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RESUMEN

Influenza es una enfermedad viral zoonética de gran importancia a nivel mundial
por la amenaza que representa a la salud publica y animal. El virus de influenza
porcina se encuentra ampliamente distribuido en las producciones porcinas del
mundo, y es el principal agente causante de problemas respiratorios agudos en los
cerdos. El virus de influenza A tiene un genoma RNA de cadena sencilla de
sentido negativo (ssRNA) el cual consta de 8 segmentos, que codifica para 11
proteinas. Este genoma viral no cuenta con mecanismos de edicion viral, lo que
resulta en una alta capacidad mutacional. Esta causa de variaciébn aunada a la que
resulta de las posibles alteraciones por recombinacion interespecie de material
genético, promueve la generacion de nuevas variantes virales con potencial
patogénico en humanos y animales. La vacunacion contra influenza porcina es
una herramienta eficiente para prevenir la generacion de nuevas variantes virales,
que tiene el objetivo de limitar los efectos de la infeccion en las granjas y asi
mitigar las pérdidas econdmicas que esta enfermedad produce.

En este estudio se evaluo la capacidad protectora de una nueva formulacion de
vacuna parenteral de influenza porcina basada en las cepas prevalentes en la
poblacion porcina mexicana utilizando como adyuvante el péptido GK1 expresado
en el fago filamentoso M13 (FGK1).

Se utilizaron 33 lechones libres de anticuerpos contra el virus de influenza, los
cuales fueron distribuidos en seis grupos —vacuna con adyuvante (una y dos
dosis), vacuna sin adyuvante (una y dos dosis), vacuna comercial y no vacunados
(control positivo)— de cinco cerdos cada uno. Tres cerdos se dejaron sin ningun
tratamiento para ser utilizados como control negativo. Se registré diariamente la
temperatura corporal, signos clinicos y carga viral en secreciones nasales
mediante RT-PCR después del desafio. Al cuarto dia posterior a la infeccion, los
cerdos fueron sacrificados y se obtuvieron muestras pulmonares para su

evaluacion histopatoldgica y cuantificacién de la carga viral por RT-PCR.



La nueva vacuna formulada con el adyuvante FGK1 redujo la severidad de las
lesiones pulmonares resultantes de la infeccion, aunque no previno la eliminacion

del virus de influenza en muestras nasales.

Palabras clave: Virus de influenza, Vacuna, Vacunacion, Porcinos, Subtipos.
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ABSTRACT

Influenza is a zoonotic viral disease of worldwide importance because the threat to
public and animal health. Swine Influenza Virus is widely distributed in pig herds
around the world, and is the main cause of acute respiratory diseases in pigs.
Influenza A virus has a single-stranded RNA genome of negative-sense, which
consists of 8 segments, encoding 11 proteins. This virus lacks of a viral editing
mechanism, which allows a high mutational capacity of the genome, and even
more important, a recombination of the RNA genome between the viruses may
occur. This kind of recombination is not common, but when this happens, a
pandemic disease may befall. Vaccination is the most efficient strategy to prevent
the disease caused by Influenza A virus. This seems to limit the infection effects on
the herds, reducing clinical disease and viral shedding, so this could mitigate the
economic losses.

In this study we evaluated a new parenteral formulation of swine flu vaccine, based
on the prevalent strains of Mexican herds with the adjuvant FGKL1.

Thirty three piglets free from SIV antibodies, were divided into six groups — vaccine
with FGK1 adjuvant (one and two doses), vaccine without FGK1 adjuvant (one and
two doses), commercial vaccine, and non vaccinated pigs— of five pigs each one.
Three pigs did not receive any treatment, and were used like a negative control.
After intranasal inoculation with influenza A virus, pigs were observed daily for
signs of clinical disease and fever. Nasal swabs were taken daily to evaluate nasal
shedding. The virus detection was performed by RT-PCR. Pigs were humanly
euthanized on 4 days post infection to evaluate the lung lesions through
histopathological examinations and the viral load in the lungs with RT-PCR.

The new vaccine formulated with the adjuvant FGK1 decreased the severity of the
lung lesions. However, failed to prevent the nasal shedding of the virus, and it was

detected in the lungs.

Keywords: influenza A virus, Vaccine, Vaccination, Swine, Influenza subtypes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las enfermedades respiratorias causadas por virus que afectan a los
cerdos domésticos, tales como Influenza porcina y el Sindrome respiratorio y
reproductivo porcino  han adquirido en los dltimos afios una importancia
considerable a nivel mundial por su impacto en la salud publica y en la economia.

La influenza porcina es una enfermedad viral altamente contagiosa que
afecta a los cerdos domésticos y silvestres, provocando problemas respiratorios
que aunados a patdgenos oportunistas (virus, bacterias) puede complicar el
cuadro clinico. Esta enfermedad se caracteriza por tener un inicio muy rapido de
los signos clinicos y una recuperacion del animal de igual manera rapida (Vincent
et al. 2008).

El virus de influenza porcina tiene un genoma RNA segmentado lo que le
confiere una ventaja evolutiva que permite a los genes de diferentes cepas virales
(de origen aviar, porcino o humano) el recombinarse durante la infecciéon de una
célula, creando asi una progenie de virus con caracteristicas Unicas. Debido a que
estas recombinaciones pueden concluir en una variante epidémica, es necesario
tener sistemas de vigilancia para virus de influenza humana e influenza de
animales (Krauss et al. 2003).

En los Estados Unidos aproximadamente del 25 - 33 % de los cerdos de
finalizacién de 6 a 7 meses y el 45 % de los cerdos de cria tienen anticuerpos
contra el virus de influenza porcina clasica HIN1 (CFSPH 2009).

La vacunacion de los cerdos es una forma muy efectiva de controlar la
enfermedad y teniendo en cuenta la capacidad de recombinacion que tiene este
virus, las vacunas actuales se formulan utilizando minimo dos diferentes antigenos
virales y en algunos casos tres (MacLachlan y Dubovi 2011).

En estudios anteriores se ha demostrado que las cepas virales presentes

en las vacunas comerciales no protegen contra la influenza porcina en México, ya



que no son los serotipos prevalentes en la produccion porcina mexicana (Avalos
2012).

Es por eso que en el presente estudio se realiz6 una vacuna inactivada
contra el virus de influenza porcina utilizando cuatro virus de los serotipos HIN1 y
H3N2 presentes en diferentes estados de la Republica Mexicana. Ademas esta
vacuna inactivada incluyo al péptido GK1 de 18 aminoacidos expresado en el fago
M13 (FGK1) como adyuvante, que en otros estudios ha sido demostrada su
capacidad inmunopotenciadora co-administrado con vacuna comercial (Segura
2004).

1.2 Historia de influenza porcina

En 1918 se presentd la pandemia de influenza mas catastrofica de la

historia, el 40% de la poblacion humana fue infectada, muriendo mas de 20
millones de personas en todo el mundo. Esta pandemia fue causada por un virus
de influenza H1N1 el cual se establecio en la poblaciéon humana (Brockwell-Staats
et al. 2009).
Se cree que el virus de influenza pudo haber sido introducido a la poblacion
porcina durante esta pandemia, debido a que durante el mismo periodo se
empez6 a describir una enfermedad con signos clinicos similares a la influenza
humana en la poblacién porcina (Vincent et al. 2008). Aunque los virus de
influenza de 1918 de humanos y cerdos tuvieron un linaje similar y quedaron
establecidos en estas poblaciones, los dos evolucionaron por separado
(Brockwell-Staats et al. 2009).

El virus de influenza fue aislado por primera vez en 1931 por Richard E.
Schope en muestras porcinas obtenidas durante un brote epizootico de Peste
porcina clasica en lowa en 1928 (Artenstein 2010). El virus fue aislado en
humanos en 1933 de filtrados de lavados traqueales en el Instituto Nacional
Britanico de Investigaciéon Médica (Artenstein 2010).

En 1940 Frank Macfarlane logré cultivar exitosamente el virus de influenza

en saco amnioético de embriones de pollo (Artenstein 2010).



Durante casi 70 afios la cepa predominante de influenza en los cerdos de
Norteamérica fue el subtipo HIN1 o también conocido como virus de influenza
porcina clasico HIN1 (cH1N1) (Vincent et al. 2008). En 1998 se aisl6é en los
Estados Unidos el subtipo H3N2 triple recombinante en la poblacién porcina, el
cual contenia los genes HA, NA y PB1 de origen humano, genes NP, M y NS del
virus porcino clasico y genes PB2 y PA de virus de influenza aviar de
Norteameérica (Schnitzler y Schnitzler 2009).

En América se han identificado cuatro grupos filogenéticos del subtipo
H3N2, los cuales son nombrados |, Il, lll y IV. También se han identificado cuatro
grupos filogenéticos en el subtipo H1 porcino: a (cH1N1), B (rHIN1), & (huH1N1,
huHIN2) y y (H1IN2). Los virus pandémicos forman otro grupo separado de los

virus de influenza porcina de Norteamérica (Chen et al. 2012).

1.3 Virus Influenza

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae la cual esta
conformada por 5 géneros: el virus de Influenza tipo A, B y C, Thogotovirus e
Isavirus. Los virus de influenza tipo A, B y C se clasifican en base a su diferencia
antigénica entre sus nucleoproteinas y proteinas de matriz (Ardans 1999; Vincent
et al. 2008).

De esta familia solo el virus de influenza A es de importancia zoonética,
debido a que los virus de influenza B y C s6lo afectan a los humanos (Krauss et al.
2003; Vincent et al. 2008). El virus de influenza tipo A tiene la capacidad de
infectar muchas especies como son aves, humanos, cerdos, caballos, perros y
mamiferos marinos (Ardans 1999).

Dada la interaccion mundial de este virus entre estas especies, existe un
alto potencial de transmision entre especies del virus de influenza en la naturaleza
(Ardans 1999).

Los virus de influenza A tienen una envoltura lipidica proveniente de la
membrana celular de las células que infectan. Es un virus pleomorfico esférico o

filamentoso con un didmetro de aproximadamente 80 — 120 nm (Vincent et al.



2008). Posee un genoma RNA segmentado de cadena sencilla de sentido
negativo (Bouvier et al. 2008). Este virus tiene 8 segmentos gendmicos que varian
de longitud entre los 890 y 2341 nucledtidos y en total codifica 11 proteinas. Cada
uno de los segmentos codifica una proteina, a excepcion del segmento 7 (Matriz,
M) y el segmento 8 (No estructural, NS) que codifican 2 proteinas cada uno
(Vincent et al. 2008; Carter et al. 2012). Y en algunas cepas virales el segmento 2
(Polimerasa basica 1, PB1) codifica una segunda proteina pequefa llamada PB1-
F2, la cual tiene una actividad pro-apoptotica (Bouvier et al. 2008).

Los segmentos 1, 2 y 3 codifican a las proteinas polimerasas: polimerasa
basica 2 (PB2), polimerasa basica 1 (PB1l) y polimerasa &cida (PA). Estas
proteinas se unen formando el complejo RNA polimerasa dependiente de RNA el
cual es responsable de la transcripcion y replicacidon del genoma viral. Este
complejo trimérico se une a la terminacion 5 y 3’ del RNA viral formando un
complejo circular no covalente (Vincent et al. 2008).

El segmento 5 codifica para la proteina de la nucleocapside (NP) la cual se
une a los fragmentos de RNA. La nucleoproteina, el RNA viral y el complejo RNA
polimerasa dependiente de RNA forman el complejo ribonucleoproteinico (RNP)
(Vincent et al. 2008).

La nucleoproteina es la encargada de transportar el complejo
ribonucleoproteinico al nucleo de la célula huésped (Klenk 2012).

Los segmentos 4 y 6 codifican las glicoproteinas de superficie viral
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) respectivamente. La hemaglutinina es la
mayor proteina de la envoltura la cual forma proyecciones como puntas en la
superficie del virion (Crisci et al. 2013). También es la proteina determinante de la
virulencia y de la especificidad del huésped, debido a que se une a los acidos
sialicos (que son los receptores virales en las células huésped), por lo que
promueve la fusion de las membranas viral y celular en la endocitosis (Lorusso et
al. 2013). La neuraminidasa es una sialidasa responsable de escindir acido sialico
de las células huésped y las particulas virales (Vincent et al. 2008; Crisci et al.

2013). También se cree que la neuraminidasa es parte esencial de la infectividad



del virus, ya que ayuda a romper las mucinas de las secreciones del tracto
respiratorio, permitiendo que el virus pueda pasar a través del epitelio respiratorio,
haciendo que esta glicoproteina tenga un papel muy importante en la entrada del
virus en las células epiteliales respiratorias (Bouvier et al. 2008; Klenk 2012).
Estas dos proteinas son el principal blanco de la respuesta inmune (CFSPH 2009).
La hemaglutinina y la neuraminidasa se encuentran en el viribn en una proporcion
de 4 a 1 (Bouvier et al. 2008). Los subtipos del virus de influenza A se definen por
la naturaleza de su hemaglutinina y neuraminidasa que proyectan en la envoltura
viral y que a su vez determina su antigenicidad (Crisci et al. 2013).

Actualmente se han identificado 17 formas de hemaglutinina (H1 — H17)y 9
formas de neuraminidasa (N1 — N9) y la combinacion define el subtipo (Olsen et
al. 2006; Crisci et al. 2013). Los virus de influenza porcina de mayor circulacién
contienen H1, H2 o H3 y N1, N2 o N3, aunque también se ha logrado el
aislamiento de virus que contienen otras hemaglutininas y neuraminidasas.
(CFSPH 2009)

El segmento 7 codifica para la proteina estructural de matriz viral M1 que es
la mas abundante en el viribn y se encuentra debajo de la envoltura lipidica. La
proteina M1 es esencial en la gemacion del virus y también regula el movimiento
del complejo ribonucleoproteinico afuera del nicleo e inhibe la sintesis de RNA
viral en las ultimas etapas de la replicacién viral (Klenk 2012). También codifica la
glicoproteina M2 la cual funciona como canal i6nico (Vincent et al. 2008), siendo la
responsable de la acidificacion del ndcleo del virus, desencadenando la
disociacion de la proteina M1 del complejo ribonucleoproteinico (Klenk 2012).

El segmento 8 codifica la proteina no estructural NS1 y la proteina nucléica
de exportacion (NEP). La proteina NS1 es un antagonista de la respuesta inmune
innata del huésped e interfiere con la expresion génica del huésped, mientras NEP
esta involucrada en la exportacion nuclear de RNPs hacia el citoplasma antes del
ensamblaje viral (Vincent et al. 2008).



1.4 Replicacion del virus de Influenza

La replicacion del virus de influenza porcina inicia cuando la hemaglutinina
se une a los receptores AS-a2-3-Gal o AS-a2-6-Gal de las células epiteliales, con
lo que se da una fusion con la membrana celular e inmediatamente se presenta la
endocitosis mediada por receptores (Bouvier et al. 2008; Kawaoka y Neumann
2012).

Una vez que el virus es endocitado, la acidez del compartimiento
endosomal va a desencadenar el desnudamiento del virus. Primero la baja del pH
desencadena cambios morfolégicos en la hemaglutinina, exponiendo el péptido de
fusion que media la fusion de la envoltura viral con la membrana endosomal, en
consecuencia, abre un poro a través del cual los RNPs virales son liberados en el
citoplasma celular del huésped (Bouvier et al. 2008).

En segundo lugar el canal i6bnico M2 provoca la disminucion del pH en la
particula virica lo que provoca el desnudamiento del virus y permite la liberacion
de los componentes internos 6 complejo ribonucleoproteinico (Bouvier et al. 2008;
Klenk 2012).

Posteriormente el complejo ribonucleoproteinico es transportado al nucleo
de la célula huésped gracias a la nucleoproteina la cual realiza esta accién
mediante la interaccion con la maquinaria de importaciéon nuclear de la célula
(Klenk 2012), y es en el nucleo en donde tiene lugar la transcripcion y la
replicacion. EI RNA viral (vVRNA) sirve como templete para otros dos tipos de RNA:
el RNA complementario (cCRNA) el cual es un copia completa del RNA viral y la
otra estructura es un RNA mensajero (MRNA). EIl RNA complementario es un
templete para nuevas moléculas de RNA viral. El mRNA viral utiliza la maquinaria
de traduccidn celular para la sintesis de proteinas virales (Bouvier et al. 2008;
Kawaoka y Neumann 2012; Klenk 2012).

La traduccion de la nucleoproteina, las proteinas polimerasas, proteinas de
matriz y proteinas NS1 y NS2 ocurre en los polisomas libres. Las
ribonucleoproteinas son ensambladas en el nulcleo y posteriormente son

exportadas al citoplasma con la ayuda de las proteinas M1 y NEP (Kawaoka y



Neumann 2012). Las proteinas de envoltura hemaglutinina, neuraminidasa y M2
son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso, luego son plegadas y
transportadas a la aparato de Golgi en donde sufren una modificacion
postraduccional, finalmente son exportadas por el aparto exocitético a la
membrana plasmatica (Bouvier et al. 2008). En este lugar las proteinas virales
recién sintetizadas y el complejo ribonucleoproteinico son ensamblados y acto
seguido se da la liberacién de los viriones de influenza (Kawaoka y Neumann
2012).

El virus de influenza es completamente infeccioso hasta que el viridn tiene

el genoma completo compuesto de los 8 segmentos (Bouvier et al. 2008).
La gemacion del virus de influenza inicia en la membrana celular posiblemente por
una acumulacién de la proteina M1 en el lado citoplasmatico de la bicapa lipidica.
Cuando ocurre la liberacion del virus, las hemaglutininas continian uniendo al
virion con los &cidos sialicos de la célula huésped hasta que las particulas virales
son activamente liberadas por la actividad de una sialidasa de la neuraminidasa
(Kawaoka y Neumann 2012).

La sialidasa escinde los residuos de acido sialico terminales de las
glicoproteinas de la superficie celular y de los gangliésidos, con la finalidad de
liberar la nueva progenie viral de la célula huésped (Bouvier et al. 2008; Kawaoka
y Neumann 2012; Klenk 2012).

1.5 Mecanismos de variacion

La naturaleza segmentada del genoma RNA del virus de influenza
contribuye a que este patdbgeno se encuentre en un continuo cambio de su
contenido genético (Webster y Hulse 2004).

Este virus carece de un mecanismo de edicion viral, lo cual tiene como
consecuencia que sea incapaz de reparar los errores que ocurren durante la
replicacion viral (Webster y Hulse 2004). Es por eso que durante la replicacion el
virus de influenza acumule mutaciones puntuales dentro del genoma viral,

resultando en un desplazamiento de las cepas existentes por nuevas variantes.



Este proceso se le conoce como deriva antigénica (Webster y Hulse 2004; CFSPH
2009).

Este mecanismo es mas marcado en las proteinas de superficie como
hemaglutinina y neuraminidasa en donde la seleccion es mediada por anticuerpos,
siendo més aparente en los virus de influenza humana (Webster y Hulse 2004).

Otro mecanismo que utiliza el virus de influenza el cual es mas abrupto es
el reordenamiento genético. Esto ocurre cuando virus distintos de influenza
infectan una célula al mismo tiempo y dada la naturaleza genémica segmentada
del virus al formarse la nueva progenie existe un intercambio de genes. La nueva
progenie tiene genes del virus progenitor y de un virus distinto. Este mecanismo
puede formar nuevas variantes virales, las cuales pueden ser causantes de
pandemias (Webster y Hulse 2004; CFSPH 2009).

El virus de influenza porcina puede recombinarse con virus de influenza
aviares, humanos o equinos, y formar virus hibridos. Por ejemplo una
recombinacion de este tipo entre los virus de influenza humana y porcina puede
formar un virus con proteinas de origen humano y porcino (Webster y Hulse
2004).

El cambio antigénico puede resultar de tres mecanismos: el reordenamiento
genético entre subtipos, la transferencia directa de un virus de una especie a otra
y la re emergencia de un virus que se encontrd previamente pero que ya esta en

circulacion (Webster y Hulse 2004).

1.6 Nomenclatura

Los virus de influenza porcina son nombrados utilizando la siguiente
nomenclatura: A (tipo), especie de origen, lugar de aislamiento, nimero de
aislamiento y afio del aislamiento. Entre paréntesis se pone el subtipo al que
pertenece (hemaglutinina y neuraminidasa). Por ejemplo A/swine/New Jersey/8/79
(H1IN1) (Ardans 1999; Olsen et al. 2006).



1.7 Transmision y patogenia

El virus de influenza porcina se propaga entre cerdos a través de contacto
directo de secreciones via nasal y a través de la inhalacién de virus aerolizado en
gotas generado por estornudos, tos y por fomites (Olsen et al. 2006; CFSPH
2009). La ruta nasofaringea es el método primario de transmision directa entre
cerdo y cerdo. Las células blanco de infeccion son las células epiteliales de
cavidad nasal, traquea, tonsilas, bronquios, bronquiolos y alveolos, asi como
linfonodos y casi nunca entran a otros tejidos (Van Reeth 2007; Janke 2013). El
virus tiene preferencia por pulmones sobre tracto respiratorio superior (Van Reeth
et al. 2013).

Una vez que el virus de influenza porcina entra a la granja continda
circulando tanto tiempo como haya cerdos susceptibles y es usualmente
persistente en la granja (Olsen et al. 2006; CFSPH 2009).

Unicamente los virus de los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 se han
recuperado de forma habitual del cerdo aunque se ha detectado la presencia de
otros subtipos serolégicamente o por aislamientos esporadicos en animales
infectados subclinicamente como H9N2, H4N6, HIN7 y H5N1 (Webby y Webster
2001) (pero no han quedado establecidos en los cerdos), y no existen indicaciones
que existan diferencias en la virulencia entre los subtipos o las cepas (Yoon y
Janke 2004; Van Reeth 2007).

Los cerdos jévenes son mas susceptibles a la infeccién por el virus de
influenza porcina que los cerdos adultos (Chen et al. 2012).

Los cerdos son susceptibles a la infeccion con virus de influenza A humano
y aviar debido a que en su tracto respiratorio expresa los receptores AS-a2-3-Gal,
que es utilizado preferentemente por virus de influenza aviar y AS-a2-6-Gal, que
es utilizado por los subtipos virales H1, H2 y H3 de influenza humana (Olsen et al.
2006; Thacker y Janke 2008).



1.8 Signos clinicos

La infeccion por influenza porcina se manifiesta como una enfermedad
respiratoria aguda caracterizada por fiebre (> 42°C), apatia, inapetencia, diestres
respiratorio, tos, estornudos, conjuntivitis, rinitis, dificultad respiratoria y descarga
nasal (Vincent et al. 2008; MacLachlan y Dubovi 2011; Janke 2013).

El inicio de la enfermedad es abrupto generalmente de 24 a 72 horas y la
recuperacion es rapida empezando desde el dia 3 de la infeccidn. Generalmente a
los 7 dias de inicio de la enfermedad los cerdos comen normalmente (Van Reeth
2007; Vincent et al. 2008; MacLachlan y Dubovi 2011).

Es muy comun que los cerdos presente la infeccion de manera subclinica y
gue sean infectados con uno o mas subtipos virales de influenza sin presentar
ningun signo clinico (Van Reeth 2007), puede ocurrir que solo del 25 al 30% de los
animales presenten signos clinicos (CFSPH 2009).

Esta enfermedad se caracteriza por tener una morbilidad del 100% y una
mortalidad baja menor al 1%, a menos de que la enfermedad se encuentre de
manera recurrente en la granja y/o los lechones sean muy jévenes (Olsen et al.
2006; Vincent et al. 2008).

La eficacia reproductiva de los machos y de las hembras puede verse
afectada por el virus de influenza porcina, principalmente por el subtipo H3N2
triple recombinante (Yoon y Janke 2004; Schnitzler y Schnitzler 2009).
Dependiendo de la fase de gestacion, las hembras pueden mostrar diversos
problemas reproductivos que incluyen las repeticiones, abortos, aumento de la
infertilidad, disminucion del tamafio de las camadas y una disminucion de la
viabilidad de los lechones recién nacidos (Yoon y Janke 2004; Olsen et al. 2006;
Janke 2013).

Los signos clinicos y la patogénesis de influenza en cerdos muestran
notables similitudes con los de influenza estacional en humanos, pero la
epidemiologia es diferente (Van Reeth y Nicoll 2009).

La enfermedad y la infeccion es muy transitoria la secrecion nasal y la

replicacion en los pulmones dura entre 6 y 7 dias (Van Reeth 2007).
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1.9 Lesiones

Los cerdos desarrollan bronconeumonia intersticial la cual esta
caracterizada por lesiones pulmonares bien delimitadas en los l6bulos apical y
craneal, con hiperemia, consolidaciéon multifocal a coalescente morado rojiza y la
presencia de exudado inflamatorio en vias aéreas (Olsen et al. 2006; Vincent et al.
2008; MacLachlan y Dubovi 2011). Otras partes de los pulmones pueden estar
palidas y enfisematosas. Las vias aéreas a menudo estan dilatadas y con exudado
mucopurulento (CFSPH 2009). Algunas cepas de influenza porcina producen
lesiones mas marcadas que otras (CFSPH 2009).

Los cambios microscopicos en el pulmén consisten de necrosis de las
células del epitelio bronquiolar aguda y desprendimiento de estas células al lumen
de las vias respiratorias, las cuales a menudo contienen debris celular, fluido
proteinico y pocos leucocitos (Vincent et al. 2008; Chen et al. 2012). Las células
inflamatorias causan obstruccion de las vias aéreas y un dafio pulmonar
substancial por la liberacion de sus enzimas (Van Reeth 2007). Hay colapso de
espacios aéreos adyacentes, neumonia broncointersticial y enfisema (Olsen et al.
2006; MacLachlan y Dubovi 2011).

1.10 Respuestainmune

La primera linea de defensa contra la infeccion del virus de influenza
porcina es la respuesta inmune innata, la cual inhibe la replicacién del virus de
influenza de una forma no especifica, por lo tanto es muy importante en la
contencion temprana de la infeccion del virus (Ma y Richt 2010). Las células
huésped contienen receptores de reconocimiento de patégenos que detectan
patrones moleculares especificos asociados a patdgenos virales, procariontes y
protozoarios y que pueden unirse selectivamente a ellos (Vincent et al. 2008;
Tizard 2009). Los receptores de reconocimiento de patdgenos estan localizados
en sitos en donde comienzan las primeras etapas de la infeccion (Flint et al. 2009).
Algunos receptores que reconocen virus de cadena sencilla como el virus de

influenza son las helicasas RNA Rig-l y MDA-5, las cuales son capaces de
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detectar modificaciones quimicas en el RNA viral y que no aparecen en el RNA
celular (Vincent et al. 2008; Flint et al. 2009). Los receptores tipo Toll TLR 3y TLR
7, se expresan en las membranas endosomales al interior celular y son necesarios
para el reconocimiento de RNA virico monocatenario (Flint et al. 2009; Tizard
2009).

Cuando ocurre el ataque del virus al tejido mucoso del tracto respiratorio los
receptores de reconocimiento de patdogenos se unen al patégeno y sobreviene una
cascada de transduccion de sefales que resulta en la activacion de proteinas
reguladoras de transcripciéon citoplasmatica como Nf-kb y el factor regulador de
interferones 7 (Irf7) (Flint et al. 2009). Las proteinas reguladoras estimulan la
expresion génica de interferon tipo 1 (IFN a/B) y citocinas proinflamatorias (Flint et
al. 2009). Los interferones de tipo 1 que son secretados por las células infectadas
se unen al receptor CDw118 de la célula productora y de células vecinas,
originando un estado antivirico en pocos minutos, el cual alcanza su maximo entre
5y 8 horas mas tarde (Tizard 2009).

La presencia de citocinas en la sangre es uno de los primeros indicadores
de que el cerdo ha sido infectado y que las defensas humanas han sido activadas
(Flint et al. 2009).

La presencia de interferones tipo 1 regula la produccion de proteinas de la
célula huésped como Mx, PKR y OAS, las cuales inhiben la replicacién del virus o
lo destruyen (Vincent et al. 2008). La proteina Mx es una GTPasa que tiene una
fuerte actividad antiviral, la cual inhibe la traduccion del RNAm de los virus de
influenza mediante la supresion de la actividad de la proteina G (Tizard 2009;
Kreijtz et al. 2011).

El virus de influenza ha desarrollado mecanismos para interferir con la
cascada de sefalizacion de los interferones a y B como parte de su supervivencia.
La proteina NS1 del virus interactia con la respuesta antivirica de los interferones
a y B mediante un dominio efector que se encuentra en la terminacion carboxi de

esta proteina y que antagoniza con la via del interferon (Vincent et al. 2008). La
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proteina NS1 secuestra el RNA viral evitando la deteccion por parte de los
sensores de la célula huésped (Vincent et al. 2008).

La respuesta inmune adquirida forma la segunda linea de defensa contra la
infeccion del virus de influenza. Esta respuesta consiste de la inmunidad humoral
mediada por anticuerpos y la inmunidad mediada por células, las cuales estan
entrelazadas y son necesarias para proporcionar una inmunidad protectora
(Vincent et al. 2008; Kreijtz et al. 2011).

En la inmunidad humoral se producen anticuerpos virus-especificos contra
las principales proteinas virales (Ma y Richt 2010). Los anticuerpos especificos
contra la hemaglutinina son los mas importantes ya que se unen a la cabeza
globular trimérica de la hemaglutinina e inhiben la entrada del virus a la célula
huésped (Kreijtz et al. 2011), provocando la neutralizacién del virus del influenza y
por lo tanto previene la infeccién (Ma y Richt 2010). Estos anticuerpos se pueden
unir también a la regién del tallo de la hemaglutinina, la cual es una region mas
conservada que la cabeza globular y que se encuentra mas protegida del sistema
inmune (Kreijtz et al. 2011). Es por eso que estos anticuerpos se encuentran en
titulos bajos, pero se ha observado que tienen la capacidad de reconocer y unirse
a la hemaglutinina de diferentes subtipos y tienen una amplia capacidad
neutralizante (Kreijtz et al. 2011). Ademas estos anticuerpos facilitan la fagocitosis
de las particulas virales (Kreijtz et al. 2011). Los anticuerpos contra la
neuraminidasa también participan en la respuesta humoral, pero estos son menos
efectivos previniendo la infeccion que los anticuerpos especificos contra la
hemaglutinina (Ma y Richt 2010).

Estos anticuerpos no neutralizan directamente al virus de influenza, pero si
inhiben la capacidad enzimatica de la neuraminidasa, provocando que limite la
liberacion del virus (Kreijtz et al. 2011).

Las principales inmunoglobulinas presentes en la respuesta inmune
humoral son IgA, IgG e IgM. Los anticuerpos IgA secretores son producidos
localmente y son transportados a lo largo de la mucosa del tracto respiratorio,

permitiendo la proteccion de las células epiteliales frente a la infeccion viral (Kreijtz
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et al. 2011). Estos anticuerpos son capaces de neutralizar el virus
intracelularmente (Kreijtz et al. 2011).

Los anticuerpos IgG pasan a tracto respiratorio y permiten una proteccion
de larga duracion (Kreijtz et al. 2011).

La inmunidad humoral contra el virus de influenza tiene como limitante el
continuo cambio antigénico del virus (Ma y Richt 2010).

La inmunidad mediada por células es la mas importante en el control de la
infeccion del virus de influenza, esto se debe a que las células T estdn mas
ampliamente dirigidas a las regiones conservadas de todas las proteinas internas
y de superficie (Van Reeth y Ma 2013). Estas células eliminan al virus de las
células infectadas del tracto respiratorio, lo que contribuye a que el cerdo se
recupere de la enfermedad (Ma y Richt 2010).

Durante la infeccion se inducen las células T CD4+, CD8+ y reguladoras
(Kreijtz et al. 2011). La respuesta de estas células es principalmente hacia los
epitopos de las nucleoproteinas, las cuales son de las mas conservadas del virus
de influenza. Para que estos antigenos virales puedan ser reconocidos por las
células T deben ser degradados en pequefios péptidos inmunogénicos en las
células presentadoras de antigeno y ser presentadas en la superficie de estas
células en asociacién con moléculas del Complejo Principal de histocompatibilidad
(CMH) (Van Reeth y Ma 2013).

Las células T CD4+ son activadas después de reconocer proteinas
exdgenas en la superficie de las células presentadoras en el CMH clase Il (Flint et
al. 2009). Después de esta interaccion las células T colaboradoras (Th) CD4+
maduran en células Thl o Th2 (Flint et al. 2009). Las células Th2 estimulan una
respuesta de células B, es decir una respuesta mas humoral que mediada por
células (Kreijtz et al. 2011). Estas células producen IL-4 e IL-13 (Kreijtz et al.
2011). La IL-4 estimula el crecimiento y diferenciacion del linfocito B y activa a
mastocitos. Y la IL-13 estimula el crecimiento de linfocitos B y suprime las

funciones del macrofago (Tizard 2009).
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Las células Thl promueven una respuesta inmune mediada por células
estimulando la maduracion de células T citotoxicas precursoras mediante la
produccion de INF-y e IL-2, es por eso que son muy importantes para controlar la
enfermedad (Flint et al. 2009; Kreijtz et al. 2011). El INF-y inhibe a los linfocitos
Th2, estimula a linfocitos Thl, activa a células NK y activa a macrofagos. Mientras
que la IL-2 activa a linfocitos T, linfocitos B, células NK y macréfagos (Tizard
2009). Las células T CD8+ a diferencia de las CD4+ son activadas por péptidos
virales sintetizados intracelularmente y son presentados en asociacion con el CMH
clase | (Van Reeth y Ma 2013).

Las células T CD8+ se diferencian en linfocitos T citotoxico (CTL) los cuales
durante la infeccién son activados en el tejido linfoide y enviados al sitio de la
infeccion (Kreijtz et al. 2011). Los CTL estan muy bien equipados para matar
células infectadas por virus, evitando que se forme nueva progenie y una vez que
logran matar una célula pueden despegarse y matar de nuevo (Flint et al. 2009;
Kreijtz et al. 2011).

Los CTL matan a las células infectadas mediante la transferencia de
granulos citoplasmaticos a la célula blanco y también inducen la apoptosis (Flint et
al. 2009). Los granulos citoplasmaticos contienen perforinas y granzinas (GrA y
GrB), las cuales tienen una funcion litica (Kreijtz et al. 2011). Las perforinas hacen
hoyos en la membrana endosomal, permitiendo la libracibn de granzimas que
inducen la apoptosis de la célula infectada (Flint et al. 2009; Kreijtz et al. 2011). La
muerte de las células por los CTL es muy rapida ocurriendo pocos minutos
después del contacto y reconocimiento (Flint et al. 2009).

La GrA esta asociada con la induccion de citocinas proinflamatorias y
despliega actividades no citotdéxicas (Kreijtz et al. 2011). Las actividades no
citotoxicas de los CTL se enfocan en inhibir la replicacion del virus mediante la
ruptura de las proteinas virales y de las proteinas celulares que estan relacionadas
con la sintesis de proteinas (Kreijtz et al. 2011), de esta manera se evita la lisis de
la célula (Flint et al. 2009).
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La induccién de la apoptosis mediada por los CTL se realiza mediante la
unién Fas/FasL situado en la superficie de la célula blanco (Flint et al. 2009; Kreijtz
et al. 2011).

Ademas los CTL producen IFN-y que inducen un estado antiviral en las células
vecinas (Flint et al. 2009) y mejoran la presentacion del antigeno mediante la
sintesis de proteinas del CMH clase 1y Il (Kreijtz et al. 2011).

También se ha observado que las células T reguladoras y las células Th17
regulan la respuesta inmune celular durante la infeccidén por el virus de influenza
(Kreijtz et al. 2011).

Las células T reguladoras controlan a las células T cooperadoras y a las
células T CD8+ después de la infeccion (Kreijtz et al. 2011). La funcién primaria de
estas células es terminar con la respuesta inmune y regresar al sistema a su
estado fundamental. También son importantes en la supresion inmune, en la
autotolerancia y en el control de la respuesta inflamatoria (Flint et al. 2009).

Las células Thl7 mejoran la respuesta de las células T cooperadoras
mediante la produccién de IL-6, la cual inhibe la funcion de las células T
reguladoras (Flint et al. 2009).

1.11 Diagnéstico

La primera sospecha de la presencia de influenza porcina se da cuando
aparece subitamente una enfermedad respiratoria con alta morbilidad entre los
cerdos. Sin embargo, para tener un diagndstico preciso del agente etiologico se
debe realizar el aislamiento del virus en embriones de pollo o en cultivo celular,
RT-PCR y PCR punto final (Vincent et al. 2008). El aislamiento del virus se realiza
de muestras de hisopo nasal de cerdos, encontrando una mayor cantidad durante
el periodo febril (Olsen et al. 2006), asi como de tejido pulmonar recolectado
durante la necropsia (CFSPH 2009). Actualmente la técnica de RT-PCR ha
remplazado al aislamiento viral gracias a su rapidez (MacLachlan y Dubovi 2011).

La inmunofluorescencia es otra técnica utilizada para detectar el virus en

muestras de tejido pulmonar fresco, ceélulas nasales epiteliales y lavados
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bronqueoalveolares (CFSPH 2009; MacLachlan y Dubovi 2011). La
inmunohistoquimica también es utilizada para detectar el antigeno (CFSPH 2009).

Pruebas serolégicas como ELISA pueden ser utilizadas para detectar la
infeccion en cerdos no vacunados (MacLachlan y Dubovi 2011).

La inhibicién de la hemoaglutinacién es un técnica serologica que puede ser
utilizada para realizar un diagndstico retrospectivo, la cual es especifica del
subtipo, aunque no detecta nuevas cepas virales (CFSPH 2009).

El virus de influenza es parte de un complejo de enfermedad respiratorias
porcinas actuando junto con otros patdgenos como son Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, PRRS y
Circovirus porcino tipo 2, por lo que es recomendable realizar el diagnostico

diferencial con estos agentes (Vincent et al. 2008).

1.12 Tratamiento
El tratamiento que reciben los animales enfermos solamente es curativo y
de descanso. Solamente en caso de infecciones secundarias bacterianas los

cerdos son tratados con antibiéticos (CFSPH 2009).

1.13 Prevencion

La enfermedad se controla con vacunacién y adecuadas medidas de
bioseguridad en las granjas porcinas para prevenir la entrada del virus por fomites
o0 vectores mecéanicos (CFSPH 2009; MacLachlan y Dubovi 2011). Actualmente en
muchas granjas se utiliza un sistema de “todo dentro — todo fuera” lo que permite
el control del virus (MacLachlan y Dubovi 2011). La despoblacion es una medida
muy efectiva que puede ser utilizada para eliminar la enfermedad de las piaras
(Brown 2000; CFSPH 2009). Cuando no es posible realizar este tipo de manejo es
recomendable la vacunacion. Las vacunas ahora son formuladas con minimo dos
antigenos virales diferentes y en algunos casos tres. Los trabajadores que estén
enfermos de influenza humana no deben entrar en contacto con los cerdos
(MacLachlan y Dubovi 2011).
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1.13.1 Vacunacion

La vacunacién contra influenza porcina es una herramienta utilizada en las
granjas porcinas para prevenir la enfermedad. Es una manera efectiva de
disminuir la infeccion del virus, las lesiones pulmonares de la neumonia y las
pérdidas econdémicas causadas por el virus de influenza (Chen et al. 2012).

Las vacunas no siempre previenen la infeccion o la excrecion de virus, pero
la enfermedad es usualmente mas leve si se realiza la vacunacion (CFSPH 2009).
De acuerdo a Vincent et al. (2008) existen tres problemas principales en el control
y prevencion del virus de influenza: uno, el virus de influenza porcina esta
cambiando mas rapido de lo que pueden desarrollarse las vacunas tradicionales,
dos, existe una necesidad por vacunas que puedan inducir una mejor proteccion
cruzada entre los diferentes aislados de influenza porcina y tres, se cree que la
inmunidad pasiva adquirida a través de la lactancia bloquea la eficiencia de las
vacunas en cerdos (Vincent et al. 2008).

Para que una vacuna sea considerada efectiva se deben tener en cuenta
tres aspectos: que tenga buena inmunogenicidad, que sea segura y gque el costo
de produccién de la vacuna no sea muy elevado (Tetsutani e Ishii 2012). La
vacuna ideal debe ser segura, facil de aplicar, barata y capaz de prevenir la
enfermedad y la eliminacion del virus (Ma y Richt 2010).

Actualmente en las granjas porcinas se realiza la vacunacion contra el virus
de influenza porcina utilizando vacunas inactivadas comerciales de inyeccion
intramuscular (Van Reeth y Ma 2013), las cuales se encuentran disponibles desde
1994 (Vincent et al. 2008). Estas vacunas inactivadas contienen adyuvantes, son
bivalentes o trivalentes, y son preparadas con virus de influenza completo, los
cuales son crecidos en embriones de pollo (Thacker y Janke 2008; Ma y Richt
2010). Estas vacunas contienen varias cepas con la finalidad de incrementar las
posibilidades de coincidir con el virus circulante en las granjas porcinas (Chen et
al. 2012).
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Las vacunas inactivadas de influenza estimulan altos titulos de IgG en
suero y pulmones, provocando que se pueda prevenir la infeccion por el virus y
por lo tanto proteger contra la enfermedad (Thacker y Janke 2008).

Se ha observado que los anticuerpos contra la hemaglutinina son los mas
protectores contra la infeccion. Las vacunas inactivadas de influenza protegen de
forma mas efectiva cuando la hemaglutinina del virus utilizado en la vacuna y el
virus que infecta a los cerdos estan antigénicamente relacionados, es decir con los
virus homologos. Caso contrario ocurre con los virus heterélogos donde la
proteccion es solo parcial (Ma y Richt 2010). La proteccién contra la infeccién no
es completa, pero la multiplicacion y eliminacién del virus es altamente reducida
(Thacker y Janke 2008).

Las vacunas inactivadas de influenza estan asociadas con una
relativamente pobre inmunidad de mucosas y mediada por células, y debido a la
poca fiabilidad en la proteccién cruzada contra nuevas variantes virales es
necesario reformularlas con los subtipos y cepas que estén circulando en una
region en especifico, con la finalidad de mejorar la proteccion contra el virus
(CFSPH 2009; Artenstein 2010). Los virus de influenza porcina tienen un menor
grado de deriva antigénica por lo que no es necesario cambiar las cepas con tanta
regularidad como ocurre con las vacunas contra influenza humana (CFSPH 2009).

La inmunidad de mucosas inducida por una infeccién natural de influenza
es mas efectiva y protectora contra los virus heterovariantes que la inmunidad
sistémica inducida por la vacunacion (Ma y Richt 2010).

En algunas granjas porcinas se utilizan vacunas autdgenas inactivadas
contra el virus de influenza, esto se debe a la diversidad viral que esta circulando
entre la poblacion porcina (Vincent et al. 2008). La ventaja que tiene es que es
especifica para los subtipos que estan circulando en una granja y puede ser
rapidamente actualizada, aunque esto solo puede ser llevado a cabo por un
médico veterinario. Pero la desventaja que tienes es que sélo puede ser utilizada
en la granja de donde fue aislado el virus (Chen et al. 2012). Esta practica es mas

comun en Norteamérica que en Europa (Van Reeth y Ma 2013).
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Existe una nueva generacion de vacunas contra influenza porcina que se
han estado desarrollando y probando experimentalmente, pero ninguna de ellas
han sido aprobadas para su uso comercial (Van Reeth y Ma 2013).

Las vacunas vivas modificadas para uso en cerdos no han sido aprobadas,
aunqgue existen muchas vacunas experimentales (Chen et al. 2012).

Con el uso de la técnica de genética reversa es posible modificar el genoma del
virus de influenza para generar vacunas vivas modificadas (Chen et al. 2012).

Algunos ejemplos de vacunas con virus vivo modificado son: vacuna con
virus atenuado con proteina NS1 modificada, vacuna con virus vivo atenuado
elastasa dependiente y vacuna con virus vivo atenuado adaptado al frio (Chen et
al. 2012; Van Reeth y Ma 2013).

La vacuna con virus vivo atenuado con proteina NS1 modificada, como su
nombre lo indica contiene un virus modificado H3N2 (A/Swine/Texas/4199-2/98,
Tx/98) que expresa una proteina NS1 truncada (Van Reeth y Ma 2013). La
funcién de la proteina NS1 del virus de influenza porcina tiene la funcién de inhibir
la respuesta antiviral mediada por interferon tipo 1 (Ma y Richt 2010). Las
mutaciones en el gen que codifica la proteina NS1 provocan que se pierda la
potencia de inhibicibn de IFN a/f (Chen et al. 2012). El virus que expresa la
proteina NS1 modificada tiende a disminuir la replicacion del virus in vitro e in vivo
en comparacion con la cepa de campo (Ma y Richt 2010). En experimentos en
cerdos se ha observado que la mejor via de administracion es intranasal y que
puede administrarse una sola dosis, con lo cual se confiere una proteccion
completa contra virus homélogos y casi completa contra virus heterélogos (Ma y
Richt 2010).

La vacuna con virus vivo atenuado elastasa dependiente contiene un virus
que sufri6 una mutacién en el sitio de escision de la hemaglutinina (Chen et al.
2012). La desventaja de esta vacuna es que requiere de dos dosis intratraqueales
para producir proteccion completa contra virus homadlogos durante el desafio (Van
Reeth y Ma 2013).
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La vacuna con virus vivo atenuado adaptado al frio solo ha sido aprobada
en humanos y equinos. Es una vacuna que se administra via intranasal y que se
logra induciendo una combinacion de mutaciones en los genes que codifican las
proteinas PB1 y PB2 del virus de influenza porcina, provocando que la replicacion
del virus sea sensible a la temperatura (Chen et al. 2012).

La ventaja de las vacuna de virus vivo modificado es el mejoramiento de la
estimulaciéon de la inmunidad mediada por células, dirigida primariamente contra la
nucleoproteina, proporcionando asi una inmunidad mas heterosubtipica (Thacker
y Janke 2008).

La principal preocupacion que existe con las vacunas con Vvirus Vivo
modificado es la seguridad. Debido a que los segmentos del genoma de influenza
son capaces de recombinarse con facilidad, existe la preocupacion que exista la
recombinacién entre los virus vacunales y los virus de campo; y que se pueda
producir nuevas variantes virales virulentas (Thacker y Janke 2008; Chen et al.
2012).

Otra preocupacion es gque los virus vivos modificados puedan volverse
virulentos después de un tiempo si ocurren mutaciones naturales (Chen et al.
2012).

Existen otras vacunas contra influenza porcina que aun contindan bajo
experimentacion, como son: vacunas subunitarias; producidas utilizando el
sistema de expresion baculovirus para producir proteinas recombinantes, vacunas
DNA; las cuales solo contienen &cido nucleicos y las vacunas vectorizadas;
elaboradas con vectores como adenovirus los cuales transportan genes de

influenza a la célula (Chen et al. 2012).

1.13.2 Adyuvantes

Los adyuvantes son compuestos que cuando se administran con un
antigeno, ayudan a incrementar ampliamente la respuesta inmune, permitiendo
inocular menor cantidad de antigeno o reducir el nimero de dosis, por lo que son

capaces de maximizar la eficiencia de las vacunas (Tizard 2009).
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Existe una gran variedad de compuestos que han sido utilizados como
adyuvantes en las vacunas, algunos ejemplos son las sales minerales, productos
microbianos, saponinas, citocinas, polimeros, emulsiones, microparticulas y
liposomas (Awate et al. 2013).

Algunos de los adyuvantes mas habituales son los de liberacidén
prolongada, los particulados y los inmunoestimuladores (Tizard 2009). Los
adyuvantes de liberacion prolongada retrasan la liberacion del antigeno,
provocando que la respuesta inmune dure mas tiempo (Awate et al. 2013). Este
tipo de adyuvantes promueven en una mayor proporcion la respuesta de
anticuerpos y en menor medida la repuesta mediada por células. Algunos
ejemplos de adyuvantes de liberacion prolongada son el hidréxido de aluminio,
sulfato de aluminio y fosfato de calcio (Tizard 2009). Los adyuvantes particulados
liberan el antigeno de manera eficaz a las células presentadoras de antigenos,
con la finalidad de que sean facilmente fagocitados. Algunos ejemplos son las
emulsiones, microparticulas y liposomas (Tizard 2009). Finalmente los
adyuvantes inmunoestimuladores promueven la respuesta de los linfocitos T
colaboradores, esto lo realizan mediante la activacion de las células dendriticas y
de los macr6fagos a través de los TLR y la estimulacién de las citocinas IL-1 e IL-
2. Estas citocinas promueven a los linfocitos T colaboradores y focalizan la
respuesta inmune adquirida. Algunos ejemplos son la saponina, lisolecitina y
glucanos (Tizard 2009).

Los adyuvantes con licencia mas utilizados en la vacunacion humana contra
el virus de influenza pandémico y estacional son MF59 y ASO03, los cuales son
adyuvantes de aceite en agua que prolongan la liberacion del antigeno y realizan
una estimulacion inmune no especifica (Egli et al. 2014). El adyuvante MF59
promueve una respuesta balanceada de Thly Th2 y el adyuvante AS03 aumenta

la respuesta de anticuerpos y la memoria inmune (Awate et al. 2013).
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1.13.2.1 Fago GK1

Es un péptido de 18 aminoacidos derivado de Taenia crassiceps el cual ha
demostrado tener una buena efectividad en activar células dendriticas
presentadoras de antigenos, incrementar la expresion del CMH clase Il y
promover la secrecidn de citocinas proinflamatorias (Segura-Velazquez et al.
2013).

Se ha observado que el péptido GK1 tiene la habilidad de inducir una
respuesta de anticuerpos, ademas de estimular la proliferacion de CD8+ y en un
menor grado las células CD4+. En células estimuladas con este péptido se ha
observado altos niveles de INFy e IL-2 y bajos niveles de IL-4 (Segura 2004).

1.14 Influenza porcina en humanos

Como se mencion6 anteriormente en 1931 y 1933 los virus de influenza
HIN1 de cerdos y de humanos fueron aislados y se encontrd6 que estaban
estrechamente relacionados entre ellos (Morens y Taubenberger 2014). El virus de
influenza HIN1 de humanos de 1918 fue reemplazado en la poblaciébn humana en
1957 por un H2N2 y fue reintroducido de nuevo en 1977 (Brockwell-Staats et al.
2009).

La infeccion en humanos por influenza porcina ha sido detectada
esporadicamente desde la década de 1950 (Van Reeth y Nicoll 2009).

En 1976 se presentd una epidemia de virus de influenza porcina en
humanos en reclutas de un campo militar en Fort Dix, Nueva Jersey en los
Estados Unidos (Gaydos et al. 2006).

Fue causado por un nuevo virus al cual se le llam6 A/New Jersey/76
(Hws1N1), provocando una enfermedad respiratoria severa en 13 soldados y la
muerte de uno de ellos. Este virus probablemente circulé solamente por un mes y
posteriormente desparecio. La epidemia en Fort Dix pudo haber sido una zoonosis
anOmala causada por la introduccion de un virus animal en una poblacién
estresada en estrecho contacto, en unas instalaciones llenas y con un clima muy
frio (Gaydos et al. 2006).
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Antes de 2005 en los Estados Unidos se reportaba un caso cada 1-2 afos
(CESPH 2009), de diciembre de 2005 a febrero de 2009 fueron diagnosticadas 11
personas con influenza porcina por el CDC. Estas infecciones fueron causadas por
virus triple recombinante HIN1 o HIN2 de cerdos (Brockwell-Staats et al. 2009).
En 2009 se present6 una epidemia de influenza con un virus triple recombinante,
el cual contenia genes PB2 y PA originarios de virus de influenza aviar
Norteamericanos; el gen PB1 de virus de influenza humana H3N2; genes HA, NP
y NS de virus de influenza porcina clasica y genes NA y M de virus de influenza
porcina euroasiaticos (Klenk 2012).

La enfermedad en humanos por influenza porcina es usualmente similar
clinicamente a la enfermedad causada por infecciones con los virus de influenza
humanos (Van Reeth y Nicoll 2009). No existen caracteristicas clinicas Unicas que
distingan influenza porcina en humanos de la influenza tipica (Myers et al. 2007).

Las infecciones humanas con el virus de influenza porcina, a la fecha, han
sido diferentes y mucho mas leves que las que se ven con influenza aviar A
(H5N1) y mas similares a las infecciones con virus de influenza aviar de baja
patogenicidad (Van Reeth y Nicoll 2009).

La mayoria de los casos de infecciones zoondticas por el virus de influenza
porcina se ha debido a personas con contacto directo con los cerdos (Olsen et al.
2006; Van Reeth y Nicoll 2009), aunque los virus también se pueden propagar a
los humanos a través de otro huésped (CFSPH 2009). Existe un mayor riesgo de
infeccion de influenza porcina en trabajadores de granjas porcinas o por
cuestiones ocupacionales (médicos veterinarios, investigadores) (Myers et al.
2007).

Personas en estrecho contacto con cerdos pueden convertirse en los
primeros en ser infectados en un evento de surgimiento de nuevas variantes
virales en cerdos, y estas personas pueden servir como un puente para la

transmision del virus a sus comunidades (Myers et al. 2007).
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Aunque la enfermedad en los humanos parece estar limitada a una sola
persona, hay casos donde personas allegadas a la persona enferma adquieren la
enfermedad (CFSPH 2009).

La infeccion por influenza porcina en humanos es caracterizada por fiebre
alta y bronquitis, principalmente en tracto respiratorio alto, lo cual puede
desencadenar una enfermedad secundaria mediada por bacterias y neumonia
(Krauss et al. 2003; Schnitzler y Schnitzler 2009). La influenza porcina en
humanos es mas severa que los resfriados comunes en tracto respiratorio alto
(Krauss et al. 2003; Van Reeth y Nicoll 2009).

1.15 Produccion porcina

La carne de mayor consumo a nivel mundial es la de cerdo, siendo Hong
Kong, la Union Europea, Taiwan y China los principales consumidores de carne de
cerdo del mundo. En México el consumo per capita de carne de cerdo es de 15.7
kg, por lo que se ubica como la segunda carne mas consumida en México
(PORCIMEX).

En 2012 la poblacién porcina del pais fue de 15,857,899 cabezas (SIAP
2013).

La produccion de carne en canal ha mantenido un aumento del 2% desde el
afio 2009 en México, en el afio 2013 la produccién fue de 1,259,000 toneladas,
siendo Sonora, Jalisco, Puebla y Guanajuato los principales estados productores
SIAP 2012; SIAP 2013).

La pérdida economica estimada por cerdo en el Reino Unido como
consecuencia de la reducida ganancia de peso en los cerdos causado por el virus
de influenza es de £7, equivalente a un total de £60 millones por afio (Brown
2013).
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2. JUSTIFICACION

La infeccion de influenza en cerdos con virus de influenza provenientes de
aves y humanos aunados a la baja signologia que genera en esta especie, coloca
al cerdo como un hospedero propicio para generar nuevas variantes virales
patogénicas, que pueden afectar no solo a los cerdos sino al propio humano con
cepas mas virulentas.

La influenza es una enfermedad viral zoondtica que representa una
amenaza a la salud de los humanos y los animales y a pesar de la baja mortalidad
gue existe en los cerdos tiene un impacto considerable a la economia mundial.
Los cerdos de finalizacion enfermos con influenza pueden presentar pérdida de
peso o tardanza en llegar al peso de venta y las hembras pueden presentar fallas
reproductivas debido a la fiebre alta; lo cual conlleva a generar pérdidas
econdémicas a los productores.

La exportacion de carne en nuestro pais desde el 2009 ha tenido un
aumento anual del 12%, siendo de 84 mil toneladas en el afio 2013.

La vacunacioén contra el virus de influenza continta siendo una estrategia efectiva
para prevenir la enfermedad, aunque la alta variacion antigénica del virus de
influenza y las quasiespecies dificulta la produccion de vacunas eficientes.

Estos antecedentes justifican la formulacibn de una nueva vacuna
parenteral contra el virus de influenza porcina constituida con cepas prevalentes

en México, incluyendo en su formulacion el adyuvante FGK1.
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3. HIPOTESIS

La vacuna inactivada contra el virus de influenza porcina constituida de los
virus prevalentes en México y formulada con el adyuvante FGK1 confiere una

buena proteccion de los cerdos contra el virus de influenza porcina.

4. OBJETIVO

- Evaluar la inmunogenicidad e inocuidad de una nueva formulacion de
vacuna parenteral de influenza porcina basada en las cepas prevalentes en la

poblacion mexicana con el adyuvante FGK1.

- Determinar la eficiencia (proteccién) de la nueva vacuna desarrollada en

presencia del adyuvante FGK1.

27



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Se trabajo con 33 lechones libres de anticuerpos contra el virus de influenza
porcina, los cuales fueron mantenidos en las instalaciones de aislamiento del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos (FMVZ UNAM).

Se establecieron siete grupos experimentales; los grupos A, B, C,D,Ey F
estuvieron conformados por cinco lechones y el grupo G por tres lechones.

Grupo Vacunacion

Grupo A Una dosis de vacuna con adyuvante FGK1
Grupo B Dos dosis de vacuna con adyuvante FGK1
Grupo C Vacuna comercial

Grupo D Una dosis de vacuna sin adyuvante FGK1

Grupo E Dos dosis de vacuna sin adyuvante FGK1

Grupo F No vacuna, si desafio

Grupo G No vacuna, no desafio

Tabla 1. Grupos experimentales

5.2 Virus de Influenza porcina
Se utilizaron 4 virus de influenza porcina tipo A de los subtipos HIN1 y
H3N2 provenientes del banco de virus del Departamento de Medicina y Zootecnia
de Cerdos.
Los virus utilizados fueron:
A/swine/Estado de México 19/DMZC.FMVZ.UNAM/2009 (H1N1)
A/swine/Querétaro 35/DMZC.FMVZ.UNAM/2010 (H1N1)
A/swine/Veracruz 37/DMZC.FMVZ.UNAM/2010 (H1N1)
A/swine/Michoacan 40/DMZC.FMVZ.UNAM/2010 (H3N2)

5.2.1 Replicacion del virus

Los virus de influenza tipo A se replicaron en embriones de pollo de 11 dias

de edad utilizando el método de inoculacién del virus en cavidad alantoidea
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(Castillo y Gomez 2006). Conforme a este protocolo, primero se debe examinar el
huevo con un ovoscopio para verificar la viabilidad del embrién. Posteriormente
delimita la camara de aire con un lapiz y se marca la posicion del embridén con una
“X”. Se sefiala el punto de inoculacion 5 mm arriba de la camara de aire y del lado
contrario al embrion. Luego se desinfectan los embriones con alcohol al 70% y se
perfora el cascardn en el punto de inoculacion. A continuacién se inserta la jeringa
cargada con el inéculo verticalmente en el orificio realizado, se introduce la aguja
completa y se inoculan 200 ul del virus con una concentracion de 64 unidades
hemaglutinantes (UH). Finalmente se retira la aguja y se sella el orificio con
pegamento blanco.

Los embriones se incubaron a 37°C durante 48 a 72 horas (dependiendo de
la virulencia del microorganismo) (Castillo y Gomez 2006). Pasado este tiempo los
embriones se pusieron en refrigeracion durante 2 horas con la finalidad de

sacrificarlos.

5.2.2 Recoleccién del liquido alantoideo
Después de 72 horas de incubacion del embrién y su posterior sacrificio, se
recolecta el liquido alantoideo. Esto se realiz6 retirando el cascarén de la parte
superior del huevo en donde esta localizada la cAmara de aire (Castillo y Gomez
2006). Posteriormente utilizando una pipeta de 1000 pl se recolect6 el liquido
alantoideo. Este liquido se depositd en tubos de centrifugacién, y a continuacién

se realiz6 la titulacion del virus.

5.2.3 Titulacion del virus

La titulacion de los virus replicados se realiz6 en placas de 96 pozos.

Del pozo Al al A12 se pusieron 50 pl de solucion salina fosfatada (PBS)
estéril. Posteriormente en el pozo Al se depositaron 50 ul del virus obtenido del
liquido alantoideo, se pipete6 de 3 a 5 veces y posteriormente se tomaron 50 pl
que se transfirieron al pozo A2 y de nuevo se pipeted de 3 a 5 veces, se realizo el

29



mismo procedimiento con todos los pozos hasta llegar al pozo A12 (Castillo y
Gomez 2006).
Luego a todos los pozos se les puso 50 ul de eritrocitos de ave al 0.5%. Y

se realizo la lectura de la placa a partir de los 15 minutos.

5.3 Seleccion del método de inactivacion

Se compararon tres métodos de inactivacion fisica del virus de influenza,
con la finalidad de determinar el método a utilizar en la formulacion de la vacuna,
en base a la capacidad hemoaglutinante.

Los métodos de inactivacion fisica comparados fueron: por temperatura, por
rayos UV y por rayos gamma.

Se trabajé con el virus A/Swine/Michoacan 40/DMZC.FMVZ.UNAM/2010
(H3N2) que forma parte del banco de virus del Departamento de Medicina y
Zootecnia de Cerdos, FMVZ-UNAM.

5.3.1 Inactivacion por temperatura

La inactivacion del virus por temperatura se realiz6 conforme a lo
establecido por la Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE) (OIE 2009).

Se transfiieron 1.5 ml de virus con un titulo de 128 Unidades
Hemoaglutinantes (UH) a un tubo eppendorf, el cual se puso en bafio Maria a
56°C durante 60 minutos. Posteriormente se inoculd con 200 pl de virus
inactivado a 4 embriones de pollo de 11 dias de edad. Como control positivo de
esta prueba de inactivacion se inocularon 2 embriones de pollo con 200 pl de virus
sin inactivar. Se incubaron los embriones a 37°C durante 72 horas (Castillo y
Gbomez 2006).

Se determind la replicacion del virus o la ausencia de ésta mediante la

titulacion del liquido alantoideo.
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5.3.2 Inactivacién por rayos UV

La inactivacion por rayos UV se realizO mediante un foco de rayos UV de
300 nm de longitud de onda. Dentro de una campana de bioseguridad clase Il se
pusieron 3 ml de virus en una caja de petri, la cual se colocé a 30 cm del foco de
luz UV y sobre refrigerante a 4°C (McDeuvitt et al. 2012).

El tiempo de exposicion del virus a luz UV fue de 30, 45, 60, 75 y 90
minutos.

El virus de influenza se titul6 previamente, utilizando el protocolo antes
descrito y se trabajo con titulos de 64 y 128 UH.

Se inocularon 4 embriones de pollo de 11 dias con 200 pl de virus
inactivado con luz UV por cada tiempo y UH. Como control positivo se inocularon 2
embriones con 200 pl de virus sin inactivar para cada tiempo y UH. Los embriones
fueron incubados a 37°C durante 72 horas.

Se determind la replicacion del virus o la ausencia de ésta mediante la

titulacion del liquido alantoideo.

5.3.3 Inactivacion por rayos gamma

La inactivacion por rayos gamma se realizd utilizando el irradiador
Gammacell 1000 Elite. Este irradiador esta localizado en el Instituto de Biomédicas
de la UNAM.

Se selecciond un virus con titulo de 1024 UH vy se transfirié 1 ml a un tubo
eppendorf estéril y posteriormente se realizé una dilucién seriada hasta 2 UH.
En un contenedor del irradiador se pusieron los tubos eppendorf con las diluciones
de 2 a 1024 UH y refrigerante.

Los tubos eppendorf con el virus fueron irradiados con una dosis de 650 Gy
(Alsharifi y Mullbacher 2010). Para determinar el tiempo de exposicion de los virus

a la radiacion gamma se utilizo la siguiente formula:

min = Dosis (Gy)
4.05 Gy/min [Fd]
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En donde 4.05 es una constante y Fd es el Factor de Decaimiento, el cual
indica la condicion de la barra de cesio. El Fd se determiné en la Tabla de Factor
de Decaimiento radioactivo Cs-137 elaborada por la persona a cargo del equipo.
El Fd del Cs-137 de junio de 2012 fue de 0.6636.

La operacion para determinar el tiempo de exposicion fue de la siguiente

manera:

650 Gy
4.05 Gy/min [0.6636]

Tmin = 241.85 min

El tiempo de exposicion fue 4 horas, 1 minuto y 22 segundos.

Se seleccionaron los tubos con virus inactivado con radiacibn gamma con
titulo de 32, 128 y 1024 UH, y se inocularon 3 embriones de pollo por cada titulo,
con 200 pl de virus inactivado. Como control positivo se inocularon 2 embriones de
pollo con 200 pl de virus sin inactivar. Los embriones de pollo se incubaron a 37°C
por 72 horas.

Se determiné la replicacién del virus o la ausencia de ésta mediante la

titulacion del liquido alantoideo.

5.4 Formulacion de la vacuna

Los virus replicados en los embriones de pollo se utilizaron como antigeno
vacunal. La concentracién de virus utilizado en la vacuna fue de 1 x 10’ copias /
reaccion. Antes de realizar la mezcla de los cuatro virus seleccionados se
inactivaron individualmente. Los virus fueron inactivados con luz Ultravioleta (UV)
durante 75 min y con formaldehido al 0.02%.

El fago-GK1 (FGK1) se obtuvo de bacterias E. coli, el cual después de
obtenerlo se inactivd en autoclave y posteriormente se agrego formaldehido al
0.05% (Segura 2004).

Una vez que se prepard la vacuna y el FGK1 se mantuvieron en

refrigeracion a 4°C hasta el momento de la vacunacion.
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La concentracién del adyuvante inoculado en los cerdos fue de 4 x 10*°
FGK1.

5.5 Vacunacion
5.5.1 Primera vacunacion

La primera vacunacion se realizd0 en la sexta semana de edad de los
cerdos.

Los cerdos de los grupos A, B, D y E fueron vacunados con 2 ml de la
formulacion preparada en el laboratorio via intramuscular profunda en la tabla del
cuello detrés de la oreja.

Los cerdos del grupo C fueron inmunizados con 2 ml de vacuna comercial
via intramuscular profunda en la tabla del cuello detras de la oreja.

Los cerdos de los grupos A y B recibieron 2 ml de adyuvante FGK1 via
intramuscular profunda en la tabla del cuello detras de la oreja.

Los grupos F y G no fueron vacunados.

5.5.2 Segunda vacunacién

A los 30 dias de la primera vacunacion los cerdos de los grupos B y E
recibieron una segunda dosis de la formulacién preparada en el laboratorio. Al
igual que la primera vacunaciéon fueron 2 ml de la formulacion via intramuscular
profunda en la tabla del cuello detras de la oreja.

Estos dos grupos también recibieron una segunda dosis de adyuvante
FGK1 via intramuscular profunda en la tabla del cuello.

El grupo C recibié una segunda dosis de vacuna comercial. Fueron 2 ml de

vacuna via intramuscular profunda en la tabla del cuello.
5.6 Desafio de los animales

A los 45 dias de la primera vacunacién y 15 dias después de la segunda

vacunacion los grupos A, B, C, D, E y F fueron desafiados con el virus de influenza
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porcina A/swine/Querétaro 35/DMZC.FMVZ.UNAM/2010 (H1N1). Este virus se
replico previamente en embriones de pollo de 11 dias de edad.

Se inoculd 1 ml del virus de influenza con una concentracion de 128 UH via
intranasal, con la ayuda de un spray nasal.

Se observaron los cerdos dos veces al dia durante 15 minutos con la
finalidad de determinar signos clinicos caracteristicos de la enfermedad. También
se tomo la temperatura corporal dos veces al dia de cada uno de los cerdos.

La severidad de cada uno de los signos clinicos se clasifico en tres grados:
(1) leve, (2) moderado y (3) severo (Lee et al. 2007).

5.7 Toma de muestras

Antes de realizar el desafio se tomaron muestras nasales de todos los
cerdos utilizando hisopos estériles, los cuales fueron sumergidos en PBS estéril
una vez tomada la muestra.

Un dia después del desafio hasta el sacrificio de los cerdos, se tomaron
muestras nasales diarias de todos los cerdos utilizando hisopos estériles.
Inmediatamente después de tomar las muestras se congelaron a -20°C hasta la
realizacion de la extraccion de RNA viral.

La finalidad de tomar las muestras nasales fue determinar la carga viral de

la excrecidon nasal mediante la técnica de RT-PCR.

5.8 RT-PCR Tiempo real de muestras nasales
5.8.1 Extraccion de RNA viral

Con la ayuda de pinzas estériles se exprimi6 el hisopo contra la pared del
tubo contenedor. Posteriormente se transfirieron 500 pl de muestra a un tubo
eppendorf estéril nuevo, en donde se realizé la extraccion de RNA viral utilizando
la técnica con trizol. Se adicionaron 500 pl de trizol y se homogenizo
perfectamente, después se incubd durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente se
agregan 200 pl de cloroformo a 4°C y se agito en el vortex durante 15 segundos y

a continuacion se incubo a 4°C durante 10 minutos. Una vez concluido este tiempo
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se centrifugd a 11,500 xg durante 15 minutos a 4°C y se separ¢ la fase de RNA en
un nuevo tubo eppendorf. Se adiciond un volumen de isopropanol (1:1) a 4°C y se
incubo por 2 horas a 4°C. Después se centrifug6 a 11,500 xg durante 10 minutos a
4°C. Posteriormente se decant6 el isopropanol y se lavo la pastilla de RNA con
200 pl de etanol al 70%. Se centrifugd a 11,500 xg por 10 minutos a 4°C y se
decanto el etanol, a continuacion se dej6é secar completamente durante 2 horas en
la incubadora. Finalmente se resuspendio la pastilla de RNA en 35 pl de H,O
DEPC al 0.1% durante 1 hora en refrigeracion a 4°C (Chomczynski y Sacchi
1987).

5.8.2 RT-PCR tiempo real

Una vez realizada la extraccion de RNA de las muestras se realizo la
técnica de RT-PCR tiempo real con la intencion de determinar la presencia del
virus en las excreciones nasales de los cerdos.

Para realizar la técnica de RT-PCR tiempo real se utilizé el kit FIND-IT
INFLUENZA de Biotecnologias Moleculares, S.A de C.V., la cual se realiz6 de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. El kit utilizado amplifica el gen M del
virus de influenza.

En un tubo de 0.2 ml se puso 10 ml de RNA de la muestra nasal y 10 ml del
contenido del kit Super Mix Influenza. Se observé que no existieran burbujas y se
metié en el termociclador de tiempo real Corbett Research.

Las condiciones de amplificacion fueron (Avalos 2012):

Ciclos Temperatura | Tiempo
1 ciclo 42°C 30 min.
1 ciclo 95°c 10 min.
_ 95°C 15 seg.

40 ciclos
60°C 45 seg.

Tabla 2. Condiciones de amplificacién de RT-PCR para diagnostico de influenza.
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El software utilizado para realizar esta amplificacion fue Rotor-Gene 6000

Series Software de Corbett Research.

5.9 Necropsiaytoma de muestras pulmonares

Cuatro dias después de la infeccién con el virus de influenza, los cerdos
fueron sacrificados con la finalidad de observar las lesiones pulmonares.
Se tomaron 2 muestras de 3 cm® de pulmén de cada uno de los cerdos. Una
muestra se puso en un frasco estéril y posteriormente se congelé a -20°C hasta su
uso.

La otra muestra pulmonar se puso en formol al 10% y se mandé6 al

Departamento de Patologia en donde realiz6 la técnica de histopatologia.

5.10 RT-PCR Tiempo real de muestras pulmonares
5.10.1 Extraccién de RNA viral

La muestra de pulmén se descongelé y se cortd con tijeras estériles un
trozo de 1 cm de pulmén. Posteriormente se puso la muestra en un mortero y con
la ayuda de unas tijeras se cortd en trozos muy pequefios. A continuacién se
agrego nitrégeno liquido al pulmdén cortado en trozos pequefios y con la ayuda de
un pistilo se pulverizé la muestra. Una vez que quedo perfectamente pulverizado
se transfirié a un tubo de centrifuga estéril. Se agregaron 500 ul de PBS estéril y
se centrifug6 a 11,500 xg durante 15 min. Se tomo el sobrenadante y se transfirio
a un nuevo tubo de centrifuga y se refrigeré la muestra hasta su uso (Chomczynski
y Sacchi 1987).

Se realizé la extraccibn de RNA de la muestra pulmonar utilizando la

técnica de extraccién antes mencionada.

5.10.2 RT-PCR Tiempo real de muestras pulmonares
Una vez obtenido el RNA viral de las muestras pulmonares se realizd RT-
PCR tiempo real utilizando la misma técnica y programa utilizado en las muestras

nasales.
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6. RESULTADOS

Inactivacion del virus por temperatura

No se presento replicacion del virus en los 4 embriones inoculados con el

virus inactivado por temperatura. En los controles positivos si hubo replicacion

teniendo titulos de 256 y 512 UH.

Inactivacion del virus por rayos UV

El virus de influenza porcina no se replicdé en los embriones de pollo que

fueron inoculados con el virus inactivado a partir de los 60 minutos y con una

concentracion de 64 UH.

El virus con titulo de 128 UH continud replicandose en los embriones de
pollo hasta los 90 minutos posteriores a la exposicion a rayos UV.

Los siguientes cuadros muestran el nimero de embriones de pollo en

donde existié o no la replicacion del virus de influenza porcina.

64 UH
Replicacion No replicacion
del virus del virus
30 min 4 0
45 min 3 1
60 min 0 4
75 min 0 4

Tabla 3. Numero de embriones de pollo inoculados con influenza con titulo de 64 UH expuestos a
rayos UV con diferentes tiempos en donde se presenté o no replicacion viral.
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128 UH
Replicaciéon No replicacion
del virus del virus
30 min 3 1
45 min 1 3
60 min 1 3
75 min 2 2
90 min 1 3

Tabla 4. Namero de embriones de pollo inoculados con influenza con titulo de 64 UH expuestos a
rayos UV con diferentes tiempos en donde se presenté o no replicacion viral.

En todos los embriones seleccionados como control positivo para cada uno
de los tiempos y UH hubo replicacion del virus. Los titulos obtenidos de estos virus
fueron elevados.

En los Anexos 1y 2 se muestran los resultados de la titulacion de los virus

replicados en los embriones de pollo y de los controles positivos.

Inactivacion del virus por rayos gamma

No se logré la inactivacién del virus de influenza porcina utilizando los rayos
gamma con una dosis de 650 Gy. Como se muestra en el siguiente cuadro hubo
replicacion del virus en los embriones de pollo de las tres concentracion virales,
excepto en un embrion.

Inactivacion por rayos gamma

Replicgcién del | No repli_cacién del
virus virus
32 UH 3 0
128 UH 3 0
1024 UH 2 1

Tabla 5. Namero de embriones de pollo en donde se present6 o no replicacion del virus de
influenza expuesto a rayos gamma.
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Hubo replicacién del virus en los embriones de pollo utilizados como control
positivo.
En Anexo 3 se muestran los titulos de la replicacién viral en los embriones

de pollo y del control positivo.

Temperatura corporal tomada después de la infeccién

En todos los grupos hubo aumento de la temperatura corporal, la cual fue
de 1°C en promedio durante las primeras 12 a 36 horas. Muy pocos cerdos
tuvieron una temperatura mayor a 40°C. Los grupos vacunados con una y dos
dosis de virus mas adyuvante (Grupos A y B) alcanzaron el maximo de
temperatura corporal a las 12 horas post infeccién, el grupo vacunado con una
dosis de virus sin adyuvante (grupo D) fue a las 24 horas post infeccion y los
grupos de vacuna comercial (Grupo C), vacuna con dos dosis de virus sin
adyuvante (Grupo E) y los no vacunados pero si desafiados (Grupo F) fue a las 36
horas post infeccion.

El grupo B fue el que registrd6 un menor aumento de temperatura corporal
comparado con todos los demas grupos.

En la siguiente grafica se puede observar el comportamiento de la
temperatura corporal de los diferentes grupos.
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Gréfica 1. Temperatura corporal promedio de los diferentes grupos experimentales.

Signos clinicos

Los signos clinicos que se observaron en los cerdos fueron insuficiencia
respiratoria, tos, apatia, estornudos y descarga nasal.

Ninguno de los cerdos en el estudio muri6 a causa de la infeccion causada por el
virus de influenza.

Estos signos clinicos se empezaron a presentar a partir del primer dia post
infeccion y fueron de una severidad leve, excepto la descarga nasal la cual solo se
presentd en el grupo no vacunado pero si desafiado con el virus (Grupo F) y fue
de severidad moderada.

Como se ejemplifica en la siguiente grafica la insuficiencia respiratoria y la
apatia fueron los signos clinicos que mas se presentaron después de la infeccion

con el virus de influenza porcina. El segundo dia post infeccion fue cuando un
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mayor niumero de cerdos presentaron los signos clinicos, permaneciendo con una
severidad leve. En el tercer dia menos animales presentaron signos clinicos,
excepto el grupo vacunado con una dosis de virus sin adyuvante (Grupo D), ya

gue la insuficiencia respiratoria y la apatia permanecieron estables.

mTos

Severidad

1 M Estornudos

Insuficiencia

B Apatia
0 | AT IR |.| l ||| I l I l ||| |

Descarga N

31112312 |3|1(2|3]1 311121(3

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F

Dias post infeccion

Gréfica 2. Severidad de los signos clinicos por dia después del desafio con el virus de Influenza
Porcina.

Carga viral de las muestras nasales

La vacuna con adyuvante FGK1 no previno la eliminacion de virus via nasal
en los cerdos vacunados con una y dos dosis de vacuna. En todos los grupos
hubo al menos un cerdo en el que se detect6 la presencia del virus de influenza en
muestras nasales mediante RT-PCR, excepto en el grupo control negativo (Grupo
G) donde el virus de influenza no fue detectado, este permanecié negativo durante
todo el experimento.

La identificacion de este agente viral fue hasta las 48 horas post infeccion y
no se detecto virus en las secreciones nasales en el tercer dia post infeccion.

La carga viral en las muestras nasales fue desde 10 a 10°*° copias por

reaccion. Como se puede observar en la siguiente gréafica, todos los cerdos del
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grupo de vacuna comercial eliminaron el virus via nasal en las 48 horas post

infeccion.

4.5
4.0 : _
3.5 e
3.0 : '
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1.0 - '
0.5 -

Titulowiral de muestras nasales dia 1
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X 1]
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Grupo A Grupo B GrupoC Grupo D Grupo E Grupo F Grupo G

Gréfica 3. Carga viral de las muestras nasales en las 48 horas post infeccion.
Carga viral de las muestras pulmonares

En todos los grupos se detectd el virus de influenza de las muestras
pulmonares obtenidas durante la necropsia, excepto en el grupo control negativo.
Como se puede observar en la siguiente gréfica, el virus fue detectado mediante
RT-PCR en un gran numero de cerdos, siendo los grupos de cerdos vacunados
con una y dos dosis de virus mas adyuvante en donde mayor fue la deteccién.

Comparando los datos mostrados en las graficas 2 y 3, se puede observar

que la carga viral fue mayor en las muestras pulmonares.
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Gréfica 4. Carga viral de las muestras pulmonares de los diferentes grupos experimentales.

Histopatologia

Las lesiones pulmonares descritas en el estudio histopatolégico son
compatibles con un cuadro de influenza porcina. Microscopicamente se observé
neumonia intersticial en todos los grupos con grados variables y los septos
alveolares se encontraron engrosados por linfocitos y células plasméaticas. La
mayoria de las paredes alveolares se encontraron rotas exhibiendo clavas de
retraccion (enfisema).

El grupo A presenté una neumonia intersticial leve difusa con hiperplasia
del tejido linfoide y enfisema leve multifocal.

El grupo B presentd neumonia intersticial leve a moderada difusa con
hiperplasia del tejido linfoide y enfisema leve multifocal.

El grupo C presenté neumonia intersticial leve difusa con hiperplasia del
tejido linfoide y enfisema leve multifocal.

El grupo D presenté neumonia intersticial moderada difusa con hiperplasia
del tejido linfoide leve a moderada y enfisema moderada multifocal.

El grupo E presentdé neumonia intersticial moderada a grave con

hiperplasia del tejido linfoide y enfisema moderado multifocal.
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El grupo F presentd neumonia intersticial moderada con hiperplasia del

tejido linfoide leve a moderada y enfisema moderado a grave multifocal.

tejido linfoide leve y enfisema moderado multifocal.

de diagnostico histopatoldgico de los pulmones.

Severidad

El grupo G presentd neumonia intersticial moderada con hiperplasia del

En la siguiente tabla se puede observar de forma méas concisa el resultado

@@ Neumonia intersticial

I Hiperplasia de tejido linfoide
B Enfisema

1 Leve, 2 Moderado, 3 Severo

Grafica 5. Severidad de lesiones pulmonares por grupo.
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Severidad

Graéfica 6. Severidad acumulada de lesiones pulmonares por grupo.

Como se puede observar en las Graficas 5 y 6, la severidad de las lesiones
pulmonares de los cerdos que recibieron una y dos dosis vacuna con adyuvante
FGK1 y vacuna comercial fue menor a la presentada en los cerdos que fueron
vacunados sin el adyuvante. En el grupo G se observaron lesiones pulmonares,
aunque este grupo resulto negativo a RT-PCR Tiempo real, por lo que los
animales pudieron estar pasando por otro cuadro clinico.
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7. DISCUSION

Los virus de influenza porcina A/swine/Estado de México/19/2009 (H1N1),
A/swine/Querétaro/35/2010  (H1NI), A/swine/Veracruz/37/2010 (H1IN1) vy
A/swine/Michoacan/40/2010 (H3N2) son parte del banco de virus del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos FMVZ, UNAM, los cuales
fueron aislados de muestras pulmonares de cerdos de diferentes estados de
México.

Estas cepas virales de influenza fueron seleccionadas para formar parte de
la vacuna inactivada realizada en este estudio, por dos razones. La primera fue
que de acuerdo a Avalos (2012), estas cepas son prevalentes en la poblacion
porcina de México, ademas se observé que los subtipos HIN1 y H3N2 son los que
estan circulando en México. La segunda razén fue que las cepas seleccionadas
son antigénicamente diferentes.

Lo que se buscoé en esta vacuna inactivada fue tener cepas representativas
de diferentes regiones del México y tener una amplia cobertura antigénica.

Aunque es muy importante seleccionar las cepas virales de influenza que
seran utilizadas en la formulacion de la vacuna, es de igual forma esencial
determinar el método de inactivacién del virus que serd utilizado. La inactivaciéon
de los virus para su uso en la produccion de una vacuna de virus completo
requiere de métodos que eliminen la infectividad del virus y a la vez preserve la
integridad de los epitopos inmunogénicos de la envoltura viral (Raviv et al. 2008;
Fedorova et al. 2012), lo cual es importante para la eficacia de la vacuna (Furuya
et al. 2010).

En el caso de la inactivacion del virus de influenza para uso en la
vacunacion se ha reportado el uso de métodos fisicos, como radiacion UV,
radiacion ionizante y por temperatura alta; y métodos quimicos, como -

propiolactona y formaldehido (Raviv et al. 2008; Fedorova et al. 2012).
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Con la finalidad de establecer el método de inactivacion del virus de
influenza que se utilizaria en la formulacion de la vacuna, se compararon las
técnicas de inactivacion por rayos gamma, rayos UV y por temperatura alta.

Se observo que la inactivacion del virus de influenza con una temperatura
de 56°C durante una hora fue muy efectiva, debido a que no se presentd
replicacion viral en ninguno de los embriones de pollo inoculados. En la ficha
técnica que publica la OIE sobre el virus de influenza se especifica que el
microorganismo se puede inactivar a 56°C durante una hora o con temperaturas
mayores y en un menor tiempo (OIE 2009). Aunque este tipo de inactivacion del
virus de influenza es muy efectiva, aun con titulos virales altos, tiene la desventaja
de que existe desnaturalizacion de la hemaglutinina y de la neuraminidasa (De
Flora y Badolati 1973). Esta desnaturalizacion de las proteinas virales de envoltura
es un efecto no deseado para su uso en vacunas, debido a que la respuesta
inmune se da principalmente contra la hemaglutinina (Kreijtz et al. 2011).

La inactivacion del virus de influenza mediante rayos UV se logro a partir de
una hora de exposicion en virus con titulo de 64 UH. Como se puede observar en
el Cuadro 2, no hubo replicacién del virus en los embriones de pollo inoculados
con virus inactivado con titulo de 64 UH. En contraparte el virus de influenza con
titulo de 128 UH no se logré inactivar aun utilizando tiempos de exposicion
mayores a una hora. Se observo replicacion del virus en embriones de pollo
inoculados con virus expuesto a rayos UV durante 90 min.

Los rayos UV inactivan al virus de influenza mediante la interaccion con los
acidos nucleicos virales para formar fotodimeros de pirimidina, provocando
lesiones en el RNA (Hijnen et al. 2006; McDevitt et al. 2012). Esta accion va a
inhibir la replicacion y la transcripcion y por lo tanto va a evitar que el virus se
pueda multiplicar (Hijnen et al. 2006).

La inactivacion del virus por rayos UV esta relacionada con la intensidad de
la radiacion y el tiempo de exposicion (Weiss et al. 2007). Con un mayor tiempo de

exposicién a rayos UV el virus de influenza con titulo de 128 UH podria ser

47



inactivado. De ser asi, se podria establecer que entre mayor sea el titulo viral
mayor tendra que ser el tiempo de exposicidn del virus de influenza a rayos UV.

La inactivacion del virus de influenza por rayos gamma tiene un gran
potencial para ser utilizado en la formulacion de vacunas debido a que produce
cambios moleculares minimos de las proteinas de envoltura y de la estructura viral
(Alsharifi y Mullbacher 2010). Se necesitan dosis muy altas de rayos gamma para
alterar la morfologia de la hemaglutinina (De Flora y Badolati 1973). Los rayos
gamma inactivan al virus de influenza mediante el rompimiento de las cadenas de
los acidos nucleicos del RNA viral (Furuya et al. 2010), sufriendo esta estructura
un mayor dafio que las proteinas de envoltura (Lowy et al. 2001). La Agencia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA) establece que la exposicion del virus de
influenza a una dosis de 0.65 kGy de rayos gamma resulta en la total pérdida de la
infectividad del virus (Alsharifi y Mullbacher 2010). En este estudio se utilizd esta
dosis de radiacion ionizante para inactivar el virus de influenza, pero como
podemos observar en la Tabla 3 hubo replicacion del virus en los embriones de
pollo, aun en los inoculados con titulos virales bajos. La IAEA menciona que la
destruccion de la actividad de la hemaglutinina requiere una exposicion mayor de
200 kGy (Alsharifi y Mullbacher 2010), lo cual convierte a este método impractico
ya que se necesitaria muchos dias para lograr la inactivacion del virus de
influenza.

De acuerdo a los resultados obtenidos con estos métodos de inactivacion
se decidié utilizar en la formulaciéon de la vacuna el método de inactivacion por
rayos UV. Debido a que la vacuna estuvo formulada con virus de influenza con
titulo de 128 UH, se utiliz6 formaldehido para asegurar la inactivacién. Los
formaldehidos inducen una amplia interaccion y entrecruzamiento de las proteinas
virales (Furuya et al. 2010).

La decisién de formular la vacuna con un titulo viral de 1 x 10’ copias por
reaccion, fue tomada en base a un estudio anterior realizado en ratones. En ese

estudio se utilizaron 1 x 10° copias por reaccién para formular la vacuna, pero
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debido a que en este estudio no todos los virus alcanzaron este titulo viral se
decidi6 ajustar a 1 x 10’ copias por reaccion.

Aunque en muchos trabajos donde se estudia la eficacia de vacunas contra
influenza porcina el desafio se realiza via intratraqueal (Van Reeth et al. 2001;
Vincent et al. 2010), en el presente estudio se selecciond la via intranasal para
realizar el desafio de los cerdos. Se escogi6 esta via de inoculacion debido a que
se busco obtener la infeccidn por la ruta natural de infeccion del virus de influenza.

Después del desafio de los cerdos con el virus de influenza se observaron
los signos clinicos de la enfermedad y se tomé la temperatura dos veces al dia
durante todo el experimento. Se observé que hubo aumento de la temperatura
corporal de los cerdos de todos los grupos, siendo de hasta 1°C durante las
primeras 12 a 36 horas. En una infeccibn natural de influenza los cerdos
desarrollan fiebre durante los primeros dos dias de la enfermedad, con
temperaturas mayores a 40.5°C y posteriormente disminuye a partir del tercer dia
post infeccidon (Janke 2013).

En este estudio la temperatura corporal de los cerdos no fue elevada, muy
pocos tuvieron una temperatura mayor de 40°C y sélo dos alcanzaron los 40.5°C.
En las infecciones inducidas de influenza la fiebre es bastante variable, como es la
aparicion de los signos clinicos (Janke 2013).

No hubo una diferencia significativa de la media de temperatura corporal
entre los grupos experimentales.

A partir del primer dia post infeccion se observaron signos clinicos
caracteristicos de la enfermedad, como insuficiencia respiratoria, estornudos, tos,
apatia y descarga nasal. La enfermedad clinica de los cerdos fue de una
severidad leve. De acuerdo a Janke (2013) la enfermedad clinica inducida
experimentalmente raramente alcanza la severidad que es observada en campo.
En trabajos realizados por Lee et al. (2007) también observaron signos clinicos de
minimos a moderados en cerdos desafiados con el virus de influenza después de

haber sido vacunados.
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Solamente insuficiencia respiratoria y apatia fueron una constante en todos
los grupos y de los cinco signos clinicos observados, estos dos fueron los que se
presentaron en un mayor numero de cerdos. Como se puede observar en la
Grafica 2, estos dos signos clinicos tuvieron una mayor severidad en el segundo
dia post inoculacion.

La descarga nasal solo se present6 en el grupo de cerdos no vacunados
pero si desafiados. Esta descarga nasal se observo a partir del primer dia post
inoculacion y fue el Gnico signo clinico que tuvo una severidad moderada.

La tos fue el signo clinico de menor presencia en los cerdos, solamente un
cerdo del grupo de los vacunados con dos dosis de virus mas adyuvante y un
cerdo del grupo de los no vacunados pero si desafiados lo presentaron el segundo
dia post infeccibn con una severidad moderada. En los cerdos infectados
experimentalmente con influenza la tos es usualmente minima, la cual es una tos
suave ocasional y que se desarrolla uno o dos dias después de la aparicién de los
otros signos clinicos (Janke 2013).

La vacuna tetravalente formulada con el adyuvante FGK1 no previno la
eliminacion del virus via nasal en los cerdos y el virus también fue detectado en
los pulmones. A menudo la vacunacién limita la enfermedad pero no evita la
eliminacién del virus en las secreciones nasales, provocando que se pueda dar la
transmisién a otros animales (Loving et al. 2013).

La eliminacion del virus via secreciones nasales ocurrio a partir del segundo
dia post infeccion, siendo este resultado similar a lo reportado por Romagosa et al.
(2011), en donde detectaron el virus en secreciones nasales a las 48 horas post
infeccion.

Se observd que ocurrié lo mismo con los cerdos vacunados con la vacuna
comercial y con los que fueron vacunados sin el adyuvante. El comportamiento
viral en las secreciones nasales en todos los grupos fue similar en el segundo dia
post infeccién, no se observo una variacion significativa.

Aunque el virus fue detectado en las muestras nasales y en los pulmones,

los titulos que se registraron fueron bajos. El titulo mas alto detectado en las
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secreciones nasales fue de 10%4’

copias por reaccion en un cerdo del grupo de los
vacunados con vacuna comercial.

En otros estudios se ha observado que la eliminacion viral en secreciones
nasales tiende a ser bastante constante los dias 2-4 post infeccién con un pico de
titulos descrito en un rango de 10%° — 10”° TCIDs, (Janke 2013). Romagosa et al.
(2011) detectaron al virus de influenza en secreciones nasales por un periodo de 5
dias post infeccion.

Y el titulo méas alto detectado en las muestras pulmonares fue de 103
copias por reaccion en un cerdo del grupo de los vacunados con una dosis viral
mas adyuvante FGK1. De acuerdo a Janke (2013) en el tercer dia post infeccion
es cuando el pulmoén alcanza el pico de carga viral, con titulos variando de 10*° —
10%2 TCIDso, EIDso 0 PFU/mI.

En un estudio realizado por Vincent et al. (2010), en donde comparaban
vacunas trivalente y pentavalente comerciales, bivalente autbgena y monovalente
experimental en cerdos, observaron que solamente la vacuna monovalente que
fue desafiada con un virus homdlogo proveyd de una proteccién Optima ya que
previno la eliminacién del virus en secreciones nasales y también no se detect6
virus en los pulmones.

En condiciones experimentales los cerdos pueden ser protegidos
parcialmente contra virus genéticamente diversos del mismo subtipo HA
(proteccién heterovariante) y en algunos casos contra otro subtipo HA (proteccién
heterosubtipica) (Van Reeth y Ma 2013).

La vacuna tetravalente formulada con el fago GK1 realizada en este
experimento logré disminuir la severidad de las lesiones pulmonares en los cerdos
gue recibieron una y dos dosis, si se compara con los cerdos que fueron
vacunados sin el adyuvante y los que no fueron vacunados. Los cerdos de estos
ultimos grupos tuvieron lesiones pulmonares de mayor severidad.

En cerdos no vacunados y en condiciones experimentales la enfermedad
tipica y la patologia en pulmones solo se da cuando los cuando los cerdos son

inoculados con altas dosis de virus directamente en la traquea.

o1



La vacuna comercial también fue benéfica en reducir las lesiones
pulmonares de los cerdos, aunque no fue efectiva en prevenir la eliminacion del
virus en las secreciones nasales, ademas de que fue observado el agente en los
pulmones. Esto concuerda con lo dicho por Romagosa et al. (2011) y Vincent et al.
(2010), en donde observaron que las vacunas comerciales no son efectivas en

proveer una proteccion contra el virus de influenza completa.
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8. CONCLUSIONES

La inactivacion del virus de influenza mediante altas temperaturas es muy
eficiente para inactivar al agente, ain en altas concentraciones virales. Aunque

tiene la desventaja de desnaturalizar la glicoproteinas virales de superficie.

Se necesita una dosis mayor de 650 Gy para inactivar al virus de influenza
mediante rayos gamma. Esta caracteristica la hace impractica por el tiempo de

exposicidn que necesitaria el virus para ser inactivado.

En la inactivacién del virus de influenza mediante rayos UV existe una
relacion proporcional directa entre la concentracion viral y el tiempo de exposicion
a los rayos UV. Entre mayor sea el titulo viral mayor debe ser el tiempo de

exposicion del virus a rayos UV para ser inactivado.

La vacuna tetravalente formulada con el adyuvante FGK1 fue efectiva en
disminuir la severidad de las lesiones pulmonares. Aunque no previno la
eliminacién del virus de influenza en las secreciones nasales, ni su presencia en

los pulmones.

La vacuna heter6loga comercial utilizada en este trabajo no logré

proporcionar una proteccién completa contra el virus de influenza a los cerdos.
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9. APENDICES

9.1 Apéndicell
Tabla con los titulos de los virus replicados en los embriones de pollo después de

la inactivacion por rayos UV con una concentracion de 64 UH.

64 UH
Embrién Titulo Cor?trol
pOSItIVO
1 256 UH
20 min 2 128 UH 512 UH
! 3 128 UH 256 U
4 128 UH
1 - 512 UH
45 min 2 256 UH
! 3 256 UH 256 U
4 64 UH
1 -
5 - 1024 UH
60 min 3 -
. - 512 UH
; 1024 UH
75 min 3 -
. - 512 UH
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9.2 Apéndicell
Tabla con los titulos de los virus replicados en los embriones de pollo después de

la inactivacion por rayos UV con una concentracion de 128 UH.

128 UH
Embrién] Titulo | Control positivo
1 -
30 mi 2 64 UH 512 UH
min 3 128 UH 256 U
4 128 UH
1 -
. 2 16 UH 128 UH
45 min 3 i
12 UH
4 - 512 U
; 128 UH
60 min 3 -
4 128 UH 512 UH
]_ -
25 min 2 1024 UH 1024 UH
3 128 UH 512 UH
4 -
1 . 1024 UH
. 2 1024 UH
90 min 3 i
12 UH
4 - 512 U
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9.3 Apéndice lll
Tabla con los titulos de los virus replicados en los embriones de pollo después de

la inactivacion por rayos gamma utilizando una dosis de 650 Gy.

Rayos gamma

Embrion | Titulo Control positivo

512 UH
1024 UH
512 UH
256 UH
256 UH
256 UH 512 UH
256 UH
1024 UH

32 UH

128 UH

128 UH

1024 UH

WIN|IPIWIN|IPIW[N|PF
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