IDENTIFICACION DEL VIRUS DE INFLUENZA PORCINA SUBTIPOS HIN1 Y H3N2 MEDIANTE RT-PCR.
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INTRODUCCION

El virus de influenza es un virus RNA que pertenece a la
familia Orthomixoviridae con tres tipos antigénicamente
distintos A, B y C. Existen varios subtipos basados en la
antigenicidad de las glicoproteinas de superficie,
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), actualmente
se han identificado 16 subtipos reconocidos de HA y 9
subtipos NA, los subtipos virales que afectan a los cerdos
son el HIN1, H3N2 y HIN2.

En la actualidad el uso de técnicas moleculares como la
transcriptasa reversa reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) han proporcionado alta sensibilidad y
especificidad para el diagnostico de enfermedades
infecciosas lo cual permite su utilizacion como un
complemento de otras pruebas de diagndstico.
MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizd en una granja porcina de ciclo
completo, con 150 hembras en produccion, localizada en
el municipio de Tenango, Morelos. El trabajo se dividio
en dos fases: En la fase uno se muestrearon 30 hembras
de 10 cada una de las siguientes areas: servicios,
gestacion y maternidad, de cada animal se obtuvieron
muestras de sangre para identificar la presencia de
anticuerpos mediante la técnica de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion (IH) y mediante la RT-PCR se
identifico la presencia de RNA especifico de los subtipos
HIN1 y H3N2 en sueros porcinos e hisopos nasales.

La fase dos consistio en un estudio longitudinal a 5
diferentes camadas eligiendo a 4 lechones por camada
para identificar el nivel de anticuerpos y la presencia
antigénica en suero e hisopo nasal, los muestreos se
obtuvieron a partir de la semana 4 hasta la semana 24 de
edad, con un intervalo de 4 semanas.

La identificacion de anticuerpos se realizé con la técnica
de Inhibicion de la Hemoaglutinacion, considerando un
titulo positivo a partir de la dilucion 1:80. La presencia
del virus se identifico con la estandarizacion de la técnica
de Transcriptasa Reversa Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) multiplex, con las siguientes
condiciones de reaccion: Un ciclo de desnaturalizacion
inicial a 95°C 5 min; Treinta ciclos de desnaturalizacion
95°C por 30s, alineacion 55.5°C por 1 min. y extension
72°C por 30s; por ultimo un ciclo de extension final a
72° por 5 min. Los iniciadores utilizados son los
descritos por Choi y cols. (2002). La extraccion del RNA
viral se realizd con la técnica descrita por Gibco Life
Technologies 1996. Los antigenos utilizados en ambas
técnicas, se encuentran reportados en el GenBank con el
siguiente numero de acceso K00992 para HINI1 y
AF153234 para H3N2.

RESULTADOS

Subtipo HINT1: con la técnica de IH, se encontr6 el 93%
de seropositividad en los animales de pié de cria; el
100% de los animales de la linea de produccion fueron

positivos a las 4 semanas de edad. En la semana ocho el
70% fueron seropositivos y para la semana 12 el 89% de
los cerdos; finalmente se encontrd seropositividad en el
100% de los cerdos a las 16 y a las 24 semanas de edad.
Con la técnica de RT-PCR multiplex hacia el subtipo
HINI, no se encontrdé presencia antigénica en suero e
hisopo nasal proveniente del pie de cria, mientras que
en la linea de produccion el 10% de los cerdos fueron
positivos a las cuatro semanas de edad, posteriormente se
encontr6é al 15% de los animales positivos en la octava
semana de edad; para la semana 12 en ningln cerdo se
encontr6 el virus. En la semanas 16 y 20 se encontrd al
17% y 11% de los animales positivos, respectivamente
hacia el subtipo HINT.
Subtipo H3N2: con la técnica de IH se encontrd lo
siguiente el 96% de las hembras fueron seropositivas; los
cerdos de la linea de produccion, en el estudio
longitudinal, presentaron un 75%, 40% y 84% de
seropositividad a las 4, 8 y 12 semanas de edad,
respectivamente. A las 16, 20 y 24 semanas de edad el
100% de los animales fueron seropositivos. Los
resultados de la técnica de RT-PCR multiplex hacia el
subtipo (H3N2), mostraron que 17% de hembras fueron
positivas identificando el antigeno en suero e hisopo
nasal. En la linea de produccion se detecto al 15% de los
cerdos positivos en la semana cuatro y ocho de edad. Con
la técnica de RT-PCR ningln animal fue positivo a este
subtipo en los muestreos posteriores.
DISCUSION
Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten
identificar que el subtipo H3N2 se encuentra circulando
en las hembras de pié¢ de cria y el subtipo HINI
prevalece circulando en los animales de la linea de
produccion. Es importante mencionar que este patron de
circulacion viral ya ha sido reportado anteriormente, sin
embargo los resultados se habian basado exclusivamente
en técnicas seroldgicas. También se puede observar que
el subtipo H3N2 presente en las hembras, es transmitido
a sus lechones por contacto directo, pero la cantidad de
anticuerpos transmitidos via calostro permiten el control
de la reinfeccion viral a las pocas semanas de vida del
lechon. También se detecta a través de los resultados
serologicos la disminucion de anticuerpos maternos hacia
las 8 semanas como lo reporta Morilla (2004) sin
embargo la reinfeccion viral en estas semanas, donde el
sistema inmune madura, permite que haya un incremento
de anticuerpos a partir de la semana 12 hasta encontrar
para ambos subtipos el 100% de animales seropositivos a
las 16 y 24 semanas de edad.
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