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RESUMEN

PEREZ RIVERA CLAUDIA MARIANA. Determinacién de la seroprevalencia e
identificacion por RT-PCR de los subtipos virales de influenza porcina en
cerdos de traspatio de la comunidad de La Gloria, Veracruz. (Bajo la direccion
de Dr. José Ivan Sanchez Betancourt y Dra. Maria Elena Truijillo Ortega).

La influenza porcina (IP) es una enfermedad causada por un virus ARN de la
familia Orthomyxoviridae, que ha cambiado de ser un padecimiento estacional
ocasionado por un genotipo viral estable, para convertirse en una enfermedad
respiratoria de incidencia constante causada por multiples genotipos que se
encuentran bajo continuo cambio. Los cerdos son afectados principalmente por
los subtipos H1N1, H1IN2 y H3N2. En México ésta enfermedad ha sido
diagnosticada primordialmente en granjas comerciales, sin embargo a partir del
brote epidémico en humanos es necesario identificar el papel que juegan los
cerdos de traspatio en la dinamica de infeccion. El objetivo de éste trabajo fue
determinar la seroprevalencia e identificar los subtipos del virus de influenza
que afectan a los cerdos de traspatio de la comunidad de La Gloria, en
Veracruz mediante las técnicas diagnosticas de inhibicibn de la
hemoaglutinacion y RT-PCR a partir de muestras de suero e hisopos nasales
respectivamente.

Los resultados de la serologia arrojaron los siguientes datos: de 142 sueros
analizados, 129 fueron positivos para el subtipo H1N1 representando el 90.8%,
mientras que para el subtipo H3N2 hubo una seroprevalencia del 94.4% (134
sueros positivos). La moda de titulos para el primer subtipo fue de 1:80 y 1:320
para el segundo. De 28 aislamientos sospechosos en embridon de pollo de 9 a
11 dias de edad, se lograron identificar diez muestras positivas hacia el subtipo
H1N1 y siete para H3N2, las once restantes fueron negativas al virus de
influenza porcina, utilizando la técnica de RT-PCR.

Podemos concluir que contrario a lo que se creia, en los cerdos de traspatio de
La Gloria, Veracruz el VIP se encuentra ampliamente distribuido y su
circulacion es constante; esto resalta la importancia estudiar las enfermedades
de los porcinos en sistemas de produccion de traspatio de las comunidades
rurales, ya que podrian jugar un papel importante en la dindmica de infeccion
con otras especies.



DETERMINACION DE LA SEROPREVALENCIA E
IDENTIFICACION POR RT-PCR DE LOS SUBTIPOS VIRALES DE
INFLUENZA PORCINA EN CERDOS DE TRASPATIO DE LA

COMUNIDAD DE LA GLORIA, VERACRUZ.

1.0 INTRODUCCION.

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS.

La primera referencia de un padecimiento identificable como influenza fue en el
afno 492 A.C. hecha por Hipécrates (1,2). Mas tarde, durante la Edad Media, se
describieron numerosos episodios relacionables con este mal (1). En América,
la descripcién de un problema respiratorio severo de este tipo se documento en
Texcoco, en 1552, y se le denomind "pestilencia catarral" (3,4). La primera
pandemia reconocida ocurrio en lItalia en 1580, describiéndola como la
“‘influencia planetaria”, de ahi se derivo el nombre actual de influenza (2). Sin
embargo no fue hasta que se describiera claramente en 1793, después de una
epidemia en el mismo afo por Robert Johnson que la enfermedad ha recibido
considerable atencion. Respecto a la etiologia, el investigador aleman Richard
Pfeiffer estudio la expectoracion de pacientes con cuadro clinico de influenza,
detectando gran cantidad de bacterias, éste hecho llevd al investigador a

plantear errbneamente una etiologia bacteriana de la enfermedad (5).

En el afno de 1918 en el medio oriente de Estados Unidos una nueva

enfermedad aparecia en los cerdos, su presentacion fue a la par con la



pandemia gripal que ocasiond la muerte de mas de 20 millones de personas
(6). En el mismo afo Koen observé la coincidencia del padecimiento de los
cerdos con la gripe humana, ademas del parecido de los signos clinicos, y fue
€l quien dio el nombre de “flu” a este nuevo mal porcino, describiéndola como
una enfermedad epidémica enteramente nueva, sugiriendo que la infeccion de
los cerdos procedia de la humana, publicandolo en Journal Veterinary Medicine
en 1919. Dorset et al., 1922 y McBryde 1927 fueron quienes describieron
diversos aspectos de la enfermedad como signos clinicos, lesiones y ciclo

bioldgico (5,7).

En 1930, el virus de influenza porcina (VIP) fue aislado e identificado por
Shope, también fue el primero en reproducir la influenza en cerdos sanos,
inoculando material obtenido de cerdos enfermos que habia sido filtrado
mediante la cdmara de Pasteur-Chamberland. Esta fue la primera evidencia de

una etiologia viral de la influenza porcina (5).

Los primeros avances en el diagndstico los dio Burnet, quien introdujo el uso de
huevos fecundados como medio de cultivo, y posteriormente Hirst con la

hemoaglutinacion como método diagndstico para la infeccion por influenza (5).

1.1.1 ANTECEDENTES EN MEXICO.

En el 2003 Alvarez et. al., realizaron un estudio en la zona centro del Estado de
Yucatan en 25 granjas porcinas de ciclo completo. EI numero de cerdos
muestreados por granja fue de 40, diez por cada etapa de produccion (destete,

crecimiento, desarrollo y finalizacion). Se realizd la prueba de inhibicion de la



hemoaglutinacion (IH) para los subtipos H1IN1 y H3N2. El 56% de las granjas
fueron positivas para VIP, mientras que 8.3% y 65.1% de los sueros resultaron
positivos a los subtipos HIN1 Y H3N2 respectivamente y el 6.6% de los sueros
compartieron los dos subtipos de Influenza Porcina (IP), lo que representa un
riesgo de intercambio de material genético, ya que la infecciéon simultanea de
una célula con dos diferentes subtipos de VIP podria iniciar un intercambio de

segmentos del genoma, originando un subtipo con reacomodo genético (8).

En el 2005 se analizaron sueros de diferentes estados de la Republica
Mexicana para determinar la presencia de anticuerpos contra el VIP subtipo
H3N2. Los resultados serologicos del estudio revelaron una seroprevalencia
general del 43% (796 sueros positivos), siendo el estado de Puebla el que
presentd mayor seroprevalencia (85%) y como segundo lugar el estado de
Veracruz reportando un 65% de sueros positivos y también ocupando el
segundo lugar en numero de sueros con el titulo mas alto, el cual fue de

1:1,280 (9).

En un estudio de seroprevalencia del afio 2006 realizado para el subtipo H3N2
del VIP a partir de 600 sueros de cerdos de pie de cria y engorda de tres
sistemas distintos de produccion, se encontré que de los trescientos sueros
analizados por etapa, el 47 % de los animales en pie de cria eran seropositivos
y en la etapa de engorda el 47.6 % lo cual no mostré diferencia estadistica por
etapas, pero para el sistema de traspatio el promedio de los titulos de

anticuerpos fue de 1:60 y la seroprevalencia del 50% (10).



Por otro lado en nuestro pais el primer informe del predominio de anticuerpos
del VIP en humanos se realiz6 en el 2005 en el estado de Yucatan en personas
de la comunidad “Maxcanu” donde llevan a cabo de forma tradicional la
produccion de animales de traspatio, principalmente cerdos, pavos, patos y
pollos. Se tomaron 115 muestras de sangre y por medio de la prueba de IH se
determind que la seropositividad era: 26.9% a A/Bayern/7/95 (H1N1), 40.8% a
A/Sydney/5/97 (H3N2), 1.7% a A/Swine/Wisconsin/238/97 (H1N1), y 79.1% a

A/Swine/Minnesota/ 593/99(H3N2) (11).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

El virus de la influenza porcina pertenece a la familia Orthomyxoviridae que
comprende tres géneros antigénicamente distintos: Influenza virus A, Influenza
virus B e Influenza virus C. La clasificacion de los distintos tipos: A, By C se
basa en los antigenos de la nucleoproteina (NP) y de la proteina M (Matriz)
(12, 13, 14). La particula virica de influenza forma estructuras pleomoérficas o
esféricas (15) y contiene un genoma de ocho segmentos de ARN (acido
ribonucleico) de cadena sencilla y de polaridad negativa (2), los cuales
codifican 10 proteinas viricas. La nucleoproteina (NP) forma parte estructural
del virus y se encuentra unida a las cadenas de ARN, que en el microscopio
electrénico, se observan como estructuras helicoidales. La envoltura viral es
lipidica, se deriva de la membrana plasmatica de la célula infectada y contiene
2 glicoproteinas de superficie. Su clasificacién en subtipos se debe a éstas 2
proteinas existentes, la hemaglutinina (H), de la que se conocen 16 variedades,

y la neuraminidasa (N) de la que existen 9 variedades. (12, 13, 15, 16). Dos



proteinas no estructurales NS1 y NS2 estan implicadas en la regulacion
numerosos aspectos del ciclo de vida de virus, y las proteinas PA, PB1 y PB2
son responsables de la replicacién viral y finalmente dos proteinas de
membrana, M1 y M2 estan involucradas en la exportacién nuclear y el

mantenimiento del pH, respectivamente, entre muchas otras actividades (17).

Figura 1. Estructura del Virus de Influenza.
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Las proteinas que se encuentran en la superficie del virus (HA y NA) son
también el objetivo primario de sistema inmune en el humano y cerdo, ademas
de su importancia pues la hemaglutinina, adquiere su nombre porque provoca
la aglutinacién de los glébulos rojos, el eritrocito no es la célula que
normalmente infecta este virus, pero contiene en su superficie de membrana
acido sialico, el mismo componente que presentan las células de la mucosa del
tracto respiratorio y que son blanco del antigeno (13). También la
hemaglutinina, es la responsable de la unién del virus a las células asi como de

la fusion de membranas, ademas de servir para el reconocimiento antigénico



que induce la respuesta inmune (18). Por otra parte la neuraminidasa es
responsable de la elucion enzimatica del virus de los eritrocitos y puede jugar
algun papel en la liberacidn del virus de las células infectadas. Los anticuerpos
antihemaglutinina son de mayor importancia en la prevencion de la infeccion
con un virus de influenza que contienen la misma hemaglutinina, mientras que
los anticuerpos contra neuraminidasa restringen la diseminacion del virus a

partir de células infectadas (6).

El virus de influenza experimenta cambios constantes, esto es debido a la
continua evolucion que le permite adaptarse al hospedero y a las condiciones
ambientales; se presenta con mayor frecuencia en las glicoproteinas de
superficie, pero también ocurre en cada uno de los 8 segmentos del ARN viral.
Estos cambios estructurales son resultado de la acumulacion de cambios
genéticos y eso puede llegar a ocurrir por un gran numero de diferentes

mecanismos incluyendo:

1. Mutaciones puntuales (antigenic drift).

2. Reordenamiento genético (genetic shift).

3. Interferencias defectuosas de particulas y recombinaciones de ARN.

Cada uno de estos mecanismos contribuye a la evolucion del virus de
influenza. Las mutaciones se presentan como sustitucion de nucleotidos,
deleciones e inserciones de una o mas bases que son de los mas importantes
mecanismos para producir variaciones en el virus. Generalmente la forma de
lectura de la ARN polimerasa contribuye a la replicacién de errores en el orden

de las bases, en contraste con la fidelidad en la replicacién de la ADN (acido



desoxirribonucleico) polimerasa, la primera en cada ciclo de replicacion del
virus puede causar variantes que muchas de ellas no son viables, pero otras

llegan a ser potencialmente ventajosas (14,16, 19).

El virus de la influenza porcina afecta a cerdos de todas las edades, los
subtipos H1N1, H3N2 y H1N2 son los mas comunes y los de mayor relevancia
patolégica para la especie y forma parte del Complejo Respiratorio Porcino
(CRP) cuando se asocia con otros agentes infecciosos como el virus del
Sindrome Reproductivo y Respiratorio del Cerdo (PRRS), Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Circovirus Porcino 2
(PCV2), entre otros, lo que ocasiona cambios en la conversion alimenticia con
la disminucion de: la tasa de crecimiento, ganancia diaria de peso, consumo
de alimento y el peso de los animales al mercado (8), ademas de provocar
abortos, repeticiones de celo, muertes por neumonias complicadas, entre otras

afecciones.

La denominacién internacional de los virus de influenza debe indicar: a) el
género (tipo) del virus; b) la especie animal (en inglés) de la que se aislé —
excepto cuando procede de humanos—; c) el lugar del aislamiento; d) el nimero
de caso del laboratorio; €) el afio del aislamiento; y f) el subtipo de HA y NA del
virus entre paréntesis (6). Los virus que tienen mezclas de genes de diferentes
virus de influenza A se denominan genotipos y las variaciones genéticas dentro

de un mismo subtipo de virus se denominan linajes (20).

1.3 SIGNOS CLINICOS.



Los signos clinicos que se observan en la actualidad son esencialmente los
mismos que cuando se describieron en los afios 20 y 30 (Dorset et al 1922;
McBryde 1927; Shope 1930) (6), pero cabe sefalar que la severidad de éstos y
el prondstico varia dependiendo de la dosis infectante, la virulencia de la
particula viral, el estado inmune de los animales infectados (edad, estado
fisiologico y salud del hato afectado) (21) y la asociacion del VIP con otros virus
o bacterias como parte del complejo respiratorio porcino (CRP). La presencia
de éste complejo tiene un efecto negativo en los indicadores de produccion,
ocasionando disminucion en la tasa de crecimiento, en la ganancia diaria de
peso, afectando la conversidén alimenticia y en el consumo y retrasando la
llegada de los animales al mercado y con ello pérdidas econdmicas para los

porcicultores (8).

Los animales que logran recuperarse de CRP quedan como portadores de

éstos agentes, siendo asi diseminadores del problema (8).

El comienzo de los signos clinicos es subito, después de un periodo de
incubacion de 1-3 dias hay anorexia, inactividad, postracion, fiebre (42°C),
depresion, tos, estornudos, secrecion nasal, epifora, disnea y polipnea. La
morbilidad es alta (100%), pero la mortalidad suele ser baja (1%) a menos que
haya otras infecciones o los cerdos sean demasiado jévenes. En general la
recuperacion comienza de cinco a siete dias después del inicio y es tan subita
y notable como el comienzo (6, 22). Dependiendo de la fase de gestacién, las

hembras afectadas pueden presentar repeticiones, abortos, disminucion del



tamano de la camada y baja viabilidad de los lechones recién nacidos,

asociada principalmente al subtipo H3N2 (8,14, 23).

En los machos, la elevacion de la temperatura corporal puede provocar efectos
adversos sobre la espermatogénesis, lo que provoca una fertilidad reducida

(14).

1.4 LESIONES MACROSCOPICAS.

Las lesiones encontradas en la IP no complicada son fundamentalmente las
correspondientes a una neumonia virica. Los cambios se limitan a menudo a
los I6bulos apical y cardiaco de los pulmones, aunque en casos graves mas de
la mitad del érgano puede estar afectada. Las vias aéreas pueden estar llenas
de exudado fibrinoso tefido de sangre y los ganglios mediastinicos y los
bronquios suelen verse agrandados, edematosos y ocasionalmente

congestionados (6, 24, 25).

1.5 LESIONES MICROSCOPICAS.

Histolégicamente se puede observar degeneracion diseminada, necrosis del
epitelio de bronquios y bronquiolos, alvéolos con exudado e infiltracion de
neutrofilos, hiperemia con dilatacion de capilares, infiltracion de los tabiques

alveolares con linfocitos y células plasmaticas, proliferacion de neumocitos tipo



2 y formacién de membrana hialina en la luz de los conductos alveolares (6,

25).

1.6 EPIDEMIOLOGIA.

La influenza porcina (IP) ha cambiado de ser un padecimiento estacional
ocasionado por un genotipo viral estable, para convertirse en una enfermedad
respiratoria de incidencia constante causada por multiples subtipos que se
encuentran bajo continuo cambio (26); éstos genotipos estan presentes en
aves acuaticas silvestres y llegan a diferentes especies de mamiferos de
manera directa o a través de aves domeésticas; mamiferos marinos como focas
y ballenas son afectados al igual que (27,28,29) mamiferos terrestres entre los
que se encuentran cerdos (30), caballos (31), tigres y leopardos (32), y en
fecha reciente perros (33). Ademas se sabe que las aves acuaticas fueron el
reservorio del virus prototipo y son un reservorio importante para la generacion
de nuevos subtipos, asi mismo se sabe que el virus coloniza las células
intestinales sin causar signos de la enfermedad , excretandose en altas
concentraciones por las heces siendo un gran riesgo pues éstos virus se han
aislado del agua de los lagos, lo que indica que las aves acuaticas tienen gran
potencial para transmitir el virus contaminando las fuentes de agua que pueden
ser de consumo humano y animal. El virus de influenza es estable por lo menos
durante 4 semanas en agua a 4°C y durante 5 dias en agua a 20 °C,

propiedades que facilitan la transmision (14, 34).



Asi mismo el cerdo sirve como reservorio de H1N1, HIN2 y H3N2, y a menudo
esta implicado en la transmision interespecies de estos virus. La prevalencia
del agente en los cerdos y la introduccion de nuevos a través de otras especies
puede ser importante para la generacion de subtipos pandémicos, pues el
cerdo es el unico animal doméstico que es susceptible y permite la replicaciéon
de virus de influenza de origen aviar y humano, gracias a que el cerdo posee
en su epitelio traqueal ambos receptores especificos para los 2 subtipos virales

(35).

En poblaciones porcinas los brotes de influenza suelen asociarse a la
movilizacion de animales y la introduccién de pies de cria infectados a una
piara susceptible. Usualmente se presenta como un brote explosivo,
enfermandose todos los cerdos de la piara al mismo tiempo, dado que la via de
transmision es directa cerdo a cerdo por via nasal, la propagacion es rapida,
pues las secreciones nasales estan cargadas de virus durante las fases febriles
agudas de la infeccidn que duran aproximadamente 1-3 dias, proporcionando

una fuente abundante para infectar a animales susceptibles (6).

Una vez que la infeccidn ha aparecido en cualquier lugar donde hay cerdos y
no se lleva a cabo despoblacion total existe la posibilidad de circulacion
continua de virus (Madec y col. 1980). En regiones densamente pobladas de
cerdos, la diseminacion por aire puede contribuir a las epidemias explosivas en
grandes areas geograficas, en particular en areas con una poblacién

inmunolégicamente susceptible (6).



De acuerdo a observaciones, estudios e informacion que se ha obtenido de los
virus de influenza A, han puesto en manifiesto un ciclo epidemiolégico complejo

caracterizado por:

1. Varios grados de relacion antigénica entre los virus que afectan a

diferentes especies.

2. Diversos niveles de infectividad para diferentes especies y transmision

interespecies.

3. La observacion de que diferentes subtipos de influenza que infectan a
un solo individuo pueden recombinarse para formar un nuevo subtipo

viral (14).

Estas caracteristicas nos indican que ademas de su importancia veterinaria, la
influenza es un problema de salud publica debido a su capacidad de
transmision interespecies, entre éstas el hombre, como en el caso de Fort Dix
(Nueva Jersey, 1976) donde un virus de influenza derivado de una cepa
endémica en los cerdos se aisld de cinco soldados que sufrian cuadro

respiratorio agudo, de los que uno murio (14, 35).

Se ha probado que las recombinaciones de los virus de influenza A de las
personas, los cerdos, pollos y pavos pueden darse en condiciones que
simulaban la de la naturaleza. En una serie de experimentos, se permitido que
los virus de influenza se diseminaran de una forma natural desde animales
infectados experimentalmente a animales en contacto. En todos los

experimentos se aislaron virus recombinantes de los animales en contacto (14).



1.7 DIAGNOSTICO.

El diagnostico clinico de una infeccion por el virus de influenza sélo puede
realizarse de forma presuntiva dado que no existen signos patognomonicos.
Ademas la infeccion puede presentarse de forma aguda o pueden existir casos
subclinicos atipicos, en especial en las poblaciones que poseen inmunidad
parcial (14). Por ello hay diferentes pruebas diagnésticas que determinan la
presencia del VIP y aunque la deteccion de éste en secreciones nasales o
directamente en el pulmén de animales afectados clinicamente es considerado
un diagnostico definitivo, la serologia es una herramienta que nos ayuda a
detectar a través de anticuerpos a aquellos animales que estuvieron expuestos
al virus, pues debido a que la enfermedad tiene un curso muy corto y el agente
se hace practicamente imperceptible en secreciones nasales o en pulmones,

es una opcion bastante viable (14).

La serologia también es utilizada para obtener datos acerca del estado
inmunoldgico de la piara en diferentes etapas realizando muestreos pareados,
asi como determinar la respuesta de los animales a la vacunacién, entre otras
cosas.

Dentro de las pruebas seroldgicas que existen para la deteccidon de anticuerpos
contra el VIP se encuentran: la inhibicion de la hemoaglutinacion,
seronuetralizacién y la prueba ELISA; pero de éstas la IH ha sido la mas
utilizada en medicina veterinaria para el diagnéstico en laboratorio del VIP,
ademas de ser considerada la prueba estandar por la Office International des

Epizooties (OIE, (14, 36).



La IH se basa en la capacidad del VIP de aglutinar glébulos rojos y esta
disefada para detectar anticuerpos especificos contra la HA, por ello es posible
detectar diferentes subtipos como, H1N1 y H3N2, siempre y cuando la prueba
se realice de manera independiente con los antigenos adecuados. Sus
mayores inconvenientes son la sensibilidad a los inhibidores no especificos
presentes en los sueros y las reacciones cruzadas entre las cepas del mismo

subtipo (14, 37)

Por otro lado existe una herramienta diagndstica que se utiliza para identificar
de manera rapida el virus a partir de hisopos nasales, de suero o de pulmon,
ésta es la reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como PCR por sus
siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction). Su elevada sensibilidad y
especificidad, la convierten en una excelente técnica base para la
caracterizacion genética de los virus, ya que se utiliza para evidenciar la
presencia del acido nucléico virico, pues consiste en convertir el ARN del VIP a
ADN utilizando una enzima conocida como transcriptasa reversa, con ello se
logra un ADNCc (acido desoxirribonucleico complementario), después se inicia el
reconocimiento y la amplificacion repetitiva de una fraccién de ADN utilizando
sondas de oligonucledtidos o iniciadores (37). La visualizacion de los
resultados de ésta técnica se realiza en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con

bromuro de etidio dentro de una camara de luz ultra violeta.






2. JUSTIFICACION.

La enfermedad de influenza porcina en México ha sido diagnosticada
principalmente en granjas comerciales, sin embargo a partir del brote
epidémico en humanos es necesario identificar el papel que juegan los cerdos
de traspatio en la dinamica de infeccion de los virus de influenza, por tal motivo
se pretende determinar si existe circulacidon viral de los subtipos estacionales

en cerdos como el H1N1 y H3N2.

La comunidad elegida para el estudio tiene la particularidad de encontrarse
muy cercana al valle de Perote, zona fronteriza entre los estados de Veracruz y
Puebla y resulta de gran importancia para la porcicultura pues ahi opera una
compafia dedicada a la produccion comercial de cerdos para abasto
participando anualmente con el 12% de la produccién nacional, equivalente a

mas de un millén de cabezas (40).



3. HIPOTESIS.

La seroprevalencia de los subtipos de influenza porcina en animales de
traspatio es menor al 30%, debido a la falta de vacunacién y a la poca
diseminacion del virus en poblaciones de cerdos en granjas de traspatio, las
cuales cuentan con muy pocos cerdos en comparacion con granjas

tecnificadas.



4. OBJETIVOS.

1. Determinar la seroprevalencia en cerdos de traspatio de la comunidad

de La Gloria, Veracruz hacia los subtipos H1N1 y H3N2.

2. Determinar el subtipo viral presente en los cerdos a través de RT-PCR

multiple.



5. MATERIALES Y METODOS.

Las muestras del estudio correspondieron al banco de sueros de Departamento
de Produccion Animal: Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM, las cuales fueron colectadas durante un censo de
poblacién de cerdos de traspatio de la comunidad La Gloria, Veracruz durante
el mes de junio del 2009; el total de cerdos muestreados fueron 147, de los
cuales se obtuvieron hisopos de exudado nasal y 142 sueros pues 5 de los
animales no se logré obtener muestra de sangre, por ser muy pequefos O
encontrarse en gestacion.

No se tienen antecedentes de vacunacion en los animales de la comunidad,

contra influenza porcina, ni contra alguna otra enfermedad.

5.1 PRUEBA SEROLOGICA.

Para la deteccion de anticuerpos se realizdé la prueba de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion, conforme al protocolo de Znyder M. 1981. Realizando
diluciones seriadas de 1:10 hasta 1:1280, de las cuales se consideraron como
positivos aquellos sueros que presentaron sedimentacion en la dilucion mayor

o igual a 1:80 y negativos aquellos con titulos inferiores a 1:80.



5.2 AISLAMIENTO VIRAL.

Para el aislamiento del virus a partir de las 147 muestras de hisopos nasales de

cada animal se realizaron los siguientes pasos:

1.

2.

Se descongelaron las muestras y se filtraron en prefiltros y microfiltros
de Millipore hasta llegar a un diametro de 0.22 micras, dentro la
campana de flujo laminar.

Lo que se obtuvo de la filtracién se colocé en tubos ependorff estériles y

fueron identificados con plumon de tinta indeleble.

Para el aislamiento del VIP se utilizaron embriones de pollo (Libres de

Patogenos Especificos) de 9 a 11 dias de edad uno por muestra.

a.

Se ovoscopiaron los embriones y la camara de aire, asi como la posicion
del embrion fueron marcadas.

Se desinfectd con alcohol el area de la camara de aire y se perforo del
lado opuesto al embrion.

Se inocularon 200 pl del filtrado obtenido de los hisopos nasales y se
sellé con pegamento liquido.

Se incubaron a 37°C.

A las 24 horas se revisaron y los embriones muertos se eliminaron.

A las 48 horas se revisaron los embriones y se recolectaron
aproximadamente 200 ul de liquido corioalantoideo y se coloco en una
placa de 24 pozos para hacer prueba de aglutinacién individual para

comprobar la presencia de virus.



g. Para la aglutinacion se utilizaron eritrocitos de ave al 0.5% y se
colocaron en cada pozo 200 pul, se dejaron a temperatura ambiente
durante 20-30 minutos y se reviso al microscopio.

h. En aquellos pozos donde se localizé aglutinacién, se identificaron los
fitrados y se separaron del grupo, para realizar la deteccion y

subtipificacion por RT-PCR que a continuacion se describe.

5.3 EXTRACCION DE ARN VIRAL.

Posterior al aislamiento vira se realizo la extraccion de ARN viral a partir de las
muestras filtradas de los hisopos nasales que resultaron positivos a la prueba
de aglutinacién de la siguiente manera:

Se tomaron 200 ul de muestra y se colocaron en un tubo ependorff, se
afiadieron 25 pl de Proteinasa K, 200 ul de solucién de lisis y 5 pyl de RNA
acarreador, se homogenizo en el agitador tipo Vortex durante 15 segundos y se
dejo incubar 15 minutos a 56°C. Posteriormente se centrifugé a velocidad
maxima (14,000 rpm) por 15 segundos, se retird la muestra de la centrifuga
para anadirle 250 pl de etanol absoluto volviendo a homogenizar en el agitador
tipo Vortex. El contenido integro del tubo ependorff se transfiri6 a un tubo con
microfiltro, se centrifugd a 6,800 rpom durante un minuto, se desechd el sobre
nadante, se agregaron 500 ul de solucion de lavado y se volvié a centrifugar a
6,800 rpm durante un minuto, se desechd el sobre nadante y se repitieron los 2
pasos anteriores, posteriormente se centrifugd a velocidad maxima durante un
minuto, se desecho el tubo con el sobrenadante y el microfiltro se cambidé a un

nuevo tubo ependorff donde se anadieron 40 pl de agua estéril libre de



RNAasa, finalmente se centrifugd durante un minuto a 14,000 rpm y se
desecho el microfiltro, quedando en el tubo ependorff al ARN(Kit PureLink de

Invitrogene).

5.4 INICIADORES PARA LA RT-PCR MULTIPLE.

Se utilizaron de iniciadores (forward y reverse) para cada uno de los genes H1,

N1, H3, N2, descritos en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Iniciadores utilizados.

INICIADOR NOMBRE DEL VIRUS SECUENCIA (5°-3))
HIF GGG ACA TGT TAC CCA GGA GAT
H1R GCATTG TAT GTC CAAATATCCA
N1F A/swine/Newdersey/11/76 (H1N1) TAT GCC TGG TTT TCG CTC AA
TTC GGG ATT ACAGTT TGT TG
NIR
H3F GGT TCC AAAGGAGACATTTITG
H3R CTATCC AAACAC CAT TGC CAT A
A/swine/Minnesota/9088-2/98
| H3N2 TGC GAT CCT GAC AAG TGT TAT C
N2F ( )
CAG ACACATCTGACACCAGGAT
N2R

5.5 TRANSCRIPTASA REVERSA (RT) Y RT-PCR MULTIPLE.

Se realizaron bajo el protocolo descrito por Beltran et al., 2008.




5.6 ANALISIS DE LA INFORMACION.

Con los datos arrojados se obtuvieron los: Rangos de los titulos de anticuerpos,
la media geométrica, moda, numero de animales positivos y negativos y

porcentaje de positividad.

Asi mismo se obtuvo el numero de aislamientos virales del total de las
muestras procesadas y porcentaje de aislamientos positivos, que fueron

confirmados mediante la técnica de RT-PCR.



6. RESULTADOS.

6.1 RESULTADOS DE SEROLOGIA.

De las 142 muestras de suero porcino analizadas, se obtuvo el 92.6% global de

seropositividad para ambos subtipos (Cuadro 2).

Como se puede observar en el Cuadro 2 y la Figura 2, de las 142 muestras 129
fueron positivas al serotipo H1N1, lo que representa el 90.8%, mientras que
para el serotipo 2 se obtuvo el 94.4 % de seropositividad con 134 sueros

positivos, como se muestra en la Figura 3.

Cuadro 2. Numero de sueros y porcentaje positivos al VIP.

Muestras H1N1 (%) H3N2 (%) Promedio (%)

142 129 (90.8%) 134 (94.4%) 92.6%

Figura 2.

Porcentaje de positivos y negativos para el
subtipo H1N1
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Figura 3.

Porcentaje de positivos y negativos para el
subtipo H3N2
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En el Cuadro 3 se puede observar que el rango de titulos para el subtipo H1N1
es menor que para el subtipo H3N2, asi como la moda de titulos es de 1:320

para éste ultimo.

Cuadro 3. Rango y moda de los titulos de anticuerpos en sueros porcinos

positivos a VIP.

Titulo Titulo Desviaciéon
Subtipo Moda
Minimo Méaximo Estandar
H1IN1 1:80 1:20 1:640 89.73
H3N2 1:320 1:20 1:1280 305.91

En la Figura 4 se puede apreciar que la distribucion de los titulos de
anticuerpos para H1N1 se centra en 1:80 y 1:160, abarcando mas del 78% de

los sueros positivos para dicho subtipo.



Figura 4.

Distribucidén de los titulos de anticuerpos contra
VIP H1N1
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En la Figura 5 se observa que la distribucion de titulos de anticuerpos para el
subtipo H3N2 se centra en titulos que van de 1:160 a 1:640, viendo asi que los
titulos obtenidos en la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion son mas

altos en comparacion con el subtipo H1N1.

Figura 5.

Distribucion de los titulos de anticuerpos contra
VIP H3N2
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6.2 RESULTADOS DEL AISLAMIENTO VIRAL Y RT-PCR.

Las pruebas de aislamiento viral realizadas en embriones de pollo a través de

los 147 hisopos de exudado nasal, dieron como resultado 28 muestras



positivas para virus aglutinante de eritrocitos aviares. Estos 28 aislamientos
fueron analizados bajo la técnica de RT-PCR multiple hacia los genes H1, H3,
N1 y N2, para asi poder identificar los tres subtipos virales presentes en los

cerdos (H1N1, H3N2 y H1N2) obteniendo los siguientes datos (Cuadro 4):

Cuadro 4.

Muestras sospechosas Positivos  Totales %

al aislamiento viral en el primer -
pase 28 147 19.95 %

En el cuadro 5 se aprecia que de las 28 muestras que fueron positivas en el
aislamiento viral en embrion de pollo, 10 de ellas resultaron mediante la prueba
de RT-PCR positivas al subtipo H1N1 y siete al subtipo H3N2, las once

restantes fueron negativas al virus de influenza porcina.

Cuadro 5. Subtipos virales detectados a través de RT-PCR

Tipo Numero Porcentaje

HIN1 10 35.71%

H3N2 7 25%
Negativas 11 39.28%

Las 119 muestras que resultaron negativas en el primer pase del aislamiento
viral en embrion de pollo, fueron sometidas a un segundo pase resultando

nuevamente negativas.



7. DISCUSION.

Como ya se ha mostrado en diversos estudios, el cerdo es la especie que
actua como el mayor reservorio de los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 del virus
de influenza, provocando una de las enfermedades de mas alta morbilidad que
repercute directamente en los parametros productivos (8), ya que llega a

provocar abortos, repeticiones, camadas pequefias, alteracion en la produccion



espermatica, puede también aumentar los dias para alcanzar el peso para la
venta, pues disminuye el consumo de alimento y afecta la conversion
alimenticia; y cuando la enfermedad se asocia con otros agentes patogenos, ya
sean virales o bacterianos éstos signos se agravan y aumenta la mortalidad

impactando aun mas en la economia de los productores ( 8,14,23).

En el presente éste patdogeno ha recibido mayor atencién por la actual
pandemia existente. A pesar de ello se hallan pocos reportes acerca de la
seroprevalencia de éste agente en animales de traspatio; por éstas razones es
importante analizar todas aquellas herramientas diagndsticas aplicables y
disponibles hoy en dia que faciliten la deteccion oportuna y mayormente
precisa sobre la dinamica de la infeccion, sobre todo en éste tipo de sistema de

produccion que no ha sido estudiado con detenimiento.

De acuerdo a los resultados obtenidos, del total de muestras analizadas (142
sueros), el 90.8% fueron positivas para H1N1 y el 94.4% para H3N2, a pesar
de que éstos resultados no coinciden con los obtenidos por Jiménez N. 2006,
donde la seropositividad para el subtipo H3N2 fue en promedio del 50% en
animales de traspatio; en ambos estudios la seroprevalencia es mas alta de lo
esperado en un sistema rural, pues se cree que la circulacion viral es menor en
animales de traspatio, ya que no se lleva a cabo un calendario de vacunacion,
no se encuentran en hacinamiento y suelen ser mas resistentes a las
adversidades climatologicas y a enfermedades; sin embargo, en éstos dos
casos el nivel de anticuerpos es aproximado al encontrado en sistemas de

produccion tecnificado y semitecnificado (10).



Asi mismo, en un estudio enfocado hacia el subtipo H3N2 en la Republica
Mexicana en el 2005 en granjas tecnificadas, el estado de Veracruz resulté ser
la segunda entidad con mayor seroprevalencia en el pais, reportando 65% de
animales con anticuerpos y rangos de titulos positivos desde 1:80 hasta 1:1280
(9); de acuerdo a éstos resultados se observa que la seropositividad de los
animales de La Gloria es mas alta que los datos que la anteceden, tomando en
cuenta las diferencias entre los sistemas de produccién; sin embargo los
rangos de los titulos positivos son iguales para ambos estudios (de 1:80 a
1:1280). Esto nos puede sugerir que la circulacion viral en Veracruz es activa
sin importar el estado inmune de los animales, ni bajo qué condiciones éstos se

desarrollan.

Trujillo et al. en el 2004 analizaron 474 sueros porcinos de 3 estados de la
Republica Mexicana, donde obtuvieron 45.9% de sueros positivos a la
presencia de anticuerpos contra el subtipo HIN1 y 29.74% para el subtipo
H3N2, con rangos de titulos positivos desde 1:80 hasta 1:640 (38); la
seroprevalencia reportada es notablemente inferior a |la obtenida en este
estudio, sin embargo, cabe mencionar que al igual que el reporte de éstos
autores, existen muchos otros donde la presencia de anticuerpos para el
subtipo H1N1 es superior que para el subtipo H3N2, por ello es importante
destacar que dicha informacion no coincide con la obtenida en este trabajo
donde la prevalencia para el subtipo H3N2 resulté mas alta. Los rangos

positivos de éste estudio son cercanos a los presentados por Trujillo et al (38).



Es importante para la produccion porcina tener en cuenta el papel que juegan
los animales de traspatio en la circulacion de los diferentes virus, pues por lo
general es un sector que recibe poca atencion, tal vez porque la produccion no
es significativa para la industria nacional. Este sistema también conocido como
rural, familiar o de autoabastecimiento, se caracteriza por su rusticidad y falta
de manejo, asi como nulas medidas de bioseguridad y medicina preventiva
pero también se destaca por la cercana convivencia de diversas especies
incluidas el hombre, dando las condiciones suficientes para que ocurra
transmision a animales susceptibles, a otras especies o recombinacién viral

(10, 14, 27, 35).

La deteccion de anticuerpos no implica necesariamente haber padecido o estar
sufriendo la enfermedad (14), o una exposicion previa al agente o a la
presencia de anticuerpos debido a inmunidad pasiva, sin embargo nos da
informacion valiosa acerca de la dinamica de la enfermedad en una poblacion,
por ello las pruebas seroldgicas tienen tanta importancia en el diagndstico de
enfermedades; sin embargo, el diagndstico clinico en medicina veterinaria ha
ido avanzando junto con las demas areas de la medicina y asi utilizando
herramientas como la RT-PCR multiple para la identificacion directa de agentes
infecciosos, que en comparacion con otros métodos, éste resulta ademas de
rapido, altamente especifico y sensible; y con ello una deteccién e identificacion
oportuna de agentes que puedan estar afectando en este caso a una poblacion
porcina y tener los fundamentos suficientes para implementar estrategias de

control y prevencién (37). Sin embargo su alto precio y la falta de laboratorios



que tengan disponible la prueba hacen que esta técnica aun no se utilice de

manera rutinaria.

En este estudio solo se lograron obtener datos a través de esta técnica de 17
aislamientos virales, 10 para H1N1 y 7 para H3N2, probablemente porque las
muestras de exudado nasal fueron obtenidas varios dias después de la
infeccion por el VIP y éste solo se localiza en secreciones nasales alrededor de
1-7 dias después del primer contacto con el agente (41,42), lo anterior se
puede confirmar con la presencia de anticuerpos en el suero, ya que éstos se
pueden detectar de cinco a siete dias pos infeccion (41). Sin embargo estos
datos representan un gran valor informativo ya que se pensaba que tanto la
prevalencia como la circulacion viral en sistemas de traspatio era limitado o

practicamente nulo.



8. CONCLUSIONES

1.

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos inferir que en el
poblado de La Gloria, Veracruz, donde se lleva a cabo la produccion de
cerdo de traspatio, el virus de influenza porcino se encuentra

ampliamente distribuido (92.6% promedio), en comparacion con otras

zonas del pais y otros sistemas de produccion.

En éste estudio también se logrd, mediante la aplicaciéon de RT-PCR
multiple determinar y corroborar la circulacion de los dos subtipos de IP
H1N1 y H3N2 en animales de traspatio, sin embargo, cabe destacar que
para que se obtuvieran mas resultados positivos mediante ésta técnica
las muestras de hisopos nasales de debieron haber colectado durante
los primeros siete dias pos infeccidon, que es cuando el virus es

excretado, de estar presente en secreciones nasales.

Con lo senalado en los dos puntos anteriores cabe destacar que
contrario a lo que se creia, el virus de influenza porcino se encuentra
presente y en circulacién continua en animales de traspatio; esto resalta
la importancia que podria tener éste sector pecuario en la circulacion
viral y la diseminacion de enfermedades hacia otros sistemas de
produccion y tal vez hacia las demas especies susceptibles, pues
generalmente las granjas tecnificadas se encuentran rodeadas por
cerdos de traspatio, por lo que entre estas dos poblaciones existen

diversas posibilidades de contacto (42).



4. Cabe mencionar que resultan de gran importancia los datos arrojados
acerca de la seroprevalencia en una poblacion de traspatio no solo en el
aspecto epidemiologico de la enfermedad, sino de la importancia de
tener un control mas estricto de ella no solo en las grandes
producciones, ademas de la poblacién porcina en general del pais, asi
como de los animales que son importados y/o trasladados dentro del

territorio nacional.
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