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RESUMEN: Con d fin derealizar d aislamiento de virus de lainfluenza, porcina se sdeccionaron 10 muestras
de tgido pulmonar de un total de 49 que resultaron positivas por RT-PCR en tiempo real. El aislamiento se
realizé en embriones de pollo con resultados positivos en 4 de las 10 muestras inoculadas. De estas cuatro
muestras tres fueron identificadas como virus de influenza pandémicos (H1N1). Los resultados de este trabajo
constituyen @ primer reporte de aislamiento dd virus de influenza porcina en las poblaciones de cerdos de
Cuba.
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| solation of swineinfluenzavirusin Cuba

ABSTRACT: In order to accomplish swine influenza virus isolation, 10 tissue lung samples were sdected
from 49 real time RT-PCR positive samples. Lung homogenate sample were inoculated into 10 day old chicken
eggs. Four viral isolates were obtained from the 10 samples sdected. Three swine influenza virus isolates
obtained were subtyped as pandemic influenza A virus HIN1. This study is the first report of swine influenza

isolation in Cuban swine farms.
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Las infecciones producidas por virus Influenza Ahan
sido documentadas en aves, cerdos, gatos, perros,
hurén, zorros, caballos y mamiferos marinos (1,2).
Estos estan clasificados dentro de la familia
Orthomyxoviridae, son virus envueltos que contienen 8
segmentos de ARN de cadena simple y polaridad
negativa que codifican 11 proteinas, algunas de las
cuales constituyen elementos estructurales del viridn
y otras intervienen en la replicacion viral (3). Se reco-
nocen 16 subtipos diferentes de hemoaglutininas y 9
de neuroaminidasa las que pueden ser diferenciadas
desde el punto de vista antigénico (4).

En el cerdo, circulan, a nivel mundial, tres subtipos
principales de influenza A; HIN1, HIN2,y H3N2 (5) y
se consideran uno de los patégenos respiratorios mas
comunes de ahi suimportancia en el complejo respi-
ratorio. La infeccion es caracterizada por fiebre alta,
letargia, descarga nasal, tos, disnea y pérdidas de
peso aungue también se han reportado brotes de abor-
to (6,7,8).

La importancia de la infeccién del cerdo con virus
influenza no solo radica en las graves pérdidas econé-
micas que produce en la industria porcina mundial (9)
sino también se ha considerado que actia como un
mezclador para la pseudo-recombinacién de virus in-

fluenza de aves, cerdos y mamiferos, por lo que puede
resultar importante en el surgimiento de nuevas cepas
de virus con capacidad para producir una pandemia
en el humano (10,11).

En nuestro pais, a pesar de tener evidencias
seroldgicas de la circulacién de virus de la influenza
porcina H1 (12) no se habian realizado estudios para
obtener el aislamiento de este virus. Por lo que el obje-
tivo de este trabajo fue obtener el aislamiento de virus
influenza porcina a partir de muestras que resultaron
positivas por RT-PCR entiempo real en un estudio rea-
lizado en paralelo (13), en poblaciones porcinas que
presentaron problemas respiratorios.

Durante el afio 2010 nuestro laboratorio recibié un
total de 238 muestras (157 exudados nasales y 81
provenientes de tejidos pulmonar, tomadas de cerdos
con problemas respiratorios las que fueron evaluadas
por la técnica de RT-PCR en tiempo real (rRT-PCR)
para detectar la presencia de Influenza porcina. Estas
muestras se colectaron como parte de un proyecto de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Ali-
mentacion y la Agricultura (FAO) coordinado por la
Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE) para
aumentar la vigilancia de la IP a partir de la emergen-
ciade la nueva cepa H1IN1/2009 de caracter pandémico.
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El procesamiento de las muestras para el diagnés-
tico por rRT-PCR se realiz6 segun el algoritmo diag-
nostico para IP propuesto por OFFLU (14), brevemen-
te: las muestras de tejido se homogenizaron con 1 mL
de medio de cultivo DMEM por medio de perlas de
ceramica en el equipo MagNa Lyser (Roche Applied
Science) a razon de 50009 durante 30s, luego se
centrifugaron a 9500g durante 1min y finalmente, se
colect6 el sobrenadante para la extraccién del ARN viral.

El ARN viral se extrajo por medio del kit comercial
QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH) segun las
instrucciones del fabricante. La reaccion de RT-PCR en
tiempo real se realiz6 en un solo paso en un volumen
total de 20 pL que contenian 10pL de lamezcla dereac-
cién QuantiTectTM Probe RT-PCR master mix (Qiagen),
1 pL de cada un los cebadores (10 uM) y sonda (4 uM),
5 uL del RNA extraido y 2 puL de agua libre de nucleadas
(Promega, Madison, USA). Para la tipificacion de in-
fluenza tipo A la pareja de cebadores y sondas fueron
M+255-AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG-3' ,M-124-
SIV- 5"-CAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCA-3,
ProbeM+64-5"- FAM-TCAGGCCCCCTC AAAGCCGA-
TAMRA-3’, respectivamente. Para la discriminacion del
virus pandémico se emplearon los cebadores y sondas
N1-F120-5-CAACACCAACTTTGCTGC-3";N1-R330-5 -
GGAACCGATTCTTACACTGTTGTC-3, ProbeN1-F2325'-
FAM-CAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGC BHQ-1-3',
respectivamente.

Para el aislamiento viral se seleccionaron un total
de 10 muestras de tejido pulmonar de aquellas que
resultaron positivas por rRT-PCR y se encontraban al-
macenadas a -80°C por un periodo de 6 meses. Los
criterios de seleccion de las muestras para el aislamiento
viral fueron: i) el area geogréfica yii) aquellas muestras
positivas con un valor del ciclo umbral (CT-de inglés Cycle
Threshold) por debajo de 30 (13). A partir de cada mues-
tra se prepard una suspension al 10% (p/v) en medio de
cultivo DMEM y se inocularon en embriones de pollo
comerciales arazon de 0,2 mL por embridony 5 embrio-
nes por muestra. La incubacion se realizé a 37°C con
observacién diaria durante un periodo de 3 dias. Los
embriones que murieron a las 24 horas post inoculacion
fueron eliminados y los liquidos alantoideos de los que
murieron a partir de las 48 horas o los que permanecie-
ron vivos fueron evaluados por hemoaglutinacién rapida
(HAR) en placa utilizando una suspension de eritrocitos
de pollo al 10% y por rRT-PCR. En los casos que se
obtuvo HAR positiva las colectas fueron tituladas por la
técnica de hemoaglutinacion segun se establece en el
manual de la OIE (15).

La identificacion de los aislamientos se realiz6 por
rRT-PCR y por el protocolo de secuenciacion propuesto
por la Organizacion mundial de la Salud (World Health
Organization, WHO) (16).
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Brevemente, los productos de PCR purificados se
secuenciaron bidireccionalmente con cada uno de los
cebadores especificos recomendados por la Organi-
zacién Mundial de la Salud (16) y el estuche comercial
Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing Kit (Applied
Biosystems), segun las indicaciones del fabricante.
Se mezclaron 4 pL de Big Dye, 1 pL de cebador 10 uM
y 5 uL de los amplicones purificados para un volumen
final de 10 L.

Del total de muestras evaluadas 4 resultaron positi-
vas a partir del segundo pase. Una de las muestras
(MM3) produjo mortalidad de un embrién a las 72 ho-
ras pi, el cual al ser evaluado por HAR resulté positivo.
El resto de las muestras evaluadas (3) fueron positivas
solo por rRT-PCR, con unadisminucion de los valores
de Ct entre 20,85 y 23,73 (Tabla 1) que sugiere un
aumento en la carga viral (Figura 1). Las mismas no
produjeron mortalidad embrionaria y los liquidos
alantoideos fueron negativos por HAR. Todos los aisla-
dos obtenidos fueron identificados como subtipos HIN1
con nimero de acceso en la base de datos GenBank
HE584748, HE584750, HE578808, HE578810,
HE584756 y HE584758.

Los resultados obtenidos en el éxito del aislamien-
to viral y la evaluacién por HAR corresponden con lo
reportado por Metreveli et al. (17) quienes al estudiar
dos aislados de influenza porcina en Suiza encontra-
ron que ambos fueron negativos por hemaglutinacién
durante el segundo pase en células MDCK pero sus
titulos infectivos oscilaron entre 6,2y 7.0 TCID,, /mL.

Amplification Curves
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FIGURA 1. Curvasde amplificacion especificasdelaeva-
luacion delosaidamientosdeinfluenzaporcina. El codigo
de cada muestra positivase muestraen lacurva deamplifi-
cacion especifica de cada una./ Especific amplification
curves of the assessment of swine influenza virusisolates.
The number of samples fromeach positive sample isshow.
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TABLA 1. Titulos hemoaglutinantes y valores de Ct de los liquidos alantoideos de los embriones inoculados con las
muestras seleccionadas en |os diferentes pases./ Results obtained from HA test and Ct values of allantoic fluid collected
from different passageses of the embrionated chicken eggs from the samples selected

TituloHA RT-PCR en tiempo real (Ct)
Caodigo de muestra 1 Pase 2 Pase 3 Pase Inéculo 2 Pase 3 Pase
MM3 <12 1:8 1:8 29,63 20,85 17,95
130 <1:2 <1:2 1:8 29,22 23,73 19,87
150 <12 <1:2 <1:2 29,73 - -
74 <1:2 <1:2 <1:2 29,45 - -
84 <1:2 <1:2 1.64 24,79 21,49 18,03
102 <12 <12 <1:2 29,46 - -
115 <12 <1:2 <1:2 27,4 - -
121 <12 <1:.2 1:128 28,56 20,85 19,66
123 <12 <1:.2 <1:2 26,48 - -
190 <1.2 <12 <1.2 28,96 - -

Lo que evidencia que los resultados por
hemoaglutinacién dependen de las concentraciones
de virus en las muestras. En este sentido Gopinath et
al. (18) reportaron, en un estudio comparativo de la
sensibilidad analitica de un rRT-PCR cuantitativo, RT-
PCR convencional y hemoaglutinacion (HA) en funcién
de dosis infectivas (DI), que solo fue posible obtener
titulos hemoaglutinantes o resultados positivos por RT-
PCR convencional cuando las concentraciones de vi-
rus en lamuestras analizadas fueron altas (aproxima-
damente 107DI) mientras que el rRT-PCR result6 po-
sitivo en un mayor rango (DI entre 107y 10?).

Los resultados obtenidos en el presente estudio,
asi como los resultados de otros grupos de investiga-
cion (17,18), evidencian la necesidad del uso de los
ensayos de rRT-PCR en el seguimiento de los virus de
IP durante el proceso de aislamiento, como técnica
cuantitativa y sensible que oriente la investigacién en
este campo para una disminucién de posibles falsos
negativos.

Las diferencias encontradas en el nUmero de mues-
tras positivas por aislamiento viral y por rRT-PCR (4
del0) pudiera estar influenciado por el periodo de con-
gelacion de las muestras lo que pudo afectar la viabili-
dad del virus o motivadas por la sensibilidad que tiene
el rRT-PCR al poder detectar tanto fragmentos de
genoma como particulas virales no viables.

Pamela et al. (19) encontraron, al estudiar 541
muestras positivas por rRT-PCR, que solo un 25.1%
de estas (136) fueron positivas por aislamiento de In-
fluenza aviar, lo que atribuyen a la no adicion de
crioprotectores antes de la congelacion de las mues-
tras. Munster et al. (20) encontraron coincidencias de
un 33.5% (332 de 992) entre el aislamiento viral y RT-
PCR y sefialaron que adn en condiciones ideales de

transporte, almacenamiento y procesamiento no de
todas las muestras positivas por RT-PCR se puede
lograr aislamiento.

Con la emergencia del HIN1/2009 pandémico el
mundo confirmo la potencialidad de los virus influenza
de intercambiar genomas de diferentes especiesy di-
ferentes continentes (21), de ahi que la constante vigi-
lancia, el analisis de secuencias en busca de marca-
dores de adaptacién a hospederos, diseminacion y vi-
rulencia sean tareas urgentes de la comunidad cienti-
fica internacional. Estos analisis dependen en gran
medida del éxito de obtener aisladas aquellas cepas
de virus que circulen en un &rea determinada en un
momento dado, de ahi la relevancia de aumentar los
estudios que faciliten este objetivo.

Finalmente en el presente trabajo se obtuvo por pri-
mera vez en el pais el aislamiento de cuatro virus de
influenza porcina a partir de cerdos con signos respira-
torios procedentes de poblaciones porcinas del occi-
dente, centro y oriente del pais y constituye las bases
para la futura caracterizacion molecular y flogenético
de estos virus.
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