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RESUMEN

El virus de influenza A, es un virus ampliamente distribuido alrededor del mundo y es una
de las causas principales de aparicion de brotes respiratorios en cerdos. Este virus posee, una
gran variabilidad antigénica, que es conferida por distintos procesos como el reordenamiento
genético, la deriva antigénicay la glicosilacion de la hemaglutinina. Y es este Gltimo proceso,
el cual dio origen a las variantes pandémicas H1 chilenas de influenza, que pueden evadir la

respuesta inmune de cerdos.

El objetivo de este estudio fue determinar la infeccion por 2 variantes antigénicas chilenas
de pH1INL1 en planteles porcinos, una variante de referencia (559) y una variante mutante

(1107). Ademas, se diferencid serol6gicamente entre etapas productivas.

Se tomaron un total 442 muestras, provenientes de 7 granjas ubicadas a lo largo del pais, de
las cuales 4 realizaban vacunacion contra la influenza, en cerdas gestantes. Las muestras se
analizaron usando test ELISA y prueba de inhibicién de la hemaglutinacién, para poder
corroborar la presencia de las variantes del virus, en diferentes etapas productivas. Una vez
obtenidos y graficados los resultados, se aplicé prueba de Chi cuadrado, para poder

determinar la significancia entre los resultados para una u otra variante analizada.

Todos los planteles presentaron muestras positivas al test ELISA, hallandose un total de
58,1% (257/442) de sueros positivos. En el test de inhibicion de la hemaglutinacion, la
mayoria de los planteles mostr6 evidencia seroldgica para las variantes estudiadas. Al
comparar los resultados de ambas pruebas, se aprecia la probable existencia de una tercera

variante viral.

Los resultados para ambas variantes virales tuvieron diferencias significativas en todos los
planteles con un valor p > 0.05 en la prueba estadistica de Chi-cuadrado, siendo levemente

mayor la reaccion inmunitaria para la variante mutante.

Palabras clave: Virus influenza, cerdos, variabilidad antigénica, mutantes de escape,

serologia, variante viral.



ABSTRACT

Influenza virus A is a worldwide virus and is the one of the main causes of respiratory disease
in swines. This virus have a great antigenic variability as the result of three process: antigenic
shift, antigenic drift and glycosylation of hemagglutinin, and is this last process wich the one
originated a mutant chilean variant of influenza HIN1, which can evade the swine immune

response.

In the present study was determinated the infection for two chilean antigenic variants of
pH1N1 in swine farms, a reference (559) and a mutant variant (1107). Also, serologically

differentiated between productive stages.

A total of 442 sera were sampled, from 7 farms located throughout the country. A total of 4

of this farms were vaccinated against influenza in pregnant sows.

The samples were analyzed using ELISA test and hemagglutination inhibition test, for to
corroborate the presence of the variants of the virus, in different productive stages. The
results were box-plot graphed and analyzed through Chi-squar test to determine the

significance between the results for one or another variant analyzed.

All the farms have positive samples to the ELISA test, finding a total of 58.1% (257/442) of
positive sera. In the haemagglutination inhibition test, most of the farms develop serological
evidence for the variants studied. The results of both tests compared, is evidence the probable

existence of a third viral variant.

The results for both viral variants had significant differences in all the farms with a p value
> 0.05 in the Chi-square statistical test, being slightly higher the immune reaction for the

mutant variant.

Key words: Influenza virus, swine, antigenic variability, escape mutants, serology, viral

variant.



INTRODUCCION

El virus de influenza A (IAV), fue aislado por primera vez en cerdos en el afio 1930, sin
embargo, sus origenes se pueden seguir hasta el afio 1918, afio en el que ocurrid la gripe
espafiola causada por el subtipo HLN1 ya que, el virus causante era genéticamente idéntico
entre humanos y porcinos (Canals, 2010). Este virus se mantuvo antigénica y genéticamente
muy conservado en la poblacion porcina hasta la década de 1980. Sin embargo, durante el
afio 1992 se aisld6 una nueva cepa que no reaccioné a los ensayos de inhibicion de la
hemaglutinacion (HI) y genéticamente, poseia 18 mutaciones de aminoacidos en el segmento
inmunodominante de la proteina de membrana hemaglutinina (HA1) en comparacion con un
virus previamente aislado (Olsen, 2002). Estos resultados confirmaron la primera gran
variacion antigénica dentro del virus 1AV, lo cual ha seguido ocurriendo innumerables veces
hasta la actualidad. Es asi como los IAVs norteamericanos actualmente se clasifican en
linajes de acuerdo con la variabilidad genética y antigénica. Los linajes alpha, beta y gamma
son variantes de la cepa de 1930 aislada en cerdo, mientras que el linaje delta es una variante

transmitida posteriormente desde el humano (Lorusso, et al., 2011).

En el afio 2009, una cepa del cluster gamma sufrio el reordenamiento de sus segmentos
virales con un virus de origen porcino-aviar euroasiatico, esto generd una nueva variante que
fue transmitida al humano, causando la Gltima pandemia de la humanidad. Este virus hoy es
conocido como el virus pandémico HIN1 2009 (pH1N12009) que luego de transmitirse entre
humanos a través de todo el mundo, volvié a la poblacion porcina a través del proceso de

zoonosis reversa (Lorusso, et al., 2011; Rudneva, et al., 2012).

En Chile, los IAVs son comunes en la poblacion porcina, y entre las variantes mas
frecuentemente encontradas esta el virus pH1N12009. Este virus ha sido estudiado a nivel
genético, antigénico e infectivo a nivel de laboratorio con animales de experimentacion. En
uno de esos estudios, se logro identificar variantes antigénicas del virus pH1N12009, que
podrian evadir la respuesta inmune tanto de los cerdos como de los humanos infectados

durante el periodo de pandemia (Tapia, et al., 2018).



La presente memoria de titulo se centrara en identificar variantes antigénicas especificas de
H1N1 pandémicas en la poblacion de cerdos mediante un estudio transversal en granjas de

produccién intensiva.



REVISION BIBLIOGRAFICA
ETIOLOGIA

Influenza virus A (IAV, por sus siglas en inglés), pertenece a la familia Orthomyxoviridae,
la cual es una familia de virus ARN envueltos con genoma monocatenario de sentido
negativo, compuestos por 8 segmentos de ARN (Sharma, et al, 2010). En la actualidad se
compone de cinco generos: Influenza virus A, Influenza virus B, Influenza virus C,
Thogotovirus e Isavirus (Alexander, 2008). Los virus de Influenza son una de las principales
causas de brotes de enfermedades respiratorias en cerdos, aungue estas suelen ser subclinicas.
Se describe que uno de los primeros reportes de brotes de enfermedades similares a la
influenza en cerdos, ocurrieron en 1918, en Estados Unidos y Europa. Aunque Influenza

virus A es el Gnico con importancia clinica en porcinos (Van Reeth, et al., 2012).

IAV se clasifica en subtipos, los cuales se determinan considerando las diferencias genéticas
y antigénicas de 2 glicoproteinas de superficie: Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA)
(Figura 1).

Sitios antigénicos

Conducto iénico M2

Neuromidasa

Ribonucleoproteina

Hemaglutinina

Figura 1. Virus Influenza A. Muestra las diferentes caracteristicas del virus influenza,
incluyendo las proteinas de superficie Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA) (obtenido
de CDC, 2017).

Actualmente, se han descubierto 18 subtipos HA y 11 subtipos NA (Urbaniak, et al., 2014).

Los subtipos de IAV que se han identificado mas frecuentemente en cerdos son HIN1,



huH1N1, huHIN2, rH3N2 y rH1N2 (Swenson, et al., 2016). Este virus también puede
infectar a humanos, aves, cerdos, equinos, caninos, felinos, mamiferos marinos, y otras
especies de animales domeésticos y salvajes. El cerdo es reconocido como un importante
hospedero del 1AV, ya que, pueden ser fuente tanto de potenciales infecciones zoondticas,

como de nuevos virus gracias al reordenamiento (Corzo, et al., 2014).

Los aislados de IAV se nombran utilizando los siguientes criterios: Alespecie de
origen/ubicacion de aislamiento/nimero de aislamiento/afio de aislamiento, por ejemplo,
A/swine/Wisconsin/125/98 (Van Reeth, et al., 2012).

VARIABILIDAD ANTIGENICA

Este virus posee una gran variabilidad antigénica, la cual es conferida principalmente por el
resultado de dos procesos: mutaciones o reordenamiento genético. Las mutaciones son
aquellas que causan cambios graduales mediante un proceso que se le conoce como deriva
antigénica o en inglés “Antigenic drift”, mientras que el reordenamiento puede causar
cambios mas rapidos y a estos cambios se les llama “Antigenic shifts” (Spickler, 2016).
Ambos procesos propician la evolucion del virus, la cual, puede influir en la especificidad
del hospedero y la patogenicidad del virus (Shao, et al., 2017).

Reordenamiento

El reordenamiento genético se ha documentado repetidamente en las Ultimas décadas, y esto
ha alterado la epidemiologia de la gripe o influenza, en muchas partes del mundo (Van Reeth,
et al., 2012). Este suceso puede ocurrir cuando una célula hospedera es coinfectada con 2 o
mas cepas de 1AV, en este momento, es posible que exista intercambios de segmentos de
ARN, por ejemplo, si la célula es infectada por 2 cepas de IAV, tomando en cuenta que cada
cepa tiene 8 segmentos de ARN, tendriamos 256 combinaciones probables (Urbaniak, et al.,
2014).

Este proceso produce cambios abruptos, y puede dar como resultado virus que contengan NA
nuevo, HA nuevo o ambos. A estos cambios abruptos se les llama “Antigenic shifts” 'y
pueden ser suficientes para que los nuevos virus eludan la inmunidad existente en una especie

hospedera.



Deriva antigénica

Corresponde a la forma méas comdn de variacion de este virus, y se da mediante cambios de
nucledtidos individuales en los genes que codifican a los sitios antigénicos de HA 'y NA. Este
proceso va ocasionando cambios graduales que traen como consecuencia, la creacion de
nuevas variantes antigénicas de 1AV, y se ve favorecido debido a que el ARN-polimerasa de
este virus carece de funcion correctora, por lo que, a menudo se remplazan nucleotidos
durante la replicacion viral. Ademas, se ha confirmado, que las mutaciones también estan

asociadas a la presion de seleccion impuesta por los anticuerpos (Shao, et al., 2017).
Glicosilacion en Hemaglutinina

La Hemaglutinina constituye la mayor parte de la proteina de superficie del virus y es la mas
importante para la respuesta de anticuerpos del hospedero, por lo tanto, un cambio en su
secuencia, como la ganancia de sitios de glicosilacion, pueden cambiar las propiedades
antigénicas del virus y con esto, escapar a la respuesta inmunitaria del hospedero. También
se habla de que la pérdida de un sitio de glicosilacion puede llegar a ser una novedad
antigénica util, aunque finalmente el efecto neto de la ganancia o pérdida de un sitio de
glicosilacion dependera del estado inmune de la poblacién hospedera (Cherry, et al., 2009;
Kovayaski y Suzuki, 2012). Este proceso es el que ha dado origen a las variantes chilenas de
H1 pandémicas, las cuales muestran sitios adicionales de glicosilacion (Tapia, 2018) (Figura
2).

C

87 {104|

23 (40)

Figura 2. Estructura trimérica de proteina HA en 3D de H1pdmO09 obtenidas en Chile, usando

la estructura cristalizada de H1 de referencia. El color azul representa la subunidad HAL y
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celeste HA2. En amarillo se destacan los sitios de glicosilacion conservados presentes en las
cepas vacunales de referencia. En naranjo se destacan los sitios de antigénicos. En rojo se
destacan las sustituciones aminoacidicas unicas en los sitios antigenicos de los mutantes de
escape. En magenta se destacan los sitios de glicosilacion unicos que dan lugar a mutantes

de escape. Fuente: Tapia, 2018.
Mutantes de escape

Son aquellos virus mutantes en los cuales uno o mas aminoacidos de la Hemaglutinina son
reemplazados, provocando asi, que estos puedan evadir la respuesta neutralizante de los
Anticuerpos Monoclonales del hospedero. Esta sustitucion, también puede llevar a un cambio
en la virulencia del virus (Rudneva, et al., 2012).

DIVERSIDAD ANTIGENICA DE VIRUS INFLUENZA CHILENOS

Las cepas de Virus Influenza A H1 chilenas, pueden ser agrupadas en 3 grupos o clusters
antigénicos: H1 chileno A, H1 chileno B y H1 pandémico. A pesar de esta agrupacion,
algunas cepas de los clusters H1 chileno A y H1 pandémico son antigénicamente distintos de
sus respectivos clusters. La cepa de interés de la presente memoria de titulo,
A/swine/Chile/H1P-17/2015(H1N1) fue en promedio 5,9 UA distante de las otras cepas del
cluster H1 pandémico (Figura 3) (Tapia, 2018).



Figura 3. Mapa antigénico 3D construido con los titulos de IH entre cepas de los clusters H1
chileno A, H1 chileno B y H1 pandémico. El espacio entre las lineas de cuadricula
corresponde a 1 unidad de distancia antigénica (unidad antigénica o UA). Los circulos
corresponden a los virus y los cuadrados corresponden a los antisueros. Los colores
representan los clusters antigénicos: H1 chileno A (azul), H1 chileno B (morado) y H1
pandémico (verde). Valores en UA y flechas rojas muestran la distancia entre estos antisueros

y los mutantes de escape. Fuente: Tapia, 2018.
DIAGNOSTICO

El diagndstico clinico de influenza sélo es presuntivo, porque no hay signos patognémicos,
un diagnéstico definitivo solo es posible por el aislamiento del virus, deteccidn de proteinas
virales o acido nucleico o demostracion de anticuerpos especificos del virus (Van Reeth, et
al., 2012). Los diagnosticos serologicos de laboratorio mas utilizados en laboratorios

veterinarios son:



Prueba ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas)

Este test esta disefiado para detectar las cepas HIN1, HIN2 y H3N2, pero no diferencia entre
subtipos, funciona detectando los anticuerpos contra la nucleoproteina (NP) del virus de
influenza porcina, presente en suero porcino. Algunos estudios experimentales realizados en
cerdos inoculados con 1AV, han demostrado que éste es s6lo un poco menos sensible que el
aislamiento viral (Janke, 2000), por lo tanto, su utilizacion en el diagnostico rapido de

influenza es de gran ayuda en los laboratorios veterinarios.
Prueba de Inhibicion de la Hemaglutinacion

Es la prueba seroldgica clasica que se utiliza para detectar anticuerpos contra el virus
influenza, esta disefiada para detectar anticuerpos especificos para los distintos subtipos y
variantes de hemaglutinina presentes en el 1AV (Yoon, et al, 2004), dichos anticuerpos se
unen a la proteina HA en la superficie del virus, evitando asi, que las particulas del virus se
adhieran a la superficie de los eritrocitos; es una prueba simple, que se puede completar en

pocas horas (Janke, 2000).
RELEVANCIA DE LA INVESTIGACION

En esta memoria de titulo, se hizo un seguimiento recabado de la presencia de las variantes
antigénicas de pH1N109, lo cual contribuy6 a tener una vision clara de la presencia de estas
variantes mutantes en planteles porcinos, dentro del territorio nacional. Contribuyendo al

conocimiento de virus potencialemente zoonéticos.
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HIPOTESIS

Existe evidencia seroldgica de la variante mutante 1107 del virus pH1N109, en la mayoria

de los planteles muestreados.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la infeccién por variantes antigénicas de pH1N1 en planteles porcinos de

produccidn intensiva y diferencias serologicas entre etapas productivas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar virus pH1N1 de planteles porcinos y caracterizarlos antigénicamente.

2. Evidenciar serolégicamente la presencia de estos virus en diferentes etapas
productivas mediante Inhibicion de la Hemaglutinacion.

11



MATERIALES Y METODOS

BIOSEGURIDAD

Debido a que el IAV porcino es un virus con un alto potencial zoonético, cuando se trabajé

con muestras posiblemente infectadas, se usaron camaras de bioseguridad de tipo I

(Swenson, et al., 2016).

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

PLANTELES Y UBICACION

Se muestrearon un total de 7 planteles de produccion intensiva de cerdos. Los planteles

ubicados mas al norte son el plantel A
y el B, ambos ubicados dentro de la
Region Metropolitana, en el sector de

Las Pircas y Paine, respectivamente.

Por su parte, tanto el plantel C como el
D, se encuentran en la Region de
O’Higgins. El plantel C, localizado en
la localidad de Rengo y el plantel D en
San Fernando. El plantel F se encuentra
ubicado mas al sur, en la comuna de

San Javier, Region del Maule.

Finalmente, se encuentran los planteles
F y G, ubicados ambos en la comuna de
Chillan, Region de Nuble (Figura 2).
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MUESTREO

PLANTEL N° MUESTRAS | MUESTREO (semanas)
A 84 3.6.10
B 60 3.6.10.14.18.22
C 70 4.7.8.10.12.16.20.24.28
D 50 3.8.12.16.22
E 60 3.6.10.14.18.22
F 58 3.8.12.16.20.22
G 60 3.6.10.14.18.24

Tabla 1. Planteles que formaron parte del muestreo, cantidad de muestras de suero obtenidas

y grupos etarios muestreados.
PRUEBAS DE DIAGNOSTICO

El procesamiento de las muestras inicié con un test Elisa, al cual se realiz6 con todos los
sueros, posterior a esto, los positivos a Influenza virus A, fueron inactivados. Una vez
inactivados los sueros, se les hizo el test de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), y en
paralelo a este test, se realiz6 la comprobacion de la inactivacion, para verificar que dicho
proceso se haya realizado de la forma correcta y no afectase en el posterior resultado del test
HI.

Para el test HI, se ocup6 ademas el virus problema, el cual fue pdmH1N1 559/1107, todos

fueron titulados antes de cada HI.
TEST ELISA

Se usd un kit comercial, IDEXX Swine Influenza Virus Ab Test. Brevemente, de estar
presentes los anticuerpos contra el virus de influenza, se bloquea el conjugado anti-NP para
que no se una al antigeno NP presente en la placa. El desarrollo de color es inversamente

proporcional al titulo de anticuerpos de influenza porcina en la muestra, por lo cual, al ser
13



positiva el color fue mas claro (celeste) y de ser negativa, el color fue mas intenso (azul)
(Idexx Laboratories Inc, Westbrook. Maine).

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

Esta prueba se basa en la capacidad la proteina Hemaglutinina (HA) de unirse y aglutinar los
glébulos rojos (RBC), y nos permitid titular el aislado viral (Eisfeld, et al., 2014). Este ensayo
depende de la cantidad de hemaglutinina presente en la superficie del virus y no de la
capacidad del virus para replicar, por lo que, cuantifica las particulas virales independiente
de infectividad. Se utilizé: Phosphate-buffer saline (PBS), glébulos rojos de pavo (RBC),

placas de 96 pocillos en fondo V y el virus problema (Szretter, et al., 2006).

Brevemente, se pipetean 50uL de PBS en las dos primeras columnas, desde la fila 1 a la 12,
y luego se hacen de diluciones del virus, las cuales, son mezcladas con RBC al 0,5%. Esto se

incuba por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se analiza para titular el virus.

Los glébulos rojos en las muestras negativas se depositaran en el fondo del pocillo,
provocando que se vean claras, con un punto rojo en el fondo, mientras que, en las muestras
positivas, se observara un color rosa. El titulo del virus sera el reciproco de la Gltima dilucion

donde se observa dilucién completa (Figura 3) (Szretter, et al., 2006).
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Figura 5. Lectura de una placa de prueba de Hemaglutinacion (obtenida de Szretter, et al.,
2006).

INACTIVACION DE SUERO

Se realiz6 bajo el protocolo de Direksin, et al., 2002. Inicia tomado 100uL. de cada suero a

analizar, colocandolos en tubos de ensayos por separado, los cuales se llevan a incubacion

por 30 minutos a 56°C. Luego se agregan 600uL de caolin (solucién salina de borato) al 25%

a cada tubo, y se lleva nuevamente a incubacion por 30 minutos esta vez a temperatura

ambiente. Posterior a esto, se llevan a centrifugar por 20 minutos a 3.000g y el sobrenadante
14



resultante de esta centrifugacion se mezcla con 600uL de RBC al 25%. Nuevamente se debe
dejar en incubacion a temperatura ambiente por 2 horas, finalizado este tiempo se centrifugan
los sueros a 3.000g por 20 minutos. El sobrenadante es apartado y depositado en tubos de 1,5

ml. rotulados.
TEST DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Brevemente, se realizan diluciones en base 2 de los sueros inactivados, utilizando placas de
96 pocillos con fondo V, posterior a esto se afladen 25uL. del virus en cada pocillo. Esto se
debe dejar incubando durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, afiadir 25uL. de RBC al 0,5%
y dejar incubando 30 minutos a temperatura ambiente o hasta que las células de RBC se
hayan asentado por completo en los pocillos control (Zacour, et al, 2016). Para la lectura de
las placas, se examinan visualmente y se considera que el titulo de cada muestra sera el
reciproco de mayor dilucion en el que no se presentd hemaglutinacion (Figura 4) (Yoong, et
al, 2004).

Este test se basa en la interaccion entre RBC, IVA y anticuerpos. De presentarse inhibicion
de la hemaglutinacion, los anticuerpos del suero antigénicamente similares al virus lo
reconoceran y se uniran a este, evitando que el virus se una al RBC, y se observara un punto
rojo en los pocillos. En caso de no presentarse dicha inhibicion se formara una estructura

reticulada y el pocillo quedara completamente rojo (CDC, 2017).

1:10
1:20
1:40
1:80
1:160
1:320
1:640
1:1280

Figura 6. Lectura de una placa, en este caso el virus tiene un titulo de 1280, en este nivel de
dilucion, los anticuerpos todavia eran capaces de reconocer y unirse a los antigenos en el
virus (obtenida de CDC, 2017).

ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos, fueron agrupados por grupo etario y luego analizados mediante

analisis de varianza, ANOVA, y también con prueba de hipdtesis, Chi cuadrado.
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RESULTADOS

Fueron analizadas 442 muestras provenientes de 7 granjas distintas, distribuidas a lo largo
del pais. De estas, un 58,1% resultaron positivas al test ELISA. Las 257 muestras positivas
fueron testeadas mediante HI. Los resultados fueron visualizados por plantel en graficos
independientes para ELISA y para virus pandémico de referencia (559) que fue representado
con color azul y mutante (1107) que fue representado con color verde. En todos los gréficos,

aquellas muestras por sobre la linea punteada, son aquellas que se consideraron positivas.
PLANTEL A

En el plantel A se muestrearon un total de 84 muestras, de las cuales, 32 correspondian a las
3 semanas de edad, 20 a las 6 semanas de edad y 32 a las 10 semanas. Al ser sometidas al
test ELISA, s6lo 21 (25%) de ellas fueron positivas el virus de Influenza A; esto fue analizado
por semanas de edad, el resultado es que, a las 3 semanas, 7 muestras (21,9%) resultaron ser
positivas, a las 6 semanas solo 3 (15%) fueron positivas y a las 10 semanas, 11 muestras
(34,4%).

Al anélisis ANOVA, ninguno de los grupos de edad, presentaba diferencias estadisticas.

(Figura 7) y fueron agrupados dentro de mismo grupo, A.
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Figura 7. Resultados del test ELISA aplicado al plantel A, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacion del negativo con la muestra (a = p<0,05).
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Figura 8. Resultados HI para el virus 559 plantel A, agrupados por semana de edad. El titulo

de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).

A las 21 muestras positivas a ELISA, se les realizé HI, para 2 virus, de referencia y mutante,

los resultados fueron los que se aprecian en la Figura 8 y Figura 9, respectivamente. En donde

no se obtuvieron muestras positivas para el virus de referencia, y sélo 2 para la variante

mutante, en la semana 3 y 10. Cabe destacar que este plantel corresponde a un plantel sin

vacunacion.
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Figura 9. Resultados HI para el virus 1107 plantel A, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).
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No hubo diferencias significativas en cuanto a carga viral de la variante de referencia y
mutante, tal como se observa en la Figura 10, donde se ve que ambos virus se comportan de

manera muy similar, dentro y entre semanas.
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Figura 10. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel A. El titulo de anticuerpos es el

valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se

determiné que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,0064.
PLANTEL B

De las 60 muestras que se recibieron, un 40% (24) de ellas fueron positivas al test ELISA,
las cuales corresponden a todos los puntos por sobre la linea punteada. Si esto se desglosa
por semana, entonces los resultados son los siguientes: sin muestras positivas en la semana
3, 2 muestras (20%) positivas en la semana 6, 3 muestras (30%) positivas en la semana 10, 7
muestras (70%) positivas en la semana 14 y en la 18 y finalmente, 5 muestras (50%) positivas
en la semana 22. Tal como se observa en la Figura 11, donde ademas es claro que hubo un

aumento paulatino de las muestras positivas, a medida que iban avanzando las semanas.

Frente al analisis ANOVA, la presencia de anticuerpos contra Influenza A, si tuvo una

variacion significativa entre las distintas semanas, siendo la semana 10 y la 22 las mas
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similares entre ellas. En el caso de la semana 3 comparte similitudes con la semana 6, y esta
ultima, a su vez, es similar a la semana 10 y 22. La semana 18, s6lo es similar con la semana

14, la cual también comparte parecido con la 10 y 22.
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Figura 11. Resultados del test ELISA aplicado al plantel B, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacién del negativo con la muestra (a, ab, bc, cd, d = p<0,05).

A estas muestras positivas a ELISA, se les realizé HI, con ambas variantes. Los resultados
para la variante de referencia se grafican en la Figura 12, donde se aprecia que en todas las
semanas hubo muestras con titulos por sobre 2, lo cual, se deja en evidencia frente al analisis

ANOVA, donde ninguna semana tuvo diferencias significativas con el resto.

321

—_
D
1

Titulo de anticuerpo
N

0.5

T T T L L L
3 semanas 6 semanas 10 semanas 14 semanas 18 semanas 22 semanas

Figura 12. Resultados HI para el virus 559 plantel B, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).
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Con respecto a la variante mutante, se encuentra que en la Figura 13, todos los titulos, estan
por sobre el minimo aceptado para considerarse positivos a la presencia de anticuerpos contra
esta variante en especifico. Aunque, al analizarlo mediante ANOVA, nos encontramos con
que, entre semanas, si hay diferencias, siendo la semana 6 y 10, las mas similares, y la semana
14 presenta cierta similitud con ambas, la semana 22 es similar con la 18, y esta Gltima se

asemejaconla6y la 10.
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Figura 13. Resultados HI para el virus 1107 plantel B, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (ab, b, ac, ¢ = p<0,05).

Al momento de comprar los resultados para ambas variantes, de referencia y mutante, los
titulos de la variante de referencia fueron mas altos que para la mutante, sin embargo, la
dispersion en los valores, entre minimos y maximos, fue mayor. Esta situacion queda en

evidencia en la Figura 14.
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Figura 14. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel B. El titulo de anticuerpos es el

valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b, ac, ¢ = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se
determiné que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,0494.

PLANTEL C

Se analizaron un total de 70 muestras, de las cuales 65 fueron positivas al test ELISA, lo que
corresponde a un 92.9% del total. Al analizarlo por semana, encontramos que las semanas 4,
7, 8, 10 y 16 tienen un 100% de muestras positivas; las semanas 12 y 24 tienen 9 (90%)
muestras positivas, cada una; y finalmente, las semanas 20 y 28, tienen 8 y 4 muestras
positivas, respectivamente, lo que corresponde a un 80% en ambos casos. Esto es lo que se
encuentra graficado en la Figura 15, donde se ve con claridad, la gran cantidad de muestras

positivas al test.

Cuando fue analizado con ANOVA, se constatd que entre semanas no hay diferencias

significativas, y todas se comportan de una manera similar.
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Figura 15. Resultados del test ELISA aplicado al plantel C, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacién del negativo con la muestra (a = p<0,05).

A las muestras positivas a ELISA, se les realizé HI, para la variante de referencia y mutante,
para la variante de referencia, se obtuvieron los resultados graficados en la Figura 16. Las
semanas 4, 7, 8, 20, 24 y 28, son aquellas donde los titulos de anticuerpos fueron mas altos y
hubo una menor cantidad de muestras por bajo el minimo establecido; en cambio, en las
semanas 10, 12 y 16, se encontraron la mayor cantidad de muestras con titulos por bajo 20.
Al analisis ANOVA, se obtuvo que la semana 4, no tuvo diferencias significativas con las
semanas 7, 8, 20 y 24; las semanas 12 y 16 no tuvieron diferencias significativas entre ellas,
y, por ultimo, las semanas 10 y 28, se comportaron distinto entre ellas y con el resto de las

semanas muestreadas.
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Figura 16. Resultados HI para el virus 559 plantel C, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, c, d, e = p<0,05).
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Los resultados obtenidos para la variante mutante se grafican en la Figura 17, donde se
registraron los titulos mas altos, en las semanas 4, 7, 10, 20, 24 y 28, y los titulos méas bajos,
se obtuvieron en las semanas, 10, 12 y 16. Al analisis ANOVA, las semanas 7, 8, 10, 16 y
20, tuvieron un comportamiento muy similar entre ellas; las semanas 24 y 28, no tuvieron
diferencias entre ellas y con la semana 4, la cual ademas, se parecio a las semanas 7 y 20; a
diferencia de la semana 12 que tuvo diferencias significativas con todas las demas.
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Figura 17. Resultados HI para el virus 1107 plantel C, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b, ¢, ad = p<0,05).

Cuando se comparan los resultados obtenidos en ambos planteles, como se observa en la
Figura 18, se observa que los titulos de anticuerpos para ambas variantes del virus fluctian

de manera similar en todas las semanas.
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Figura 18. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel C. El titulo de anticuerpos es el
valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b, c, d, ad, e = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se

determiné que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,00049.
PLANTEL D

En el plantel, se obtuvo un total de 32 muestras positivas al test ELISA, lo cual corresponde
a un 64% del total de 50 muestras analizadas. Al realizar el desglose por semana, se obtuvo
en la semana 3, un total de 4 (40%) muestras positivas; en la semana 8, hubo 8 (80%) de
muestras positivas; en la semana 12, se encontraron 6 (60%) de muestras positivas al test; y
finalmente, en las semanas 16 y 22, se obtuvieron 5 (50%) y 9 (90%) de muestras positivas,
respectivamente, tal como se grafica en la Figura 19. Al realizar el analisis estadistico,
mediante ANOVA, resulto que, a pesar de estas varianzas en la cantidad de muestras

positivas, no hubo diferencias significativas, entre las diferentes semanas muestreadas.
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Figura 19. Resultados del test ELISA aplicado al plantel D, agrupados por semana. El valor
nm corresponde a la relacion del negativo con la muestra (a = p<0,05).

En cuanto al HI, se usaron las 2 mismas variantes que en los otros planteles, de referencia y

mutante, y los resultados se pueden ver en las Figuras 20 y 21.

Los resultados para la variante de referencia fueron con titulos bajos, la mayoria bajo 20, que
es el titulo minimo que se considerd para poder tomar la carga de anticuerpos como algo
significativo para el estudio. Al analisis ANOVA, las semanas presentaban diferencias entre
ellas, siendo la 3, 12 y 22 muy similares entre si, y la semana 16 sélo similar con la semana

8, aunque esta ultima también se asemejaba con la 3, 12 y 22.
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Figura 20. Resultados HI para el virus 559 plantel D, agrupados por semana de edad. El titulo de

anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).
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En cuanto a la variante mutante, en la mayoria de las semanas se registraron muestras con
titulos por sobre 20, a excepcidn de la semana 16, donde ninguna muestra obtuvo titulos por
sobre el minimo establecido. Al andlisis ANOVA, ninguna semana tuvo diferencias

significativas entre ellas.
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Figura 21. Resultados HI para el virus 1107 plantel D, agrupados por semana de edad. El titulo de

anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).

Al comparar los resultados obtenidos con ambas variantes del virus, de referencia y mutante,
se aprecia en la Figura 22, que, para el virus mutante, los titulos de anticuerpo fueron mas
altos en las semanas 3, 8, 12 y 22, y en la semana 16 fue en la Unica en la cual los titulos

fueron mayores para la variante de referencia.
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Figura 22. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel D. El titulo de anticuerpos es el
valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se

determind que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,00199.
PLANTEL E

De las 60 muestras tomadas en el plantel E, 50 (83,3%) de ellas resultaron positivas al test
ELISA. En el desglose por semana, se obtiene que la semana 3, 10 (100%) muestras fueron
positivas, en las semanas 6, 10 y 14 se obtuvo una disminucién constante de las muestras
positivas, obteniendo 9 (90%), 7 (70%) y 4 (40%) de positivas, respectivamente, teniendo la
semana 6, una variacion menor con respecto a la 3, en comparacion a las otras semanas;
finalmente en las semanas 18 y 22, esto vuelve a aumentar teniendo un 100% en ambas

semanas. Esto se refleja claramente en el grafico de la Figura 23.

Al andlisis ANOVA, se obtuvo que las semanas 3, 6, 18 y 22, no tienen diferencias
significativas, a diferencia de las semanas 10 y 14, las cuales son diferentes entre ellas vy,

ademas, con el resto de las semanas.

27



0.0 a

a a
T — | -
0.24
0.4+
£
c
0.6
0.8
1 -O T L] L L] T T
3 semanas 6 semanas 10 semanas 14 semanas 18 semanas 22 semanas

Figura 23. Resultados del test ELISA aplicado al plantel E, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacion del negativo con la muestra (a, b, ¢ = p<0,05).

De las 50 muestras positivas, a todas se les hizo HI para la variante de referencia y mutante,
en el caso de la primera, se obtuvieron resultados con titulos, por sobre el minimo establecido,
en las semanas 3, 6, 18 y 22; a diferencia de las semanas 10 y 14, donde todos los titulos
estuvieron por debajo el minimo establecido. Sin embargo, al analisis ANOVA, todas las
semanas tuvieron un comportamiento sin diferencias significativas entre ellas, tal como se

observa en el gréfico de la Figura 24.
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Figura 24. Resultados HI para el virus 559 plantel E, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).
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En el caso de la variante mutante, se observa en la Figura 25, que se obtuvieron titulos por
sobre el minimo establecido, en las semanas 3, 6, 10, 18 y 22, siendo la semana 14 la que
obtuvo los titulos méas bajos en comparacion a las otras semanas. Al analisis ANOVA, la
semana 3, no tuvo diferencias significativas con la semana 6, 14, 18 y 22, las cuales tampoco
tuvieron diferencias significativas con la semana 10, sin embargo, esta Ultima, si tuvo un

comportamiento distinto con la semana 3.
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Figura 25. Resultados HI para el virus 1107 plantel E, agrupados por semana de edad. El
titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).

Al comparar ambos resultados, tanto para la variante mutante como para la de referencia, se

hace evidente que para la primera se obtuvieron titulos mas altos. Tal como se puede ver en

la Figura 26.
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Figura 26. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel E. El titulo de anticuerpos es el

valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).
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Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se

determind que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,00049.
PLANTEL F

De las 58 muestras analizadas, 21 fueron positivas al test ELISA, lo que se traduce en un
36,2% del total de muestras. Si se evalla esto por semanas, los resultados son que en la
semana 3, de 10 muestras analizadas, las 10 fueron positivas (100%); en la semana 8, 4
(44,4%) muestras fueron positivas; mientras que en la semana 12 y 16, s6lo 3 (30%) muestras
fueron positivas en cada uno; finalmente en la semana 20 y 22 fue donde menos casos
positivos se encontraron, obteniendo sélo 1 (10%) muestra positiva en la semana 10 y 0% en
la semana 22. Esto se aprecia claramente en la Figura 27, donde se ve claramente que la
cantidad de muestras positivas va disminuyendo progresivamente hasta llegar a 0 en la Gltima

semana muestreada.

Frente al analisis ANOVA, las semanas con menos diferencias significativas, fueron las 20
y 22 y las semanas 12 y 16, estés Ultimas teniendo un comportamiento parecido con la semana
8 también, y la semana 3, presentd diferencias con todas las demas.
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Figura 27. Resultados del test ELISA aplicado al plantel F, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacién del negativo con la muestra (a, b, bc, ¢ = p<0,05).

De estas muestras positivas, cuando se les realizo HI para la variante de referencia, se puede

ver, en la Figura 28, que en la semana 3 se tienen titulos mas altos, y las semanas 8, 12 y 20
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no tuvieron ninguna muestra con titulos mayores al establecido para considerar las muestras
con la suficiente cantidad de anticuerpos frente al virus de referencia. Sin embargo, al anélisis

ANOVA, no hubo diferencias significativas entre semanas.
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Figura 28. Resultados HI para el virus 559 plantel F, agrupados por semana de edad. El
titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a = p<0,05).

En los resultados del HI para el virus mutante, graficados en la Figura 29, se obtuvo titulos
mas altos en la semana 3, siendo esta la Gnica con muestras con titulos por sobre el minimo
establecido, esta situacion se refleja en el analisis ANOVA, donde se obtuvo que la semana
3, tuvo diferencias significativas con la semana 8, 12, 16 y 20, y estas a su vez fueron muy

similares entre ellas.
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Figura 29. Resultados HI para el virus 1107 plantel F, agrupados por semana de edad. El

titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, b = p<0,05).
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Al comparar los resultados obtenidos tanto para la variante de referencia como para la
mutante, Figura 30, se aprecia que ambos tuvieron titulos similares en las distintas semanas

muestreadas, presentando la semana 3 los titulos mas altos en ambos casos.
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Figura 30. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel F. El titulo de anticuerpos es el
valor reciproco del titulo del HI (a, b = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Sin
embargo, no pudieron ser analizados, debido a que el tamafio muestral era demasiado

pequefio.
PLANTEL G

De las 60 muestras analizadas, 44 fueron positivas al test ELISA, lo que corresponde a un
73,3% del total. Al desglosar los resultados por semana, se obtiene que, en la semana 3, 10
(100%) de muestras fueron positivas; en la semana 6, 9 (90%) resultaron positivas; en la
semana 10, 8 de 10 muestras (80%) fueron positivas; en la semana 14 y 24, 7 (70%) muestras
fueron positivas en cada una; y finalmente, en la semana 18, s6lo se obtuvieron 3 (30%)
muestras positivas, siendo la semana con menos positividad al test. Todo esto se puede ver
en la Figura 31, donde ademés se observa que la cantidad de muestras positivas en las
diferentes semanas presenta un descenso marcado hasta la semana 18, para luego volver a

aumentar en la semana 24.
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Al analisis ANOVA, la semana 3, tiene un comportamiento similar con la semana 6, y esta a
su vez, presenta similitud con las semanas 10, 14 y 24, las cuales, también comparten cierta

semejanza con la semana 18.
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Figura 31. Resultados del test ELISA aplicado al plantel G, agrupados por semana. El valor

nm corresponde a la relacién del negativo con la muestra (a, ab, bc, ¢ = p<0,05).

A las muestras positivas al test ELISA, se les realizé HI para las variantes de referencia y
mutante, los resultados se aprecian en la Figura 32 y 33, respectivamente. Con respecto a los
resultados para la variante de referencia, se aprecia que la semana 3 y 24 son aquellas con
titulos mas altos, y, las semanas 10 y 14 son las que presentaron titulos mas abajo, esto frente
al analisis ANOVA, se traduce en que las semanas 3y 24 y las semanas 10 y 14, tienen menos
diferencias significativas entre ellas, y que las semanas 6 y 18 tienen un comportamiento

similar a todas las semanas anteriores.
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Figura 32. Resultados HI para el virus 559 plantel G, agrupados por semana de edad. El
titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).

En el caso de los resultados obtenidos para la variante mutante, se aprecia que en todas las
semanas se obtuvieron titulos similares, siendo las semanas 3y 14, las Unicas con diferencias
mas significativas, presentando la semana 3, titulos mas altos que la semana 14. Al analisis
ANOVA, esto se refleja al ser las semanas 6, 10,18 y 24 parecidas a las semanas 3y 14, pero

entre estas si se presentan diferencias.
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Figura 33. Resultados HI para el virus 1107 plantel G, agrupados por semana de edad. El
titulo de anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).

Al comparar los resultados para ambas variantes, se aprecia claramente en la Figura 34, que
en las semanas 10 y 14 es donde se presentan mayores diferencias, encontrando titulos mas

altos, para la variante mutante.
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Figura 34. Resultados HI 1107 comparado con 559, plantel G. El titulo de anticuerpos es el
valor reciproco del titulo del HI (a, ab, b = p<0,05).

Los resultados de HI, de la semana 10 en adelante, esta incluida, fueron sometidos a la prueba
de chi cuadrado, para analizar la significancia de los resultados a ambas variantes. Se
determiné que, si existia una diferencia significativa, con un valor p de 0,00049.

RESULTADOS GENERALES HI

Los resultados de HI de todos los planteles muestreados y de la semana 10 en adelante, esta
incluida, fueron agrupados y sometidos a la prueba de chi cuadrado, para analizar la
significancia de los resultados a ambas variantes. Se determino que, si existia una diferencia

significativa, con un valor p de 0,00049.
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Figura 35. Resultados general HI, para ambas variantes virales, comparado. El titulo de

anticuerpos es el valor reciproco del titulo del HI.
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DISCUSION

En este estudio se buscé comprobar la presencia de 2 variantes antigénicas de HIN1
pandémico 2009, usando serologia en granjas porcinas nacionales. Para poder demostrar la
presencia de estas variantes, se utiliz6 como prueba genérica, el test ELISA, y como prueba
especifica, HI. Cabe destacar, que ambas pruebas detectan anticuerpos, los cuales pueden

originarse, por infeccion natural o inmunidad materna.

De acuerdo a lo anterior, es necesario recalcar que no se detecto virus de manera directa, sin
embargo, se extrapolaron los resultados seroldgicos obtenidos, que, al ser analizados,
demuestran que en todos los planteles existe evidencia de la presencia del virus Influenza A.
Esto concuerda con estudios previos que indican el virus es ubicuo en la produccion porcina

nacional y mundial (Tapia, 2018; Vincent et al., 2013).

El virus de influenza A, fue detectado mediante ELISA en un 58,1% (257/442) de las
muestras analizadas, observando un rango de 21% a 92,5% entre planteles. En plantel A
donde se registré la menor cantidad de muestras positivas con un 21% (25/84) de positividad
y el plantel con mayor nimero de positivos fue el plantel C, con un 92,9%, (65/70). Esto
soporta la idea de que Influenza A, a pesar de ser ubicua en las explotaciones de cerdos tiene
dindmicas infecciosas distintas en cada uno de ellos. EI comportamiento serol6gico del virus
a nivel predial puede estar condicionado por: tipo de virus, programa de vacunacion
(Markowska-Daniel et al., 2011), tipo de vacuna (Vincent et al., 2010), factores del plantel,
como el ingreso no controlado de animales (Simon-Grifé et al.,2011), uso de ciclo completo
o sistema all in-all out (Corzo et al., 2014) y/o cantidad de cerdos por metro cuadrado (Mastin
etal., 2011).

Por otra parte, los resultados al analisis de Inhibicién de la Hemaglutinacién o HI sugieren
que en al menos 1 de los 7 planteles muestreados no se presenta virus pandémico. No se
encontré evidencia suficiente para demostrar la presencia de las variantes pandémica en el
plantel A. De la mano de esto, al extrapolar los resultados de HI con los de ELISA, se

presencia la probable existencia de otro linaje de virus.
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Ahora bien, considerando la inmunidad materna que se registrd en algunos planteles,
especificamente en 6 de 7, es importante destacar tres cosas; primero, que esta la obtienen
los lechones a partir del calostro y la leche, ya que, las inmunoglobulinas, en el caso de los
cerdos no pueden atravesar la placenta (Salmon, et al. 20008), en segundo lugar, que dicha
inmunidad pasiva, perdura hasta las 10 semanas (Cador, et al. 2016), por lo tanto, se
consideran hallazgos importantes todos los encontrados desde las 10 semanas. Por Gltimo, es
que es recomendado la vacunacion en cerdas gestantes, para que estas puedan transferir su
inmunidad a los lechones (Quiles, et al. 2013). Sin embargo, no en todos los planteles
estudiados se realizaba esta medida, y en algunos, la inmunidad materna, se dio por infeccion
natural. Especificamente en 4 planteles se vacund y en 2, la infeccion se dio de manera

natural.
RESULTADOS AGRUPADOS

Con el objetivo de poder analizar de mejor manera los resultados de los analisis, es que se
agruparon los resultados, considerando 3 criterios: ELISA, Test de inhibicion de la

Hemaglutinacion o HI, y vacunacion de las cerdas.
ELISA

Se pudieron identificar 4 perfiles serolégicos diferentes. Uno de estos perfiles se identificd
en 3 de los 7 planteles analizados, estos fueron los planteles A, C, D y G, los que tuvieron
resultados similares, y se puede notar al comparar los graficos respectivos, donde se observa
en todas las semanas de muestreo la presencia de muestras positivas y negativas en igual
cantidad. Esto se puede deber a que, a pesar de haber presencia de anticuerpos maternos, la
proteccion no es completa, y los lechones se encuentran parcialmente protegidos (Loeffen,
et al. 2003), lo que ocasiona que de igual manera se presente infeccion en las semanas
posteriores. Con respecto a los demas planteles, todos tuvieron patrones diferentes perfiles

seroldgicos.
Plantel B

En este plantel las cerdas no son vacunadas, por lo tanto, no se observan anticuerpos de origen

materno, sin embargo, estos se ven expuestos al virus de manera natural dentro del plantel y
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presentan una respuesta seroldgica marcada, por el desarrollo de inmunidad activa (Cador, et

al. 2016), llegando a un 70% de sueros positivos
Plantel E

Se observa una transferencia de inmunidad materna homogénea, en la primera semana
muestreada, la cual tuvo un descenso gradual hasta la semana 10, y en la semana 14 ya se
aprecia la aparicion de inmunidad activa, teniendo en las ultimas 2 semanas muestreadas, un
100% de muestras positiva; con esto, se puede concluir que los animales, se encuentran
expuestos al virus dentro del plantel de manera natural, y, ademas, deberia existir una ata

circulacién viral ya que todos los ejemplares desarrollaron inmunidad.
Plantel F

En este plantel las cerdas son vacunadas, sin embargo, se presenta una heterogeneidad en los
perfiles seroldgicos individuales, en la semana 3, que si bien, todos son positivos, algunos
tienen titulos méas bajos que otros, esto se puede deber a un consumo desigual de calostro por
los lechones, de todas formas, en las semanas siguientes, no se observé una respuesta
serologica detectable. Esto se puede interpretar como una gran homologia entre la cepa
vacunal y la variante viral presente en el plantel, por lo que, la proteccion es mas eficiente y

logra los resultados esperados (Cador, et al. 2016).
TEST DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION (HI)

Al momento de comparar los resultados obtenidos, por plantel, en ambas pruebas
diagnosticas, ELISA y HI, se evidencia que, en 4 de estos, los animales, se estan infectando
con una variante viral que no corresponde a las que normalmente se encuentran en los
planteles chilenos (Tapia, 2018) y que no fue estudiada en este trabajo, siendo en 1 de ellos,
la variante predominante. Los graficos comparativos se pueden encontrar en los anexos, del
3al9.

Estos planteles son el A, C, D y E, en los cuales, al comparar los graficos de los resultados
obtenidos para ELISA y HI, se hace notorio que, en ciertas semanas, la cantidad de sueros
positivos a influenza A, no es similar con los titulos obtenidos ni para la variante de

referencia, ni para la mutante.
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Con respecto a los planteles B, F y G, estos tuvieron resultados similares en ambas pruebas,
y esta semejanza se puede interpretar como que solo esas 2 variantes virales son las que se

encuentran infectando a los individuos.
VACUNACION

De los planteles muestreados, no todos realizan vacunacion de las cerdas. Los planteles que
si toman esta medida son el C, E, F y G, los cuales se identifican en el test ELISA por tener

una presencia homogénea de anticuerpos en la primera semana muestreada.

Al comparar la reinfeccion de estos lechones, con los de las granjas donde no se realiza
vacunacion a las cerdas, se deberia encontrar un porcentaje menor de sueros positivos,
posterior a la semana 10, que es cuando la inmunidad pasiva ya comienza a disminuir sus
niveles; esto debido a que, si bien algunos lechones se pueden infectar durante el periodo de
transicion, esta infeccién es inversamente proporcional a la cantidad de anticuerpos
calostrales recibidos de la cerda (Quiles, et al. 2013). Sin embargo, se puede ver que esto, en
la préctica, no funciona asi, ya que, por ejemplo, en el plantel C, durante todas las semanas
muestreadas, el porcentaje de sueros positivos se mantuvo alto, sobre 90%. Esto se explica,
probablemente, en que la vacuna que se utiliza en los planteles chilenos no es especifica para
la variante chilena (Tapia, 2018), porque en todos los planteles que si vacunan, los
anticuerpos para el virus mutante son significativamente mayores que para el de referencia

y, en el otro plantel, se encuentra una tercera variante, desconocida.

La variacién antigénica del virus influenza, supone un gran problema para el control de dicha
enfermedad, se necesita una vacuna que proporcione una proteccion mas amplia contra esta

variacion (Kitikoon, et al. 2008).
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CONCLUSION

Existe evidencia seroldgica de la variante mutante 1107 del virus pH1IN109, en la mayoria

de los planteles muestreados, especificamente en 6 de 7.
La variabilidad antigénica fue mas significante 4 planteles C, D, Ey G.

Exista una tercera variante en los planteles A, C, D y E. Y en algunos de estos, no habia sido

descrita anteriormente.

La vacunacion no tiene el efecto protectivo deseado, porque no se consideran las variantes

locales de virus pH1IN109 y existe una tercera variante no estudiada en algunos planteles.
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Anexo 1
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Universidad de Chile, ha revisado el proyecto titulado, “Emergence of novel Influenza A
H1N1, HIN2 and H3N2 reassortant viruses in swine in Chile; Revealing its origen,
distribution and antigenic diversity in intensive pig production” que fue adjudicado en
el Concurso FONDECYT de Iniciacién en la Investigacion 2017 y cuyo Investigador
Responsable es el Dr. Victor Neira, académico de FAVET.

El proyecto cumple las normas de bioseguridad que se encuentran descritas en el
mismo y en el formulario de solicitud de certificados de bioseguridad de FAVET, y que
son las adecuadas segin las especificaciones contenidas en el “Manual de Bioseguridad
en el Laboratorio, de la Organizacién Mundial de la Salud (versién 2005)" y en el
“Manual de Bioseguridad de Conicyt” (versién 2008), que previenen los riesgos para las
personas, los animales y el medioambiente.

Coordinadora
Comité de Bioseguridad
FAVET
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Anexo 2

CICUA

Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo COMITE INSTITUCIONAL DE
UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Santiago, a 8 de noviembre de 2017

Certificado n®: 17077-VET-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que el protocolo numero 12-2017 VETUCH del proyecto de investigacion titulado: “Emergence of
novel Influenza A HIN1, HIN2 and H3N2 reassortant viruses in swine in Chile: Revealing its origin,
distribution and antigenic diversity in intensive pig production”, cuyo Investigador Responsable es
el Dr. Victor Neira Ramirez, del Laboratorio de Virologia Animal, Unidad de Sanidad Porcina y
Unidad de Manejo Animal, Departamento de Medicina Preventiva Animal, Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, no plantea acciones en sus procedimientos que
contravengan las normas de Bioética de manejo y cuidado de animales, asi mismo la metodologia
experimental planteada satisface lo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de la Universidad de Chile.

El Investigador se ha comprometido a la ejecucidn de este proyecto de investigacion dentro de las
especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna modificaciéon sin previa
aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de 100 Cobayos (Cavia porcellus), cepa Pirbright White
y 260 cerdos (Sus scrofa) para la obtencion de muestras de suero y fluido oral. Los cobayos serdn
obtenidos del Bioterio del Instituto de Salud Publica ISP y las muestras de cerdos desde planteles de
produccién intensiva de cerdos, desde noviembre 2017 a octubre de 2020, tiempo estimado de
ejecucion del estudio, el cual seré financiado por el Proyecto Fondecyt de Iniciacién Nro. 11170877.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo, y estd
constituido por 43 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencion y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacién del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores delas
observaciones exigidas por el Comité.

Cuidado ,,
® cicua” %

f vio ®

¥ oy ¢
Dr. Cristian Ugaz Ruiz 2 T Dr. Emilio Herrera Videla
Coordinador % ¥ Presidente
CICUA - VID *o (B[S o CICUA - VID
Universidad de Chile %"’sl'dad de o Universidad de Chile

Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo (VID) — Universidad de Chile
www.uchile/cicua.cl email: coordinador.cicua@uchile.cl
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Anexo 3. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel A.
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Anexo 4. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel B.
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Anexo 5. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel C.
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Anexo 6. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel D.
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Anexo 7. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel E.
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Anexo 8. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel F.
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Anexo 9. Resultados test ELISA y HI comparados, plantel G.
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