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RESUMEN

Antecedentes: Los virus de influenza A en poblaciones porcinas son un objeto importante de
estudio debido a su potencial impacto en la produccién de cerdos y como enfermedad zoonética.

Los esfuerzos de vigilancia en Guatemala son limitados.

Meétodos: Se realizd un estudio transversal para estimar la prevalencia viroldgica y
serologica en poblaciones de cerdos en dos departamentos Guatemala (Santa Rosa y
Quetzaltenango) en 2012 Se tomo un hisopado nasal y una muestra de sangre de cada animal. Los
hisopados fueron analizados por ensayos de RT-PCR dirigidos al gen de la matriz de influenza A.
La presencia de anticuerpos contra influenza A en el suero fue analizada usando un ensayo
ELISA competitivo comercial. Se investigd la asociacién (razén de riesgo de prevalencia [RRP]
con intervalos de confianza del 95% [IC 95%]) entre diferentes caracteristicas y la infeccion viral,
incluyendo sexo, edad, densidad, tipo de granja, presencia y reporte de otros cerdos con signos de
infeccion respiratoria en la misma granja en el Gltimo mes, y presencia de aves de corral en la

misma granja.

Resultados: Se tomaron muestras de 200 cerdos en cada departamento. De éstos, 293 (73%)
machos, 326 (82%) entre 2-6 meses de edad, 319 (80%) de traspatio. En total 400 muestras de
hisopado y 399 de suero fueron procesadas. Se estimo una prevalencia viroldgica de 19% (IC
95%: 14% — 23%) en cerdos de Santa Rosa y de 14% (IC 95%: 12% — 16%) en cerdos de
Quetzaltenango. También se estimo una prevalencia seroldgica de 9% (IC 95%: 7% — 11%) en
cerdos de Quetzaltenango. No se detectaron anticuerpos en las muestras de Santa Rosa. Ninguno
de los cerdos positivos presento signos respiratorios al momento del muestreo o pertenecia a
granjas donde se reportaron cerdos con signos en el Gltimo mes. Los cerdos mas jovenes y los que
eran criados con aves domésticas parecen estar asociados a un mayor riesgo de presentar

infeccion por influenza A, pero estas asociaciones no fueron estadisticamente significativas.

Conclusiones: Aungue los resultados se encuentran limitados por los datos disponibles para
algunas variables y el conocimiento del tiempo de exposicién, las asociaciones al borde
observadas deben ser investigadas mas a fondo. Con esta informacion se espera comprender
mejor la circulacion de virus de influenza A en cerdos de Guatemala y apoyar el desarrollo de
sistemas de vigilancia a largo plazo e hipétesis que puedan ayudar a caracterizar mejor la

circulacion viral en un area geografica donde la informacion de influenza permanece limitada.
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ABSTRACT

Background: Swine influenza A viruses are important due to their potential impact in swine

production and as a zoonotic disease. Surveillance efforts in Guatemala are limited.

Methods: A cross-sectional study was carried out to estimate the viral and serological
prevalence of influenza A in swine in two municipalities in Guatemala (Santa Rosa and
Quetzaltenango) in 2012. One nasal swab and one serum sample were taken from each animal.
Swabs were tested by RT-PCR assays using primers directed to the influenza A matrix gene. The
presence of antibodies against influenza A in serum was tested using a commercial competitive
ELISA assay. We investigated associations (prevalence risk ratio [PRR] with 95% confidence
intervals [95% CI]) between different characteristics and viral infection, including sex, age,
density, farm type, presence and report of other swine with respiratory infection signs in the same

farm during the last month, and presence of poultry in the same farm.

Results: Two hundred swine were sampled in each municipality; 293 (73%) male, 326 (82%)
2- 6 months old, 319 (80%) from smallholdings. A total 400 nasal samples and 399 serum
samples were processed. The estimated viral prevalence in swine in Santa Rosa was 19% (95% IC
95: 14% — 23%), and 14% (IC 95%: 12% — 16%) in Quetzaltenango, and the serological
prevalence was 9% (IC 95%: 7% —11%) in Quetzaltenango. No antibodies were detected in
samples from Santa Rosa. None of the positive swine presented respiratory signs at the time of
sampling or were from farms that reported swine with signs during the previous month. Younger
swine, and those farmed with domestic waterfowl may have higher risk of being infected with

influenza A, but these associations were not statistically significant.

Conclusions: Although results are limited by data available for some variables and
knowledge of the time of exposure, the observed borderline associations should be further
investigated. These results will help to better understand the circulation of influenza A viruses in
Guatemala and support the development of a long term surveillance and hypotheses that could
help characterize viral circulation in a geographical area where information for influenza remains

very limited.
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I. INTRODUCCION

Los virus de influenza A en poblaciones porcinas son un objeto importante de estudio debido
a su potencial impacto en la produccion de cerdos y como enfermedad zoondtica. Ya que los
esfuerzos de vigilancia en Guatemala son limitados, este trabajo busca comprender mejor la
circulacion de virus de influenza A en cerdos de Guatemala y apoyar el desarrollo de sistemas de
vigilancia a largo plazo e hipotesis que puedan ayudar a caracterizar mejor la circulacién viral en
un area geografica donde la informacidon de influenza permanece limitada.



Il. ANTECEDENTES

A. Historia natural de los virus de influenza

Los virus de influenza A infectan una variedad de especies, incluyendo humanos, cerdos,
caballos, perros, mamiferos marinos y aves. Las aves acuaticas silvestres son reconocidas como
un reservorio natural importante de los virus de influenza que se encuentran en otras especies de
aves y mamiferos (Kim, Negovetich, Forrest, & Webster 2009; Webster, Bean, Gorman,
Chambers, & Kawaoka 1992). Los virus de influenza son divididos en subtipos en base a dos
proteinas en la superficie: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). A la fecha se han descrito
18 subtipos de HA y 11 de NA diferentes. De éstos, 16 se han descrito en aves silvestres acuaticas
(Fouchier et al. 2005; Webster et al. 1992). Los subtipos HL7N10 y H18N11 se han descrito
recientemente en murciélagos (Tong et al. 2012; Tong et al. 2013). Actualmente, solamente dos
subtipos, HIN1 y H3N2, circulan generalmente en humanos (CDC 2012a) y tres generalmente en
poblaciones porcinas, HIN1, HIN2 y H3N2 (Brown 2000).

B. Biologia molecular

Los virus de influenza A pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. Miden 80 a 120 nm de
diametro y son de forma aproximadamente esférica. Consisten de una bicapa de lipidos en la que
se encuentran incrustadas las proteinas HA, NA y M2, una capa interna de proteina de la matriz y
en el centro, las nucleocapsides del genoma viral. EI genoma de los virus de influenza A consiste
de ocho segmentos de ARN de hebra simple de polaridad negativa. Para ser infecciosa, una
particula de virus debe contener cada uno de estos segmentos. Cuando una célula es infectada por
dos virus de genomas diferentes, La incorporacion de los segmentos genémicos a los viriones de
manera parcialmente aleatoria permite la generacion de progenie que contienen nuevas
combinaciones de genes (i.e. reagrupacion genética) (Bouvier & Palese 2008; Webster et al.
1992).

Los ocho segmentos virales de ARN de influenza A codifican varios productos genéticos.
Estos productos incluyen las subunidades de polimerasa PB1, PB2, PA 'y PA-X; las proteinas HA,
NA, nucleoproteina (NP); las proteinas de la matriz M1y M2; y las proteinas no estructurales
NS1y NS2 (Muramoto, Noda, Kawakami, Akkina, & Kawaoka 2013; Webster et al. 1992). La



HA es el principal antigeno superficial del virion. Es responsable de unir los viriones a los
receptores de las células hospederas y de la fusion entre la cobertura del virion y la célula
hospedera. La NA es el segundo principal antigeno del viridn; esta proteina tiene una funcion en
la liberacion las nuevas particulas de virus de la célula, facilitando la dispersion viral (Bouvier &
Palese 2008; Webster et al. 1992).

Los virus de influenza aviar se unen a los residuos de acido siélico (AS) a2,3, mientras que
los virus de influenza humana se unen a los residuos AS a2,6. Por una serie de cambios de
aminodacidos en HA, los virus de influenza aviar pueden cambiar su especificidad y reconocer
células con AS a2,6. La traguea de los cerdos tiene tanto receptores AS «.2,3 como a2,6 por lo
que puede infectarse con virus tanto aviares como humanos y facilitar la reagrupacion del genoma
viral (Ma, Kahn, & Richt 2008). Ademas de los cerdos, se ha encontrado que algunas especies de
aves de corral tienen tanto AS a.2,3 como a2,6 en el tracto respiratorio e intestinos (Kimble,
Nieto, & Perez 2010).

C. Infeccidn por virus de influenza

En las aves reservorio, los virus de influenza se replican preferentemente en el intestino, no
causan signos clinicos y son excretados en las heces (Webster et al. 1992). Sin embargo, algunas
cepas de alta patogenicidad H5N1 se replican preferentemente en el tracto respiratorio
(Keawcharoen et al. 2008). Con base en sus caracteristicas clinicas y moleculares, los virus de
influenza aviar pueden ser divididos en los altamente virulentos que causan enfermedad altamente
patogénica en aves de corral (algunas cepas de los subtipos H5, H7 y H9) y aquellos de baja
patogenicidad que causan enfermedad mas leve (Alexander 2000; Brown 2000; CDC 2012a). Los
virus H9 son diferentes de los H5 y H7 en que no presentan el sitio de corte polibasico
caracteristico de los otros de alta patogenicidad incluyen cepas de los subtipos H5 y H7 (Tse,
Hamilton, Friling, & Whittaker 2014).

En los mamiferos, los virus de influenza se replican principalmente en el tracto respiratorio y
debido a esto son transmitidos principalmente por aerosoles y por contacto directo o indirecto con
descargas nasales (Brown 2000; Dvorak, Rovid-Spickler, & Roth 2008). Sin embargo, existen
diferencias en cuanto al tropismo hacia los tejidos respiratorio e intestinal en diferentes
mamiferos, los cuales parecen estar determinados por factores tanto del virus como del hospedero
(Kawaoka, Bordwell, & Webster 1987).



D. Influenza animal en Guatemala

El primer reporte de influenza A en animales en Guatemala se realizo en el afio 2000 con el
aislamiento de virus H5N2 de baja patogenicidad de aves de corral (Senne 2003). En este afio, se
cred en el pais el programa para el control y erradicacion de influenza aviar a cargo del Ministerio
de Agricultura, Ganaderia y Alimentacion (MAGA) y en 2003 el Programa Nacional de Sanidad
Avicola (PROSA), gue tiene entre sus funciones la vigilancia, diagnostico y control de influenza
aviar (MAGA 2000, 2003a).

Adicionalmente a la vigilancia de influenza en aves de corral, desde 2010 en el pais se han
llevado estudios para determinar la presencia de virus de influenza en aves silvestres. En éstos, se
ha detectado virus de influenza en patos migratorios de la especie Anas discors (cerceta aliazul)
de la costa del Pacifico. Los virus identificados incluyen los subtipos H7N9, H11N2, H3N8,
H5N3 H8N4 y H5N4; el analisis filogenético ha mostrado que los virus encontrados son similares
a virus de Norteamérica (Gonzalez-Reiche et al. 2012). Ademas, estudios locales realizados en
murciélagos han detectado influenza A en la especie frugivora Sturnira lilium (Tong et al. 2012).

E. Influenza porcina

La infeccion aguda clinica de influenza en los cerdos tipicamente esta caracterizada por un
periodo de incubacion corto (uno a tres dias) después del cual los animales se presentan
anoréxicos, inactivos y tienen la tendencia a acurrucarse unos contra otros debido a la presencia
de fiebre (de 40.5 a 41.7 °C). Ademas pueden observarse respiracion abdominal con la boca
abierta, paroxismos de tos, estornudos, conjuntivitis y descarga nasal u ocular (CDC 2012b; FAO
2010).

Se ha descrito que, a nivel macroscépico, los pulmones de los cerdos infectados con virus de
influenza A muestran consolidaciones multifocales a coalescentes, de color rojo purpura,
predominantemente en las porciones cranioventrales. Los cambios microscépicos en los pulmones
incluyen necrosis de las células epiteliales bronquiales, infiltracion peribronquial linfocitaria y
neumonia intersticial de severidad variable. Los virus de influenza son parte del complejo
respiratorio porcino y actlan conjuntamente con bacterias y otros virus patdégenos (Vincent, Ma,
Lager, Janke, & Richt 2008).



En las infecciones por influenza en cerdos, la morbilidad alcanza rdpidamente cerca de 100%
de la poblacion susceptible pero la mortalidad es baja y usualmente no excede el 1%. La mayor
parte de los animales se recuperan cinco a siete dias luego del inicio de signos. La recuperacion de
virus de hisopados nasales en condiciones experimentales ha sido exitosa hasta 29 dias luego de la
infeccion (FAO 2010; Vannier, Gourreau, & Kaiser 1985).

En piaras grandes la infeccién por virus de influenza se vuelve endémica y el cuadro clinico
cambia en el tiempo para ser menos aparente o subclinico. Esto se debe a que el virus es
mantenido en la poblacion en animales jovenes susceptibles mantenidos como parte del ciclo de
produccién y la introduccion de nuevos animales (Brown 2000; FAO 2010). Debido a la
reduccién en la ingesta de alimentos durante la infeccion, el principal impacto econdémico es un
retardo en la ganancia de peso y por lo tanto en el tiempo hasta alcanzar el peso de mercado. En
algunos casos las infecciones se han asociado a abortos y las infecciones bacterianas secundarias

pueden agravar la enfermedad (OIE 2010).

Los virus de influenza porcina cominmente no infectan humanos, pero han ocurrido
infecciones. Ya que los cerdos son susceptibles a infectarse tanto con virus aviares como
humanos, es posible la generacion de virus nuevos por reagrupacion de segmentos del genoma
viral que pueden resultar en nuevas cepas con la capacidad adquirida para dispersarse en
poblaciones humanas (Brown 2000; Ma et al. 2008). Adicionalmente, existe evidencia de varios
eventos de introduccion de virus de humanos a cerdos, lo que aumenta la diversidad genética y

provee oportunidades de reagrupacion genética (Nelson, Gramer, Vincent, & Holmes 2012).

Existen diferentes subtipos y cepas de virus de influenza porcina. Los subtipos HIN1, HIN2
y H3N2 circulan en cerdos de manera enzoo6tica a nivel mundial. Estos incluyen virus clasicos
porcinos, similares a virus aviares y similares a virus humanos (Brown 2000). Se conoce que los
virus HIN1 porcinos circulan en las poblaciones de cerdos de Estados Unidos desde al menos
1930 y los H3N2 empezaron a circular hasta 1998. Los virus H3N2 fueron introducidos
inicialmente a las poblaciones porcinas por humanos, aunque ahora son diferentes de los virus
H3NZ2 estacionales que circulan en humanos. Actualmente en estas poblaciones de cerdos se han
identificado varios virus con reagrupaciones incluyendo HIN2, H3N2 y H3N1 (CDC 2012b;
Vincent et al. 2008).



En los Estados Unidos se han reportado infecciones humanas con variantes del virus de los
subtipos porcinos HIN1, H3N2 y HIN2 (CDC 2012b). Desde finales de 2005, en este pais se han
reportado 348 infecciones en humanos con estas variantes del virus en 17 diferentes estados del
pais (312 de ellas de julio a diciembre 2012). De éstas, 329 (95%) han sido H3N2, 14 (4%) H1N1
y 5 (1%) H1N2. La mayor parte de infecciones han ocurrido en nifios (18 afios 0 menos) y la
mayoria han reportado exposicion directa o indirecta a cerdos (e.g. nifios en ferias o trabajadores
de la industria porcina). Se ha observado transmision limitada por contacto cercano entre

humanos, pero no se ha documentado transmision sostenida (CDC 2013a, 2013b).

En abril de 2009 en los Estados Unidos se identifico un virus HLN1 en humanos con una
combinacion Unica de segmentos de cepas porcinas de Norteamérica y Eurasia que ha continuado
circulando en humanos y se ha dispersado a nivel mundial. Del 30 de agosto al 31 de octubre, la
actividad de influenza A y tasas de hospitalizacion alcanzaron niveles historicos en este pais, y
99.9% de los casos de influenza fueron identificados como influenza A(H1IN1)pdm09 (CDC
2009). Se ha encontrado que este virus se origind de varios eventos de reorganizacién entre virus
que habian estado circulando en cerdos con una amplia distribucion geografica antes de ser
detectados en humanos (Garten et al. 2009; Smith et al. 2009). Antigénicamente, estos virus son
homogéneos y similares a los virus porcinos de Norteamérica HIN1, pero diferentes a los HIN1
humanos estacionales (Garten et al. 2009). En Guatemala, el subtipo A(H1N1)pdmQ9 fue
detectado el mismo afio en poblaciones humanas y actualmente constituye cerca del 50% de los
casos captados en sitios de vigilancia de hospitales y centros ambulatorios (CES 2014; Reyes et
al. 2010).

F. Influenza porcina en Guatemala

La influenza porcina no es una enfermedad de notificacion obligatoria (OIE 2014). Aungue
existe informacidn de la circulacién de virus de influenza en poblaciones porcinas de Guatemala,
no existe un programa nacional para la vigilancia de influenza en cerdos. Ademas, aunque existen
vacunas disponibles comercialmente para reducir el impacto econémico de la infeccion por
algunas cepas y posiblemente el riesgo de exposicion para las personas en contacto con cerdos
(OIE 2010), su uso aun no se encuentra autorizado en el pais (D. Orellana, com. pers.; Sanidad

Animal, Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Alimentacién. Noviembre 2014).



En 2009, la pandemia de virus de influenza A(H1N1)pdmO09 evidenci¢ la falta de vigilancia
local de virus de influenza en poblaciones porcinas. A raiz de esto, se condujeron las primeras
investigaciones para conocer la presencia de virus en estas poblaciones. Dos estudios
transversales realizados a nivel nacional en 2010 y 2011 encontraron en promedio 14% de cerdos
positivos a virus de influenza A por ensayos moleculares y 6% de cerdos con exposicion previa
por pruebas seroldgicas (10% y 32% de las granjas, respectivamente). En estos estudios se
obtuvieron los primeros aislados virales del pais del subtipo pandémico HIN1 2009 y el subtipo
H3NZ2, con lo que se confirmé la circulacidn de estos virus en cerdos locales (Gozalez-Reiche et
al., no publicado). Con base en el analisis espacial de las granjas positivas a virus de influenza A,
se observaron dos agrupaciones durante 2010 en el occidente y nororiente del pais, y una

agrupacion en 2011 en el area central y sur (Ramirez 2012).

En 2010 también se realizé otro monitoreo serolégico a nivel nacional de circulacion de virus
H1y H3. En éste se encontrd evidencia indirecta de circulacion de los subtipos H1y H3,
encontrandose una seropositividad de 20% H1y 7% H3 en granjas tecnificadas, y de 41% H1y
17% H3 en granjas de traspatio (Serrano, Veliz, & Motta 2011).

G. Demografia y crianza de porcinos en Guatemala

De acuerdo a los estimados de la encuesta nacional agropecuaria de 2007, la poblacién
porcina en Guatemala es de cerca de 1.6 millones de individuos (INE 2007). Ademas del cerdo
criollo, las razas mas utilizadas en la produccion nacional son Landrace, Yorkshire, Duroc,
Hampshire y en menor medida, Poland china (MAGA 2003b).

En el pais existen tres tipos principales de granjas de produccion de cerdos: de traspatio,
semitecnificadas y el tecnificadas. Los cerdos de traspatio, de tipo criollo, son mantenidos en
sistemas de produccion risticos de bajo costo, bajos controles sanitarios, y produccion destinada
al mercado local. Se realizan inversiones Unicamente en pie de cria y la base de la alimentacion
son productos locales. Es una actividad complementaria de ingresos en el hogar, principalmente a
cargo de la mujer (MAGA 2003b). Se estima que las producciones de traspatio representan el
94% de las explotaciones a nivel nacional (FAO 2009). Las granjas semitecnificadas y
tecnificadas (denominadas en este trabajo de manera conjunta como “granjas comerciales”)
representan diferentes niveles de manejo e ingresos. Los cerdos producidos aqui tienen controles

sanitarios y zootécnicos, son alimentados con concentrado, cuentan con instalaciones apropiadas,



se comercializan segun contratos establecidos con plantas industriales o son parte de empresas

que manejan la cadena desde la produccién hasta la industrializacion (MAGA 2003b).



I11. JUSTIFICACION

Debido a su importancia en la produccién porcina y a su potencial zoonético, es importante
caracterizar y vigilar la circulacion de virus de influenza A en las poblaciones porcinas. La
pandemia de influenza A (HLN1) de 2009 ha ayudado a mostrar la importancia de la influenza
como causa de morbilidad y mortalidad en paises tropicales en desarrollo, y aunque se lleva a
cabo vigilancia en humanos (Lindblade et al. 2010; Reyes et al. 2010), aun existen insuficientes

datos en otros hospederos.

Esta investigacién es una continuacion del trabajo comenzado en 2010 y se enfoca en dos
departamentos del pais: Santa Rosa y Quetzaltenango. Es un estudio piloto que permitira
establecer las bases para estudios a largo plazo en ambos lugares. Estos dos departamentos se
encuentran dentro de areas que mostraron tener agrupaciones de granjas positivas durante 2010-
2011 (Ramirez 2012). Este trabajo es el primero dirigido tanto a estimar la prevalencia en estos
departamentos como a evaluar asociaciones entre diferentes caracteristicas y la infeccion por virus

de influenza A.

Ambos departamentos cuentan con datos de circulacion y sistemas de vigilancia de influenza
A en humanos, incluyendo los subtipos H1, H1pdm09 y H3 (Lindblade et al. 2010; Reyes et al.
2010). Esto facilitara, en una segunda etapa, la comparacion de subtipos circulantes entre las
diferentes poblaciones y, a largo plazo, la union de sistemas de vigilancia humanos y animales de

manera integral.



IV. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Conocer mejor la circulacion de influenza A en las poblaciones de cerdos bajo estudio que
pueda ser utilizada como base para el desarrollo de estrategias de vigilancia, prevencion y control.

B. Obijetivos especificos

1. Estimar la prevalencia viroldgica de influenza A en una poblacién de cerdos de Santa Rosa
y Quetzaltenango, Guatemala.

2. Estimar la prevalencia seroldgica de anticuerpos contra virus de influenza A en estas
poblaciones.

3. Investigar caracteristicas asociadas a la infeccion con virus de influenza A en estas

poblaciones de cerdos.

10



V. HIPOTESIS DE TRABAJO

En este estudio se buscara responder las siguientes preguntas principales:

A. ;Cudl es la prevalencia viroldgica de influenza A en los cerdos bajo estudio?

B. ¢Cual es la prevalencia seroldgica de anticuerpos contra influenza A en los cerdos bajo
estudio?

C. ¢Existe diferencia entre la prevalencia virologica de los cerdos de Santa Rosa y

Quetzaltenango?
D. ¢Existe diferencia entre la prevalencia seroldgica de los cerdos de Santa Rosa y

Quetzaltenango?

E. ¢(Existe asociacién entre algunas caracteristicas de los cerdos y la infeccién por influenza A?
Las caracteristicas evaluadas incluyen sexo, edad, tipo de produccién y localidad del animal;
también presencia o reporte de cerdos con signos respiratorios y presencia de aves en la misma

granja.

Las hipotesis estadisticas evaluadas se muestran en la seccién de métodos.

11



V1. METODOS

Se realizd un estudio transversal, que por definicion es un estudio observacional (Levin
2006). El objetivo principal fue describir la infeccion y exposicion por/a virus de influenza A en
una muestra de cerdos. En la primera fase se describieron las caracteristicas de la muestra. En la
segunda fase se analizd, de manera exploratoria, la asociacion entre diferentes caracteristicas de

los animales muestreados y la infeccion por virus de influenza A.
A. La poblacién estudiada

La poblacion de estudio fueron cerdos domésticos (Sus scrofa domesticus) en crecimiento de
granjas comerciales y de traspatio de Santa Rosa y Quetzaltenango, Guatemala. La localizacion

geografica y las caracteristicas demograficas de ambos departamentos se muestran en la Figura 1
y Tabla 1, respectivamente.

Para el afio 2007 la poblacion de cerdos se estim6 en 16,334 cabezas en Santa Rosa (1% de la
produccién nacional) y 71,783 en Quetzaltenango (6% de la produccidon nacional) (INE 2007).
Aunque las poblaciones no son estéaticas, se estima que 22% de la produccion en Santa Rosa y
73% en Quetzaltenango se realiza en piaras de menos de cuatro individuos (INE & MAGA 2005),
probablemente como explotaciones familiares en el traspatio.

Figura 1. Localizacion de los departamentos de estudio, Guatemala
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Tabla 1. Caracteristicas demogréaficas de los departamentos estudiados

Departamento
Caracteristica Santa Rosa Quetzaltenango

Generales

Divisiones administrativas (municipios, n) 14 24

Distancia (km) 55 220

Direccion de la Ciudad de Guatemala Sur Occidente

Elevacion media (m snm) 730 1,575

Avrea superficial (km?) 3,164 2,133
Poblaciéon humana

Habitantes (n) 353,261 807,571

Densidad (habitantes/km?) 109 370

Pobreza (% habitantes) 63 51

Pobreza extrema (% habitantes) 19 11

Urbanidad (% habitantes) 35 55

Indigenas (% habitantes) 3 54
Poblacién de cerdos

Animales (n) 16,334 71,783

Piaras de menos de cuatro individuos (%) 22 73

(INE 2002, 2006, 2007; SEGEPLAN, INE, & URL 2004)
Poblacidon estimada para 2012. Pobreza, urbanidad y etnia estimadas para 2002. Poblacion porcina estimada para
2007.

B. Definiciones de caso

Se defini6 un animal con infeccidn por virus de influenza A como aquél positivo por medio
de ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa reversa (RT-PCR) en tiempo
real. Un animal con infeccion previa (i. e. con anticuerpos contra influenza A debido a una

exposicion previa) positivo por medio del ensayo ELISA de bloqueo.

C. Criterios de inclusion y exclusion

Se tomaron en cuenta lechones o cerdos en engorde entre dos a ocho meses de edad
aproximadamente, que corresponde al periodo de engorde de un animal destinado al consumo. No
obstante, también se tomaron muestras de cerdos de otras edades para alcanzar el nimero de

muestras. En la mayor parte de casos no se incluyeron individuos menores a dos meses ni
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reproductores, por el miedo de los granjeros a dejar manipular animales que son mas valiosos para

ellos.

D. Muestreo

El presente es un estudio transversal. Para estimar el tamafio de muestra se utilizo la formula
para poblaciones finitas (Sullivan 2010). No se incluy6 un factor por efecto de disefio (ED = 1),
por razones de costo (Apéndice 1). Cuando la proporcion de la poblacién muestreada es grande
(mayor de 5%), el uso del factor de correccion para poblaciones finitas disminuye el estimado de
la varianza y a su vez el intervalo de confianza. El estimado del ED usualmente se toma de
encuestas del mismo tamafio realizadas anteriormente en el area o de la experiencia en otras areas
(Sullivan 2010).

Se calcul6 una muestra de manera independiente para cada departamento. Las poblaciones de
cerdos usadas fueron las de la encuesta agropecuaria de 2007 (INE 2007). Se estim6 un tamafio de
muestra de 219 individuos para Santa Rosa y 205 para Quetzaltenango, necesarios para encontrar
una prevalencia (p) de 14% (£ 5 % precision). La prevalencia esperada se obtuvo del promedio de
muestras positivas a virus de influenza A obtenidas a nivel nacional en 2010 y 2011 (Gonzélez-
Reiche et al. no publicado). Aunque el promedio de muestras serolégicas positivas en 2010 y
2011 fue menor, se utiliz6 el mismo valor para la prevalencia viroldgica y seroldgica esperada
debido a restricciones en el nimero total de muestras a colectar (pues para una prevalencia y

precision absoluta menores se deberia colectar una muestra de mayor tamafio).

Las muestras se asignaron por municipio en cada departamento utilizando un muestreo por
conglomerados de pesos iguales con probabilidad proporcional al tamafio (PPT) . En éste, la
poblacién es dividida en grupos exclusivos, llamados también unidades primarias de muestreo
(UPM). Las UPM fueron los municipios. Los elementos son individuos dentro de las granjas. El
muestreo por conglomerados frecuentemente se usa porque no existe un listado de todos los
individuos elegibles, y por lo tanto no puede realizarse un muestreo simple aleatorio (MSA) y
tienden a ser méas eficientes logisticamente. Con el método PPT, la probabilidad de seleccion de
una UPM es proporcional al tamafio de su poblacion, i. e. las UPMs mas grandes tienen mayor
probabilidad de ser seleccionadas que las pequefias (Rothman 2002). No obstante, todos los
individuos en la poblacion tienen la misma probabilidad de ser seleccionados, puesto que al

seleccionar un nimero constante de individuos por conglomerado, aquellos dentro de UPMs de
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mayor tamarfio tienen menor probabilidad de ser seleccionados, por lo que ambos pasos se
compensan (Bierrenbach 2008).

Se definieron por conveniencia 15 conglomerados en Santa Rosa y 25 en Quetzaltenango, y
para cada departamento el total de individuos a muestrear se dividio equitativamente entre los
conglomerados. Esto equivale a 13 individuos por conglomerado en Santa Rosa (con 3
conglomerados con 1 individuo adicional por redondeo de la division de los 200 individuos

totales) y 8 en Quetzaltenango.

Para escoger los conglomerados se hizo un listado de las poblaciones por municipio siguiendo
el orden del censo agropecuario 2003. Las poblaciones de cada departamento se aproximaron de
acuerdo a la distribucién porcentual reportada en el censo agropecuario de 2003 (INE & MAGA
2005), ya que la encuesta agropecuaria de 2007 no reporta poblaciones por municipio. Para cada
departamento se calcul6 el intervalo de muestreo (k) dividiendo la poblacion total del
departamento entre el nimero de conglomerados. Se obtuvo un nlimero aleatorio de inicio
utilizando el servicio en linea random.org, con el cual se asigno el primer conglomerado, y los

conglomerados subsecuentes se escogieron de acuerdo al intervalo muestreal.

E. Toma y analisis de muestras bioldgicas

La toma de muestra de los animales fue realizada por médicos veterinarios y personal técnico
del MAGA. De cada individuo se tom6 un hisopado de la mucosa nasal usando un hisopo de
dacron estéril. El hisopo fue sumergido medio de transporte viral, con antibidticos y
antimicaticos, en un tubo de 15mL. Adicionalmente se colectd aproximadamente 2mL de sangre
del seno venoso orbital en tubos Vacutainer de 5 0 10mL sin anticoagulante usando agujas no. 22
0 18 x 1 Y. El suero fue separado por centrifugacion, en el campo o al recibir las muestras en el
laboratorio. Todos los tubos con muestras fueron rotulados con un cédigo Unico para cada animal.
Las agujas y resto de desechos biopeligrosos fueron descartados en contenedores apropiados. Las
muestras fueron conservadas a 4°C con hielo hasta ser llevadas al laboratorio. En el laboratorio,

los hisopados fueron conservados a -70°C y las muestras de suero a -20°C hasta ser procesados.

Las muestras de hisopados fueron analizadas para buscar la presencia de material genético de
virus de influenza A por medio de ensayos de RT-PCR en tiempo real utilizando cebadores

especificos dirigidos al gen M (Slomka et al. 2010; Spackman et al. 2002). EI ARN fue extraido
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con el “kit” de aislamiento viral MagMAX-96 AI/ND (Ambion, Austin, USA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Se utilizaron ensayos previamente validados con los “kits”
QuantiTect Probe RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Alemania). Adicionalmente, se buscaron
anticuerpos contra influenza A en las muestras de suero por medio de la prueba seroldgica ELISA
de bloqueo. Para esto se utiliz6 el ensayo comercial IDEXX Influenza A Ab test (IDEXX,
Westbrook, USA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

F. Consentimiento

El muestreo de cerdos fue realizado solamente con previo consentimiento verbal del duefio o
la persona encargada del animal. El trabajo con cerdos fue revisado y aprobado por el comité de

ética, uso y cuidado animal de la UVG.

G. Variables

Se utilizé una boleta de campo (Apéndice 3) para recolectar datos de cada uno de los
individuos muestreados en base a observaciones y entrevistas. Esta boleta fue modificada en base
a revisiones de literatura y realimentacion del analisis de datos y campo de los proyectos
TCP/RLA 3206 OSRO/RLA/901/UA de FAO y las utilizadas en 2010 y 2011 para encuestas de

influenza en cerdos de Guatemala (Gonzalez-Reiche et al. no publicado).

Las variables independientes recolectadas de cada animal incluyen localidad (incluyendo
coordenadas), sexo, edad en meses, categoria de produccion (lechén, destetado, crecimiento,
finalizacion, reproductor), tipo de granja (tecnificada, semitecnificada, traspatio), presencia de
signos respiratorios, crianza con otros cerdos en la granja que mostraron signos respiratorios al
momento del muestreo y durante el Gltimo mes, densidad de cerdos en la granja, y crianza con
pollos® y/o pavos, o de patos y/o gansos en la granja. Las variables dependientes son la infeccion
por virus de influenza A y exposicion al virus (determinadas por el resultado de los ensayos de
RT-PCR y ELISA, respectivamente). Cada boleta fue identificada con un codigo Unico idéntico al

de las muestras bioldgicas del individuo.

% En este documento el término “pollo” se usa para referirse a un individuo de la especie Gallus gallus domesticus,

independientemente de su sexo y edad.
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Para definir el nimero de granjas visitadas se tom6 como referencia el nombre del jefe de
familia indicado en las boletas de campo. Si se encontraron inconsistencias en los datos de boletas

de una misma granja este dato se dejoé como “desconocido” (n/d; no hay datos).

H. Analisis y manejo de datos

La informacidn recopilada en las boletas de campo fue ingresada de manera independiente
dos veces a una base de datos, y luego de revisar los datos en discrepancia de estas versiones se
compil6 una base de datos final. Todos los analisis se realizaron con el programa R versién 3.0.2

(base package stats y epiR) (R Development Core Team 2012; Stevenson et al. 2012).

Todas las coordenadas geograficas fueron transformadas de UTM a grados utilizando el
sistema de coordenadas (datum) WGS84 (Dutch 2010). En caso de que este dato faltara, se reviso
una referencia de la localidad indicada en la boleta en el Diccionario Geografico Nacional (IGN
2000).

Para el analisis descriptivo y de asociacion, todas las variables continuas fueron
transformadas a categoricas. Para cada departamento, los cerdos muestreados se describieron de
acuerdo a sexo, edad, categoria de produccion, tipo de granja, presencia de signos respiratorios,
presencia de otros cerdos con signos respiratorios al momento del muestreo, densidad de cerdos
en la granja, presencia de pollos y/o pavos, y presencia de patos y/o gansos. Adicionalmente se
realiz6 un mapa de las localidades de muestreo. Todos los analisis de asociacion se realizaron a

nivel de individuo.

1. Prevalencia. La prevalencia viral y la prevalencia serolégica de influenza A se calcularon
como la media de las proporciones de individuos positivos en cada municipio (prevalencia media
[p]; Apéndice 1). Adicionalmente se calcul6 la varianza e intervalo de confianza al 95% (IC
95%) de cada muestra (Sullivan 2010).

Para cada muestra se calcularon el efecto de disefio (ED) y el coeficiente de correlacion
intraconglomerado (CCl). El ED es una medida de la variabilidad entre conglomerados y es
calculado como la razén de la varianza calculada sumiendo un disefio muestreal complejo
dividido dentro de la varianza calculada asumiendo un muestreo aleatorio simple. En muchas

circunstancias es mayor a 1, lo que indica que la varianza estimada asumiendo un muestreo por
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conglomerados es mayor a la varianza asumiendo MSA. Sin embargo, ED también puede ser
menor a uno. El ED es util porque frecuentemente es utilizado para estimar el tamafio de muestra
al planificar un estudio. Los tres factores mas importantes que afectan el tamafio del ED son: 1)
La variabilidad inherente de la proporcion del factor de interés entre conglomerados; mientras
mas conglomerados difieran en la proporcion con el atributo mayor seré el ED. 2) El nimero de
individuos muestreados en cada conglomerado; mientras méas individuos se muestreen por
conglomerado, sera mas grande el ED. 3) Dado muestras de igual tamafio, los estimados cercanos
a 50% tienden a tener un ED de mayor tamafio que los estimados cercanos a los extremos
(Sullivan 2010). El estimado del ED servira para calcular de manera correcta el tamafio de
muestra en préximos estudios por conglomerados similares al actual (Killip, Mahfoud, & Pearce
2004).

El CCI (también conocido como p 6 RHO), es una medida de la relacion entre las
observaciones dentro de cada conglomerado. Compara la variancia dentro de los conglomerados
con la varianza entre conglomerados (Killip et al. 2004). Puede ser calculado para un ED dado y
un namero promedio de individuos muestreados por cluster () (Apéndice 1). CCI no es afectado
por el nimero promedio de observaciones por conglomerado, mientras que ED es fuertemente
afectado (Sullivan 2010). Hipotéticamente, cuando CCI es igual a 1, todas las observaciones
dentro de un conglomerado son idénticas. Un valor pequefio indica que la varianza dentro de los
conglomerados es mayor a la varianza entre los conglomerados. Cuando CClI es igual a 0, no

existe correlacion entre las observaciones dentro de un conglomerado (Killip et al. 2004).

2. Comparacion de dos muestras independientes. Para evaluar si las diferencias
observadas entre las prevalencias estimadas de cada departamento son diferentes de las esperadas
al azar se calculé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (también conocida como prueba
de Wilcoxon no emparejada). Esta prueba esta indicada para muestras pequefias (cuando alguno
de los grupos de comparacion tiene menos de 10 observaciones), no se puede asumir normalidad,
0 para cuando se tienen variables ordinales en lugar de cuantitativas. Sin embargo, tiene la
desventaja de que se pierde potencia para detectar diferencias significativas y en principio no
permite construir intervalos de confianza, aunque se han descrito métodos para hacerlo (Martinez,
Sanchez, & Fajardo 2006). Esta prueba compara las medianas de ambas muestras luego de
ordenar las observaciones de cada uno de mayor a menor. El estadistico U se calcula al hacer

todas las comparaciones posibles entre cada observacion de una muestra con la otra,
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contabilizando el nimero de veces que una es mayor a la otra y los empates. Una vez calculado,

es posible hacer un contraste de hip6tesis [Moses 1992 en (Martinez et al. 2006)].

En este estudio, se evaluaron las siguientes hip6tesis nulas, H, (prueba de dos colas, con 95%
de confiabilidad):

a. H1,: La prevalencia virologica en la muestra de cerdos de Santa Rosa es igual a la de
Quetzaltenango (las distribuciones de ambas muestras no difieren).

b. H2,: La prevalencia seroldgica en la muestra de cerdos de Santa Rosa es igual a la de

Quetzaltenango (las distribuciones de ambas muestras no difieren).

3. Asociaciones. Para cada departamento se estimé la asociacion entre la infeccién por virus
de influenza y las caracteristicas del animal indicadas anteriormente. Para esto se calcul6 la razén
de riesgo de prevalencia (RRP) como la razon entre el riesgo de infeccidn entre todos los
animales con determinada caracteristica y los que no la tienen (Rothman 2002; Stevenson et al.
2012; Zocchetti, Consonni, & Bertazzi 1997) e IC 95%. RRP se interpreta como (CDC 2012c¢):

a. RRP < 1: El riesgo de infeccion para los individuos con determinada caracteristica es
menor al riesgo de los que no la tienen. La caracteristica parece reducir el riesgo de enfermedad.

b. RRP = 1: El riesgo de infeccién para los individuos con determinada caracteristica es el
mismo que el riesgo de los que no la tienen. La caracteristica no parece ser un factor de riesgo.

c. RRP > 1: El riesgo de infeccion para los individuos con determinada caracteristica es
mayor al riesgo de los que no la tienen. La caracteristica parece aumentar el riesgo de

enfermedad.

El intervalo indica la confianza en el estimado RRP. Si todo el intervalo esta por encima de 1,
se concluye que el riesgo de la enfermedad es mayor entre el grupo con determinada caracteristica

de manera significativa en un nivel de 95%.

Aunque el objetivo principal de los estudios transversales es descriptivo, también son usados
para buscar informacion etioldgica, aunque tienen limitaciones. En estos estudios, el uso de la
RRP (también conocida como razén de prevalencia, o RP) ha sido recomendado por sobre el uso
de la razén de momios de prevalencia (RMP) para el andlisis de riesgo de caracteristicas o
exposiciones comunes (i.e. mayores a 10%) y enfermedades agudas con periodos de seguimiento

similares entre sujetos (Lee & Chia 1993). Su equivalente en estudios longitudinales (i.e. cohorte)
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es la razdn de riesgo (Lee 1994). Aunque a bajas (menores a 10%) prevalencias de la enfermedad
los valores de RRP y RMP son muy similares, RPP presenta valores mas lejos del valor nulo que
RMP (Zocchetti et al. 1997).

Para todas las variables se calcularon primero los RRP e 1C95% mediante un analisis
bivariado, en el cual la prevalencia en los individuos con cada caracteristica de referencia se
comparo contra la de todos los individuos que no tenian esa caracteristica. Posteriormente se
realizé un analisis multivariado utilizando una regresién de Poisson (modelo lineal generalizado
con distribucion de Poisson y enlace log) con una varianza de error robusta para calcular los
intervalos de confianza (Zou 2004). Las variables de interés se escogieron de aquellas
identificadas durante el andlisis bivariado, y las que fueran relevantes para ambos departamentos.
El nimero maximo de pardmetros que podian ser incluidos en el modelo se estim6 con (m/10)-1,
donde m es el menor del nimero de casos del evento (infeccidn por influenza A) o su

complemento; m = min(nl, n0) (Morales-Betoulle et al. 2013).



VII. RESULTADOS

El muestreo se realizé de mayo a octubre 2012, durante la época lluviosa. Por logistica y
disponibilidad de fondos, en cada departamento se tomaron muestras de 200 individuos.
Adicionalmente, para simplificar la logistica, en los departamentos con méas de un conglomerado,
no se realizé una division de los municipios para distribuir los conglomerados, por lo que se tomé
cada municipio como un solo conglomerado. Los individuos dentro de cada conglomerado fueron
seleccionados a conveniencia por personal del MAGA en base a referencias de habitantes locales.
En cada granja con cerdos, epidemi6logos veterinarios del MAGA tomaron muestra de los
animales disponibles y buscaron nuevas granjas hasta completar el total de individuos
comprendidos por la suma de todos los conglomerados de ese municipio. Debido a esto para
ambos departamentos se obtuvieron menos conglomerados y de diferentes tamafios a los
esperados (9 en Santa Rosa y 16 en Quetzaltenango; Tabla2). En el laboratorio se procesaron 400
hisopados y 399 muestras de suero, ya que una muestra de suero de Quetzaltenango no tenia

suficiente volumen para los andlisis.

Los individuos muestreados provenian de 104 granjas en Santa Rosa y 57 granjas en
Quetzaltenango (Figura 2). Se muestrearon casi el doble de granjas en Santa Rosa que en
Quetzaltenango y menos animales por granja. La mediana y medidas de dispersion de los

individuos muestreados por granja se muestran en la Tabla 3.

21



22

Tabla 2. Namero de cerdos muestreados por departamento, Guatemala 2012

Departamento
Santa Rosa (n = 200) Quetzaltenango (n = 200)
No. Municipio Muestras, n No. Municipio Muestras, n
1 Casillas 13 1 Cabrican 24
2 Chiquimulilla 13 2 Cajola 8
3 Cuilapa 13 3 Cantel 8
4 Guazacapéan 13 4 Coatepeque 16
5 Nueva Santa Rosa 13 5 El Palmar 8
6 Oratorio 13 6 Génova 8
7 Pueblo Nuevo Vifias 54 7 Huitan 8
8 Santa Cruz el Naranjo 13 8 Olintepeque 8
9 Taxisco 55 9 Palestina 8
10 Quetzaltenango 8
11 Salcaja 8
12 San Carlos Sija 40
13 San Martin Sacatepéquez 8
14 San Miguel Siguila 8
15 Sibilia 8
16 San Juan Ostuncalco 24

Cada municipio representa un conglomerado. No se proceso una muestra de suero de Coatepeque por tener insuficiente

volumen (total 16 hisopados y 15 sueros).

Las caracteristicas generales de los individuos muestreados por departamento para las
variables categdricas se presentan en la Tabla 4. En términos generales, la mayor parte de
muestras se colectaron de cerdos macho, juveniles, clasificados como lechones o en crecimiento,
criados en traspatio y sin signos respiratorios. Sin embargo, existieron diferencias en las
caracteristicas de los animales muestreados en cada departamento. En Santa Rosa, se muestrearon
cerdos juveniles, y adultos jovenes, mientras que en Quetzaltenango solamente juveniles. La
mayor parte de cerdos muestreados en Santa Rosa fueron cerdos en crecimiento, seguidos de
reproductores, mientras que en Quetzaltenango la mayoria fueron lechones, seguidos de cerdos en
crecimiento. En Santa Rosa casi la totalidad de los cerdos muestreados eran criados en el
traspatio, mientras que en Quetzaltenango mas de la mitad eran de traspatio, pero el resto eran de
granjas semitecnificadas. Por Gltimo, en Santa Rosa solamente se muestrearon cerdos criados ya
sea libres o0 a bajas densidades (< 1 cerdo/m?), mientras que en Quetzaltenango se muestrearon

aproximadamente el mismo nimero de cerdos en las diferentes categorias de densidad evaluadas,
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con excepcién de las categorias de > 3 cerdos/m?, en las que se muestrearon menos individuos. En

el resto de las variables las caracteristicas de las muestras por departamento son similares.

Las caracteristicas generales de los individuos muestreados por departamento para las
variables continuas se presentan en la Tabla 5. La mediana del nimero total de cerdos con los que
convivian los individuos muestreados de Quetzaltenango fue més del doble que en Santa Rosa. La
mediana de la edad de los cerdos muestreados de Santa Rosa fue mayor gque la de Quetzaltenango.
Adicionalmente, Santa Rosa se muestrearon cerdos de hasta 16 meses, mientras en
Quetzaltenango la edad méaxima fue cinco meses. Todos los cerdos en Santa Rosa se encontraban
libres 0 en espacios mayores a 1 m? por individuo, mientras que en Quetzaltenango la densidad de
cerdos fue mayor, con una mediana de 2 cerdos/m? y un maximo de 5 cerdos/m?. La mediana de
aves de corral (tanto pollos y/o pavos como patos y/o gansos) fue 0 en ambos departamentos se
reportaron pocas aves de corral que convivian con los cerdos muestreados. Sin embargo, el

maximo de aves reportado fue mayor en Quetzaltenango.

En total 30 animales en Santa Rosa y 30 en Quetzaltenango presentaron infeccion por virus de
influenza A. La mediana de edad de estos animales fue de 3 meses (rango intercuartil [RIC]: 3-4
meses, rango: 1.2-7 meses). Ninguno de los animales de Santa Rosa presentd anticuerpos contra
influenza A, pero si 13 animales en Quetzaltenango. La mediana de edad de estos animales fue de
(RIC: 3-3 meses, rango: 2-4 meses). Ninguno de los animales present6 tanto infeccion como
anticuerpos por/contra virus de influenza A y ninguno de los animales positivos presentd signos
respiratorios. El porcentaje de granjas positivas en Santa Rosa fue menor al de Quetzaltenango
(Tabla 3). El nimero de animales positivos por granja también fue mayor en Quetzaltenango
tanto para la infeccion como para la presencia de anticuerpos. Solamente una granja en
Quetzaltenango presentd tanto un animal con infeccion por virus de influenza A y otro con

anticuerpos contra el virus.

Las prevalencias observadas para cada departamento se muestran en la Tabla 6 (a). Se
observo una prevalencia viral de 19% en Santa Rosa 14% en Quetzaltenango. Adicionalmente se
observo una prevalencia seroldgica de 0% en Santa Rosa y 9% en Quetzaltenango. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en la prevalencia viroldgica entre Santa Rosa y
Quetzaltenango (no se rechaza H1,), pero si entre la prevalencia serologica de ambos

departamentos (se rechaza H2,).
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Los estimados de varianza, ED e CCI se muestran en la Tabla 6 (b). De acuerdo a los valores
del ED, la varianza de la muestra para el estimado de prevalencia virolégica en Santa Rosa
asumiendo PPT fue 3.7 mayor que asumiendo MSA, mientras que en Quetzaltenango las
varianzas fueron iguales. Ademas, la varianza para el estimado de prevalencia seroldgica en
Quetzaltenango asumiendo PPT fue 3.4 mayor que asumiendo MSA. El ED y la CCI no pudieron
ser calculados para la muestra del estimado de prevalencia seroldgica en Santa Rosa debido a que

no se encontraron muestras pOSitiV&S en ese departamento.

La asociacion entre las caracteristicas de los cerdos y la infeccion por influenza A por
departamento obtenidas en el andlisis bivariado se muestran en la Tabla 7. Aunque solamente 3%
de los cerdos muestreados en Santa Rosa eran criados con patos y/o gansos, se encontré una
asociacion significativa entre la presencia de estas aves domésticas en la granja y la infeccion por
influenza A (RRP: 5, IC 95%: 2.5, 9.7). Para el departamento de Quetzaltenango no se
encontraron asociaciones significativas entre las caracteristicas evaluadas y la infeccion por

influenza A.

Algunas otras caracteristicas parecen estar asociadas a la infeccién por influenza A, pero
tienen intervalos en el borde de los valores significativos (un valor en el borde es definido aqui
como IC 95% inferior > 0.6 a 1). Estas incluyen el sexo y edad del cerdo en Santa Rosa (hembra y
juvenil), la categoria del animal (lechdn tanto en Quetzaltenango como en Santa Rosa, y cerdo en
crecimiento en Santa Rosa), la densidad de cerdos en la granja en Santa Rosa (<1 cerdo por m?),
si el cerdo es criado con pollos y/o pavos (en Santa Rosa y Quetzaltenango) y si el cerdo es criado
con patos y/o gansos en Quetzaltenango. No fue posible calcular la asociacion entre la edad de los
cerdos en Quetzaltenango y la infeccion por influenza A porque solamente se muestrearon cerdos
juveniles. Tampoco entre la presencia de signos respiratorios en o en ser criados con otros cerdos
gue presentaron signos respiratorios al momento del muestreo en la granja o durante el Gltimo
mes en Quetzaltenango, debido a que en este departamento ninguno de los cerdos positivos

presento signos respiratorios.

De acuerdo a los resultados anteriores, se realiz un analisis multivariado con categoria del
animal (lechon o no) y presencia de aves en la granja (cualquier especie). Debido a que se
detectaron 30 cerdos con infeccion por influenza A, el nimero de pardmetros que pueden ser

estimados son 2 [(30/10)-1], de acuerdo a los criterios expuestos previamente]. Los resultados se
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muestran en la Tabla 8. Aunque ambas caracteristicas parecen estar asociadas a la infeccién por

influenza A, esta asociacion no fue estadisticamente significativa.

Figura 2. Localizacion de las granjas muestreadas por departamento, Guatemala 2012
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En el 100% de las localidades en Santa Rosa y el 5% de las localidades en Quetzaltenango se muestran las cabeceras
municipales como una aproximacion a la localizacion especifica de las granjas muestreadas debido a que no se

registraron las coordenadas geogréaficas y en el cuestionario no se preguntaron localidades més especificas.

Tabla 3. Caracteristicas de las granjas muestreadas por departamento, Guatemala 2012

Granjas Cerdos muestreados Granjas Cerdos positivos
muestreadas por granja positivas por granja
n Mediana ~ Min.-Max. n (%) Mediana  Min.-Max.
(RIC) (RIC)
Virus de influenza A
Santa Rosa 104 1(1-2) 1-18 27 (26) 1(1-1) 1-2
Quetzaltenango 57 2 (1-4) 1-40 18 (32) 1(1-2) 1-4
Total 161 1(1-2) 1-40 45 (28) 1(1-1) 1-4
Anticuerpos contra
influenza A
Santa Rosa 104 1(1-2) 1-18 0 (0) 0 0
Quetzaltenango 57 2 (1-4) 1-40 10 (18) 1(1-1) 1-3
Total 161 1(1-2) 1-40 10 (6) 1(1-1) 1-3

n = namero de cerdos; Med. = mediana; RIC = rango intercuartil; Min. = minimo; Max. = méximo



Tabla 4. Caracteristicas de los individuos muestreados por departamento,

variables categoricas, Guatemala 2012
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Departamento
Santa Rosa Quetzaltenango Total
Caracteristica del cerdo n (%) n (%)
Sexo
Macho 140 (70) 153 (76) 293 (73)
Hembra 53 (26) 47 (24) 100 (25)
N/d 7(4) 0 (0) 7(2)
Edad
Juvenil (1 - 5 meses) 128 (64) 198 (99) 326 (82)
Adulto joven (6 - 12 meses) 51 (26) 0(0) 51 (13)
Adulto (> 12 meses) 2(1) 0(0) 2(0)
N/d 19 (10) 2() 21 (5)
Categoria de produccion
Lechén 17 (8) 157 (78) 174 (44)
Destetado 0(0) 5(2) 5()
Crecimiento 137 (68) 38 (19) 175 (44)
Finalizacion 3(2) 0 (0) 3@
Reproductor 33 (16) 0 (0) 33 (8)
N/d 10 (5) 0 (0) 10 (2)
Tipo de granja
Semitecnificada 1(0) 80 (40) 81 (20)
Traspatio 199 (100) 120 (60) 319 (80)
Signos respiratorios
Sin signos 194 (97) 192 (96) 386 (96)
Con signos 0 (0) 8 (4) 8(2)
N/d 6 (3) 0 (0) 6(2)
Criado con otros cerdos con signos
respiratorios al momento del muestreo
No 194 (97) 192 (96) 386 (96)
Si 0(0) 8 (4) 8(2)
N/d 6 (3) 0(0) 6(2)
Criado con otros cerdos con signos
respiratorios durante el Gltimo mes
No 190 (95) 192 (96) 382 (96)
Si 0(0) 8(4) 8(2)
N/d 10 (5) 0(0) 10 (2)

La tabla continGa en la pagina siguiente.
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Departamento
Santa Rosa Quetzaltenango Total
Caracteristica del cerdo n (%) n (%) n (%)

Densidad (cerdos/m?)

Libres 54 (27) 2(1) 56 (14)

<1 26 (13) 24 (12) 50 (12)

la<?2 0 (0) 76 (38) 76 (19)

2a<3 0(0) 78 (39) 78 (20)

3a<4 0(0) 16 (8) 16 (4)

4a<5s 0 (0) 3(2) 3(1)

N/d 120 (60) 1(0) 121 (30)
Criado con pollos y/o pavos

No 176 (88) 111 (56) 287 (72)

Si 24 (12) 89 (44) 113 (28)

N/d 0(0) 0 (0) 0(0)
Criado con patos y/o gansos

No 194 (97) 160 (80) 354 (88)

Si 6 (3) 38 (19) 44 (11)

N/d 0 (0) 2(1) 2(0)
Total 200 200 400

n = ndmero de cerdos; N/d = no hay datos. Debido a que la unidad de andlisis es el individuo, y el disefio muestreal toma en

cuenta la correlacion entre muestras de un mismo conglomerado, cuando hay mas de un individuo por granja se repiten los

datos para cada uno. Signos al momento del muestreo evaluados por el médico veterinario del MAGA a cargo del muestreo.

Signos previos reportados por la persona entrevistada. Criado en la misma granja no necesariamente significa en proximidad.
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Tabla 5. Caracteristicas generales de los individuos muestreados por departamento,

variables continuas, Guatemala 2012

Departamento
Santa Rosa Quetzaltenango Total
Med. Min.- Min.- Med. Min.-
Caracteristica del cerdo (RIC) Max. n Med. (RIC) Max. n (RIC) Max. n
Edad (meses) 4(3-6) 1.2-16 181 3(3-3) 2-5 198 3(3-4) 1.2-16 379
Densidad (cerdos/m?) 0(0.2-05) 0.1-0.7 26 2(1.1-24) 05-45 197 2(1-24) 0.1-45 223
Cerdos en la granja 3(2-5) 1-18 191 8 (3-45) 1-60 199 4 (2-12) 1-60 390
Pollos y/o pavos en la granja 0 (0-0) 0-10 200 0(0-10) 0-200 200 0(0-4) 0-200 400
Patos y/o gansos en la granja 0 (0-0) 0-3 200 0 (0-0) 0-12 198 0(0-0) 0-12 398
Personas en la granja 6 (5-7) 2-10 161 5 (4-6) 2-10 198 5 (4-7) 2-10 359

Med. = mediana; RIQ = rango intercuartil; Min = minimo; Max = méaximo. Debido a que la unidad de anélisis es el

individuo, y el disefio muestreal toma en cuenta la correlacion entre muestras de un mismo conglomerado, cuando hay

mas de un individuo por granja se repiten los datos para cada uno. Adicionalmente, 54 cerdos de Santa Rosa y dos de

Quetzaltenango no estaban confinados a un espacio definido (“libres”).

Tabla 6. a) Prevalencia estimada de virus de influenza A 'y de anticuerpos en poblaciones

porcinas, y b) estadisticos de la muestra; Santa Rosa y Quetzaltenango, Guatemala, 2012

a) Prevalencia x 100 individuos Comparacion de grupos
Virus de influenza A p*100 (I1C 95%) valor-p
Santa Rosa 18.5(13.7, 23.3) 0.75
Quetzaltenango 13.5(11.5, 15.5)
Anticuerpos contra influenza A
Santa Rosa 0(0,0) 0.03
Quetzaltenango 9(6.9,11.1)
b) Estadistico
Virus de influenza A Varianza ED CClI
Santa Rosa 0.002 3.7 0.1
Quetzaltenango 0.001 1 0.002
Anticuerpos contra influenza A
Santa Rosa 0 N/c N/c
Quetzaltenango 0.001 34 0.2

ED = efecto de disefio; CCI = coeficiente de correlacion intraconglomerado; N/c = no calculable



Tabla 7. Asociacion entre caracteristicas de los cerdos y la infeccion por influenza A en Santa Rosa y Quetzaltenango, Guatemala, 2012

(andlisis bivariado)

Santa Rosa (n = 200) Quetzaltenango (n = 200)
Si No Si No
n n n n
VIA  VIA VIA VIA VIA VIA  VIA VIA
Caracteristica del cerdo (++) () (++) (--) RRP IC 95% (++) --) (++) (--) RRP IC 95%
Sexo
Hembra 9 44 20 120 1.2 (0.6, 2.4) 5 42 25 128 0.7 (0.3,1.6)
Edad
Juvenil 20 108 6 47 14 (0.6,3.2) 29 169 0 0 N/c N/c
Adulto joven 6 45 20 110 0.8 (0.3,1.8) - - - - - -
Adulto 0 2 26 153 N/c N/c - - - - - -
Categoria de produccion
Lechdn 4 13 25 148 16 (0.6, 4.1) 28 129 2 41 3.8 (1, 15.5)
Destetado - - - - - - 0 5 30 165 N/c N/c
Crecimiento 23 114 6 47 15 (0.6, 3.4) 2 36 28 134 0.3 0.1,1.2)
Finalizacion 0 3 29 158 N/c N/c - - - - - -
Reproductor 2 31 27 130 0.4 (0.1, 1.4) - - - - - -

Tipo de granja
Semitecnificada
Signos respiratorios

Si

0 1 30 169 N/c N/c 9 71 21 99 0.6 (0.3,1.3)

0 0 30 164 N/c N/c 0 8 30 162 N/c N/c

La tabla continGa en la pagina siguiente.
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Santa Rosa (n = 200)

Quetzaltenango (n = 200)

Si No Si
n n n
VIA VIA VIA VIA VIA VIA VIA VIA
Caracteristica del cerdo (++) ) (++) ) RRP IC 95% (++) () (++) () RRP IC 95%

En granja con otros cerdos con signos
respiratorios al momento del muestreo

Si 0 0 30 164 N/c N/c 0 8 30 162 N/c N/c
En granja con otros cerdos con signos
respiratorios durante el Gltimo mes

Si 0 0 25 165 N/c N/c 0 8 30 162 N/c N/c
Densidad (cerdos/m?)

Libres 5 49 6 20 0.4 0.1,1.2) 0 2 30 167 N/c N/c

<1 6 20 5 49 25 (0.8,7.4) 4 20 26 149 11 (0.4,2.9)

la<? - - - - - - 11 65 19 104 0.9 (0.5,1.9)

2a<3 - - - - - - 11 67 19 102 0.9 (0.5, 1.8)

3a<4 - - - - - - 3 13 27 156 1.3 (0.4, 3.7)

4a<5 - - - - - - 1 2 29 167 23  (0.4,11.6)
En granja con pollos y/o pavos

Si 6 18 24 152 1.8 (0.8, 44) 18 71 12 99 1.9 1,3.7)
En granja con patos y/o gansos

Si 4 2 26 168 5 (2.5,9.7) 9 29 20 140 1.9 (0.9, 3.8)

Se muestra el nimero de cerdos positivos (++) y negativos (--) a virus de influenza A (VIA) por RT-PCR de acuerdo a si presentaban o no la caracteristica. También se muestra la razén de riesgo de prevalencia (RRP) de los

individuos con determinada caracteristica, con un intervalo de confianza al 95% (IC 95%). En cada fila la prevalencia en los individuos con la caracteristica de referencia se compard contra la de todos los que no tenian esa

caracteristica (analisis bivariado). Los resultados en negrita indican asociaciones al borde (IC 95% inferior > 0.6 a 1) o estadisticamente significativas. N/c = no calculable.

0€
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Tabla 8. Asociacion entre caracteristicas de los cerdos y la infeccion por influenza A en
Santa Rosa y Quetzaltenango, Guatemala, 2012 (analisis multivariado)

Santa Rosa Quetzaltenango
(n=200) (n=200)
Caracteristica del cerdo RRP IC 95% RRP IC 95%
Categoria de produccion
Lechén 1.8 (0.7,4.7) 3.8 (1,15.1)
En granja con aves de corral
Si 2 (0.9, 4.8) 1.9 1,3.7)

Se muestra la razon de riesgo de prevalencia (RRP) de los individuos con determinada caracteristica, con un intervalo
de confianza al 95% (IC 95%). Los modelos se ajustaron por todas las variables mostradas en la tabla (anélisis
multivariado). Los resultados en negrita indican asociaciones al borde (IC 95% inferior > 0.6 a 1) o estadisticamente

significativas.



VIII. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue estimar la prevalencia viroldgica y seroldgica de
influenza A en poblaciones de cerdos domésticos de dos departamentos de Guatemala, asi como
investigar caracteristicas asociadas a la infeccion. Se observo una prevalencia viroldgica de 19%
en Santa Rosa y 14% en Quetzaltenango, y una prevalencia seroldgica de 0% y 9%,
respectivamente. Debido a que los animales se seleccionaron por conveniencia, esto limita
generalizar los resultados mas all& de la poblacién y periodo de estudio. Sin embargo, las
muestras provienen de un area geografica amplia que cubre varios puntos de ambos
departamentos. Los animales muestreados fueron principalmente cerdos menores de 6 meses (la
mitad entre los 3 y 4 meses de edad), machos, de traspatio. En el analisis bivariado se encontrd
una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de patos y/o gansos en la granja y
la infeccion por influenza A en cerdos de Santa Rosa. En el analisis multivariado, la categoria de
produccidn (cerdo juvenil) y presencia de aves de corral parecen estar asociadas a la infeccion por

influenza A, pero las asociaciones no fueron estadisticamente significativas.

En los estudios previos de 2010 y 2011, se reportaron prevalencias virol6gicas de 11% y 15%
en 2010 y 2011 en Santa Rosa, y de 19% y 6% en Quetzaltenango; y seroldgicas de 27% y 0% en
los mismos afios en Santa Rosa, y 0% en Quetzaltenango (Gonzalez-Reiche et al. no publicado).
Al igual que el presente estudio, los estudios previos se realizaron durante la época lluviosa, sin
embargo, representan diferentes periodos de tiempo (octubre en 2010, junio a agosto en 2011, y
mayo a octubre en 2012) (Apéndice 3). Esto podria indicar que la actividad viral es variable a lo
largo del afio, con tanto épocas de alta como baja actividad, consistente con patrones de
persistencia enzodtica del virus (Rose et al. 2013; Simon-Grife et al. 2012). Ademas, esto es
apoyado porque ninguno de los animales con infeccidn por virus de influenza A mostro signos o
pertenecia a granjas en los que se observd o se reportaron animales con signos durante el
muestreo o en el Ultimo mes. La presencia de animales sin signos con infeccién por virus de
influenza A es un factor importante para considerar al desarrollar sistemas de vigilancia. Por otro
lado, es necesario realizar estudios longitudinales para conocer mejor los patrones temporales de

la infeccidn y su asociacion con la presencia de signos.

Las prevalencias viroldgicas encontradas son similares a las reportadas para el noroccidente

de México, donde recientemente encontraron 17% de muestras positivas a
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virus de influenza A por RT-PCR en cerdos de 1 a 19 semanas de edad, de granjas
comerciales (Lopez-Robles, Montalvo-Corral, Burgara-Estrella, & Hernandez 2014). Sin
embargo, las prevalencias serologicas son menores a las reportadas en ese mismo estudio, donde
38-55% de los sueros fueron positivos para diferentes o varios subtipos de virus de influenza A.
Adicionalmente, otro estudio realizado en cerdos de traspatio de la ciudad de México, report6 18-
74% de muestras positivas a diferentes subtipos (1% a H1N1 de origen humano), aunque no
reportan la edad de los cerdos muestreados (Saavedra-Montanez et al. 2013). Los estudios de
influenza en cerdos en Latinoamérica aln son escasos, y la informacion de regiones con sistemas

de produccién similares a los locales es escaza (Vincent et al. 2014).

Es dificil interpretar la razén de por qué la prevalencia serol6gica encontrada fue menor a la
virolégica. Esto puede deberse a que se muestrearon cerdos jovenes, pero sin anticuerpos
maternos, y que las infecciones detectadas eran agudas. Se ha estimado que 80% de los cerdos de
10 semanas de edad de granjas holandesas entran al periodo de finalizacién sin anticuerpos o con
anticuerpos maternos en disminucion, lo que los deja susceptibles a infecciones (Loeffen et al.
2003). No obstante, los cerdos de mayor edad que fueron muestreados también fueron negativos.
Multiples factores, incluyendo climaticos como temperatura y humedad, asi como otros como los
relacionados a las condiciones de crianza son probablemente importantes para determinar la
circulacion y exposicién viral (Couacy-Hymann et al. 2012; Lowen & Steel 2014). Adicional-
mente, es necesario conocer las cepas circulantes para mejorar el diagnéstico y determinar el

desempefio del ensayo seroldgico utilizado con estas cepas.

Datos del MAGA (2008, no publicado) indican que los lechones y cerdos en crecimiento
constituyen aproximadamente 96% de las poblaciones de cerdos a nivel nacional, por lo que se
considera que la muestra obtenida represente adecuadamente las poblaciones de cerdos
estudiadas. Adicionalmente, el alto porcentaje de animales de traspatio muestreados concuerda
con estimados de que este tipo de explotaciones representa mas del 90% de las explotaciones a
nivel nacional (FAO 2009) y 73% en Quetzaltenango. Sin embargo, se ha estimado que estas
producciones corresponden unicamente al 22% de la produccion en Santa Rosa, por lo que los
presentes resultados pueden no representar las producciones comerciales de manera adecuada
(INE & MAGA 2005). Es necesario hacer estudios que incluyan cerdos en granjas comerciales, y
adicionalmente comparar los dos tipos de produccion para conocer si existen diferencias en la

circulacion viral entre sus poblaciones.
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No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa de la prevalencia virolégica de
ambos departamentos, pero si de la seroldgica. Es posible que se necesite una muestra de mayor
tamafio para detectar diferencias entre la prevalencia virolégica. También es posible que se
necesite una muestra mayor para detectar la presencia de anticuerpos en Santa Rosa, aunque este
valor es consistente al reportado para este departamento el afio previo (Gonzalez-Reiche et al. no
publicado). La precision del estimado de prevalencia viral en Santa Rosa es menor a la de
Quetzaltenango debido a que se muestrearon menos conglomerados. Los ED > 1 observados
sugieren que existe alta variabilidad entre los conglomerados, y que los préximos estudios deben
estimar una muestra mayor a la de un muestreo aleatorio simple. Los pequefios valores de CCI
observados indican que existe poca correlacién entre las observaciones dentro de los

conglomerados.

El objetivo principal de los estudios transversales como el presente es estimar la prevalencia
para una poblacion o subgrupo en un momento especifico del tiempo. Sin embargo, esto limita
inferir causalidad, puesto que para ciertas caracteristicas no se conoce con seguridad el momento
de la exposicion (si antes, después o durante la infeccion). Debido al intervalo entre la exposicion
y ocurrencia de la enfermedad, solamente se puede evaluar una asociacion estadistica, dejando la
inferencia causal a disefios epidemioldgicos mas apropiados, tales como cohortes prospectivos o
estudios de casos y controles retrospectivos, que incorporan la dimension temporal (Lee & Chia
1993; Levin 2006). Debido a esto, solamente se evalu6 la prevalencia viral y exposiciones
recientes o caracteristicas estables. Adicionalmente, el analisis de factores de riesgo esta limitado
porque los recogidos no varian por individuo, sino por granja, y en estudios posteriores debe

considerarse utilizar la piara como unidad de muestreo en lugar del individuo.

Las asociaciones encontradas en este estudio deben tomarse con cautela y como hipétesis para
conducir estudios adicionales. Los resultados indican que los cerdos jévenes tienen mayor riesgo
de infectarse que cerdos adultos. Ademas, aunque muy pocos cerdos eran criados con aves de
corral, los datos indican que en ambos departamentos los cerdos que son criados en la misma
granja con aves de corral tienen mayor riesgo de infectarse con influenza A que los cerdos que no
son criados con estos animales. Sin embargo, en ambos casos las asociaciones no fueron
estadisticamente significativas. Otras variables que parecen tener asociacién con la infeccion son

el sexo, la categoria del animal y la densidad de cerdos en la granja.



35

Otros estudios, realizados en granjas comerciales, no encontraron que la presencia de aves de
corral u otras especies fuera un factor de riesgo significativo asociado al estatus serolégico de los
cerdos (Mastin et al. 2011; Simon-Grife et al. 2011). Por otro lado, se ha reportado una asociacion
entre el aumento del nimero de cerdos en engorde por corral y la seropositividad para influenza,
sugiriendo que esto permite mas oportunidades para contacto directo o por aerosoles o crea
situaciones de estrés que tienen un efecto en la predisposicion a infecciones (Maes et al. 2001).
Los estudios adicionales indicaran si los patrones encontrados aqui son consistentes. Para
investigar la asociacion entre la presencia de otras especies y la infeccién por influenza A en
cerdos seria til investigar la identidad de las cepas circulantes y sus relaciones filogenéticas, asi
como las caracteristicas de las granjas que crian multiples especies, que puede ser el verdadero
factor de riesgo detectado. Para esto es importante considerar la implementacién de vigilancias de
influenza tanto animal como humana, que permitan la obtencion de aislados virales que puedan
compararse. Este estudio es un primer paso hacia este fin, pues se llevé a cabo en un sitio donde
existe vigilancia de influenza en aves silvestres y humanos. Adicionalmente, deben disefiarse
estudios que controlen de manera adecuada el efecto de diferentes variables para poder evaluar su

efecto en la circulacion viral.

El analisis de algunas caracteristicas estuvo limitado por datos faltantes. Es posible que esto
se deba a la falta de personal de campo, puesto que el trabajo a menudo se realiza entre unas
pocas personas, Yy es un factor que debe tomarse en cuenta al implementar un sistema factible de
vigilancia. Adicionalmente, el reporte de la presencia de signos respiratorios al momento del
muestreo y durante el Gltimo mes pudo estar limitado por criterios subjetivos tanto de los médicos
veterinarios del MAGA como de la persona entrevistada, pues no se desarroll6 una definicion de
caso clinico. Sin embargo, se busco colectar la presencia de cualquier signo respiratorio. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO por sus siglas
en inglés) define un caso posible como “un conglomerado de casos clinicos en cerdos que
muestran fiebre, estornudos, tos, descargas nasales o descargas oculares en al menos una unidad
de interés, desarrollados dentro de una semana, y que afectan al menos 10% de los animales
presentes” (FAO 2010). Un aumento en la frecuencia de estornudos y tos, asi como de individuos
con pirexia (> 40.2°C) se han asociado a una mayor proporcion de cerdos positivos y a mayores

descargas virales (Rose et al. 2013).



IX. CONCLUSIONES

De acuerdo a las hipétesis de trabajo y los resultados obtenidos, se obtuvieron las siguientes
conclusiones:

A. La prevalencia virolégica de influenza A estimada para la poblacién y periodo de estudio es de
19% en Santa Rosa y 14% en Quetzaltenango.

B. La prevalencia serolégica de influenza A estimada para la poblacién y periodo de estudio es de
0% en Santa Rosa y 9% en Quetzaltenango.

C. No se encontrd una diferencia significativa entre la prevalencia virologica de ambos
departamentos.

D. Se encontré una diferencia significativa entre la prevalencia serol6gica de ambos
departamentos.

E. No se encontraron asociaciones significativas entre las caracteristicas investigadas y la
infeccion por influenza A.
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X. RECOMENDACIONES

Para darle continuidad a este estudio de influenza A en poblaciones de cerdos de Guatemala
se recomienda:

A. Hacer estudios longitudinales para conocer los patrones de variacion temporal en la actividad
viral.

B. Hacer estudios que incluyan cerdos en granjas comerciales, y adicionalmente comparar los dos
tipos de produccidn para conocer si existen diferencias en la circulacién viral entre sus
poblaciones.

C. En estudios que utilicen la misma metodologia de muestreo que el presente, aumentar el
namero total de muestras y conglomerados tomando en cuenta tanto el ED como las
seroprevalencias aqui estimadas. Para implementar un sistema de vigilancia tomar en cuenta la
factibilidad de acuerdo al nimero de personal con que se cuenta, entre otros criterios.

D. Investigar la asociacion encontrada entre la presencia de aves de corral y la infeccién por
influenza A en cerdos como parte de estudios dirigidos especificamente a investigar factores de
riesgo.

E. Desarrollar una definicién de caso clinico para investigar la presencia de signos respiratorios,

pero hacer muestreos que también tomen en cuenta la presencia de animales sin signos.
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XI11. APENDICES

A. Apéndice 1

Férmulas utilizadas para el calculo de estadisticos.

1. Tamafio de muestra para poblaciones finitas (Sullivan 2010). Donde:
n = ndmero de individuos muestreados
PPT = probabilidad proporcional al tamafio
ED = efecto de disefio
N = tamafio de la poblacion
p = proporcidn estimada
I-p
precision absoluta deseada

q
d=
t = cuantil en distribucion de Student

a = nivel de significancia (probabilidad de error tipo I)
m = numero de conglomerados

MSA = muestreo simple aleatorio

Npg
(N-1)+pq

nppe = ED X = ED X npg,

d2
t2
(1-/2),(m-1)
Donde:

2. Proporcién de individuos positivos a virus de influenza A. Varianza e intervalo de
confianza al 95% de acuerdo al método de conglomerados con PPT (Sullivan 2010). Estimato

(“point estimate”):
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Donde:

pi = proporcion estimada en el conglomerado i

m = numero de conglomerados

Varianza;

Z?;l(ﬁi - f)ppt)2
m(m — 1)

Vﬁr(f’ppt) =

Intervalo de confianza:

IC = Pppt T t1-c/2),(m-1) /Var(f)ppt)

3. Numero de individuos a muestrear por conglomerado

4. Efecto de disefio (ED) y coeficiente de correlacion intraconglomerado (CCI). ED es
calculado como la razén de la varianza calculada asumiendo un disefio muestreal complejo

dividido dentro de la varianza calculada asumiendo un muestreo aleatorio simple (Sullivan 2010).

ED = Var(ﬁppt) — Vﬁr(ﬁppt)
var(Pmsa)  (Pmsalmsa/n — (N —n/N)

Donde:
Pmsa = proporcion estimada asumiendo MSA
a = el nimero de individuos con el atributo de interés
n = el nimero de individuos muestreados
Unsa = 1- Prsa

N = tamafio de la poblacion



Para un ED dado y un nimero promedio de individuos muestreados por cluster (i), el
coeficiente de correlacion intraconglomerado (CCI) se calcula de la siguiente manera (Sullivan
2010):

(ED—1)

B. Apéndice 2
Boleta de campo para la colecta de informacion de caracteristicas y muestras biologicas de
cerdos (mostrada en la pagina siguiente).
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VIGILANCIA DE VIRUS DE INFLUENZA EN POBLACIONES PORCINAS EN GUATEMALA

Instrucciones:

Muestree solamente cerdos en crecimiento (2-8 meses).

El codigo de la boleta debe ser el mismo de las muestras.

Complete todos los campos de la boleta, todos son importantes para estudiar los virus de influenza.

Si muestrea mas de un individuo en una unidad, puede llenar los datos generales (secciones | y Il) en la primera
boleta y en las siguientes indique Unicamente el nombre de la finca o jefe de familia.

5. Parainformacién de la toma de muestra, refiérase a la guia que viene incluida en el kit de material.

PP =

I. INFORMACION DE Lﬁ‘UNIDAD DE MUESTREO
/mm/aa

1. Fecha de reporte [ ]2. Ubicacién: 2.1. Departamento | )
2.2. Municipio ] 2.3. Localidad| )

2.5. Coordenadas en UTM: Zona[ ] N(x)[ ] E(y)[ ]

2.4. Nombre de la finca o nombre del jefe de familia | )

Il. FACTORES DE RIESGO

3. Tipo: Granja tecnificada D Semi-tecnificadaC] Unidad de traspatioD Ofra: :]
4. Total de cerdos en la unidad :]

5. Total cerdos actualmente con sintomas respiratorios :] Si no hay cologue O’

6. Si NO hay cerdos con sintomas respiratorios ¢ Alguno tuvo sintomas en el Gltimo mes? Si D NOD

7. ¢ En total qué espacio ocupan los cerdos (area en metros cuadrados)? [ ]
Si hay varios recintos/casas coloque la suma de todo (si son ofras unidades y no mZ, indicar las unidades)

8. ¢, En total cudntas personas viven o trabajan aqui? :]
9. ¢ Cuantas gallinas/pavos hay aqui? :] Si no hay coloque ‘0°
10. 4 Cuantos patos/gansos hay aqui? :] Si no hay coloque ‘0’

ll. INFORMACION DEL INDIVIDUO MUESTREADO

11. Sexo Macho D Hembra [:]

12. Edad: [ ] en meses

12. Categoria: Lechon C] DestetadoC] Crecimiento C] Finalizacicn[:] Verraco/VientreC]
13. i Tiene sintomas respiratorios? Si C] No

IV. MUESTRA TOMADA
14. Tipo: Hisopado nasal D Sangre[:]

V. OBSERVACIONES: [ }

VI. GESTION DE CALIDAD

16. Nombre del responsable de toma de muestra [ ]

17. Fecha de envio de muestras al laboratorio [:I:Dddflmn.faa

La boleta continda en la pagina siguiente
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Continuacion de apéndice 2.

No llenar: uso exclusivo del laboratorio
VIl. LABORATORIO dd/mmiaa
18. Persona que recibe la muestra[ ] 19. Fecha de recepcion CI:D

20. Inventario: Con hisopado [] sangre []
21. Calidad (marque solo los que apliquen):
Derrame muestra[_] Derrame medio[_] Tuboroto[] Tubo sintapar[_] Tubo acostado[]

Numeracion no corresponde [] Material incompleto [] Sin enfriar[[] Medio (VTM) color rojo []

22. Observaciones de laboratorio:

Boleta cerdos UVG MAGA 2012 v 3b. Modificada de: FAO, PROYECTOS TCP/RLA 3206 OSRO/RLA/S01/USA y UVG MAGA 2011 v 2
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C. Apéndice 3

Resumen de resultados de estudios a la fecha de influenza A en los sitios de estudio.

Prevalencia x 100 individuos
p*100 (IC 95%)

Febrero a Octubre Junio a agosto  Mayo a octubre
noviembre 2010 2010° 2011° 2012

Virus de influenza A
Santa Rosa N/d 11 15 19 (14 - 23)
Quetzaltenango N/d 19 6 14 (12 - 16)
Anticuerpos contra influenza A
Santa Rosa 3-15 27 0 0(0,0)
Quetzaltenango 0-31 0 0 9(7-11)

(*Serrano et al. 2011, “Gonzalez-Reiche et al. no publicado). Se indica el intervalo de confianza al 95% si esta
disponible.



