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Resumen

Los virus de influenza se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, afectando tanto a diversas
especies animal como al hombre. Estos virus presentan una sorprendente capacidad de evolucionar, ya
que utilizan los procesos de recombinacién de sus genes con otros virus, asi como de mutar, a través de
pequefios cambios en su ARN. En este capitulo se presenta una revisién general de los virus de influenza
en medicina veterinaria, incluyendo aspectos de diagnodstico tanto tradicional como pruebas moleculares
de aislamiento y tipificacién de virus, diagndstico postmortem en animales afectados, y finalmente una
revisién de los tipos de vacunas existentes para prevenir la enfermedad de los animales.
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Summary

Influenza viruses are widely distributed in nature, affecting different animal species and man. These viruses
show a surprising capacity to evolve, since they use the process of recombination of their genes with
other viruses, as well as the mutation process through minor changes in their RNA. In this chapter a
general review of influenza viruses in veterinary medicine is presented, including aspects of traditional and
molecular diagnosis, of isolation and tipification of the virus, postmortem diagnosis in affected animals;
and finally a review of the existing vaccines to prevent the disease in animals is presented.

Key words: Influenza Virus, Haemmagglutinina, Neuraminidase, Subtypes, animals
Introduccién

La presentacion de las pandemias por los virus de influenza tipo A son un riesgo latente a nivel

mundial y generan una gran preocupacion en la poblacién y las autoridades de salud, debido a que se
desconoce el impacto que puedan causar y su agresividad, ya que la enfermedad se puede presentar

a través de uno de los 144 subtipos virales de influenza tipo A. Ademas es importante considerar que
cada especie puede ser afectada por uno o varios subtipos virales, pero también un mismo subtipo viral,
con algunas diferencias en sus genes, puede ser capaz de infectar a otra especie.

Lo anterior es trascendente, debido a que la influenza es una enfermedad altamente contagiosa, de
rapida diseminacion en poblaciones susceptibles, es decir, que nunca han tenido contacto con ese
subtipo viral de influenza, asi como en aquellas en las que hay sobrepoblacién, tanto en humanos como
en animales.

Recientemente, una cepa de influenza equina infect a perros. Esta cepa de influenza equina se ha visto
Unicamente en unos cuantos estados de los Estados Unidos y casi exclusivamente se ha asociado con las
pistas de carreras de perros y los refugios de animales, donde se congrega un gran nimero de animales
que mantienen un contacto cercano.

Antecedentes en la medicina veterinaria

La Influenza es una enfermedad infecciosa aguda, causada por algunos influenzavirus del grupo A de la
familia Orthomyxoviridae, que se manifiesta principalmente en animales de granja como cerdos, gallinas
y pavos. También se puede presentar en otras aves domésticas de corral y, raramente, en aves silvestres
en cautiverio o en libertad. Los caballos y otros mamiferos también pueden presentar signos de la
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enfermedad. Esta puede manifestarse clinicamente de dos maneras:

1) Un cuadro respiratorio caracterizado por estornudo, secrecidn nasal y ocular, causado por cepas de
baja patogenicidad.

2) Un malestar general en el que se observa depresion, fiebre, dificultad respiratoria, liquido en la piel y
muerte, causado por cepas de alta patogenicidad.

La presentacion diferente de la enfermedad en ambos cuadros clinicos, se debe a las caracteristicas
de dos proteinas localizadas en la superficie del virus: la hemoaglutinina, que se abrevia con la letra H,
responsable de infectar a la célula, y la neuraminidasa, representada con la letra N, responsable de la
salida del virus a partir de una célula infectada.

Los influenzavirus del grupo A pueden tener distinta Hy N, pero en conjunto determinan un subtipo de
virus y su especificidad para infectar exitosamente a una especie animal. En el mundo se ha reportado la
existencia de 16 tipos de Hy 9 de N, lo que en teoria significa la existencia de 144 subtipos diferentes,
pero en la practica sélo se han encontrado poco mas de 100 subtipos en el mundo. La mayoria de estos
diferentes subtipos de virus causan un cuadro subclinico o clinico respiratorio de leve a moderado.

La excepcion dentro de estos virus estd dada en aquellos que tienen una H5, H7 y H9, que pueden
presentar cuadros clinicos de baja y alta patogenicidad.

Diagnéstico imprescindible

Para diagnosticar la enfermedad en un animal, es necesario reunir diferentes evidencias para llegar a un
diagnéstico integral. El primer paso en las pruebas de diagndstico es recolectar muestras clinicas del
animal que se sospecha infectado, a partir de los sitios de su anatomia donde se encuentra el virus. En
este caso se recolecta la secrecién oral, nasal, traqueal y rectal o cloaca, por medio de hisopos.

El hisopo con la muestra de fluido corporal es ingresado al laboratorio para realizar distintas pruebas o
técnicas. La muestra por si misma presenta varias caracteristicas, como la presencia de particulas virales
activas o inactivas, en una cantidad y proporcién desconocidas.

Para llegar al diagndstico en pocas horas, el virus presente (activo o inactivo) en el hisopo es transferido
a una tira de papel, donde es detectado a través de anticuerpos dirigidos hacia la proteina de la
nucleoproteina, que evidencia que el virus pertenece al género influenzavirus del grupo A. Esta técnica
sélo es positiva si tenemos suficientes particulas virales que oscilan entre 103 y 104 DIEP50%/ml.

Si queremos saber qué subtipo de influenzavirus A esta presente en la muestra positiva o confirmar que
la muestra es negativa, entonces se recurre a la deteccién de los genes virales por pruebas moleculares.

Métodos de identificacién del subtipo viral

A partir de la muestra recolectada por el hisopo, se puede caracterizar el virus por técnicas
moleculares. Lo anterior se logra a través de la deteccién del gen matriz, que determina que es
un influenzavirus y, posteriormente, se caracteriza el gen de la H y la N. Este método es conocido
como: transcripcidn reversa —reaccién en cadena de la polimerasa o RT-PCR, por sus siglas en inglés.

Para determinar si el subtipo del virus identificado por pruebas moleculares es de alta o baja patogenicidad,
es necesario enviar el producto de la RT-PCR a un anélisis genético para conocer la secuencia de nucledtidos
y, a partir de ello, determinar la secuencia de aminoacidos de la H, que en la mayoria de las ocasiones los
virus de alta patogenicidad son los que tienen la hemoaglutinina 5 (H5).

Transmision interespecies
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Los cerdos son muy susceptibles a algunos tipos de influenza A y a algunas cepas que circulan
principalmente entre humanos y aves. También es probable que los cerdos se muestren sin presentar
enfermedad. El hecho de que los cerdos se puedan infectar con algunas cepas humanas y aviares,

se debe a la presencia de uniones 2,3- y 2,6- galactosa en el acido sidlico de las membranas de

las células del epitelio traqueal del cerdo, que puede conducir a la seleccién y la modificacion de

las especificidades por el receptor de los virus Influenza de las aves con afinidad por el receptor
2,3-galactosa, cambiando la afinidad por la del receptor 2,6-galactosa, que es el habitual en las células
humanas. Asi, se proporciona una unién potencial adaptativa entre los virus de las aves y los de las
personas. Sin embargo, tenemos que reconocer que esta capacidad de sus receptores celulares

no implica que los nuevos virus surjan de esta especie. Por el contrario, la pandemia de 1918 fue
ocasionada por el virus de influenza A humano, que se logré aislar en el cerdo hasta 1930. Esta situacion
se presentd nuevamente en 2009, cuando se detectd un nuevo virus en el municipio de “La Gloria”,
Veracruz, y meses después se identificd en otros paises en cerdos infectados experimentalmente.

El proceso de inoculacidn experimental en especies susceptibles, pero sin reporte previo de la
enfermedad, genera que la evolucién viral se acelere y se recombine, se adapte e infecte a nuevas
especies con menor o mayor grado de virulencia.

La capacidad de los virus de influenza, de traspasar la barrera de especie, esta controlada por una
constelacion de genes virales. Para que tenga lugar la transmisidon con éxito entre especies, es necesario
que exista una recombinacién genética, con una progenie de virus, que contenga una constelacion de
genes, que pueda replicarse en un nuevo hospedador. Los virus recombinantes con otra constelacion de
genes, pueden tener una capacidad adaptativa disminuida, que no les permite perpetuarse en un nuevo
hospedador o viceversa, como se menciona en el parrafo anterior.

Algunos sugieren que el gen de la nucleocapside (NP) es el determinante de la especificidad de
hospedador, el cual puede restringir o atenuar la replicacidn viral, y con ello el éxito de la transmisién
del virus a un nuevo hospedador. Esta tesis admite que el cerdo es "frasco de unién” de las cepas de
origen aviar y humano, donde tendria lugar la recombinacién genética para generar una nueva cepa de
facil transmisién interhumana.

Existen reportes de aislamientos de virus de influenza A, provenientes de una gran variedad de
mamiferos silvestres, particularmente de marinos como focas y ballenas.

Aislamiento del virus

Cuando nuestra necesidad es aislar el virus para la generacién de vacunas; es necesario procesar muestras
de hisopo nasal o pulmonar de animales sospechosos de la enfermedad. Esta deteccidn y aislamiento viral
se puede realizar en cultivo celular y embriones de pollo, lo cual requiere de tres a siete dias.

Cémo detectar la influenza en los animales

Cuando los animales presentan una enfermedad respiratoria y queremos saber si tuvieron la enfermedad
de influenza, se realiza la técnica de inhibicién de la aglutinacidn de los glébulos rojos (IHA). Esta técnica
esta basada en la capacidad del virus para aglutinar glébulos rojos, también conocida con el nombre de
hemoaglutinacién (HA), que consiste en lo siguiente: si hay anticuerpos generados por la infeccién previa
del virus, éstos van a inhibir la caracteristica de hemoaglutinacién del virus con un anticuerpo dirigido a la
hemaglutinina, que es la proteina que se encuentra en la superficie del virus.

Es posible recolectar muestras de fluidos corporales, a través de hisopo, a partir de las tres primeras
horas de muerte, utilizando las técnicas arriba mencionadas.

Si los animales mueren por un problema respiratorio parecido a influenza, es necesario realizar la
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necropsia.

La observacion de las lesiones en drganos y tejidos de un animal muerto, debe realizarse en las primeras
seis horas post mortem con un cadéaver mantenido en refrigeracién, con el objetivo de tener un detalle
claro de las lesiones causadas por el virus, para la apropiada seleccién y colecta de muestras de tejido.
Las lesiones observadas en virus de baja patogenicidad pueden ser una inflamacién serosa o mucosa del
aparato respiratorio, que no se distinguen de otras infecciones virales respiratorias. Por el contrario, los
virus de alta patogenicidad evidencian lesiones evidentes, pero no concluyentes, como son la presencia
de inflamacion con hemorragias, necrosis y edema en érganos respiratorios, digestivos, linfoides, genito-
urinarios y sistemas como el tegumentario y cardiovascular.

En ambos casos es necesario evidenciar la presencia del virus. Para ello se recolectan muestras de tejido
para ser procesadas para: a) Aislamiento del virus y su respectiva caracterizacion molecular y seroldgica,
y b) Deteccidn in situ por inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, microscopia electrénica y RT-PCR
in situ. El uso de las primeras tres pruebas requiere de anticuerpos dirigidos hacia la nucleoproteina del
virus; sin embargo, los resultados de las pruebas son suficientemente claras cuando se busca localizar
virus de alta patogenicidad. El uso de RT-PCR in situ no es ampliamente utilizado en el diagnédstico
regular por el fraccionamiento del ARN viral durante el proceso de fijacién de los tejidos o cambios
autoliticos.

Control de la enfermedad

No existe un tratamiento para los animales enfermos; aun asi, la medida a tomar consiste generalmente
en atencion con antibidticos para disminuir las infecciones secundarias (generadas por bacterias) asi
como limpieza y desinfeccion de los corrales incluyendo la disminucién del hacinamiento. La enfermedad
normalmente cursa todas sus etapas en una semana o dos. Los medicamentos antivirales no se usan
para tratar las infecciones de influenza en animales. A excepcién de caballos, cerdos y aves, no existen
comercialmente vacunas disponibles para otros animales.

Los procedimientos higiénicos y sanitarios son la primera defensa para disminuir y controlar la presencia
del virus, sin embargo, la complejidad en la movilizacién de los animales a nivel local, regional y global, no
garantizan una erradicacion permanente del virus. Es por ello que la inmunizacién ha sido un procedimiento
importante dentro de la bioseguridad de las granjas o centros de actividad ecuestre para controlar brotes
de la enfermedad, cuando se conoce que hay virus circulante.

Las vacunas veterinarias disponibles en la actualidad, tienen su origen en el subtipo que circulan en la
poblacién animal de cada especie, los cuales son sometidos a diferentes modificaciones para eliminar
su poder patégeno, pero manteniendo su capacidad inmunogénica, tal es el caso de las vacunas contra
influenza en aves, equinos y cerdos, las cuales en su inicio todas han sido generadas en embrién de pollo
para posteriormente ser inactivadas e inoculadas en forma de vacuna.

Las vacunas ampliamente utilizadas para el control de la influenza son las vacunas inactivadas, las cuales
se componen de virus inactivados térmicamente o quimicamente, que pueden ser utilizados en forma
completa, fracciones o subunidades de los mismos. Estos virus no se replican y por ello no causan o
trasmiten la enfermedad, lo que las hace mas seguras y de facil fabricacién, pero con menor capacidad
para estimular el sistema inmunoldgico.

Por dltimo, esimportante considerar que las vacunas veterinarias hacia los virus de influenza estan disefiadas
para generar respuesta inmune especifica hacia cada subtipo viral de acuerdo a la especie afectada; por
ejemplo, las vacunas disefadas para los subtipos H1N1 y H3N2 porcino generan protecciéon Gnicamente
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contra ellos y no hacia variantes humanas o hacia otros subtipos en especies diferentes; recordemos que
cada subtipo viral es especifico de especie y esto siempre sera considerado en el disefio de los productos
biolégicos, como lo son las vacunas del area veterinaria.

Conclusiones

Los comentarios expuestos demuestran que, en los Ultimos anos, se han presentado hallazgos que no se
habian dado previamente, con los cuales debemos concientizarnos para seguir estudiando estos virus. Y
resumiendo con las siguientes conclusiones.

La aparicidn de algunos subtipos de virus Influenza A de origen aviar, no descritos previamente en
personas (H5N1, HPN2 y H7N7), es probable que haya sido debido al incremento en la densidad de la
poblacién humana, junto a la cria masiva de aves en condiciones de hacinamiento.

La cria conjunta de animales de distintas especies, como pollos, patos y cerdos, puede conducir a la
infeccién de hospedadores no habituales, pero susceptibles y, al mismo tiempo, permitir la coexistencia
de virus de subtipos distintos en un mismo hospedador, lo que puede generar virus recombinantes con
mayor capacidad para infectar a otras especies.

Los cambios en la estructura de la hemaglutinina de uno de los subtipos (H5N1), le confieren mayor
patogenicidad y tropismo celular, por lo que puede afectar a distintos érganos del aparato respiratorio.
La imposibilidad de preparar vacunas por los métodos convencionales, al ser altamente patégenos para
el embrién de pollo, impide elaborar vacunas con la celeridad deseada.

La velocidad de las comunicaciones puede contribuir a su rapida diseminacion, con consecuencias
impredecibles, a menos que se avance en la preparacidon de nuevas vacunas, especificas para estos
nuevos subtipos, por métodos distintos a los convencionales.

Estos aspectos, entre otros, son fuente de preocupacion por el riesgo de que se desarrolle una
pandemia de gripe por un subtipo nuevo de virus de Influenza A. Por otra parte, los cambios genéticos
en los virus humanos circulantes, sin que se hayan podido adaptar estas variantes a la preparacion de
vacunas, pueden hacer que la extension y la intensidad de las epidemias anuales de gripe sean mayores
de lo habitual.
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