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RESUMEN 

El virus Influenza A es un agente infeccioso altamente contagioso responsable de 

panzootias, epizootias y pandemias alrededor del mundo. Tiene el potencial para generar 

variantes antigénicas que escapan a la inmunidad protectora conferida por las vacunas o 

infecciones previas. Una estrategia para ampliar el control sobre el virus es desarrollar una 

inmunidad heterosubtípica en el hospedero a través de las proteínas más estables del 

virión. El presente trabajo tuvo como objetivo identificar mutaciones presentes en los 

epítopes responsables de la neutralización del virus Influenza A. Para ello se realizó la 

detección del gen 7 en 6 (75%) muestras de hisopado nasal de caballos y 20 (29.41%) 

muestras de perros del estado de Nuevo León. Se dedujo la identidad genética de las 

secuencias obtenidas, encontrando un 94 – 98% de identidad con secuencias del gen M de 

cepas H3N2 y H1N1/2009. El estudio de seroprevalencia mostró una prevalencia del 

100% (123) en la población de perros y un 92.68% (114) en la población de equinos. 

Aunado a esto, se determinó a través de los ensayos en cultivo de células la capacidad 

neutralizante de anticuerpos policlonales producidos por una infección natural sobre 

anticuerpos inducidos por la vacunación. Finalmente, el análisis de mutaciones en los 

epítopes de M1 responsables de la neutralización viral, muestran una alta tolerancia de la 

proteína a cambios antigénicos en la región C-terminal. Lo que promueve la aplicación de 

M1 como un antígeno capaz de inducir una respuesta inmune protectora con tolerancia a 

las mutaciones presentes en los aminoacidos 10 - 80 analizados en este estudio. 
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ABSTRACT 

Influenza A virus is a highly contagious infectious agent responsible for panzootias, 

epizootics and pandemics around the world. It has the potential to generate antigenic 

variants that escape the protective immunity conferred by previous vaccines or infections. 

A strategy to expand control over the virus is to develop a heterosubtypical immunity in 

the host through the more stable virion proteins. The present work aimed to identify 

mutations present in the epitopes responsible for the neutralization of the Influenza A 

virus. The detection of the M gene in 6 (75%) samples of horse nasal swabs and 20 

(29.41%) samples of dogs of the state of Nuevo León was performed. The genetic identity 

of the sequences obtained was deduced, finding 94-98% identity with sequences of the M 

gene of strains H3N2 and H1N1/2009. The seroprevalence study showed a prevalence of 

100% (123) in the dog population and 92.68% (114) in the horse population. In addition 

to this, the predominant neutralizing capacity of polyclonal antibodies produced by a 

natural infection on antibodies induced by vaccination was determined through 

neutralization tests. Finally, the analysis of mutations in M1 epitopes responsible for viral 

neutralization show a high tolerance of the protein to antigenic changes in the C-terminal 

region. This promotes the application of M1 as an antigen capable of inducing a protective 

immune response with tolerance to the mutations present in amino acids 10-80 analyzed 

in this study. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Si bien el virus Influenza A tiene amplia circulación a nivel mundial, las infecciones 

constantes no representan una protección efectiva contra el virus a largo plazo. La 

emergencia de nuevas variantes que escapan a la inmunización protectora proporcionada 

por la vacuna o infecciones previas son responsables de causar brotes epidémicos, 

pandemias y panzootias alrededor del mundo, lo cual representa una amenaza para la 

población humana y animal (Ramírez et al., 2014; Sandt et al., 2012). Fármacos y vacunas 

dirigidos a controlar la infección viral tienen cómo blanco los antígenos de superficie del 

virus, los cuales representan las proteínas más susceptibles a mutación y cambio 

antigénico. Recientemente se ha buscado elaborar vacunas a base de las regiones o 

proteínas más estables del virus y de esta forma conferir una inmunidad protectora que se 

puede extender a diferentes variantes genéticas de uno o varios subtipos. Entre estas 

proteínas, destaca la proteína de matriz M1 debido a su estabilidad genética por su estrecha 

interacción con el RNA viral. Esta proteína ha sido propuesta cómo candidata para una 

vacuna universal que confiera protección contra diferentes variantes del virus Influenza 

incluyendo cepas animales y humanas. El uso de proteínas conservadas que generen una 

respuesta cruzada de anticuerpos, puede ser una estrategia atractiva para determinar los 

epítopes responsables de inducir una respuesta neutralizante y a su vez, identificar las 

mutaciones puntuales en estas proteínas que le confieren la capacidad para escapar a la 

neutralización viral (Zheng et al., 2013; Sui et al., 2010).  

En México, la industria equina cuenta con al menos 6.4 millones de cabezas de caballos 

destinados a diferentes actividades, incluyendo turismo, recreación, consumo y transporte 

de residuos (SAGARPA, 2012). En Nuevo León, cientos de caballos son sometidos a 

intensas jornadas de trabajo y se pueden observar con anemia y desnutrición. Diversas 

infecciones y enfermedades respiratorias son las principales causas de muerte de estos 

animales. Brigadas de vacunación no gubernamentales brindan atención médica a equinos 

proporcionándoles vacunas antitetánicas, desparasitantes e información adicional sobre el 

cuidado animal. No obstante, no se proporciona una vacunación contra el virus Influenza 

A que es el principal responsable de enfermedades respiratorias en equinos y otras 

especies animales. 
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La importancia de esta enfermedad radica en su rápida diseminación en caballos no 

vacunados e inadecuados procedimientos de cuarentena en los animales infectados (Gaíva 

et al., 2014).  Factores como la amplia diseminación del virus llevada a cabo 

esencialmente por aves silvestres, la constante recombinación del virus y la tasa de error 

de la polimerasa viral son responsables del potencial de evasión del sistema inmune y la 

transmisión constante entre diferentes especies animales. En el 2005 se reportó la 

transmisión de Influenza equina a un grupo de perros que presentaron un cuadro 

respiratorio agudo posterior a la exposición. Estudios moleculares de estos aislamientos 

indican que el genoma de Influenza equina e Influenza canina presentan un linaje 

monofilético. Sin embargo, las mutaciones observadas en la hemaglutinina de la cepa 

canina fueron responsables de que la cepa transmitida de caballo a perro no pueda ser 

retransmitida al huésped original (Crawford et al., 2005) dando lugar al nacimiento del 

linaje de Influenza canina. 

Recientemente se han utilizado alternativas de detección que basan su efectividad en las 

proteínas más estables del virus, cómo son la nucleoproteína y la proteína de matriz. Esta 

última ampliamente utilizada en estudios de epidemiología en animales no vacunados 

debido a que generan una respuesta celular heterosubtipica al virus (Rozek et al., 2003; 

Staneková y Varečková, 2010, Landolt et al., 2014). Esta proteína es estable en diferentes 

especies animales como lo indica la detección de M1 pandémica en especies aviares del 

sur de América.  En virtud de que estas aves son asintomáticas a la infección, representan 

una vía libre de transmisión y recombinación de cepas panzoóticas (Mathieu et al., 2010).  

No obstante, la dinámica de recombinación, rearreglos génicos y mutaciones puntuales 

que caracterizan estos virus, la proteína M1 continúa siendo una proteína estable del virus 

entre cepas con diferente subtipo. Por tal motivo, el identificar las mutaciones presentes 

en los epítopes de neutralización de M1, podría ampliar las alternativas de control del 

virus influenza A.  
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2. ANTECEDENTES 

La influenza es una enfermedad reemergente altamente contagiosa que afecta a una amplia 

gama de hospederos. El agente causal de esta enfermedad es el virus Influenza A, 

responsable de panzootias, epizootias y pandemias que tienen lugar en la población 

humana y animal. De manera que afecta al sector salud y socioeconómico de la población. 

Organismos como el Centro de Control de Enfermedades (CDC) y la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) son responsables de la vigilancia epidemiológica del virus, 

así como de la constante actualización de la vacuna con las cepas pandémicas circulantes 

(Elton y Bryant, 2011).  

2. 1 Etiología 

El virus Influenza posee un genoma de ocho segmentos de RNA y polaridad negativa que 

generalmente codifican para 11 a 14 proteínas, incluyendo N40, una nueva proteína que 

es expresada por el segmento PB1 (Wise et al., 2012). La tipificación del virus se lleva a 

cabo por sus dos antígenos internos, la proteína de matriz (M1) y la nucleocápside (NP) 

mientras que la subtipificación se realiza dependiendo de las propiedades antigénicas de 

sus dos glicoproteínas de membrana: Hemaglutinina (HA) y Neuraminidasa (NA). HA 

posee un rol importante en la determinación del tropismo celular, debido a que se une a 

una serie de receptores que contienen una terminal α-2,6 o α-2,3 de residuos de ácido 

siálico. Generalmente el receptor α-2,6 se encuentra en las células epiteliales del sistema 

respiratorio de humanos y cerdos, mientras que el α-2,3 se presenta en las células 

epiteliales del sistema digestivo de aves silvestres y domésticas (Mancipe et al., 2011). La 

secuencia de aminoácidos de este sitio de corte es reconocido por las proteasas celulares 

en condiciones normales, mientras que en una infección por Influenza A este sitio modula 

el tropismo del tejido y la diseminación sistémica, afectando la severidad de la 

enfermedad. La actividad de la NA es crucial para la eliminación del ácido siálico que 

contienen los receptores de las membranas celulares y virales, un proceso que es 

indispensable para la liberación de los nuevos viriores de la superficie de la célula 

huésped.  
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2. 2 Evolución de la Influenza Equina 

Hasta la fecha se han reportado 18 subtipos de HA y 11 de NA, H1-H16/N1-N9 se 

presentan en aves, H17-H18/N10-N11 en murciélagos y dos cepas más derivadas de las 

aviares que circulan en la población humana H1N1 y H3N2 (Tong et al., 2013) y 

recientemente se han reportado dos cepas nuevas en caninos y equinos H3N8 y H3N2. En 

general, los subtipos de la HA son clasificados en dos linajes basados en sus propiedades 

antigénicas y sus principales características estructurales. El grupo 1 engloba los clados 

H1a, H1b y H9, que incluyen la HA de las cepas pandémicas H1N1 de 1918 y 2009, así 

como la HA de las cepas H5N1 clasificadas como cepas de Alta Patogenicidad de 

Influenza Aviar (HPAI). El grupo 2 consiste en el clado H3 y el H7, los cuales contienen 

las cepas humanas H3N2, la cepa H7N7 de HPAI y las cepas H7N7 y H3N8 de cepas 

equinas (Medina y García, 2011, Landolt, 2014). 

En 1980 la evolución genética del linaje equino H3N8 resultó en 2 linajes evolutivos 

distintos: El euroasiático y el americano. Continuando con la divergencia genética de los 

virus del linaje americano, se produjo de manera subsecuente 3 sublinajes: América del 

Sur, Kentucky y Florida. Recientemente el sublinaje Florida evolucionó a dos grupos 

distintos, denominados clado 1 y clado 2. No obstante, aunque los virus del clado 1 

predominan en América también se han diseminado, causando brotes en Europa, 

Australia, África y Asia, donde se han aislado originalmente los virus del clado 2 (Bryant 

et al., 2009). El subtipo H7N7 no ha sido aislado de caballos desde los años 70s, por lo 

que subtipos representativos de este linaje no son considerados en la vacuna equina 

recomendada por World Organisation for Animal Health (OIE). Esto, en contraste con la 

divergencia del sublinaje Florida cuyas cepas predominantes constituyen de manera 

atenuada la vacuna contra influenza equina (OIE, 2015). 

2. 3 Transmisión de Influenza Equina 

Por décadas se ha considerado que el caballo es un hospedero terminal del virus de 

influenza, es por ello por lo que se le considera genéticamente estable comparado con los 

linajes humanos, sin embargo, esto no significa que se encuentre en una estasis evolutiva. 

Como prueba de ello, está el reciente descubrimiento de la transmisión de influenza equina 

a caninos. No obstante, el intercambio de viriones y sus segmentos de genes entre equinos 
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y otras especies es limitada. La transmisión de la cepa H3N8 de influenza equina a caninos 

de Estados Unidos, Reino Unido y Australia cambia esta noción. Aunado a estos eventos 

de reacción cruzada, se han realizado estudios donde se determina la diseminación del 

virus de Influenza equina inoculado de manera experimental en caballos que contagian a 

caninos que conviven en el mismo sitio de hacinamiento (Pecoraro et al., 2014, Cullinane 

et al., 2010). Los caninos expresan de manera predominante residuos de ácido siálico α - 

2,3 a lo largo del tracto respiratorio, esto proporciona una explicación para la aparente 

susceptibilidad de los perros a la infección tanto de la cepa equina cómo la canina, las 

cuales tienen preferencia por este ligando. Aun así, se ha encontrado que mientras la cepa 

equina muestra una preferencia clara por los receptores Neu5Gc, aislamientos caninos no 

parecen tener preferencia por este receptor o un análogo (Yamanaka et al., 2010). A la luz 

de estas preferencias por receptores, se podría esperar que el virus tenga la capacidad de 

reinfectar de manera inversa, es decir de canino a equino. Curiosamente, esto se ha 

intentado dilucidar con ensayos donde dos cepas diferentes de influenza canina H3N8 

fueron incapaces de infectar, replicar y difundir en células epiteliales de equinos. Además 

de la inoculación, los caballos no presentaron sintomatología alguna, lo que sugiere que 

otros factores diferentes a la preferencia por el receptor, contribuyen a la especificidad de 

la especie canina y la influenza equina H3N8 (Yamanaka et al., 2010). 

Por lo ya mencionado es evidente la diversidad genética que presentan los antígenos de 

superficie, es por ello que recientes trabajos de investigación están en la búsqueda de 

antígenos más estables genéticamente y que confieran una inmunidad protectora al 

huésped. La combinación de antígenos conservados del virus Influenza A inducen una 

respuesta cruzada de anticuerpos, esto es debido a los epítopes activadores de células T 

citotóxicas.  

2.4 Influenza canina (CIV) 

El virus de la influenza canina (CIV) es una infección zoonótica que se transmite de 

caballos a perros (Crawford et al., 2005) y aves (Song et al., 2008). Desde entonces, el 

virus se ha establecido dentro de la población de mascotas y perros callejeros, 

ocasionalmente causando brotes epizoóticos en sitios superpoblados, como refugios de 

animales. En la actualidad, CIV se distribuye actualmente en al menos 30 estados de los 
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Estados Unidos (Voorhees et al., 2017, CDC, 2019). La detección del virus de la influenza 

equina (EIV) ocurre en brotes esporádicos en todo el mundo, donde esencialmente, la 

enfermedad se distribuye entre caballos no vacunados en condiciones precarias de salud 

animal (Gaíva et al., 2014; Singh et al., 2018; Sack et al., 2019). 

Varios factores podrían contribuir a la aparición del virus de la influenza A en animales 

de compañía, como la ausencia de vacunación (Gaíva et al., 2014), la coinfección con 

otros agentes respiratorios (Metzger y Sun, 2013) y la coexistencia con personas 

infectadas y animales en malas condiciones de salud (Holt et al., 2010; Hayward et al., 

2010).  

2.5 Características de la proteína de Matriz M1 

La proteína de matriz es la proteína más abundante del virus (1,000 a 3,000 copias), se 

encuentra formando la cápside del virus, por lo que tiene un papel estructural, además, 

juega un papel muy importante durante el ciclo replicativo del virión ya que desempeña 

varias funciones dentro de la célula huésped, entre las que destacan: 

La inhibición de la transcripción (Sha y Luo et al; 1997), favorece la translocación del 

complejo ribonucleoproteico del núcleo de la célula infectada hacia su citoplasma (Ye et 

al; 1999), Interacciona con las regiones citoplasmáticas de las proteínas Hemaglutinina y 

Neuraminidasa para favorecer la multimerización de la proteína M1 (Ali et al; 2000). 

Además, interacciona con la membrana mediante cuatro regiones opuestas: Hélice 1, 

Hélice 4, Hélice 6, Hélice 7 (Sha y Luo, 1997), promueve el inicio de la formación de la 

partícula viral de la célula hospedera (Nayak et al; 2004). Tiene dominios de interacción 

con caspasas antiapoptóticas (Zhimov et al; 1999), entre muchas funciones más. 

 

La proteína M1 de matriz es codificada por el segmento 7 del genoma que es conformado 

por 1027 nt, este gen tras sufrir una splicing alternativo genera la proteína de canal iónico 

(M2), ocasionalmente M3 que se le adjudican funciones similares a las del canal iónico 

pero en diferentes cepas y recientemente se ha reportado la traducción de la proteína M42 

aún sin una función definida. M1 está compuesta por 252 aminoácidos, de los cuales 169 

han sido dilucidados a diferentes pH mediante cristalografía de rayos-X (Sha y Luo, 1997; 
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Harris et al; 2001). M1 en un estado basal forma dímeros, mientras que al oligomerizar 

forma una estructura terciara conformada por 8 alfa hélices y una hélice 3-10 (Sha et al., 

1997; Zhao et al., 1998). Estos oligómeros están organizados de manera que la superficie 

hidrofóbica se asocia a los lípidos de la envoltura, mientras que la superficie opuesta 

cargada positivamente se une al RNA expuesto por los complejos RNPs, conectándose así 

a los componentes del interior del virión con las proteínas de membrana (Nayak et al., 

2004). 

Artz en el 2010, propone que la región amino-terminal comprendida entre los aminoácidos 

1 a 164 se encuentra estructurada por alfa hélices y adopta una forma compacta; mientras 

que el extremo carboxilo-terminal, que abarca los aminoácidos del 165 al 252 se encuentra 

poco estructurada adoptando una conformación extendida (Artz et al; 2001). Así como 

Maya Martínez en el 2011, presentó información sobre la estabilidad estructural y el 

correcto plegamiento que adopta en su conformación nativa. Utilizando cálculos 

computacionales y dinámica molecular, también se analizó la estabilidad/plasticidad 

conformacional bajo diferentes condiciones que simulan el proceso de infección en la 

célula hospedera.  

2.6 Características genéticas y antigénicas 

El virus se encuentra envuelto en una capa lipídica, posee una simetría helicoidal y posee 

una estructura pleomórfica. La cápside, conformada por monómeros de M1 están en 

constante contacto con la matriz extracelular del tejido infectado, por lo que la proteína 

de matriz es reconocida por células del sistema inmunológico, asimismo por los 

anticuerpos que se producen en contra de esta proteína después de la infección (Noda et 

al; 2012). 

Se han realizado diversos estudios para producir anticuerpos con fracciones de la proteína 

dirigidos a la partícula viral completa, y mediante ensayos de aglutinación determinar la 

reactividad de los mismos (Guiping et al; 2010). Sin embargo, son pocos los estudios que 

han caracterizado las funciones de los dominios de la proteína, entre ellos están los 

ensayos realizados por Zhirnov en el 1999, donde se le atribuye a M1 interacciones con 

caspasas anti-apoptóticas, esto debido al exceso de cargas positivas por el número de 
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Argininas que están presentes en la proteína, de manera que estas interactúan con el RNA 

viral y las membranas de los fosfolípidos cargados negativamente (Zhimov et al., 1999). 

Anteriormente se han realizado análisis antigénicos y de localización intracelular con 

anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteína fraccionada, y debido a ensayos in vivo 

con ratones, se ha demostrado que los anticuerpos dirigidos contra M1 confieren una 

inmunidad efectiva contra el virus, esto debido a que los anticuerpos afectan la interacción 

de M1 con el complejo ribonucleoproteico, con lo cual evitan la liberación del RNA viral 

al citoplasma de la célula hospedera (Bucher et al., 1989). 

Ensayos dirigidos a identificar los inmunodominios de la proteína de matriz (Noton et al., 

2007, Ali A et al., 2000, Zhiping et al., 1999) han demostrado que la respuesta inmune 

protectora que se genera por los anticuerpos es debido a que estos intervienen con la 

funcionalidad de estructuras específicas de la proteína, tales como el dedo de zinc (Del 

aminoácido 148 al 162), así como del palíndromo de localización nuclear presente en el 

aminoácido 101 al 105 (RKLKR). Estas secuencias y estructuras son esenciales para el 

funcionamiento óptimo de la maquinaria viral. Zhiping realizó diversas investigaciones 

donde caracterizó los dominios de la proteína y estudió las interacciones que se llevan a 

cabo para el ensamblaje y liberación del complejo ribonucleoproteico: RNA – Proteína 

(M1) y Proteína (NP) – Proteína (M1). Estas interacciones hidrofóbicas mantienen la 

integridad la proteína y la partícula viral completa. Utilizando mutagénesis sitio dirigida, 

donde se realizaban cambios estructurales drásticos en la secuencia aminoacídica que 

comprende estas estructuras, se observó que el funcionamiento de la proteína se 

comprometido de manera significativa alterando la infección de la partícula viral completa 

(Zhiping et al., 1999). 

2.7 Variabilidad genética 

Debido a la diversidad de funciones que desempeña M1, las mutaciones puntuales 

presentes en alguna región específica del gen que codifica para la misma pueden conferirle 

características distintas. Se ha observado, que un solo aminoácido puede incluso alterar 

sus características antigénicas, alterando el reconocimiento por anticuerpos específicos 

contra epitopes presentes en la proteína (Zhiping et al,. 1986). Sin embargo, para 

comprender su rol en la infección de la célula diana, es necesario estudiar la estabilidad 
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conformacional que mantiene M1 en cepas procedentes de diferentes hospederos, realizar 

el análisis de las mutaciones presentes en la misma, y detectar los cambios que puedan 

estar involucrados en el drift antigénico.  

Cuando una célula es infectada por dos o más virus de influenza distintos, los segmentos 

de RNA pueden reagruparse al azar resultando en la emergencia de un subtipo de virus 

influenza diferente, a este fenómeno se le denomina Shift antigénico. En cambio, el Drift 

antigénico, es aquél que se presenta cuando existe una acumulación de mutaciones 

puntuales que le confieren al virus una capacidad antigénica diferente. Estos cambios 

genéticos que producen cambios antigénicos son los que le confieren al virus esta 

capacidad de de evadir la respuesta inmunológica y por consecuencia producir una 

enfermedad emergente. En un estudio realizado por Guarnaccia y colaboradores donde 

analizaron secuencias del gen de matriz de la cepa pandémica del 2009 (H1N1), 

observaron que el cambio de dos aminoácidos, indujeron una falta de reconocimiento 

significativa de anticuerpos anti-M1 (Guarnaccia et al., 2013). 

2.8 Actividad neutralizante de anticuerpos anti-M1  

Pese a que el virus de la influenza A/H1N1/2009 tuvo un gran impacto de morbilidad y 

mortalidad en la población de seres humanos en la pasada pandemia del 2009, son pocos 

los reportes que han expresado de manera recombinante la proteína M1 de esta cepa. En 

estos estudios se da a conocer la participación de esta proteína en la patogenicidad del 

virus en los humanos, donde se han utilizado los antígenos de superficie y la proteína de 

matriz para producir anticuerpos neutralizantes.  

Asimismo, Zhiping realizó ensayos de neutralización viral en modelos in vivo mediante 

la producción de anticuerpos monoclonales dirigidos a dominios estructurales específicos 

de M1 de la cepa WSN/33. A través de ensayos de unión competitiva y Western blot, se 

obtuvieron valiosos resultados, donde se observó que hasta un 67% de la infección se vio 

disminuida por la neutralización de M1 por anticuerpos monoclonales (Zhiping et al., 

1986). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

Factores que intervienen con la patogenicidad del virus tales como su distribución por 

aves silvestres, la tasa de error de la polimerasa y la transmisión directa entre especies son 

determinantes en la emergencia del virus Influenza A. Por ello es necesario ampliar 

estudios que caractericen la variabilidad genética y antigénica de elementos más estables 

del virus. El uso de proteínas conservadas que generen una respuesta cruzada de 

anticuerpos, puede ser una estrategia atractiva para determinar los epítopes responsables 

de inducir una respuesta neutralizante. Además, el identificar las mutaciones presentes en 

los epítopes de neutralización de M1 podría ampliar las alternativas de control del virus 

influenza A. 
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4. HIPÓTESIS 

Epítopes de neutralización del gen M1 del virus Influenza A presentan variabilidad 

genética y antigénica entre muestras de equinos y caninos del estado de Nuevo León, 

México. 
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO 

El presente trabajo de investigación tiene como objetivo determinar las mutaciones 

presentes en los epítopes de neutralización de la proteína M1 del virus Influenza A de 

equinos y caninos del estado de Nuevo León, México. 

 

5.1 Objetivos Particulares 

1) Determinar la variabilidad genética de la región codificante del gen 7 del virus 

Influenza A en equinos y caninos del estado de Nuevo León. 

2) Determinar la seroprevalencia del virus Influenza A en las poblaciones de caballos 

transportadores de residuos y perros callejeros de Nuevo León. 

3) Evaluar la capacidad neutralizante de los anticuerpos policlonales obtenidos frente a 

las cepas de campo adaptadas a cultivo celular. 

4) Determinar las mutaciones presentes en los epítopes de neutralización de la proteína 

M1 del virus Influenza A de equinos y caninos del estado de Nuevo León. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6. 1 Comité de ética 

Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité de Ética de 

Investigación y Bienestar Animal (CEIBA-2018-024) de la Facultad de Ciencias 

Biológicas (FCB), Universidad Autónoma de Nuevo León (UANL) y se realizó el 

muestreo bajo las indicaciones de la NOM-062-ZOO-1999. Se obtuvo el consentimiento 

informado de los propietarios de los animales para la recopilación de información 

adicional. 

 

6.2 Área de estudio y muestreo 

Las muestras se obtuvieron durante el período marzo del 2013 - diciembre de 2015. Las 

muestras obtenidas provienen de 9 municipios (Apodaca, Cadereyta Jiménez, Escobedo, 

Guadalupe, Juárez, Montemorelos, Monterrey, San Nicolás de los Garza y Zuazua) de 

Nuevo León, México. La Facultad Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), UANL 

realizó el muestreó durante la consulta voluntaria de perros domésticos con cuadro 

respiratorio agudo. De esta población canina, se obtuvieron 58 hisopados nasales, 5 

necropsias pulmonares y 5 hisopados oculares. Para el estudio de seroprevalencia en 

perros, se recolectaron 123 muestras de perros en condición de calle provenientes del 

Centro antirrábico de los municipios Guadalupe y Juárez, Nuevo León. Ninguno de los 

perros analizados presentaba antecedentes de viaje y ninguno había sido vacunado contra 

el virus de Influenza A. A través de brigadas de vacunación por parte de la FMVZ, se 

colectaron 123 muestras de suero y 8 hisopados nasales de caballos transportadores de 

residuos. Los hisopados y las necropsias se mantuvieron en medio MEM adicionado con 

2% de antibiótico-antimicótico Gibco® (Thermo fisher scientific, Massachusetts, EE. 

UU.) y se almacenaron a -70 ° C hasta su uso. Se obtuvieron muestras de sangre periférica 

a través de punción venosa y se centrifugaron a 3,000 rpm para obtener el suero, que se 

almacenó a -20 ° C hasta su uso. 
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6.3 Colección de muestras 

Las muestras utilizadas para la obtención del ARN viral fueron: necropsias pulmonares 

de caninos, hisopados nasales de equinos y caninos e hisopados oculares de caninos. Para 

la propagación de partículas virales en cultivo de células, se utilizaron los hisopados 

nasales de equinos transportadores de residuos. Para el análisis de seroprevalencia y 

neutralización viral, se utilizaron 123 sueros de caballos transportadores de residuos y 123 

sueros de perros en condición de calle. 

6.4 Aislamiento de ARN viral y amplificación del gen 7 de matriz 

El ARN viral se purificó a partir de necropsias de pulmón, hisopados nasales y oculares 

utilizando el kit AxyPrepTM Body Fluid Viral DNA/RNA Miniprep Kit 

(AxygenBioscience, Union city, USA) siguiendo el protocolo del fabricante. La región 

amplificada del gen M1 de 756 pb se obtuvo a través del sistema SuperScript ® III One-

Step RT-PCR system with Platinum® Taq High Fidelity (Thermo fisher scientific, 

Massachusetts, USA) utilizando oligonucleótidos específicos que flanquean la región 

codificante de M1 (5’-CACGGATCCAAGATGAGTCTTCTAACCGAC-3’ y 5’-

CACGTCGACAGGATCACTTGAATCGCTGCA-3’). Posteriormente, se realizó una 

segunda PCR utilizando oligonucleótidos recomendados por la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) para la detección del virus de la Influenza A (5’-

ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG-3’ y 5’-

TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG-3’) obteniendo un producto de PCR de 244 pb. 

Como controles de amplificación se utilizaron las vacunas Fluvac Innovator Pfizer Equine 

Influenza Vaccine (A2 / Kentucky / 97) y Vanguard Plus 5 L4 Vaccine aqmbas utilizadas 

en la población equina y canina contra agentes respiratorios. El producto de amplificación 

se visualizó en un gel de agarosa al 1,5% y luego se secuenciaron para confirmar su 

identidad genética. 

6.5 Análisis de mutaciones y árbol filogenético 

Los productos del tamaño esperado (244 pb) se purificaron utilizando el kit Wizard ® SV 

Gel and PCR clean-up system (Promega, Wisconsin, USA) y se secuenciaron 

directamente mediante un sistema automatizado (Perkin Elmer / Applied Biosystem, 
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California, EE. UU.) en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (IBT-UNAM). El análisis de secuencias se realizó utilizando la 

herramienta de alineamientos de CLUSTAL W/BioEdit v7.0 (Hall et al., 1999) y el 

software MEGAX (Kumar et al., 2018). Las secuencias parciales de M1 obtenidas en este 

estudio fueron cargadas a la base de datos del GenBank con los números de acceso 

MH463596, MH463597, MH463598, MH463599, MH463600, MH463601 y MH463602. 

El árbol filogenético contiene secuencias correspondientes al gen de la matriz M1 del virus 

de la influenza A obtenido de la plataforma Influenza Virus Resource (NCBI) database. 

Reordenamientos zoonóticos: MK690088, CY050848, MG254077, MU471689; 

Aislamientos contemporáneos: AY737298, HQ237603, MF173290, MH363692, 

MK690096 y Cepas Ancestrales de CIV y EIV: CY109269, GU433346, DQ124160, 

CY067361, DQ222916, CY028837, Outgroup: CY125948 y KR077935 y KR07777. Se 

utilizó el modelo de máxima probabilidad Jones-Taylor-Thornton (JTT) para la 

construcción del árbol filogenético. 

6.6 Proteína de matriz M1 recombinante 

Se procesó una muestra de heces de un ave silvestre positiva para el virus de la Influenza 

A (Proporcionada por el Dr. José Ignacio González Rojas del Laboratorio de Ornitología, 

Facultad de Ciencias Biológicas, UANL) para obtener la secuencia codificante del gen 

M1. La secuencia obtenida posee una identidad del 100% con el gen matriz presente en el 

subtipo H1N1/2009. Esta secuencia se subclonó en el vector de expresión pET-28a (+) 

(Promega, Wisconsin, EE. UU.). La expresión de proteínas se realizó en bacterias E. coli 

BL21 competentes y la inducción se llevó a cabo por IPTG 1mM.  Se tomaron bacterias 

con una densidad óptica de 0,4 OD (600 nm) antes de la inducción como control negativo. 

Posteriormente, se indujo la expresión y después de 5 horas de incubación, el extracto de 

proteína fue cosechado con una DO de 1,6. La lisis bacteriana se realizó mediante 

lisozimas y sonicación. La purificación se realizó a través de columnas de afinidad 

HisTrapTM HP (GE Healthcare, EE. UU.) en condiciones desnaturalizantes con urea 

(4M). La cuantificación de las fracciones proteicas purificadas se realizó mediante un 

método semicuantitativo-cualitativo que compara la intensidad de las bandas observadas 

en el SDS-Page, utilizando fracciones de albúmina bovina como control. La proteína 
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purificada se analizó mediante Western blot para confirmar su identidad usando un 

anticuerpo monoclonal contra la proteína M1 del virus de la gripe (Abcam, Reino Unido). 

6.7 Anticuerpos policlonales 

Conejos blancos Nueva Zelanda se inmunizaron por vía subcutánea con 1 mg de proteína 

de matriz recombinante en 6 puntos diferentes. Para la inmunización primaria se 

administró el antígeno con adyuvante completo de Freund. Para las inmunizaciones de 

refuerzo, se administraron 0,5 mg de proteína con el adyuvante incompleto de Freund 

después de 15 días de la inmunización primaria y una vez más 2 semanas después 

(Leenaars y Hendriksen, 2005). Se colectó el sangrado final 15 días después de la 

inmunización final y se obtuvo suero. Las condiciones de protección animal fueron 

seguidas por NOM-062-ZOO-1999. 

6.8 Seroprevalencia a través de ELISA HADAS 

Se sensibilizaron placas de microtitulación se revistieron con anticuerpos de 

perros/caballos diluidos en buffer carbonato-bicarbonato pH 9,6 y se incubaron durante la 

noche a 4°C. Después de dos lavados con PBS, las placas se bloquearon con leche en 

polvo sin grasa al 5% diluido en PBS y se incubaron a 37°C durante 1 h. Después de dos 

lavados, se agregó la proteína de matriz recombinante a una concentración de 40 µg/ml y 

se incubó a 37°C durante 1 h. El anticuerpo anti-M1 (1:7,000) producido en conejo se 

añadió y se incubó a 37°C durante 1 hora. Se realizaron dos lavados más y se añadió la 

proteína A conjugada con peroxidasa-HRP (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) 

y se incubó a 37 ° C durante 1 h. Se realizaron dos lavados más y se añadió el sustrato de 

peroxidasa ABTS (2,2'-azino-bis [ácido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico]) (KPL, 

Gaithersburg, MD, EE. UU.) y se incubó a 37°C durante 30 minutos. La absorbancia a 

405 nm se midió utilizando un lector automático de microplacas (Digital y Analog 

Systems, Roma, Italia). Se utilizó suero humano positivo para Influenza H1N1/2009 y 

suero fetal bovino como control positivo y negativo, respectivamente. El valor de corte se 

definió como la media de los valores negativos de control OD 405 nm más tres 

desviaciones estándar. 
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6.9 Adaptación de cepas de campo de Influenza A en línea celular VERO 

Se tomó una alícuota de las suspensiones del fluido nasal de caballo y se depositó en un 

tubo cónico de 1.5 ml y se centrifugó a 12,000 rpm para obtener el sobrenadante. Se añadió 

2 µl antibiótico-antimicótico obteniendo una concentración final de 50 µg/ml. 

Posteriormente se filtró el sobrenadante con un filtro de 0.45 micras. Se procedió a realizar 

la activación del virus con 1 µl de Tripsina 1% y se incubó a 37°C por 30 minutos. Se 

retiró el medio de cultivo de un frasco F25 con células VERO confluentes y se realizaron 

lavados de la monocapa con PBS A 1X. Se añadió el virus y se agitó el frasco suavemente 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se añadió 2 ml de medio de 

cultivo D-MEM sin suero y se incubó a 37°C a una atmosfera de 5% de CO₂ hasta observar 

efecto citopático. Los lisados fueron cosechados alternando incubaciones a 37°C y -20°C 

en baño maría para desprender las células del frasco. Como control de propagación e 

infección del virus, se activaron 300 µl de la vacuna (Virus atenuado Pfizer Fluvac 

Innovator) con 1 µl de Tripsina 1%. Se incubó durante 30 minutos a 37°C y se siguió la 

metodología ya mencionada. 

6.10 Cuantificación de partículas virales a través de Unidades Formadoras de Placa 

(UFP) 

Utilizando la misma línea celular se prepararon placas de 6 pozos con 1 x 10⁶ células cada 

uno. Alcanzando una confluencia de 80 – 90% se realizó el lavado de las monocapa con 

PBS 1X. Se realizaron diluciones seriadas del lisado obtenido de los aislamientos de 

campo en un rango de 10² to 10-⁷ en medio MEM sin SFB y HEPES 1% con 20 µg/ml 

de tripsina. Cada pozo fue infectado con 500 µl de cada dilución y se incubó a 37°C por 

1 horas. Después se retiraron los remanentes de la infección viral y se añadieron 4 ml de 

Agarosa 1X (Agarosa al 1%, diluida en MEM Tripsina 20 µg/ml) sobre los pocillos 

infectados. Se dejó solidificar durante 20-30 minutos. Las placas fueron incubadas a 37°C 

a 5% de CO₂ por 48-72 horas. Una vez que las placas fueron visibles se removió 

cuidadosamente la capa de agarosa. Finalmente realizó una tinción de las células con una 

solución de cristal violeta al 0.5%. Los títulos de las placas fueron determinados como 

Unidades Formadoras de Placa (UFP) por mililitro. 
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6.11 Cuantificación de partículas virales a través de Unidades Formadoras de Foco 

(UFF) 

El protocolo de tinción con Inmunoperoxidasa descrito por Arias y colaboradores (Arias 

et al., 1987) se realizó de la siguiente manera: Se tomó una alícuota de 350 l de lisado 

celular infectado con la cepa de vacunal A2/Equine/Kentucky/97 la cual fue previamente 

activada con 1 l de tripsina 1% (20g/ml concentración final) incubándose 30 min a 

37°C. Posteriormente en una placa de 96 pozos estéril, se preparó por duplicado 200 l de 

las diluciones: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128 del virus activado en MEM sin suero. 

Se lavó dos veces una placa de 96 pozos con células VERO con un 90% de confluencia, 

con 200 l de PBS A 1X y después se adicionó 50 l de cada dilución del virus. También 

se incluyeron 2 pozos con 50 l del virus concentrado (sin diluir). Las células fueron 

incubadas a 37°C por una hora. Se retiró el virus activado y se lavó una vez con 200 l de 

PBS 1X, después se adicionó 150 l de MEM sin suero. La placa se incubó a 37°C por 14 

horas. Al término de esta incubación, se retiró el medio de cultivo, se lavó una vez con 

200 l de PBS A 1X, y se fijaron las células a la placa de plástico adicionando 100 l de 

Acetona 80%-PBS 5X, incubando 40 minutos a temperatura ambiente (condiciones sin 

esterilidad). Posteriormente se lavaron 2 veces con 200 l de PBS 1X y se adicionaron 75 

l de anticuerpo anti-M1 pandémica producido en conejo de 30 días p.i. diluido 1:100 en 

PBS 1X. La placa se incubó a 37°C por una hora. Se retiró el anticuerpo y se lavó 2 veces 

con 200 l de PBS 1X, para adicionar 75 l de Proteína A-HRP (Amersham) diluida 

1:500. Se incubó a 37°C por una hora. Posteriormente, se lavó 2 veces con 200 l de PBS 

A 1X y se adicionaron 75 l de Carbazol (Sigma-Aldrich). La placa se incubó a 37°C por 

15 minutos en oscuridad y la reacción enzimática se detuvo lavando la placa con agua 

corriente 5 veces. El título de unidades formadoras de focos infecciosos se determinó en 

las diluciones donde se contaron entre 100 y 200 focos. El número de UFF/ml fue 

determinado con la siguiente fórmula:  

UFF/ml = 20 x 5.5 x Promedio de focos x dilución 

Donde:  

20 = Objetivo 20X del microscopio invertido  
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5.5 = Diámetro (mm) de un pozo de la placa 96 pozos  

Promedio = Se obtiene un promedio del número de focos de los dos pozos de cada 

dilución  

Dilución = Dilución donde se contará de 100-200 focos infecciosos 

6.12 Ensayo de neutralización viral con anticuerpos de campo y anti-M1 

recombinante 

Se activó una alícuota de las cepas a determinar considerando el título de UFF/ml del virus 

y el número de sueros a analizar. Por cada mililitro de lisado con virus se adicionó 1µl de 

tripsina al 1%, incubándose a 37°C por 30 min. Posteriormente se realizaron diluciones 

del suero: 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 y 1:800 por duplicado en una placa de 96 pozos 

utilizando MEM sin suero. Por cada 50 µl de dilución del anticuerpo, se mezclaron 50 µl 

del virus activado y diluido a una concentración final de 100-200 UFF/ml. La mezcla 

virus-anticuerpo se incubó a 37°C por 1 hora. Después una placa de 96 pozos con células 

MA-104, fue lavada dos veces con 200 µl PBS 1X, y después se adicionaron 50 µl de la 

mezcla virus-anticuerpo. Como control negativo, se utilizaron 2 hileras de 8 pozos donde 

sólo se adicionaron 50 µl de virus activado y diluido (100-200 UFF/ml). La placa se 

incubó 37°C por 1 hora. Después se retiró la mezcla virus - suero, y se realizó un lavado 

con 200 µl de PBS 1X, después se adicionaron 150 µl de MEM sin suero. La placa se 

incubó a 37°C/5% CO₂ por 14 hrs. Al término de este tiempo, las células fueron teñidas 

con la técnica de inmunoperoxidasa descrita en la microtitulación de focos infecciosos. El 

título de anticuerpos neutralizantes se determinó utilizando el siguiente criterio (Arias et 

al., 1987):  

a) Contar el número de focos infecciosos en los pozos control negativo. 

b) Calcular el promedio de focos y obtener el número de focos infecciosos 

correspondientes al 60% (corte).  

c) Contar el número de focos infecciosos en los pozos con las diluciones del suero, hasta 

llegar a la dilución donde el número de focos sea igual al 60% de focos.  

d) El título de anticuerpos neutralizantes se reporta utilizando el recíproco de la dilución 

donde existió el 60% de neutralización de focos infecciosos. 
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6.13 Análisis de epítopes neutralizantes de la proteína M1 del virus Influenza A 

Para el análisis de epítopes neutralizantes se utilizará la plataforma de predicción de 

epítopes IEDB Analysis Resource (https://www.iedb.org/) y la herramienta 

bioinformática BioEdit v7.0 (Hall et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

7. RESULTADOS 

Equinos y caninos con cuadro respiratorio agudo fueron analizados para determinar la 

presencia del virus Influenza a través de la amplificación del gen de matriz M1. La 

obtención de muestras se llevó a cabo durante el período marzo 2013 – diciembre 2015 

de 9 municipios del estado de Nuevo León (Tabla 1). 

7.1 Amplificación del gen 7 de matriz del virus Influenza A 

Del total de muestras analizadas, el gen de la matriz se amplificó en 13 (19.11%) 

hisopados nasales, 2 (2.94%) hisopados oculares y 5 (7.35%) necropsias pulmonares, 

dando un total de 20 (29.41%) muestras positivas en la población de caninos (Tabla 1). 

Por su parte, de la población de equinos analizados se amplificaron 6 (75%) muestras 

positivas al gen de matriz (Tabla 2). 

 

Table 1. Colección de muestras de caninos utilizadas en la detección del gen de matriz del virus Influenza 
A del estado de Nuevo León. 

Tipo de muestra Municipios 
Número de 
muestras 

Número de positivos 
(%) 

  
Hisopado nasal 

Monterrey 

Escobedo 

San Nicolás de los Garza 

Apodaca 

Guadalupe 

4 

13 

32 

6 

3 

2 (15.38) 

6 (46.1) 

3 (23) 

1 (7.6) 

1 (7.6) 

Hisopado ocular 
San Nicolás de los Garza 

Apodaca 

3 

2 

1 (20) 

1 (20) 

Necropsia de pulmón ND 5 5 (100) 

*ND: No determinado. 
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Table 2. Colección de muestras de equinos utilizadas en la detección del gen de matriz del virus 
Influenza A del estado de Nuevo León. 

Tipo de muestra Municipios 
Número de 

muestras 

Número de positivos 

(%) 

Hisopado nasal 

Montemorelos 1 1 (16) 

Cadereyta 5 4 (50) 

Monterrey 1 0 

San Nicolás de los Garza  1 1 (16) 

 

 

7.2 Análisis de secuencia del gen de la matriz. 

Se realizó la secuenciación de los productos de PCR obtenidos con un tamaño estimado 

de 244 pb correspondientes a la secuencia parcial del gen de la matriz M1 de muestras 

caninas y equinas. Los alineamientos de nucleótidos de las secuencias analizadas 

mostraron una identidad del 96-99% con secuencias del gen M1 del virus de la Influenza 

A (Tabla 3).  

 

 

 

 

 

Tabla 3. Análisis de identidad de las secuencias obtenidas durante el estudio utilizando la 

herramienta BLAST del NCBI. 

Hospedero ID NCBI % Identidad (nt) % Identidad (aa) 

Canino MH463596 99.53 100 

Equino MH463597 99.53 100 

Canino MH463598 98.59 94.37 -100 

Canino MH463599 96.24 - 96.71 94.37 

Canino MH463600 97.65 - 98.12 94.37 - 97.18 

Equino MH463601 96.24 - 96.71 94.37 

Equino MH463602 98.56 - 99.06 98.59 
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Estos aislamientos se compararon con secuencias parciales del gen de matriz de cepas 

representativas del clado 1 del linaje americano del virus Influenza (Florida): 

A/eq/Miami/63, A/eq/Wisconsin/03 y A/canine/Colorado/06, presentando mutaciones 

nucleotídicas (Figura 1) y aminoacídicas (97.18 - 99.15% identidad) (Figura 2). Esta 

comparación mostró variabilidad genética en la región codificante del gen M1 entre los 

aminoácidos 10 a 80 (Figura 3), observando una mayor variabilidad genética en las 

secuencias caninas que en las secuencias equinas.  

Figura 1. Alineamiento de secuencias nucleotídicas parciales de M1 con secuencias de cepas del linaje 

americano. 
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Figura 2. Alineamiento de secuencias aminoacídicas de M1 con secuencias de cepas del linaje americano. 

 

 

Figura 3. Modelamiento de la proteína M1 de matriz del virus Influenza A. La región enmarcada 

corresponde a los aminoacidos 10 al 80 analizados en este estudio. 
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El análisis filogenético de las secuencias muestra proximidad con el gen de matriz 

presente en cepas zoonóticas y potencialmente pandémicas tales como los subtipos H3N2, 

H1N2 y H1N1/2009.  

Las secuencias de caninos obtenidas en este estudio presentaron proximidad genética con 

el gen de matriz presente en cepas aisladas de humano y cerdo en aislamientos que datan 

del 2009 al 2018. Los subtipos donde predominaron estas secuencias fueron H1N1, H1N2 

y H3N2 (Figura 4). Por su parte las secuencias de equinos presentaron una proximidad 

genética mayor con secuencias humanas y de cerdo del subtipo H1N1 y H3N2 (Figura 5).  

Para determinar la divergencia genética en la secuencia parcial obtenida de las muestras 

estudiadas, se incluyeron secuencias de origen equino, canino que involucraban cepas 

ancestrales, contemporáneas y zoonóticas. En este análisis, se evidencia cómo las 

secuencias obtenidas en este estudio poseen una identidad genética del 95.78-97% con 

secuencias de matriz de aislados de H3N2 y H1N1 obtenidos de gatos domésticos, así 

como secuencias de matriz de presentes en la cepa pandémica H1N1/2009 de cerdos y 

humanos (Reordenamientos zoonóticos). Los aislados mexicanos también tienen una 

identidad del 92.96-98.6% con cepas contemporáneas aviares, equinas y caninas. Las 

secuencias parciales del gen M de las cepas ancestrales H3N2 y H3N8 de CIV y EIV se 

obtuvieron de Genbank, obteniendo una identidad de 91.55-97.19% (Figura 6). 
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Figura 4. Análisis filogenético de secuencias deducidas de aminoácidos de la proteína M1 de aislamientos 

de caninos de Nuevo León, México.  El árbol fue construido utilizando el método Neighboor joining, con 

un bootstrap de 1,000 réplicas (MEGAX). 
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Figura 5. Análisis filogenético de secuencias deducidas de aminoácidos de la proteína M1 de aislamientos 

de equinos de Nuevo León, México.  El árbol fue construido utilizando el método Neighboor joining, con 

un bootstrap de 1,000 réplicas (MEGAX). 
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Figura 6. Análisis filogenético de secuencias deducidas de aminoácidos de la proteína M1 de aislamientos 

de equinos y caninos con secuencias zoonóticas y cepas ancestrales. El origen particular de las secuencias 

es diferenciado con colores. El árbol fue construido utilizando el método Neighboor joining, con un 

bootstrap de 1,000 réplicas (MEGAX). 

 

7. 3 Seroprevalencia del virus Influenza A en equinos y caninos 

Se realizó un análisis de seroprevalencia a través de un sistema de ELISA tipo HADAS 

probando un total de 123 sueros de caninos y 123 sueros de equinos obtenidos de 9 

municipios del estado de Nuevo León. Para ello se determinó la presencia de anticuerpos 

dirigidos a la proteína de matriz M1 producida de manera recombinante (Figura 7). Para 

determinar la actividad antigénica de la proteína recombinante se realizó un ensayo de 

Western blot utilizando un anticuerpo comercial policlonal anti-M1 (Figura 8). De la 

población de caninos analizada se obtuvo un 100% (123) de seroprevalencia. Cabe 

mencionar, al menos el 21,46% de la población canina se había vacunado contra otros 
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agentes virales respiratorios. Mientras tanto, 114 (92,68%) de los equinos presentaron 

anticuerpos policlonales contra la proteína de matriz M1 del virus Influenza. Solo se 

mencionó la inmunización con el antígeno de toxoide tetánico en la población de caballos 

estudiada. 

La población de caninos que resultó positiva para CIV tenía al menos tres síntomas 

predominantes: conjuntivitis, secreción nasal y estornudos (Tabla 4). La conjuntivitis y la 

secreción nasal se presentaron en el 27,94% de la población estudiada, mientras que se 

observaron estornudos en al menos 10 perros positivos para CIV. Los equinos informaron 

menos síntomas, entre los que predominan secreción nasal y estornudos, tanto en la 

población muestreada como en las muestras positivas para EIV (Tabla 5). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. SDS-Page de proteína recombinante M1. Tinción con azul de comassie, el análisis semi-

cuantitiativo se realizó a través de concentraciones de albumina.  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Análisis antigénico de la proteína recombinante M1 a través de un ensayo de Western blot 

utilizando un anticuerpo comercial.  
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Tabla 4. Síntomas predominantes en la población de perros muestreada. 

Sintomatología 
Número (%) de caninos con 

sintomatología reportada 

Muestras positivas 

Caninos 

Anorexia 18 (26.47) 10 

Tos 28 (41.17) 11 

Dificultad respiratoria 16 (23.52) 10 

Fiebre 12 (17.64) 7 

Conjuntivitis 39 (57.35) 19 

Escurrimiento nasal 34 (50) 13 

Estornudos 20 (29.41) 11 

Emesis 4 (5.88) 1 

 

Tabla 5. Síntomas predominantes en la población de equinos muestreada. 

Sintomatología 
Número (%) de equinos con 

sintomatología reportada 

Muestras positivas 

Equinos 

Anorexia 2 (25) 2 

Tos 4 (50) 3 

Dificultad respiratoria 4 (50) 2 

Fiebre 2 (25) 2 

Conjuntivitis Ausente Ausente 

Escurrimiento nasal 8 (100) 6 

Estornudos 7 (87.5) 3 

Emesis Ausente Ausente 

 

7.4 Propagación de aislamientos virales en cultivo de células 

De las muestras obtenidas de hisopado nasal de equinos se realizó la propagación en la 

línea celular VERO (Figura 9), donde de manera eficiente se propagaron 4 aislamientos 

(Equino 1, Equino 2, Equino 3 y Equino 4) (Figura 10). A su vez, se propagó la cepa 

vacunal A2/Kentucky/97, correspondiente al virus atenuado de EIV utilizado como 

control positivo en el ensayo. Después de 9 a 12 pases de infección, los aislamientos 

disminuyeron su actividad lítica sobre la monocapa (Figura 11), además se realizaron 

ensayos de RT-PCR del gen M1 para evidenciar la propagación de EIV (Figura 12).   
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Figura 9. Propagación de aislamientos de campo en línea celular VERO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Actividad lítica sobre la línea celular VERO por aislamientos de equinos positivos a Influenza A 

virus. 
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Figura 11. Efecto citopático sobre la línea celular VERO por aislamientos de equinos positivos a Influenza 

A virus. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Ensayos de RT-PCR amplificando la región de 244 pb del gen de matriz durante la propagación 

de los aislamientos en cultivo celular. 
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7.5 Ensayos de cuantificación viral 

Posterior a la propagación se realizó la cuantificación de partículas virales a través de UFF 

y UFP (Figura 13). Debido a la reproducibilidad de los ensayos, se optó por utilizar el 

método de UFF para los ensayos de neutralización (Figura 14). La cuantificación de UFP 

y de UFF se llevó a cabo a partir del 9no pase de infección.  

 

 

Figura 13. Ensayos de cuantificación viral por unidades formadoras de placas (UFP) y unidades formadoras 

de foco (UFF). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Ensayos de cuantificación viral por unidades formadoras de placas (UFP) y unidades formadoras 

de foco (UFF). 
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7.6 Ensayos de neutralización viral 

Para determinar la actividad neutralizante, se utilizaron anticuerpos producidos por la 

inmunización con la vacuna, anticuerpos dirigidos a la proteína M1 recombinante y sueros 

obtenidos durante la colecta de muestras. Los anticuerpos que presentaron mejor actividad 

neutralizante fueron aquellos producidos por una infección natural presentando actividad 

neutralizante desde la dilución 150*-320*, le seguían anticuerpos policlonales producidos 

contra la proteína de matriz M1 80*-160* y finalmente anticuerpos producidos contra la 

vacunación 50*-80* (Figura 15; Tabla 6).  

 

Figura 15. Ensayos de actividad neutralizante de anticuerpos de campo, anticuerpos anti-M1 y anticuerpos 

vacunales contra cepas de Influenza A propagadas en la línea celular VERO. 
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Tabla 6. Actividad neutralizante de anticuerpos y lisados obtenidos durante este estudio. 

 

 

 

 

*Recíproco de la dilución del suero donde existió 60% de reducción de focos infecciosos respecto a los 

controles **.  

 

7.7 Determinación de mutaciones presentes en epítopes de neutralización de M1 

Dentro del análisis de mutaciones presentes en la secuencia obtenida de M1 se realizó una 

predicción de epítopes para determinar la presencia de mutaciones que podrían 

comprometer la actividad neutralizante de los anticuerpos dirigidos a esos epitopes en 

particular (Tabla 7). 

Posteriormente se seleccionaron secuencias ancestrales de la base de datos del NCBI para 

determinar secuencias consenso presentes en la proteína de matriz M1 en la población de 

aves y humanos. Comparativamente, las secuencias obtenidas de equinos presentan dos 

mutaciones: Q26R y D30S, mientras que en caninos se reportaron las mutaciones V15I y 

D30S. Esta última prevaleciendo en ambas especies animales (Tabla 8). 

 

 

 

 

 

 

Virus Anti-vacuna Anti-M1 Anti-virus completo 

A2/Kentucky/97 60* 80* 320* 

Equino 1 80* 160* 320* 

Equino 2 80* 160* 180* 

Equino 3 50* 100* 150* 

Equino 4 50* 100* 150* 
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Tabla 7. Predicción de epítopes de la secuencia codificante de la proteína de matriz M1 utilizando la 

herramienta bioinformática Epitope Prediction and Analysis Tools de la IEDB Analysis Resource.  

No. 
Posición 
inicial 

Posición 
terminal 

Epítope Tamaño Especies 

1 17 22 SGPLKA 6  

2 33 34 AG 2  

3 36 38 NTD 3  

4 69 74 PSERGL 6 Aves silvestres 

5 84 94 LNGNGDPNNMD 11 
Cerdos, aves 

silvestres 

6 137 140 TVTT 4 Murciélagos 

7 154 161 IADSQHRS 8 
Cerdos y aves 

silvestres 

8 164 168 QMATT 5 Aves silvestres 

9 186 188 AKA 3  

12 191 207 QMAGSSEQAAEAMEVAN 17 Aves silvestres 

13 220 229 GTHPSSSTGL 10 
Cerdos, aves 

silvestres 

 

Tabla 8. Secuencias consenso de aminoácidos presentes en el gen de matriz del virus Influenza A en aves, 

humanos, equinos y caninos. Las diferencias en las secuencias equinas y caninas están marcadas en rojo. 

Posición 1 2 15 16 26 27 30 31 33 40 62 

Consenso M S V P Q R D V A E F 

Aviar 
    I S   K S     G   
                  D   

Humano 
  G I         A V   L 
                    C 

Equino         R   S         

Canino     I       S         
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8. DISCUSIÓN 

A pesar de la amplia distribución del virus Influenza A alrededor del mundo, hasta ahora 

no se habían detectado virus de influenza canina (CIV) y equina (EIV) en México. Sin 

embargo, la presencia del virus en mascotas ya había sido reportada en otras partes del 

mundo aumentando su incidencia en animales domésticos (Payungporn et al., 2008; Song 

et al., 2008; Lee et al., 2010; Lin et al.., 2015). En el presente estudio, se utilizaron 58 

muestras de hisopado nasal, 5 necropsias de pulmón y 5 muestras de hisopados oculares 

de perros con un cuadro respiratorio agudo. La detección del virus Influenza A se realizó 

mediante la amplificación del gen de la matriz con los oligonucleótidos recomendados por 

la OMS. De ellos, 13 (19.11%) hisopados nasales, 5 (7.35%) necropsias de pulmón y 2 

(2.94%) hisopos oculares de perros resultaron positivos. Aunque este valor es más alto 

que lo reportado en otros estudios, esto podría explicarse porque todos los animales 

muestreados presentaron síntomas clásicos de influenza y pertenecen a una población 

animal susceptible a enfermedades. 

Las necropsias de pulmón analizadas previamente habían sido evaluadas para la detección 

de otros agentes respiratorios como Adenovirus canino tipo 2, el virus del moquillo canino 

y Parainfluenza canina. Estas coinfecciones podrían ser un factor importante en el 

desarrollo de enfermedades respiratorias graves que sufren los perros de compañía. La 

coinfección podría agravar la enfermedad e inducir la muerte prematura de los animales 

(Löhr et al., 2010; Kash et al., 2011; Metzger y Sun, 2013). La detección del gen de matriz 

a partir de muestras de hisopado ocular podría reforzar la hipótesis propuesta de que el 

virus utiliza la mucosa ocular como portal de entrada y como un sitio primario de 

replicación viral (Belser et al., 2018). 

Seis (75%) muestras de hisopado nasal de caballos transportadores de residuos 

presentaron síntomas característicos del virus de la Influenza A y fueron positivos a la 

amplificación del gen de la matriz. Y aunque este porcentaje podría considerarse alto, un 

estudio reciente mostró que la detección de un 96% de muestras positivas a EIV en hisopos 

nasofaríngeos de equinos en Malasia durante un brote en 2015 (Toh et al., 2019). 
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Aunque hay muchos virus que infectan el tracto respiratorio y podrían inducir síntomas 

similares, en la actualidad, se han observado síntomas como conjuntivitis, secreción nasal 

y estornudos como los principales síntomas relacionados con la detección de CIV y EIV 

(Spickler, 2016; Singh et al., 2018). Estos síntomas estaban presentes en la población de 

caninos y equinos analizados. 

En México, no hay vacuna disponible contra CIV como medida preventiva. Por otra parte, 

la vacunación contra EIV no es obligatoria, por lo tanto, el estado inmune contra el virus 

de la gripe equina es desconocido. Sin embargo, la incidencia de EIV en 23 estados de 

Estados Unidos durante 2015 respalda la posibilidad de un brote dentro de la población 

equina (Sack et al., 2019). Esta población de animales está expuesta a múltiples factores 

de riesgo, tales como lesiones laborales, el contacto con los desechos y la interacción con 

diferentes especies animales (Rimbaud et al., 2006). 

Las secuencias de nucleótidos parciales del gen de la matriz mostraron un 96.24 - 100% 

de homología con secuencias de genes de la matriz de los subtipos H1N1, H1N2 y H3N2 

de cerdos en América del Norte obtenidos de Genbank. Varios estudios han mostrado una 

incidencia del subtipo H1N1/2009 en perros (Dundon et al., 2010; Ozawa et al., 2013; Su 

et al., 2014; Moon et al., 2015), así como posibles reordenamientos entre H1N1 con H3N2 

(Song et al., 2012; Na et al., 2015; Wang et al., 2017). 

La comparación de secuencias deducidas de aminoácidos de secuencias de genes de matriz 

equina y canina de cepas ancestrales A/Equine/1963 (H3N8), A/ Equine/2003 (H3N8) y 

A/Canine/2006 (H3N8) indica que la mayoría de los aminoácidos son altamente 

conservados, obteniendo 92.96 - 97.19% de secuencias consenso. Las divergencias en las 

posiciones V15I, L20P, D30G, N36H, T37K no representan un cambio significativo en la 

proteína porque son aminoácidos sinónimos de los presentes en las cepas ancestrales. 

Además, las mutaciones en las posiciones S17P, Q26E, K35M, S70G, E71G y L74R están 

presentes en el dominio C-terminal que se caracteriza por ser altamente tolerante a las 

mutaciones que no comprometen la funcionalidad de la proteína viral (Hom et al., 2019). 

Curiosamente, el análisis filogenético de las secuencias revela la cercanía filogenética con 

secuencias del gen M presentes en cepas de brotes zoonóticos en gatos, perros, cerdos y 

humanos: (A/ Cat/ USA/047732/18, A/Cat/OR/29573/2009, A/Canine/ Ggx/ WZ1/ 2013, 
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A/Sw/4/ Mexico/2009, A/ Hu/Mx/007/2009) con los subtipos H1N1 y H3N2, lo cual pone 

en evidencia la capacidad zoonótica del virus (Wiwanitkit, 2014; Parrish et al., 2015). 

El estudio del virus de la influenza A en perros y caballos en México se ha limitado a la 

detección de anticuerpos contra el virus. La alta seroprevalencia obtenida en el análisis de 

anticuerpos de perros callejeros y equinos evidencia la susceptibilidad al virus de la 

influenza A entre animales en condiciones precarias de salud animal.  

Los estudios de perros de compañía en México han demostrado una baja seropositividad 

contra el subtipo H1N1/2009, H3N2 (0.9%) y H3N8 (4%) (Ramírez et al., 2013). Por otro 

lado, los estudios de caninos de refugios de animales sugieren que la exposición 

prolongada al virus por parte de otros perros infectados aumenta considerablemente la 

seropositividad de los animales analizados del 15% al 71% después de 8 días de 

confinamiento (Holt et al., 2010). Un factor limitante en este estudio es la falta de 

información sobre la permanencia de perros callejeros en refugios de animales. 

La seropositividad de los caballos analizados en este estudio (92.68%) fue superior al 

57.89% reportado en Nuevo León en 2010 (Blitvich et al., 2010). Sin embargo, este 

porcentaje es similar al informado por Gaíva e Silva et al., en caballos no vacunados de 

Brasil durante un brote en 2014, donde encontraron una seroprevalencia del 92%. 

En la propagación de aislamientos en cultivo de células, se observó como las células a las 

14 horas p.i. presentaban desprendimiento y lisis celular debido a la carga de agentes 

virales. No obstante, posterior al 9no pase de infección se observó efecto citopático 

característico de una infección por influenza A (Youil et al., 2004). Si bien, ya teníamos 

un antecedente de la actividad neutralizante de anticuerpos dirigidos a la proteína de 

matriz, se procedió a determinar la capacidad neutralizante de anticuerpos vacunales y de 

campo inducidos por una infección natural. Los anticuerpos con mayor actividad 

neutralizante (150* - 320*), son aquellos producidos por una infección natural y que 

resultaron positivos para la detección del virus. Por su parte los anticuerpos dirigidos a la 

proteína de matriz presentaron actividad neutralizante en diluciones 80* - 160*. Mientras 

que los anticuerpos dirigidos a la vacuna presentaron un rango de neutralización a las 

diluciones 60* - 80*. Estos resultados hacen evidente que la población de equinos 

muestreados posee una inmunidad humoral protectora frente al virus, este 
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comportamiento ya se había evidenciado en caballos no inmunizados frente al virus 

(Gaíva et al., 2014) donde se observaron altos índices de seropositividad. Estos resultados 

sugieren que existen mutaciones en M1 implicadas en el reconocimiento por anticuerpos 

dirigidos a esta proteína, de manera que difieren en su capacidad de neutralizar a dos 

proteínas que provienen de dos cepas genéticamente diferentes. No obstante, se ha 

observado que incluso una inmunidad cruzada conferida por anticuerpos no es suficiente 

para una neutralización efectiva si se desconoce los cambios antigénicos de las proteínas 

a neutralizar (Park et al., 2004). Es por ello por lo que es necesario vigilar las constantes 

mutaciones genéticas que repercuten es su capacidad antigénica. El análisis de predicción 

de epítopes arrojó al menos 6 predicciones de epítopes previamente reportados en otras 

especies animales (Lecomte y Oxford, 1981; Wyke et al., 1984; Hankins et al, 1989) entre 

los cuales las secuencias reportadas en este estudio diferían en al menos 2 epítopes.  

Esto evidencia la necesidad de realizar estudios de caracterización genética de los 

antígenos más conservados del virus que sean capaces de inducir una respuesta inmune 

protectora y efectiva frente a una infección natural. Esto es una perspectiva atractiva para 

conocer los mecanismos de evasión del virus frente al sistema inmune y su potencial 

antigénico. 
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9. CONCLUSIONES 

Nuestros resultados revelan la prevalencia del virus de la influenza A en la población de 

caballos y perros en el estado de Nuevo León, México. Debido a que CIV y EIV se han 

extendido horizontalmente entre la población de perros y caballos en los Estados Unidos, 

la detección del virus de la Influenza A en caninos y caballos en el estado de Nuevo León, 

México, no es inesperada. La detección del gen M y los anticuerpos contra la proteína de 

la matriz proporcionan una identificación efectiva del virus de la influenza A en perros y 

caballos debido a la estabilidad genética y antigénica del gen M. Esto se vuelve importante 

debido a la variabilidad constante del virus y su necesidad de vigilancia epidemiológica 

constante. La vacunación juega un papel esencial para detener la propagación del virus, 

por lo que sugerimos que los sistemas de vacunación se actualicen y se regulen para 

mejorar las condiciones de salud de las especies susceptibles al virus. 
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