encontraba entre los dos puntos de corte las muestras eran

consideradas como sospechosas.

e Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino (HerdChek*PRRS

2XR®, IDEXX Laboratories, Inc.)

HerdChek*PRRS 2XR® es una prueba ELISA de tipo indirecto,
cualitativa utilizada para la deteccion de anticuerpos contra la proteina N del
virus de PRRS. El procedimiento de la prueba, lectura de las placas e
interpretacion de los resultados se realizé segun las especificaciones del
fabricante. Para la interpretacion de la prueba se calcul6 el cociente M/P de

cada muestra aplicando la siguiente formula:
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M/P = (DO de la muestra:PRRS — DO de la muestra:NHC) / (Media del control

positivo:PRRS — Media del control positivo:NHC)

Se considerd una muestra como positiva si la relacion M/P era superior o igual

a 0.40 y negativa cuando la relacién M/P era menor que 0.40.

3.5.2. Inhibicién de la hemaglutinacion

Se determiné la presencia de anticuerpos contra Ojo azul, Influenza A
pHIN1 y swH1N1 e Influenza A H3N2 mediante la técnica de inhibicion de la
hemaglutinacion. Para esto los sueros fueron inactivados a 56°C durante 30
minutos, con la finalidad de eliminar posibles inhibidores o aglutinantes
inespecificos. Se realizé la adsorcidn de los sueros en placas de microtitulacion
de 96 pozos con fondo en U, en el caso de Ojo azul se adsorbieron 100 pl de
suero con 50 pl de caolin y 50 pl de una suspension de glébulos rojos de
bovino al 5%; en el caso de Influenza se adsorbieron 50 ul de suero con 100 pl
de caolin y 100 pl de una suspension de glébulos rojos de gallina al 10% las
placas se dejaron en refrigeracion (4°C) por 24 horas y posteriormente, se

colecto el sobrenadante el cual se utilizé en la prueba.

Los antigenos utilizados en la prueba fueron virus de Ojo azul, virus de
Influenza A pH1IN1 y swH1N1 y virus de Influenza A H3N2 porcino, los cuales
fueron titulados por hemaglutinacion en placas de microtitulacion de 96 pozos
con fondo en U, realizandose diluciones dobles seriadas para obtener el titulo
viral, en este caso el titulo del virus de Ojo azul fue de 16 UHA y para los virus
de Influenza A fue de 128 UHA, estos antigenos fueron ajustados a 8 UHA para

la realizacion de la prueba.
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Como sistema indicador en el caso de Ojo azul se utilizé una suspension
de glébulos rojos de bovino al 0.5% y en el caso de Influenza una suspension

de glébulos rojos de gallina al 0.5%.

Para la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion se utilizaron placas
de microtitulacion de 96 pozos con fondo en U, a todos los pozos se agregaron
50 pl de PBS, a los pozos de la primera fila de cada placa se les agreg6 50 pl
del suero adsorbido, esta mezcla fue homogeneizada y posteriormente se
realizaron diluciones dobles seriadas hasta llegar al Gltimo pozo. Después de
esto se agregaron 50 pl de antigeno con 8 UHA a todos los pozos y las placas
se dejaron incubar por 30 minutos para permitir la reaccion antigeno-
anticuerpo, una vez transcurrido este tiempo se agregd la suspension de
glébulos rojos y se dejaron incubar las placas de 15-20 minutos vy

posteriormente se realizo la lectura (Rodriguez et al., 1996).

Para la interpretacion de la prueba en el caso de Influenza se consider6
una muestra como positiva cuando el titulo de anticuerpos fue = 1:80 y para

Ojo azul cuando el titulo de anticuerpos fue = 1:16.

3.6. Evaluacion clinica después de lainoculacion

Los cerdos de los cuatro grupos fueron evaluados diariamente con la
finalidad de determinar la presencia o ausencia de signos respiratorios tales
como: estornudos, tos, disnea, descarga nasal y secrecion ocular. También se
determind la temperatura rectal y peso corporal con el objetivo de obtener la

ganancia diaria de peso.
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3.7. Evaluacion seroldgica después de la inoculacion

Se colectaron muestras de sangre al dia 1, 3, 6, 9, 12 y 14
posinoculacion para la obtencion de suero, posteriormente las muestras fueron
inactivadas, adsorbidas y se les determiné la presencia de anticuerpos contra
el virus de influenza A pH1IN1 y swHIN1 e influenza A H3N2 mediante

inhibicion de la hemaglutinacion y ELISA como se describio anteriormente.

3.8. Evaluacién patoldgica

Se realizé la eutanasia y necropsia de tres cerdos de cada uno de los
grupos a los 2, 6 y 14 dias posinoculacion. Se evaluaron las lesiones
macroscopicas y se colectaron muestras para histologia y microscopia

electrénica de transmision.

La eutanasia se realiz6 mediante la induccion de los cerdos a un plano
profundo de anestesia y su posterior exanguinacion. Para esto los cerdos
recibieron una dosis de 2.2 mg/kg xilacina y 4.4 mg/kg Tiletamina-Zolacepam
via intramuscular. Esta mezcla de tranquilizantes y anestésicos favorecio la
sedaciéon e inmovilizacion de los cerdos necesarios para realizar la
exanguinacion (NOM-033-Z00-1995; Bollen et al.,, 2000; AVMA Panel on
Euthanasia American Veterinary Medical Association, 2000; Aluja vy

Constantino, 2002).

3.8.1. Evaluacién macroscopica

Se realizé la necropsia completa de cada cerdo, con especial énfasis en

el tracto respiratorio, donde se determiné el porcentaje de lesién del pulmonar.
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Para esto se utilizaron como referencia los porcentajes que Christensen asigno
a cada I6bulo pulmonar del cerdo (Sorensen, 2006) (Figura 3). Asi que
dependiendo del o los I6bulos pulmonares que estuvieron lesionados; asi
como, del porcentaje de lesion que se estimé que tenia cada I6bulo, los

porcentajes se sumaron y se obtuvo el porcentaje de lesion del pulmén.

Figura 3. Diagrama esquematico del pulmoéon de cerdo. Se observa el
porcentaje que representa cada lobulo. Crl: Lébulo craneal izquierdo, MI:
Lébulo medio izquierdo, Cal: Lobulo caudal izquierdo, CrD: Lébulo craneal
derecho, MD: Lébulo medio derecho, CaD: Lébulo caudal derecho, Ac: Lobulo
accesorio.
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3.8.2. Evaluacién microscopica

Para la evaluacion microscopica se colectaron muestras de parpado,
cornete nasal, traguea, pulmon, linfonodos (submandibular, traqueobronquial,

mesentérico, inguinal) tonsila palatina, timo, bazo, glandula salival, estomago,
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duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, pancreas, higado, rifidn, vejiga
urinaria, ovario, oviducto, testiculo, encéfalo, médula espinal, musculo
cardiaco, musculo diafragmatico y musculo esquelético (regiones del lomo y
pierna). Dichas muestras fueron conservadas en formalina al 10% amortiguada
a pH de 7.2 y posteriormente procesadas por las técnicas de rutina de inclusiéon
en parafina y tincion de rutina con hematoxilina y eosina (Hall, 1995; Allen,
1995). Los tejidos fueron evaluados mediante el uso de microscopia 6ptica
asignando a las lesiones que se enlistan en los Cuadros 2 al 7 los siguientes
grados de lesidn: sin cambios significativos = 0, leve = 1, moderado = 2 y
severo = 3. Las lesiones que se evaluaron en cada tejido fueron determinadas
después de realizar una evaluacion rapida en la que se identificaron los
cambios mas relevantes. En el caso de o6rganos como el cornete nasal,
traguea, pulmén, tonsila y linfonodos debido a que se evaluaron un gran
namero de lesiones se optd por realizar una reduccién de estas mediante la
técnica de componentes principales lo que permitid agrupar a las lesiones en
dos grupos que fueron nombrados de acuerdo el tipo de lesiéon que predomind

en cada uno.

Cuadro 2. Lesiones microscépicas evaluadas en el cornete nasal de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.

Lesiones necréticas e inflamatorias Lesiones hiperplésicas
Hemorragia Congestion

Pérdida de cilios Hiperplasia de células epiteliales
Necrosis epitelial Hiperplasia de células caliciformes
Exfoliacion epitelial Metaplasia escamosa

Infiltrado inflamatorio
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Cuadro 3. Lesiones microscopicas evaluadas en traguea de cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1.

Lesiones hiperplasicas Lesiones necroticas e inflamatorias
Pérdida de cilios Infiltrado inflamatorio
Hiperplasia epitelial Necrosis epitelial
Hiperplasia de células caliciformes

Cuadro 4. Lesiones microscopicas evaluadas en pulmén de cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1.

Alteraciones circulatorias e inflamatorias

Lesiones necroéticas y regenerativas

Congestion

Hemorragia

Edema perivascular

Edema alveolar

Infiltrado inflamatorio bronquial

Infiltrado inflamatorio bronquiolar

Infiltrado inflamatorio en el tabique interalveolar
Infiltrado inflamatorio alveolar

Infiltrado inflamatorio perivascular

Hiperplasia de neumaocitos tipo I

Necrosis del epitelio bronquial

Necrosis del epitelio bronquiolar
Pérdida de cilios del epitelio bronquial
Pérdida de cilios del epitelio bronquiolar
Exfoliacion del epitelio bronquial
Exfoliacion del epitelio bronquiolar
Hiperplasia epitelial bronquial
Hiperplasia del epitelio bronquiolar
Hiperplasia de células caliciformes

Cuadro 5. Lesiones microscdpicas evaluadas en tonsila palatina de cerdos calostrados
y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.

Lesiones necroéticas e inflamatorias

Lesiones atréficas e hiperplasicas

Degeneracién vacuolar
Descamacion epitelial

Necrosis epitelial
Necrosis/apoptosis linfoide
Infiltrado inflamatorio en criptas

Atrofia linfoide
Hiperplasia linfoide
Hemorragia

Cuadro 6. Lesiones microscOpicas evaluadas en linfonodos (submandibular,
traqueobronquial, mesentérico e inguinal) de cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1.

Alteraciones circulatorias

Lesiones linfoides

Edema
Congestion
Hemorragia

Necrosis/apoptosis linfoide
Atrofia linfoide
Hiperplasia linfoide
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Cuadro 7. Lesiones microscopicas evaluadas en otros tejidos de cerdos calostrados y
no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1.

Organo Lesion

Parpado | Infiltrado inflamatorio perivascular

Timo Necrosis/apoptosis linfoide
Hemorragia

Bazo Necrosis/apoptosis linfoide

Hiperplasia linfoide

Higado [ Degeneracién vacuolar
Infiltrado inflamatorio periportal
ileon Necrosis/apoptosis linfoide
Vejiga Dec_)eneracién vacuolar

3.8.3. Evaluacioén ultraestructural

Para la evaluacion ultraestructural se colectaron fragmentos de pulmén
los cuales fueron fijados en una mezcla de glutaraldehido 2.5% -
paraformaldehido 4% durante 24 horas, después los tejidos fueron lavados con
una solucion de cacodilatos amortiguada a pH de 7.2, postfijados con
tetradxido de osmio al 1% y lavados con la solucibn amortiguada de
cacodilatos. Posteriormente, fueron deshidratados con concentraciones
ascendentes de acetona e incluidos en resinas epoxicas. Después, se
realizaron cortes semifinos (200nm) los cuales se montaron en portaobjetos y
contrastaron con azul de toluidina. Finalmente, se realizaron cortes finos de
60nm los cuales fueron montados en rejillas de cobre, contrastados con acetato
de uranilo y citrato de plomo para su observacion y evaluacion en un
microscopio electronico Zeiss EM 900 (Vazquez y Echeverria, 2000). Se realizo
la descripcion de los cambios extra e intracelulares, se determiné la presencia
0 ausencia de particulas virales; asi como, la morfologia y tamafio de las

mismas.
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3.9. Analisis estadistico

Los resultados de la evaluacion de la signologia clinica fueron
presentados de forma descriptiva. La temperatura corporal y ganancia diaria de
peso fueron analizados mediante un disefio completamente al azar con un
arreglo factorial multivariado (Hair JF, 1995) 2x2x15 donde el primer factor fue
el calostro (calostrado y no calostrado); el segundo factor el virus (pH1IN1 y
swH1N1) y el tercer factor fueron los dias posinoculacién 0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,

9,10, 11, 12, 13y 14. Para el analisis se utilizé el paquete estadistico IMP® 8.

El modelo estadistico utilizado para el experimento fue el siguiente:

Yi= M + ai+ Bj+ (aB)j +yx + ayi + Byjk + (aBy)ik + (i)

En donde:

pu= media general

a;= efecto del i-ésimo nivel del factor calostro

i= 1 (calostrado) y 2 (no calostrado)

Bj= efecto del j-ésimo nivel del factor virus

j=1 (pHIN1)y 2 (swH1N1)

(aB)i= efecto de la interaccion de los factores calostro y virus

yk= efecto del k-ésimo nivel del factor dias posinoculacién

k=0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13 y 14 dias posinoculacion

ayik= efecto de la interaccion de los factores calostro y dias posinoculacion
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Byj= efecto de la interaccion de los factores virus y dias posinoculacion

(aBy)ik= efecto de la interaccion de los factores calostro, virus y dias

posinoculacién

£(j)i= error experimental

I=1,2,3,4y5

Yiw= matriz de los valores observados para cada variable

Los resultados del ELISA e inhibicion de la hemaglutinacién fueron
presentados de forma descriptiva. Adicionalmente, a los titulos de anticuerpos
obtenidos por inhibicion de la hemaglutinacion se les realiz6 una
transformacién logaritmica (log 10). Estos resultados transformados fueron
analizados mediante un disefio completamente al azar con un arreglo factorial
multivariado 2x2x7 donde el primer factor fue el calostro (calostrado y no
calostrado); el segundo factor el virus (pH1N1 y swH1N1) y el tercer factor
fueron los dias posinoculacion 0, 1, 3, 6, 9, 12 y 14. Para el andlisis se ultilizo el

paquete estadistico IMP® 8.

El modelo estadistico utilizado para el experimento fue el siguiente:

Yi= Y + ai+ Bj+ (aB)ij +yi + ayik + Byjx + (aBY)ik + (i

En donde:

p= media general

a;= efecto del i-ésimo nivel del factor calostro
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i= 1 (calostrado) y 2 (no calostrado)

Bj= efecto del j-ésimo nivel del factor virus

j=1 (pH1IN1) y 2 (swH1N1)

(aB)i= efecto de la interaccion de los factores calostro y virus

yk= efecto del k-ésimo nivel del factor dias posinoculacion

k=0, 1, 3,6, 9, 12y 14 dias posinoculacion

ayi= efecto de la interaccion de los factores calostro y dias posinoculacion

Byj= efecto de la interaccion de los factores virus y dias posinoculacion

(aBy)ijk= efecto de la interaccion de los factores calostro, virus y dias

posinoculacion

£(ij)= error experimental

I=1,2,3,4,5y6

Y= matriz de los valores observados para cada variable

Para el andlisis de las lesiones macroscopicas se realizé la
transformaciéon de los porcentajes de lesion pulmonar mediante la técnica de

Box-Cox (Kuehl RO, 2001) utilizando la siguiente formula:

(Porcentajede lesion + 1)_0'2- 1

-0.072

A =

Los resultados transformados fueron analizados mediante un disefio

completamente al azar con un arreglo factorial multivariado 2x2x3 donde el
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primer factor fue el calostro (calostrado y no calostrado); el segundo factor el
virus (pH1N1 y swH1N1) y el tercer factor fueron los dias posinoculacion 2, 6 y

14. Para el andlisis se utilizo el paquete estadistico IMP® 8.

El modelo estadistico utilizado para el experimento fue el siguiente:

Yi= M + i+ Bj+ (aB)j +yi + avik + Byjk + (ABY)ik * (k)

En donde:

p= media general

a;= efecto del i-ésimo nivel del factor calostro

i= 1 (calostrado) y 2 (no calostrado)

Bj= efecto del j-ésimo nivel del factor virus

j=1 (pH1IN1) y 2 (swH1N1)

(aB)i= efecto de la interaccion de los factores calostro y virus

vi= efecto del k-ésimo nivel del factor dias posinoculacion

k=2, 6 y 14 dias posinoculacion

ayik= efecto de la interaccion de los factores calostro y dias posinoculacion

Byjk= efecto de la interaccion de los factores virus y dias posinoculacion

(aBy)ik= efecto de la interaccion de los factores calostro, virus y dias

posinoculacion

&(ij)= error experimental
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=1,2y3

Yiw= matriz de los valores observados para cada variable

Para el analisis de las lesiones microscopicas en tejidos como cornete
nasal, trdquea, pulmon, tonsila y linfonodos (submandibular, traqueobronquial,
mesentérico e inguinal) debido a que se evaluaron una gran cantidad de
lesiones o variables se opt6 por realizar una reduccion de estas mediante la
técnica de componentes principales, lo que permiti6 que las lesiones se
agruparan en dos componentes, los cuales fueron identificados de acuerdo a
las lesiones que predominaban en cada uno (Hair JF, 1995). Estos dos
componentes fueron utilizados como nuevas variables y analizados mediante
un disefilo completamente al azar con un arreglo factorial multivariado 2x2x3
donde el primer factor fue el calostro (calostrado y no calostrado); el segundo
factor el virus (pHIN1 y swH1IN1) y el tercer factor fueron los dias
posinoculacion 2, 6 y 14. Para el parpado, timo, bazo, higado, ileon y vejiga no
se obtuvieron componentes principales y las lesiones evaluadas fueron
analizadas como se describié anteriormente. Para el andlisis se utiliz6 el

paquete estadistico IMP® 8.

El modelo estadistico utilizado para el experimento fue el siguiente:

Yi= Y + ai+ Bj+ (aB)ij +yi + ayik + By + (aBY)ik + (i

En donde:

p= media general

a;= efecto del i-ésimo nivel del factor calostro
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i= 1 (calostrado) y 2 (no calostrado)

Bj= efecto del j-ésimo nivel del factor virus

j=1 (pH1N1) y 2 (swH1N1)

(aB)i= efecto de la interaccion de los factores calostro y virus

yk= efecto del k-ésimo nivel del factor dias posinoculacion

k=2, 6 y 14 dias posinoculacion

ayi= efecto de la interaccion de los factores calostro y dias posinoculacion

Byj= efecto de la interaccion de los factores virus y dias posinoculacion

(aBy)ijk= efecto de la interaccion de los factores calostro, virus y dias

posinoculacion

£(ij)= error experimental

=1,2y3

Y= matriz de los valores observados para cada variable
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4. RESULTADOS
4.1. Resultados de la evaluacion clinica en cerdos calostrados y no
calostrados antes de la inoculaciéon con virus de influenza A pHIN1 y

SWHI1N1.

Durante la evaluacion clinica no se detectaron estornudos, tos, disnea,
descarga nasal y secrecion ocular en ninguno de los grupos. La temperatura
corporal oscild6 entre 39°C y 39.66°C, la cual se encontr6 dentro del rango
descrito para cerdos de esta edad. En relacion al peso corporal el grupo de
cerdos no calostrados/pH1N1 fue el grupo que exhibié el promedio de peso
corporal mas bajo con 4.79 kg, esto se debid a un problema entérico que
presentd esta camada durante la primera semana de vida por el cual los
animales exhibieron retraso en el crecimiento. El peso corporal en el resto de
los grupos fue de 9.98 kg para el grupo de calostrados/pH1N1, 9.44 kg para el
grupo de calostrados/swHIN1 y 8.33 kg para el grupo de no

calostrados/swH1NL1.

4.2. Resultados de la evaluacion serolégica en cerdos calostrados y no
calostrados antes de la inoculacion con virus de influenza A pHIN1 y

SswWHI1N1.

En la evaluacion seroldgica los cerdos no calostrados fueron negativos
por inhibicion de la hemaglutinacién a la presencia de anticuerpos contra el
virus pHIN1 y H3N2, en el caso del virus swH1N1 se detectaron 10 cerdos no
calostrados positivos por inhibicion de la hemaglutinacién, asi que con el

objetivo de confirmar o descartar que esos sueros fueran positivos a la
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presencia de anticuerpos contra influenza se realiz6 ELISA anti-NP y los
resultados fueron negativos, por lo que el observar resultados positivos en
cerdos no calostrados por inhibicion de la hemaglutinacion se atribuyé a una
reaccion inespecifica. En el caso de los cerdos calostrados los sueros fueron
negativos por inhibicion de la hemaglutinaciéon a la presencia de anticuerpos
contra el virus H3N2, en el caso del virus swH1N1 18/18 sueros fueron
positivos y para el virus pH1IN1 15/18 sueros fueron positivos lo cual se
atribuyd a una reaccion cruzada con el virus swH1N1, al realizar ELISA anti-NP
a esos sueros 17/18 fueron positivos. Los resultados de inhibicion de la
hemaglutinacion contra Ojo azul fueron negativos; asi como los resultados de
ELISA contra Mycoplasma hyopneumoniae, Circovirus porcino tipo 2 y

Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino.

4.3. Resultados de la evaluaciéon clinica en cerdos calostrados y no

calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.

Durante la evaluacion clinica (Cuadro 8) se observaron estornudos y
descarga nasal leve en todos los grupos; sin embargo, existieron variaciones
en la cantidad de animales afectados y el periodo de dias en los que se
presentaron los signos clinicos entre los grupos. Los grupos inoculados con el
virus pH1N1 exhibieron un mayor niumero de animales con signos clinicos y la
duracion de estos fue de 6-8 dias, mientras que los cerdos inoculados con el
virus swH1IN1 exhibieron un menor nimero de animales afectados y la
duracion de los signos clinicos fue de 3-4 dias. Se pudo apreciar que el
calostro tuvo cierto efecto protector contra los dos virus ya que en los grupos

de animales calostrados se observd un menor numero de animales con la
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signologia clinica mencionada; sin embargo, en la duracion de los signos
clinicos el grupo de calostrados/pH1N1 fue el que presentd los signos clinicos
por un mayor periodo de tiempo (8 dias). Las variaciones observadas en el
namero de animales afectados y la duracion de la signologia clinica sugieren
que bajo las condiciones del presente estudio el comportamiento clinico del

virus pH1N1 es diferente al del virus swH1N1.

Cuadro 8. Resultados de la evaluacion clinica realizada en cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.

Grupo Signologia Dias posinfeccion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14
Calostrados/pH1N1 Estornudos | 0/9 | 0/9 | 0/9 | 3/6 | 3/6 | 3/6 | 3/6 | 1/3 | 2/3 | 2/3 | 1/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3

Descarga 0/9 | 0/9 |09 | 36 |36 (36|36 | 1/3|23|23| 13 |03]|03/|03] 03
nasal

No Estornudos | 0/9 | 0/9 | 0/9 | 0/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 3/3 | 2/3 | 1/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3
calostrados/pH1N1

Descarga 0/9 | 0/9 | 0O/9 | O/6 | 6/6 | 6/6 | 6/6 | 3/3 | 2/3 | 1/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0O/3 | 0/3
nasal

Calostrados/swH1IN1 | Estornudos | 0/9 | 0/9 | 0/9 | O/6 | 1/6 | 1/6 | 1/6 | 1/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3

Descarga 0/9 | 0/9 |09 |06 |1/6 | 1/6 | 1/6 | 1/3 | 0/3 | 0/3 | 0O/3 | O/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3
nasal

No Estornudos | 0/9 | 0/9 | 2/9 | 2/6 | 2/6 | 0/6 | 0/6 | 0/3 | O/3 | 0/3 | O/3 | 0O/3 | 0O/3 | O/3 | 0/3
calostrados/swH1N1

Descarga 0/9 | 0/9 | 2/9 | 2/6 | 2/6 | 0/6 | O/6 | O/3 | O/3 | O/3 | O/3 | O/3 | 0/3 | 0/3 | 0/3
nasal

4.4. Temperatura corporal rectal en cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.

Se observd que la media de la temperatura corporal (Cuadro 9) fue
similar entre los cerdos calostrados (39.29°C) y los no calostrados (39.22°C);
asi como, entre los cerdos inoculados con el virus pHIN1 (39.23°C) y los
inoculados con el virus swH1IN1 (39.28°C) (P=0.05). Cuando se evalud la
interaccion entre el calostro y el virus se observé que la temperatura corporal
se comportd de forma similar en los cuatro grupos evaluados. Sin embargo,

cuando se evalud la temperatura corporal a lo largo de los dias posinoculacion
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(Figura 4) se observo que la temperatura rectal fue mas alta al dia 3 (39.45°C)
posinoculacion que la observada al dia 14 (39.09°C) posinoculacion (P<0.05).

Cuadro 9. Temperatura corporal rectal (‘C) en cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1IN1. Los datos corresponden a la
media = el error estandar de la temperatura corporal rectal de 75 mediciones
realizadas por grupo durante todo el experimento. Del dia 0 al 2 posinoculacién se
obtuvo la media de la temperatura corporal rectal de 9 cerdos en cada grupo, del dia 3
al 6 posinoculacién la media de 6 cerdos por grupo y del dia 7 al 14 posinoculacién la
media de 3 cerdos por grupo obteniéndose de esta manera 75 mediciones por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 swH1IN1
Si 39.27+0.04% 39.31+0.04% 39.29°%
No 39.19+0.04% 39.26+0.04% 39.22¢
Media 39.23°% 39.28°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 4. Temperatura corporal rectal ("C) en cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1. Los datos en cada punto
corresponden a la media % el error estandar de la temperatura corporal rectal obtenida
por dia considerando todos los grupos. Del dia 0 al 2 posinoculacion se observa la
media de 36 cerdos, del dia 3 al 6 posinoculacion la media de 24 cerdos y del dia 7 al
14 posinoculacion la media de 12 cerdos.

40
39.45

39.09

384

Temperatura °C

33 T T T T T T T T T

Dias posinoculacion

Considerando los resultados de temperatura corporal obtenidos y que en

cerdos destetados de entre 9 y 18 kg la temperatura corporal se encuentra
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entre 39.3°C y 39.6°C, se concluye que los datos obtenidos no muestran
evidencia suficiente para afirmar que la inoculacién con los virus de influenza

pH1N1 y swH1N1 tuvo algun efecto sobre la temperatura corporal.

4.5. Ganancia diaria de peso en cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pH1IN1y swH1IN1.

Considerando que existia una marcada diferencia en el peso corporal de
los cerdos al inicio del estudio asociada a la privacion de calostro y a que uno
de los grupos curso con un problema digestivo antes de la inoculacion, se
decidié evaluar la ganancia diaria de peso en lugar del peso corporal con la
intencidn de realizar una evaluacion mas objetiva. Se observo que la ganancia
diaria de peso (Cuadro 10) fue similar en cerdos calostrados (478 g) y los no
calostrados (468 g) (P=0.05); sin embargo, cuando se agruparon a los cerdos
de acuerdo al virus con que fueron inoculados se observé que los cerdos
inoculados con el virus pH1IN1 (421 g) exhibieron una ganancia de peso mas
baja que los inoculados con el virus swH1N1 (524 g) (P<0.05). Al evaluar la
interaccién entre el calostro y el virus se observé que la ganancia diaria de
peso observada en los grupos no calostrados/pHIN1 (448 g) y no
calostrados/swH1N1 (488 g) fue similar (P=0.05), mientras que en el grupo de
calostrados/pH1IN1 (394 g) exhibié una menor ganancia de peso que el grupo

de calostrados/swH1IN1 (561 g) (P<0.05).

Considerando los resultados de ganancia diaria de peso obtenidos se
concluye que existe evidencia suficiente para afirmar que la ganancia diaria de
peso en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (421 g) es diferente a la

observada en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (524 g). Observando
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una menor ganancia diaria de peso en los grupos inoculados con el virus

pHINL.

Cuadro 10. Ganancia diaria de peso en cerdos calostrados y no calostrados
inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1. Los datos corresponden a la
media * el error estandar de la ganancia diaria de peso (gramos) de 66 mediciones
realizadas por grupo durante todo el experimento. Del dia 1 al 2 posinoculacién se
obtuvo la media de la ganancia diaria de peso de 9 cerdos en cada grupo, del dia 3 al
6 posinoculacién la media de 6 cerdos por grupo y del dia 7 al 14 posinoculacion la
media de 3 cerdos por grupo obteniéndose de esta manera 66 mediciones por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 swH1N1
Si 394+26° 561+26% 4782
No 448+26"° 488+26° 468°
Media 421° 5242

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

4.6. Resultados de la evaluacién serolégica realizada en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1
y swHI1N1 utilizando las pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion y

ELISA.

Cuando se evalué la respuesta seroldgica en el grupo de cerdos
calostrados/pHIN1 (Cuadro 11) se observé que cuando se utilizd como
antigeno al virus pHIN1 en la prueba de inhibicion de la hemaglutinacién (IH)
los titulos de anticuerpos se encontraron en un rango de 10-160 y 16/30 sueros
fueron positivos a la presencia de anticuerpos contra el virus pH1IN1. En
relacion al comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias
posinoculacion se observo que del dia 6 al 14 posinoculacién el niumero de
animales positivos y el titulo de anticuerpos disminuyeron. Por otro lado,
cuando se utiliz6 como antigeno al virus swHIN1 en la prueba de IH se

observé gue los titulos de anticuerpos se encontraron en un rango de 80-320 y
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30/30 sueros fueron positivos a la presencia de anticuerpos contra el virus
swH1N1. En relacion al comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo largo
de los dias posinoculacion se observo que el titulo de anticuerpos disminuy6 a
los dias 12 y 14 posinoculacion. Con el uso del ELISA se detectaron 30/30
sueros positivos lo cual coincide con los resultados obtenidos con la prueba de

IH cuando se utiliz6 como antigeno al virus swH1N1.

Cuadro 11. Resultados de la evaluacién serolédgica realizada en el grupo de cerdos
calostrados/pH1N1 mediante el uso de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion
(IH). Los datos corresponden al rango de titulos de anticuerpos obtenidos por dia
posinoculacion, entre paréntesis se muestra la proporcion de sueros con titulos de
anticuerpos =80.

Dias posinoculacion | IH-pH1IN1 IH-swH1N1 ELISA
1 40-160 (7/9) | 80-320 (9/9) | 77.01 —98.78 (9/9)
3 40-160 (5/6) | 80-320 (6/6) | 64.99 — 97.75 (6/6)
6 40-80 (2/6) | 160-320 (6/6) | 59.51 — 96.36 (6/6)
9 40-160 (1/3) 320 (3/3) 84.47 — 95.82 (3/3)
12 10-40 (0/3) 80 (3/3) 93.35-97.03 (3/3)
14 40-80 (1/3) | 80-160 (3/3) | 95.37 — 97.53 (3/3)
Sueros positivos 16/30 30/30 30/30

En el grupo de cerdos no calostrados/pHIN1 (Cuadro 12) cuando se utilizd
como antigeno al virus pH1N1 en la prueba de IH los titulos de anticuerpos se
encontraron en un rango de 10-160 y 7/30 sueros fueron positivos a la
presencia de anticuerpos contra el virus pH1N1. En relacién al comportamiento
de los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias posinoculacién se observo
que del dia 1 al 6 posinoculacién los sueros fueron negativos y del dia 9 al 14
posinoculacion el numero de animales positivos y el titulo de anticuerpos
aumentaron. En el mismo grupo pero cuando se utilizé6 como antigeno al virus
swH1N1 en la prueba de IH se observé que los titulos de anticuerpos se
encontraron en un rango de 40-320 y 29/30 sueros fueron positivos a la

presencia de anticuerpos contra el virus swHIN1. En relacion al
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comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias
posinoculacion se detectaron sueros positivos dia 1 al 14 posinoculacion.
Cuando se utilizd ELISA se detectaron 6/30 sueros positivos, resultados que
son similares a los observados con la prueba de IH cuando se utilizO como
antigeno al virus pH1N1, ademas de que se confirmd que los sueros eran
negativos del dia 1 al 6 posinoculacion y que es hasta el dia 9 posinoculacion
cuando se detectan muestras positivas, o que sugiere que los anticuerpos
detectados del dia 1 al 6 posinoculacion por inhibicion de la hemaglutinaciéon
cuando se utiliz6 como antigeno al virus swH1IN1 pueden estar asociados a

una reaccion inespecifica.

Cuadro 12. Resultados de la evaluacion seroldgica realizada en el grupo de cerdos no
calostrados/pH1N1 mediante el uso de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion
(IH). Los datos corresponden al rango de titulos de anticuerpos obtenidos por dia
posinoculacion, entre paréntesis se muestra la proporcion de sueros con titulos de
anticuerpos =80.

Dias posinoculacion | IH-pHIN1 IH-swH1N1 ELISA
1 10 (0/9) 40-160 (8/9) | -5.11 —28.41 (0/9)
3 10 (0/6) 80-160 (6/6) | 10.00 — 23.02 (0/6)
6 10 (0/6) 80-160 (6/6) | 16.42 — 31.37 (0/6)
9 10-80 (1/3) | 80-160 (3/3) | 46.67 —61.13 (2/3)
12 160 (3/3) 160-320 (3/3) | 42.86 — 63.59 (2/3)
14 80-160 (3/3) | 80-160 (3/3) | 42.50 — 58.61 (2/3)
Sueros positivos 7/30 29/30 6/30

En el grupo de cerdos calostrados/swH1IN1 (Cuadro 13) cuando se
utilizé como antigeno al virus pHIN1 en la prueba de IH los titulos de
anticuerpos se encontraron en un rango de 10-640 y 14/30 sueros fueron
positivos a la presencia de anticuerpos contra el virus pH1IN1. En relacion al
comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias
posinoculacion se observo que del dia 6 al 14 posinoculacion el numero de

animales positivos y el titulo de anticuerpos disminuyen hasta ser negativos a
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los 12 y 14 dias posinoculacion. En el mismo grupo pero ahora utilizando como
antigeno al virus swH1IN1 en la prueba de IH se observo que los titulos de
anticuerpos se encontraron en un rango de 20-320 y 28/30 sueros fueron
positivos a la presencia de anticuerpos contra el virus swH1N1. En relacion al
comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias
posinoculacion se detectaron sueros positivos dia 1 al 14 posinoculacion.
Cuando se evaluaron estos sueros mediante el uso del ELISA se detectaron
18/30 sueros positivos, resultados que son similares a los obtenidos con la
prueba de IH cuando se utiliz6 como antigeno al virus pH1N1, el observar
titulos de anticuerpos mas altos y un mayor nimero de animales positivos
cuando se utiliz6 como antigeno al virus swH1N1 en la prueba de IH, puede
asociarse a una baja capacidad del virus para aglutinar eritrocitos o a la

presencia de inhibidores inespecificos.

Cuadro 13. Resultados de la evaluacién serolégica realizada en el grupo de cerdos
calostrados/swH1N1 mediante el uso de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion
(IH). Los datos corresponden al rango de titulos de anticuerpos obtenidos por dia
posinoculacion, entre paréntesis se muestra la proporcion de sueros con titulos de
anticuerpos 280.

Dias posinoculacion

IH-pHIN1

IH-swH1N1

ELISA

1 10-160 (6/9) | 40-160 (8/9) | 42.14 — 92.59 (6/9)
3 20-160 (4/6) | 80-160 (6/6) | 35.27 — 89.27 (3/6)
6 20-640 (3/6) | 20-160 (5/6) | 31.59 — 87.11 (4/6)
9 10-80 (1/3) | 80-320 (3/3) | 37.34 —82.80 (2/3)
12 10-40 (0/3) | 80-160 (3/3) | 41.24 — 83.84 (2/3)
14 10-40 (0/3) | 80-160 (3/3) | 39.94 —81.59 (1/3)
Sueros positivos 14/30 28/30 18/30

Finalmente, en el grupo de no calostrados/swH1N1 (Cuadro 14) cuando
se utilizé como antigeno al virus pH1N1 en la prueba de IH los sueros fueron
negativos a la presencia de anticuerpos contra el virus pH1IN1. En el mismo

grupo pero ahora utilizando como antigeno al virus swH1N1 en la prueba de IH
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se observé que los titulos de anticuerpos se encontraron en un rango de 40-
320 y 24/30 sueros fueron positivos a la presencia de anticuerpos contra el
virus swH1N1. En relacion al comportamiento de los titulos de anticuerpos a lo
largo de los dias posinoculacion se detectaron sueros positivos del dia 1 al 14
posinoculacion. Cuando se evaluaron estos sueros mediante el uso del ELISA
los sueros evaluados fueron negativos, lo cual coincide con los resultados
obtenidos con la prueba de IH cuando se utiliz6 como antigeno al virus pH1N1;
sin embargo, es importante considerar que con ELISA hubo muestras al dia 12
y 14 posinoculacion cuyos porcentajes de inhibicién fueron cercanos al 50%, lo
cual sugiere que en esas muestras podria estarse llevando a cabo una

respuesta inmune primaria.

Cuadro 14. Resultados de la evaluacion seroldgica realizada en el grupo de cerdos no
calostrados/swH1N1 mediante el uso de la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion
(IH). Los datos corresponden al rango de titulos de anticuerpos obtenidos por dia
posinoculacion, entre paréntesis se muestra la proporcion de sueros con titulos de
anticuerpos =80.

Dias posinoculacion | IH-pHIN1 | IH-swH1IN1 ELISA
1 10 (0/9) | 40-320 (6/9) | -14.85 — 13.15 (0/9)
3 10 (0/6) 40-80 (3/6) | -5.92-11.13 (0/6)
6 10 (0/6) | 80-320 (6/6) | -5.78 — 23.38 (0/6)
9 10 (0/3) 80 (3/3) 7.67 —28.81 (0/3)
12 10 (0/3) | 80-160 (3/3) | 10.45—45.33 (0/3)
14 10 (0/3) 80 (3/3) 6.01 — 48.47 (0/3)
Sueros positivos 0/30 24/30 0/30

Finalmente cuando se realizo la prueba de IH utilizando como antigeno
al virus H3N2 los resultados fueron negativos en todos los sueros de los cuatro

grupos evaluados.

Al realizar el andlisis estadistico (Cuadro 15) de los resultados obtenidos

mediante la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion cuando se utilizé a los
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virus pH1IN1 y swHIN1 como antigeno se encontraron diferencias entre los
titulos de anticuerpos de los cerdos calostrados y los cerdos no calostrados; asi
como, entre los titulos de anticuerpos de los cerdos inoculados con el virus
pH1NL1 y los inoculados con el virus swH1N1 (P<0.05). Se evalud la interaccion
entre el calostro y el virus se observé que cuando se utiliz6 como antigeno en
la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion al virus pH1N1 no se encontrd
diferencia en los titulos de anticuerpos entre los grupos de cerdos
calostrados/pH1IN1 (1.70) y calostrados/swH1N1 (1.54) (P=0.05); sin embargo,
si se encontré diferencia en los titulos de anticuerpos entre los grupos de
cerdos no calostrados/pH1N1 (0.86) y no calostrados/swH1N1 (0.00) teniendo
una mayor respuesta en el grupo de cerdos no calostrados/pH1N1 (P<0.05).
También se evalud la interaccion entre el calostro y el virus pero cuando se
utilizé como antigeno en la prueba de inhibicién de la hemaglutinacion al virus

swH1N1 y no se encontré diferencia en los titulos de anticuerpos entre ninguno

de los grupos evaluados (P=0.05).

Cuadro 15. Titulos de anticuerpos obtenidos mediante la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacién en cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de
influenza A pH1N1 y swH1N1. Los datos corresponden a la media + el error estandar
del titulo de anticuerpos transformado obtenido de 30 sueros por grupo durante todo el
experimento.

Inhibicién de la hemaglutinacion Inhibicién de la hemaglutinacion
pHIN1 swHI1IN1

Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swH1IN1 pHIN1 swH1IN1

Si 1.70+0.05% | 1.54+0.05% | 1.62% | 2.22+0.03% | 2.05+0.03* | 2.13%

No 0.86+0.05" | 0.00+0.05° | 0.43" | 2.04+0.03% | 1.93+0.03% | 1.98"
Media 1.28° 0.77° 2.13? 1.99"

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Se evalué el efecto del calostro y el virus sobre los titulos de anticuerpos
a lo largo de los dias posinoculacion. En relacién al efecto del calostro sobre
los titulos de anticuerpos a lo largo de los dias posinoculacion se observo que
cuando se utilizé como antigeno en la prueba de IH al virus pH1N1 se encontré
diferencia estadistica entre los titulos de anticuerpos de los cerdos calostrados
y no calostrados del dia 0 al 9 posinoculacion, debido a que en los cerdos no
calostrados no se detectaron anticuerpos del dia 0 al 6 y en los cerdos
calostrados en el mismo periodo los titulos de anticuerpos fueron superiores a
1.5. Al dia 9 posinoculacion el titulo de anticuerpos en los cerdos no
calostrados (0.85) fue mas bajo que en los cerdos calostrados (1.48) (P<0.05).
Finalmente a los 12 y 14 dias posinoculacion los titulos de anticuerpos fueron

similares en cerdos no calostrados y calostrados (P=0.05) (Figura 5).

Figura 5. Evaluacion del efecto del calostro sobre los titulos de anticuerpos obtenidos
por inhibicién de la hemaglutinacion utilizando como antigeno al virus pH1N1 a lo largo
de los dias posinoculacién. Los datos en cada punto corresponden a la media del titulo
de anticuerpos transformado obtenido por dia agrupando a los animales como
calostrados y no calostrados. Al dia 0 y 1 posinoculacién se obtuvo la media de 18
cerdos calostrados y 18 no calostrados, al dia 3 y 6 posinoculacion la media de 12
cerdos calostrados y 12 cerdos no calostrados y a los dias 9, 12 y 14 posinoculacion la
media de 6 cerdos calostrados y 6 cerdos no calostrados.
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Cuando se utilizé como antigeno en la prueba de IH al virus swH1N1 se
encontro diferencia entre los titulos de anticuerpos de los cerdos calostrados y
no calostrados al dia 0 y 1 posinoculacion debido a que los titulos de
anticuerpos en los cerdos calostrados (2.20 y 2.15) son mas altos que en los no
calostrados (1.82 y 1.90) (P<0.05). Del dia 3 al 14 posinoculacion los titulos de
anticuerpos fueron similares en cerdos calostrados y no calostrados (P=0.05)
(Figura 6).

Figura 6. Evaluacion del efecto del calostro sobre los titulos de anticuerpos obtenidos
por inhibicion de la hemaglutinacién utilizando como antigeno al virus swH1INL1 a lo
largo de los dias posinoculacién. Los datos en cada punto corresponden a la media del
titulo de anticuerpos transformado obtenido por dia agrupando a los animales como
calostrados y no calostrados. Al dia 0 y 1 posinoculacién se obtuvo la media de 18
cerdos calostrados y 18 no calostrados, al dia 3 y 6 posinoculacion la media de 12

cerdos calostrados y 12 cerdos no calostrados y a los dias 9, 12 y 14 posinoculacion la
media de 6 cerdos calostrados y 6 cerdos no calostrados.
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En relacion al efecto del virus sobre los titulos de anticuerpos a lo largo
de los dias posinoculacion se observé que cuando se utiliz6 como antigeno en

la prueba de IH al virus pH1N1 el comportamiento de los titulos de anticuerpos
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de los cerdos inoculados con el virus pHIN1 fue similar al de los cerdos
inoculados con el virus swH1N1 del dia 0 al 6 posinoculaciéon (P=0.05); sin
embargo, del dia 9 al 14 posinoculacion los titulos de anticuerpos en los cerdos
inoculados con el virus pH1NL1 tienden a incrementar su titulo mientras que en
los cerdos inoculados con el virus swH1N1 los titulos de anticuerpos

permanecieron bajos (P<0.05) (Figura 7).

Figura 7. Evaluacion del efecto del virus sobre los titulos de anticuerpos obtenidos por
inhibicién de la hemaglutinacion utilizando como antigeno al virus pH1N1 a lo largo de
los dias posinoculacion. Los datos en cada punto corresponden a la media del titulo de
anticuerpos transformado obtenido por dia agrupando a los animales como inoculados
con el virus pH1N1 e inoculados con el virus swH1INL1. Al dia 0 y 1 posinoculacién se
obtuvo la media de 18 cerdos inoculados con el virus pH1N1 y 18 cerdos inoculados
con el virus swH1N1, al dia 3 y 6 posinoculacion la media de 12 cerdos inoculados con
virus pHIN1 y 12 cerdos inoculados con virus swHIN1 y a los dias 9, 12 y 14
posinoculacion la media de 6 cerdos inoculados con virus pHIN1 y 6 cerdos
inoculados con virus swH1N1.
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Cuando se utilizé como antigeno en la prueba de IH al virus swH1N1 se
observé que los titulos de anticuerpos en los cerdos inoculados con el virus
pH1IN1 fueron similares a los titulos de anticuerpos obtenidos en los cerdos

inoculados con el virus swH1N1 (P=0.05) (Figura 8).



60

Figura 8. Evaluacion del efecto del virus sobre los titulos de anticuerpos obtenidos por
inhibicion de la hemaglutinacion utilizando como antigeno al virus swH1N1 a lo largo
de los dias posinoculacion. Los datos en cada punto corresponden a la media del titulo
de anticuerpos transformado obtenido por dia agrupando a los animales como
inoculados con el virus pH1IN1 e inoculados con el virus swHIN1. Al dia 0 y 1
posinoculacion se obtuvo la media de 18 cerdos inoculados con el virus pH1IN1 y 18
cerdos inoculados con el virus swH1N1, al dia 3 y 6 posinoculaciéon la media de 12
cerdos inoculados con virus pH1IN1 y 12 cerdos inoculados con virus swH1IN1 y a los
dias 9, 12 y 14 posinoculacion la media de 6 cerdos inoculados con virus pH1IN1 y 6
cerdos inoculados con virus swH1N1.
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Considerando los titulos de anticuerpos obtenidos con el uso de
inhibicion de la hemaglutinacion se concluye que existe evidencia suficiente
para afirmar que la respuesta serologica en los grupos inoculados con el virus
pH1N1 (1.28) es diferente a la observada en los grupos inoculados con el virus
swH1N1 (0.77) cuando se utiliza como antigeno en la prueba de inhibicién de la
hemaglutinacion al virus pH1N1. Sin embargo, al utilizar como antigeno al virus
swH1N1 el comportamiento de los titulos de anticuerpos es similar (pH1N1
2.13 y swHIN1 1.99). Las diferencias en la respuesta serolégica ademas de

estar asociadas al virus con el que fueron inoculados los cerdos, se asocian al
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virus utilizado como antigeno en esta prueba y a la reaccion cruzada que se

observo entre estos virus.

4.7. Resultados de la evaluacién macroscoépica realizada en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1

y SWHIN1

Durante la necropsia el Unico érgano en donde se observaron lesiones
macroscopicas evidentes fue el pulmén. En donde el tejido pulmonar afectado
era de color rojo, firme al tacto y estaba claramente delimitado por tejido
pulmonar normal, estas areas de lesion afectaban predominantemente a los
I6bulos craneales y medios, en algunos casos se observaron areas de
atelectasia y enfisema las cuales se localizaban en los |6bulos caudales. En las
Figuras 9 a la 11 se observan algunas imagenes representativas de las

lesiones observadas en cada grupo a los 2, 6 y 14 dias posinoculacion.

Figura 9. Lesiones macroscopicas observadas en pulmones de cerdos calostrados y
no calostrados inoculados con virus pHIN1 y swH1IN1 a los 2 dias posinoculacion. En
los pulmones identificados como no calostrado/pH1N1, calostrado/pHIN1 vy
calostrado/swH1N1 se observan pequefias e irregulares zonas de consolidacion, de
color rojo, delimitadas por tejido pulmonar normal las cuales se localizan en los I6bulos
craneales y medios. El pulmon identificado como no calostrado/swH1IN1 no exhibe
cambios macroscoépicos evidentes.

No calostrado/pHIN1 Calostrado/pHIN1 Calostrado/swH1IN1 No calostrado/swH1N1
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Figura 10. Lesiones macroscoépicas observadas en pulmones de cerdos calostrados y
no calostrados inoculados con virus pHIN1 y swH1N1 a los 6 dias posinoculacién. En
los pulmones identificados como no calostrado/pH1IN1, calostrado/pHIN1 vy
calostrado/swH1N1 se observan de pequefias a moderadas e irregulares zonas de
consolidacién, de color rojo, delimitadas por tejido pulmonar normal las cuales se
localizan en los l6bulos craneales y medios. El pulmén identificado como no
calostrado/swH1N1 no exhibe cambios macroscépicos evidentes.

No calostrado/pHIN1  Calostrado/pHIN1 Calostrado/swH1N1 No calostrado/swH1N1

Figura 11. Lesiones macroscopicas observadas en pulmones de cerdos calostrados y
no calostrados inoculados con virus pH1IN1 y swH1IN1 a los 14 dias posinoculacion.
En el pulmén identificado como no calostrado/pH1IN1, se observan pequefias e
irregulares zonas de consolidacién, de color rojo, delimitadas por tejido pulmonar
normal las cuales se localizan en el I6bulo craneal y medio. En el pulmén identificado
como calostrado/pHIN1 se observa una bulla enfisematosa en el I6bulo caudal
ademas de areas de depresion de color rojo que corresponden a zonas de atelectasia
pulmonar. El pulmén identificado como calostrado/swHIN1 no exhibe cambios
macroscopicos evidentes. Finalmente el pulmén identificado como no
calostrado/swH1N1 exhibe una pequefia zona de consolidacién, de color rojo,
delimitadas por tejido pulmonar normal la cual se localizan en el I6bulo medio.

No calostrado/pHIN1 Calostrado/pHIN1 Calostrado/swH1N1 No calostrado/swH1N1
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Como se describié en la seccidbn de metodologia se determind el
porcentaje de lesion pulmonar (Cuadro 16) el cual se encontré entre 0.5% y
29%, el grupo que exhibid6 el mayor porcentaje de lesion fue el de no

calostrados/pH1N1 al 6 dia posinoculacion.

Cuadro 16. Resultados de la evaluacion macroscopica realizada en pulmones de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y
swH1N1. Los datos corresponden al rango de porcentaje de lesion observado en 3
cerdos por grupo a los 2, 6 y 14 dias posinoculacion.

Grupo Dias posinoculacién
2 6 14
Calostrados/pH1N1 0-05] 14 |0-15
No calostrados/pH1N1 3-11 | 15-29 | 3-15
Calostrados/swH1N1 0-3 | 0-1.5 0
No calostrados/swH1IN1 | 0-0.5 | 0-0.5 | 0-0.5

Al hacer el andlisis estadistico (Cuadro 17) de los porcentajes de lesion
transformados se observd que cuando se agrupé a los cerdos como
calostrados y no calostrados el porcentaje de lesion pulmonar fue mayor en los
cerdos no calostrados (2.74) que en los calostrados (1.14); por otro lado,
cuando se agrupé a los cerdos considerando el virus con el que fueron
inoculados se observo que los inoculados con el virus pH1IN1 (3.23) exhibieron
mayor porcentaje de lesion que los inoculados con el virus swH1N1 (0.66)
(P<0.05). Cuando se evalu6 la interaccion entre el calostro y el virus se
observé que el grupo de cerdos calostrados/pH1N1 (1.40) y el grupo de cerdos
calostrados/swH1N1 (0.88) exhibieron porcentajes de lesion similares (P=0.05);
sin embargo, el porcentaje de lesidon pulmonar en el grupo de cerdos no
calostrados/pH1NL1 (5.05) fue mayor que el observado en el grupo de cerdos no

calostrados/swH1N1 (0.44) (P<0.05).
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Cuadro 17. Porcentajes de lesion pulmonar transformados obtenidos en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media £ el error estandar de los porcentajes de lesion
transformados obtenidos en 9 cerdos por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 swH1N1
Si 1.40+0.33° | 0.88+0.33° 1.14°
No 5.05+0.33% | 0.44+0.33° 2.742
Media 3.23? 0.66°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalu6 el porcentaje de lesion pulmonar a lo largo de los dias
posinoculacion se observo que al dia 6 (2.60) el porcentaje de lesion pulmonar
fue mayor que el observado a los dias 2 (1.91) y 14 (1.33) posinoculacion

(P<0.05).

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el porcentaje de lesion
pulmonar a lo largo de los dias posinoculacién (Cuadro 18). En el caso del
calostro se observo que los porcentajes de lesion pulmonar fueron similares en
cerdos calostrados y no calostrados a lo largo de los dias posinoculacién
(P=0.05). En relacion al el efecto del virus sobre el porcentaje de lesion
pulmonar a lo largo de los dias posinoculacién se observé que los cerdos
inoculados con el virus pH1N1 exhibieron mayor porcentaje de lesion al dia 6
(4.64) posinoculacion que a los 2 (2.57) y 14 (2.48) dias posinoculacion
(P<0.05). En el caso de los cerdos inoculados con el virus swHIN1 los
porcentajes de lesion pulmonar a lo largo de los dias posinoculacién fueron

similares (P=0.05).
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Cuadro 18. Porcentajes de lesion pulmonar transformados obtenidos en cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1IN1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media £ el error
estandar de los porcentajes de lesion transformados obtenidos en 6 cerdos por grupo,
por dia posinoculacion.

Dias posinoculacién
2 6 14
Calostrados 1.31+0.41% | 1.83+0.41% | 0.30+0.41?
No calostrados | 2.51+0.41% | 3.37+0.41% | 2.36+0.41°
pH1N1 2.57+0.41° | 4.64+0.41% | 2.48+0.41°
swHIN1 1.24+0.41" | 0.56+0.41° | 0.18+0.41°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el porcentaje de lesiébn pulmonar en los grupos
inoculados con el virus pH1IN1 (3.23) es diferente al observado en los grupos
inoculados con el virus swH1N1 (0.66). Siendo los grupos inoculados con el
virus pH1N1 los que exhibieron un mayor porcentaje de lesion pulmonar. Se
observé que el calostro tuvo efecto protector contra los dos virus, lo que
confirma la reaccién seroldgica cruzada observada con el uso de inhibicion de

la hemaglutinacion.

4.8. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en diferentes
tejidos provenientes de cerdos calostrados y no calostrados inoculados

con virus de influenza A pH1IN1y swH1N1

Se evaluaron secciones de glandula salival, estdbmago, duodeno,
yeyuno, ciego, colon, recto, pancreas, rifién, ovario, oviducto, testiculo,
encéfalo, médula espinal, musculo cardiaco, musculo diafragmatico y masculo
esquelético (regiones del lomo y pierna) en las que no se observaron cambios
significativos. En las secciones histoldgicas de cornete nasal, traquea, pulmon,

tonsila palatina, linfonodos (submandibular, traqueobronquial, mesentérico e
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inguinal), parpado, timo, bazo, higado, ileon y vejiga urinaria se evaluaron una
serie de lesiones que fueron descritas en la seccion de metodologia, en esta
seccion se presentan los resultados de la evaluacion estadistica realizada con
los datos transformados de los valores que se asignaron a las lesiones segun

el grado de afectacion de los tejidos.

4.8.1. Cornete nasal

Se evaluaron dos grupos de lesiones en el cornete nasal lesiones
necréticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas (Cuadro 19). Cuando se
evaluaron las lesiones necréticas e inflamatorias se observé que el grado de
afectacion por este tipo de lesiones en cerdos calostrados (0.92) fue mayor que
en los no calostrados (-0.92) (P<0.05); en relacién a las lesiones hiperplasicas
el grado de afectacion en cerdos calostrados (0.01) y no calostrados (-0.01) fue
similar (P=20.05). Cuando se compard el grado de afectacién por lesiones
necréticas e inflamatorias pero agrupando a los cerdos como inoculados con el
virus pH1IN1 (0.29) e inoculados con el virus swH1IN1 (-0.29) el grado de
afectacion fue similar (P=0.05); en el caso de las lesiones hiperplasicas se
observo que el grado de afectacion fue mayor en los cerdos inoculados con el
virus swH1N1 (1.04) (Figura 12) que el observado en los cerdos inoculados con

el virus pH1N1 (-1.04) (P<0.05).

Se evalud la interaccion del calostro con el virus (Cuadro 19) y se
observé que el grado de afectacion por lesiones necréticas e inflamatorias y

lesiones hiperplasicas fue similar en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).



67

Figura 12. Fotomicrografia de cornete nasal de cerdo, no calostrado, inoculado con el
virus swH1N1, 6 DPI. Se observa hiperplasia de células caliciformes (a) moderada e
infiltrado inflamatorio (b) en la submucosa leve (H&E).
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Cuadro 19. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en cornete nasal de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1. Los datos corresponden a la media + error estdndar de los valores
transformados que se asignaron a las lesiones necroéticas e inflamatorias y lesiones
hiperplasicas segun el grado de afectacion del cornete nasal, obtenidos de 9
secciones histologicas por grupo.

Lesiones necroticas e inflamatorias Lesiones hiperplasicas
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swH1N1 pHIN1 swH1N1
Si 1.40+0.45% 0.44+0.45° 0.92° |-0.81+0.33* | 0.83+0.33* | 0.01*
No -0.81+0.45* | -1.03+0.45% | -0.92° | -1.27+0.33% | 1.25+0.33% | -0.01°
Media 0.29% -0.29° -1.04° 1.04°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalu6 el grado de afectacion por tipo de lesion en el cornete nasal a
lo largo de los dias posinoculacién (Cuadro 20) y se observéd que el grado de
afectacion por lesiones necroéticas e inflamatorias fue mayor a los 2 (0.73) dias
posinoculacion (Figura 13) que a los 14 (-0.86) dias posinoculacion (P<0.05).
En el caso de las lesiones hiperplasicas el grado de afectacion fue similar a

largo de los dias posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 20. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en el cornete nasal a lo largo de los dias posinoculacion. Los datos
corresponden a la media de los valores transformados que se asignaron a las lesiones
necroéticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas segun el grado de afectacién del
cornete nasal, obtenidos de 12 secciones histoldgicas por dia posinoculacion.

Tipo de lesién Dias posinoculacién

2 6 14
Necréticas e inflamatorias | 0.73% | 0.12%° | -0.86"
Hiperplasicas -0.32° | 0.37* | -0.05%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 13. Fotomicrografia de cornete nasal de cerdo, calostrado, inoculado con el
virus pH1N1, 2 DPI. Se observa infiltrado inflamatorio intravascular y perivascular (a)
en la submucosa y pérdida de cilios leve (b) (H&E).

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas observadas en
el cornete nasal a lo largo de los dias posinoculacién (Cuadro 21) y se observé
que el grado de afectacion por lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones
hiperplasicas fue similar en cerdos calostrados, no calostrados, inoculados con

el virus pH1N1 e inoculados con el virus swH1N1 (P=0.05).
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Cuadro 21. Resultados de la evaluacién microscopica realizada en cornete nasal de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1 a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la media +
error estandar de los valores transformados que se asignaron a las lesiones necréticas
e inflamatorias y lesiones hiperplasicas segun el grado de afectacion del cornete nasal,
obtenidos de 6 secciones histolégicas por grupo y por dia posinoculacion.

Lesiones necréticas e inflamatorias Lesiones hiperplasicas
Dias posinoculacién Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados 2.1240.56% | 0.90+0.56° | -0.26+0.56° | -0.36+0.40% | 0.68+0.40% | -0.29+0.40°
No calostrados | -0.65+0.56" | -0.65+0.56" | -1.47+0.56" | -0.28+0.40° | 0.06+0.40° | 0.19+0.40°
pH1N1 0.68+0.56° | 0.70+0.56% | -0.51+0.56" | -1.09+0.40° | -0.82+0.40° | -1.21+0.40%
SwWHIN1 0.79+0.56° | -0.45+0.56° | -1.22+0.56° | 0.44+0.40° | 1.57+0.40° | 1.10+0.40%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacidon por lesiones hiperplasicas en
el cornete nasal en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (-1.04) es
diferente al observado en los grupos inoculados con el virus swH1N1 (1.04).
Siendo los grupos inoculados con el virus swH1N1 los que exhibieron un mayor
grado de lesiones hiperplasicas. En relacion a las lesiones necréticas e
inflamatorias no existe evidencia suficiente para afirmar que el grado de
afectacion por este tipo de lesiones en los grupos inoculados con el virus
pH1N1 (0.29) sea diferente al observado en los grupos inoculados con el virus

SWH1IN1 (-0.29).

4.8.2. Traquea

Se evaluaron dos grupos de lesiones en traquea lesiones necréticas e
inflamatorias y lesiones hiperplasicas (Cuadro 22). Cuando se evaluaron las
lesiones necraoticas e inflamatorias se observd que el grado de afectacion por
este tipo de lesiones en cerdos calostrados (0.34) fue mayor que en los cerdos

no calostrados (-0.34) (P<0.05); en relacion a las lesiones hiperplasicas el
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grado de afectacion en cerdos calostrados (0.15) y no calostrados (-0.15) fue
similar (P=0.05). Cuando se compar6 el grado de afectacion por lesiones
necroticas e inflamatorias pero agrupando a los cerdos como inoculados con el
virus pH1IN1 (0.31) e inoculados con el virus swHIN1 (-0.31) el grado de
afectacion fue mayor en los cerdos inoculados con el virus pH1IN1 (P<0.05) y
en el caso de las lesiones hiperplasicas se observo que el grado de afectacion
fue mayor en los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 (0.84) que el
observado en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 (-0.84) (P<0.05). Se
evaluo la interaccion del calostro con el virus y se observo que el grado de
afectacion por lesiones necroticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas fue

similar en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).

Cuadro 22. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en tradquea de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1IN1.
Los datos corresponden a la media + error estdndar de los valores transformados que
se asignaron a las lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas segun el
grado de afectacion de la traquea, obtenidos de 9 secciones histoldgicas por grupo.

Lesiones necroéticas e inflamatorias Lesiones hiperplasicas
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 SWHIN1 pHIN1 SWHIN1
Si 0.55+0.24° 0.14+0.24% 0.34% |-0.74+0.36° | 1.05+0.36% | 0.15%
No 0.07+0.24* | -0.76+0.24* | -0.34° |-0.94+0.36% | 0.63+0.36° | -0.15°
Media 0.31% -0.31° -0.84° 0.84°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el grado de afectacion por tipo de lesion en traquea a lo largo
de los dias posinoculacion (Cuadro 23) y se observé que el grado de afectacion
por lesiones necroticas e inflamatorias fue mayor a los 6 (0.24) y 14 (0.37) dias
posinoculacion que a los 2 (-0.61) dias posinoculacion (P<0.05). En el caso de
las lesiones hiperplasicas el grado de afectacion fue similar a largo de los dias

posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 23. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en la traguea a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos
corresponden a la media de los valores transformados que se asignaron a las lesiones
necroéticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas segun el grado de afectacion de la
trdquea, obtenidos de 12 secciones histologicas por dia posinoculacion.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion

2 6 14
Necroticas e inflamatorias | -0.61° | 0.24% | 0.37°
Hiperplasicas -0.20% | 0.18% | 0.02°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones hiperplasicas observadas en
la trAquea a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 24). Se observé que el
grado de afectacion por lesiones necréticas e inflamatorias fue similar en
cerdos calostrados y no calostrados a lo largo de los dias posinoculacién
(P=0.05). En el caso de las lesiones hiperplasicas se observo que el grado de
afectacidon en cerdos calostrados al dia 14 (0.78) posinoculacién (Figura 14) fue
mayor que el observado al dia 2 (-0.67) posinoculaciéon (P<0.05), mientras que
el grado de afectacién por este tipo de lesiones en cerdos no calostrados fue
similar a lo largo de los dias posinoculacion (P=0.05). Cuando se evalué el
efecto del virus en el grado de afectacion por lesiones necréticas e
inflamatorias se observé que en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 al
dia 6 (1.04) posinoculacion (Figura 15) el grado de afectacién fue mayor que el
observado a los 2 (-0.47) dias ponsinoculacion (P<0.05); mientras que en
cerdos inoculados con el virus swH1IN1 el grado de afectacion fue similar a lo
largo de los dias posinoculacion (P=0.05). En caso de las lesiones

hiperplasicas se observo que el grado de afectacion en cerdos inoculados con
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el virus pHIN1 y con el virus swH1IN1 fue similar a lo largo de los dias

posinoculaciéon (P=0.05).

Cuadro 24. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en la trdquea de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1 a lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media +
error estandar de los valores transformados que se asignaron a las lesiones necréticas
e inflamatorias y lesiones hiperplasicas segun el grado de afectacion de la traquea,
obtenidos de 6 secciones histolégicas por grupo y por dia posinoculacion.

Lesiones necréticas e inflamatorias Lesiones hiperplasicas
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados 0.05+0.29° | 0.36+0.29° | 0.61+0.29° | -0.67+0.44" | 0.35+0.44% | 0.78+0.44%
No calostrados | -1.28+0.29* | 0.11+0.29% | 0.13+0.29* | 0.26+0.44 | 0.01+0.44™ | -0.74+0.44"
pHIN1 -0.47+0.29° | 1.04+0.29% [ 0.37+0.29% | -1.15+0.44% | -0.81+0.44% | -0.56+0.44°
SWHIN1 -0.7520.29° | -0.56+0.29° | 0.37+0.29%° | 0.74+0.44% | 1.18+0.44% | 0.60+0.44%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 14. Fotomicrografia de traquea de cerdo, calostrado, inoculado con el virus
swH1N1, 14 DPI. Se observa pérdida de cilios severa (a) e hiperplasia epitelial leve (b)
(H&E).
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Figura 15. Fotomicrografia de traquea de cerdo, calostrado, inoculado con el virus
pH1N1, 6 DPI. Se observa pérdida de cilios moderada (a) y necrosis epitelial leve (b)
(H&E).

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacion por lesiones necroéticas e
inflamatorias en la traquea de los grupos inoculados con el virus pH1IN1 (0.31)
es diferente al observado en los inoculados con el virus swH1IN1 (-0.31).
Siendo los grupos inoculados con el virus pH1N1 los que exhibieron un mayor
grado de lesiones necréticas e inflamatorias. En relacion a las lesiones
hiperplasicas se concluye que existe evidencia suficiente para afirmar que el
grado de afectacion por este tipo de lesiones en los grupos inoculados con el
virus pH1N1 (-0.84) es diferente al observado en los grupos inoculados con el
virus swH1N1 (0.84). Siendo los grupos inoculados con el virus swH1N1 los

gue exhibieron un mayor grado de lesiones hiperplasicas.
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4.8.3. Pulmén

Se evaluaron dos grupos de lesiones en pulmon alteraciones
circulatorias e inflamatorias y lesiones necréticas y regenerativas (Cuadro 25).
Cuando se evaluaron las alteraciones circulatorias e inflamatorias se observo
que el grado de afectacidbn por este tipo de alteraciones en cerdos no
calostrados (1.37) fue mayor que en los cerdos calostrados (-1.37) (P<0.05); en
relacion a las lesiones necroticas y regenerativas el grado de afectacion en
cerdos no calostrados (0.46) fue mayor que en los cerdos calostrados (-0.46)
(P<0.05). Cuando se comparé el grado de afectacion por alteraciones
circulatorias e inflamatorias pero agrupando a los cerdos como inoculados con
el virus pH1IN1 (1.31) e inoculados con el virus swH1IN1 (-1.31) el grado de
afectacion fue mayor en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 (P<0.05); en
el caso de las lesiones necréticas y regenerativas se observé que el grado de
afectacién fue mayor en los cerdos inoculados con el virus swH1N1 (0.52) que
el observado en los cerdos inoculados con el virus pH1IN1 (-0.52) (P<0.05). Al
evaluar la interaccién entre el calostro y el virus se observd que el grado de
afectacion por alteraciones circulatorias e inflamatorias fue mayor en el grupo
de cerdos no calostrados/pH1IN1 (3.24) y en el caso de las lesiones necréticas
y regenerativas el grado de afectacion fue mayor en el grupo de cerdos no

calostrados/swH1N1 (1.45) (P<0.05).
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Cuadro 25. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en pulmoén de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media £ error estandar de los valores transformados que
se asigharon a las alteraciones circulatorias e inflamatorias y lesiones necréticas y
regenerativas segun el grado de afectacion del pulmén, obtenidos de 45 secciones
histologicas por grupo.

Alteraciones circulatorias e inflamatorias | Lesiones necréticas y regenerativas
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swH1IN1 pHIN1 SwWH1N1
Si -0.61+0.30° | -2.14+0.30° | -1.37° | -0.53+0.17° | -0.40+0.17° | -0.46"
No 3.24+0.30% | -0.49+0.30° | 1.37% | -0.52+0.17° | 1.45+0.17® | 0.46°

Media 1.31° -1.31° -0.52° 0.52%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el grado de afectacion por tipo de lesién en pulmén a lo largo
de los dias posinoculacién (Cuadro 26) y se observo que el grado de afectacion
por alteraciones circulatorias e inflamatorias fue mayor a los 2 (0.34) y 6 (0.79)
dias posinoculaciéon que a los 14 (-1.13) dias posinoculacion (P<0.05). En el
caso de las lesiones necréticas y regenerativas al dia 2 (0.47) posinoculacion
(Figura 16) se observé el mayor grado de afectacion por este tipo de lesiones

(P=0.05).

Cuadro 26. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en el pulmén a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos
corresponden a la media de los valores transformados que se asignaron a las
alteraciones circulatorias e inflamatorias y lesiones necréticas y regenerativas segun el
grado de afectacion del pulmoén, obtenidos de 60 secciones histoldgicas por dia
posinoculacion.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion

2 6 14
Alteraciones circulatorias e inflamatorias | 0.34% | 0.79° | -1.13"
Necrdticas y regenerativas 0.47% ] -0.23" | -0.23"

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Figura 16. Fotomicrografia de pulmon de cerdo, no calostrado, inoculado con el virus
swH1N1, 2 DPI. Se observa hiperplasia del epitelio bronquiolar moderada (a), restos
de células epiteliales e inflamatorias necréticas y degeneradas en la luz alveolar (b)
(H&E).
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Se evaluo el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por alteraciones circulatorias e inflamatorias y lesiones necréticas y
regenerativas observadas en el pulmén a lo largo de los dias posinoculacién
(Cuadro 27). Se observd que el grado de afectacibn por alteraciones
circulatorias e inflamatorias y lesiones necroticas y regenerativas fue similar en
cerdos calostrados y no calostrados a lo largo de los dias posinoculacion
(P=0.05). Cuando se evalud el efecto del virus en el grado de afectacion por
alteraciones circulatorias e inflamatorias se observd que en los cerdos
inoculados con el virus pH1IN1 a los dias 2 (1.64) y 6 (3.01) posinoculacion
(Figura 17) el grado de afectacion fue mayor que a los 14 (-0.70) dias
ponsinoculacion (P<0.05); mientras que en cerdos inoculados con el virus

swH1N1 el grado de afectacion fue similar a lo largo de los dias posinoculacion
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(P=0.05). En caso de las lesiones necroticas y regenerativas se observo que el
grado de afectacion en cerdos inoculados con el virus pHIN1 y con el virus

swH1N1 fue similar a lo largo de los dias posinoculacion (P=0.05).

Cuadro 27. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en el pulmon de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1 a lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media +
error estdndar de los valores transformados que se asignaron a las alteraciones
circulatorias e inflamatorias y lesiones necréticas y regenerativas segun el grado de
afectacién del pulmén, obtenidos de 30 secciones histoldgicas por grupo y por dia
posinoculacion.

Alteraciones circulatorias e inflamatorias Lesiones necréticas y regenerativas
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados -1.3420.37% | -0.70+0.37% | -2.08+0.37% | -0.18+0.21% | -0.62+0.21%* | -0.58+0.21°%
No calostrados | 2.02+0.37% | 2.29+0.37% | -0.18+0.37% | 1.12+0.21% | 0.15+0.21% | 0.11+0.21%
pH1N1 1.64+0.37° | 3.01+0.37% | -0.70+0.37° | 0.08+0.21* | -1.01+0.21% | -0.65+0.21°
SWH1N1 -0.96+0.37" | -1.42+0.37° | -1.57+0.37" | 0.85+0.21% | 0.54+0.21% | 0.19+0.21%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 17. Fotomicrografia de pulmén de cerdo, no calostrado, inoculado con el virus
pH1N1, 6 DPI. Se observa engrosamiento de septos alveolares debido a la hiperplasia
de neumocitos tipo Il (a), en el espacio alveolar se aprecia edema (b) e infiltrado
inflamatorio mononuclear (c) (H&E).

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia

suficiente para afirmar que el grado de afectacion por alteraciones circulatorias
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e inflamatorias en el pulmén de los grupos inoculados con el virus pH1N1
(1.31) es diferente al observado en los grupos inoculados con el virus swH1N1
(-1.31). Siendo los grupos inoculados con el virus pH1N1 los que exhibieron un
mayor grado de alteraciones circulatorias e inflamatorias. En relacién a las
lesiones necrdticas y regenerativas se concluye que existe evidencia suficiente
para afirmar que el grado de afectacion por este tipo de lesiones en los grupos
inoculados con el virus pH1IN1 (-0.52) es diferente al observado en los grupos
inoculados con el virus swH1N1 (0.52). Siendo los grupos inoculados con el
virus swH1N1 los que exhibieron un mayor grado de lesiones necréticas y

regenerativas.

4.8.4. Tonsila

Se evaluaron dos grupos de lesiones en tonsila lesiones necréticas e
inflamatorias y lesiones atréficas e hiperplasicas (Cuadro 28). Cuando se
evaluaron las lesiones necréticas e inflamatorias se observé que el grado de
afectacion por este tipo de lesiones fue similar en cerdos calostrados (0.22) y
no calostrados (-0.22) (P=0.05); en relacion a las lesiones atroficas e
hiperplasicas se observd que el grado de afectaciobn en cerdos calostrados
(-0.31) y no calostrados (0.31) fue similar (P=0.05). Cuando se evaluo6 el grado
de afectacion por lesiones necroéticas e inflamatorias pero agrupando a los
cerdos como inoculados con el virus pH1N1 (0.09) e inoculados con el virus
swH1IN1 (-0.09) el grado de afectacion fue similar (P=0.05). En el caso de las
lesiones atroéficas e hiperplasicas el grado de afectacion en cerdos inoculados
con el virus pH1IN1 (-0.14) fue similar al observado en los cerdos inoculados

con el virus swH1N1 (0.14) (P=0.05). Se evaluo la interaccion del calostro con
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el virus y se observo que el grado de afectacion por lesiones necroticas e
inflamatorias y por lesiones atréficas e hiperplasicas fue similar en los cuatro

grupos evaluados (P=0.05).

Cuadro 28. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en tonsila palatina de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y
swH1IN1. Los datos corresponden a la media + error estandar de los valores
transformados que se asignaron a las lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones
atréficas e hiperplasicas segun el grado de afectaciéon de la tonsila palatina, obtenidos
de 9 secciones histoldgicas por grupo.

Lesiones necroticas e inflamatorias Lesiones atroficas e hiperplésicas
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swH1N1 pHIN1 sSwH1N1
Si 0.52+0.40* | -0.08+0.40% | 0.22% | -0.01+0.32*° | -0.61+0.32° | -0.31?
No -0.33£0.40% | -0.10+0.40° | -0.22% | -0.28+0.32%° | 0.90+0.32° | 0.31°
Media 0.09% -0.09% -0.14° 0.14°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el grado de afectacion por tipo de lesion en la tonsila palatina
a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 29) y se observé que el grado de
afectacion por lesiones necréticas e inflamatorias fue similar a lo largo de los
dias posinoculacion (P=0.05). En el caso de las lesiones linfoides se observo
que al dia 6 (0.56) posinoculacién (Figura 18) el grado de afectacién fue mayor

qgue a los 14 (-0.54) dias posinoculacion (P<0.05).

Cuadro 29. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en la tonsila palatina a lo largo de los dias posinoculacion. Los datos
corresponden a la media de los valores transformados que se asignaron a las lesiones
necréticas e inflamatorias y lesiones atréficas e hiperplasicas segun el grado de
afectacion de la tonsila palatina, obtenidos de 12 secciones histolégicas por dia
posinoculacion.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion
2 6 14

Necréticas e inflamatorias | -0.56% | 0.30* | 0.26%
Atrdficas e hiperplasicas | -0.02%° | 0.56° | -0.54°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Figura 18. Fotomicrografia de tonsila de cerdo, calostrado, inoculado con el virus
swH1N1, 6 DPI. Se observa un foliculo linfoide en donde se aprecian células linfoides
que exhiben disminucién de tamafio con condensacién y fragmentacion de la
cromatina (a) (H&E).

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por lesiones necréticas e inflamatorias y lesiones atréficas e hiperplasicas
observadas en la tonsila palatina a lo largo de los dias posinoculacién (Cuadro
30). Se observd que el grado de afectacion por lesiones necréticas e
inflamatorias fue similar en cerdos calostrados y no calostrados a lo largo de
los dias posinoculaciéon (P=0.05). En relacién a las lesiones atroficas e
hiperplasicas se encontré que el grado de afectacion por este tipo de lesiones
fue similar en los cerdos calostrados a los largo de los dias posinoculacion
(P=0.05); sin embargo, en los cerdos no calostrados se encontraron diferencias
en el grado de afectacion entre los 6 (1.55) y 14 (-0.56) dias posinoculacion,
siendo el dia 6 posinoculacién cuando se observé el mayor grado de lesiones

atréficas e hiperplasicas (P<0.05). Cuando se evalu6 el efecto del virus en el
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grado de afectacion por lesiones necréticas e inflamatorias se observé que en
los cerdos inoculados con el virus pH1N1 al dia 6 (0.88) posinoculacion (Figura
19) el grado de afectacién fue mayor que al dia 2 (-1.38) ponsinoculacién
(P<0.05); mientras que en cerdos inoculados con el virus swH1N1 el grado de
afectacion con este tipo de lesiones fue similar a lo largo de los dias
posinoculacion (P=0.05). En el caso de las lesiones atroficas e hiperplasicas se
observo que los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 exhibieron un mayor
grado de afectacion al dia 6 (1.27) posinoculacion que al dia 14 (-0.51)
posinoculacion (P<0.05); mientras que en los cerdos inoculados con el virus
pH1NL1 el grado de afectacion con este tipo de lesiones fue similar a lo largo de

los dias posinoculacion (P=0.05).

Figura 19. Fotomicrografia de tonsila de cerdo, no calostrado, inoculado con el virus
pH1N1, 6 DPI. Se observa degeneracion vacuolar leve (a) y algunas células epiteliales
exhiben disminucién de tamafio con condensacién y fragmentacion de la cromatina (b)
(H&E).
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Cuadro 30. Resultados de la evaluacion microscépica realizada en la tonsila palatina
de cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y
swH1N1 a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la media +
error estandar de los valores transformados que se asignaron a las lesiones necréticas
e inflamatorias y lesiones atréficas e hiperplasicas segun el grado de afectacion de la
tonsila palatina, obtenidos de 6 secciones histolégicas por grupo y por dia
posinoculacion.

Lesiones necréticas e inflamatorias Lesiones atréficas e hiperplasicas
Dias posinoculacion Dias posinoculacién
2 6 14 2 6 14

Calostrados | -0.14+0.49° | 0.51+0.49% | 0.29+0.49® | 0.02+0.40%° | -0.43+0.40° | -0.52+0.40°
No calostrados | -0.98+0.49% | 0.09+0.49° | 0.23+0.49% [ -0.06+0.40%® | 1.55+0.40% | -0.56+0.40°
pHIN1 -1.38+0.49° | 0.88+0.49° | 0.79+0.49% | 0.28+0.40% [ -0.15+0.40%° | -0.56+0.40"
SWH1N1 0.25+0.49% | -0.28+0.49% | -0.26+0.49% | -0.32+0.40® | 1.27+0.40° | -0.51+0.40"

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que no existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacién por lesiones
necréticas y lesiones atroficas e hiperplasicas observado tonsila en los grupos
inoculados con el virus pHIN1 sea diferente al observado en los grupos

inoculados con el virus swH1N1.

4.8.5. Linfonodos (submandibular, traqueobronquial, mesentérico e

inguinal)

Se evaluaron dos grupos de lesiones en linfonodos alteraciones
circulatorias y lesiones linfoides (Cuadro 31). Cuando se evaluaron las
alteraciones circulatorias se observé que el grado de afectacion por este tipo de
alteraciones en cerdos calostrados y no calostrados fue similar en los cuatro
linfonodos evaluados (P=0.05); en relacion a las lesiones linfoides en los
linfonodos traqueobronquial, mesentérico e inguinal este tipo de lesiones fueron
similares en cerdos calostrados y no calostrado (P=0.05); sin embargo, en el
linfonodo submandibular el grado de afectacion por lesiones linfoides fue mayor

en cerdos calostrados (0.43) que en cerdos no calostrados (-0.43) (P<0.05).
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Cuando se compar6 el grado de afectacion por alteraciones circulatorias pero
agrupando a los cerdos como inoculados con el virus pH1N1 e inoculados con
el virus swHIN1 se observd que el grado de afectacion por este tipo de
alteraciones fue similar en los linfonodos submandibular, mesentérico e
inguinal; sin embargo, en el linfonodo traqueobronquial se observd que en los
cerdos inoculados con el virus swH1N1 (0.75) (Figura 20) el grado de
afectacién por alteraciones circulatorias fue mayor que el observado en los
cerdos inoculados con el virus pHIN1 (-0.75) (P<0.05). En relacion a las
lesiones linfoides el grado de afectacion fue similar con los dos virus en los
linfonodos traqueobronquial, mesentérico e inguinal (P=0.05); sin embargo, en
el linfonodo submandibular se observo que los cerdos inoculados con el virus
pH1N1 (0.43) exhibieron mayor grado de afectacién que los cerdos inoculados
con el virus swH1N1 (-0.43) (P<0.05). Se evalud la interaccion del calostro con
el virus y se observd que el grado de afectacion por alteraciones circulatorias
en los cerdos calostrados/pH1IN1 fue similar al observado en los cerdos
calostrados/swH1IN1 en los cuatro linfonodos evaluados (P=0.05); en el caso
de los cerdos no calostrados/swH1N1 el grado de afectacion por alteraciones
circulatorias fue mayor que el observado en los cerdos no calostrados/pH1N1
en los linfonodos submandibular (swH1N1 1.11 y pHIN1 -0.88) vy
traqueobronquial (SWH1IN1 1.27 y pH1N1 -0.95) (P<0.05), por otro lado, en los
linfonodos mesentérico e inguinal el grado de afectacion por alteraciones
circulatorias en cerdos no calostrados/pHIN1 y no calostrados/swH1IN1 fue
similar (P=0.05). En el caso de las lesiones linfoides se observé que el grado

de afectacidén por este tipo de lesiones en los cerdos calostrados/pH1IN1 fue
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similar al observado en los cerdos calostrados/swH1N1 en los cuatro linfonodos
evaluados (P=0.05); sin embargo, en los cerdos no calostrados/swH1N1 el
grado de afectacion por lesiones linfoides fue mayor que el observado en los
cerdos no calostrados/pH1IN1 en los linfonodos mesentérico (SWH1IN1 1.20 y
pH1N1 -1.05) e inguinal (swH1N1 0.86 y pH1N1 -0.66) (P<0.05), en el caso de
los linfonodos submandibular y traqueobronquial el grado de afectacion por
lesiones linfoides en cerdos no calostrados/pHIN1 y no calostrados/swH1N1

fue similar (P=0.05).

Figura 20. Fotomicrografia de linfonodo traqueobronquial de cerdo, no calostrado,
inoculado con el virus swH1N1, 2 DPI. Se observa congestion y hemorragia cortical
moderada (a) (H&E).
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Cuadro 31. Resultados de la evaluacibn microscopica realizada en linfonodos
(submadibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal) de cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1. Los datos
corresponden a la media = error estdndar de los valores transformados que se
asignaron a las alteraciones circulatorias y lesiones linfoides segun el grado de
afectacion de los linfonodos, obtenidos de 9 secciones histolégicas por grupo y por
linfonodo.

Linfonodo submandibular
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 SwWHIN1 pHIN1 SwHIN1
Si 0.19+0.42%° | -0.42+0.42*° | -0.11* | 0.91+0.33" -0.04+0.33% | 0.43°%
No -0.88+0.42° | 1.11+0.42% | 0.11° | -0.04+0.33% | -0.82+0.33% | -0.43"
Media -0.34° 0.34° 0.43% -0.43°
Linfonodo tragueobronquial
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swHIN1 pHIN1 SWH1N1
Si -0.55+0.35" | 0.23+0.35% | -0.16" | 0.25+0.28°° | -0.44+0.28" | -0.09°
No -0.95+0.35" | 1.27+0.35* | 0.16° | -0.22+0.28" | 0.41+0.28" | 0.09%
Media -0.75° 0.75° 0.02° -0.02°
Linfonodo mesentérico
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 SWH1N1 pHIN1 SWH1N1
Si -0.14+0.30° | 0.01+0.30° | -0.06* | 0.71+0.46® | -0.86+0.46" | -0.07°
No 0.08+0.30°% 0.05+0.30% 0.06% [ -1.05+0.46° 1.20+0.46% 0.07°
Media -0.03° 0.03° -0.17° 0.17%
Linfonodo ing_]uinal
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 SWH1N1 pHIN1 SWH1N1
Si 0.59+0.38% | -0.30+0.38% | 0.14* | 0.28+0.37® | -0.48+0.37%° | -0.10%
No -0.12+0.38% | -0.16+0.38* | -0.14* | -0.66+0.37° 0.86+0.37% 0.10%
Media 0.23% -0.23% -0.19% 0.19%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalué el grado de afectacion por tipo de lesion en los linfonodos a lo
largo de los dias posinoculacion (Cuadro 32) y se observo que el grado de
afectacién por alteraciones circulatorias fue similar a lo largo de los dias
posinoculacién en los cuatro linfonodos evaluados (P=0.05). En el caso de las
lesiones linfoides se observd que el grado de afectacion fue similar en los

linfonodos submandibular y mesentérico a lo largo de los dias posinoculacion;
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mientras que en los linfonodos tragueobronquial (0.60) e inguinal (0.39) el
grado de afectacion fue mayor al dia 6 posinoculacion (Figura 21) que el

observado al dia 2 (P<0.05).

Cuadro 32. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en linfonodos (submadibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal) a
lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la media de los valores
transformados que se asignaron a las alteraciones circulatorias y lesiones linfoides
segun el grado de afectacion de los linfonodos, obtenidos de 12 secciones histologicas
por dia posinoculacion y por linfonodo.

Linfonodo submandibular
Tipo de lesiones Dias posinoculacion
2 6 14
Alteraciones circulatorias 0.01% -0.10% 0.09%
Linfoides 0.29% 0.06° -0.35%
Linfonodo traqueobronquial
Alteraciones circulatorias 0.10% -0.34% 0.25%
Linfoides -0.70° | 0.60° | 0.10" |
Linfonodo mesentérico
Alteraciones circulatorias -0.30° | -0.09% 0.39%
Linfoides -0.23% -0.28° 0.51%
Linfonodo inguinal
_
Alteraciones circulatorias -0.39* | -0.20° 0.59%
Linfoides -0.76° | 0.397 | 0.36™ |

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 21. Fotomicrografia de linfonodo traqueobronquial de cerdo, no calostrado,
inoculado con el virus swH1N1, 6 DPI. Se observa un foliculo linfoide en donde se
aprecian células linfoides que exhiben disminucion de tamafio con condensacion y
fragmentacion de la cromatina (a) (H&E).
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Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por alteraciones circulatorias y lesiones linfoides observadas en los linfonodos
a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 33). Se observo que el grado de
afectacion por alteraciones circulatorias fue similar en cerdos calostrados y no
calostrados a lo largo de los dias posinoculacion en los cuatro linfonodos
evaluados (P=0.05). En el caso de las lesiones linfoides se observo que en los
linfonodos submandibular, mesentérico e inguinal el grado de afectacion en
cerdos calostrados fue similar al observado en los cerdos no calostrados a lo
largo de los dias posinoculacion (P=0.05). En el caso del linfonodo
tragueobronquial aunque el grado de afectacion en los cerdos calostrados fue
similar a lo largo de los dias posinoculacion, en los cerdos no calostrados se
observdé que el dia 14 (0.76) posinoculacién exhibi6 un mayor grado de
afectacion que el dia 2 (-0.95) posinoculacion (P<0.05). Cuando se evaluo6 el
efecto del virus en el grado de afectacion por alteraciones circulatorias y
lesiones linfoides a lo largo de los dias posinoculacion se observé que el grado
de afectacién de los cerdos inoculados con el virus pHIN1 y con el virus

swH1N1 fue similar a lo largo de los dias posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 33. Resultados de la evaluacibn microscopica realizada en linfonodos
(submadibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal) de cerdos calostrados y no
calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1IN1 a lo largo de los
dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media + error estdndar de los
valores transformados que se asignaron a las alteraciones circulatorias y lesiones
linfoides segun el grado de afectacion de los linfonodos, obtenidos de 6 secciones
histologicas por grupo y por dia posinoculacién.

Linfonodo submandibular

Alteraciones circulatorias

Lesiones linfoides

Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados -0.16+0.52% | -0.67+0.52% | 0.49+0.52% | 1.02+0.40° | 0.51+0.40% | -0.23+0.40%
No calostrados | 0.18+0.52% | 0.46+0.52% | -0.30+0.52* | -0.43+0.40% | -0.38+0.40* | -0.48+0.40%
pH1N1 0.03+0.52% | -0.34+0.52% | -0.72+0.52° | 0.85+0.40° | 0.44+0.40° | 0.01+0.40%
swH1N1 -0.01+0.52% | 0.13+0.52% | 0.91+0.52* | -0.26+0.40% | -0.31+0.40% | -0.72+0.40%
Linfonodo tranqueobronquial
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados | -0.11+0.43% | -0.47+0.43% | 0.10+0.43% | -0.45+0.34® | 0.73+0.34® | -0.55+0.34% |
No calostrados | 0.30+0.43% | -0.22+0.43% | 0.39+0.43% | -0.95+0.34° | 0.47+0.34™ | 0.76+0.34°
pHIN1 -0.72+0.43% | -1.03+£0.43% | -0.50+0.43% | -0.88+0.34° | 1.00+0.34* | -0.07%0.34%
swH1N1 0.92+0.43% | 0.34+0.43" | 1.00+0.43* | -0.53+0.34® | 0.20+0.34" | 0.27+0.34%
Linfonodo mesentérico
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados 0.04+0.37% | -0.21+0.37% | -0.02+0.37% | -0.36+0.57° | -0.03+0.57° | 0.17+0.57°
No calostrados | -0.64+0.37% | 0.03+0.37% | 0.80+0.37° | -0.09+0.57% | -0.53+0.57% | 0.85+0.57°
pHIN1 -0.24+0.37% | -0.17£0.37° | 0.33+0.37° | -0.62+0.57° | -0.40+0.57" | 0.51+0.57°
swH1N1 -0.35+0.37% | 0.00+0.37% | 0.44+0.37* | 0.15+0.57° | -0.16+0.57° | 0.51+0.57%
Linfonodo inguinal
Alteraciones circulatorias Lesiones linfoides
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados -0.25+0.46% | -0.31+0.46% | 0.99+0.46% | -0.94+0.45% | 0.22+0.45% | 0.42+0.45%
No calostrados | -0.52+0.46* | -0.09+0.46" | 0.19+0.46% | -0.57+0.45% | 0.57+0.45% | 0.30+0.45%
pHIN1 -0.25+0.46% | 0.05+0.46° | 0.91+0.46° | -0.58+0.45° | 0.46+0.45° | -0.450.45%
swH1N1 -0.52+0.46% | -0.46+0.46% | 0.27+0.46° | -0.94+0.45° | 0.33+0.45° | 1.17+0.45°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia

suficiente para afirmar que el grado de afectacion por lesiones linfoides en el

linfonodo submandibular de los grupos inoculados con el virus pH1N1 (0.43) es

diferente al observado en los grupos inoculados con el virus swH1N1 (-0.43).

Siendo los grupos inoculados con el virus pH1IN1 los que exhibieron un mayor

grado de lesiones linfoides en el linfonodo submandibular. En relacion a los
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linfonodos traqueobronquial, mesentérico e inguinal se concluye que no existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacion por lesiones
linfoides en los grupos inoculados con el virus pHIN1 sea diferente al

observado en los grupos inoculados con el virus SwWH1IN1.

En relacion a las alteraciones circulatorias se concluye que existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacién por este tipo de
alteraciones en el linfonodo traqueobronquial de los grupos inoculados con el
virus pH1IN1 (-0.75) es diferente al observado en los grupos inoculados con el
virus swH1N1 (0.75). Siendo los grupos inoculados con el virus swH1IN1 los
que exhibieron un mayor grado de alteraciones circulatorias en el linfonodo
tragueobronquial. En relacién a los linfonodos submandibular, mesentérico e
inguinal se concluye que no existe evidencia suficiente para afirmar que el
grado de afectacién por alteraciones circulatorias en los grupos inoculados con
el virus pH1N1 sea diferente al observado en los grupos inoculados con el virus

SWHINI.

4.8.6. Parpado

En el caso del parpado la unica lesién encontrada fue la presencia de
infiltrado inflamatorio perivascular en la conjuntiva palpebral (Cuadro 34) se
observdé que el grado de afectacion por este tipo de lesién en los cerdos
calostrados (0.38) fue similar a la observada en los cerdos no calostrados
(0.16) (P=0.05); sin embargo, se encontraron diferencias entre los cerdos
inoculados con el virus pHIN1 (0.44) y los inoculados con el virus swHIN1

(0.11), siendo los inoculados con el virus pH1N1 (Figura 22) los que exhibieron
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el mayor grado de afectacion (P<0.05). Se evaluo la interaccion del calostro
con el virus y se observo que el grado de afectacion por infiltrado inflamatorio

perivascular fue similar en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).

Cuadro 34. Resultados de la evaluacion microscépica realizada en parpado de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media + error estandar de los valores que se asignaron al
infiltrado inflamatorio perivascular segun el grado de afectacion del parpado, obtenidos
de 9 secciones histoldgicas por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 swH1IN1
Si 0.66+0.12?% 0.11+0.12% 0.38?
No 0.22+0.12% 0.11+0.12% 0.16%
Media 0.442 0.11°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 22. Fotomicrografia de parpado de cerdo, no calostrado, inoculado con virus
pHIN1, 6 DPI. Se observa infiltrado inflamatorio perivascular linfocitario de leve a
moderado (a) (H&E).

- - 1 7 :
v g L0

‘“\ | Gﬁ a5
l\ A‘\ '\.A/ N " \‘ym-* N '."‘:h’- "’ &tg‘% Aﬁi

Se evaluo el grado de afectacion por infiltrado inflamatorio perivascular

en el parpado a lo largo de los dias posinoculacién (Cuadro 35) y se observo
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que al dia 6 (0.50) posinoculacion el grado de afectacién fue mayor que a los

14 (0.08) dias posinoculacion (P<0.05).

Cuadro 35. Resultados de la evaluacion del grado de afectacién por infiltrado
inflamatorio perivascular en parpado a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos
corresponden a la media de los valores que se asignaron al infiltrado inflamatorio
perivascular segun el grado de afectacion del parpado, obtenidos de 12 secciones
histologicas por dia posinoculacion.

Dias posinoculacion
2 6 14
0.25% 0.50% 0.08"

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por infiltrado inflamatorio perivascular observado en el parpado a lo largo de los
dias posinoculacion (Cuadro 36). Se observo que el grado de afectacion por
infiltrado inflamatorio perivascular fue similar en cerdos calostrados, no
calostrados, inoculados con el virus pH1N1 y con el virus swH1N1 a lo largo de

los dias posinoculacién (P=0.05).

Cuadro 36. Resultados de la evaluacion microscépica realizada en parpado de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media = error
estandar de los valores que se asignaron al infiltrado inflamatorio perivascular segun el
grado de afectacion del parpado, obtenidos de 6 secciones histoldgicas por grupo y
por dia posinoculacién.

Dias posinoculacién
2 6 14
Calostrados | 0.50+0.15% | 0.50+0.15% | 0.16+0.15%
No calostrados | 0.00+0.15% | 0.50+0.15% | 0.00+0.15?
pHIN1 0.50+0.15% | 0.66+0.15% | 0.16+0.15%
swH1IN1 0.00£0.15%* | 0.33+0.15% | 0.00+0.15*

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacién por infiltrado inflamatorio

perivascular en parpado de los grupos inoculados con el virus pH1IN1 (0.44) es
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diferente al observado en los grupos inoculados con el virus swH1N1 (0.11).
Siendo los grupos inoculados con el virus pH1N1 los que exhibieron un mayor

grado infiltrado inflamatorio perivascular.

4.8.7. Timo

Se evaluaron dos tipos de lesiones en timo necrosis/apoptosis linfoide y
hemorragia (Cuadro 37). Cuando se evaluaron este tipo de lesiones en cerdos
calostrados y no calostrados se observo que el grado de afectacion fue similar
(P=0.05). Sin embargo, cuando se agruparon a los cerdos como inoculados con
el virus pH1N1 (0.94) e inoculados con el virus swH1N1 (1.33) se observo que
el grado de afectacion por necrosis/apoptosis linfoide fue mayor en los cerdos
inoculados con el virus swH1IN1 (P<0.05). En el caso de la hemorragia el grado
de afectacion en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 (0.44) fue similar al
de los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 (0.22) (P=0.05). Se evalud la
interaccion del calostro con el virus y se observé que el grado de afectacién por
necrosis/apoptosis linfoide fue similar en los grupos de calostrados/pH1N1
(1.44) y calostrados/swH1N1 (1.11); en el caso de los no calostrados/swH1N1
(1.55) el grado de afectacion fue mayor que el observado en los no
calostrados/pH1IN1 (0.44) (P<0.05). En el caso de la hemorragia el grado de

afectacion fue similar en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).
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Cuadro 37. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en el timo de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media + error estandar de los valores que se asigharon a
la necrosis/apoptosis linfoide y hemorragia segun el grado de afectacion del timo,
obtenidos de 9 secciones histolégicas por grupo.

Necrosis/apoptosis linfoide Hemorragia
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swH1IN1 pHIN1 swH1IN1

Si 1.44+0.16% | 1.11+0.16% | 1.27% | 0.44+0.18% | 0.33+0.18% | 0.38%
No 0.44+0.16° | 1.55+0.16% | 1.00® | 0.44+0.18% | 0.11+0.18% | 0.272
Media 0.94° 1.33?2 0.442 0.222

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalué el grado de afectacion por tipo de lesion en el timo a lo largo
de los dias posinoculacién (Cuadro 38) y se observo que el grado de afectaciéon
por necrosis/apoptosis linfoide al dia 14 (1.33) posinoculacion fue mayor que al
dia 2 (0.83) posinoculacion (P<0.05). En el caso de la hemorragia el grado de

afectacion fue similar a lo largo de los dias posinoculacién (P=0.05).

Cuadro 38. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en timo a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la
media de los valores que se asignaron a la necrosis/apoptosis linfoide y hemorragia
segun el grado de afectacion del timo, obtenidos de 12 secciones histolégicas por dia
posinoculacion.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion

2 6 14
Necrosis/apoptosis linfoide | 0.83° | 1.25% | 1.33%
Hemorragia 0.16* | 0.16* | 0.66%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por necrosis/apoptosis linfoide y hemorragia observados en el timo a lo largo de
los dias posinoculacién (Cuadro 39). Se observé que el grado de afectacién por
necrosis/apoptosis linfoide y hemorragia fue similar en cerdos calostrados, no
calostrados, inoculados con el virus pH1IN1 y con el virus swH1N1 a lo largo de

los dias posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 39. Resultados de la evaluacién microscopica realizada en timo de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1IN1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media * error
estandar de los valores que se asigharon a la necrosis/apoptosis linfoide y hemorragia
segun el grado de afectacion del timo, obtenidos de 6 secciones histologicas por grupo
y por dia posinoculacion.

Necrosis/apoptosis linfoide Hemorragia
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14
Calostrados 1.1620.20% | 1.33+0.20% | 1.33+0.20% | 0.16+0.22% | 0.16+0.22° | 0.83+0.22°%
No calostrados | 0.50+0.20% | 1.16+0.20% | 1.33+0.20° ] 0.16+0.22% | 0.16+0.22° | 0.50+0.22%
pH1N1 0.66+0.20° | 0.83+0.20% | 1.33+0.20° | 0.16+0.22% | 0.16+0.22% | 1.00+0.22%
SWHIN1 1.00+0.20% | 1.66+0.20% | 1.33+0.20% | 0.16+0.22° | 0.16+0.22% | 0.33£0.22°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacidn por necrosis/apoptosis en
timo en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (0.94) es diferente al
observado en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (1.33). Siendo los
grupos inoculados con el virus swH1N1 los que exhibieron un mayor grado de
necrosis/apoptosis linfoide. En relacion a la hemorragia no existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacion por este tipo de lesion en los
grupos inoculados con el virus pH1N1 (0.44) sea diferente al observado en los

grupos inoculados con el virus swH1N1 (0.22).

4.8.8. Bazo

Se evaluaron dos tipos de lesiones en bazo necrosis/apoptosis linfoide e
hiperplasia linfoide (Cuadro 40), se observé que cuando se agrupdé a los cerdos
como calostrados (0.94) y no calostrados (1.27) el grado de afectacion por
necrosis/apoptosis linfoide fue similar (P=0.05); en relacién a la hiperplasia
linfoide se encontré que los cerdos calostrados (0.38) exhibieron un mayor

grado de afectacién que los no calostrados (0.05) (P<0.05). Cuando se
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agruparon a los cerdos de acuerdo al virus con que fueron inoculados se
observdé que el grado de afectacion por necrosis/apoptosis linfoide en los
cerdos inoculados con el virus pHIN1 (1.11) fue similar al observado en los
inoculados con el virus swH1N1 (1.11) (P=0.05). Sin embargo, en la hiperplasia
linfoide se observé que los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 (0.38)
exhibieron un mayor grado de afectacién que los inoculados con el virus pH1IN1
(0.05) (P<0.05). Se evaluo la interaccion del calostro con el virus y se observo
que el grado de afectacion por necrosis/apoptosis linfoide fue similar en los
cuatro grupos evaluados. En el caso de la hiperplasia linfoide se observé que el
grado de afectacion por esta lesion en los grupos de no calostrados/pH1N1
(0.11) y no calostrados/swH1N1 (0.00) fue similar; mientras que en los grupos
de calostrados/pH1N1 (0.00) y calostrados/swH1N1 (0.77) este ultimo exhibid

un mayor grado de afectacién (P<0.05).

Cuadro 40. Resultados de la evaluacién microscépica realizada en el bazo de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1IN1 y swH1IN1.
Los datos corresponden a la media * error estandar de los valores que se asignaron a
la necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia linfoide segun el grado de afectacion del
bazo, obtenidos de 9 secciones histologicas por grupo.

Necrosis/apoptosis linfoide Hiperplasia linfoide
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swHIN1 pHIN1 swHIN1
Si 1.11+0.18% | 0.77+0.18% | 0.94% ] 0.00+0.09° | 0.77+0.09% | 0.38%
No 1.11+0.18% | 1.44+0.18% | 1.27% | 0.11+0.09° | 0.00+0.09° | 0.05°

Media 1.11° 1.11° 0.05" 0.38?

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el grado de afectacion por tipo de lesion en el bazo a lo largo
de los dias posinoculacion (Cuadro 41) y se observé que el grado de afectacion
por necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia linfoide fue similar a lo largo de los

dias posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 41. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en bazo a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la
media de los valores que se asignaron a la necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia
linfoide segun el grado de afectacion del bazo, obtenidos de 12 secciones histoldgicas
por dia posinoculacion.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion

2 6 14
Necrosis/apoptosis linfoide | 1.00* | 1.16* | 1.16°
Hiperplasia linfoide 0.16% | 0.25% | 0.25°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia linfoide observadas en bazo a lo
largo de los dias posinoculacion (Cuadro 42). Se observo que el grado de
afectacion por necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia linfoide fue similar en
cerdos calostrados y no calostrados a lo largo de los dias posinoculacién
(P=0.05). Cuando se evalu6 el efecto del virus en el grado de afectacion por
necrosis/apoptosis linfoide se observé que el grado de afectacion en cerdos
inoculados con el virus pH1N1 fue similar a lo largo de los dias posinoculacién
(P=0.05); sin embargo, en los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 se
observé que a los 6 (1.50) dias posinoculacion el grado de afectacion fue
mayor que el observado a los 2 (0.50) dias posinoculaciéon (P<0.05). En el caso
de la hiperplasia linfoide el grado de afectacion de los cerdos inoculados con el
virus pHIN1 y con el virus swHIN1 fue similar a lo largo de los dias

posinoculacion (P=0.05).



97

Cuadro 42. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en bazo de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media * error
estandar de los valores que se asignaron a la necrosis/apoptosis linfoide e hiperplasia
linfoide segun el grado de afectacion del bazo, obtenidos de 6 secciones histologicas
por grupo y por dia posinoculacion.

Necrosis/apoptosis linfoide Hiperplasia linfoide
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14

Calostrados 0.66+0.22° | 1.00+0.22° 1.160.22° 0.33+0.11°% 0.33+0.11°% 0.50+0.11%

No calostrados | 1.33+0.22° | 1.33+0.22° 1.160.22° 0.00+0.11° 0.16+0.11% 0.00+0.11°%

pHIN1 1.50+0.22° | 0.83+0.22®° | 1.00+0.22® | 0.00+0.11% 0.16+0.11% 0.00+0.11°%

swH1IN1 0.50+0.22° | 1.50+0.22% | 1.33x0.22%® | 0.33x0.11* | 0.33+0.11* | 0.50+0.11%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacion por hiperplasia linfoide en el
bazo en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (0.05) es diferente al
observado en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (0.38). Siendo los
grupos inoculados con el virus swH1N1 los que exhibieron un mayor grado de
hiperplasia linfoide. En relacion a la necrosis/apoptosis linfoide no existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacién por este tipo de
lesion en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (1.11) sea diferente al

observado en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (1.11).

4.8.9. Higado

Se evaluaron dos tipos de lesiones en higado degeneracion vacuolar e
infiltrado inflamatorio periportal (Cuadro 43), se observé que el grado de
afectaciéon por degeneracién vacuolar fue mayor en cerdos no calostrados
(1.94) que en los calostrados (1.27) (P<0.05). En el caso del infiltrado
inflamatorio periportal el grado de afectacién en cerdos calostrados (0.22) y no
calostrados (0.11) fue similar (P=0.05). Cuando se agruparon a los cerdos de

acuerdo al virus con que fueron inoculados se observé que el grado de
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afectacion por degeneracion vacuolar en los cerdos inoculados con el virus
pH1IN1 (1.94) (Figura 23) fue mayor que el observado en los inoculados con el

virus swH1N1 (1.27) (P<0.05).

Figura 23. Fotomicrografia de higado de cerdo, no calostrado, inoculado con el virus
pH1N1, 6 DPI. Se observa degeneracién vacuolar moderada (a) e infiltrado linfocitario
leve (b) (H&E).

En el caso del infiltrado inflamatorio periportal se observé que el grado
de afectacion en cerdos inoculados con el virus pHIN1 (0.11) fue similar al
observado en cerdos inoculados con el virus swH1IN1 (0.22) (P=0.05). Se
evalud la interaccion del calostro con el virus y se observé que el grado de
afectacion por degeneracion vacuolar e infiltrado inflamatorio periportal fue

similar en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).
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Cuadro 43. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en el higado de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media + error estandar de los valores que se asigharon a
la degeneracién vacuolar e infiltrado inflamatorio periportal segun el grado de
afectacion del higado, obtenidos de 9 secciones histolégicas por grupo.

Degeneracidn vacuolar Infiltrado inflamatorio periportal
Calostro Virus Media Virus Media
pHIN1 swHIN1 pHIN1 swH1IN1
Si 1.55+0.27° | 1.00+0.27% | 1.27° | 0.22+0.12° | 0.22+0.12° | 0.22°
No 2.33+0.27% | 1.55+0.27% | 1.94* | 0.00+0.12% | 0.22+0.12° | 0.11%
Media 1.94° 1.27° 0.11% 0.22*

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el grado de afectacion por tipo de lesion en el higado a lo
largo de los dias posinoculacion (Cuadro 44) y se observo que el grado de
afectacion por degeneracion vacuolar e infiltrado inflamatorio periportal fue

similar a lo largo de los dias posinoculacién (P=0.05).

Cuadro 44. Resultados de la evaluacién del grado de afectacion por tipo de lesiones
observadas en higado a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a
la media de los valores que se asignaron a la degeneracion vacuolar e infiltrado
inflamatorio periportal segun el grado de afectacién del higado, obtenidos de 12
secciones histolégicas por dia posinoculacién.

Tipo de lesiones Dias posinoculacion

2 6 14
Degeneracion vacuolar 1.50% | 1.58% | 1.75%
Infiltrado inflamatorio periportal | 0.00° | 0.16* | 0.33%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por degeneracion vacuolar e infiltrado inflamatorio periportal observados en
higado a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 45). Se observé que el
grado de afectacion por degeneracion vacuolar e infiltrado inflamatorio
periportal fue similar en cerdos calostrados, no calostrados, inoculados con el
virus pHIN1 e inoculados con el virus swHIN1 a lo largo de los dias

posinoculacion (P=0.05).
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Cuadro 45. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en higado de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1IN1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media * error
estandar de los valores que se asignaron a la degeneracion vacuolar e infiltrado
inflamatorio periportal segun el grado de afectacion del higado, obtenidos de 6
secciones histoldgicas por grupo y por dia posinoculacion.

Degeneracion vacuolar Infiltrado inflamatorio periportal
Dias posinoculacion Dias posinoculacion
2 6 14 2 6 14

Calostrados 1.33+0.33° 1.00£0.33% | 1.50+0.33* | 0.00+0.15% 0.16+0.15% 0.50+0.15%

No calostrados 1.660.33° 2.16+0.33* | 2.00+0.33% | 0.00+0.15° 0.16+0.15% 0.16+0.15%

pHIN1 1.66+0.33" | 1.50+0.33% | 2.66+0.33% | 0.00+0.15% 0.16+0.15% 0.16+0.15%

swHIN1 1.33+0.33%® | 1.66+0.33% | 0.83x0.33° | 0.00+0.15% | 0.16+0.15° | 0.50+0.15%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacién por degeneracion vacuolar
en el higado en los grupos inoculados con el virus pH1N1 (1.94) es diferente al
observado en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (1.27). Siendo los
grupos inoculados con el virus pH1N1 los que exhibieron un mayor grado de
degeneracion vacuolar. En relacién al infiltrado inflamatorio periportal no existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacion por este tipo de
lesion en los grupos inoculados con el virus pHIN1 (0.11) sea diferente al

observado en los grupos inoculados con el virus swH1N1 (0.22).

4.8.10. ileon

En el caso del ileon la Unica lesion encontrada fue necrosis/apoptosis del
tejido linfoide asociado al tracto intestinal (Cuadro 46) se observé que el grado
de afectacion por este tipo de lesidon en los cerdos calostrados (2.05) (Figura
24) fue mayor al observado en los cerdos no calostrados (0.94) (P=0.05); sin
embargo, cuando se agruparon a los cerdos como inoculados con el virus

pH1IN1 (1.33) e inoculados con el virus swH1N1 (1.66) el grado de afectacion
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fue similar (P=0.05). Se evalud la interaccién del calostro con el virus y se
observo que el grado de afectacion por necrosis/apoptosis linfoide fue similar

en los cuatro grupos evaluados (P=0.05).

Figura 24. Fotomicrografia de tejido linfoide asociado a tracto intestinal de cerdo,
calostrado, inoculado con el virus pH1IN1, 6 DPI. Se observan células linfoides que
exhiben disminucion de tamafio con condensacion y fragmentacion de la cromatina, en
el citoplasma de algunas células reticulares se aprecian algunos restos de células
linfoides (a) (H&E).

Cuadro 46. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en ileon de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y swH1N1.
Los datos corresponden a la media + error estandar de los valores que se asignaron a
la necrosis/apoptosis segun el grado de afectacion del ileon, obtenidos de 9 secciones
histolégicas por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 SWH1N1
Si 1.55+0.29%° | 2.55+0.29° | 2.05°
No 1.11+0.29° | 0.77+0.29° | 0.94°
Media 1.33% 1.66%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Se evalud el grado de afectacion por necrosis/apoptosis linfoide en el
ileon a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 47) y se observo que el

grado de afectacion fue similar a lo largo de los dias posinoculacién (P=0.05).

Cuadro 47. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por
necrosis/apoptosis linfoide en ileon a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos
corresponden a la media de los valores que se asignaron a la necrosis/apoptosis
linfoide segun el grado de afectacion del ileon, obtenidos de 12 secciones histolégicas
por dia posinoculacién.

Dias posinoculacion
2 6 14
1.41°% 1.25% 1.83%

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evaluo el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por necrosis/apoptosis linfoide en el ileon a lo largo de los dias posinoculacion
(Cuadro 48). Se observd que el grado de afectacién por necrosis/apoptosis
linfoide fue similar en cerdos calostrados, no calostrados, inoculados con el
virus pHIN1 y con el virus swHIN1 a lo largo de los dias posinoculacion

(P=0.05).

Cuadro 48. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en ileon de cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pH1N1 y swH1N1 a
lo largo de los dias posinoculacion. Los datos corresponden a la media = error
estandar de los valores que se asignaron a la necrosis/apoptosis linfoide segun el
grado de afectacion del ileon, obtenidos de 6 secciones histolégicas por grupo y por
dia posinoculacion.

Dias posinoculacién
2 6 14
Calostrados | 1.50+0.36* | 1.83+0.36° | 2.83+0.36°
No calostrados | 1.33+0.36° | 0.66+0.36% | 0.83+0.36%
pH1N1 1.50+0.36% | 0.66+0.36° | 1.83+0.36°
swH1N1 1.33+0.36* | 1.83+0.36° | 1.83+0.36°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Considerando los resultados obtenidos se concluye que no existe
evidencia suficiente para afirmar que el grado de afectacion por
necrosis/apoptosis linfoide en el tejido linfoide asociado a tracto intestinal de los
grupos inoculados con el virus pH1N1 (1.33) sea diferente al observado en los

grupos inoculados con el virus swH1N1 (1.66).

4.8.11. Vejiga

En el caso de la vejiga urinaria la Unica lesiébn encontrada fue
degeneracion vacuolar (Cuadro 49) se observé que el grado de afectacion por
este tipo de lesion en los cerdos no calostrados (1.55) fue mayor al observado
en los cerdos calostrados (1.11) (P<0.05); cuando se agruparon de acuerdo al
virus con el que fueron inoculados los cerdos se observé que el grado de
afectacion por este tipo de lesion fue mayor en los cerdos inoculados con el
virus sSwH1IN1 (1.94) (Figura 25) que en los inoculados con el virus pH1N1
(0.72) (P<0.05). Se evalud la interaccion del calostro con el virus y se observé
que en los grupos de calostrados/pH1N1 (1.00) y calostrados/swH1N1 (1.22) el
grado de afectacion fue similar (P=0.05); mientras que en el grupo de no
calostrados/swH1N1 (2.66) el grado de afectacion fue mayor que el observado

en el grupo de no calostrados/pH1N1 (0.44) (P<0.05).
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Cuadro 49. Resultados de la evaluacion microscopica realizada en vejiga uriniaria de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1. Los datos corresponden a la media + error estdndar de los valores que se
asignaron a la degeneraciéon vacuolar segun el grado de afectacion de la vejiga
urinaria, obtenidos de 9 secciones histoldgicas por grupo.

Calostro Virus Media
pHIN1 swH1N1
Si 1.00+0.16* | 1.22+0.16° | 1.11°
No 0.44+0.16° 2.66+0.16* | 1.55°
Media 0.72° 1.942

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Figura 25. Fotomicrografia de vejiga de cerdo, no calostrado, inoculado con el virus
swH1N1, 6 DPI. Se observan degeneracion vacuolar moderada (a) (H&E).

Se evalud el grado de afectaciéon por degeneracién vacuolar en la vejiga
urinaria a lo largo de los dias posinoculacion (Cuadro 50) y se observé que el
grado de afectacion fue mayor a los 2 (1.75) dias posinoculacion que a los 14

(1.00) dias posinoculacion (P<0.05).
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Cuadro 50. Resultados de la evaluacion del grado de afectacion por degeneracion
vacuolar en la vejiga urinaria a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos
corresponden a la media de los valores que se asignharon a la degeneracion vacuolar
segun el grado de afectacion de la vejiga urinaria, obtenidos de 12 secciones
histolégicas por dia posinoculacion.

Dias posinfeccion
2 6 14
1.75% 1.25% 1.00°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Se evalud el efecto del calostro y el virus sobre el grado de afectacion
por degeneracion vacuolar en la vejiga urinaria a lo largo de los dias
posinoculacion (Cuadro 51). Se observé que el grado de afectacién en cerdos
calostrados y no calostrados fue similar a lo largo de los dias posinoculacién
(P=0.05). Cuando se evalud el efecto del virus en el grado de afectacion por
degeneracion vacuolar a lo largo de los dias posinoculacion se observo que en
los cerdos inoculados con el virus pH1N1 el grado de afectacion a los 2 (1.33)
dias posinoculacién fue mayor que el observado a los 14 (0.00) dias
posinoculacién (P<0.05). En el caso de los cerdos inoculados con el virus
swH1NL1 el grado de afectacion por degeneracién vacuolar fue similar a lo largo

de los dias posinoculacion (P=0.05).

Cuadro 51. Resultados de la evaluacion microscoépica realizada en vejiga urinaria de
cerdos calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza A pHIN1 y
swH1N1 a lo largo de los dias posinoculacién. Los datos corresponden a la media +
error estdndar de los valores que se asignaron a la degeneracion vacuolar segun el
grado de afectacién de la vejiga urinaria, obtenidos de 6 secciones histolégicas por
grupo y por dia posinoculacion.

Dias posinfeccion
2 6 14
Calostrados 1.50+0.20* | 1.16+0.20° | 0.66+0.20%
No calostrados | 2.00+0.20° | 1.33+0.20* | 1.33+0.20°
pHIN1 1.33+0.20% | 0.83+0.20™ | 0.00+0.20°
SWHIN1 2.1620.20° | 1.66+0.20% | 2.00+0.20°

Diferentes literales indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)
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Considerando los resultados obtenidos se concluye que existe evidencia
suficiente para afirmar que el grado de afectacion por degeneracién vacuolar
en vejiga urinaria de los grupos inoculados con el virus pHIN1 (0.72) es
diferente al observado en los grupos inoculados con el virus swH1IN1 (1.94).
Siendo los grupos inoculados con el virus swH1N1 los que exhibieron un mayor

degeneracion vacuolar.

4.9. Resultados de la evaluacion ultraestructural realizada en pulmones
provenientes de cerdos calostrados y no calostrados inoculados con

virus de influenza pHIN1 y swH1IN1

4.9.1. Cambios ultraestructurales en pulmén de cerdo, calostrado,

inoculado con el virus pH1N1, 2 dias posinoculacion.

En las células epiteliales alveolares (neumocitos tipo ) los nucleos
exhibian escasa heterocromatina electrodensa desplazada a la periferia, en el
citoplasma el reticulo endoplasmico rugoso presentaba diferentes grados de
tumefaccion y se observaron agregados de ribosomas libres, entremezcladas
se observaron escasas particulas virales cuyos diametros oscilaban entre 115-
190nm, estas particulas virales eran esféricas y se encontraban envueltas por
una membrana electrodensa sobre la cual se observaban numerosas
proyecciones que correspondian a las glicoproteinas de superficie HA y NA

(Figura 26).
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Figura 26. Pulmon de cerdo calostrado, inoculado con el virus pH1IN1, 2 dias
posinoculacion. Se observa un septo alveolar en el cual los nucleos (Nu) de las
células epiteliales alveolares exhiben agregados de heterocromatina (He) y abundante
eucromatina (Eu), el reticulo endopldsmico rugoso (RER) esta dilatado debido a la
presencia de agregados proteinicos fibrilares y ribosomas (R) libres, adyacente a la
membrana citoplasmatica (Mc) de las células epiteliales alveolares se aprecia una
particula viral (flecha). En el espacio alveolar (Ea) se observa material proteinico (Mp)
electrodenso dispuesto en laminas concéntricas (membranas hialinas). MET.
Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 7,000x.
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En otros campos, se observé expansion del espacio intersticial debido a
la presencia de prominentes vacuolas delimitadas por una delgada membrana
electrodensa en cuyo interior se observaron escasas particulas virales como
las antes descritas entremezcladas con material electrodenso fibrilar.
Delimitando estas vacuolas se observaron células endoteliales, células

epiteliales alveolares (neumocitos tipo 1) y fibras de colageno (Figura 27).

Figura 27. Pulmén de cerdo calostrado, inoculado con el virus pH1N1, 2 dias
posinoculacion. En el septo alveolar se observa expansion del espacio intersticial en el
cual se aprecia una prominente vacuola delimitada por una delgada membrana
electrodensa (m) en cuyo interior se observaron algunas particulas virales (flechas)
entremezcladas con agregados proteinicos fibrilares (*). Adyacente a esta vacuola se
observan fibras de coladgeno (Fc), células epiteliales alveolares (Cea) y células
endoteliales (Ced). MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 12,000x.
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En vistas panoramicas del septo y luz alveolar se observaron
macrofagos, células polimorfonucleares, material electrodenso laminar y

globular (membranas hialinas); asi como, restos celulares (Figuras 28).

Figura 28. Pulmon de cerdo calostrado, inoculado con el virus pH1IN1, 2 dias
posinoculacién. Se observa parte del septo alveolar en donde algunas células
endoteliales y células epiteliales alveolares exhiben dilatacion marcada del reticulo
endoplasmico (RER), en el espacio intersticial se aprecian areas electrolucidas y fibras
de colageno (Fc). En el espacio alveolar se aprecian células inflamatorias (Ci)
degeneradas y restos de material proteinico (Mp) electrodenso de aspecto globular.
MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 3,000x.
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4.9.2. Cambios ultraestructurales en pulmoén de cerdo, no calostrado,

inoculado con el virus pH1N1, 2 dias posinoculacién.

En el citoplasma de células epiteliales alveolares (neumaocitos tipo I), se
observaron abundantes particulas virales cuyos diametros oscilaban entre 90-
360nm, estas particulas virales eran esféricas y en algunos casos pleomorficas,
se encontraban envueltas por una membrana electrodensa sobre la cual se
observaban numerosas proyecciones que correspondian a las glicoproteinas
de superficie HA y NA. Dichas particulas estaban adyacentes al aparato de
Golgi, el cual estaba ligeramente tumefacto; asimismo, se observaron
numerosos ribosomas libres y material electrodenso fibrilar. En otros campos,
estas particulas virales se observaron emergiendo de células epiteliales
alveolares (neumocitos tipo |); asi como, dentro de prominentes vacuolas que
se localizaban en el espacio intersticial entre la membrana basal de las células
epiteliales alveolares (neumocitos tipo 1) y la membrana basal de las células
endoteliales, estas vacuolas contenian abundante material electrodenso fibrilar,
en ocasiones agregados de ribosomas y entremezcladas se observaron

numerosas particulas virales como las antes descritas (Figuras 29 y 30)
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Figura 29. Pulmoén de cerdo no calostrado, inoculado con el virus pH1IN1, 2 dias
posinoculacion. En el citoplasma de una célula epitelial alveolar se observan
numerosas particulas virales (flecha) adyacentes al nucleo (Nu) y al aparato de Golgi
(AG) entremezcladas con ribosomas (R) libres y escaso material proteinico
electrodenso fibrilar. Se observa expansién del espacio intersticial (Ei) debido a la
presencia de material proteinico electrodenso fibrilar. MET. Contraste con acetato de
uranilo y citrato de plomo 30,000x.
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Figura 30. Pulmoén de cerdo no calostrado, inoculado con el virus pH1IN1, 2 dias
posinoculacion. En el espacio alveolar (Ea) se observa una particula viral (flecha)
adyacente a la membrana citoplasmatica de una célula epitelial alveolar (Cea). MET.
Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 50,000x.
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4.9.3. Cambios ultraestructurales en pulmén de cerdo calostrado,

inoculado con el virus swH1N1, 2 dias posinoculacion.

Se observé engrosamiento de los septos alveolares debido a expansion
del espacio intersticial en el cual se observaron numerosas vacuolas
electrolucidas entremezcladas con material electrodenso fibrilar y fibras de
colageno. En el citoplasma de algunas células epiteliales alveolares
(neumocitos ) €l reticulo endoplasmico rugoso exhibia diferentes grados de
tumefaccion; asimismo, se observaron ribosomas libres entremezclados con

material electrodenso fibrilar (Figura 31).

En otros campos entre células endoteliales y células epiteliales
alveolares (neumocitos tipo 1) se observaron algunas particulas virales cuyos
diametros oscilaban entre 130-170nm, estas particulas virales eran esféricas y
se encontraban envueltas por una membrana electrodensa sobre la cual se
observaban numerosas proyecciones que correspondian a las glicoproteinas

de superficie HAy NA (Figuras 32).
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Figura 31. Pulmoén de cerdo calostrado, inoculado con el virus swH1N1, 2 dias
posinoculacion. Se observa un septo alveolar el cual se encuentra expandido debido a
un incremento en el grosor del espacio intercelular (Ei) en el cual se aprecia material
proteinico (Mp) electrodenso y fibras de colageno (Fc), las células epiteliales
alveolares (Cea) exhiben expansion de su citoplasma debido a la dilatacion marcada
del reticulo endoplasmico rugo (RER) y al acumulé de material proteinico granular y
fibrilar, ademas de prominentes vacuolas (Vc). MET. Contraste con acetato de uranilo
y citrato de plomo 3,000x.
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Figura 32. Pulmo6n de cerdo calostrado, inoculado con el virus swH1IN1, 2 dias
posinoculacion. En el citoplasma de una célula epitelial alveolar (Cea) se observan dos
particulas virales esféricas (flecha) que poseen una membrana electrodensa la cual
exhibe numerosas proyecciones, dichas particulas estan entremezcladas con material
proteinico fibrilar. Adyacente a esta célula epitelial alveolar hay una célula endotelial
(Ced) en cuyo citoplasma se observan numerosas vacuolas pinociticas (Vp) y
ribosomas (R). MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo 20,000x.
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4.9.4. Cambios ultraestructurales en pulmoén de cerdo, no calostrado,

inoculado con el virus swH1N1, 2 dias posinoculacion.

Se observaron escasas particulas virales cuyos diametros oscilaban
entre 120-170nm, eran esféricas y se encontraban envueltas por una
membrana electrodensa sobre la cual se observaban numerosas proyecciones
que correspondian a las glicoproteinas de superficie HA y NA, estas particulas
se encontraron en el citoplasma de células endoteliales, adyacentes al nacleo y
al reticulo endoplasmico rugoso el cual exhibia ligera tumefaccion, en el
citoplasma se observaron agregados de material electrodenso fibrilar,

ribosomas libres y algunas vacuolas electrolucidas (Figura 33).

En vistas panordmicas del septo alveolar se observd hiperplasia de
neumocitos tipo Il, expansion del espacio intersticial debido a la presencia de
numerosas vacuolas en cuyo interior se observé material electrodenso fibrilar
(Figura 34); asimismo, en la luz alveolar se observaron células descamadas y

restos necroticos.
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Figura 33. Pulmon de cerdo no calostrado, inoculado con el virus swH1IN1, 2 dias
posinoculacion. Se observa una particula viral (flecha) la cual exhibe una membrana
electrodensa sobre la cual se aprecian numerosas proyecciones, dicha particula esta
en el citoplasma entre el reticulo endoplasmico rugoso (RER) dilatado y cercana al
nacleo (Nu). En el citoplasma también se observan vacuolas electrolucidas (Ve),
material proteinico (Mp) granular y fibrilar. MET. Contraste con acetato de uranilo y
citrato de plomo 20,000x.
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Figura 34. Pulmon de cerdo no calostrado, inoculado con el virus swH1IN1, 2 dias
posinoculacion. Se observa un septo alveolar el cual se encuentra engrosado debido a
la hiperplasia de células epiteliales alveolares tipo Il (Cea) y a la expansion del espacio
intercelular (Ei) en el cual se aprecian restos de organelos membranosos que en
ocasiones contienen material proteinico granular o fibrilar; asimismo, se observan
prominentes areas electrolucidas. MET. Contraste con acetato de uranilo y citrato de
plomo 3,000x.
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5. DISCUSION

Existen muchas preguntas en relacion a la participacion del cerdo en la
génesis del virus de influenza humana A H1N1 causante de la pandemia en
2009 y su circulacion en las piaras porcinas. Aungque se han realizado estudios
de patogénesis con este virus en cerdos no calostrados en donde se demostré
que el virus era capaz de infectar, excretarse, inducir una respuesta serolégica,
generar lesiones, transmitirse de cerdo a cerdo y que se ha determinado que
existe reaccion serolégica cruzada con virus de influenza porcina H1N1
(Brookes, et al., 2009; Lange, et al., 2009; Kyriakis, et al., 2010), no se han
realizado estudios en cerdos con inmunidad materna o vacunados contra los
virus de influenza porcina subtipo HIN1 que circulan en las piaras porcinas,
con el objetivo de evaluar su comportamiento clinico-patolégico en presencia
de anticuerpos y determinar si estos son capaces de proteger contra la

infeccién por el virus de influenza A H1N1 causante de la pandemia.

En el presente estudio se inocularon cerdos calostrados y no calostrados
con el virus de influenza A HIN1 cepa A/México/La Gloria-3/2009/H1N1
(referido de aqui en adelante como virus de influenza pH1N1) se evalué la
presentacion clinica, respuesta serologica, lesiones macroscopicas,
microscopicas y cambios ultraestructurales y se comparé contra cerdos
calostrados y no calostrados inoculados con virus de influenza porcina subtipo
H1N1 cepa A/swine/New Jersey/11/1976/H1N1 (referido de aqui en adelante
como virus de influenza swH1N1). Se observé que aunque no se desarrollo un
cuadro clinico tipico del virus de influenza como el descrito por Brookes et al.,

(2009) y Lange et al., (2009) en cerdos no calostrados inoculados con el virus
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de influenza A H1N1 cepas A/California/07/2009(H1N1) y
A/Regensburg/D6/2009(H1N1) respectivamente en el que observaron
secrecion ocular, descarga nasal, tos, salivacion, incremento en la frecuencia
respiratoria, letargia, inapetencia, diarrea, edema palpebral y fiebre. En el
presente estudio se observaron estornudos esporadicos y descarga nasal leve,
los cuales fueron detectados por un periodo de 3 — 8 dias dependiendo del
virus con el que fueron inoculados los cerdos y si estaban o no calostrados. En
relacion a la temperatura corporal no se encontré evidencia suficiente para
afirmar que la inoculacion con los virus de influenza pH1IN1 y swH1N1 tuvo
algun efecto sobre la temperatura corporal ya que los resultados obtenidos se
encontraron dentro del rango de temperatura considerado como normal (39.3°C
a 39.6°C) para cerdos destetados de entre 9 y 18 kg. Sin embargo, se encontr6
evidencia suficiente para afirmar que los grupos de cerdos inoculados con el
virus pH1IN1 (421 g) tuvieron una menor ganancia diaria de peso que los

inoculados con el virus swH1IN1 (524 g).

El no observar un cuadro clinico tipico de influenza no es algo extrafio
Busquets et al., (2010) inoculé cerdos no calostrados con virus de influenza
porcina A HIN1 cepa A/swine/Spain/53207/2004/H1N1 y con virus de influenza
A H1IN1 cepa A/Catalonia/63/2009/H1N1 y no observé ningun signo respiratorio
0 sistémico relevante y la temperatura corporal a lo largo de la evaluacion
estuvo por debajo de los 40°C. Vincent et al., (2006) realiz6 la evaluacion de 7
aislamientos del virus de influenza porcina del subtipo H1IN1 realizados en
Estados Unidos y observo que signos clinicos como tos y anorexia fueron casi

imperceptibles y que la temperatura corporal fue 240°C solo en 2 de los 7
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aislamientos. El observar estas variaciones en la presentacion e intensidad de
los signos clinicos causados por el virus de influenza bajo condiciones
experimentales depende de diferentes factores como la via de inoculacién, la
dosis infectante, el tipo de cepa, la edad de los cerdos al momento de la
inoculacion y su estado inmunoldgico. Se sabe que signos clinicos y lesiones
tipicas de influenza pueden reproducirse facilmente cuando la inoculacién es
via intratraqueal con altas dosis de virus 210"°DIEPsy y que con métodos
menos invasivos como la inoculacion intranasal se provocan infecciones leves
como la observada en el presente estudio o completamente subclinicas como
la observada por Busquets et al., (2010), las cuales pueden observarse con

gran frecuencia bajo condiciones de campo y pasar inadvertidas.

En relacién a las infecciones de campo con el virus de influenza A HIN1
pandémico en los informes de las descripciones de los casos en Canada
(Alberta y Manitoba) y Argentina (Buenos Aires) se menciona que los cerdos
presentaron descarga ocular y nasal, estornudos, tos, respiracion abdominal,
depresion, disminucion en el consumo de alimento, fiebre, deshidratacion y
mortalidad que lleg6é a ser del 1 al 2% en algunas areas a pesar de que los
cerdos habian sido vacunados con Maxivac®H1N1 (Schering-Plough Animal
Health, Kirkland, Quebec). El observar este tipo de presentacion se asocio a la
interaccion del virus de influenza con PRRS, Circovirus porcino tipo 2,
Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae los cuales
estaban presentes en algunas areas de las granjas afectadas. (Howden et al.,

2009; Pasma and Joseph, 2010; Pereda et al., 2010).



122

En relacion a la respuesta serolégica los titulos de anticuerpos
detectados por la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH) fueron mas
altos en los grupos inoculados con el virus pH1IN1 que los observados en los
grupos inoculados con el virus swH1N1, lo cual podria asociarse a la capacidad

del virus pH1N1 para inducir una respuesta seroldgica.

Se observdé que cuando se utilizé como antigeno en la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion al virus swHIN1 los titulos de anticuerpos
fueron mas altos que los observados cuando se utilizé el virus pH1N1, de
hecho con el virus swHIN1 se detectaron anticuerpos en animales no
calostrados incluso antes de la inoculacién lo que hizo necesario utilizar otra
técnica en este caso ELISA para confirmar o descartar los resultados
obtenidos, se observo que los sueros que eran positivos por inhibicion de la
hemaglutinacion cuando se utilizé como antigeno al virus swH1IN1 en ELISA e
inhibicion de la hemaglutinacion utilizando como antigeno al virus pH1N1 eran
negativos; asi que el observar resultados falsos positivos se atribuyé a una
extrema sensibilidad del virus swHIN1 a la presencia de inhibidores

inespecificos en el suero (Beardmore et al., 1968; Boliar et al., 2006).

En cuanto a la deteccion de anticuerpos en el suero y su
comportamiento en los diferentes grupos, en los cerdos no calostrados/pH1N1
se detectaron anticuerpos en el suero contra el virus pH1N1 a partir del dia 9
posinoculacion lo cual coincide con lo descrito por Brookes et al., (2009); Lange
et al. (2009); Busquets et al., (2010), quienes detectaron anticuerpos después
del dia 7 posinoculacion. En el grupo de no calostrados/swH1IN1 los sueros

fueron negativos mediante el uso de ELISA durante todo el estudio lo cual
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puede asociarse a una débil respuesta inmune; ya que al observar los
porcentajes de inhibicidbn se observo que a partir del dia 9 posinoculacion se
observaron muestras con porcentajes de inhibicion del 28% y los porcentajes
tienden a incrementarse hasta llegar al 48% pero no alcanzan el porcentaje
requerido para dar una muestra como positiva (250%), lo cual podria sugerir
que se estaba iniciando la produccion de anticuerpos. Busquets et al., (2010)
observé algo similar en uno de sus grupos al obtener por ELISA porcentajes de
inhibicion iguales o menores al 60% asociando esto al desarrollo de una

respuesta inmune primaria.

En el grupo de cerdos calostrados/pHIN1 se observd que los
anticuerpos comenzaron a disminuir del dia 6 al 14 posinoculacién lo que se
asocié a un posible efecto neutralizante de los anticuerpos maternos contra el
virus pH1N1, lo que sugiere que existe reaccion cruzada con el virus swH1IN1.
Esto coincide con lo descrito por Leuwerke et al., (2008) quien observd
reaccion serologica cruzada entre diferentes cepas del subtipo HIN1 en
cerdos. En otro estudio Kyriakis et al., (2010) observé reaccién serolégica
cruzada entre el virus de influenza A H1IN1 pandémico y virus de influenza
porcina en cerdos inoculados experimentalmente, vacunados e
hiperinmunizados con cepas clasicas americanas y europeas del virus de
influenza porcina subtipos HIN1 y HIN2. Perera et al., (2011) describié que
humanos que generaron anticuerpos contra el virus de influenza A H1N1
pandémico tuvieron reaccion seroldgica cruzada contra los principales virus
porcinos del subtipo H1. Se observo también que a los 12 y 14 dias

posinoculacion no hubo diferencia en los titulos de anticuerpos contra el virus
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pH1N1 entre cerdos no calostrados y calostrados, esto se debe a que en los
cerdos no calostrados aunque se incrementan los niveles de anticuerpos estos
no son superiores a los de los cerdos calostrados pese a que en estos
disminuyen por efecto de la infeccion. En el grupo de cerdos
calostrados/swH1IN1 se observé que los titulos de anticuerpos exhibieron una
disminucién no significativa al dia 12 y 14 posinfeccion, la cual podria ser
atribuida a un posible efecto neutralizante de los anticuerpos maternos contra
el virus swH1N1; sin embargo, es posible que en este caso la disminucion no
haya sido tan notable debido a que la capacidad de replicacion del virus

swH1N1 fue mas baja que la del virus pH1N1.

Al evaluar los cambios macroscopicos en los cuatro grupos evaluados se
observé que la inoculaciéon intranasal con 6,400 UHA de los virus pHIN1 vy
swWH1N1 provoco lesiones evidentes macroscéopicamente solo en el pulmén, lo
cual coincide con los trabajos realizados por Vincent et al., (2006), Brookes et
al., (2009), Lange et al., (2009) y Busquets et al., (2010). El grupo que exhibié
el mayor porcentaje de lesién pulmonar en el presente estudio fue el de los
cerdos no calostrados/pH1N1 a los 6 dias posinoculacién, lo cual se asocio a la
ausencia de inmunidad contra el virus pH1IN1 y a la alta capacidad infectante
del virus pH1N1, la cual ha sido descrita en diferentes modelos animales y en
algunos casos se ha observado que es superior a la de cepas porcinas o
estacionales humanas (Itoh et al., 2009; Munster et al., 2009; Brookes et al.,
2009; Lange et al., 2009; Rowe et al.,, 2010; Busquets et al., 2010), lo cual
también también se observo en este estudio ya que los grupos inoculados con

el virus swH1IN1 exhibieron un menor porcentaje de lesiébn pulmonar que los
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inoculados con el virus pHIN1. El observar diferencias en el porcentaje de
lesion entre cepas del virus influenza porcina de un mismo subtipo no es algo
extrafio en un estudio realizado por Vincent et al., (2006) se evaluaron 7
aislamientos del virus de influenza porcina subtipo H1N1 realizados en Estados
Unidos en cerdos privados de calostro y se observo que el porcentaje de lesion
pulmonar se encontré6 en un rango del 8 al 30% lo que indica que existen
diferencias en la capacidad infectante y de producir lesion entre los
aislamientos, la cual puede estar asociada a la capacidad que tenga cada cepa

para inhibir o activar los mecanismos de defensa del huésped.

Es importante sefialar que en este estudio se observd que la presencia
de anticuerpos contra el virus de influenza porcina en los cerdos calostrados
tuvo cierto efecto protector contra el virus pH1IN1 ya que el grupo de cerdos
calostrados/pH1IN1 exhibi6 un menor porcentaje de lesion pulmonar que el
grupo de cerdos no calostrados/pH1N1, pero fue mayor que el observado en el
grupo de cerdos calostrados/swH1N1 lo cual puede atribuirse a que si hay
proteccién pero no en el mismo grado que el observado contra el virus swH1N1
0 bien a que la capacidad infectante del virus pH1N1 es mayor a la del virus

swH1N1 o a la interaccion entre estos dos factores.

A diferencia de lo observado en este estudio en las infecciones de
campo con el virus pandémico en granjas de Canada y Argentina (Howden et
al.,, 2009; Pasma and Joseph, 2010; Pereda et al.,, 2010) las lesiones en
pulmén abarcaron del 5 al 60% de la superficie pulmonar y consistieron en

areas de consolidacion craneo-ventral de color rojo parpura y en algunos casos
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se observo la presencia de abscesos y exudado fibrinopurulento debido a la

presencia de infecciones bacterianas secundarias.

En relacién a los cambios microscopicos a diferencia de los estudios
realizados por Brookes et al., (2009), Lange et al., (2009) y Busquets et al.,
(2010) en el presente estudio ademas de describir los cambios caracteristicos
asociados a la infeccion por el virus de influenza en el pulmén se describieron
los cambios histologicos observados en otros tejidos como el cornete nasal,
traquea, tonsila, linfonodos (submadibular, tragueobronquial, mesentérico e
inguinal), parpado, timo, bazo, higado, ileon y vejiga urinaria. Asi como, las
lesiones que predominaban ya sea con el virus pH1IN1 o swH1N1. En el caso
del pulmén se observdO que las lesiones predominantes en los cerdos
inoculados con el virus pHIN1 fueron las alteraciones circulatorias e
inflamatorias; mientras que en los inoculados con el virus swH1N1 fueron las
lesiones necroéticas y regenerativas. En el cornete nasal y trdquea, se observo
que los cerdos inoculados con el virus swH1N1 exhibieron mayor grado de
afectacion por lesiones hiperplasicas que los inoculados con el virus pH1IN1;
como se sabe los cambios hiperplasicos pueden ocurrir como parte de una
respuesta adaptativa; sin embargo, en el caso del virus de influenza se cree
gue son consecuencia de una serie de mecanismos de sefializacién producidos
por diferentes mediadores quimicos liberados durante la respuesta inflamatoria
contra el virus (Buchweitz et al., 2007), los cuales podrian incluso estar
regulados por el mismo virus (Mukherjee et al., 2011). Otro tipo de lesiones
evaluadas en traquea fueron las necroticas e inflamatorias las cuales

predominaron en los cerdos inoculados con el virus pH1N1. Las diferencias en
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el tipo de lesiébn predominante pueden estar asociadas con la capacidad de
replicacion de cada virus y a como activan o inhiben los mecanismos de

defensa inespecificos y especificos del htuesped.

Se ha descrito que el virus de influenza se replica en tonsila palatina y
linfonodo tragueobronquial (Olsen et al., 2006); sin embargo, no hay
descripciones de las lesiones causadas por el virus de influenza en estos
organos. A diferencia de Busquets et al., (2010) que no observé cambios
relevantes en tonsila, en el presente estudio, se observaron lesiones
necroticas, atréficas e hiperplasicas; sin embargo, no se encontrd diferencia en
el grado de afectacidn entre los cerdos inoculados con el virus pH1IN1 y los
inoculados con el virus swH1IN1. En relacion a los linfonodos se observaron
lesiones linfoides y alteraciones circulatorias que no solo afectaron al linfonodo
tragueobronquial, si no también a los linfonodos submandibular, mesentérico e
inguinal. Sin embargo, solo los linfonodos submandibular y tragueobronquial
exhibieron diferencias en el grado de afectacion por este tipo de lesiones, en el
caso del linfonodo submandibular el grado de afectacion por lesiones linfoides
fue mayor en los cerdos inoculados con el virus pH1N1 que el observado en los
inoculados con el virus swHIN1; en el caso del linfonodo traqueobronquial
predominaron las alteraciones circulatorias y se observo que el grado de
afectacion fue mayor en los cerdos inoculados con el virus swH1IN1 que el

observado en los inoculados con el virus pH1N1.

Algunos signos clinicos asociados a infecciones por influenza son
secrecion ocular, conjuntivitis y edema palpebral (Olsen et al., 2006) los cuales

no fueron evidentes macroscopicamente en el presente estudio; sin embargo,
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al realizar la evaluacibn microscopica del parpado se observo infiltrado
linfocitario perivascular en la submucosa de la conjuntiva palpebral, en los
cuatro grupos evaluados; sin embargo, los grupos inoculados con el virus
pH1IN1 exhibieron mayor grado de afectacion por este tipo de lesidon que los
inoculados con el virus swH1IN1. Brookes et al. (2009) no evalu6 los cambios
histolégicos en parpado; sin embargo, observd secrecion ocular bilateral y
detectdé RNA viral en muestras de hisopos oculares mediante RT-PCR tiempo

real y concluyé que el virus pH1N1 se excretaba por esta via.

En infecciones por influenza se han descrito episodios de viremia de
corta duracion y con bajos titulos virales (Olsen et al., 2006) lo que sugiere que
el virus es controlado por el sistema inmune antes de llegar a otro 6rgano o que
las lesiones observadas son incipientes y por lo tanto no se asocian con la
infeccion viral. En el presente estudio se observd necrosis/apoptosis linfoide,
hiperplasia linfoide y hemorragia en 6rganos como el timo, bazo e ileon, estas
lesiones se observaron en los cuatro grupos evaluados y también estuvieron
presentes en otros drganos linfoides como la tonsila y linfonodos, lo que puede
indicar que estas cepas del virus de influenza tiene cierto tropismo por el tejido
linfoide, lo cual ha sido observado con virus de influenza aviar (Perkins and
Swayne, 2001). En el caso particular del timo Fislova et al., (2009) observé
atrofia cortical, logro el aislamiento y deteccion mediante RT-PCR del virus de
influenza humana en ratones. En un estudio realizado por De Vleeschauwer et
al., (2009) se determino la presencia de virus de influenza porcina en el bazo e
ileon de cerdos inoculados con la cepa cepa A/swine/Belgium/1/98 H1N1

mediante el uso de RT-PCR tiempo real.
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En el caso del higado en el presente estudio se observd degeneracion
vacuolar e infiltrado inflamatorio periportal estos cambios no habian sido
descritos en cerdos infectados con influenza o se consideraban relevantes ya
gue se no se ha descrito que el higado sea un 6rgano blanco en las infecciones
con virus de influenza; sin embargo, Fislova et al., (2009) detectd RNA viral en
el higado de ratones inoculados con virus de influenza humana mediante RT-
PCR anidado y Papic et al., observo lesiones hepéticas leves e incremento en
la enzima aspatato aminotransferasa (AST) en un estudio restrospectivo
realizado en pacientes infectados con el virus de influenza pandémico e
infectados con cepas estacionales del virus de influenza humana subtipos
H1N1 y H3N2, lo que sugiere que los cambios observados en el higado podrian

estar asociados a la infeccion con los virus de influenza pH1IN1 y swH1N1.

Finalmente, en el caso de la vejiga urinaria se observé degeneracion
vacuolar, este cambio tampoco habia sido descrito en cerdos y en el caso de
humanos las descripciones de lesiones en el aparato urinario y particularmente
la vejiga son escasas, Khakpour and Nik-Akhtar., (1977) hicieron una
descripcion de 33 pacientes con cistitis hemorragica asociados a un virus de
influenza subtipo H3N2 y Kulkarni, et al., (2011) describieron dos casos de

cistitis hemorragica asociados al virus de influenza HIN1 pandémico en nifios.

La descripcion de lesiones extrapulmonares en el presente estudio
sugiere que durante la infeccion los virus de influenza pH1N1 y swH1N1 fueron
capaces de diseminarse a otros tejidos, lo cual puede asociarse a una viremia

transitoria. Se observd también que la necrosis/apoptosis del tejido linfoide fue
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una lesién constante en todos los érganos linfoides evaluados, por lo que es de
gran relevancia realizar pruebas complementarias que permitan ademas de la
deteccidn del virus de influenza diferenciar entre necrosis y apoptosis mas alla
de los cambios morfolégicos con el objetivo de definir si los virus pHINL1 y

swH1N1 son capaces de inducir apoptosis.

Finalmente al evaluar los cambios ultraestructurales en el pulmén se observo
engrosamiento de septos alveolares, debido a la expansion del espacio
intersticial en donde se obervaron numerosas vacuolas electrolucidas
entremezcladas con material proteinico electrodenso fibrilar y fibras de
colageno. En el citoplasma de células epiteliales alveolares y células
endoteliales se observaron particulas virales esféricas y en algunos casos
pleomdrficas, que median entre 90 y 360 nm, la cuales estaban envueltas por
una membrana electrodensa sobre la cual se observaban numerosas
proyecciones que corresponden a las (glicoproteinas de superficie
(hemaglutininas y neuraminidasas), estas particulas se encontraron
generalmente adyacentes a organelos como el nucleo, el reticulo endoplasmico
rugoso y el aparato de Golgi; asi mismo, se observaron en el espacio
intersticial y en el espacio alveolar de los cuatro grupos evaluados con lo que
se confirm6 que el virus logro replicarse en el pulmon incluso en los grupos de
cerdos calostrados. Un hallazgo relevante en este estudio fue la presencia de
particulas virales en el citoplasma de células endoteliales lo cual podria
contribuir al desarrollo de una viremia transitoria, la cual puede presentarse
cuando las particulas virales salen de estas células al final de su ciclo de

replicacion y son liberadas directamente al torrente sanguineo. Lo cual
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explicaria el desarrollo de lesiones fuera del pulmén. El resto de los cambios
descritos en general coinciden con lo descrito por Winkler and Cheville (1986);
sin embargo, en el presente estudio no se observaron inclusiones
intracitoplasmaticas o intranucleares en los neumocitos tipo I, las cuales
también han sido descritas en cultivos celulares inoculados con virus de
influenza (Goldsmith et al.,, 2011), esto puede estar asociado a las horas
posinoculacion a las que se realizd el muestreo ya que Winkler and Cheville
(1986) observaron estas inclusiones 24 horas después de la inoculacion y el
muestreo en el presente estudio se realizé 48 horas posinoculacién. Goldsmith,
et al. (2011) ademas de describir agregados de estructuras tubulares en el
ndcleo de células provenientes de un cultivo celular inoculado con el virus de
influenza pandémico, observo particulas virales en el espacio alveolar y células
de las glandulas submucosas en tejido pulmonar proveniente de humanos
infectados con el virus de influenza pandemico y al igual que Winkler and
Cheville, (1986) observé agregados tubulares intranucleares en las células
infectadas. Estos agregados intranucleares e intracitoplasmaticos fueron
identificados como agregados de proteina NS1 y proteina matriz (Winkler and

Cheuville, 1986; Goldsmith, et al., 2011).
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6. CONCLUSIONES

Las variaciones observadas en el nUmero de animales afectados y la duraciéon
de la signologia clinica sugieren que bajo las condiciones del presente estudio

el comportamiento clinico del virus pH1N1 es diferente al del virus swH1N1.

La inoculacién con los virus pHIN1 y swHIN1 no tuvo efecto sobre la
temperatura corporal ya que esta se encontré dentro del rango descrito para

cerdos destetados de entre 9y 18 kg (39.3 — 39.6°C).

La inoculacioén con el virus pH1N1 tuvo un efecto negativo en la ganancia diaria
de peso ya que los cerdos inoculados con el virus pH1N1 (421 g) mostraron
una menor a ganancia diaria de peso que los inoculados con el virus swH1N1

(524 q).

Los titulos de anticuerpos obtenidos mediante inhibicion de la hemaglutinacion
en los cerdos inoculados con el virus pHIN1 fueron mas altos que los

observados en los cerdos inoculados con el virus swH1N1.

En la prueba de inhibicibn de la hemaglutinacion se observé reaccion

seroldgica cruzada entre el virus pH1IN1 y swHIN1.

Se detectaron falsos positivos cuando se utilizé6 como antigeno en la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion al virus swH1IN1, lo cual se atribuyé a una
extrema sensibilidad del virus swHIN1 a la presencia de inhibidores

inespecificos en el suero.



133

El uso de un kit ELISA multiespecie dirigido contra nucleoproteina fue capaz de
detectar anticuerpos contra el virus de influenza porcina en cerdos calostrados

y contra los virus pH1IN1 y swH1N1 utilizados en este estudio.

En los cuatro grupos evaluados el Unico érgano en donde se observaron
lesiones macroscopicas fue el pulmén. Los cerdos inoculados con el virus
pHIN1 (3.23) exhibieron un mayor porcentaje de lesion pulmonar que los

inoculados con el virus swH1N1 (0.66).

Las lesiones microscépicas observadas en el pulmén de los cuatro grupos
evaluados fueron caracteristicas del virus de influenza. Ademas, se
identificaron lesiones microscopicas en cornete nasal, traquea, linfonodos
(submandibular, traqueobronquial, mesentérico e inguinal), péarpado, timo,
bazo, higado, ileon y vejiga urinaria lo cual sugiere que los virus pH1IN1 y

swWH1N1 pueden diseminarse a otros tejidos.

Los virus de influenza pHIN1 y swH1N1 son capaces de infectar células
endoteliales, lo cual puede asociarse al desarrollo de una viremia transitoria la
cual puede presentarse cuando el virus sale de estas células al final de su ciclo

de replicacion.

La presencia de anticuerpos contra el virus de influenza porcina subtipo HIN1
en los cerdos calostrados tuvo cierto efecto protector contra la infeccién por los
virus pHIN1 y swH1N1 al observarse un menor niumero de animales con
signos clinicos, un menor porcentaje de lesién pulmonar y menor grado de

afectacién en los tejidos a nivel microscopico.
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7. PERSPECTIVAS

En este estudio se encontraron diferencias en el comportamiento clinico,
respuesta serologica, lesiones macroscopicas y microscopicas entre los cerdos
inoculados con el virus de influenza pHIN1 y swH1N1. Sin embargo, hay tres

puntos que requeriran atencion para futuros trabajos.

1. El papel del calostro en la prevencidn de exposiciones tempranas al virus de
influenza, su participacion en el desarrollo de infecciones leves o
subclinicas que al pasar inadvertidas pueden favorecer la adaptacién de
nuevas cepas del virus de influenza y como interfiere en la interpretacion de
las pruebas serologicas cuando no se cuenta con un programa de

monitoreo serologico.

2. La determinacion de la presencia del virus o de su material genético en
estos los tejidos en donde se observaron lesiones microscopicas mediante
el uso de técnicas como inmunohistoquimica, microscopia electrénica de
transmision o RT-PCR, ya que los cambios si bien pueden estar asociados
a la replicacion del virus, también pueden ser secundarios a la respuesta

inmunoldgica contra el virus.

3. La deteccién de apoptosis linfoide mediante el uso técnicas microscopia
electrénica de transmision o inmunohistoquimica en tonsila, linfonodos,
timo, bazo e ileon, que junto con la deteccion de virus de influenza
confirmarian que los virus pHIN1 y swH1N1 fueron capaces de inducir

apoptosis en el tejido linfoide.
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