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RESUMEN

La influenza porcina (IP) es una de las enfermedades respiratorias
de mayor prevalencia en los cerdos en el ambito mundial, causa
brotes de gripe en los rebafios y usualmente pocos cerdos mueren.
La mortalidad se incrementa si la influenza se presenta como parte
del sindrome del complejo respiratorio porcino (CRP). En Venezuela,
se ha demostrado la presencia de infecciones tales como el sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (SRRP), coronavirus respiratorio
porcino (CRP), virus de Aujeszky y sindrome multisitémico de
emaciacion post-destete; no existiendo reportes de infeccion por el
virus de influenza porcina. El objetivo de este trabajo fue demostrar
la presencia de anticuerpos contra el virus de influenza porcina (VIP)
subtipos HIN1 y H3N2 en granjas de cerdos de Venezuela, mediante
la prueba de inhibicién de la hemoaglutinaciéon (IH). Se evaluaron
305 muestras de suero de cerdos provenientes de 10 granjas
ubicadas en diferentes estados de Venezuela: Anzoategui, Aragua,
Carabobo, Cojedes, Guarico, Miranda y Zulia. Las muestras de
sangre fueron tomadas al85 lechones en fase de crecimiento -
finalizacién y 120 muestras de madres. Los anticuerpos especificos
para el subtipo HIN1 (3/10) y H3N2 (4/10) fueron detectados en 7
de las 10 granjas. El subtipo H1IN1 fue detectado en 7,9% (24/305)
de los sueros y el subtipo H3N2 fue positivo en 8,2% (25/305) de los



sueros. El analisis seroldgico evidencié anticuerpos contra el VIP,
subtipos HIN1 y H3N2, pudiéndose inferir que la presencia de los
animales positivos es producto de una infeccion natural ya que, para
el momento del ensayo, no existen vacunas autdgenas ni comerciales
contra la enfermedad en Venezuela.

(Palabras clave: Cerdo, virus de influenza porcina, pruebas de
hemaglutinacién, anticuerpos, Venezuela)

ABSTRACT

Swine influenza is one of the most prevalent respiratory diseases
in swine throughout the world. Swine influenza causes coughing
outbreaks in the herds. Few swine usually die, but deaths increase if
the influenza occurs as part of the porcine respiratory disease
complex (PRDC) syndrome. In Venezuelan has been demonstrated
the presence of porcine reproductive respiratory syndrome (PRRS)
infection, porcine respiratory coronavirus and Aujeszky’s disease
infection; there is not report of the presence of swine influenza virus
(SIV) infection. The aim of this paper was to demonstrate the
presence of HIN1 and H3N2 SIV antibodies in Venezuelan pig farms
using hemagglutination inhibition test (HI). A total of 305 serum
samples from 10 farms of 7 different states throughout Venezuela:
Anzoategui, Aragua, Carabobo, Cojedes, Guarico, Miranda and Zulia.
Blood samples were colleted from 185 growing to finished piglets and
120 sows. Antibodies specific to subtype H1IN1 (3/10) and H3N2
(4/10) were detected in 7 out of 10 farms. The HIN1 was detected in
7.9 % of the sera (24/305) and the H3N2 was positive in 8.2 % of
the sera (25/305). Results indicate the presence of SIV infection. All
seropositive herds are probably due to natural infection because
neither commercial nor autogenous vaccine was available at the time
of the survey in Venezuela.

(Key words: Swine, swine influenza virus, hemagglutination test,
antibodies, Venezuela)

INTRODUCCION
La influenza porcina (IP) es una de las enfermedades respiratorias

de mayor prevalencia en cerdos en el ambito mundial. Los cerdos
pueden estar infectados con los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2. Estos



distintos subtipos y distintas variantes antigénicas del virus de
influenza estdn constantemente circulando en los cerdos en
diferentes partes del mundo (Brown et al., 1995). La IP causa muerte
sUbita y brotes de gripe explosiva en los rebafos. Usualmente pocos
cerdos mueren, pero la muerte se incrementa si la influenza se
presenta como parte del sindrome del complejo respiratorio porcino
(CRP). La influenza porcina (IP) es una enfermedad aguda
respiratoria de los cerdos causada por un virus influenza tipo A (virus
RNA), perteneciente a la familia Orthomyxoviridae (Janke, 2001). La
enfermedad presenta importancia en salud publica debido a que se
ha informado de la presencia de enfermedades respiratorias agudas
en humanos, que han estado en contacto con cerdos afectados con
influenza. Esta enfermedad se ha identificado en brotes tanto en el
hombre como en los animales (Garcia y Lobo, 1999). Aunque en
Venezuela, se ha demostrado la presencia de la infeccion por
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (SRRP), por coronavirus
respiratorio porcino (CRP) y por el virus de Aujeszky (VEA)
(Boulanger y Moscardi, 1998; Rolo et al., 1998), no existen reportes
de infeccién por el virus de influenza porcina.

El objetivo de este trabajo fue demostrar la presencia de
anticuerpos contra el VIP subtipos HIN1 y H3N2 en granjas de cerdos
de Venezuela, mediante la prueba de inhibicibn de Ia
hemoaglutinacion (IH).

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 305 muestras estériles de sangre (5 mL) de la vena
cava anterior, con agujas de calibre 21 x 1 2 ” y se mantuvieron en
refrigeracion a +4°C, durante su transporte al laboratorio. Las
granjas y muestras se identificaron de la siguiente manera: A
(Anzoategui) 30 muestras, B (Aragua) 30 muestras, C, D vy E
(Carabobo) 90 muestras; F (Cojedes) 30 muestras, G (Guarico) 40
muestras, H (Miranda) 30 muestras; I , K (Zulia) 55 muestras. Las
muestras de sangre fueron tomadas de 185 lechones en fase de
crecimiento - finalizacién y 120 de madres. El suero se obtuvo
mediante centrifugacion (centrifuga marca Dyna CT, Clay Adams)
150 g durante 10 minutos. Los sueros se transfirieron a viales
estériles y se mantuvieron en congelacién a -20 °C, hasta el
momento de aplicacion de la técnica de inhibicion de la
hemoaglutinacién (IH); este procedimiento fue realizado en el
laboratorio de diagndstico veterinario (LADIVET), Maracay, Edo.
Aragua. El procesamiento de las muestras para estudios seroldgicos



fue llevado a cabo en el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en
el area de porcinos, Bogota, Colombia, para lo cual se realizaron los
siguientes pasos:

Replicacion del virus de influenza porcina a partir de huevos
embrionados

Una vez obtenidos los huevos de pollo embrionados de 9 all dias
de edad provenientes de aves libres de patdgenos especificos, se
realizd la ovoscopia para verificar su viabilidad y se marco el punto
en donde se haria la inoculacion, éste se ubica en el lado contrario a
donde se encuentre el embrién, aproximadamente a 2 mm del borde
delimitado por la cdmara de aire y sobre ella misma. Se llevd el
material a una cabina previamente esterilizada. Los huevos se
limpiaron con una gasa impregnada de alcohol y adicionalmente con
solucion de yodo en el punto de inoculacién, posteriormente se
marcaron y se fecharon. Utilizando un punzéon de metal se realizé la
perforacion de la cascara, de aproximadamente 1 mmz2. Se inoculd
1,15 pyL de solucién viral conocida, de bajo titulo (1:256 subtipo
H3N2 y HIN1), a través de una aguja, en la cavidad alantoidea. Se
dejo un control negativo por cada 30 huevos como maximo.
Finalmente, se sellaron los orificios en la cascara con pegante y se
llevaron a una incubadora con ambiente hiumedo (37°C).

Titulacion inicial del antigeno de influenza (H1IN1;H3N2)

Cada titulacion se realizd por duplicado y siguiendo dos patrones;
una con una dilucién inicial de 1:2 (50 yL de antigeno en 50 pL de
PBS) para obtener luego diluciones de 1:4, 1:8, 1:16 hasta obtener
una dilucidn final de 1:256; y la otra con una diluciéon inicial de 1:5
(25 pL en 100 pL) para luego obtener diluciones de 1:10, 1:20, 1:40
hasta una dilucién final de 1:640. Las diluciones se realizaron en una
placa de fondo en U flexible, de 96 pocillos y se revistid de 50uL de
solucién de PBS pH 7,2 en dos filas para cada titulacién. En el caso
correspondiente a los controles, el primer pocillo de las diluciones de
1:5, recibié 100 pL de solucién de PBS para alcanzar la dilucion de
1:5. Con las adecuadas medidas de bioseguridad se llevd el vial que
contenia el antigeno a la cabina de flujo laminar, una vez alli se
descongelé y se procedié a su uso. Se agregaron 50 6 25uL del
antigeno puro en cada celda inicial de las dos filas y se procedié a
realizar la dilucién del antigeno con el PBS previamente servido hasta
la celda de la fila con la dilucién final. Luego de la dilucién, se
agregaron en cada una de las celdas 50 L de la solucion de glébulos
rojos de ave al 0,65% en PBS y se incubd durante una hora para la



posterior lectura. Se utilizé otra fila de la placa para hacer control de
la solucién de gldbulos rojos, poniendo en contacto el PBS y la
solucion de eritrocitos, en el mismo volumen de 50uL para cada uno.
La mayor dilucién a la cual el virus es capaz de aglutinar los
eritrocitos, determina el titulo de la suspensién viral y se considera
una unidad hemoaglutinante (UH).

Preparacion de la solucion de antigeno de trabajo

Una vez que se obtuvo el titulo del antigeno se prepard una
solucion de éste, de tal forma que se estandarizd su concentracidon en
UH. Para la técnica se manejan entre 4 y 8 UH, lo cual es aceptado
por la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE) en su manual
de normas y procedimientos de diagndstico y se realizaron los
calculos para 8 UH, de la siguiente forma: se dividid el titulo inicial
entre las UH que se requirieron: 256/8 = 32 y 512/8 = 64 para los
subtipos H3N2 y H1N1, respectivamente.

Inactivacion y tratamiento de los sueros

En tubos de ensayo se colocé 100 pyL de los sueros y se
inactivaron a 56°C en bafo de Maria por 30 minutos. Posteriormente
se agregd 400 pL de Kaolin al 25% pH 9.0 y se dejé 30 minutos a
temperatura ambiente. Se agitd suavemente 2-3 veces. El kaolin
tiene como funcidon adsorber los inhibidores no especificos de la
hemoaglutinacion (Siurin et al., 1986). Se centrifugd a 500 g
durante 20 minutos. Se adiciond en cada tubo 1 gota de gldbulos
rojos de pollo previamente lavados con solucion buffer fosfato (PBS)
pH 7,2, se dejo 1 hora a temperatura ambiente y se agité 2-3 veces.
Esta actividad permite eliminar las aglutininas que se encuentran en
forma natural en el suero. Se centrifugd a 500 g durante 10
minutos, se trasvasoé el sobrenadante a un vial y se refrigeraron a -4
°C. Los sueros se diluyeron 1:5 en PBS como dilucién de trabajo
inicial, de igual forma se trataron los sueros control positivo y
negativo, previamente conocidos.

Prueba inhibicion de la hemoaglutinacion

Se adicionaron 25 uL de PBS pH 7,2 en los pocillos de la placa. Se
agregaron 25 pL de los sueros problema y los sueros controles
(positivos y negativos) en la primera columna. Se hicieron diluciones
seriadas (desde 1:10 hasta 1:640) de 25uL hasta la antepenultima
columna. Se adicionaron 25 pL del antigeno que tenia de 4 a 8 UH
(previamente titulado) de la primera a la penultima columna. Se
agitd suavemente 2-3 veces. Los controles correspondieron a



aquellos en los cuales se adiciond en la ultima columna 25 pL del
suero evaluado en 25 pyL de PBS (control positivo - no aglutina). En
una fila se prepard el control del antigeno, afiadiendo 25 pL de la
suspension viral (8 UH) en 25 pL de PBS y en otra el control de
gldbulos rojos (50 pL de eritrocitos al 0,65 % mas 50 pL de PBS). Se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se agregaron 50 pL
de globulos rojos de pollo al 0,65% en todos los pocillos de la placa
de trabajo, a excepcién de la columna final en donde se encontraban
los controles del suero. Se agité suavemente, se incubd durante 30
minutos a temperatura ambiente y se realizd la lectura
inmediatamente.

Interpretacion de la Técnica

Los criterios empleados durante la lectura de los resultados fueron
los siguientes: se observd que en el control de antigeno hubiese
hemoaglutinacion. Al mismo tiempo, se observd que en el control de
sueros y el de los globulos rojos se forma un botédn (no aglutina). Se
confirmd que los controles positivos (IH) y negativos (H) estuviesen
funcionando. Se verificd que el control de sueros formara botén, lo
que indicé que en los sueros tratados no quedara ninguna sustancia o
particula que interfiriera y pudiera dar un falso negativo. En un
resultado NEGATIVO: se observd hemoaglutinacién en todas las
diluciones (hasta la penultima columna), debido a que en ausencia de
anticuerpos los glébulos rojos (GR) se adhieren a los antigenos
hemoaglutinantes. En un resultado POSITIVO: se observé inhibicidon
de la hemoaglutinacion (botén), debido a que los anticuerpos
presentes en el suero evitan la unién entre los glébulos rojos y los
antigenos. Se verifico hasta cual dilucién se presenté la IH. Se
considerd positivo a partir de 1:40. Los virus de referencia usados
para las pruebas de IH fueron A/swine/lowa/HIN1 vy
A/swine/texas/4199/98 (H3N2) suministrados por los Drs. José
Mogolldn y Maria Rincén del Instituto Colombiano Agropecuario,
Bogotd, Colombia.

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio demostré la presencia de infecciéon del VIP subtipos
H1IN1 y H3N2 en los rebanos de cerdos evaluados en Venezuela
(Tabla 1). Los anticuerpos especificos para el subtipo HIN1 (3/10) vy
H3N2 (4/10) fueron detectados en 7 de las 10 granjas. El subtipo
H1N1 fue detectado en 7,9% de los sueros (24/305) y el subtipo
H3N2 fue positivo en 8,2% de los sueros (25/305). La distribucion



porcentual de los titulos para el subtipo HIN1 y H3N2 del virus de IP
en las granjas evaluadas es mostrada en las Tablas 2 y 3. Los rangos
de titulacion fueron variables en las diferentes granjas, tanto para los
lechones como para las cerdas adultas. Se pueden observar animales
seropositivos con rango 1:40, animales serpositivos 5-10 dias post-
infeccion con rangos 1:40 y 1:80 y animales seropositivos 2 a 3
semanas post-infeccién con rango 1:320, de acuerdo a lo reportado
por Yoon vy Janke, 1999. Estos resultados coinciden con los
observados por Wagner (2000) en el sur de Minessota, donde el virus
de influenza subtipo H3N2 afectd a las explotaciones de madres y
posteriormente se trasladé a los animales en destete y engorde,
mientras que el subtipo HIN1 siguid activo en estos dos ultimos
grupos. Una vez que la infeccion ha aparecido en una unidad de
reproductores porcinos o0 en cualquier situacion en la cual no se
elimine completamente la poblacion, la posibilidad de circulacion
viral va a existir (Madec et al., citado por Easterday y Van Reeth,
1999). Sin embargo, en este trabajo se planteé determinar la
presencia de seropositivos al virus de IP, por lo tanto, se requieren
realizar estudios de prevalencia en Venezuela para corroborar estos
resultados preliminares, en vista de que la prevalencia y distribucion
de los virus de influenza y la predominancia de los subtipos es
variable dentro de las regiones de un pais o continente (Easterday vy
Van Reeth, 1999). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
indican que al emplear la técnica de inhibicion de Ia
hemoaglutinacion, los sueros obtenidos de cerdos procedentes de las
granjas B, C y F fueron seropositivos solamente para el serotipo
H1N1, mientras que los sueros obtenidos de cerdos procedentes de
las granjas D, E, I, K fueron seropositivos exclusivamente para el
serotipo H3N2 (Tabla 1). Aunque ambos subtipos pueden cohabitar
enzodticamente en una misma granja (Durrwald y Selbitz, 2002), los
resultados obtenidos en este estudio no demostraron esta condicion.
El analisis seroldgico evidencia la presencia de anticuerpos contra
el virus de IP para los subtipos HIN1 y H3N2, pudiéndose inferir que
la presencia de los animales seropositivos, es producto de una
infeccién natural. En Venezuela no se vacunan los cerdos contra esta
enfermedad por lo que los resultados sugieren, que estos animales
han estado en contacto con el agente viral. Los animales
seropositivos para los subtipos HIN1 y H3N2 son de gran interés, ya
que estos subtipos son considerados de importancia clinica a nivel
mundial y se encuentran circulando en los cerdos de USA y Europa
(Durrwald y Selbitz, 2002). El virus de IP es considerado un agente
primario del CRP responsable de la enfermedad inflamatoria inicial en



los cerdos (Janke, 2001) y su presencia en conjunto con otros
patdégenos diagnosticados en el pais (SRRP, VEA, CVRP, Mycoplasma
hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae y Bordetella
bronchiseptica) contribuyen a aumentar la frecuencia de aparicién
de los cuadros respiratorios, debido a que disminuyen la eficacia de
los mecanismos de defensa del sistema respiratorio con el
consecuente desarrollo de neumonias (Thacker, 2002). El sistema de
manejo de las granjas predispone a los frecuentes cuadros
respiratorios observados. La seroprevalencia de patdgenos como
Mycoplasma hyopneumoniae, influenza porcina HIN1 y H3N2, VEA y
SRRP, se encuentran asociados con algunos factores de manejo
practicados en granjas de Venezuela, tales como: elevado nimero de
cerdos de engorde por jaula y pobre o excesiva ventilacion, compra e
ingreso de hembras de reemplazo y de lechones provenientes de
granjas seropositivas y cuarentena de animales recién ingresados en
cercania con los animales residentes (Boulanger y Moscardi, 1998).
Por otro lado, la enfermedad presenta importancia en salud publica
debido a la presencia de enfermedades respiratorias agudas en
humanos que han estado en contacto con cerdos enfermos con
influenza. Esta enfermedad se ha identificado en brotes tanto en el
hombre como en los animales (Garcia y Lobo, 1999).

CONCLUSIONES

Se demostrd la presencia de anticuerpos contra el virus de
Influenza Porcina en cerdos ubicados en granjas de Venezuela. Se
determind la distribucidon de ambos subtipos (HIN1 y H3N2) en las
granjas evaluadas, aunque no cohabitando enzodticamente ambos
subtipos, en la misma granja.

RECOMENDACIONES

Debido a que la cantidad de sueros evaluados en el presente
estudio no fue suficientes para determinar la dinamica de la infeccion,
se recomienda: realizar futuros estudios de prevalencia de la
infeccién del VIP subtipos HIN1 y H3N2 en Venezuela; aislar el virus;
incorporar pruebas diagndsticas de rutina para la deteccién del virus
de influenza porcina subtipo H3N2; establecer en granjas vy
laboratorios un protocolo de diagndstico que incluya esta
enfermedad; informar a los productores y autoridades sanitarias
sobre la presencia de la misma, considerando la importancia que



tiene desde el punto de vista productivo y sanitario para el cerdo y
como riesgo en la salud publica.
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Tablas

Tabla 1. Resultados de la prueba de IH para el VIP subtipos HIN1 y
H3N2 en granjas de cerdos de Venezuela

Estado Ident H1iN1 H3N2
1

Granja P/T? P/T?

Anzoategui A 0/30 0/30

Aragua B 7/30 0/30

Carabobo C 6/30 0/30

Carabobo D 0/30 3/30

Carabobo E 0/30 5/30

Cojedes F 11/30 0/30

Guarico G 0/40 0/40

Miranda H 0/30 0/30

Zulia I 0/25 6/25

Zulia K 0/30 11/30
Total 10 24/305 25/305
% de (7,9%) (8,2%)
positivos

! Identificacidn de la granja; 2 P=positivos- T= total de Sueros



. Nuamero Grupos de H1N1 Rango
Granja de edades Pos/total (%) de titulos
muestras evaluados
Lechones 10 5/10 50 1:40 -
sem. 4/10 40 1:320
A 30 Lechones 16 2/10 20 1:4.10 -
sem. 1:80
Lechones 20 1:40 -
sem. 1:320
Lechones 10 0/5 0 -
sem. 0/10 0 -
B 25 Cerdas 2 0/10 0 -
partos
Cerdas 3
partos
Lechones 10 1/10 10 1:40
sem. 2/10 20 1:40 -
C 30 Lechones 13 3/10 30 1580
sem. 1:40
Lechones 14
sem.
Lechones 10 0/5 0 -
sem. 0/10 0 -
D 15 Cerdas 2
partos
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
E 30 Lechones 16 0/10 0 -
sem.
Lechones 20
sem.
Lechones 10 4/10 40 1:40 -
sem. 5/10 50 1:320
Lechones 16 2/10 20 1:40 -
F 30 .
sem. 1:80
Lechones 20 1:40 -
sem. 1:320
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
Lechones 16 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
G 40 Lechones 20
sem.
Cerdas 2
partos
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
H 30 Lechones 16 0/10 0 -
sem.
Lechones 20
sem
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
Lechones 16 0/5 0 -
I 25 sem.
Cerdas 2
partos
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
K 30 Lechones 16 0/10 0 -
sem.

Lechones 20
sem

Tabla 2.-
Distribucién
porcentual

de los titulos

para el
subtipo

H1N1 del

virus de IP

en las
granjas
evaluadas



Tabla 3.- Distribucién porcentual de los titulos para el subtipo
H3N2 del virus de IP en las granjas evaluadas

) Namero Grupos de H3N2 Rango
Granja de edades Pos/total (%) de titulos
muestras evaluados
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
A 30 Lechones 16 0/10 0 -
sem.
Lechones 20
sem.
Lechones 10 0/5 0 -
sem. 0/10 0 -
B 25 Cerdas 2 0/10 0 -
partos
Cerdas 3
partos
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
C 30 Lechones 13 0/10 0 -
sem.
Lechones 14
sem.
Lechones 10 0/5 0 -
sem. 3/10 30 1:40 -
D 15 Cerdas 2 1:80
partos
Lechones 10 2/10 20 1:40
sem. 1/10 10 1:160
Lechones 16 2/10 10 1:40 -
E 30 .
sem. 1:80
Lechones 20
sem.
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
Lechones 16 0/10 0 -
F 30 sem.
Lechones 20
sem.
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
Lechones 16 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
G 40 Lechones 20
sem.
Cerdas 2
partos
Lechones 10 0/10 0 -
sem. 0/10 0 -
H 30 Lechones 16 0/10 0 -
sem.
Lechones 20
sem
Lechones 10 2/5 40 1:40
sem. 1/10 10 1:160
I 25 Lechones 16 3/10 30 1:40 -
sem. 1:80

Cerdas 2



30

partos

Lechones 10 4/10 40
sem. 4/10 40

Lechones 16 3/10 30
sem.

Lechones 20
sem

1:40
1:160
1:40 -
1:80




