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Resumen

La influenza porcina, es una enfermedad respiratoria aguda viral altamente contagiosa, de morbilidad
elevada y capaz de provocar complicaciones letales. Tiene gran importancia en la industria pecuaria
debido a las cuantiosas pérdidas econdmicas que ocasiona su alta morbilidad. Por esta razon, en este
trabajo se implementaron las pruebas de cultivo celular y RT-PCR para las proteinas M, H y N para la
determinacion del virus de influenza porcina.

En este trabajo, se procesaron y analizaron 82 muestras de hisopos nasales, 12 lavados broncoalveolare:
y 12 tejidos pulmonares, dando resultados negativos para la deteccion del virus de influenza. Al comparar
la RT-PCR de la proteina M con la de cultivo celular como “Gold Standard” se obtuvo una sensibilidad y
especificidad del 100% e indice Kappa de 1, indicando una concordancia muy buena entre las dos
pruebas.
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Abstract

The swine influenza virus, is an acute disease that affects the respiratory tract of the pig, It is highly
contagious and have a raised morbility ratio also could turn into a fatal end. This disease has a very
important roll into the pig production farms since it is a cause of loses of funds. For that reason, this work
implemented the cell culture technique and RT-PCR for M, H and N proteins segments for the fast and
accurate diagnosis of this virus.

On this work, were tested 82 nasal swabs, 12 broncoalveolars washes, and 12 lung tissues, given negative
results for the swine influenza virus. During the compilation of RT-PCR for M protein segment with the
cell culture as a gold standard, it attained a sensibility and specificity of 100% and Kappa index of 1
indicating a good concordance between the two probes.
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INTRODUCCION pulmén) y el virus A/ISW/TX/4199/98/

] ] H3N2 (aislado de cerdos clinicamente afec-
El virus de la Influenza porcina pertenecetaqos en Texas). Estos virus fueron adquiri-
a la familia Orthomyxoviridae,posee un  gos por el ICA a través del National

RNA segmentado de polaridad negativa.yeterinary Services Laboratories (NVSL)
Con base en sus diferencias antigénicagycalizado en Estados Unidos.

existentes entre su nucleoproteina y la pro-

teina de matriz, se dividen en los tipos A, [ inea celular

B y C. Los virus de Influenza tipo A po-

seen distintos subtipos de acuerdo a lada linea celular MDCK que se utiliz6 para
16 hemaglutininas y 9 neuraminidasas. Ella replicacion y produccién de stock de los
virus influenza presenta variaciones virus fue suministrada por el Laboratorio
genéticas frecuentes en los segmentos dde Virologia del Instituto Nacional de Sa-
RNA. Ellas originan cambios en la secuen-lud.

cia nucleotidica de la neuraminidasa y/o

de la hemaglutinina, modificando su com- Muestras

posicién aminoacidica e identidad anti- _
génica (Samsoet al., 2006). Las muestras que se analizaron en este es-

tudio fueron 86 hisopos nasales de dacron,
Todos los subtipos de influenza aviar 12 tejidos pulmonares de cerdos que pre-
se pueden replicar en cerdos y losSentaron signos y sintomas compatibles con
rus de influenza humana. En 1986 se )
demostré la evidencia que el virus delLas muestras de hisopos nasales se recolec-
la Influenza porcina en cerdos de Euro-t@rony se procesaron de acuerdo a lo descri-
pa tuvieron su origen en aves, se prc,_to en el Manual de vigilancia y diagnéstico

pagd al humano y ocasioné enfermedadde 12 influenza en animales de la Organiza-
(Kida et al., 1994). cion Mundial de la Salud. El sobrenadante

se utilizé para realizar el aislamiento viral,
Por esta razon, en este estudio se impleY & sedimento se sometié a la prueba de
mentaron dos metodologias diagnésticasRT'PCR-
para la deteccién del virus de la Influenza .
porcina, mediante el analisis de cepas dd-aS muestras de tejidos pulmonares se ob-
referencia y en muestras procedentes dduvieron durante la necropsia de cerdos
granjas intensivas que fueron seropositivassoSPechosos de estar infectados con el vi-

por medio de la prueba de inhibicién de la"us de influenza. Y las muestras_de lava-
hemaglutinacion. dos broncoalveolares se obtuvieron de

cerdos sacrificados en mataderos, los pul-

mones mostraron microscopicamente com-
MATERIALES Y METODOS patibilidad con neumonia intersticial, y

fueron analizados mediante la técnica de

Virus de referencia RT-PCR.

Los virus de Influenza porcina, que se uti- sensibilidad de la prueba de cultivo
lizaron para la implementacion de las téc-ceylar y RT-PCR

nicas de cultivo celular y RT-PCR fueron
las cepas de referencia internacionales ASe realiz6 inicialmente una prueba para de-
Swine/lowa/73/H1N1 (aislado del tejido de terminar la sensibilidad de las células MDCK
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para el aislamiento del virus de influenza, Trizol (Gibco BRL), que es una modifica-

con las cepas de referencia siguiendo la téceién del método del tiocianato de Guani-

nica descrita en el manual de la OIE (OIE,dina descrito por Chomczynski y Sachi,

2004). Se tomaron las cepas de referencid987.

correspondientes a los virus HIN1 y H3N2

que tuvieran titulos hemaglutinantes por laTranscripcién reversa (RT)

técnica HI de: 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,

1:128, 1:256, 1:512 y 1:1024 (0.6, 0.9, 1.2,Inicialmente se realizé la transcripcion

1.5, 1.8, 2.1, 2.4, 2.7 y 3.0 log virus) y se'eversa (RT) de la siguiente maneraul Ble

inoculé cada virus en frascos de cultivosRNA fueron mezclados con 1.5l de

celulares de 25 cheon monocapas de célu- fandom hexamers (Promega, Estados Uni-

las MDCK de 24 horas de cultivo, a razon dos) de 70 ngd'y 1.5l del primer Uni 12

de 1 ml del virus por frasco. (Invitrogen life, Technologies) de 25\V.
Esta mezcla se denaturd a 65°C durante 3

Cuando se observé la presencia de efectdlinutos en el termociclador (Perkin Elmer

citopatico, se congelaron los frascos a -70°cGene PCR system 2400). Luego se agrego

por 24 horas y luego se realizo la pruebd@ mezcla que contenia los siguientes

RT-PCR, utilizando una muestra de célulasi®activos con las siguientes concentracio-
suspendidas. nes: Buffer RT (Promega) 1X, dNTPs
(Promega) 0.5 mM, RNaseout (Invitrogen)
) 1U/ul, RT M-MLV (Invitrogen) 5Uul y
Procesamiento de las muestras agua DEPC hasta completar un volumen
final de 25pl. Esta mezcla se llevo al ter-
Los sobrenadantes de las muestras de

1 (o] i o]
hisopos nasales procedentes de la (:entrir-m)C'(:laIdor a 42°C por 20 minutos y 94°C

fugacién, se inocularon por duplicado enPY' 3 mmutos. El .C.DNA que se obtuyo por
frascos de cultivos celulares de 25%m esta técnica se utilizdé para el montaje de la

con células MDCK en monocapa de 24 PCR para las proteinas M, Hy N.
horas de acuerdo a lo descrito en el Ma%L-k para la oroteina M
nual de la OIE. (OIE, 2004). Las muestras P P

que no presentaron efecto citopatico, Sepgrg |a PCR, se tomd,& del cDNA obte-
congelaron a -70°C durante 24 horas ynido en la RT y se le agregé una mezcla
luego se centrifugaron a 3000 rpm dU'que contenia: MgG(Promega) 1.5 mM,
rante 30 minutos. El sobrenadante se inogyffer de PCR (Promega,) 1X, dNTPs
culé en un nuevo frasco de células MDCK(Promega) 0.2 mM, primer MWSN-5 (I) y
utilizando el mismo procedimiento. Las p\1023R (1) (Invitrogen, Life Technolo-
muestras que no presentaron efecto citogies) 0.6uM de cada uno, Tag polimerasa
patico se sometieron a un tercer pasajqpmmega) 0.025l y se agreg6 agua has-
en forma similar. Las muestras del tercerg completar un volumen de 26&. Se lle-

pasaje que no presentaron efecto citopayg al termociclador con las siguientes
tico se analizaron mediante la técnica decondiciones: denaturalizacion inicial a

RT-PCR. 94°C por 2 minutos, 30 ciclos a: 94°C por
1 minuto, 50°C por 1 minuto y 72°C por 3

Extraccion de RNA viral minutos; y una extension final a 72°C por
8 minutos.

La extraccion viral de las muestras de
hisopos nasales, tejido pulmonar y lavadoLas secuencias de los primers utilizados
broncoalveolar se realizé por el método delWebsteret al., 2002 fueron las siguientes:
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MWSN-8: 5" GAA GGT AGA TAT TGAAAG  Electroforesis
ATG 3
La deteccion de los productos de PCR se

M1023R: 5 GAA ACA AGG TAG TTT TTT realizd en gel de agarosa al 1,5%, éste se

ACTC3 coloreé con bromuro de etidio por cada
50 ml de agarosa. Se dispensd e loading

Uni 12: 5 AGC AAAAGC AGG 3 buffer y 10ul del producto de PCR en el gel.
Se utilizé un patrén de talla molecular de

PCR para la H1 y H3 100 bp (Promega). La electroforesis se co-

i rri6 a 80 voltios. Los productos visualizados
Para la PCR, se tom6j2 del cDNA obte-  fyeron de 1015bp para la PCR de la protei-
nido en la RT y se adicion6 una mezclanp, \ y de 467bp para Hly 722bp para H3.
que contenia: MgG(Promega) 1.5 MM, para N1 514bp y N2 791bp. Estos produc-
Buffer de PCR (Promega) 1X, dNTPS {5 fyeron visualizados y fotografiados bajo

(Promega) 0.2mM, primers 0@M de  |yz yltravioleta con una camara Polaroid.
cada uno, Taqg polimerasa (Promega)

0.02UMl y se agregéagua DEPC hasta ppalisis de datos

completar un volumen de 28. Se lle-

vO al termociclador con las siguientes Se determinaron las caracteristicas operati-

condiciones: denaturalizacion inicial a vas: sensibilidad, especificidad, valor

95°C por 10 minutos, 40 ciclos 85°C  predictivo positivo y valor predictivo ne-

por 1 minuto, 50°C por 1 minuto y 72°C gativo con sus intervalos de confianza del

por 1 minuto; y una extension final a 95% para la prueba de RT-PCR de la pro-

72°C por 7 minutos. teina M, teniendo como “Gold Standard”
la prueba de cultivo celular. Los resultados

Las secuencias de los primers utilizadosobtenidos se analizaron en el programa

(Chiapponiet al., 2003) fueron las si- Epi-info 6.0d.

guientes:

H1-550F: 5" AAC AAY AAR GRG AAA GAA RESULTADOS Y DISCUSION
GT3
Aislamiento de cultivo celular

H1-1016R: 5° GGG ACD TTY CTT ART CCT .
GT3 Las cepas de referencia HIN1 y H3N2 con

titulos hemaglutinantes 1:4, 1:8, 1:16,
H3-175F: 5 CARATTGAR GTGACHAATGC 3 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 y 1:1024
presentaron efecto citopatico en todas las
H3-896R: 5 GGT GCATCT GAY CTCATTA3  diluciones en un periodo de tiempo de 18 a
24 horas posinfeccion (Figuras 1A y 1B).
N1-617F: 5 TGAAAT ACAATG GCATAATAA
c3 La linea celular MDCK se selecciond te-
niendo en cuenta que es la que presenta
N1-1130R: 5’GGA TCC CAAATC ATC TCA  mayor sensibilidad para la replicacién del
AA3 virus de influenza. En estudios realizados
. . por Youil et al. determinaron la sensibili-
N2-575F: 5 GGAAAAGCATGG CTG CAT 3 dad de las células MDCK y VERO, utili-
zando la cepa de Influenza H2N2 y
observaron que ambas lineas celulares re-
plicaron eficientemente el virus, obtenien-

N2-1365R5'GTG CCA CAAAAC ACAACA
AT 3
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Figura 1A. Control negativo, monocapa normal de las células MDCK.

Figura 1B. Cultivo celular MDCK infectado con el virus de la In-
fluenza H1N1 dilucién 1:4. Notese (flecha) el efecto citopatico del
virus caracterizado por la fusion de la membrana formando sincitios.

do titulos infecciosos hasta de 10 Mertenet al, en 1999 y 1996 respectiva-
DICC50/ml, siendo la linea MDCK méas mente. Igualmente, Reiret al.,en un estu-
eficiente en la replicacién viral con una dio comparativo utilizaron células de las
diferencia de 2 Log comparada con las cédineas MDCK, VERO y MRC-5 en pruebas
lulas VERO. de aislamiento del virus de influenza a par-
tir de muestras de aspirados nasofaringeos
Estos resultados, también fueron reporta-<de humanos y encontraron que las células
dos y sustentados por Govorkogdal.y =~ MDCK tenian 100% de sensibilidad com-
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parada con un 71,4% de las células VERObaja carga viral. Hecho sustentado en el
y un 57,1% de las MRC-5. Manual de Diagndstico y Vigilancia de la
OMS (Websteret al., 2002).
Muestras de campo
De la misma manera, Ellist al. en 1997
Las muestras de los sobrenadantes de 10§roharon la sensibilidad de los primers H1,
hisopos nasales inoculados en las ceIuIa:’H& N1y N2 para el virus de Influenza A,
MDCK en los 3 pases sucesivos no presenpor medio diluciones seriadas de los virus
taron efecto citopatico cuando se observaye referencia y en todas las diluciones
ron al microscopio invertido. visualizaron banda, lo que demuestra que
~ la RT-PCR es un método sensible para de-
Estas muestras son adecuadas para el aislgscigr pequefias cantidades de virus, ade-

miento del virus de influenza y este se de-mas permite realizar la subtipificacion del
tecta con relativa facilidad en la fase agudajys.

de la enfermedad, es decir, entre 1-3 dias
posinfeccion (Websteet al., 2002, Richt  \jyestras de campo
et al., 2003, Heikkineret al.,2002; Brown,
1999). Todas las muestras de hisopos nasales, la-
vado broncoalveolar y tejido pulmonar
La negatividad de las muestras de los hisoposvaluadas dieron resultados negativos
nasales al virus de Influenza porcino, podriacuando se analizaron por la técnica de RT-
atribuirse a que los cerdos no se encontraPCR empleando primers para la proteina
ban en la fase aguda de la influenza, o ndM (Figura 2). La sensibilidad de esta técni-
fueron tomadas en el momento preciso de laa, para detectar genoma de virus de in-
maxima liberacién del virus, o que este cua-fluenza ha sido sustentado por varios autores
dro clinico pudo ser producido por otros Ellis et al., 1997, Carmaret al., 2000,
agentes virales o bacterianos presentes en @lakokefaloset al., 2000. Pachucket al.,
pais como PRRS\lycoplasma, Pasterella, 2004, Zhanget al., 1991, y Boivinet al.,

Bordetella APP entre otros. 2001. En un estudio donde se analizaron

1298 muestras de hisopos nasofaringeos

Reaccion en cadena de la polimerasa de pacientes humanos con sintomas com-
o ) patibles con Influenza el 42.4% de las
Sensibilidad de los primers muestras fueron positivas por RT-PCR com-

En el andlisis de la RT-PCR de los virus Oleparados con 30.9% en cultivos celulares.

referencia HIN1 y H3N2 utilizando los . .
. . .~ _Boivin et al en 2001 compararon las téc-
primers correspondientes y sus respectivos . ) .
nicas de inmunoensayo, cultivo celular y
marcadores de peso molecular de las pro- .
. . RT-PCR con muestras de hisopos nasofa-
teinas M, H y N, se obtuvieron bandas en .

o7 . . ringeos y obtuvieron resultados muy simi-
todas las diluciones del virus, asi como en .
o lares entre la RT-PCR y el cultivo celular.
los controles positivos.
Estos hallazgos soportan los resultados

. o obtenidos en este estudio descartandose la
La visualizacion de las bandas correspon-

. . . osibilidad de infeccion con virus de in-
dientes a las proteinas M, N y H de las dilu-P - .

. . fluenza en los animales seleccionados en
ciones del virus ensayadas, muestran la gran

sensibilidad de esta técnica para detectareI trabajo.

bajos titulos virales, lo cual asegura la de'Chiapponiet al. en 2003, realizaron un es-

teccion de virus en caso de que las mues; . L - .
. : tudio donde tipificaron los virus de influen-
tras seleccionadas en este estudio presenten
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 2. Electroforesis de muestras de campo de hisopos nasales analizadas por la RT-
PCR Linea 1. Patron de talla molecular de 100pb. Linea 2. Patrén de talla molecular de 50
pb. Linea 3: 4,5,6 y 9 muestras negativas. Linea 7: control positivo. Linea 8: control
positivo H1 N1. Linea 10: control negativo (agua DEPC). Linea 11: control positivo
H3N2.

za porcina HIN1, HIN2 y H3N2 por medio ron una sensibilidad del 100% y especifi-
de la técnica de RT-PCR utilizando 12 ce-cidad del 100% e indice Kappa de 1. Lo
pas de referencia que fueron cultivadas preque indica que hay una concordancia muy
viamente en la linea celular MDCK, las buena entre las dos técnicas indicando que
cuales mostraron efecto citopatico y a par-con RT-PCR se obtienen los mismos resul-
tir de las suspensiones de estos cultivos reaados que con la prueba de cultivo celular.
lizaron la extraccion del RNA viral. Los
primers utilizados en la RT-PCR, por estoslgualmente, Atmaet al. en 1996 compara-
autores, mostraron las proteinas especifiron la técnica de cultivo celular como “Gold
cas virales y una sensibilidad del 95%, ra-Standard” “versus” la RT-PCR vy kits co-
z6n por la cual se seleccionaron éstos paranerciales de ELISA para el diagnéstico de
la presente investigacion. Influenza A. Obtuvieron una sensibilidad
del 95%, una especificidad del 98% y una
Con respecto al andlisis estadistico, la téceficiencia del 97% con la técnica de RT-
nica de cultivo celular y RT-PCR con un PCR. Esta técnica fue la que presenté me-
intervalo de confianza de 95% demostra-jores resultados al compararla con el
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aislamiento, lo que permitio aplicar la prue- Porcicultores (ACP) y al Fondo Nacional de
ba para el diagnéstico de Influenza A. la Porcicultura, por hacer posible la
realizacién de este trabajo.
Finalmente, a pesar de que en las muestras
analizadas no se encontr6 el virus de la In-
fluenza porcina, se logré la implementacion LITERATURA CITADA
de técnicas para un diagnéstico eficiente y
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