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RESUMEN

GERARDO JUAREZ DARTIZ. Variacién antigénica de diferentes aislamientos de
influenza porcina en México. (Bajo la supervision de: MVZ.MC. Ma. Del Carmen

Mercado Garcia y Dr. José Ivan Sanchez Betancourt).

La influenza porcina (IP) es una enfermedad respiratoria aguda e infecciosa del
cerdo, causada por el virus de influenza tipo A de la familia Orthomyxoviridae que,
ademas, actua como agente primario del Complejo Respiratorio Porcino (CRP).
El objetivo de este trabajo fue determinar el valor de relacion antigénica entre los
aislamientos del virus de Influenza Porcina obtenidos de muestreos en diferentes
estados de la Republica Mexicana. Se trabajo con siete aislamientos virales de
Influenza Porcina (IP), los cuales fueron previamente caracterizados. El virus
recuperado de cada aislamiento sirvid para la elaboracion de un suero
hiperinmune por aislamiento y para las pruebas de inhibicion de la
hemoaglutinacion homodloga y heterdloga. De cada uno de los virus obtenidos se
inocularon dos cerdos de raza York-Landrace de dos meses de edad, repitiendo a
los siete y 14 dias. Se realizaron cuatro muestreos de sangre. Se utilizé la prueba
de inhibicidon de la hemoaglutinacién (IH) homodloga y heterdloga para detectar la
presencia de anticuerpos especificos de cada asilamiento con su suero
hiperinmune respectivo y la respuesta heterdloga contra los otros siete antigenos.

Se considero un titulo positivo a partir de una dilucion de 1:80.



Los resultados demuestran que existe variacion antigénica entre los diferentes
aislamientos y, de todos los trabajados, el aislamiento viral uno fue el que presento
variacion antigénica con un mayor numero de aislamientos heterélogos. Con lo
que se concluye que se estan presentando variaciones antigénicas entre
aislamientos de IP provenientes de diferentes partes del pais. El conocer que
existen estas variaciones servira para producir inmundégenos que generen una
respuesta mas especifica hacia las variedades de IP que estén circulando en la
zona; Yy con esto se tendran programas epidemioldgicos mas eficientes, con

resultados que permitirdan generar un control adecuado de la enfermedad.



. INTRODUCCION
1. Antecedentes

La influenza porcina (IP) es una enfermedad respiratoria aguda e infecciosa del
cerdo, causada por el virus de influenza tipo A de la familia Orthomyxoviridae1' 2
este virus es un agente primario del Complejo Respiratorio Porcino (CRP) **
donde participan varios agentes infecciosos de origen bacteriano como:
Salmonella sp, M. hyopneumoniae, A. pleuropneumoniae, H. parasuis, Pasteurella
sp y S. suis tipo 2 o virales como el PRRS, y Circovirus porcino tipo 2 (PCV - 2).
Estos actuan como agentes infecciosos coinfectantes que pueden provocar un

impacto clinico — productivo aun mayor en los cerdos.* °

La primera descripcion del padecimiento identificable como influenza la realizo
Hipocrates en el ano 492 a.C., después, durante la edad media se describiod
numerosos episodios relacionados con este mal. En América, la primera
descripcion de un tipo de problema respiratorio severo se documento en Texcoco
en 1552 y fue denominado “pestilencia catarral”’, no obstante, la primera pandemia

reconocida ocurrio en 1580.°

El nombre de influenza fue puesto y utilizado para llamar a esta enfermedad en
Florencia, Italia, en el siglo XV, durante una terrible peste ocurrida en 1537, ya que
los astrélogos atribuyeron el mal a una perniciosa influenza astral (Malathia

inflenzae per le stelle)’.



El virus de la Influenza porcina (VIP) tipo A es el mas peligroso, ya que no solo

infecta a los humanos, sino que también a una gran variedad mamiferos y aves®.

La influenza porcina esta considerada actualmente como una enfermedad de tipo
emergente en cerdos, desde su primera descripcion en 1930 por Shope et. al, en
la forma respiratoria®'®. El subtipo H1IN1 de esa época se difundié de aves a
humanos y a cerdos. Se estima que fue responsable de la muerte de 20 millones

de personas en todo el mundo'® '".

La aparicion de la enfermedad en los cerdos ocurren como una epizootia de
neumonia altamente transmisible caracterizada por: tos seca, fiebre, disnea y
anorexia. Los cerdos con mayor susceptibilidad son los que se encuentran en la
etapa de crecimiento y finalizacién debido a la decreciente proteccién por parte de

los anticuerpos maternos (inmunidad pasiva).'

La porcicultura actual permite, con facilidad, la transmision del VIP de forma
horizontal (de cerdo a cerdo), debido al confinamiento. La recuperacién de los
animales suele producirse de siete a diez dias post infeccion, dependiendo en
gran parte de la condicion corporal del cerdo y del medio ambiente en el que se

encuentre?.

La IP se caracteriza por presentar una alta morbilidad y baja mortalidad a menos

que se presenten coinfecciones bacterianas' ',



Las lesiones generalmente se desarrollan con rapidez en el aparato respiratorio,
en algunos casos puede provocar la muerte, por lo tanto, es probable que el
curso, naturaleza y magnitud de la enfermedad varien con la cepa, la edad del
cerdo, el estado inmune del cerdo y las condiciones medio ambientales en las que

este se encuentre’.

Los cerdos pueden actuar como reservorios de cepas antiguas de influenza

humana y ser posteriormente re-introducidas en la poblacién humana .

2. Etiologia

La influenza porcina es provocada por un virus con genoma ARN que pertenece a
la familia Orthomixoviridae y se tipifica en 3 grupos: A, B, C. Los virus tipo Ay B
son capaces de causar brotes epidémicos estacionales en todo el mundo, el virus
de influenza C no se ha asociado a epidemias, rara vez causa enfermedad en

humanos.'® 17 182

Su genoma consta de ocho segmentos de ARN de cadena simple” '® y polaridad
negativae. Su envoltura lipidica se deriva de la membrana plasmatica de la célula
19,6

infectada™”, y contiene dos glicoproteinas o antigenos de superficie:

Hemoaglutinina (H) y la Neuraminidasa (N).

La hemoaglutinina desempena varias funciones como: la adherencia a la célula
susceptible, fusion de membranas y trae como consecuencia de su proyeccion al
exterior el reconocimiento antigénico que induce la respuesta inmune®'®, ademas

produce aglutinacién de eritrocitos .



La neuraminidasa tiene como funcion principal catalizar el rompimiento del acido
sialico (AS) para liberar viriones de la célula infectada; también permite el

transporte del virus a través de la capa de mucina del tracto respiratorio®.

Los lipidos de su envoltura hacen al virus altamente susceptible a los detergentes
comunes utilizados como antivirales y por lo tanto son muy labiles en las
condiciones ambientales habituales, también al calor (56°C, 30min), y al

tratamiento con acidos (pH 3)'°.

Las moléculas de proteina matriz cubren la cara interna de la envoltura, donde se
encuentra un complejo helicoidal de moléculas de ARN asociado a la nucleo

proteina (NP) y polimerasas (enzimas que inician la replicacion)%.

La proteina M2 es una proteina integral de envoltura viral que forma un poro o

canal iénico encargado de controlar el pH intracelular.

Las mutaciones que ocurren en el gen que codifica esta proteina determinan la
resistencia a los farmacos antivirales. El receptor celular para los virus de
influenza es el Acido Sialico (AS), que se encuentra en la porcién distal que forma

el glicocaliz de las células®.
3. Mecanismos de variacion genética (shift) y antigénica (drift)

La influenza porcina es una enfermedad aguda recurrente que muta con facilidad
por lo que frecuentemente aparecen nuevas variantes antigénicas de cada subtipo
lo que obliga a incluir dichas variantes en las vacunas para brindar una adecuada

proteccion?’.



Los virus de influenza sufren constantes variaciones antigénicas en sus proteinas

Hy N, que les permiten escapar a la respuesta inmune del huésped?®'?.

Tipicamente una RNA polimerasa viral exhibe una tasa de error de 1 x 102 a 1 x
10°, es decir, que introduce una mutacion por cada mil o 100 mil nucledtidos
copiados. Los virus de la influenza tipo A muestran el mayor numero de
mutaciones acumuladas a través del tiempo (antigenic drift), mientras los genomas
de los virus de la influenza C tienen poca variabilidad, incluso si se han aislado

con décadas de separacion®.

Los virus poseen mecanismos de mutacion y recombinacion que les permiten
cambiar constantemente, adquiriendo mayor virulencia, capacidad de atravesar las

barreras de susceptibilidad inter especies y resistencia a los farmacos antivirales®*.

Los cambios en los virus de influenza son producidos por dos mecanismos:
variacion antigénica o “drift” y cambio genético o “shift”. La variacién antigénica o
“drift”, se da por mutaciones puntuales e individuales en la substitucion de
aminoacidos de las proteinas de la envoltura viral (H y N), modificando su

composicion aminica e identidad antigénica®'8%>2

, mientras que en el cambio
genético o “shift”, ocurre cuando un animal sufre una doble infeccién por mas de
un subtipo diferente y los segmentos gendmicos virales se re asocian y desarrolla
una nueva combinacién en las proteinas de la envoltura (H y N) en una sola

particula viral®?>?’,



Este reordenamiento ocurre habitualmente en los cerdos debido a que la
temperatura normal de los cerdos se encuentra entre la temperatura mas baja de

las aves y la mas alta entre los humanos.

En los ultimos 100 anos, han ocurrido al menos 5 cambios de subtipo de influenza
A que han causado pandemias. Desde entonces circulan los subtipos H1N1, H3N2

y H1N2, con variaciones anuales en la predominancia de cada una.?

Entre los afios pandémicos, existen periodos en que el virus causa anualmente
brotes epidémicos aislados. Estos brotes son causados por virus con variaciones

antigénicas que son parcialmente controlados por la inmunidad de la poblacion?®.
4. Signologia y hallazgos clinicos

La influenza porcina se caracteriza por la aparicion brusca de fiebre, anorexia
(total o parcial), disnea, tos seca, y postracion de los animales. La infeccién en
hembras gestantes puede producir el aborto. La recuperacion de los animales es
rapida y suele producirse en el curso de cinco a siete dias. Tras el contagio, el
virus llega a los pulmones donde se multiplica en el epitelio bronquial. En la
actualidad, la enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en todos los
paises productores de ganado porcino, cursando de forma enzodtica en México.
La influenza cursa con alta morbilidad (préxima al 100%) y una baja mortalidad,
(menos del uno por ciento) salvo que se produzcan complicaciones bacterianas.
En las mucosas de las vias respiratorias altas es frecuente observar congestion y

un exudado muco-fibrinoso de color blanquecino.



Las lesiones pulmonares se caracterizan por una neumonia lobular catarral de
coloracion grisacea a rojo purpura, presentando areas de consolidacion. En las

areas no neumdnicas se observa enfisema y un moderado edema interlobular.’"

En algunas ocasiones puede observarse pleuritis fibrinosa o fibrino-necrética
como consecuencia de complicaciones bacterianas secundarias principalmente

cuando interviene P. multocida.""

Las vias respiratorias contienen un exudado mucopurulento, con presencia de
neutrofilos, y los ganglios linfaticos bronquiales y mediastinicos aparecen
edematosos pero rara vez congestionados. Pasados nueve dias el virus no podra

ser localizado ni en tejidos ni en exudado pulmonar.?®
5. Diagnéstico

El diagnostico de la influenza porcina puede ser dificil de diferenciar de otro tipo
de infecciones respiratorias si solamente nos basamos en signos clinicos, ya que

estos pueden ser muy similares a otros cuadros?®.

En los brotes tipicos puede hacerse un diagndstico provisional con base en los
hallazgos clinicos y patolégicos. Pero debe confirmarse mediante aislamiento del
virus o mediante la demostracién de la presencia de anticuerpos especificos. Para
el diagnostico de laboratorio, se toman muestras de traquea, pulmoén vy
recientemente en semen. El virus también puede aislarse a partir de las
secreciones nasales durante la fase febril o del tejido pulmonar de animales

muertos durante la etapa aguda precoz.



El aislamiento se hace por inoculacion en membrana corioalantoidea de embrion
de pollo (SPF) de 9-11 dias, recogiendo el liquido amnidtico de los mismos
después de 72 horas. Para su deteccion se utiliza la técnica de hemaglutinacion

especifica’ 33"

Puede hacerse un diagnéstico retrospectivo, partiendo de muestras de suero
tomadas durante la etapa aguda y de convalecencia de la enfermedad,
demostrando la presencia de anticuerpos especificos, usando la prueba de

inhibicién de la hemaglutinacion™*%%"

Existen otras técnicas como son: inmunohistoquimica, inmunofluorescencia,
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacion del agente
causal. Para la identificacion de anticuerpos especificos se tienen pruebas de

fijacion del complemento y pruebas inmunoenzimaticas (ELISA) 2*
6. Respuesta inmune

El VIP debe fusionarse con la membrana celular para poder entrar a ella y
secuestrar su maquinaria genética para llevar a cabo su reproduccion. Es aqui

cuando el virus interactta con el sistema inmune del hospedero®.

El sistema inmune innato es la primera defensa que el virus activa cuando se
encuentra dentro del hospedero. Cuando esta se inicia, se secretan citocinas y
quimiocinas como parte de la respuesta inmune inflamatoria, las cuales atraen a

otras células, como neutrdfilos al sitio de la infeccion.

10



Entre las citocinas que son inducidas, los interferones tipo | representan el
mecanismo del sistema inmune innato mas efectivo contra la propagacion y

replicacion del virus.

La secrecion de interferones tipo | no solo induce la transcripcion de genes con
actividad antiviral, sino que también activan a células dendriticas y otras células

del sistema inmune, activando la respuesta inmune adaptativa® 4.

La protecciéon mediada por anticuerpos se atribuye principalmente a aquellos que
van dirigidos contra la hemaglutinina (HA). Se ha descrito que la inmunidad
mediada por anticuerpos que van dirigidos contra la neuraminidasa (NA) es mas
débil, y aunque no previene la infeccion como es el caso de los anticuerpos anti
HA, puede suprimir la replicacion y por lo tanto reduce la morbilidad y la

mortalidad>®

El control de la infeccion mediada por anticuerpos puede funcionar por dos
mecanismos: impidiendo la diseminacion del virus y evitando la capacidad para
infectar otras células del hospedero o impidiendo la maduracién y liberacién de

nuevos viriones a partir de células infectadas.

Los anticuerpos que actuan de la primera forma se conocen como neutralizantes,
mientras que los que median el segundo mecanismo de accidn se conocen como

inhibidores de la propagacion.

11



La actividad virus neutralizante es mediada por anticuerpos especificos dirigidos
contra la HA que previenen la union de la célula hospedera o la fusion
intraendosomal. Para esto, los anticuerpos deben unirse a las determinantes
antigénicas alrededor del sitio de unién de la HA. La actividad de estos
anticuerpos suele medirse mediante la prueba de inhibicion de la

hemoaglutinacién (IH).243°

Los anticuerpos que se unen a sitios membranalmente proximales al sitio de union
al acido sialico muchas veces muestran nula o muy poca actividad en las pruebas
de IH. Sin embrago estos anticuerpos pueden mostrar aun asi capacidad

neutralizante, al inhibir la fusién intraendosomal.?* %

Por otro lado los anticuerpos que muestran actividad inhibidora de la propagacion,
ejercen su funcion durante el proceso del ensamblaje del virus en la membrana

plasmatica.

Las proteinas virales transmembranales se acumulan en “parches”, donde han
sido desplazadas las proteinas transmembranales endogenas, y se van formando

los viriones.

El reconocimiento de estas proteinas por anticuerpos especificos produce una
reduccion en la liberacion de viriones. Una vez que la respuesta inmune por
anticuerpos ha generado células B de memoria especificas, es de larga

duracién.?* %"

12



La respuesta inmune que se genera después de una infeccion conduce a la
formacion de anticuerpos que se localizan en las mucosas y en el suero, los
cuales desempenan dos funciones principales: neutralizaciéon de la infeccion e
interferencia en la liberacion de nuevas particulas virales de la membrana de las
células infectadas. A pesar de que en una infeccidén se producen anticuerpos para
contrarrestar las proteinas virales, los mas importantes para limitar la infecciéon se

dirigen contra la HA y la NA.

En las secreciones respiratorias y en el suero se detectan los anticuerpos IgA e
IgG, respectivamente. La concentracion de anticuerpos contra la HA en el suero

se correlaciona con la proteccion.?*
7. Reportes en México

En México se ha reportado la presencia del VIP subtipo H1IN1 desde el aho de
1982, durante un brote en una granja del Estado de Puebla,® el subtipo H3N2 se
ha reportado que esta presente en sueros porcinos desde el afio 1979'? mientras

que el subtipo H1N2 se reporté recientemente en 2012.%°

Desde hace algunos afos se ha comenzado a monitorear el VIP con lo que se ha
evidenciado la presencia de los subtipos H1N1, H3N2 y H1N2 en la Republica

Mexicana.*®

13



En zonas rurales del estado de Yucatan, en el afio 2005, se realizé un estudio de
prevalencia de influenza, donde se tomaron 115 muestras de sangre de personas
dedicadas a la crianza de cerdos y, por medio de la técnica de IH, se encontr6é una
seroprevalencia de 26.9% a A/Beyern/7/95(H1N1), 40.8% a A/Sidney/5/97(H3N2),
1,7% a A/Swine/Wisconsin/238/97(H1N1) y 79.8% a
A/Swine/Minnesota/593/99(H3N2). Cabe mencionar que en esas zonas el sistema
de crianza de cerdos de traspatio es una actividad tradicional de la poblacion. Este
es el primer informe en México del predominio de anticuerpos al virus de la gripe

de los cerdos en los humanos.*'

También se ha evaluado la seroprevalencia en animales de diferentes sistemas de
produccioén donde se encontrd que el 77.8% fueron positivos al subtipo H1N1 y el

44% al H3N2.°

Otro estudio reporta la coexistencia de ambos subtipos en diferentes zonas
productoras de México (noroeste, noreste, bajio, centro, sureste y Yucatan). En
donde la zona centro tiene el segundo lugar en seroprevalencia para H1N1 (80%)

y el primero para H3N2 (52%).%?

La IP ha pasado de ser un padecimiento estacional ocasionado por un genotipo
viral estable, para convertirse en una enfermedad respiratoria de incidencia
constante causada por multiples genotipos que se encuentran bajo continuo

cambio.*°

14



A mediados del 2009, aparece una nueva variante denominada A/H1N1-2009, y
fue detectada en humanos. Los cerdos también son susceptibles a este virus y

podria ser incluida en vacunas destinadas a esta especie.*®

Recientemente mediante la técnica de RT-PCR multiplex se evidencié la presencia

de un nuevo subtipo en México, el H1N2.%
8. Vacunas y vacunacioén

El uso de la vacuna contra la Influenza porcina (IP) se ha incrementado en afios
recientes por lo que es importante conocer el potencial de respuesta inmune que

se puede esperar.*

Para una oOptima respuesta inmune después de la vacunacion es mejor esperar

que los anticuerpos de origen materno hayan declinado.*

Debido a las diferencias antigénicas entre los virus circulantes, las cepas que
componen las vacunas comerciales frente a influenza porcina también son

diferentes incluso entre continentes.*®

A diferencia de Europa, en Estados Unidos también se producen vacunas

autégenas que contienen cepas locales especificas (Olsen et al., 2006).

Las vacunas de influenza para cerdos se basan en virus inactivado suspendido en
un adyuvante oleoso, algunas vacunas son bivalentes con ambos subtipos, H1N1

y H3NZ2; otras contienen solo uno de éstos.

15



Se han usado otro tipo de vacunas a base de ADN viral usando el subtipo H1N1.
Algunas otras incluyen un adenovirus con ADN recombinante que expresa los
genes que codifican para la hemaglutinina H3 y la nucleoproteina del virus de

influenza subtipo H3N2.®

Las vacunas con un solo serotipo, H1IN1 o H3N2, no protegen al cerdo contra la
replicacion viral del subtipo H1N2, pero se ha demostrado que la aplicacion de una
vacuna bivalente con H1N1 y H3N2, brinda una sdlida proteccién contra el subtipo
H1N2 en pruebas de desafio. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los
anticuerpos maternos (para H1N1 y H3N2), no protegen al lechén contra una
infeccion por el subtipo H1N2, en contraste con la proteccién que se observa en

cerdos que desarrollan inmunidad activa.*®

Estas vacunas han cambiado muy poco pero, a pesar de ello, inducen cierto nivel
de proteccién frente a cepas viricas mas recientes (aparecidas en los afios
noventa) (Van Reeth et al., 2001) e incluso frente al virus H1N1 responsable de la

pandemia del afio 2009 (Vincent et al., 2010).
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Il JUSTIFICACION

Debido a que el virus de influenza es altamente mutable y a los cambios
genéticos y antigénicos entre los subtipos virales que se han observado durante
los ultimos afos, es necesario conocer la variabilidad antigénica de los virus de
influenza porcina que circulan actualmente en México, y que pudieran provocar en

algun momento un riesgo en la salud animal y publica.

Il HIPOTESIS

Dada la variabilidad gendémica del virus de influenza se podra identificar, por medio
de pruebas cruzadas de inhibicion de la hemoaglutinacion, si siete aislamientos
virales de influenza porcina que circulan actualmente en México tienen relacion

antigénica.

IV OBJETIVO

Determinar el valor de relacion antigénica entre siete aislamientos del virus de
Influenza porcina que estan circulando actualmente en México mediante la técnica

de inhibicion de la hemoaglutinacion.

17



V MATERIAL Y METODOS
1. Selecciéon de muestras
El estudio se realizé con virus aislados a partir de muestras de érganos de cerdos,

obtenidas de rastros de diferentes estados de la republica mexicana.

Cuadro 1. Nomenclatura y procedencia de los aislamientos virales utilizados

Numero de | Muestra | Procedencia Nomenclatura
aislamiento
1 Pulmén, Estado de Influenza A virus
traquea, México (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1))
tonsila. hemagglutinin (HA)
2 Pulmén Veracruz Influenza A virus

(A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1))
hemagglutinin (HA)

3 Pulmoén Veracruz Influenza A virus
(A/swine/Mexico/Ver31/2010(H1N1))
hemagglutinin (HA)

4 Pulmédn Querétaro Influenza A virus
(A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1))
hemagglutinin (HA)

5 Pulmoén Veracruz Influenza A virus
(A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1))
hemagglutinin (HA)

6 Pulmon Michoacan Influenza A virus
(A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2))
hemagglutinin (HA)

7 Pulmén Estado de Influenza A virus
México (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2))
hemagglutinin (HA)
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Preparacion y acondicionamiento de la muestra para el aislamiento

viral.

Las muestras se mantuvieron en congelacion hasta el momento de ser
procesadas.

Se realiz6 un macerado, utilizando un mortero o una licuadora estéril,
colocando una parte de muestra por nueve partes de Medio minimo
esencial (MEM) sin suero.

Una vez realizado el macerado se filiro de manera no estéril por
membranas de pre filtro, 1.2, 0.8, 0.65, 0.45 y 0.22 micras; este ultimo
filtrado se paso por una membrana de 0.22 micras utilizando material estéril
y en una campana de flujo laminar. El resultado del ultimo filtrado se utilizd
para inocular embriones de pollo.

Todo el proceso de filtracion se realiz6 con refrigerantes.

Cada aislamiento se inoculé en al menos cinco embriones de pollo de 9-11
dias de edad, incluyendo los que fueron inoculados con los virus de
referencia H1N1 y H3N2 y los controles negativos que fueron inoculados
con solo medio de cultivo.

Replicacién de virus

Todo se realiz6 en campana de flujo laminar.

Con ayuda del ovoscopio se marco la camara de aire y la posicién del
embrion. Los embriones que habian muerto fueron eliminados.
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Se desinfecto con alcohol el area donde se encuentra la camara de aire.
Se realiz6 una pequefia perforacién del lado opuesto del embridn.
Los embriones fueron inoculados a través del orificio por medio de una
jeringa para insulina con 200pl:

i. 5 por cada aislamiento.

ii. 5 para el control positivo de H1N1

iii. 5 para el control positivo de H3N2

iv. 5 con medio como control negativo
Se cubrio el orificio con pegamento blanco.
Se dejaron incubar en estufa de cultivo a 37°C.
A las 24 horas se revisaron los embriones. Los embriones muertos fueron
eliminados ya que se considera que su muerte fue debida a la manipulacion
durante la inoculacion y no debido al efecto del virus.
Se revisaron diariamente hasta las 72 horas y a los embriones que murieron
a partir de las 48 horas se les colecto el liquido corioalantoideo en tubos
vacutainer estériles.
Coleccion del liquido corioalantoideo.
Se limpio el area de la camara de aire con alcohol.
Se corto el cascaron siguiendo la linea que indica la ubicacion de la camara
de aire.
Se extrajo el liquido corioalantoideo de cada embrién y se deposito de
manera individual en tubos vacutainer estériles.

Esta coleccion se realizé por medio de micropipetas de 1000 pl.
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e Los liquidos colectados fueron centrifugados a 3500 rpm durante diez
minutos.

e Las muestras fueron tituladas en placas de 96 pozos utilizando eritrocitos
de ave al 0.5%, para eliminar los sobrenadantes que son negativos vy
alicuotar los positivos.

e Si no existia actividad aglutinante a partir del primer pase, se procedi6 a

repetir todos los pasos anteriores para realizar un segundo pase.*’
5. Titulacion de virus

Se realizaron titulaciones de cada aislamiento a través de la prueba de

hemoaglutinacion de la siguiente manera:

e Se coloco 50yl de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) con un PH de
7 a 7.2 en una placa de micro titulacién de 96 pozos con fondo en “U”.

e Se coloco 50ul de virus en el primer pozo y se realizaron doce diluciones
dobles seriadas desde dos hasta 4096.

e Se coloco 50ul por pozo de una suspension de eritrocitos de ave al 0.5%
(previamente preparados con PBS) en toda la placa donde se colocaron las
diluciones de los aislados, ademas de al menos una hilera de control de
eritrocitos, 'y se dejo incubar a temperatura ambiente hasta que
sedimentaron los eritrocitos en la hilera control observandose los botones y
posteriormente se realizo la lectura.

Para la preparacion del virus utilizado para inocular a los cerdos, cada aislado se

ajustd a un titulo de 128 a 256 Unidades hemoaglutinantes (UH).
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El titulo del virus se ajusto a 8 UH para la realizacion de las pruebas de Inhibicion
de la hemoaglutinacién (IH).*°

6. Inactivacioén del virus

Los virus con un titulo de 128 a 256 UH fueron inactivados con luz UV a una
longitud de onda de 300nm durante media hora. Se comprobé la inactivacion al
inocular embriones de pollo SPF (Specific Phatogenic Free) de 9-11 dias y no
observar muerte embrionaria ni actividad aglutinante hasta 72 hrs posteriores.*

7. Preparacién de las vacunas

Una vez inactivados los aislamientos, se prepararon dos tipos de vacunas, una
para aplicacién intramuscular y otra para aplicacion intranasal. Para la primera,
un ml de cada virus se mezclo con un ml de hidréxido de aluminio, en una
relaciéon 1:1, bajo condiciones de esterilidad, dentro de una campana de flujo
laminar, para su aplicacion intramuscular (dos ml). Para la Vacuna intranasal se
dejo un ml del virus inactivado sin hidroxido de aluminio.

8. Seleccion de animales

Los cerdos fueron traidos del Centro de Ensefianza, Investigacién y Extension en
Produccion Porcina (CEIEPP) de la UNAM con un peso promedio de 12 kg y 15
semanas de edad en condiciones optimas de salud.

9. Inoculacién

Se inocularon dos cerdos por cada aislamiento viral, un ml por via intranasal y dos
ml via intramuscular en la tabla del cuello. En total fueron cuatro inoculaciones

semanales por cerdo y cuatro muestreos posteriores a cada inoculacion.
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10.Toma de muestras
Se realiz6 un muestreo previo a la primera inoculacién de cada uno de los cerdos
para comprobar que no presentaban anticuerpos contra el VIP.
Las muestras se colocaron en tubos sin anticoagulante para que se formara el
coagulo y obtener asi el suero. Se usaron agujas calibre 20 y 1.5 pulgadas. La
puncién se efectuo en las venas cava anterior o yugular externa. Para el primer
caso, los animales permanecieron de pie o en decubito dorsal, la aguja se inserto
en la regidon del encuentro, paralelamente a la traquea, con una direccidén craneo
caudal y ventro-dorsal hacia la linea media. Para puncionar la yugular exterior se
requirid que el animal estuviera de pie, y la aguja se inserto sobre el surco de la
yugular, aproximadamente 10 cm antes de la regién del encuentro.**

11. Preparacion de sueros
Para eliminar el coagulo las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm por diez
minutos separando el sobrenadante en tubos vacutainer identificados y en

condiciones estériles. Los sueros se mantuvieron en congelacion hasta el

momento de colectar todas las muestras.

Antes de realizar la prueba de IH, los sueros fueron inactivados a 56°C por 30
minutos. Posteriormente fueron adsorbidos en microplacas de plastico de 96

pozos fondo plano agregando:

50ul de cada suero
100ul de caolin
100ul de eritrocitos de ave al 5%
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Quedando el suero diluido 1:5. Las muestras se dejaron en refrigeracion a 4°C

para ser trabajados al dia siguiente.”’

12. Prueba de inhibiciéon de la hemoaglutinacion (IH)

Esta prueba se realiz6 de acuerdo al procedimiento descrito por Snyder (1989).

e Se utilizaron placas de micro titulacién de 96 pozos de fondo en “U”.

e Se coloco 50 ul de PBS en toda la placa.

e Se coloco 50 ul de cada uno de los sueros en la fila “1”.

e Se realizaron diluciones dobles seriadas de la fila “1 a 12”.

e Se coloco 50ul de antigeno de VIP previamente diluido con ocho UH de la
fila “2 a 12”7, incluyendo un control de virus (50ul de PBS + 50ul de
antigeno), y se dejo incubar a temperatura ambiente por 30min.

e Se coloco 50yl de suspension de eritrocitos de ave al 0.5 % a toda la placa,
incluyendo un control de eritrocitos (50ul de PBS + 50pl de suspension de
eritrocitos de ave al 0.5%), y se dejo incubar a temperatura ambiente hasta
que sedimentaron los eritrocitos para poder realizar la lectura.

e Las diluciones de los sueros fueron a partir de 1:10 hasta 1:20480 y se
consideraron positivas aquellas muestras con un titulo mayor o igual a
1:80.°"

13.IH Homéloga

La prueba se utilizd para detectar la presencia de anticuerpos especificos de cada
aislamiento con sus sueros hiperinmunes respectivos por medio de la Prueba de

IH.
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Las diferentes diluciones dobles de los sueros se pusieron en contacto con el virus
en cantidades constantes (ocho UH) para que se llevara a cabo una reaccion
antigeno-anticuerpo y el virus fuera neutralizado por anticuerpos especificos. La
reaccion fue evidenciada por medio de eritrocitos de ave, los cuales en ausencia
de anticuerpos aglutinaron (suero negativo) y en presencia de anticuerpos
sedimentaron (suero positivo). Las diluciones de los sueros iniciaron con 1:10
hasta 1:20480 y se considero un titulo positivo a partir de una dilucion de 1:80. La
lectura se realiz6 tomando la dilucion inversa a donde comenz6 a observarse la

aglutinacion de cada uno de las muestras.®?

14.IH Heterdéloga (Estudios de desafio cruzado)

Se realizé el ensayo de inhibicion de la hemoaglutinacion empleando la técnica
descrita anteriormente, utilizando diferentes diluciones de anticuerpos,
confrontadas con los virus heterélogos a una concentracion de ocho UH. La

lectura se realizo una vez que el control de eritrocitos sedimento.*?
15.Porcentajes de protecciéon cruzada

El porcentaje de proteccion obtenido con los desafios de virus homdlogos y

heterdlogos fue calculado de la siguiente manera.
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Los valores de proteccion fueron calculados para cada una de los aislamientos

usando la ecuacion de Archetti and Horsfall (1950) que se describe a continuacion:

Los titulos de cada suero fueron usados para establecer los valores de r1 y r2.
Donde:

r = valor de relacion antigénica,

r1= titulo heterdlogo #2 / titulo homologo #1.

r2 = titulo heterélogo / homologo #2.

Los porcentajes de proteccion antigénica (PPA) que tuvieron un valor de 0 fueron
reemplazados con el valor 0.01 para poder realizar los calculos mediante la
multiplicacion de los valores de r (r1 x r2), del cual el resultado fué multiplicado
por 100 para convertirlo en porcentaje.

r = valor de relacién antigénica

r=\rixr2

r1 = titulo heterologo #2 / titulo homologo #1

r2 = titulo heterologo #1 / titulo homologo #2

r=100Vr1 xr2

Cuando el valor de relacion antigénica (VRA) sea menor a uno los aislamientos
virales estan relacionados antigénicamente. Si el VRA es mayor a uno los
aislamientos virales no estan relacionados antigénicamente (variacion

antigénica).>? %
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VI. RESULTADOS

1. Aislamientos virales
Se trabajaron con un total de siete aislamientos virales los cuales previamente
fueron tipificados y subidos al GenBank cuya nomenclatura fue presentada en el
cuadro1. (Avalos et.al. 2012).%*
Los virus fueron adaptados a través de inoculaciones sucesivas en embriones de
pollo, de nueve a once dias edad, hasta que alcanzaron un titulo de entre 128 y
256 UH. El titulo de los virus fue ajustado a 128-256 UH para la inoculacién de los
animales para la elaboracion de los sueros hiperinmunes, y a ocho UH para la
realizacion de las pruebas de IH Homdloga y Heterdloga,.
Los cerdos fueron inoculados durante cuatro semanas y se obtuvieron cuatro
muestreos posteriores a cada inoculacién. Se utilizd los resultados del ultimo
muestreo para la realizacidén de las pruebas de relacién antigénica.
Para realizar la prueba de IH cruzada se estandarizo el titulo de cada uno de los
aislamientos a ocho UH y se confrontaron con cada uno de los antisueros. Los

resultados del ultimo muestreo se presentan en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Titulos de la respuesta homodloga y heterdloga de cada aislamiento del

VIP con su antisuero especifico mediante la técnica de inhibicibn de Ila
hemoaglutinacion.
AV 1 2 3 4 5 6 7
1 40 640 320 320 320 640 640
2 80 20 40 40 160 320 640
3 40 20 80 20 640 160 320
4 80 80 320 160 320 80 640
5 40 320 160 320 80 80 320
6 40 320 320 320 160 2480 2560
7 40 80 160 320 80 160 320

Donde se observa que los animales que fueron inoculados con el aislamiento dos
presentaron los titulos mas bajos (1:20), mientras que con el aislamiento seis el

titulo homologo fue el mas alto (1:2480).

Los titulos de la IH presentados en el cuadro 2 fueron transformados en valores r1

y r2 y se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 3. Valores de r1 y r2 obtenidos de los diferentes aislamientos de VIP
confrontados con los antisueros generados.

Aislamiento 1 2 3

1 1 16 8 8 8 16 16
2 4 1 2 2 8 16 32
3 0.5 0.25 1 0.25 8 2 4

4 0.5 0.5 2 1 2 0.5 4

5 0.5 4 2 4 1 1 4

6 0.01 0.12 0.12 0.12 0.06 1 1.03
7 0.12 0.25 0.5 1 0.25 0.5 1

*Todos los valores que estén por encima de la diagonal corresponden a r1 y todos los valores que estén por

debajo de la diagonal corresponden a r2.
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Donde se observa que los valores mas altos corresponden a r1, particularmente

los encontrados con el aislamiento 1 con respecto al resto de los aislamientos.

Mientras que para r2 los valores mas altos corresponden al aislamiento 5 con

respecto al aislamiento 2 y 4.

Los valores de r1 y r2 fueron sustituidos en la formula de Archetii & horsfall (1950)

para calcular el valor de relacién antigénica (VRA) que se muestra en el cuadro 4.

Cuadro 4. Valores de relacion antigénica entre los diferentes aislamientos de

influenza porcina.

Aislamiento 1 2 3 4 5 6 7
1 1.00 8.00* 2.00* 2.00* 2.00* 0.51 1.41*
2 1.00 0.71 1.00 5.66* 1.44* 2.83*
3 1.00 0.71 4.00* 0.51 1.41*
4 1.00 2.83* 0.25 2.00*
5 1.00 0.25 1.00
6 1.00 0.72
7 1.00

*Indica variacion antigénica.

Los valores de relacién antigénica muestran la especificidad de los anticuerpos

generados por el virus homoélogo ya que el resultado tiene un valor de uno. Por el

contrario en la confrontacién con el resto de los virus, es decir, virus heterdlogos,

se muestran valores diferentes a uno con lo cual se identifica la variacion

antigénica.
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Con respecto a los resultados encontrados, se observd que donde se presentd
una mayor variacion antigénica fue en el asilamiento uno con respecto a los otros
aislados y donde se presentd mayor relacién antigénica fue en el aislamiento seis

con respecto a los demas.
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VII. DISCUSION

La influenza es una enfermedad altamente contagiosa capaz de ocasionar una
morbilidad del cien por ciento y una mortalidad del uno por ciento, de rapida
diseminacion en poblaciones de animales susceptibles en condiciones de

hacinamiento.’'*

El riesgo constante de la presentacion de las pandemias por los virus de influenza
tipo A son un riesgo latente a nivel mundial que generan una gran preocupacion a
las autoridades de salud debido a que existen subtipos virales en donde cada
especie puede ser afectada por uno o varios subtipos virales, pero también un
mismo subtipo viral con algunas diferencias en sus genes puede ser capaz de

infectar a otra especie.

En México se contaba solo con reportes de los subtipos H1IN1 y H3N2. En un
estudio realizado en 2012 utilizando la técnica de RT-PCR se evidencié la

presencia del subtipo H1N2 que no se habia reportado en México.*

En el presente estudio se demostré que existe variacidon antigénica entre los
diferentes aislamientos obtenidos de diferentes estados de la Republica Mexicana

utilizando la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién

La prueba de IH se ha utilizado para realizar una gran cantidad de estudios
epidemiolégico tanto en cerdos como en otras especies; uno de ellos fue llevado a

cabo en Yucatan con pollos de traspatio donde, ademas de utilizarla como método
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diagnostico, se evidencido que existe variacion antigénica entre los diferentes

aislamientos de Bronquitis infecciosa.

Utilizando la prueba de IH para confrontar respuestas homodlogas y heterdlogas
utilizando también el método de Archetti y Hosfall, como lo llevado a cabo en este

estudio. *°

Un estudio realizado en Argentina en influenza humana, mediante el uso de IH,
demostré que algunos aislamientos presentan respuesta especifica con sus
antisueros homodlogos y menos especifica con los antisueros de las cepas
vacunales, lo que obliga a modificar las vacunas constantemente dependiendo la
variedad del virus que este circulando en ese momento. Lo que apoya lo
encontrado en este estudio, donde de los siete aislamientos virales que se

trabajaron, en cinco de ellos se encontré variacion.*

Archetti y Hosfall (1950) encontraron variabilidad antigénica en VIP, observando in
ovo una neutralizacion incompleta del virus utilizando sueros inmunes con virus
heterdlogos. A pesar de que en este estudio no se realizaron ensayos de
neutralizacién viral podemos inferir que los resultados encontrados utilizando la
técnica de IH, apoyan lo encontrado por Archetti y Hosfall, debido a la alta

correlacion de los resultados que se presentan entre ambas técnicas.>

Un estudio realizado en 2004 utilizo la técnica de IH para identificar diferencias
entre aislamientos virales de ojo azul, la cual evidencié que los virus presentan
diferencias antigénicas entre ellos y a través de esta técnica es posible identificar

el virus que este circulando en esos momentos en alguna granja.
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Lo que también ocurre en el caso de IP, como lo demuestran los resultados de
este estudio, donde se encontrd diferencias en los titulos al confrontar los sueros

obtenidos con los virus homdlogos y heterélogos.®’

Se ha reportado que el virus de la parotiditis 0 paperas (paramixovirus) presenta
variacion antigénica relacionada con el reconocimiento de anticuerpos asi como
afinidad por diferentes tipos celulares. Se reconocen variaciones en secuencias de
nucledtidos de los genes HN y P (fosfoproteina). En el caso de IP, debido a las
variaciones que se reportan en sus proteinas de superficie H y N es posible
encontrar la afinidad de los sueros con su virus homologo, como lo encontrado en

este trabajo.>® *°

En 2004, en un estudio realizado por Sanchez BJI, utilizando la prueba de IH, se
analizo la relacion que existe entre diferentes aislamientos y sueros de cerdos
infectados de forma natural. Los resultados demostraron un reconocimiento
variable de los anticuerpos para cada uno de los aislamientos del Rubulavirus
porcino. Con lo que concluyd, que existe variacién antigénica entre cada uno de

ellos, como ocurre en el caso de IP.%’

Asi mismo, Riafio CV (2011), realizé un estudio infectando cultivos celulares con
diferentes virus de ojo azul para obtener anticuerpos especificos. Utilizando la
prueba de IH confrontd sueros de conejo con virus homaélogos y virus heterdlogos
de aislados de ojo azul. Concluyd que existe variabilidad antigénica entre los
diferentes aislamientos usados, lo que también concuerda con los resultados

obtenidos en el presente estudio, utilizando el virus de influenza.*?
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VIIl. CONCLUSIONES.

Existen variaciones antigénicas entre aislamientos del VIP.

Se pudo determinar la relacidn antigénica que existe entre aislamientos
procedentes de diferentes estados de la Republica Mexicana.

Se evidencid la confiabilidad de la prueba de inhibicion de la
hemoaglutinacion como herramienta en el laboratorio para el diagndstico de
influenza porcina.

El conocer que existen variaciones antigénicas entre aislamientos del VIP
permitira elaborar inmundgenos que generen una respuesta mas especifica
hacia el tipo o tipos de VIP que estén circulando en la zona en un periodo
determinado. Con lo cual se podra llevar a cabo un programa
epidemiolégico mas eficiente, con resultados favorables y sobre todos se
generara la informacién necesaria para un control adecuado de la

enfermedad.
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