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INTRODUCCION

Los virus de influenza tipo A han sido aislados de una gran variedad de especies de
animales, incluyendo seres humanos, cerdos, caballos, mamiferos marinos y aves. Los virus
de influenza A en general, se limitan a la gama de huéspedes de acuerdo a un rasgo
poligénico y a la especificidad del receptor de la hemaglutinina (HA) que es considerada el
factor determinante para unirse a los receptores celulares.

La redistribucion ha jugado un papel fundamental en la evolucion del virus de la influenza A
en cerdos. Fue descrita por primera vez como una enfermedad en los cerdos en 1918 y el
primer virus de influenza A fue aislado de estos en 1930. Este aislamiento fue del subtipo
H1N1 y fue del mismo linaje que el virus de la pandemia de 1918. Dicho virus entro en la
poblacion humana y porcina en la misma época y ha evolucionado independientemente en
cada huésped. El “clasico” virus de influenza porcina H1N1 causd previsibles picos
estacionales de la enfermedad pero, no fue motivo de gran preocupacion econémica y
continud circulando como el virus de influenza dominante en la poblacién porcina de América
del Norte hasta 1998.

A finales de 1998, dos virus de influenza H3N2 diferentes, fueron aislados de cerdos que
presentaban una enfermedad severa similar a la influenza en Carolina del Norte, Minnesota,
lowa y Texas. En el aislamiento de Carolina del Norte se identificd un virus recombinante que
contenia HA, NA y PB1 similares al virus contemporaneo de influenza humana y los genes
M, NP, NS, PA y PB2 similares al linaje del virus clasico de influenza porcina H1N1. Los
aislamientos de Minnesota, lowa y Texas (triple recombinante) fueron aun mas complejos; al
igual que el aislamiento de Carolina del Norte, estos virus contenian HA, NA y PB1 de un
linaje del virus humano contemporaneo y M, NP y NS del linaje clasico porcino H1N1. Estas
cepas contenian genes PA y PB2 de un linaje de virus de la influenza aviar. Después de la
aparicion de estos dos virus recombinantes, el doble recombinante no continué circulando,
pero el virus triple recombinante se establecié en la poblacion porcina y siguid circulando y
evolucionando.

Un nuevo virus recombinante H3N1, fue identificado de cerdos que presentaban tos en
Estados Unidos. El analisis filogenético de la secuencia de nucleétidos demostré un
segmento HA con 95,9 a 99,5% de similitud en los nucleétidos con respecto a la parte Il del
virus de influenza porcino H3N2, que es el genotipo predominante H3 que circula entre los
cerdos en EE.UU. El segmento NA era muy similar al del virus H1N1 clasico, con 92 a 93%
de identidad entre las secuencias virales disponibles en el GenBank, pero mostraron una
mayor homologia (98 a 99%) con el virus H1IN1 contemporanea del Medio Oeste. Otros
genes eran de origen porcino (M, NP y NS1), aviar (PA y PB1) y humano (PB2),
representante de la composicion interna del gen contemporanea del virus porcino triple
recombinante H3N2 de América del Norte. Esto sugiere que los virus de la influenza H3N1
A/Swine/Minnesota/00395/2004 son una recombinacion que contiene genes del virus de


rocio
Stamp


influenza porcina triple recombinante H3N2 y del virus de influenza porcino contemporaneo
H1N1.

La influenza porcina no se reporté en Europa hasta 1976, cuando el virus clasico porcino
H1N1 fue detectado en cerdos en lItalia. Por la misma época, un virus totalmente humano
H3N2 se presentd en la poblacion porcina europea. En 1979, un virus de influenza aviar fue
aislado de los cerdos en ltalia, este virus H1N1 similar al aviar rapidamente sustituyo al
clasico virus porcino H1N1 como el linaje dominante y se sometié a una redistribucion con el
virus H3N2 humano, dando lugar a un virus con HA y NA similar al humano y los genes
internos similares al virus aviar.

Un virus H1N2 que contenia H1 humano, N2 porcino y genes internos de origen aviar, fue
aislado de cerdos en Gran Bretafna en 1994. En 1999 se aislé de una granja de cerdos que
presentd infecciones respiratorias y abortos, un virus de influenza H1N2; el analisis
filogenético indico la recombinacién entre el clasico virus porcino H1 y el virus recombinante
H3N2, aislado en América durante 1998. En el 2005 fue aislado en Alemania un nuevo virus
H1N2 resultado de la recombinacion entre H1N2 y H3N2 porcino.

La mayoria de los virus de influenza porcina de Europa también circulan en Asia, pero hay
varios linajes que solo se han aislados en este continente. El virus humano H3N2 fue aislado
por primera vez de cerdos en Taiwan en 1970 y continua circulando en la poblacién porcina
junto con varios diferentes virus recombinantes del mismo virus.

El virus aviar H5N1, se ha aislado esporadicamente de cerdos en China e Indonesia, pero no
parecen ser altamente patdogenos en la especie porcina y no se ha establecido en la
poblacién. Ultimamente, los virus recombinantes de virus aviar H5N1 y HON2 provocaron
enfermedades y muerte en los cerdos en algunas partes de China y actualmente el virus
H5N1 aviar se esta transmitiendo entre humanos de diferentes paises asiaticos.

Los datos antes mencionados son una recopilacion de informacién que nos sirve para darnos
cuenta que Asia es uno de los continentes que por sus usos y costumbres en el manejo de
un solo habitat para diferentes especies, asi como la sobrepoblacién que existe en algunos
de sus paises, permite que los virus evolucionen y se recombinen mas rapido para poder
infectar a otras especies, siendo quizd mas patdgena en la especie recién adaptada,
esperando alguna modificacion en sus regiones antigénicas que le permita reconocer nuevos
receptores o quiza ser mas virulento en una nueva especie.

Por otro lado la responsabilidad de la enfermedad en nuestro pais, recae en nosotros por tal
motivo nos fijamos 2 objetivos en el presente estudio, los cuales fueron identificar variantes
del virus de influenza y ver si hay cepas antigénicamente diferentes.

RESULTADOS EN MEXICO

Se realizd muestreo a nivel de rastro y se obtuvieron muestras de pulmdn, traquea y
linfonodos, ademas también se consiguieron muestras de semen y suero.

Se obtuvieron un total de 1209 muestras, los estados de la Republica Mexicana muestreados
los siguientes:



Estado de México (149), Veracruz (262), Puebla (90), Jalisco (165), Querétaro (130),
Michoacan (13), Guanajuato (127), Tamaulipas (9), Oaxaca (3), Yucatan (140), Hidalgo (6),
Guerrero (14), Sonora (30), D.F. (15), Campeche (40), Tlaxcala (15), Morelos (1). Total de
muestras obtenidas: 1209.

Estados muestreados

Muestras positivas gRT-PCR

Veracruz, 5 Tamaulipas, 2

Jalisco, 3

CQuerétaro, 2

Guanajuato, 1
Estado de México, 10
Michoacan, 1

Maorelos, 1

Puebla, 1 Tlaxcala, 1 Distrito Federal, 1



REPORTE DE LAS SECUENCIAS AL GEN BANK

Muestra Nomenclatura Acceso GenBank Subtipo
Pulmoén (A/swine/Mexico/Mex19/2010(H1N1)) CY1223330 H1N1
Pulmoén (A/swine/Mexico/Ver29/2010(H1N1)) CY122386 H1N1
Pulmoén (A/swine/Mexico/Qro35/2010(H1N1)) CY122378 H1N1
Pulmoén (A/swine/Mexico/Ver37/2010(H1N1)) CY 122401 H1N1
Pulmon (A/swine/Mexico/Mich40/2010(H3N2)) CY122362 H3N2
Pulmén (A/swine/Mexico/Mex51/2010(H3N2)) CY122346 H3N2
Pulmén (A/swine/Mexico/Mex52/2010(H1N1)) CY122354 H1N1

DETERMINACION DE LA VARIACION ANTIGENICA

Aislamientos virales. Se trabajaron con 8 aislamientos virales de Influenza porcina de
diferentes partes de México, los cuales fueron reportados en parrafos anteriores.
Replicaciéon viral. De cada uno de los aislamientos se realizd la replicacion viral en
embriones de pollo de 9-11 dias. A las 72 horas postinoculacion se procedio a titular con
eritrocitos de ave al 0.5%. El virus recuperado de cada aislamiento sirvié para la elaboracion
del suero hiperinmune por aislamiento y para las pruebas de Inhibicion de la
hemoaglutinacién homologa y heterdloga.

Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion(IH).

IH Homadloga: La prueba se utilizé para detectar la presencia de anticuerpos especificos de
cada asilamiento con su suero hiperinmune respectivo por medio de la IH. Los sueros se
pusieron en contacto con el virus para que se llevara a cabo una reaccidn antigeno-
anticuerpo y el virus fuera neutralizado, la reaccién fue evidenciada por medio de eritrocitos
de ave al 0.5%, los cuales en presencia del virus aglutinan (suero negativo) y en ausencia de
virus sedimentan (suero positivo). Las diluciones de los sueros iniciaron con 1:10 hasta
1:20480, se considero un titulo positivo a partir de una dilucidn de 1:80. La lectura se realiz6
tomando la dilucién inversa a donde comienzo a observarse la aglutinacién de cada uno de
los sueros.

IH Heterdloga (Estudios de desafio cruzado). Se realizé el ensayo de Inhibicién de la
hemoaglutinacion empleando la técnica descrita anteriormente, utilizando diferentes
diluciones de anticuerpos, confrontadas con los virus heterélogos a una concentracion de 8
UH. Después de 1 hora se realizo la lectura. La interpretacion de resultados se efectudé con
los mismos criterios descritos en la IH Homologa.

Porcentajes de proteccion cruzada. El porcentaje de proteccion obtenido con los desafios
de virus homodlogos y heterélogos fue calculado de la siguiente manera. Los valores de
proteccion (VP) fueron calculados para cada una de los aislamientos usando la ecuacion de
Archetti and Horsfall '® que se describe a continuacion. Los titulos de IH fueron usados en el



calculo de los valores de relacion antigénica (VRA). Los titulos fueron usados para establecer
los valores de r1 y r2, en donde r1= titulo heterdlogo #2 / titulo homdlogo #1, y r2 = titulo
heter6logo / homdlogo #2. Los porcentajes de proteccion antigénica (PPA) que tuvieron un
valor de 0 fueron reemplazados con el valor 0.01 para poder realizar los calculos mediante la
multiplicacion de los valores de r (r1 x r2), del cual el resultado fue multiplicado por 100 para
convertirlo en porcentaje.

Cuadro 2. Valores de relacion antigénica entre aislamientos virales.

Virus V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7
V1 1.00 0.7 0.7 0.5 0.5 0.5 0.5
V2 1.00 0.7 0.5 0.5 0.3 0.3
V3 1.00 0.7 0.7 0.5 0.5
V4 1.00 1.0 1.0 1.0
V5 1.00 1.0 1.0
V6 1.00 0.7
V7 1.00

CONCLUSIONES

Con los resultados de variacion antigénica podemos asegurar que existen virus
antigénicamente diferentes que se encuentran circulando en la poblacién porcina de México.
Los virus de valor 0.5 o menor indican que son antigénicamente otro subtipo.

También podemos asegurar que los resultados del diagndstico seroldgico de los laboratorios
estara determinado por el virus que maneje el laboratorio diagnéstico, ya que un suero
generado por un virus de campo, antigénicamente diferente, puede dar resultados falsos
negativos.

Esto también tiene implicaciones en el control de la enfermedad ya que si las vacunas
comerciales que actualmente existen no contemplan antigenos “semilla” con capacidad
antigénica protectora, seguiran circulando los virus que no hayan sido controlados por los
anticuerpos vacunales.
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