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INFECCION POR VIRUS DE INFLUENZA EN EL CERDO: ESTUDIOS
SEROEPIDEMIOLOGICOS, ANATOMOPATOLOGICOS E

INMUNOHISTOQUIMICOS Y DE BIOLOGIA MOLECULAR.

Palabras claves: Influenza porcina, neumonia, immunohistoquimica, serologia, PCR,

epidemiologia
Resumen

Con el fin de determinar la presencia del virus de influenza en piaras de producciéon porcina
intensivas, de mediana y gran escala, se llevaron a cabo tres estudios independientes. Se realiz6
un estudio serologico retrospectivo en un grupo de muestras provenientes de 17 establecimientos.
Se determino la presencia de anticuerpos contra influenza serotipos HIN1 y N3N2 a través de las
pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) y la prueba de ELISA. La prueba de IHA
utilizo antigenos contra los serotipos circulantes en la poblacion humana durante el afio 2002 y la
prueba de ELISA antigenos de subtipos porcinos circulantes en Norte America. Los sueros
evaluados a través de la técnica de IHA mostraron un alto porcentaje de establecimientos y
animales seropositivos a H3N2 y HINI. A pesar del bajo porcentaje de sueros positivos
detectados con la prueba de ELISA, esta detectd por lo menos un animal positivo por granja.
Muestras de pulmén, obtenidas en plantas de faena con lesiones compatibles con
bronconeumonia necroticas fueron evaluadas por IHQ y microscopia electronica. Se observo
inmuno marcacion en macrofagos alveolares y epitelio respiratorio en cortes por congelacion. En
los mismos tejidos se pudo observar particulas virales intracitoplasmaticas compatibles con virus
de influenza. Se realiz6 un estudio longitudinal prospectivo en 10 establecimientos de produccion

intensiva. Se evalto seroconversion asi como la eliminacion del agente y la presencia de lesiones



pulmonares compatibles con la infeccion por el virus de influenza durante un ciclo completo de
produccion. No se detectaron anticuerpos y no se observo la circulacion del virus de influenza
durante el periodo en estudio. Sumado a la evaluacion de influenza se evaluo la presencia de
multiples agentes que afectan al aparato respiratorio y factores de riesgo que pueden afectar
parametros productivos. La seroconversion contra Mycoplasma hyopneumoniae durante la ultima
etapa de produccién mostrd tener una alta correlacion con una alta prevalencia de lesiones
pulmonares durante la faena. Sumado a esto se observo que la presencia de estas lesiones tiene un
impacto negativo en la ganancia diaria de peso durante la etapa de desarrollo. Se determinaron
numerosos factores de riesgo asociados a la presencia de animales seropositivos a PCV-2.
Finalmente se realizé un estudio de brote en una piara que present6 un cuadro respiratorio agudo
con alta morbilidad y baja mortalidad. A través de estudios anatomopatoldgicos se observaron
lesiones caracteristicas en patron de tablero de ajedrez. La marcacion con anticuerpos anti-
nucleoproteina de influenza mostraron tincion positiva en células epiteliales y macrofagos
alveolares. Finalmente las muestras procesadas por rRT-PCR mostraron sefial positiva con
marcadores universales contra influenza. La eliminacion viral fue determinada por la presencia de
efecto citopatico e infeccion en embriones de pollo con muestras obtenidas por hisopados
traqueales y muestras pulmon de cerdos clinicamente afectados. Se realizé la secuenciacion viral
observandose que el brote fue debido la circulacion e infeccion de una cepa H3N2 humana no

contemporanea.



SWINE INFLUENZA VIRUS INFECTION: SEROEPIDEMIOLOGICAL STUDIES,
ANATOMOPATHOLOGY, [IMMUNOHISTOCHEMISTRY AND MOLECULAR

BIOLOGY.
Key words: Swine influenza, pneumonia, immunohistochemistry, serology, PCR, epidemiology.
Summary

In order to determine the presence of influenza virus in swine intensive production herds of
medium and large scale, three independent studies were carried out. A retrospective serological
study was performed on samples from 17 farms. The presence of antibodies against HIN1 and
H3N2 serotypes was determined by hemagglutination inhibition (HI) test and ELISA test. The HI
test used antigens prevalent in the human population during 2002 and the commercial ELISA had
swine antigens prevalent in North America. Serum evaluated by HI test showed a high percentage
of farms and individual animals positive to H3N2 and HIN1. Even thought a low percentage of
serums were positive by ELISA test; this test was able to detect at least one positive animal per
farm. Those lung samples obtained in slaughterhouses that presented lesions consistent with
necrotic bronchopneumonia were evaluated by IHC and electron microscopy. Positive staining
was observed in alveolar macrophages and respiratory epithelium. The same specimens showed
intracytoplasmic viral particles consistent with influenza virus. A prospective longitudinal study
was performed in 10 swine herds. The presence of antibodies, viral shedding and lesions
consistent with SIV infection were evaluated for a period of six month. No influenza antibodies
or viral shedding was observed during the period of study. In addition to SIV surveillance, the
presence of multiple agents causing respiratory disease and multiple risk factors that might affect

the production performance, were evaluated. The seroconversion against Mycoplasma



hyopneumoniae in the late production stage had high correlation with high prevalence of
pulmonary lesion during slaughter. Moreover, the presence of these lesions seems to have a
negative effect in average daily gain during the grower period. Several risk factors, associated
with the presence of PCV-2 seropositive animals, were determined. Finally, an outbreak of acute
respiratory disease with high morbidity but low mortality was evaluated. Gross anatomy showed
animals with typical checkerboard pneumonic pattern. Bronchiolar epithelium and alveolar
macrophages showed positive immunolabeling against anti-influenza nucleoprotein. Samples
evaluated by rRT-PCR with universal primers of influenza showed positive signal. Viral
shedding was also determined by the presence of cytopatic effect and infection of chicken
embryo after inoculation of tracheal swab and lung samples from affected pigs. The sequence of
the isolated virus showed that the outbreak was due to circulation and infection of a no

contemporary human H3N2 strain.



1. INTRODUCCION




1.1. Infeccion por el virus de influenza en el cerdo: una actualizacion

La influenza porcina (IP) es una entidad producida por el virus de influenza tipo A,
perteneciente a la familia Orthomixoviridae y se clasifica en subtipos de acuerdo a las
caracteristicas de dos glicoproteinas superficiales: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). En
la actualidad se conocen 16 subtipos distintos de HA y 9 subtipos de NA (Kim y col., 2006).

El virus de influenza A ha sido aislado de aves y mamiferos, siendo su principal reservorio
las aves acuaticas.

La primera descripcion de IP data de 1918 en Illinois, EEUU (LewisyShope, 1931;
Shope, 1934). El brote se presentd simultaneamente con la pandemia de influenza humana
responsable de la muerte de 50 millones de personas (Brown, 2000; Krause, 2006; Olsen, 2002;
Zhou y col., 1999). Doce afos después se comprobd que ambos cuadros, humano y porcino,
fueron causados por el virus de influenza (Rekik y col., 1994) y atin hoy se sigue debatiendo si
esta pandemia tuvo origen en un virus proveniente de aves o de cerdos, si bien estudios recientes
le asignan a las aves el origen de este virus (Webster, 1999). Los cerdos, a diferencia de los
humanos, pueden ser infectados con cepas de multiples origenes. Asi se han descripto brotes en
piaras causadas por cepas humanas y cepas aviares. Esta susceptibilidad del cerdo se debe a la
presencia de receptores en el epitelio traqueal para ambos linajes virales (Webster y col., 1992;
Zhou y col., 1999).

No solo se ha observado una continua variacién en las glicoproteinas de superficie del
virus sino también en cada uno de los 8 segmentos que componen el ARN viral (ARNv). Esta

variacion puede deberse basicamente a dos mecanismos: (I) mutaciones acumuladas a través del



tiempo, principalmente para el gen que codifica para la proteina HA (drift antigénico) (Olsen,
2002), (II) intercambio de segmentos completos (shift genético) dado por la infeccion
concomitante de una misma célula por dos subtipos o genotipos distintos pudiéndose producir el
intercambio de segmentos gendmicos de los virus parentales (Mitnaul y col., 2000; Rao, 2003;
Shaw y col., 1992). Otro mecanismo ampliamente estudiado y de suma importancia en la
epidemiologia de influenza es la trasmision completa de subtipos virales entre especies, lo que
hace que el nuevo hospedador sea susceptible al nuevo subtipo o genotipo (Choi y col., 2004;
Rao, 2003; WebbyyWebster, 2001). A pesar que los mecanismos descriptos son los de mayor
importancia biologica en la variacion antigénica, se han descripto otros que, aunque parecen jugar
un papel menos relevante, han cobrado importancia en el entendimiento del mecanismo de
mutacion viral y la emergencia de nuevos genotipos. Asi, se cree que la interferencia de
particulas defectuosas o la recombinacion de segmentos del ARNv pueden jugar un papel en la
generacion de nuevas variables. Todos los mecanismos con los que cuenta el virus para establecer
un nuevo subtipo son de importancia no sélo en la transmision inter-especie sino también en la
ocurrencia de los brotes pandémicos, debido a la falta de inmunidad contra las nuevas variantes
(Webby y col., 2004).

Se han desarrollado métodos para el aislamiento e identificacion del virus de influenza A
tales como: aislamiento viral, inmunofluorescencia directa o indirecta, ELISA de captura y PCR,
asi como secuenciacion génica para estudios de epidemiologia molecular. Otras técnicas
diagnoésticas buscan demostrar la presencia de antigenos o ARN viral en los tejidos:
inmunohistoquimica (IHQ), inmunofluorescencia (IF) e hibridacion in situ (HIS). Como pruebas
indirectas, las técnicas seroldgicas de inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) y el ELISA son de

utilidad para estudios epidemioldgicos (Janke, 2000).



Se presenta aqui una actualizacion sobre aspectos relacionados con las caracteristicas del
virus de influenza, el comportamiento epizootioldégico de la infeccion, la respuesta clinica,
anatomopatoldgica y serologica del hospedador y los métodos de diagnostico.

1.1.1. Clasificacion y estructura del genoma

El virus de influenza A, es un virus envuelto, con genoma ARN de polaridad negativa y
formado por 8 segmentos independientes, los cuales codifican 11 proteinas virales: las
polimerasas PB1, PB2 y PA, las proteinas HA, NA, NP (nucleoproteina), M1 (matriz 1) y M2
(matriz 2) y las proteinas no estructurales NS1 y NS2(Geiss y col., 2002). El virus de influenza
posee un tamaio de 80 a 120 nm de didmetro y presenta espiculas pleomorficas en la membrana y
que generalmente se vuelven esféricas. Estas derivan de la bicapa lipidica de las células huésped,
y en su interior se encuentran inmersas las glicoproteinas (HA, NA y M2) codificadas por el virus
(Webster y col., 1992).

PB1 polimerasa: Esta proteina se aloja en el nticleo de la célula infectada y es codificada
por el segmento 2 del ARNv. Funciona, en el complejo de polimerasas virales, como proteina
encargada de la elongacion del nuevo ARNv (Webster y col., 1992).

PB2 polimerasa: Es codificada por el segmento 1 del ARNv. Participa en el comienzo de
la trascripcion del ARNm viral como una proteina que reconoce y se une al extremo 5° capl del
ARNm de las células del hospedador, porcidén que utiliza como un iniciador para la trascripcion
del ARNm viral (Webster y col., 1992).

PA polimerasa: Es codificada por el segmento 3 del ARNv y se localiza en el ntcleo de
las células infectadas formando parte del complejo ARN polimerasa, junto con PB1 y PB2
(Webster y col., 1992).

Hemaglutinina (HA): Es codificada por el segmento 4 del ARNv. Es una proteina de



membrana y constituye el mayor antigeno de superficie del virus (SuzukiyNei, 2002). Es de
naturaleza glicoproteica (N-ligando) y se proyecta como trimeros desde la envoltura viral (Olsen,
2002). Es responsable de la union del virus a los receptores de la célula del huésped y favorece la
fusién entre la envoltura viral y la célula del hospedador (AtassiyWebster, 1983). Se conocen 16
subtipos diferentes que se designan H1 a H16 (Karasin y col., 2002). La HA no escindida (no
activada) se denomina HAOQ. La accion de proteasas sobre HAO da origen a las porciones HA1 y
HAZ2, activas (Reid y col., 2001). La porcion HA1 de alrededor de 320 amino4cidos, contiene la
cabeza globular de la proteina que presenta el sitio de unidn para el receptor (Shaw y col., 1992;
SuzukiyNei, 2002) y constituye el determinante antigénico mas importante hacia donde se dirigen
los anticuerpos neutralizantes (Olsen y col., 2002). La porciéon HA2, de 220 aminoacidos, es la
encargada de la fusion de la envoltura del virion al endosoma celular (SuzukiyNei, 2002). Cada
subtipo presenta, al menos, un 30% de diferencia en la secuencia de aminoacidos de la porcion
HAT1 respecto de otros subtipos, no observandose actividad serologica cruzada (Webster y col.,
1992).

Nucleoproteina (NP): Es codificada por el segmento 5 del ARNv. Esta proteina es
transportada al ntcleo de la célula infectada, donde se une y encapsula el RNA viral. La NP junto
con la proteina de matriz M1, interactian con la cola citoplasmatica de la HA y de la NA para
proveer la estructura del virion. Las proteinas M y NP son especificas de especie y diferencian los
tipos A, B y C. Ademas de esta funcion estructural, se cree que la NP juega un rol importante en
el cambio de la actividad de la ARN polimerasa viral en la sintesis del ARNm a ARNt y ARNv.
La NP se sintetiza en las células infectadas y es la segunda proteina en abundancia del virion. Esta
proteina es, a su vez, el blanco de los linfocitos T citotoxicos en la respuesta inmune del

hospedador (Webster y col., 1992).
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Neuraminidasa (NA): Es una glicoproteina de membrana codificada por el segmento 6
del genoma viral. Es la segunda en superficie antigénica del virion. Esta proteina tetramérica
cataliza la separacion del acido sialico de los residuos hidrocarbonados de las glicoproteinas y de
los glicolipidos de las células del hospedador, permitiendo su liberacion y facilitando la
diseminacion viral (Shaw y col., 1992). Al presente han sido identificados 9 subtipos, entre los
cuales no se ha observado reaccion cruzada (Webster y col., 1992).

Proteina M1: Esta porcion es codificada por el segmento 7 del ARNv y es la proteina mas
abundante del virion. La proteina de matriz forma un caparazéon alrededor de la nucleocapside del
virién debajo de su envoltura (Shaw y col., 1992). En las células infectadas estd presente tanto en
el citoplasma como en el nucleo.

Proteina M2: Es una proteina de membrana codificada a partir del segmento 7 del ARNv
y esta presente como un tetrdmero en grandes cantidades en la superficie de la célula y en menor
cantidad en el virion (Shaw y col., 1992; Suzuki y col., 2000; SuzukiyNei, 2002). Se cree que
acttia como un canal de protones para controlar el pH del aparato de Golgi durante la sintesis de
HA y permite la acidificacion en el interior del virion durante la desenvoltura del mismo (Webster
y col., 1992).

Proteinas no estructurales NS1 y NS2: Son codificadas por el segmento 8 del ARNv. La
proteina NS1 se almacena en el nticleo y aparece en la fase tardia de la replicacion mientras que la
proteina NS2 es almacenada en el citoplasma y aparece en la fase temprana de la replicacion viral
(Shaw y col., 1992). Ninguna de las dos proteinas es incorporada en la progenie. La NS2 parece

modular la sintesis de las proteinas no estructurales (Webster y col., 1992).
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1.1.2. Ciclo de replicacién viral

Inicialmente la porcion HAO de la particula viral necesita activarse a través de su clivaje,
una vez que ha sido escindida-activada se une a la célula del hospedador, mediante la interaccion
entre el sitio de union del receptor de la HA1 y el 4cido sialico terminal del receptor glicoproteico
o glicolipidico de la superficie de la célula (Olsen, 2002). Después de la union, el virién es
endocitado y el bajo pH de la vesicula endocitica activa cambios en la conformacion que facilitan
la insercion del extremo aminoterminal de la porcion hidrofobica de la HA2 en la membrana
vesicular. De esta manera se inicia la fusion entre el virus y la vesicula de membrana, liberando
asi el contenido del virion al citoplasma de la célula (Shaw y col., 1992).

La proteina HA previene la agregacion del virion y aumenta la liberacion de las particulas
virales. Evidencias recientes sugieren que la fuerza relativa de adhesion de HA y la accion
enzimatica de NA, actiian en conjunto para optimizar la replicacion viral (Mitnaul y col., 2000).
Sumado a esto, se cree que la NA induce apoptosis. La apoptosis, funciona como un factor de
virulencia a través de la union y activacion del plasminogeno, el que favorece el clivaje de la HA
(Brydon y col., 2003; Takizawa y col., 1993).

Otro mecanismo por el cual el virus de influenza A puede manejar y evitar los
mecanismos de defensa del hospedador incluye un ORF alternativo en el segmento PB1. Este
segmento alternativo codifica para la proteina PB1-F2 la cual se ha observado en algunas cepas
de influenza A y parece jugar un papel importante en los mecanismos de defensa del hospedador,
aumentando los mecanismos de patogenicidad in vivo (Zamarin y col., 2006). Esta proteina,
induce la apoptosis en macréfagos reduciendo su capacidad de participar en la respuesta inmune

(Zamarin y col., 2005). Previamente se ha propuesto que la proteina PB1-F2 contribuye a la
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patogenicidad inhibiendo la eliminacion viral, asi pudiendo incrementar la citotoxicidad (Zamarin
y col., 2006). Sin embargo, es posible que PB1-F2 ataque y destruya células presentadoras de
antigeno lo que también puede contribuir en la patogenicidad de influenza A, aumentado la
probabilidad de infecciones secundarias.

La nucleocapside del virus migra al nticleo de la célula del hospedador y asi, su complejo
de polimerasas asociadas, resulta fundamental para la transcripcion del ARNm. Las primeras
transcripciones son utilizadas para trasladar las proteinas virales al nucleo celular,
predominantemente NP y NS1 en los primeros estadios de la infeccion. Se bloquea la traslacion
del ARN del hospedador. Se cree que las concentraciones crecientes de NP libre activan el
cambio de la sintesis de ARNm a la sintesis de ARNty ARNv por el genoma infectante del virus.
El nuevo ARNv es encapsulado dentro del nicleo como plantilla para una segunda transcripcion
del ARNm. Tardiamente en la infeccion, los principales productos de traduccion son las proteinas
M1, HA y NA. Las proteinas HA y NA son procesadas postraduccion y transportadas a la
superficie de la célula, donde se integran a la membrana celular (Shaw y col., 1992).

Se conocen pocos detalles del ensamble citoplasmatico. Generalmente el centro viral de la
nucleocapside es recubierto por un caparazéon formado por la proteina M1. Luego, este complejo
brota al exterior dentro de una vesicula de membrana celular, y se completa con las glicoproteinas
virales de membrana. La proteina NA de la progenie facilita la liberacion de los viriones de la
célula hospedadora (Shaw y col., 1992).

El paso final para la maduracion del virus es extracelular y consiste en el clivaje de la HAO
en HA1 y HA2 por las proteasas extracelulares del tracto respiratorio del hospedador original o

nuevo (Webster y col., 1992).
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1.1.3. Reservorios
El virus de influenza A ha sido aislado de un gran numero de especies animales
hospedadoras incluyendo humanos, aves, ballenas, focas, visones y cerdos. Numerosas evidencias
sugieren que el reservorio primario de influenza A son las aves acuaticas, las aves costeras y los
gansos, especies en las cuales el virus es considerado avirulento. A pesar de su frecuente
presentacion en aves, algunas especies de produccién, como pollos y pavos, siguen siendo
consideradas hospedadores aberrantes (Suarez, 2000). Se han realizado aislamientos de cepas de
influenza porcina en granjas de pavos ubicadas en zonas de produccion porcina, detectandose
también anticuerpos contra las mismas. El grado de similitud (> 97%) entre los virus aislados de
pavos y de cerdos indicaria que ha ocurrido la transmision entre especies (Choi y col., 2004). En
los patos salvajes la replicacion viral ocurre preferentemente en las células intestinales (Webster,
2002) mientras que en el hombre y cerdos ocurre en el tracto respiratorio y estd asociada a signos
clinicos. Se ha demostrado que, de los 16 subtipos de HA encontrados en aves, s6lo unos pocos
han podido transmitirse a los mamiferos (H1, H3, H7). Algo similar ocurre con los distintos
subtipos de NA, observandose en mamiferos solo los subtipos N1, N2, N7 y N8 (Reid y col.,
2001). El virus de influenza presenta la capacidad de transferirse de una especie a otra,
observandose en estos casos, un incremento de la tasa de mutacion viral, que forma parte del
proceso de adaptacion del virus al nuevo huésped (Brown, 2000; Brown y col., 1997). Asi, como
resultado, se ha observado que la evolucion del virus en las aves es mucho mas lenta que en
humanos y cerdos (Stech y col., 1999; SuzukiyNei, 2002).
El virus de las aves acuaticas y de los humanos presenta una pobre replicacion en su
huésped heterélogo (Brown, 2000; Brown, 2001). Resultados obtenidos del andlisis filogenético y

de estudios epidemioldgicos mostraron que los virus de influenza humano y porcino tienen un
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antecesor aviar comun (Webster, 2002). En este sentido, el cerdo puede ser infectado tanto por
virus humanos como aviares y estos ultimos, ya adaptados a mamiferos, pueden transmitirse al
hombre. De este modo los cerdos actuarian como “vaso comunicante” entre ambas especies
(humana y aviar). (Ito y col., 1998). El virus de influenza aviar se une preferentemente a las
terminaciones GalNAc 2,3 presentes en los receptores de membrana, mientras que la mayoria de
las terminaciones de los receptores del epitelio respiratorio de los humanos son del tipo GalNAc
2,6 (Webby y col., 2004; Webster, 1999; Webster y col., 1992). El analisis molecular del acido
sidlico de la traquea del cerdo revelé que ambos tipos de azucares (GalNac 2,3 y GalNac 2,6)
estan presentes en los receptores de membrana celular (Ito y col., 1998; Olsen, 2002; Suzuki y
col., 2000), lo que explica la capacidad del cerdo de actuar como receptor para cepas de origen
aviar y humano (Jung y col., 2002; WebbyyWebster, 2001). Sin embargo se ha demostrado la
transmision de algunos subtipos de virus de influenza aviar (HSN1; HIN2) directamente al
humano, observandose que no es necesario otro mamifero para el proceso de adaptacion de estos
virus aviares debido a que han aumentado su afinidad por los gangliésidos de cadena larga

(NeuAoa2,6 Gal) (Russell y col., 2004; Seo y col., 2001).

1.1.4. El rol de los hospedadores intermediarios en el desarrollo de la infeccion

Las pandemias de influenza han sido el resultado de la accion de variantes del virus surgidas
a partir de hospedadores que poseen la capacidad de replicar virus de ambos origenes. Asi, virus
recombinantes conteniendo genes de virus humanos y aviares fueron los causales de por lo
menos, dos de las pandemias del siglo XX (Reid y col., 2001). En el afio 1957 (H2N2) y en el afio
1968 (H3N2) se observaron brotes pandémicos; pero en ninguno de ellos estuvo involucrada la

variable HIN1, responsable de la primer gran pandemia de 1918. En el afio 1977 la variable
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HINT reaparecid en las poblaciones humanas, co-circulando con la cepa H3N2 descripta en 1968
como cepa estacional (Girard y col., 2010). Recientemente, una nueva variante del virus de
influenza A (A/HIN1/2009) de origen porcino, fue descripta en el afio 2009 a partir de casos
humanos aparecidos en México, dando lugar, en un breve periodo, al desarrollo de una pandemia
(SchnitzlerySchnitzler, 2009).

Histéricamente, s6lo un limitado nimero de subtipos de virus de influenza han sido
aislados de distintas especies de mamiferos, por ej: HIN1, H2N2 y H3N2 de humanos, H3NS8 y
H7N7 de equinos y HIN1, H3N2 y HIN2 en porcinos (Webby y col., 2000; WebbyyWebster,
2001). Por el contrario, las aves acuaticas pueden ser infectadas en forma subclinica en su tracto
intestinal por los 16 subtipos de HA y los 9 subtipos de NA (Olsen, 2002).

El gran potencial de estos virus para cruzar la barrera de especie es el resultado de la
interaccion entre humanos, cerdos, aves y otros mamiferos. Los cerdos son los tinicos mamiferos
criados en confinamiento con una alta densidad animal por metro cuadrado, lo cual aumenta la
posibilidad de replicacion de virus de distintos origenes en numerosos ciclos y en cortos periodos
de tiempo (Brown, 2001). Es asi como Asia ha sido propuesta como epicentro para las pandemias
del virus de influenza, debido a que las practicas de agricultura tipicas, (cria familiar de cerdos y
patos) estan siendo reemplazadas por crianza en granjas de gran escala como consecuencia del
aumento de la demanda de carne (Rao, 2003; WebbyyWebster, 2001). Por otro lado, en Europa se
ha observado, una alta tasa de mutacion de la porcion HA1 de la variante que afecta al hombre,
que supera la tasa de mutacion de todas las cepas porcinas (Ludwig y col., 1995). Luego de la
transmision y diseminacion del virus de influenza A humano o aviar al cerdo, las variedades del
virus original se denominan “human-like” o "avian- like”, recordando asi su hospedador original

(Brown, 2000). Actualmente los cuadros endémicos en el cerdo en todo el mundo son causados
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por un numero limitado de subtipos (pero ilimitado de genotipos): HIN1, H3N2 y HIN2 (Olsen,
2002; Webster y col., 1992), para los cuales esta especie es el mayor reservorio (Brown, 2001).
Otros subtipos como HIN2, H4N7 y HIN7 han sido aislados esporadicamente pero no se han
establecido como linajes permanentes. Sin embargo, las poblaciones de cerdos de distintas partes
del mundo son reservorio de un creciente nimero de linajes virales. Asi el subtipo HIN1 clésico,
que esta filogenéticamente relacionado con el virus responsable de la pandemia de 1918, circula
predominantemente en Norteamérica y Asia (Ito y col., 1998; Russell y col., 2004; Seo y col.,
2001) y hasta 1998, todos los brotes en América del Norte fueron atribuidos a este subtipo
(SchnitzlerySchnitzler, 2009; Webby y col., 2004; Webster y col., 1992). En Europa, la primera
descripcion de este subtipo data de 1976, a partir de un cuadro respiratorio en cerdos importados
desde Estados Unidos a Italia (Brown y col., 1997). En el afo 1979, este linaje comenz6 a ser
reemplazado por otra cepa HINI introducida por las aves en la poblacion porcina (Ludwig y col.,
1995). Durante la década del 80 y de los 90 ambos subtipos circularon conjuntamente,
observandose que el subtipo “avian-like” reemplazé casi completamente al subtipo clasico. Esta
variable “avian-like” del subtipo HIN1 también fue descripta en estudios epidemioldgicos
realizados en China (WebbyyWebster, 2001). Sin embargo, estudios seroldgicos demostraron que
al menos desde el ano 2003 en Europa del Este, las cepas HIN1, H3N2, y H2N1 son endémicas
en las poblaciones porcinas, demostrandose un cambio en el patron tradicional para la cepa avian-
like HINT (Van Reeth y col., 2008).

A partir de la aparicion de la cepa A HIN1 pdm se han profundizado los estudios para
determinar la relacion filogenética de esta cepa con las cepas HINT1 de origen porcino o HIN1 de
origen aviar. Se ha podido demostrar que esta variable es antigénicamente diferente de la cepa

estacional preexistente y que se origind a partir de multiples recombinaciones, considerandose



17

que todos los segmentos virales han estado circulando en la poblacion porcina mundial por mas
de 10 afios (Garten y col., 2009; Smith y col., 2009) anteriores a la pandemia sin haber sido
detectados debido a la ausencia de relevamientos epidemiologicos activos. A HIN1 pdm presenta
similitud antigénica y alta similitud en su secuencia genémica (94-97% para diferentes segmentos
genodmicos) con cepas porcinas ya establecidas. Andlisis filogenéticos demostraron que los genes
que codifican para la neuraminidasa y para proteinas de matriz tienen su origen en las cepas
europeas avian-like HIN1 de influenza porcina (ForrestyWebster, 2010). Los otros seis
segmentos del genoma han derivado de las cepas porcinas circulantes en Norteamérica con triple
recombinacion HIN1/HIN2/H3N2 (2009; ForrestyWebster, 2010; Smith y col., 2009). Esto
demuestra que la nueva variable A HIN1 pdm deriva de tres cepas que circulan en dos
continentes (Brockwell-Staats y col., 2009; Garten y col., 2009).

La infeccién en los cerdos por el subtipo H3N2 humano puede ocurrir en condiciones de
campo. Si bien existian evidencias seroldgicas de la transmision del virus de humanos al cerdo no
fue sino hasta el ano 1970 que se aisl6 el virus, poco después de la emergencia de un virus similar
en humanos en Taiwan (Brown, 2000). Desde este momento, el subtipo H3N2 “human-like” ha
sido aislado de cerdos de Europa y Asia donde co-circula con el subtipo HIN1. Cuadros clinicos
de influenza han sido observados en toda Europa desde 1984, producidos por una cepa
relacionada antigénicamente con la cepa humana circulante entre principios y mediados de la
década del 70 (Brown, 2000). En el afio 1993 el subtipo H3N2 fue aislado en Gran Bretafia, donde
se vio, que provenia de un cruzamiento humano-aviar, conteniendo genes para la codificacion de
las porciones HA y NA de la cepa humana y, los restantes seis genes, para la codificacion de
todas las proteinas internas provenientes de cepas aviares HIN1 (Reeth y col., 2004). En el afio

1998 se detectaron brotes de una enfermedad respiratoria en todos los estados productores de
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cerdos de Estados Unidos, donde el agente causal identificado fue el subtipo H3N2 de influenza A
(Karasin y col., 2002; Takizawa y col., 1993; Webby y col., 2004). Los primeros aislamientos
mostraron que, al menos, dos genotipos estuvieron involucrados. Por un lado se observo, un doble
entrecruzamiento con segmentos humanos (HA, NA, PB1) y segmentos de influenza porcina
clasica (NS, NP, M, PB2, PA). El segundo genotipo observado, se caracterizd por un triple
entrecruzamiento conteniendo genes humanos (HA, NA, PB1), porcinos (NS, NP, M) y aviares
(PB2, PA). Hacia fines del afio 1999 este virus con triple entrecruzamiento se distribuyd en toda
la poblacién porcina de los Estados Unidos (Karasin y col., 2002; Russell y col., 2004; van Riel y
col., 2006; Webby y col., 2004; Zhou y col., 1999). Las dos variables mencionadas del tipo H3N2
se denominaron sobre la base de las caracteristicas descriptas: North Carolina (SW/NC/98) y
Midwest (SW/TX/98; SW/IA/98; SW/MN/98) para el doble y triple cruzamiento respectivamente
(Zhou y col., 1999; Zhou y col., 2000). Un relevamiento serologico, a través de todos los estados
productores de cerdos de Estados Unidos, evidencio que la prevalencia para la cepa Midwest fue
del 48,8 % mientras que para la North Carolina fue sélo del 8,3%. Esto indica que, los subtipos
con triple cruzamiento, se encuentran mejor adaptados y no dan reaccion cruzada con el subtipo
HINI. Se observd que en los animales infectados con cepas H3N2 humanas, habia una pobre
replicacion y diseminacion del virion, a diferencia de los animales infectados con la cepa H3N2
con triple recombinacion (Landolt y col., 2003).

El subtipo HIN2 recombinante, que contiene genes de cepas humanas, porcinas y aviares
constituye un problema significativo en Inglaterra y se ha diseminado a Europa continental
(Marozin y col., 2002). Este subtipo recombinante deriva de los subtipos HINTI clésico y del
H3N2 “human-like”. En Japon, tras su aislamiento en los afios 1978-1980 y 1989-1992, se vio

que el subtipo HIN2 estaba asociado a cuadros respiratorios de presentacion epidémica en la
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poblacion porcina (Brown, 2000). Este mismo subtipo fue descripto en Gran Bretafia en el afio
1994, y luego se disemin6 por Europa continental afectando Francia, Italia y Bélgica (Van Reeth,
2000). El origen de este subtipo en Europa es resultado de un doble cruzamiento con genes de tres
distintos virus progenitores. La porcion HA del virus esta emparentada con la cepa humana HIN1
circulante en 1980, la porciéon NA deriva de la cepa H3N2 porcina y las proteinas internas son de
origen aviar. En el afo 1999 en Estados Unidos se observod un sindrome respiratorio influenza—
like que afectd6 un amplio rango de edades, desde animales de 2 semanas de edad hasta de 7
meses, provocando ademas cuadros de abortos en cerdas (Karasin y col., 2002). Los primeros
estudios de aislamiento viral realizados durante el brote mostraron que estos cuadros fueron
producidos por el subtipo HINI (Olsen y col., 2002). Sin embargo el andlisis filogenético,
demostrd que la cepa HIN2 actuante fue el resultado de la recombinacion entre la cepa HINI
porcina clasica, que aportd la porcion HA, y el subtipo H3N2 con triple recombinacion, que
proveyo los restantes segmentos del ARN (Karasin y col., 2002).

Numerosos paises han documentado la presencia de anticuerpos contra el virus de
influenza. Asi es como India (Rao, 2003) y China (Li y col., 2004) muestran serologia positiva
desde el ano 1968 contra el subtipo H3N2 humano. En Espafia hay evidencias seroldgicas y
virologicas de la circulacion simultanea de los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 (Maldonado y col.,
2006). La informacién acerca de la prevalencia seroldgica de Centro y Sudamérica, al momento,
es escasa. Se han reportado casos con serologia positiva en México, habiéndose observado
ademas, casos humanos positivos con cepas porcinas (Ayora-Talavera G Fau - Cadavieco-Burgos
y col., 2005). Otros paises latinoamericanos como Venezuela (Boulanger y col., 2004; Ramirez y
col., 2005), Brasil (Mancini y col., 2006) y Argentina han reportado casos aislados de serologia

con resultados positivos para ambos subtipos de IP sin aislamiento de virus (Teodoroff y col.,
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2003; Teodoroft'y col., 2004) .

A pesar que A/H5N1 es considerado predominantemente aviar, este subtipo ha podido
traspasar la barrera de especie. Asi desde 2003 se han realizado aislamientos en mas de 400 casos
de humanos, siendo aproximadamente el 60% de ellos fatales (SchnitzlerySchnitzler, 2009). El
papel del cerdo en este salto interespecie, no esta claro hasta el momento. Estudios realizados en
China demostraron que el cerdo puede infectarse naturalmente con el subtipo HSN1, aunque la
tasa de replicacion viral, y el periodo de eliminacion son mas bajos en esta especie que en la
infeccion con las cepas estacionales que afectan a humanos. Considerando que el cerdo es el
unico mamifero que posee receptores para subtipos aviares, no se puede descartar la importancia
de esta especie en la diseminacion del subtipo A/H5N1 a humanos (Liu y col., 2009). Durante la
ultima década se han realizado estudios para determinar la variabilidad genética de las nuevas
cepas emergentes que afectan a las poblaciones porcinas a nivel mundial (Girard y col., 2010).
Asi se ha determinado que las cepas circulantes no tienen el mismo origen en las distintas
regiones geograficas. En base a los numerosos estudios epidemiologicos realizados en Europa y
Estados Unidos se puede concluir que las cepas predominantes en Europa provienen mayormente
de la recombinacion con subtipos aviares o cepas provenientes de mamiferos co-circulantes en
Europa con un reordenamiento genoémico local (Takemae y col., 2008), mientras que en los
Estados Unidos la cepa mas prevalente estd asociada a una triple recombinacidon entre cepas
humanas, aviares y porcinas con previa circulacion local (Smith y col.,, 2009).
Desafortunadamente no se dispone de abundante informacion en los bancos gendémicos de cepas
porcinas provenientes de Africa, Oceania y Sudamérica (Brockwell-Staats y col., 2009). Debido a
la falta de relevamientos seroldgicos y virologicos constantes en las poblaciones porcinas a nivel

mundial, se ha generado una brecha de aproximadamente 15 afios en la trazabilidad genética del
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virus. Esto dificulta un adecuado seguimiento retrospectivo de las cepas parentales en caso de

apariciones de nuevas variables como la ocurrida en 2009 (Gibbs y col., 2009).

1.1.5. Epidemiologia en el cerdo
Se ha observado que la IP se comporta desde el punto de vista epidemioldgico, de modo

distinto dependiendo de la region geografica donde se presente. En su presentacion epidémica,
afecta a varias granjas de un 4area o regién en forma simultinea asociada al movimiento o
reemplazo de reproductores de granjas infectadas o susceptibles. En los Estados Unidos se
observo que el virus persiste en la poblacion de cerdos en forma endémica y que reingresa a los
establecimientos a través de los animales de reemplazo, observandose episodios anuales de
enfermedad respiratoria de curso agudo. Por el contrario, en Europa, el virus persiste en forma
subclinica (Brown, 2000).

Las principales vias de transmision son el contacto directo entre cerdos y la via aerdgena.
El virus se elimina por las secreciones nasales y se disemina a través de gotas y aerosoles. La
sobrepoblacion, el estrés, y algunos factores meteorolodgicos y ambientales, resultan propicios
para la diseminacion del virus (Rao, 2003). Si bien no se ha comprobado que exista replicacion
viral en el tracto gastrointestinal del cerdo, se ha observado que el virus presenta cierta
supervivencia en materia fecal variable, segin la temperatura, entre 2,5 horas a 50°C y 9 semanas
a 5°C. Este parece ser un factor de importancia, principalmente en aquellos lugares donde la
materia fecal se utiliza como abono, observandose la infeccion de granjas libres a través de la
diseminacion en el aire de materia fecal con virus en forma de aerosol (Desrosiers y col., 2004).

Si bien a todo lo largo del ano pueden presentarse cuadros clinicos, usualmente los signos

clinicos se ven exacerbados durante los meses frios en el hemisferio norte (Choi y col., 2003). La
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infeccion por el subtipo HIN1 es generalmente asintomadtica pero si hay signos, los mismos so6lo
se observan en el 25-30% de las granjas (Brown, 2000) y se caracterizan por alta morbilidad
(>80%), baja mortalidad (<5%) y con valores < al 1% si no es acompafiada de infecciones
secundarias. El periodo de eliminacion del virus es de 7 a 10 dias, si bien se han descripto
periodos de mas de 4 meses (EasterdayyVan Reeth, 1999).

Una vez que el cerdo se infecta, puede actuar como diseminador por un corto periodo. A los
3-5 dias post infeccion (dpi) el virus se puede recuperar de la cavidad nasal en el 100% de los
animales inoculados, mientras que a los 11 dpi, s6lo en el 50% (Desrosiers y col., 2004). La
supervivencia interepidémica tiene lugar a través de la recirculacion del virus en cerdos no

inmunes que constituyen subpoblaciones susceptibles (Brown, 2000).

1.1.6. Signos clinicos y lesiones

Las descripciones iniciales de los cuadros de influenza porcina se caracterizaron por su
curso agudo y por la alta morbilidad y baja mortalidad (LewisyShope, 1931; Shope, 1934). Las
pérdidas directas son retardo en el crecimiento y baja transitoria en la conversion alimenticia.
También hay que tener en cuenta la predispone a infecciones bacterianas secundarias (Thacker y
col., 2001). La severidad de los signos clinicos y de las lesiones depende de numerosos factores,
incluyendo hospedador, edad, cepa viral e infecciones secundarias (Russell y col., 2004). La
infeccion tiene un periodo de incubacion corto y se manifiesta en forma explosiva cursando con
un cuadro respiratorio agudo. Se consignan estornudos, episodios de tos paroxistica, respiracion
forzada abdominal, asi como descarga nasal no purulenta que puede llegar a ser copiosa. También
se observan descarga ocular y epifora, los animales deambulan o presentan letargia, postracion,

fiebre, vomitos, decoloracion de la piel, pérdida de la condicion corporal y pérdida del apetito que
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pueden durar alrededor de 4-5 dias (Done y col., 1994; Olsen, 2002).

Los signos clinicos y las lesiones producidas se corresponden con la fase de la replicacion
viral. La anorexia, fiebre y la depresion presentes durante el breve transcurso de la enfermedad
son el resultado de la liberacion bronquioloalveolar de citoquinas proinflamatorias tales como
interferébn-a (IFN- o) factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) interleuquina-1(IL-1) o y B,
interleuquina-6 (IL-6) e interleuquina-8 (IL-8) (Van Reeth, 2000).

El hallazgo macroscépico mas comun es la consolidacion de los lobulos pulmonares
intermedios, en los que se observa un moteado color rojo-violaceo. En general, el 16bulo caudal
resulta menos comprometido (Russell y col., 2004). El virus se multiplica en las células epiteliales
de revestimiento de la cavidad nasal, trdquea, bronquios y bronquiolos produciendo bronquitis y
bronquiolitis (Olsen, 2002; Olsen y col., 2002). Dos a tres dpi, la luz de bronquios, bronquiolos y
alvéolos se encuentra ocupada por un exudado rico en células epiteliales necrosadas y
descamadas, neutréfilos y monocitos (Vincent, 1998) con la consecuente irritacién del tracto
respiratorio, lo que resulta en una tos seca caracteristica (Jung y col., 2005). Estas lesiones
persisten hasta 2 semanas posinfeccion, produciéndose la recuperacion completa a las 3 semanas
(Janke, 2000). Estudios realizados por las técnicas de hibridacion in situ ¢ IHQ comprobaron que
el virus también se multiplica en los macrofagos alveolares e intersticiales, causando necrosis de
los mismos, lo que afecta los mecanismos de defensa pulmonar y favorece la infeccion bacteriana
secundaria (Jung y col., 2005). La mayor causa de mortalidad asociada con la infeccion por
influenza A es el resultado, justamente, de estas infecciones bacterianas secundarias (Brockmeier
y col., 2002).

En primiparas y cerdas gestantes pueden ocurrir abortos tardios debido al pico febril o

secundario a infecciones bacterianas por lo que la influenza es considerada una enfermedad
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reproductiva secundaria (Clark, 1996; Wesley, 2004). No se ha podido realizar aislamiento viral
de los fetos ni de las madres abortadas (Janke, 2000).

Se ha descripto en Canada un tipo de bronconeumonia necrotica y proliferativa producida
por una variante de la cepa clasica HIN1 del virus de influenza (A/SW/QC/192/91), (Larochelle y
col., 1994) emparentada con un subtipo H3N2 (EasterdayyVan Reeth, 1999) y no relacionada con
las cepas conocidas en Estados Unidos (Li y col.,, 2004; Rekik y col., 1994). Los signos
respiratorios se presentaron en animales de destete y terminacion y previamente a la presentacion
respiratoria, se observaron fallas reproductivas (nacidos muertos, abortos tardios y lechones
nacidos débiles) (Morin y col., 1990). Los signos clinicos fueron fiebre (41,5°C), anorexia,
letargia, descarga nasal y ocular y tos de variable intensidad (Dea y col., 1992).
Macroscopicamente se observd una marcada palidez de los animales, linfoadenopatia
generalizada, congestion hepatica y consolidacion pulmonar (Dea y col., 1992). Las lesiones
histologicas consistieron en una infiltracion del septo alveolar por células mononucleares,
abundantes macrdéfagos en el parénquima pulmonar, proliferaciéon de neumocitos tipo II y
presencia de células necroticas en la luz alveolar, con un abundante material proteindceo con
tendencia a formar membranas hialinas (Dea y col., 1992). También se ha descripto bronquiolitis
necrotica, viéndose afectadas principalmente las pequefias vias aéreas (Morin y col., 1990). No
esta claro cudl o cudles son los factores responsables de este patron de lesion distinto de la IP
clasica (Olsen y col., 2002). En brotes similares, el virus de influenza fue detectado en 1 de cada
60 casos mediante estudios de hibridacion in situ e IHQ (Drolet y col., 2003). En la mayoria de
los casos se pudo identificar la presencia de antigeno del virus de PRRS a través de la técnica de
IHQ. La baja o nula marcacion del virus de influenza puede deberse al corto tiempo posinfeccion

durante el que este virus puede ser detectado (Larochelle y col., 1994).
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Durante los ultimos afios y con la emergencia de nuevos agentes que afectan el aparato
respiratorio, ha adquirido mayor relevancia el estudio de los patdgenos respiratorios en forma
conjunta y como parte del complejo respiratorio porcino (PRDC), mas que su estudio en forma
individual. Entre los microorganismos involucrados se encuentran el virus de influenza (SIV),
el virus del complejo respiratorio y reproductivo porcino (PRRSv), Circovirus porcino tipo 2
(PCV-2) , Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, y Pasteurella
multocida (Brockmeier y col., 2002). La influencia que las caracteristicas ambientales y los
factores de manejo propios de cada sistema de produccion ejercen sobre el modo de presentacion
de estos cuadros respiratorios, hacen de este complejo una entidad multifactorial. (Brockmeier y
col., 2002).

En el estudio del PRDC Ia evaluacion de lesiones pulmonares en planta de faena se ha
vuelto una practica de rutina a través de la cual, se categorizan el tipo y la extension de las
lesiones pulmonares como base para la estimacion de pérdidas econdémicas (Fraile y col., 2010;
Martinez y col., 2009; Miller y col., 2001; Ostanello y col., 2007; Wilson y col., 1986). La
evaluacion de la circulacion de estos agentes por métodos indirectos como los estudios
serologicos de estos agentes, es otra practica comun. Los estudios serologicos transversales si
bien resultan mas rapidos y econdmicos, no brindan una completa informacién acerca de la
dindmica de los agentes dentro del plantel. En cambio, los estudios seroldgicos longitudinales
permiten precisar la declinacion de los anticuerpos maternales y la seroconversion pero requieren
un tiempo mas largo para su desarrollo, por lo cual se convierten en estudios mas costosos
(Andreasen y col., 2001; Andreasen y col., 2000). Estos estudios se complementan con la
realizacion de necropsias periddicas que permiten caracterizar las  lesiones pulmonares

macroscopicas y obtener muestras para estudios etiologicos (bacterioldgicos y virologicos),
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histopatologicos e inmunohistoquimicos (Hansen y col., 2010). Estos ultimos, han adquirido gran
importancia en el campo de la patologia diagnostica, debido a una mayor disponibilidad de
anticuerpos comerciales contra los agentes responsables del PRDC y son de suma importancia
para determinar la presencia del agente in situ (Drolet y col., 2003; Haines y col., 1993; Morandi
y col., 2010). Sumado a esto, el uso de técnicas moleculares ha cobrado relevancia aumentando la
sensibilidad diagnoéstica y reduciendo el tiempo para la identificacion final de estos agentes

(Hansen y col., 2010; Ogawa y col., 2009).

1.1.7. Respuesta inmune y cinética de los anticuerpos

Los anticuerpos desarrollados tras el contacto con el virus de campo son del tipo I1gG e IgM
especificos. La respuesta de Ig contra HA es subtipo especifica y, debido a los puntos de mutacion
del virus, este puede escapar a la destruccion mediada por anticuerpos (Desrosiers y col., 2004;
Thacker y col., 1998). Los anticuerpos pueden ser detectados con la técnica de IHA a los 5-7 dpi
y alcanzan titulos de 1:80, con valores maximos de 1:320 — 1:640 o mayores, a las 2 a 3 semanas
PI. Ambas inmunoglobulinas comienzan a elevar su concentracion sérica a partir del tercer dia PI.
Mediante la técnica de ELISA, el incremento de la IgM puede detectarse a partir del quinto dia PI
indicando una infeccién reciente (Larsen y col., 2000; Lee y col., 1995) .

Los anticuerpos calostrales van declinando hasta las 6 semanas de vida, edad en que ya no
se detectan (Gillespie, 1999). Sin embargo, titulos elevados en la hembra al comienzo de la
lactancia, asi como la vacunacion de la cerda pre-parto prolongan la vida media de los anticuerpos
hasta las 12 - 16 semanas de edad (Desrosiers y col., 2004; Thacker y col., 2004). La respuesta
humoral durante la infeccion, en presencia de anticuerpos calostrales o vacunales, es menor

(Thacker y col., 1998), observandose una interferencia mas marcada para el subtipo HIN1 que
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para el H3N2 (Van Reeth, 2000).
Se ha identificado IgA secretoria especifica a nivel de la mucosa nasal a los 5 dias PI (Lee
y col., 1995). Teniendo en cuenta que el sitio inicial de infeccion es el tracto respiratorio superior,
la IgA se uniria al viriéon e impediria su entrada al hospedador (Larsen y col., 2000; Lee y col.,
1995).
La produccion de anticuerpos en la primoinfeccion no evita la diseminacion viral ya que se
ha observado una alta tasa de diseminacion 5 dias PI. En cambio, si previene la manifestacion de
signos clinicos frente a posteriores infecciones con la misma cepa (Larsen y col., 2000; Reid y

col., 2001).

1.1.8. Diagnostico

Para la identificacion del virus de influenza han sido desarrolladas numerosas pruebas,
desde el aislamiento viral a aquéllas que detectan la presencia de antigeno viral en distintos tipos
de muestras como tejidos o exudados de las vias aéreas (Swenson y col., 2001; Takimoto y col.,
1991). Entre estas pruebas se incluyen las técnicas de IHQ, ELISA-antigeno de captura,
inmunofluorescencia indirecta y PCR (Desrosiers y col., 2004; Janke, 2000; Takemae y col.,
2008). El momento en que se obtiene la muestra, asi como la posibilidad de utilizar pruebas
combinadas aumenta la sensibilidad de los métodos diagnosticos (Takimoto y col., 1991).

La deteccion de anticuerpos producidos por la infeccion por influenza A se ha realizado
tradicionalmente a través de la prueba de la inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA), y en la
actualidad, por la prueba de ELISA (Choi y col., 2002). Sin embargo, entre los problemas
observados debido a la co-circulacion de numerosas cepas dentro de una misma region e inclusive

dentro de un mismo establecimiento, se encuentra la necesidad de desarrollar un test diagndstico,
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sensible y rapido. Algunos métodos de diagnostico se han basado en la especificidad de
anticuerpos monoclonales contra la hemaglutinina especifica para cada subtipo. También, se han
desarrollado seudo-virus con el esqueleto del virus de influenza A lo que permite detectar
antigeno de diferentes variables del virus. Si bien no se encuentran disponibles en medicina
veterinaria, permitirian realizar el diagnostico en laboratorios con menos requerimientos de los
convencionales nivel 3, necesarios para influenza A (Duy col., 2010).

Aislamiento viral

Para el aislamiento viral se deberan seleccionar cerdos en la fase aguda de la infeccion,
que manifiesten fiebre y descarga nasal no purulenta. Se deben obtener muestras de exudado
nasal por medio de hisopos de fibra sintética (rayon o dacrén) (Swenson y col., 2001), no de
algoddn, evitando producir lesiones hemorragicas (Janke, 2000). Los mismos se deben remitir
refrigerados en medio de transporte adecuado (solucion fisiolégica o medios de cultivo). El
medio de transporte utilizado puede interferir con la sensibilidad de las pruebas para la deteccion
del virus (Dunn y col., 2003). Para que esto no suceda los medios deben tener un pH 7, un
amplio espectro de antibidticos y deben carecer de suero (que contiene inhibidores inespecificos
de la porcion HA). Una vez obtenida la muestra, esta puede ser mantenida a 4°C por 3 dias.
Cuando se desea conservarlos por periodos mas prolongados se deben congelar a -70°C (Shaw y
col., 1992).

El aislamiento viral es considerado la prueba “gold standard’ para el diagnéstico de
influenza y se realiza en huevos embrionados con 10 dias de edad (Pensaert y col., 1986) a partir
de exudado nasal u homogeneizado de tejido pulmonar (JankeyYoon, 1999). La multiplicacion
del virus es comprobada por la actividad de las HA, a los 5 dias PI. Las lineas celulares de rifion

porcino (PK15), rifién de mono (Vero), riion de pollo, o canino (MDCK) han demostrado tener
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gran utilidad convirtiéndose en el método de aislamiento mas utilizado (Shaw y col., 1992). Se
comprobo que las células MDCK presentan los dos tipos de 4cido sidlico (GalNac 2,3 y GalNac
2,6) en su superficie, con lo cual permiten la unidon de las variables humanas, aviares y porcinas
(Seo y col., 2001). El aislamiento y la caracterizacion viral demora entre 1 a 2 semanas (Janke,
2000).

Se recomienda enviar al laboratorio varias muestras por animal y no menos de cinco
cerdos, debido a la naturaleza focal de las lesiones y a la variacion entre cerdos del momento de
la infeccion, especialmente en casos de enfermedad respiratoria de caracter endémico. Las
muestras de pulmoén refrigeradas provenientes de las areas de consolidacion se utilizan para
aislamiento viral ¢ inmunofluorescencia. Estudios experimentales han detectado el virus en el
tejido pulmonar 24 horas antes de que comience el desarrollo de las lesiones y hasta 24-48 horas
PI (Janke, 2000).

Prueba de Inmunofluorescencia directa (IF)

Para esta prueba se pueden utilizar tejidos frescos refrigerados (no congelados) a partir de
los que se obtienen cortes de 5 a 8 um (Pensaert y col., 1986). Se utiliza suero hiperinmune
producido en cerdo y dirigido contra todas las particulas virales (proteinas internas y externas) o
sueros monoclonales (contra proteinas especificas) de los subtipos HIN1 y H3N2. Estos
anticuerpos van a detectar ambos subtipos, aunque se ha descripto una marcacion menos intensa
en pulmones infectados con el subtipo H3N2 (JankeyYoon, 1999).

Se puede realizar la prueba de IF en extendidos en portaobjetos a partir de hisopados
profundos de ambos ollares de animales en la fase aguda de la enfermedad, que presenten fiebre,
inapetencia, letargia y secreciones nasales (EasterdayyVan Reeth, 1999). La sensibilidad y

especificidad es similar a la descripta para la técnica de IHQ (Janke, 2000; JankeyYoon, 1999).
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Pruebas de inmunohistoquimica (IHQ) e hibridacién in situ (HIS)

En el examen histopatoldgico pueden observarse lesiones orientativas de IP hasta las 2
semanas PI, ocurriendo la recuperacion completa a las 3 semanas PI (Janke, 2000).

La técnica de THQ permite la deteccion de antigeno viral y puede ser utilizada para la
confirmacion de infecciones recientes o para estudios retrospectivos (Swenson y col., 2001) de
tejidos fijados en formol e incluidos en parafina (HainesyChelack, 1991). Para la marcacion del
virus de influenza se han desarrollado anticuerpos policlonales (Jung y col., 2002) y
monoclonales dirigidos contra las nucleoproteinas del tipo A, pudiendo detectar indistintamente
los subtipos HIN1 y H3N2 (Drolet y col.,, 2003). Debido a que ambos subtipos poseen la
nucleoproteina y las proteinas de matriz en comun, ambas pueden ser utilizadas como antigeno
para la inmunomarcacién (Swenson y col., 2001). A fin de disminuir la tincion de fondo, que
puede interferir con el diagndstico, los antisueros de tipo monoclonal son los de preferencia
(Janke, 2000). La técnica de la HIS con marcadores no radiactivos, evalua la expresion del ARN
en tejidos y células (Jung y col., 2002).

Ambas técnicas, ademads de facilitar la realizacion de estudios retrospectivos (Larochelle y
col., 1994), ofrecen la ventaja que no es necesario que el agente se encuentre viable para que sea
detectado, (Haines y col.,, 1993) permitiendo identificar el agente in situ y realizar,
conjuntamente, el estudio morfoloégico microscopico de los tejidos (HainesyChelack, 1991). Por
otro lado, el manejo de material fijado en formol es menos riesgoso para el contagio de los
operadores que el de materiales frescos, dado el caracter zoondtico de esta infeccion (Jung y col.,
2002). Los tejidos procesados mediante la técnica de IHQ presentan gran estabilidad en el
tiempo y permiten la reconfirmacion de los casos (HainesyClark, 1991; Haines y col., 1993).

La fijacion del pulmoén con el formol tiene la desventaja de producir, en cierto grado, la
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desnaturalizacion del antigeno dando falsos resultados negativos. En contraposicion con la IHQ,
la HIS es menos susceptible a cambios estructurales causados por la fijacion (Jung y col., 2002).

Mediante el uso de ambas técnicas se observa una fuerte marcacion en las células del
epitelio bronquial y bronquiolar, macrofagos alveolares y macréfagos intersticiales. Las células
positivas generalmente son de nucleo grande y ovalado con abundante citoplasma, observandose
marcaciones positivas (granulos pardos) en nucleo y citoplasma (Haines y col., 1993; Jung y col.,
2002; Larochelle y col., 1994). Otro factor importante para la realizacion de la técnica de IHQ es
el nimero y la representatividad de la muestras, debido a la distribucion focal del virus en el
tejido, el examen de una Unica muestra proveniente de casos sospechosos puede arrojar
resultados negativos (Haines y col., 1993).
Elisa de antigeno de captura

Se ha desarrollado una prueba de ELISA de captura de tipo comercial para la deteccion de
virus de influenza A y B (Directogen '; Becton Dickinson Microbiology Systems; Sparks,
Maryland) (Denka-seiken INLFU A<B quick). Ambos kits se utilizan para el diagnéstico rapido
de la infeccién en humanos, a partir de lavados nasofaringeos, lavados bronquioalveolares e
hisopados traqueales. Igual que la prueba de THQ los kits de ELISA de captura utilizan un
anticuerpo contra la nucleoproteina la que permite diferenciar influenza tipo A del tipo B
(Vincent, 1998). Si bien es escaso el tiempo que toma la realizacion de la prueba, su sensibilidad
varia de 54 al 96% (Dunn y col., 2003). Otra desventaja es que no se pueden detectar subtipos,
por lo cual es necesario realizar otros estudios complementarios (JankeyYoon, 1999). Cuando
esto kits fueron utilizados para detectar cepas que normalmente no afectan a mamiferos (H5N1),
su tasa de deteccion fue muy baja (Hurt y col.,, 2009). En medicina veterinaria esta baja

sensibilidad puede ser mejorada mediante la toma de muestras directamente de las vias aéreas
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pequefias durante la necropsia y no de nariz, ya que el exceso de mucus o sangre en las muestras
pueden interferir con los resultados. El material asi obtenido puede también utilizarse para la
deteccion de ARNv por la técnica de RT-PCR (Janke, 2000).

Trascripcion reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

La RT-PCR constituye un método altamente especifico y sensible que garantiza la
amplificacion de un nimero bajo de copias del genoma viral, pudiendo ser aplicada directamente
a muestras clinicas para la identificacién de los distintos subtipos del virus (Fouchier y col.,
2000). Los primeros estudios utilizaron primers dirigidos contra las nucleoproteinas internas del
virion, los cuales mostraron tener un 100% de correlacion con el aislamiento viral (Janke, 2000).
A partir de la necesidad de subtipificar el virus, se han desarrollado primers para la
identificacion de los subtipos especificos, que son regiones complementarias altamente
conservadas del gen que codifica para la porcion HA1 tanto para la amplificacion de H1 (HIF,
HIR) como de H3 (H3F, H3R). Con la utilizaciéon de estos 2 grupos de oligonucledtidos y a
través de una Multiplex RT-PCR se ha podido detectar e identificar los 2 tipos de HA (H1, H3)
de IP de distintos tipos de muestras (Choi y col., 2002).

En la identificacion de HIN2 en 1999, se dificultd la tarea de tipificacion mediante la
técnica de R7-PCR debido a que los primers utilizados estaban dirigidos solamente contra los
genes que codifican para la HA. Para suplir esta deficiencia, se desarrolld la Multiplex RT-PCR
que utiliza dos pares de primers HI (H1F, HIR), H3 (H3F, H3R) y N1 (N1F, N1R), N2 (N2F,
N2R). Esta prueba puede diferenciar los subtipos HIN1, HIN2 y el subtipo H3N2. Se observo
que hay un 100% de correlacion entre esta prueba y el aislamiento viral en muestras obtenidas de
casos clinicos (Choi y col., 2002). Al presente, las pruebas de RT-PCR y Multiplex RT-PCR, que

incluyen secuencias no solo de las cepas porcinas sino también de H5SN1, de cepas provenientes
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de equinos y de otras cepas aviares hasta ahora no observadas en humanos, son las técnicas de
eleccion para la determinacion rapida del virus en casos humanos (SchnitzlerySchnitzler, 2009).
Pruebas diagndsticas para la deteccion de anticuerpos contra el virus de influenza

Prueba de la inhibicion de la hemaglutinacion (IHA)

La THA es la prueba clasica para la deteccion de anticuerpos contra el virus de influenza
(Kim y col., 2006). Los anticuerpos circulantes estan dirigidos a la HA de membrana de la
superficie del virus y previenen la union del virus con los eritrocitos y la formacion del
entramado visible (hemaglutinacién) (Loeffen y col., 2003). El titulo del suero a estudiar se
corresponde con la maxima dilucion en la que no hay suficiente concentracién de anticuerpos
para prevenir o inhibir la hemaglutinacion (Janke, 2000).

La habilidad de la prueba para detectar anticuerpos contra una cepa particular del virus
depende de la relacion antigénica entre el virus de campo, que indujo la formaciéon de los
anticuerpos, y la cepa del virus que fue utilizada en la prueba (Janke, 2000). Debido a la
existencia de variantes antigénicas del tipo A subtipo HINI, existe reaccion cruzada entre ellas,
considerandose a la variante que obtuvo el mayor titulo como la cepa infectante contra quién van
dirigidos los anticuerpos. Titulos de 1:40 o menores podrian indicar reaccion inespecifica; titulos
de 1:80 o mayores son considerados positivos y especificos. A pesar que se han reportado casos
donde se observaron anticuerpos inclusive en forma tan temprana como 5-7 dpi, la
seroconversion no es detectable hasta las 2-3 semanas posinfeccion, donde se encuentran
normalmente los valores de IHA mas elevados (1:320-1:640) (Janke, 2000).

Debido a las nuevas variables del virus y a la capacidad de cruzar de especie, se han
investigado nuevas alternativas para el diagndstico serologico. La prueba de IHA no seria la

adecuada para la deteccion de anticuerpos originados por virus aviares en mamiferos (Lu y col.,
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1982). Para obviar esto, pruebas combinadas de IHA (para la detecciéon de las proteinas de
superficie) y hemolisis radial simple (para la deteccion de las proteinas internas del virion) estan
siendo utilizadas en la actualidad (Russell y col., 2004).

Prueba de ELISA

Se han desarrollado pruebas de ELISA para la deteccion de anticuerpos inducidos por el
virus de influenza de los subtipos H3N2 y HIN1. Su sensibilidad es del 85% y su especificidad
es del 92,5%. En granjas positivas en las que se utilizo el aislamiento como técnica gold
standard, la prueba de ELISA demostr6 una sensibilidad del 82,4% y una especificidad del
100% (Cornaglia y col., 1998).

La comparacion de los resultados obtenidos mediante la utilizacion de kits comerciales de
ELISA contra los subtipos H3N2 y HINI y la prueba de IHA, utilizando como antigeno cepas
porcinas H3N2 y HINI, demostraron la existencia de una correlacion positiva entre ambas
pruebas para la deteccion de ambos subtipos. Se observo que el S/P ratio aumenta en relacion
directa con el aumento de titulo obtenido mediante la prueba de IHA (Jackson y col., 2004).

Finalmente y sobre la base de toda la informacion presentada, se concluye que es necesario
un constante relevamiento debido a la gran y répida variabilidad del virus. El cambio de
hospedadores especificos observado durante las ultimas dos décadas demuestra que las
mutaciones puntuales que el virus ha acumulado por mas de siete décadas han dado sus
resultados. De este modo, el virus de influenza se ha adaptado a nuevos hospedadores que no
pueden ejercer ningun tipo de presion inmunologica, favoreciendo el desarrollo de cuadros
clinicos mas severos, una rapida diseminacion y fallas en las vacunas existentes. Un mayor
entendimiento de la patogenia y de los mecanismos que el virus ha desarrollado para adaptarse

permitiria la aplicacion de medidas terapéuticas mas adecuadas. En este sentido, los organismos
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del estado que administran los planes de salud animal deberian presentar politicas activas de
relevamiento epidemioldgico que favorezcan la deteccion de cualquier variacion en las cepas
locales circulantes en cerdos. Por tultimo, teniendo en cuenta las caracteristicas zoonoticas de este
agente y sumado a la potencialidad patogena que este virus tiene al adaptarse a nuevos
hospedadores especificos, resulta necesario el desarrollo de planes conjuntos que comprendan no

solo a la poblacion humana sino a las especies domésticas mas susceptibles.

1.2. Brote de influenza porcina causado por una cepa de influenza humana H3N2 no
contemporanea

Los virus de influenza A, subtipos HINI, H3N2 y HIN2 son endémicos en las
poblaciones de cerdos comerciales en todo el mundo (Brown, 2000; Olsen y col., 2006). Estos
subtipos estan representados por multiples linajes que se diferencian antigénicamente y
genéticamente como resultado de multiples mutaciones puntuales (drift antigénico) y de
recombinacion genética (shift antigénico) (Brown, 2000; Olsen y col., 2006). Numerosos brotes
en poblaciones porcinas, producidas por la transmision in toto de los subtipos H3N2 de influenza
humana, han sido descriptos en Asia, Europa y América del Norte, desde el principios de la
década del 70 (de Jong y col., 2007; Karasin y col., 2000; Song y col., 2003; Yu y col., 2008).
En 1984 en Europa, se observd que una variable de doble recombinacion, conteniendo los genes
de superficie H3N2 “human-like” y genes internos de la cepa HIN1 de origen aviar, se introdujo
en poblaciones porcinas causando signos clinicos y reemplazando la cepa previamente circulante
de origen humano, A/Hong Kong/68-like H3N2 (Van Reeth y col., 2008). Desde 1977 hasta
1995, la mayoria de las cepas del virus H3N2, aisladas de cerdos en Europa, Hong Kong y

Canada estuvieron estrechamente relacionadas entre si y con las cepas humanas contemporaneas
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(de Jong y col., 2007). Desde finales de 1990, sin embargo, la complejidad de los virus de
influenza porcina que afectan a poblaciones de cerdos en sistemas comerciales ha aumentado
dramaticamente. En China, por ejemplo, se ha observado que variables exclusivamente humanas,
con doble recombinacion (humana y aviar) y triple recombinacion (humana, porcina y aviar) del
subtipo H3N2 han circulado en las poblaciones porcinas (Yu y col., 2008). En los Estados
Unidos, las cepas porcinas H3N2 emergieron entre los afios 1997 y 1998 como virus con doble y
triple recombinacion, las cuales contienen segmentos del genoma de cepas aviares (PB2 y PA),
humanas (PB1, HA y NA), y de origen porcino (NP, M y NS), y fueron la base del
establecimiento y amplia difusion de H3N2 de triple recombinacién en América del Norte (Zhou
y col., 2000). Evidencias epidemiologicas sugieren que la constelacion de genes internos del
virus con triple recombinacion, conocida como casete con triple recombinacion o TRIG, posee
ventaja para intercambiar los genes de HA y NA de otros origenes. Desde 1998, se han producido
multiples introducciones de los subtipos HIN1 y H3N2 de influenza humana, en las poblaciones
porcinas en América del Norte, siempre asociadas con la presencia de TRIG. Mas importante
aun, el virus TRIG estuvo involucrado con la aparicion del virus HIN1 pdm, el que contiene
genes derivados de cepas aviares (PB2 y PA), humanas (PB1) y porcinas circulantes en América
del Norte (HA, NP y NS) y en Eurasia (NA y M) (Donaldson y col., 2009). Las cepas porcinas
HINI1 y H3N2 con triple recombinacion, circulantes en América del Norte, han mostrado tener
una amplia diversidad genética y antigénica. Asi el virus de influenza porcina H3N2 se divide en
tres grupos (clusters) filogenéticamente distintos (I, IT y III), basados en el gen de la HA. En
concordancia con su filogenia, estos grupos genéticos son antigénicamente diferentes
observandose que la mayoria de los aislamientos pueden ser incluidos en alguno de los tres

serogrupos. Sin embargo, numerosos aislamientos del grupo III no producen reacciones cruzadas
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con antisueros del mismo grupo, lo que sugiere que estos virus sufren mutaciones puntuales en
forma constante (Gramer y col., 2007; Richt y col., 2003).

A pesar de la enorme cantidad de informacion, todavia no se comprende completamente
qué papel juegan la ecologia, los factores ambientales, antropoldgicos y moleculares que
contribuyen a la transmision bidireccional entre los cerdos y los seres humanos del virus de
influenza porcina. En América del Sur, la informacion relacionada con la actividad del virus de
influenza en el cerdo es limitada. Escasos estudios serologicos llevados a cabo en Venezuela,
Colombia y Brasil han demostrado la circulacién de los subtipos de influenza H3N2 y HINI
(Perfumo, 2010). Sin embargo, como no se han reportado aislamientos virales, se desconocen los
genotipos y el comportamiento bioldgico. En Argentina, un estudio serologico retrospectivo
realizado en 13 granjas demostré que cepas de influenza A humanas y/o porcinas con estrecha
relacion antigénica con cepas humanas han circulado en las poblaciones porcinas, al menos desde
el afio 2002 (Pineyro y col., 2010). Curiosamente, a pesar de la presencia de anticuerpos, no se

observo enfermedad clinica ni hubo aislamiento viral en los establecimientos evaluados.
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVOS GENERALES

Determinar la presencia y prevalencia de la infeccion por el virus de la influenza porcina

(IP) tipo A en granjas porcinas en confinamiento mediante estudios seroepidemioldgicos,

anatomopatoldgicos, inmunohistoquimicos y por técnicas de biologia molecular (PCR), asi

como evaluar los factores de riesgo asociados a la presencia de la entidad.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Determinar la prevalencia serologica mediante visitas y toma de muestras en piaras en
confinamiento. Correlacionar los resultados con los signos clinicos y la presencia de lesiones

neumonicas a la inspeccion post mortem en la granja o en el frigorifico.

Estudiar microscopicamente las lesiones pulmonares mediante técnicas histopatologicas.

Identificar la presencia de antigeno viral en cortes de tejidos por técnicas
inmunohistoquimicas. Establecer el diagndstico diferencial con otros posibles agentes
causales de las lesiones pulmonares tales como virus de la enfermedad de Aujeszky, M.

hyopneumoniae y PCV-2.

Confirmar la presencia de ARNv en tejido pulmonar o exudado traqueobronquial por medio

de RT-PCR. Comparar las secuencias de nucledtidos de los amplicones obtenidos con las

secuencias conocidas de virus de influenza de otros origenes.

Estimar la prevalencia serologica mediante pruebas en agar gel precipitacion (AGP) y ELISA
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comerciales. Evaluar la evolucion de la infeccion mediante estudios longitudinales y

transversales.

Determinar los posibles factores de riesgo asociados a la infeccion.

Evaluar  la presencia de infecciones bacterianas intercurrentes mediante estudios

bacteriologicos, en particular P. multocida., A. pleuropneumoniae, Streptococcus suis,

Haemophilus parasuis y Escherichia coli.

2.3. HIPOTESIS MAS RELEVANTES

1.

En la Republica Argentina existe un alto porcentaje de granjas porcinas de cria intensiva en

confinamiento con infeccion clinica o subclinica por virus de influenza.

La prevalencia serologica (mediante la prueba de ELISA) de una granja positiva estd en
correspondencia con la prevalencia de lesiones de neumonia observadas en el examen post

mortem.

Las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y de inmunohistoquimica permitiran la
identificacion de las lesiones producidas por el virus de influenza y su diferenciacion de las

producidas por otros agentes.

Las caracteristicas de las instalaciones, los factores de manejo y humanos definen, en cada

granja, el comportamiento epizootioldgico de la infeccion y su impacto productivo.
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5. Los tipos y subtipos de virus de influenza presentes en las granjas de la Republica Argentina

estan relacionados con los tipos y subtipos circulantes en humanos.
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3. MATERIALESY METODOS
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3.1.  Estudio retrospectivo: Prevalencia serologica del virus de influenza A en cerdos en
Argentina durante el afio 2002. Estudio etioldgico en pulmones con lesiones compatibles con

neumonia necrotica porcina

3.1.1. Estudio serologico.

Muestras: Las mismas provinieron de 13 granjas de ciclo completo. Las granjas estudiadas
estaban ubicadas en las provincias de Buenos Aires (n =7), Santa Fe (n=3) y Cordoba (n=3). Las
muestras se obtuvieron de cerdos de las etapas de engorde-terminacion (16 a 23 semanas) en un
promedio de 26 sueros por granja. Se realizé la evaluacion seroldgica de 693 sueros por la técnica

de THA, 685 sueros por la técnica de ELISA y 680 por ambas técnicas.

3.1.2. Estudio etioldgico
Muestras: correspondieron a dos casos compatibles con NNP.

Caso 1: se detectd durante la inspeccion en frigorifico de animales provenientes de un
establecimiento de cria intensiva con aproximadamente 2000 cerdos en la etapa de engorde-
terminacion. En esta categoria se observo un cuadro respiratorio leve a moderado identificindose,
al momento de la evaluacion en la planta de faena, que el 3,7 % (95% IC, 1,03- 9,38) de los
pulmones (n=106) presentaron lesiones compatibles con NNP.

Caso 2: provino de un establecimiento de cria semi-intensiva con alrededor de 500 animales en
el engorde. Aproximadamente un 5 % de los animales presentaban signos de fiebre, letargia,
apatia y retraso en el crecimiento. Debido a razones presupuestarias y por decision del propietario
del establecimiento, se realizo el sacrificio de s6lo un animal de aproximadamente 70 dias, el cual

presentaba los signos antes descriptos.
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3.1.3. Prueba de IHA

Antigenos: Se utilizaron como antigenos 2 cepas de influenza A humana: A/Sydney/5/97
H3N2 (H3) y A/Bayern/7/95 HIN1 (H1) de circulacion en el pais.

Tratamiento de los sueros: Los sueros fueron tratados con una enzima destructora de receptores
(Denka Seiken, Tokio, Japon) y luego adsorbidos con gldbulos rojos de pavo para remover los
inhibidores inespecificos.

Técnica de IHA: Cada suero se sembrd en microplacas de 96 pocillos con fondo en V,
realizandose diluciones seriadas en base 2 partiendo de una dilucion inicial 1:10. Se adicioné un
volumen del antigeno viral ajustado a 4 Unidades Hemoglutinantes (UHA). Las placas se
incubaron por 30 min. a temperatura ambiente. Finalmente, se agregd una suspension de globulos
rojos de pavo al 0,5% en PBS 0,01 M pH 7,2. Se realiz6 una segunda incubacion por 30 min. a
temperatura ambiente y se procedio a la lectura de los resultados. Las placas fueron colocadas en
posicion vertical permitiendo que los botones de sedimentacion se deslicen desde el fondo de las
placas. Para la determinacion del titulo de anticuerpos se considero la inversa de la dilucion mas
alta en la que se observo IHA. Para muestras individuales, titulos de IHA de 1:10 a 1:20 fueron
considerados sospechosos y titulos de 1:40 o superiores fueron considerados positivos. El
establecimiento se considerd positivo cuando presentaba, al menos, un suero positivo. De cada
granja se calculd el titulo geométrico medio (TGM) que expresé la media de los titulos de los

sueros considerados positivos, sospechosos y negativos.

3.1.4. Prueba de ELISA
Se utilizé un ELISA indirecto comercial con un 99,8 % de sensibilidad y un 99,7 % de

especificidad en relacion con la prueba de IHA considerada como la prueba de referencia (gold
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standard) (IDEXX Laboratorios SIV HINI1 y H3N2 Maine, EE.UU.) (9). La densidad 6ptica se
midié en un espectrofotometro a 650 nm de longitud de onda (DO: 650nm) (Labsystems
MultisKan MS, Finlandia). Las muestras se consideraron negativas o positivas sobre la base del

calculo del S/P ratio con un valor de corte de 0,4 (<0,4 negativo, >0,4 positivo).

3.1.5. Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por la prueba de homogeneidad de Chi cuadrado sobre las
proporciones de casos individuales y la proporcion de establecimientos positivos con un nivel de
confianza del 95 % (p = < 0,05). Para establecer la concordancia entre las pruebas de IHA y
ELISA tanto a nivel individual como a nivel de establecimiento se calculd el coeficiente de
Choen’s Kappa (k). El grado de concordancia de las pruebas se evaluo de la siguiente manera: a)
(0,00 — 0,20) concordancia nula, b) (0,21 — 0,40) concordancia escasa, ¢) (0,41 — 0,60)
concordancia buena, d) (0,61 — 0,80) concordancia muy buena y €) (0,80 - 1) concordancia

excelente.

3.1.6. Estudios histopatoldgico, inmunohistoquimico y de microscopia electronica
Las muestras de pulmoén se fijaron en formol neutro al 10 %, se incluyeron en una mezcla de
parafina con histoplast (Biopack) y se colorearon con hematoxilina y eosina.

Para la identificacion IHQ del virus de influenza se utilizaron muestras frescas incluidas
en un medio para cortes por congelacion (Tissue-Tek, Miles Inc, USA). Sobre cortes de 4pum, se
aplico un anticuerpo primario monoclonal anti influenza A (Anti-Influenza A, Argene, Variheles-
Francia) dilucion 1:100. En cortes incluidos en parafina, se realiz6 la recuperacion antigénica con

proteinasa K (Dako Corp.) y se utilizd como suero primario un anticuerpo monoclonal
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(C65331M, Biodesign), dilucion 1:100. En ambos caso, se utiliz6 LSAB2 (DAKO, Corp) como
sistema de deteccion.

Para la inmunomarcacién de PCV-2 se realizé recuperacion antigénica enzimatica a traveés
de digestion con proteasa XIV (Sigma-Aldrich, Co). Se utilizé un anticuerpo primario policlonal
(VMRD, Inc. USA) en diluciéon 1:500. Como anticuerpo secundario, se utiliz6 proteina G
biotinilada. Como sistema de deteccion se utiliz6 LSAB (DakoCytomation, USA) y una solucién
de diaminobencidina como cromégeno. Para ambos virus se utilizaron controles positivos y
negativos.

La inmunomarcacion para el virus de PRRS fue realizada en Animal Disease Diagnostic
Laboratory, School of Veterinary Medicine, Purdue University, West Lafayette, Indiana, USA.
La recuperacion antigénica sobre los tejidos parafinados se realizd con proteinasa K (Dako
Corp.). Como anticuerpo primario se utilizé un anticuerpo monoclonal (Dako Corp.) en dilucion
1:800. Como sistema de deteccion se utilizd EnVision + TM, DAKO una solucion de
diaminobencidina como cromoégeno. En todos los casos se incluyeron controles positivos y
negativos.

Microscopia electronica: las muestras fijadas en formol de ambos casos fueron reprocesadas
segun las técnicas de rutina para este procedimiento. Se realizd la observaciéon con un

microscopio JEOL JEM- 1200 EX.

3.1.7. Estudio bacteriologico
En ambos casos se realizaron estudios bacteriolégicos complementarios, con el fin de
determinar infecciones bacterianas concomitantes. Se realizo la siembra en agar selectivo para

aislamiento de P. multocida (PMSA) (Moore y col., 1994) en agar base sangre (Difco, Becton
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Dickinson, Le Pont de Claix, France) adicionado con 5% de sangre de carnero, incubandose a
37°C durante 48 h. Se realizo la coloracion de Gram (Britania, Buenos Aires, Argentina) y las
siguientes determinaciones: hemolisis (agar base sangre [Difco] adicionado con 5% de sangre de
carnero), catalasa (Difco), citocromo oxidasa (MacFaddin, 1980), crecimiento en agar
MacConkey (Difco), nitrato (MacFaddin, 1980), indol (agar sulfuro indol movilidad, Difco),
ornitina decarboxilasa (Difco) y urea (Difco).

El aislamiento de A. pleuropneumoniae se realizé en medio de cultivo conteniendo agar
PPLO (Difco Laboratories, Detroit, Michigan) suplementado con 0,1 % glucosa, 0,002 % de
NAD (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) y adicionado con 5 % de sangre ovina. Las
placas se incubaron por 24 h a 37 °C en atmoésfera enriquecida con 10 % de CO2. Para la
identificacion de especie se consideraron las caracteristicas morfologicas y tintoriales del
microorganismo aislado asi como la produccion de f-hemdlisis, y las caracteristicas morfoldgicas
de las colonias. Para la caracterizacién bioquimica y fisioldgica se determino la produccion de

oxidasa, catalasa, factor CAMP, ureasa, y dependencia de factor V (GottschalkyTaylor, 2006).

3.2. Estudio longitudinal prospectivo para la determinacion de agentes causales de

enfermedades respiratorias en 10 establecimientos porcinos de produccion intensiva

3.2.1. Estudio epidemioldgico

Se evaluaron 11 establecimientos (10 en la Provincia de Buenos Aires, 1 en la Provincia de
Santa Fe) durante los meses de abril y julio de 2007. Los establecimientos se visitaron
periddicamente con un intervalo aproximado de tres semanas, realizandose una inspeccion final

de las tropas en frigorifico, al momento de la faena.
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El criterio de seleccidon de las granjas se basé en el nimero de madres, (> 100 cerdas en
produccion) y la presencia de problemas respiratorios (tos, estornudos). Durante el relevamiento
se recogieron datos de tipo productivo, mediante una planilla ad-hoc (planilla 1). Las encuestas
epidemioldgicas fueron completadas a través de entrevistas personales con el productor y sus
veterinarios asesores e incluyeron preguntas de tipo cerrada o semi-cerradas. En las granjas
incorporadas se evaluo la presencia de signos clinicos tales como tos, estornudo y secreciones
nasales. Se registr6 el porcentaje de mortalidad en cada categoria, no sélo durante el periodo que
comprendio el relevamiento, sino también durante el afio previo al comienzo de este estudio. Para
tal fin se utilizaron los registros productivos de cada uno de los establecimientos, estableciéndose
tres categorias en produccion: maternidad (desde el nacimiento al destete 21+3 dias de vida),
recria (desde el destete 21+3 dias hasta los 70+ 7 dias de vida) y terminacién (desde los 70+ 7

dias de vida hasta 195 dias -peso de faena- DS=13.6).

3.2.2. Disefio experimental

Se seleccionaron al azar, 30 animales de cada establecimiento, con una edad de 21+3 dias.
Cada uno fue identificado con doble caravana pléstica, para su posterior seguimiento. Los
animales en estudio se mantuvieron en las mismas condiciones sanitarias, nutricionales y
ambientales que el resto de la piara. En cada visita, en los animales previamente identificados, se
evaluo la temperatura corporal, se extrajeron muestras de sangre para estudios serologicos y se
realizaron hisopados nasales para la deteccion del virus de influenza. La obtencién de muestras
para la identificacion de otros agentes patogenos diferenciales en el diagnostico de infeccion por
el virus de influenza, se realizé en los animales previamente seleccionados, a los 21, 56, 86 y 105

dias de vida. Por otro lado, cada visita incluy6 la realizacion de estudios post mortem de los
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animales muertos dentro de los 3 dias previos a la misma, obteniéndose muestras para estudios
anatomopatoldgicos y bacteriologicos.

Se realizé la determinacion de la ganancia diaria de peso (GDP), mediante el registro del
peso individual de los animales en estudio a los 56, 86 y 105 dias de vida.

Finalmente, al momento de la faena, se colectaron muestras de sangre y se realizaron
hisopados nasales en la planta de faena, ademas de la inspeccion de multiples 6érganos en el total
de la tropa de animales. Debido a cuestiones de manejo de los establecimientos de faena, no en
todos se pudo obtener el peso individual de los animales, por lo cual se decidié trabajar con el
peso promedio de la tropa para determinar el peso final. En la Figura 11 se presenta un esquema

del disefio experimental.

3.2.3. Estudios seroldgicos

Se obtuvieron muestras de sangre mediante venopuncion directa de la vena cava craneal de
los animales seleccionados, a los 21, 56, 86 y 105 dias de edad y al momento de la faena. Se
utilizaron agujas 21G x 17, jeringas de 12 cc. y tubos colectores de vidrio de 20 cc. Las muestras
se conservaron a 4° C, hasta su centrifugacion (3 minutos a 3000 rpm). El suero obtenido se
coloco en tubos de polipropileno de 2 cc, con identificacion individual, conservandose a -20° C
hasta la realizacion de las pruebas seroldgicas correspondientes.

Las muestras se procesaron para la deteccion de anticuerpos contra virus de influenza
porcina HIN1 y H3N2, PCV-2, M. hyopneumoniae y A. pleuropneumoniae mediante el método
de ELISA. En el caso de la serologia para PCV-2 no se procesaron las muestras provenientes de
animales de 195 dias dada dificultades econdmicas. Se utilizaron los siguientes kit comerciales:

Influenza porcina HIN1 y H3N2 (HerdChek* SIV HIN1 y H3N2, IDEXX Laboratories, Inc,
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Maine, USA), M. hyopneumoniae, (HerdChek* Mycoplasma hyopneumoniae Antibody Test Kit,
IDEXX Laboratories, Inc, Maine, USA), A. pleuropneumoniae (CHEKIT-APP-ApxIV ELISA
Test Kit, IDEXX Laboratories, Inc, Maine, USA). Las muestras se consideraron negativas o
positivas sobre la base del calculo del S/P ratio con un valor de corte de 0,4 (<0,4 negativo, >0,4
positivo). Para esta evaluacion se utilizd un software especifico (xChek™ Assay Management
System version 3.3, IDEXX Laboratories), provisto por el laboratorio productor de la prueba. La
deteccion de anticuerpos contra PCV-2 se realizé con un kit de ELISA de bloqueo (SERELISA®
PCV2 Ab Mono Blocking, Lyon, Francia). Las muestras fueron consideradas positivas o
negativas sobre la base del calculo del S/P ratio con un valor de corte de 0,5 (<0,5 negativo, >0,5
positivo). La densidad optica se midié en un espectrofotometro a 650 nm de longitud de onda

(DO: 650nm) (Labsystems MultisKan MS, Finlandia).

3.2.4. Estudios anatomopatologicos, histopatologicos e inmunohistoquimicos

Muestreo: Debido a cuestiones de manejo de cada establecimiento y por razones
economicas, no se pudieron sacrificar animales del grupo en estudio cuando presentaron signos
respiratorios, por lo que sélo se realizaron examenes post mortem en aquellos animales muertos
de forma natural. Por lo tanto la categorizacion de las lesiones pulmonares se realizé sobre un
numero variable de animales en cada establecimiento. Asi, se analizaron todos los animales
muertos dentro de la misma categoria (rango etario) de los animales en estudio que se
encontraban en el mismo corral o galpon.

Registro de datos y toma de muestras especificas: Los hallazgos de necropsia se registraron
en un formulario estdndar, utilizado en el Servicio de Anatomia Patologica de la Facultad de

Ciencias Veterinarias, UNLP. Se tomaron muestras para estudios histopatologicos e
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inmunohistoquimicos de los 6rganos que evidenciaron cambios macroscopicos. Las muestras se
colocaron en una solucion de formol neutro al 10%.

Criterio de clasificacion: Se determiné la frecuencia total para los distintos tipos de
lesiones microscopicas pulmonares, asi como la frecuencia de dichas lesiones dentro y para cada
unos de los establecimientos. Para su clasificacion, y teniendo en cuenta el area anatdmica
afectada (bronquios, alvéolos, intersticio, y pleura), el tipo de exudado (catarral, fibrinoso,
supurativo), el probable agente causal y la presencia de cambios circulatorios, se establecieron
siete categorias: 1) Bronconeumonia compatible con neumonia enzooética porcina (NEP); 2)
Bronconeumonia catarral/supurativa (BNCS), 3) Pleuroneumonia (PL), 4) Pleuritis Fibrinosa
(PLF), 5) Alveolitis (AV), 6) Bronquitis/bronquiolitis (BB) y 7) Cambios circulatorios (CC).

En la planta de faena, todos los animales de cada tropa fueron inspeccionados. Se realizd
la evaluacion macroscopica de los pulmones, categorizdndose las lesiones sobre la base del
porcentaje de a) parénquima afectado, b) cronicidad de la lesion, c) tejido afectado (pleura y
parénquima) y d) presencia de adherencias pleurales. Se determind la frecuencia de animales
afectados y el tipo de lesiones prevalentes, asi como el porcentaje de parénquima comprometido
para cada tipo de lesion. Para tal fin, se inspecciond un total de 649 animales provenientes de 10
establecimientos con un promedio de 64,9 kg (DS £39,65) por establecimiento. Las lesiones se
incluyeron dentro de cuatro categorias segun su aspecto macroscopico: 1) neumonia catarral
compatible con infeccion por M. hyopneumoniae (M), 2) neumonia catarral complicada (MC), 3)
pleuroneumonia (PLC) y 4) fisuras (F).

Las muestras de pulmén obtenidas de aquellos animales que presentaron lesiones
macroscopicas se fijaron en formol neutro al 10 %, se incluyeron en una mezcla de parafina con

Histoplast (Biopack, Buenos Aires, Argentina) y se colorearon con hematoxilina y eosina.
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IHQ para deteccion del virus de influenza: se utilizaron cortes parafinados de pulmoén de
4um de espesor que se procesaron mediante el método de inmunoperoxidasa. Se realizo el
bloqueo de la peroxidasa enddgena con una solucion de H,O, al 3% en PBS por 30 minutos a
temperatura ambiente. Para la recuperacion antigénica los cortes se incubaron con una solucion
de proteasa XIV al 1% (Sigma-Aldrich, Montana, USA), durante 40 minutos a 37°C. Las
muestras fueron lavadas por 5 minutos con una soluciéon de PBS-Tween 20. El bloqueo de
uniones inespecificas se realizd cubriendo las muestras con una solucion conteniendo 0.5g de
leche descremada deshidratada en 20 ml de PBS, por 40 minutos a temperatura ambiente. Se
aplicé un anticuerpo primario, monoclonal anti nucleoproteina (NP) de virus de influenza A
MSIg2a (Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) en una dilucion 1:100 durante 60
minutos a 37°C. Como sistema de deteccion se utilizé el kit de LSAB (DakoCytomation, USA) y
una solucion de diaminobencidina como cromogeno. La muestra control positivo fue gentilmente
cedida por el Dr. Joaquin Segalés, Universidad Auténoma de Barcelona, Espafia. Por otro lado,
secciones del bloque control positivo se incubaron con solucion de PBS reemplazando el
anticuerpo primario, como control negativo de la técnica.

Inmunomarcaciéon de PCV-2: se realizd recuperacion antigénica enzimatica con proteasa
XIV (Sigma-Aldrich, Montana, USA) al 1%. Se utiliz6 un anticuerpo primario policlonal
(VMRD, Inc, Pullman, USA) en diluciéon 1:500 y como anticuerpo secundario, proteina G
biotinilada en dilucion 1:500. Posteriormente los cortes se incubaron con la solucion de
streptavidina-peroxidasa del kit de LSAB (DakoCytomation, California, USA) y con una
solucion de diaminobencidina para el revelado. Se utilizaron controles positivos y, en el caso del

control negativo, se reemplazé el anticuerpo primario con una solucién de PBS.
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3.2.5. Estudios bacterioldgicos

Durante las necropsias en las granjas se obtuvieron muestras de pulmén en aquellos casos
en que se observo lesion macroscopica, a fin de evaluar la presencia de P. multocida y A.
pleuropneumoniae. Las muestras se colectaron con instrumentos estériles, se colocaron en
recipientes plasticos estériles de 50 ml y se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta su
procesamiento.

Se realiz6 la siembra en agar selectivo para aislamiento de P. multocida (PMSA) (Moore
y col., 1994) en agar base sangre (Difco, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) adicionado
con 5% de sangre de carnero, incubandose a 37°C durante 48 h. Los aislamientos de P. multocida
fueron identificados mediante la utilizacién del micrométodo comercial API20E (BioMerieux, St.
Louis, Missouri, EE.UU.). La identificacion de especie y subespecie fue confirmada por las
caracteristicas tintoriales, morfolégicas y bioquimicas de los aislamientos (Koneman y col.,
1999). La clasificacion taxondmica se realizd mediante la secuenciacion del gen 16S ARNr segun
la técnica previamente descripta (Dewhurst y col., 1993).

Se realiz6 la coloracion de Gram (Britania, Buenos Aires, Argentina) y las siguientes
determinaciones: hemolisis (agar base sangre [Difco] adicionado con 5% de sangre de carnero),
catalasa (Difco), citocromo oxidasa (MacFaddin, 1980), crecimiento en agar MacConkey (Difco),
nitrato (MacFaddin, 1980), indol (agar sulfuro indol movilidad, Difco), ornitina decarboxilasa
(Difco) y urea (Difco). Cada aislamiento fue inoculado en caldo base rojo de fenol (Difco),
conteniendo 1% de los siguientes carbohidratos (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, EE.UU.):
glucosa, manosa, arabinosa, dulcitol, lactosa, maltosa, manitol, sacarosa, trehalosa, sorbitol y
xilosa. Los caldos inoculados fueron incubados a 37 °C y examinados a las 24 h, 48 h, y a los 7

dias. El biotipo se determin6 basado en descripciones previas (Fegan y col., 1995; Mutters y col.,
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1985). Las cepas fueron conservadas a -70 °C en caldo cerebro corazon (Difco, Detroit,
Michigan, EE.UU.) adicionado con 30% de glicerol (ICN), y almacenadas en el Laboratorio de
Diagnostico e Investigaciones Bacteriologicas (FCV-UNLP).

El aislamiento de A. pleuropneumoniae se realizé en medio de cultivo conteniendo agar
PPLO (Difco Laboratories, Detroit, Michigan) suplementado con 0,1 % glucosa, 0,002 % de
NAD (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) y adicionado con 5 % de sangre ovina. Las
placas se incubaron por 24 h a 37 °C en atmoésfera enriquecida con 10 % de CO2. Para la
identificacion de especie se consideraron las caracteristicas morfologicas y tintoriales del
microorganismo aislado asi como la produccion de f-hemdlisis, y las caracteristicas morfoldgicas
de las colonias. Para la caracterizacién bioquimica y fisioldgica se determino la produccion de

oxidasa, catalasa, factor CAMP, ureasa, y dependencia de factor V (GottschalkyTaylor, 2006).

3.2.6. Estudios moleculares

Muestras: En cada visita se obtuvieron muestras de secreciones nasales para la
identificacion de virus de influenza porcina mediante rRT-PCR. Previa sujecion de los animales,
mediante lazo nasal, se lavo la region del morro con agua corriente y se secd con toallas de papel
descartable. En cada animal el hisopado se realiz6 introduciendo en la cavidad nasal profunda de
ambos ollares, un hisopo de dacron estéril (Eurotubo®, Deltalab, Espafia) el que luego se coloco
en crioviales con 1,5 cc de medio de transporte para virologia (50% glicerol en una solucion de
buffer fosfato [PBS] conteniendo 1000 unidades de penicilina G, 200 mg de estreptomicina, 50
unidades de nistatina y 40 mg de gentamicina por ml). Las muestras se mantuvieron a -80 C°

hasta su procesamiento.
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Para el analisis molecular las muestras individuales se reunieron en grupos correspondientes
a diez animales, y de cada grupo se obtuvieron 50 pl de la solucién de transporte.

Extraccion del ARN gendmico viral (ARNv) y sintesis del cDNA: el gARN fue extraido
del sobrenadante de cada uno de los grupos (QIAamp RNA extraction kit, Qiagen GmbH, Hilden,
USA) y seguidamente, se realizo la sintesis del cDNA (High Capacity cDNA archive kit, Applied
Biosystems cod. 4322171), utilizando kits comerciales y de acuerdo a los protocolos provistos
por las companias productoras. La sintesis de cDNA se realiz6 con un volumen final de 30 ul por
reaccion (3 pl-RT-Buffer 10X, 1.2 ul ANTP mixture 25X, 3 ul ambos primers 10X, 1,5 pul enzima
MultiScribe RT 50U/ul, 6.3 pl agua bidestilada, 15ul gARN), bajo las siguientes condiciones de
ciclado: 25°C 10 min, 37°C 45 min.

rRT-PCR para deteccion de influenza tipo A: se evaluo , la deteccion del gen codificante
de la proteina de matriz (M) segun descripciones previas (Spackman y col., 2002).
Resumidamente, se utilizd6 un volumen final de 25 ul por reaccion (12,5 pl TagMan
UNIVERSAL PCR Master Mix -Applied Biosystems Cod.4304437-, 300 nM de cada primer,
100 nM probe, 2 pl agua bidestilada, 5 ul cDNA) bajo las siguientes condiciones de ciclado: 40
ciclos a 50°C, 2 min; 95°C, 10 min; 95°C, 15 segundos y 60°C, 1 min. Las secuencias de primers
utilizadas (forward M+25 : AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG; reverse M-124 : TGC
AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG) asi como la secuencia de la sonda (FAM M+64 : FAM-
5’-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-3° -TAMRA) fueron previamente publicadas

(Spackman y col., 2002).
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3.2.7. Analisis estadistico

Las diferencias entre las frecuencias de mortalidad entre los periodos y los establecimientos
estudiados, se analizaron a través de la prueba de ANOVA para datos no paramétricos (Kruskal-
Wallis), con un valor de significancia de P < 0.05. El andlisis post-hoc para determinar qué
grupos tuvieron diferencias significativas, se realizé con la prueba de comparaciones multiples de
Dunn's (P < 0.05), utilizando el programa Graph Pad Prism 5.01, (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA). El intervalo de confianza (IC) para la distribucion de las muestras se calculd con la
prueba-t para intervalo de confianza, y la diferencia en la frecuencia observada en los signos
clinicos entre los establecimientos se evalué mediante la prueba de ANOVA, considerandose el
nivel de significancia P < 0.05 con Minitab version 14 (Minitab Inc. 2000, version 14 para
Windows, State College, Pennsylvania). El control estadistico de proceso para la mortalidad
mensual en los establecimientos se realizO mediante Xbar-r chart (SPC para Excel, BPI
Consulting, LLC, Texas, USA), con el objetivo de detectar valores de mortalidad superiores al
promedio historico. Los pardmetros para determinar las variaciones entre grupos se establecieron
de la siguiente manera, > 1 ¢ por 5 periodos, 2 ¢ por dos periodos 0 >3 ¢ en al menos un periodo.

Para el analisis de riesgo de infecciones respiratorias se evallo la presencia de seroconversion
en distintas etapas de la produccion y su asociacion con variables ambientales y de manejo,
consideradas potenciales factores de riesgo. Sélo aquellas variables que presentaron un valor
significativo menor a P = 0,2 fueron incluidas en el modelo de asociacion (Tabla 11). A tal fin se
realiz6 un andlisis univariado para determinar la asociacidon entre ausencia y presencia de
seroconversion y factores individuales de manejo. La prueba de Chi —cuadrado fue utilizada para
tablas de contingencia de 2 x 2, y en aquellas tablas con menos de 5 entradas por celda se utilizo

la prueba exacta de Fisher. Para tal fin se aplico el procedimiento FREQ procedure, (SAS Inst.
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Inc., Cary, NC, Estados Unidos). A posteriori, con aquellas variables obtenidas en el analisis
univariado con un valor de P < 0,2, se realizé un analisis multivariado. Cuando se considerd
necesario, se incluyd un procedimiento de eliminacién retrograda de las variables que finalmente
integraron el modelo y se evaluaron las interacciones en ambas direcciones. El modelo de
medidas repetidas fue ejecutado, considerando los periodos como medidas repetidas y utilizando
una estructura de correlacion de auto-regresion. El efecto aleatorio fueron los animales con los
residuos para cada grupo. El modelo de regresion se realizd con el procedimiento, GLIMMIX

Procedure, (SAS Inst. Inc., Cary, NC, Estados Unidos).

3.3. Brote de influenza porcina causado por una cepa de influenza humana H3N2 no

contemporanea

3.3.1. Descripcion del establecimiento

El relevamiento se llevd a cabo en un establecimiento ubicado en la Provincia de Buenos
Aires, de ciclo completo, dividido en tres sitios de produccion: maternidad (sitio I), recria (sitio
1), y desarrollo y terminacion (sitio III). El mismo contaba con 6000 hembras en produccion, con
una reposicion propia de las reproductoras, que alcanzaba el 28% del plantel al momento de la
presentacion del cuadro. El sitio II estaba constituido por 10 galpones para alojar a los animales
en la etapa de recria. Cada galpon tiene capacidad para alojar una semana de produccion con un
promedio de 3019 animales. Los animales arriban con un promedio de 21 dias de vida, y
permanecen en dichos galpones hasta el comienzo de la etapa de engorde/terminacion (75 + 7
dias de vida). Al momento de la presentaciéon del cuadro clinico, la poblacion estable en la etapa

de recria fue de 24154 animales (poblacion de riesgo). La tasa de mortalidad promedio total del
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establecimiento, durante el periodo previo al brote fue calculada en un 9,5%.

3.3.2. Descripcion clinica

En noviembre del afio 2008 se observo un cuadro respiratorio agudo con signos clinicos
compatibles con infeccion viral. El cuadro clinico se observé inicialmente en la etapa de recria,
donde persistié por un periodo de 8 semanas y se disemind a un ritmo de un galpén por semana
afectando, al final del brote, ocho galpones sobre un total de nueve. Los signos clinicos
incluyeron tos, disnea, estornudos, exudados dculo-nasal, letargia, anorexia y fiebre. Inicialmente
el cuadro afectd6 un 2% de los cerdos de 40 dias de vida. La morbilidad se incremento
rapidamente alcanzando hasta un 40% en animales de 48-55 dias de edad. Los signos clinicos
desaparecieron de forma subita antes de que estos animales fueran trasladados al sitio III (70-75
dias de vida). La comparacion de los parametros productivos (ganancia diaria de peso, consumo
de alimentos y mortalidad) de 8 galpones afectados, entre un periodo de produccion previo y el

periodo donde se observaron los signos clinicos, no arrojo diferencias significativas.

3.3.3. Estudios anatomopatoldgicos, histopatoldgicos y etioldgicos

Durante el transcurso del cuadro clinico, un total de 10 animales presentando los signos
clinicos previamente descriptos fueron remitidos al Servicio de Anatomia Patoldgica, Facultad de
Ciencias Veterinarias UNLP, para su evaluacion post mortem. Previo a la eutanasia los animales
fueron pesados y se registr6é la temperatura corporal (38,5-39,0 °C normal). Los hallazgos de
necropsia se registraron en un formulario estandar, utilizado en el Servicio de Anatomia
Patologica de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.

Muestras: Se tomaron muestras para estudios histopatologicos, inmunohistoquimicos y
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microbiologicos (virologia y bacteriologia) de los organos que evidenciaron cambios
macroscopicos. Las muestras se colectaron con instrumentos estériles, se colocaron en recipientes
plasticos estériles de 50 ml y se mantuvieron refrigeradas a 4°C y/o congeladas a -70 °C hasta su
procesamiento. Se tomaron multiples hisopados de bronquios, bronquiolos y pulmoén los que se
remitieron y procesaron en el laboratorio de Virologia de Aves y Cerdos de CICV, INTA
Castelar para el asilamiento y posterior identificacion del virus de influenza.

Estudio histopatologico: las muestras de pulmén fueron fijadas en formol neutro al 10 %, se
incluyeron en una mezcla de parafina con histoplast (Biopack, Buenos Aires, Argentina) y se
colorearon con hematoxilina y eosina.

IHQ parala identificacion del virus de influenza: se utilizaron cortes parafinados de pulmon
de 4um de espesor, con lesiones orientativas de infeccion viral los que se procesaron mediante la
técnica LSAB2 system (Dako, CA, USA). Se realizo el bloqueo de la peroxidasa endégena con
una solucion de H,O; al 3% en PBS por 30 min a temperatura ambiente. Para la recuperacion
antigénica los cortes se incubaron con una solucién de proteasa XIV al 1% (Sigma-Aldrich,
Montana, USA), durante 40 min a 37°C. Las muestras fueron lavadas por 5 min con una solucion
de PBS-Tween 20. El bloqueo de uniones inespecificas se realizd cubriendo las muestras con
una solucion conteniendo 0.5g de leche descremada deshidratada en 20 ml de PBS, por 40 min a
temperatura ambiente. Se aplicé un anticuerpo primario monoclonal NP anti-influenza A
MSIg2a; IgGl (Millipore, Temecula, CA, USA) en una dilucion 1:500 durante 12 hs a 4°C.
Como sistema de deteccion se utilizo el kit de LSAB (DakoCytomation, CA, USA) y una
solucion de diaminobencidina como cromégeno. La muestra control positivo fue gentilmente
cedida por el Dr. Joaquin Segalés, Universidad Autéonoma de Barcelona, Espana. Como control

negativo las muestras se incubaron con PBS en reemplazo del anticuerpo primario.
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3.3.4. Identificacion viral

Muestras: las muestras de las vias aéreas se colectaron con un hisopo de dacron estéril
(Eurotubo®, Deltalab, Espafia) el que luego se colocd en crioviales con 1,5 cc de medio de
transporte para virologia (50% glicerol en una solucion de buffer fosfato [PBS] conteniendo 1000
unidades de penicilina G, 200 mg de estreptomicina, 50 unidades de nistatina y 40 mg de
gentamicina por ml). Las muestras se mantuvieron a -70 C° hasta su procesamiento.

El ARN gendmico viral (ARNv) fue extraido de una alicuota de 50 pl del sobrenadante del
medio de transporte (QIAamp RNA extraction kit, Qiagen GmbH, Hilden, USA) y seguidamente
se realizé la sintesis del cDNA (High Capacity cDNA archive kit, Applied Biosystems cod.
4322171), para lo cual se utilizaron kits comerciales y se siguid los protocolos provistos por las
compafiias productoras. La sintesis de cDNA se realizd6 con un volumen final de 30 pl por
reaccion (3 pl-RT-Buffer 10X, 1.2 ul ANTP mixture 25X, 3 pl ambos primers 10X, 1,5 pul enzima
MultiScribe RT 50U/ul, 6.3 pl agua bidestilada, 15ul gARN), bajo las siguientes condiciones de
ciclado: 25 °C 10 min, 37 °C 45 min.

El cDNA extraido de las muestras sospechosas de influenza porcina se evaltio con la técnica
de rRT-PCR, dirigida contra el gen codificante de la proteina de matriz (M) como se ha descripto
previamente (Spackman y col., 2002). Brevemente, se utiliz6 un volumen final de 25 ul por
reaccion (12,5 pul TagMan UNIVERSAL PCR Master Mix (Applied Biosystems Cod.4304437),
300 nM de cada primer, 100 nM probe, 2 ul agua bidestilada, 5 ul cDNA) bajo las siguientes
condiciones de ciclado: 40 ciclos a 50 °C 2 min, 95 °C 10 min, 95 °C 15 segundos, y 60 °C 1
min. Las secuencias de primers utilizadas (forward M+25: AGA TGA GTC TTC TAA CCG

AGG TCG; reverse M-124 : TGC AAA AAC ATC TTC AAG TCT CTG) asi como la secuencia
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de la sonda (FAM M+64 : FAM-5’-TCA GGC CCC CTC AAA GCC GA-3° -TAMRA) fueron

previamente publicadas (Spackman y col., 2002).

3.3.5. Aislamiento viral

Las muestras positivas por la técnica de rRT-PCR fueron procesadas para el aislamiento
viral en células MDCK. Se utilizaron 200 pl de una suspension al 10% de PBS de homogenizado
de tejido pulmonar y/o hisopado nasal. La suspension fue clarificada por centrifugacion a 3000 x
g por 10 min a 4 °C y el sobrenadante fue inoculado en células MDCK segun el protocolo
descripto por la Organizacién Internacional de Epizootias (OIE) (2000). Se constatdé la
replicacion viral sobre la base de la identificacion de efecto citopatico y la confirmacion por

rRT-PCR.

3.3.6. Analisis genético y caracterizacion filogenética

A partir del aislamiento en células MDCK se obtuvo el virus denominado
A/swine/Argentina/CIP051-A2/08 (H3N2) -de aqui en adelante A2/08-. El genoma viral fue
amplificado por la técnica de RT-PCR como fuera previamente descripto (Hoffmann y col.,
2001). La secuenciacion se realizo con el kit BigDye Terminator (Applied Biosystems ™, Foster
City, CA, EE.UU.) en un equipo ABI 3730 (Applied Biosystems ™, Foster City, CA, EE.UU.).
La informacion gendmica se obtuvo a partir de secuencias superpuestas cubiertas por forward y
reverse primers. Para la secuenciacion se realizaron al menos dos reacciones independientes de
RT-PCR para cada gen. Las secuencias fueron ensambladas, editadas y analizadas con Lasergene
8.1 (DNASTAR). Para determinar la proximidad genética del virus con otras cepas circulantes, se

realizo el analisis nucleotidico en BLAST (en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) de
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cada uno de los segmento gendmicos del virus asilado.

3.3.7. Estudios seroldgicos

Se realiz6 un estudio seroldgico transversal en cerdos contemporaneos a aquellos que sufrieron el
brote de enfermedad respiratoria (56 dias de vida) 30 y 50 dias posteriores a la desaparicion de
los signos clinicos.

Muestras: se obtuvieron mediante venopuncion directa de la vena cava craneal de 10
animales, de cada grupo etario. Se utilizaron agujas 21G x 17, jeringas de 12 cc., y tubos
colectores de vidrio de 20 cc. Las muestras se conservaron a 4° C, hasta su centrifugacion
durante 3 minutos a 3000 rpm. El suero obtenido se colocd en tubos de polipropileno de 2 cc, con
identificacion individual, conservandose a -20° C hasta la realizacion de las pruebas serologicas
correspondientes.

Deteccion de anticuerpos por ELISA: Las muestras se procesaron para la deteccion de
anticuerpos contra influenza porcina HIN1 y H3N2, mediante el método de ELISA (HerdChek*
SIV HIN1 y H3N2, IDEXX Laboratories, Inc, Maine, USA). Las muestras se consideraron
negativas o positivas sobre la base del calculo del S/P ratio con un valor de corte de 0,4 (<0,4
negativo, >0,4 positivo) mediante un software especifico (xChek™ Assay Management System
version 3.3, IDEXX Laboratories), provisto por el laboratorio productor de la prueba. La
densidad optica se midi6 en un espectrofotometro a 650 nm de longitud de onda (DO: 650nm)

(Labsystems MultisKan MS, Finlandia).
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4. RESULTADOS
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4.1.  Estudio retrospectivo: prevalencia serolégica del virus de Influenza A en cerdos en
Argentina durante el afio 2002

La prevalencia seroldgica intra-granja fue variable dependiendo de la técnica utilizada.
Asi, por la técnica de IHA se observé una variacion de entre el 38,5 % y el 100 % para el subtipo
H1 y de entre el 7,7 % y el 100 % para el subtipo H3 (Figura 1). Asimismo, en aquellos
establecimientos detectados positivos por la técnica de IHA, se observo una amplia distribucion
del TGM en los animales positivos tanto para los subtipos HIN1 y H3N2, yendo desde titulos de
1:40 y alcanzando valores de 1:1280 (Figura 2-3). Por otro lado, mediante la técnica de ELISA,
los valores de prevalencia oscilaron entre el 2,3 % y el 6,9 % para el subtipo HI y entre el 9,6 %
y el 48 % para el subtipo H3 (Figura 4). En la tabla 1, se indica la prevalencia total para los
subtipos H1 y H3 asi como las muestras con reaccion positiva para ambos subtipos. El analisis
estadistico de la prevalencia intra-granja obtenida por las pruebas de IHA y ELISA arrojo
diferencias estadisticamente significativas (p = < 0,001).

A nivel establecimiento no se observaron diferencias significativas entre ambas técnicas
utilizadas (H1: p = 0,20; H3: p = 0,11). La prevalencia a nivel granja para los subtipos HI y H3,
asi como la prevalencia para ambos subtipos, se expresan en la tabla 2.

La concordancia observada entre las pruebas a nivel individual fue nula, mientras que a

nivel de granja, fue escasa (Tabla 3).

4.2.  Estudio retrospectivo: estudio etioldgico en pulmones con lesiones compatibles con
neumonia necrotica porcina
En el estudio etioldgico de casos compatibles con NNP, los hallazgos macroscépicos

correspondieron a un cuadro de bronconeumonia con localizacion en los 16bulos anteriores y sin
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compromiso pleural. Se observaron bronquiolitis necrotica e hiperplasia del epitelio bronquiolar
con presencia de células necréticas y polimorfonucleares en la luz de los bronquios y bronquiolos
e infiltrado de células linfoides peribronquilar y perivascular (Figura 5).

En los alvéolos las lesiones fueron de tipo exudativo y proliferativo (Figura 6A- 6B). Las
primeras consistieron en alvéolos con exudado serofibrinoso y proliferacion e infiltracién de
macrofagos en el septo y en la luz alveolar. Las lesiones proliferativas se caracterizaron por
hiperplasia de neumocitos tipo II y proliferacion de tejido conjuntivo en la pared alveolar.

La inmunomarcacion del virus de influenza resultd positiva solamente en las muestras
procesadas mediante la técnica de congelacion y se localizé en las células descamadas en la luz
de los bronquios y bronquiolos asi como en los macrofagos intersticiales (Figura 7).

La inmunomarcaciéon de PCV-2 consistidé en una fuerte reaccion positiva en los
macrofagos alveolares e intersticiales y moderada en las células de la lamina propia de las vias
areas, bronquios, bronquiolos y en histiocitos intersticiales (Figura: 8-9). Ninguna de las muestras
procesadas para la deteccion del virus de PRRS evidenci6 sefial positiva.

Durante el andlisis morfoldgico de las muestras mediante microscopia electronica, se
observaron abundantes estructuras intracitoplasmaticas de forma redonda a poligonal, de
aproximadamente 80-100 nm. Dichas estructuras se caracterizaron por la presencia de una corona
de espiculas periféricas y resultaron compatibles con particulas virales de la familia
Orthomixoviridae (Figura 10).

De ambos casos se aislo e identificd P. multocida.
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4.3. Estudio longitudinal prospectivo para la determinacion de agentes causales de

enfermedades respiratorias en 10 establecimientos porcinos de produccion intensiva

4.3.1. Estudio epidemioldgico

El promedio de madres por establecimiento fue de 225 (DS£110). El stock promedio
durante el periodo de estudio fue de 789 (DS 386) y 1690 (DS+ 827) para las etapas de recria y
engorde-terminacion respectivamente. Los establecimientos se caracterizaron como de cria
intensiva confinada con multiples sitios dentro del mismo predio. La frecuencia observada de
establecimientos para cada una de las caracteristicas de produccién, asi como los factores
considerados de riesgo se expresan en la tabla 4. La edad promedio en que los animales
alcanzaron el peso de faena fue de 195 dias (DS+13,6) (Figura 12A) con un peso promedio de
104,6 kg (DS+ 6,06) (Figura 12B). La ganancia de peso promedio observada en las granjas para
los periodos entre los 56-82 dias fue de 529 g (95% IC 383-675) (n = 6), entre los 82-105 dias,
594 g (95% IC 435-753) (n=7) y para el periodo comprendido entre los 105 dias y la faena fue
de 620 g (95% IC 524-717) (n = 9). La ganancia diaria global desde los 56 dias hasta la faena fue
de 632 g (95% IC 596-669) (n = 9) (Figura 12C). Debido a la falta de registro en uno de los
establecimientos, la mortalidad se calculé en 10 establecimientos excluyendo asi a G5 del
analisis. La mortalidad global a lo largo de toda etapa de produccién, evaluada durante un
periodo de 12 meses incluyendo los 4 meses del relevamiento epidemioldgico, fue de 18,24%
(95% IC 16,8-19,6). Cuando se evalu6 la mortalidad promedio para cada una de las categorias de
produccion, se observéd que en la maternidad fue de 10,19% (95% IC 9,5-10,8), en la recria fue
de 3,88% (95% IC 3,1-4,6) y en la etapa de terminacion fue de 4,3% (95% IC 3,7-4,8). Sin

embargo, no solo se observaron diferencias estadisticas (P < 0.05) en el promedio de mortalidad
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global entre establecimientos (Figura 13A), sino que un numero variable de establecimientos
mostrd diferencias significativas (P < 0.05) con respecto a su promedio de mortalidad por etapa
de produccién a lo largo de un ano (Figura 13B, 13C, 13D). Todos los establecimientos
evidenciaron, al menos, un periodo con aumento significativo de la mortalidad global (Figura
14A). En todos los establecimientos, excepto en G1, se observo al menos un periodo que supero
el control estadistico de proceso durante los meses en que se llevd a cabo este relevamiento. El
mismo analisis fue realizado en las distintas etapas de produccién observandose la misma
tendencia que para la mortalidad global (Figura 14B, 14C, 14D).

Debido a la falta de registros de prevalencia para cada uno de los signos clinicos
evaluados, estos se categorizaron como presentes o ausentes sobre la base de las entrevistas a los
veterinarios asesores y lo observado en cada una de las visitas a los establecimientos. Asi, los
establecimientos fueron considerados positivos cuando cada una de las variables fue reportada u
observada afectando a mas del 50% del plantel. Dado que la presencia de signos respiratorios fue
uno de los requisitos para que los establecimientos entraran en este relevamiento, estos se
agruparon por subcategorias, teniendo en cuenta la edad afectada (recria, desarrollo-terminacién)
y el tipo de signo clinico observado (tos, estornudo, descarga 6culo-nasal, distribucion del
cuadro, duracion del cuadro), estimandose la frecuencia de establecimientos afectados. También
se registro la frecuencia de establecimientos que presentaron signos sistémicos compatibles con
sindrome de adelgazamiento multisistémico posdestete. Para tal fin se evaluo la presencia de
animales con adelgazamiento, palidez, disparidad en los pesos dentro de los lotes y disminucion
del consumo de alimento (Tabla 5).

En la etapa de recria, se observaron tos y estornudos, en un 63% de los establecimientos

(95% IC; 30,0-89,0). No se identificaron diferencias significativas (P > 0,05) en la frecuencia de
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establecimientos con respecto a la presencia de descargas oculo-nasales 36,3% (95% IC; 10,9-
69,2) y postracion e inactividad 45,4% (95% IC; 16,7-76,6). Se observé que la frecuencia para la
distribucion aleatoria de los signos clinicos, 72,2% (95% IC, 39,0-93,9), fue significativamente
mayor (P 0,001) que el resto de las distribuciones. Finalmente, no se observaron diferencias
significativas (P 0,25) entre la frecuencia de establecimientos con diferente duracion de los
cuadros respiratorios. Asi, la frecuencia de establecimientos que mostraron signos clinicos por un
periodo de entre 1-7 dias, fue del 18,1% (95% IC, 22,8-51,7), entre 7-21 dias, 27,2 % (95% IC,
6,0-60,9), hasta dos meses, 9,0% (95% IC, 0,2-41,9) y con presentacion persistente, 45,4 %
(95% 1C, 10,9-69,2).

En la etapa de desarrollo-terminacion se observo la misma tendencia, con diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la frecuencia de establecimientos que presentaron
tos, 81,8% (95% IC, 42,8-97,7) y estornudos, 72,7% (95% IC, 39,0-93,9) (P 0,035). No se
observaron diferencias (P 0,635) en la frecuencia de establecimientos que presentaron descarga
oculo-nasal, 36,3% (95% IC, 10,9-69,2) o postracion e inactividad, 45,5% (95% IC, 16,7-77,6).
En el 100% de los establecimientos se observd una distribucion aleatoria de los cuadros
respiratorios. En la etapa de desarrollo-terminacion, la frecuencia de establecimientos que
presentaron una duracioén de los signos clinicos entre 1-7 dias (18,1%) y de forma persistente
(45,5%) (95% 1C, 16,7-77,7), fue significativamente mayor (P 0.015) que la observada para el
intervalo 7-21 dias (0%) (95% IC, 0,0-23,8), y hasta dos meses (9,0%) (95% IC, 0,22-41,2).

Referente a los signos clinicos sistémicos, se observo una diferencia significativa (P 0,01)
en la frecuencia de de establecimientos con signos de adelgazamiento (81,8%) (95% IC, 48,2-
97,7), mientras que no se observaron diferencias en el porcentaje de establecimientos donde los

lotes presentaban palidez (63%) (95% IC, 30,7-89,0) y diarrea (63%) (95% IC, 30,7-89,0). La
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disminucién del consumo se vio afectada solo en un 18,18% (95% IC, 2,2-54,7) de los
establecimientos durante el periodo en estudio. La frecuencia de establecimientos para cada una

de las categorias en produccion y los signos clinicos evaluados se expresa en la Tabla 5.

4.3.2. Estudio anatomopatoldgico

Sobre un total de 42 muestras analizadas provenientes de 10 establecimientos, el 38,1%
(95% IC, 0,06-12,5) present6 lesiones compatibles con BNCS, el 23,8% (95% IC, 9,73-37,8) con
CC, el 14,2% (95% 1C, 2,51-26,05) con PLF, el 11,9 % (95% IC, 3,98-25,6) con BB, el 9,5%
(95% IC, 2,65-22,62) con PL. Sélo un bajo porcentaje presentd lesiones compatibles con NEP
2,4% (95% IC, 0,06-12,5). No se observaron lesiones compatibles con AV. Los establecimientos
se consideraron positivos para los distintos tipos de lesiones pulmonares, cuando al menos un
animal presento lesiones con las caracteristicas previamente descriptas. Asi, lesiones de tipo
BNCS fueron observadas en 7/10 establecimientos, CC en 5/10, PLF en 4/10, PL 3/10, BB 2/10,
y NEP en 1/10. En la Tabla 6 se presenta en detalle la frecuencia de lesiones histopatologicas por
establecimiento y tipo de lesion.

Sumado a las lesiones pulmonares también se evaluo la presencia de lesiones
histopatologicas en otros 6rganos. Asi, en todos aquellos animales de quienes se obtuvieron
muestras para evaluar lesiones pulmonares se colectaron muestras de linfonodos superficiales y
profundos, tonsilas, rifiones, corazon, higado e intestino delgado y grueso. La frecuencia y tipo
de lesiones observadas sobre el total de animales analizados por establecimiento se expresa en la
Tabla 7.

La evaluacion de los pulmones en frigorifico evidencio que sobre un total de 649 animales

evaluados, 392 (60,5 %) presentaron algtn tipo de lesion pulmonar. La frecuencia con la que se
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observaron lesiones de tipo M varid entre el 16,6 % y el 90% entre establecimientos. Mientras
que la frecuencia de animales que presentaron lesiones de tipo MC, F y PLC vari6 entre 0-66,7%,
0-36,1% y 0-25% respectivamente. La distribucion total de lesiones por establecimiento se
describe en la tabla 8. El porcentaje de parénquima afectado segun tipo de lesion varid para cada
establecimiento desde 4,2-16,2% para lesiones de tipo M, 0-21,7% para MC, 0-13,1% para F y 0-

41,7% para lesiones de tipo PLC (Tabla 8).

4.3.3. Estudio seroldgico

Mediante la evaluacién serologica, a los 56, 85, 105 y 193 dias de vida, no se detectaron
anticuerpos contra los subtipos HIN1 y H3N2 del virus de influenza. La frecuencia de animales
seropositivos a M. hyopneumoniae varid a lo largo del periodo de estudio. Asi, la prevalencia
promedio intra-granja fue de 58% (95% IC 30,6-85,35) a los 21 dias de vida, 48% (95% IC 14,3-
81,7) a los 35 dias de vida, 41% (95% IC 15,8-66,1) a los 56 dias de vida, 41 % ( 95% IC 20,1-
61,9) a los 86 dias de vida, 46 % ( 95% 18,7-73,2) a los 105 dias de vida 'y 63 % ( 95% IC 36,0-
89,9) a los 195 (DS+13,6) dias de vida. A los 21 dias solamente G1 fue negativa contra M.
hyopneumoniae y permanecio con este perfil serologico hasta los 86 dias. El porcentaje por
etapa para cada establecimiento estd representado en la Figura 15A. Todas las granjas fueron
positivas para A. pleuropneumoniae a los 21, 35 y 56 dias. A los 105 dias de vida s6lo G8 y G9
fueron negativas volviendo a mostrar seroconversion a los 165 dias. La prevalencia intra-granja
fue del 100% (95% IC 100,0-100,0) a los 21 dias de vida, 97% (95% IC 92,2-101,8) a los 35 dias
de vida, 71% (95% IC 58,2- 83,8) a los 56 dias de vida, 27 % ( 95% IC 7,3-46,6) a los 86 dias
de vida, 33 % ( 95% 7,9-58,0) a los 105 dias de vida y 39 % ( 95% IC 7,9-58,0) a los 195

(DS+13,6) dias de vida. El porcentaje de animales afectados por etapa para cada establecimiento
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se representa en la Figura 15B. Por razones econdmicas solo 10 granjas fueron evaluadas para
determinar la presencia de anticuerpos contra PCV-2. A los 21 y 35 dias de edad todas las
granjas fueron seropositivas a PCV-2. Sin embargo G4, G6 y G7 fueron negativas a los 56, 86 y
105 dias respectivamente. La prevalencia intra-granja fue del 80% (95% IC 63,5-96,4) a los 21
dias de vida, 77,5% (95% IC 59,7-95,3) a los 35 dias de vida, 32 % (95% IC 8,5- 56,4) a los 56
dias de vida, 20 % (95% IC 3,5-36,43) a los 86 dias de vida, y 20 % (95% 0,3-40,3) a los 105
dias de vida. El porcentaje de animales seropositivos por etapa, para cada establecimiento, se

representa en la Figura 15C.

4.3.4. Estudios inmunohistoquimicos y bacteriologicos

Se observé inmunomarcacion contra PCV-2 en lesiones pulmonares en un 72 % de los
establecimientos evaluados (8/11). Sobre un total de 40 muestras con lesiones pulmonares, se
observo inmunomarcacion contra PCV-2 en un 40 % (16/40) de los animales (Tabla 9). En
ninguna de las secciones pulmonares se detectd virus de influenza porcina (Tabla 9). En todos
los animales evaluados en granja las muestras de pulmoéon fueron procesadas para la
determinacion de los agentes bacterianos mas comunes causales de enfermedades respiratorias.
Asi, los hallazgos mas prevalentes fueron P. multocida biovar 3, P. multocida biovar 2, y A.
pleuropneumoniae. La distribucion de dichos agentes, por establecimientos, se expresa en la

Tabla 10.

4.3.5. Analisis de factores de riesgo y estudio de la correlacion entre los perfiles serolégicos,
contra cuatro agentes que producen infecciones respiratorias, con las lesiones en frigorifico

y la ganancia diaria de peso
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El perfil serolégico contra M. hyopneumoniae presentd diferencias significativas entre los
periodos de maternidad y recria P = 0,001 (OR 0.243; 95% IC 0,089-0,665) y entre el periodo de
recria y terminacion P = 0,01 (OR 0,23; 95%IC 0,072- 0,751). La prevalencia serolégica contra
A. pleuropneumoniae mostré diferencias significativas entre las etapas de maternidad y recria P
< 0,001 (OR 27,1; 95% IC 9,29-79,1) pero no se observaron diferencias entre las etapas de recria
y terminacion P = 0,27 (OR 1.28; 95%IC 0,75-2,19). Las etapas de maternidad y recria
mostraron diferencias con respecto al porcentaje de animales positivos contra PCV-2, P < 0,001
(OR 2,65; 95% IC 1,66- 4,24). Sin embargo no se observaron diferencias entre las etapas de
recria y terminacién P = 0,94 (OR 1,07; 95% IC 0,65-1,78).

En relacion a la asociacion de factores de riesgo, se observdé que el manejo todo
adentro/todo afuera, la limpieza de los corrales con agua caliente y el tamano del establecimiento
fueron variables con menor probabilidad (factores protectores) de favorecer la seroconversion
contra M. hyopneumoniae. Por el contrario, el tratamiento profilactico asi como el tratamiento
con antibidticos fueron considerados factores de riesgo para la presencia de animales
seropositivos contra M. hyopneumoniae. Las variables manejo todo adentro/todo afuera, la
presencia de pisos enrejados (o emparrillados), asi como tratamientos antibidticos fueron
considerados factores de riesgo para la presentacion de animales seropositivos contra A.
pleuropneumoniae. Las variables manejo de limpieza y desinfeccion, asi como el tamano de
granja no parecen ser factores de riesgo asociados a la seroconversion contra A.
pleuropneumoniae. El uso de mediacion profilactica presentdé una menor probabilidad de
favorecer la seroconversion contra A. pleuropneumoniae.

El tamafio del establecimiento, sumado al factor limpieza y desinfeccion tuvieron un

papel importante como factores de riesgo en la presencia de animales seropositivos contra PCV-
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2. No se observo asociacion entre el manejo todo afuera/todo adentro, la presencia de pisos semi-
solidos y el manejo profilactico de rutina, con la presencia de animales seropositivos contra PCV-
2. Por ultimo, el uso de tratamiento antibidtico parece tener muy baja asociacion causal en la
presencia de seroconversion contra PCV-2 (Tabla 12).

Cuando se determind el porcentaje y tipo de lesiones que los animales presentaban en la
planta de faena para establecer su correlacion con el perfil serologico del establecimiento, se
observéd que el porcentaje promedio de cerdos con lesiones pulmonares en frigorifico fue 51%
(DS+£19,2). El tipo de lesion, en porcentaje, fue: M 24.6% (DS£14,17), F 13.37% (DS+£11,93),
MC 13,03% (DS £9,45) y PLC 1.87% (DS £2,87). El promedio de edad a faena fue 195 dias
(DS+13,6). El peso promedio de faena fue 104kg (DS%6) y la GDP 602g/dia (DS=£92).

Se observo una correlacion negativa entre la GDP a los 82-105 dias y el porcentaje de
animales seropositivos a A. pleuropneumoniae a los 165 dias (r =-0,78 6, P = 0,036).

La correlacion entre la GDP 82-105, GDP 105-faena y el porcentaje de seropositivos a M.
hyopneumoniae a los 86 y 165 dias respectivamente fue de caracter negativo (» = -0,778, P =
0,023); (r = -0,821, P = 0,007). La < GDP entre los 82-105 dias mostrdé correlacion con el

porcentaje de cerdos con lesiones de tipo MC (» = -0,714, P = 0,023) (Tabla 13).

4.4. Brote de influenza porcina causado por una cepa de influenza humana H3N2 no

contemporanea

4.4.1. Hallazgos anatomopatoldgicos histopatologicos y de inmunohistoquimica
Los 10 animales enviados para su evaluacion post mortem pertenecian a la etapa de recria

con una edad promedio de 49 dias (rango 45-51 dias) y presentaron un peso promedio de 11.92
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kg (SD+ 3,17). La temperatura corporal fue variable, observandose 4 animales dentro de los
valores normales para esta etapa, dos de ellos estaban hipotérmicos, y solamente en 3 casos se
considerd que los animales presentaban un cuadro febril (tabla 14).

E1 90% (9/10) de los cerdos evaluados presentaron consolidacion pulmonar craneo-ventral
la cual comprometié desde el 5 al 60% del parénquima pulmonar. Dos de los cerdos evaluados
presentaron multiples focos diseminados de consolidacion pulmonar de color rojo oscuro (lesion
en tablero de ajedrez) (Figura 16A, B), y en tres de ellos se observo pleuritis de tipo fibrinosa. El
40% de los animales (4/10) present6 algiin grado de compromiso de los cornetes nasales,
variando las lesiones de rinitis atréfica desde grado 2 a 4. Un solo animal present6 lesiones en
tracto gastrointestinal, caracterizadas por abundante ingesta sin digerir y contenido intestinal
liquido y de color amarillo. Los hallazgos macroscopicos se resumen en la tabla 14. FEl
diagndstico presuntivo, sobre la base del examen anatomopatologico, fue neumonia de tipo viral
en siete cerdos y de tipo bacteriana en dos de los cerdos examinados.

Durante la evaluacion histoldgica se observo que el 70% (7/10) de los cerdos presentaron
severa bronquiolitis necrdtica. Los bronquiolos estaban ocluidos por neutrofilos y células
necroticas descamadas. Las vias aéreas afectadas presentaron descamacion epitelial y/o
revestimiento de epitelio plano (Figura 17A,B). Las paredes alveolares se observaron engrosadas
y con infiltracién de células mononucleares, formando un patréon de tipo lobulillar. Un animal
presentd la luz alveolar ocupada por macrofagos, neutréfilos y exudado fibrinoso. En el 20%
(2/10) se observé bronconeumonia. Uno de los casos presentd hiperplasia del epitelio bronquiolar
y severa infiltracion de polimorfonucleares en la luz de las vias aéreas; el otro evidencid una
bronconeumonia supurativa y pleuritis. En un animal, la mucosa nasal presentd severa

infiltracion de linfocitos y neutréfilos, con cuerpos de inclusion en las células epiteliales de las
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glandulas tubuloalveolares de la mucosa nasal. En un caso se observaron lesiones intestinales
caracterizadas por colitis y cecitis catarral. En dos casos no se observaron lesiones de caracter
diagnostico.

En el 40% de los casos evaluados por IHQ se observo que las células epiteliales
bronquiales y bronquiolares presentaron una fuerte marcacion citoplasmatica y nuclear contra el
antigeno NP, asociada a minimos cambios inflamatorios caracterizados por escasas células
mononucleares  intra-alveolares (Figura 18A, B). Los cambios histologicos e

inmunohistoquimicos se resumen en la tabla 15.

4.4.2. Aislamiento en cerdos y caracterizacion de una cepa humana de influenza A subtipo
H3N2 no contemporanea

Todas las muestras analizadas, con diagnostico presuntivo de neumonia viral, presentaron
sefial positiva por rRT-PCR frente al gen de matriz del virus de influenza. Las muestras positiva
por rRT-PCR, fueron inoculados en células MDC, para el aislamiento viral. Después de dos
pasajes, se realizd el aislamiento del virus de influenza a partir del homogeneizado de las
muestras de pulmén. Dichos aislamientos fueron posteriormente amplificados por PCR y
secuenciados. La secuenciacion completa del genoma de A/swine/Argentina/CIPO51- A2/2008
(H3N2) (A2/08) reveld 96-98% de identidad nucleotidica con cepas H3N2 del virus de influenza

humana que circul6 en Oceania y América del Norte desde 2000 a 2003 (Tabla 16).

4.4.3. Estudios seroldgicos



76

Con excepcion de una muestra positiva a H3N2, todos los sueros fueron negativos a HIN1 y
H3N2. De las muestras tomadas al momento de la faena el 98% fueron positivas al subtipo

H3N2.
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5.1.  Estudio retrospectivo: Prevalencia serologica del virus de influenza A en cerdos en
Argentina durante el afio 2002. Estudio etioldgico en pulmones con lesiones compatibles con
neumonia necrotica porcina

La prevalencia individual observada para el subtipo H1 por la técnica IHA fue del 89,6 %
(IC 54,55 - 98,07) y resultod cercana a los valores observados en EE.UU, entre los afios 1998 y
2000 (66,3 % - 100 %) (Choi y col., 2002). Sin embargo, difiere de lo descripto en Europa (20% -
25 %) y en China (3,4 % al 12 %) para la cepa porcina clasica (Brown, 2000; Li y col., 2004).
Las diferencias en la prevalencia serologica observada entre EE.UU y Asia podrian ser relativa,
ya que la cepa porcina HIN1 observada en EE.UU es filogenéticamente cercana a la cepa
circulante en la poblacion humana lo cual aumentaria el nimero de reacciones cruzadas,
incrementandose el porcentaje de animales seropositivos detectados. Sin embargo, en la UE el
subtipo HIN1 predominante estd relacionado con cepas de origen aviar (Marozin y col., 2002),
con menor probabilidad de reacciones cruzadas.

La alta prevalencia individual obtenida por la prueba de IHA sumada a la alta sensibilidad
de esta técnica, sugieren que en las poblaciones porcinas de la Argentina circularon, al menos
desde 2002, cepas virales humanas o cepas porcinas con gran proximidad filogenética a las
utilizadas en este estudio.

En relacion al subtipo H3N2, en EE.UU. no se describieron casos clinicos provocados por
cepas antigénicamente relacionadas a cepas humanas hasta 1984 (Brown, 2000; EasterdayyVan
Reeth, 1999). Se demostré que existe reaccion cruzada entre cepas, en particular con la cepa
A/Sydney/5/97 H3N2 (Van Reeth y col., 2006). Sin embargo este subtipo circulante, resultante
de una doble o triple recombinacion, contiene material genético de cepas humanas (HA, NA,

PB1) (Webby y col., 2004). Desde 1998, se observaron infecciones naturales, respuesta inmune y
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aislamientos de este subtipo viral (Olsen, 2002; Zhou y col., 1999). En nuestro estudio, la
prevalencia seroldgica a nivel individual fue de 73,8 % (IC 69,08 — 78,51) cercana a la descripta
en EE.UU. (65,1 %) y México (56 %) (6, 21) y difiri6 de las descriptas en UE y Asia (Choi y
col., 2002; Lee y col., 1993; Maldonado y col., 2006). Sin embargo, a nivel de establecimiento,
los resultados obtenidos mediante la prueba de ELISA (H1 y H3) fueron diferentes a los
descriptos en otros paises (Jung y col., 2002).

La deteccion de anticuerpos contra los subtipos H1 y H3 es variable segun el pais donde
se realizo6 el estudio, por ejemplo, en Corea 25,3 % (Jung y col., 2007); 6,6 % en México (Fleites
y col., 2004) y en EE.UU. 1,4-2,5 % (Choi y col., 2002). En este trabajo, el alto porcentaje de
sueros positivos para ambos subtipos (62,4 %) fue similar al porcentaje de establecimientos
positivos (76,9 %). La ausencia de reactividad cruzada entre los subtipos H1 y H3 ha sido
documentada (Webby y col., 2000), por lo que estos resultados reflejarian la circulacién de
ambos subtipos.

Ambas pruebas seroldgicas tienen una sensibilidad variable y son de alta especificidad
(Chittick y col., 2002). No hay consenso respecto a la concordancia, siendo nula (Janke, 2000) o
mayor del 80 % (Chittick y col., 2002; Skibbe y col., 2004). En este estudio se observd una
concordancia nula a nivel individual y escasa a nivel establecimiento. Esto podria explicarse por
los diferentes antigenos utilizados en la prueba de IHA (cepas de origen humano) y ELISA (cepas
porcinas) (Skibbe y col., 2004).

Probablemente, las diferencias observadas entre ambas pruebas se deban a las
caracteristicas inherentes a las mismas, a los diferentes antigenos utilizados y a los isotipos de

anticuerpos detectados por cada una de ellas.
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Durante el periodo en que se desarrolld este trabajo, en la Argentina no se registraron
casos clinicos confirmados de influenza A en las poblaciones porcinas. Asimismo, tampoco se
registraron aislamientos virales provenientes de cerdos. Se descarta la posibilidad de deteccion de
anticuerpos vacunales ya que no existen vacunas comerciales disponibles en el mercado. Los
resultados obtenidos reflejan la circulacion del virus de influenza A subtipos H1 y H3 en la
poblacion porcina nacional desde al afio 2002.

Debido a la pobre concordancia observada entre las pruebas diagndsticas utilizadas en
este estudio, la prueba de ELISA, podria ser de utilidad para el diagndstico a nivel de
establecimiento ya que esta ultima detectd al menos un animal positivo en cada establecimiento.
El relevamiento y actualizacion de las cepas circulantes no solo resultard beneficioso para la
industria porcina, sino también para los programas de salud publica que deben conocer las nuevas
variables antigénicas del virus involucradas.

Los resultados del estudio etiologico en las lesiones compatibles con NNP concuerdan, en
parte, con los indicados en la bibliografia, en la que se hace referencia a la identificacion de mas
de un agente viral como causal de esta entidad (Drolet y col., 2003; Larochelle y col., 1994;
Pesch S y col., 2000). Sin embargo, tanto en Canada (Drolet y col., 2003) como en Alemania
(Rekik y col., 1994) e Italia (Morandi y col.), la participacion viral mas cominmente observada
en casos de NNP fue la del PRRSv s6lo o en combinacion con PCV-2 y no asi la asociacion
entre VI y PCV-2. Contrariamente, estudios recientes realizados en Europa muestran a PCV-2,
solo o en asociacion con PRRSv, como el agente mas frecuentemente detectado en lesiones NNP
(Grau-RomaySegales, 2007; SzerediySzentirmai, 2008). El hecho que el VI en cerdos ha sido
practicamente descartado en estudios de campo como agente causal de NNP, debido a su baja

prevalencia en las lesiones pulmonares, no lo invalida como uno de los posibles agentes causales
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de este tipo de lesiones. En estudios experimentales se ha podido reproducir el cuadro con las
lesiones descriptas, con cepas de VI antigénicamente diferentes a las observadas en casos de
campo. (Dea y col., 1992; Rekik y col., 1994). La situacién de nuestro pais, libre de PRRSv,
sumado a que en el momento de este relevamiento no habia informacion de aislamiento de VI en
cerdos, dificulta la interpretacion de la etiopatogenia de NNP. La marcacion positiva para el virus
de influenza lograda mediante una sola de las técnicas utilizadas podria atribuirse al corto tiempo
posinfeccion durante el cual el virus puede ser detectado, o a problemas inherentes a la técnica
como, por ejemplo, el método de recuperacion antigénica. La deteccion de PCV-2 y el
aislamiento de P. multocida en ambas muestras, soportan la suposicion de una amplia difusion de
este virus en nuestro medio, aun en cerdos en terminacion. El aislamiento de P. multocida de los
pulmones afectados concuerda con hallazgos previamente descriptos (Hansen y col., 2010). La
presencia de numerosos agentes bacterianos ha sido asociada con infecciones virales primarias,
que facilitarian, luego del ingreso al tracto respiratorio, la colonizacion de las vias aéreas
(DoneyWhite, 2003; Lopez-Soria y col., 2010; Palzer y col., 2008). Este ultimo punto es de suma
importancia ya que la colonizacion bacteriana secundaria muchas veces podria enmascarar las
lesiones primarias causadas por una infeccion viral inicial. En este relevamiento tres agentes
fueron identificados en lesiones de NNP, no descartandose la posibilidad que otros agentes como
el virus de Aujeszky, Torque teno virus (TTV) o coronavirus respiratorio pudiesen estar
involucrados en el desarrollo de este cuadro anatomopatologico.

En este relevamiento serologico y estudio etiologico de lesiones de NNP se determinaron
la circulacion y presencia del virus de influenza. Sin embargo, durante el periodo de estudio no se

presentaron reportes de aislamiento viral en nuestro pais.
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5.2. Estudio longitudinal prospectivo para la determinacion de agentes causales de
enfermedades respiratorias en 10 establecimientos porcinos de produccion intensiva

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar la circulacion del virus de influenza porcina
durante un ciclo completo de produccion, en 10 establecimientos con manejo intensivo asi como
su impacto en las variables productivas. Ademas, dada la gran posibilidad de interaccion de este
virus con otros agentes que afectan el aparato respiratorio, se evaluaron posibles factores de
riesgo que pudiesen influir en la presentacion de los agentes mas comunes del complejo
respiratorio porcino, en la produccidn argentina.

El estudio serologico longitudinal contra los subtipos HIN1 y H3N2 demostré que
ninguno de los subtipos virales evaluados, circulé durante el periodo en estudio. A pesar que se
constataron signos respiratorios (tos y estornudos de forma aleatoria, afectando a un porcentaje
mayor al 50% de la poblacién por periodos variables) compatibles con infeccion viral en 7/11
(63,3%) de los establecimientos, en las etapas de desarrollo y terminacion, no se observd
seroconversion a lo largo de estas etapas de produccion. Sorpresivamente estos resultados se
contraponen a los datos serologicos previamente recabados considerando que, en la temporada
invernal 2002, se determin6 que un 53,84% y un 30,76% de la granjas estudiadas fueron
positivas a los subtipos HIN1 y H3N2 respectivamente (Pineyro y col., 2010). A pesar que la
prevalencia intra-granja, observada en este relevamiento previo, fue s6lo del 2,33% y 9,64% para
los subtipos HIN1 y H3N2 respectivamente, numerosos estudios han demostrado que la
prevalencia serologica del virus de influenza tiene caracter variable y estacional (Choi y col.,
2002; Ogawa y col., 1983). Asi, en estudios previos llevados a cabo en Holanda se observd que
en ocho de nueve brotes de influenza no se detectaron anticuerpos contra el subtipo viral

circulante. Sumado a esto, en otros nueve brotes se identificaron altos titulos de anticuerpos
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contra el virus, inclusive durante la fase aguda de la infeccion, lo que lleva a pensar que los
animales estuvieron expuestos previamente y la infeccion cursé en forma subclinica antes de
manifestarse clinicamente (Loeffen y col., 2003). A pesar que la dinamica de anticuerpos parece
variar entre establecimientos con pie de cria de aquellos donde sdlo se realiza el engorde
(Loeffen y col., 2009), se ha reportado que el 95% de los animales son seropositivos al final de la
etapa de terminacion, aunque a menudo no se detectan signos clinicos lo que indicaria la
presentacion subclinica de la enfermedad (Loeffen y col., 2003). Asi, la ausencia de
seroconversion en multiples granjas en una temporada especifica, como la observada en el
presente relevamiento, podria estar asociada al caracter fluctuante en la epidemiologia de
influenza entre temporadas y entre establecimientos (Ogawa y col., 1983) . Esto ultimo podria ser
de suma importancia ya que establecimientos de gran escala, con alto estatus sanitario resultan
mas susceptibles a la infeccion y consecuente seroconversion, dada la presencia de una gran
cantidad de animales en la etapa de engorde y terminacion (Gardner y col., 2002).

Se ha observado que el nimero de animales alojados en la etapa de terminacion es un
factor de riesgo para la diseminacion del agente y que incrementa exponencialmente por cada
1000 animales alojados (Poljak y col., 2008). Sin embargo, el incremento en el riesgo estaria
mas bien asociado a la densidad animal (numero de animales/m?®), y no al numero total de
animales, con un impacto directo en condiciones ambientales tales como humedad y
temperatura de los galpones, factores que favorecen la trasmision del agente (Lowen y col.,
2007). A pesar que el nimero y densidad animal son importantes en la diseminacién de la
enfermedad, no se ha establecido una unidad minima para la trasmision y sélo se han reportado
casos donde el riesgo aparece a partir de 5000 animales para H1 y mas de 1000 animales en

engorde para H3 (Suriya y col., 2008). En nuestro caso y durante el periodo en estudio, el
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promedio de animales en la etapa de desarrollo-terminacion, asi como la densidad animal,
parecieron no ser factores de riesgo determinantes para la presencia de SIV, a diferencia de
aquellos reportes donde se describe una alta densidad y alta carga animal asociadas no s6lo con
la circulacion de SIV, sino otras enfermedades concurrentes (Poljak y col., 2008). En este estudio
tampoco se observo transmision pasiva de anticuerpos contra los subtipos HIN1 y H3N2 ya que
los animales evaluados a los 21, 35 y 56 dias de vida fueron negativos. Dependiendo del nivel
inmunitario del plantel reproductor y de la cepa circulante, la vida media de los anticuerpos
maternales puede variar entre 12 dias (Loeffen y col., 2003) y 4 semanas o alcanzar las 14
semanas (Desrosiers y col., 2004; Olsen y col., 2006). Sobre esta base se podria concluir que el
virus no circuld durante el periodo en estudio dentro de los planteles reproductores.

Un factor que debe ser tenido en cuenta para el estudio seroldgico del virus de influenza,
es la técnica utilizada para la deteccion de anticuerpos. La técnica de inhibicion de la
hemaglutinacion es considerada la prueba de referencia por lo que los resultados obtenidos a
través de la prueba de ELISA deberian ser interpretados con mucha cautela (Desrosiers y col.,
2004). Los kits comerciales, no se adaptan a los subtipos circulantes en cada region y
comunmente no contienen los subtipos regionales, lo cual puede disminuir la sensibilidad
diagnéstica de la prueba. Esto ultimo, es debido fundamentalmente a la falta de correlacion entre
el S/P ratio de las pruebas de ELISA y los titulos de la prueba de IHA, lo que produce falsos
negativos cuando los son bajos (Leuwerke y col., 2008). Originalmente se habia propuesto la
evaluacion de los sueros a través de la prueba de agar gel precipitacion. Sin embargo esta es una
prueba menos sensible y menos especifica que las utilizadas originalmente. Sumado a esto, la
imposibilidad de importar los antigenos necesarios para la realizacion llevo a que los sueros

fueran evaluados solamente por las pruebas de ELISA y de IHA. Sin embargo en este
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relevamiento la ausencia de circulacion viral detectada por la ausencia de seroconversion, fue
confirmada por la falta de sefial positiva contra el gen productor de la proteina de matriz (M) a
través de la técnica de rRT-PCR en las muestras de hisopados nasales de los mismos animales
evaluados serologicamente. Esta técnica tiene una alta sensibilidad (93,8%), siendo capaz de
detectar ARN de 10™ EIDs, asi como muy alta especificidad (98%) (Spackman y col., 2002). A
pesar que el virus puede ser completamente eliminado por el hospedador entre 7 y 10 dpi (Olsen
y col., 2006), la posibilidad de falsos negativos quedaria descartada, debido la ausencia de
seroconversion durante el periodo en estudio.

Sumado a los estudios serologicos y de biologia molecular, se evaluaron muestras
pulmonares de 40 animales provenientes de 11 establecimientos, a través de técnicas de THQ.
Estos animales murieron o fueron sacrificados debido a cuadros respiratorios severos. Todos los
animales en estudio presentaron diferentes grados de lesién pulmonar cuando fueron evaluados
histolégicamente (Tabla 6). Sin embargo, en ninguna de las muestras se pudo determinar la
presencia de antigeno viral contra el virus de influenza. La técnica utilizada tiene alta
sensibilidad y especificidad y es comparable al aislamiento viral (Swenson y col., 2001) dada la
utilizacion de un anticuerpo dirigido contra la nucleoproteina del virus de influenza subtipo A
(Vincent y col., 1997).

En resumen, la ausencia total de seroconversion durante este estudio longitudinal, sumado
a la ausencia de amplificacion de una porcidn altamente conservada del virus y la ausencia de
antigeno viral evaluado por IHQ, en numerosos animales contemporaneos al grupo en estudio,
indicaria la ausencia de circulacion viral en los establecimientos evaluados durante el periodo en

estudio.
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Dada la presencia de signos respiratorios en un porcentaje mayor al 50% de los animales
en produccion en 7/11 y 9/11 establecimientos en las etapas de recria y terminacion,
respectivamente (Tabla 5), y sumado a la disminucion de parametros productivos, se evaltio la
presencia de diversos agentes responsables de enfermedad respiratoria. El mismo grupo de
animales evaluados serologicamente contra influenza porcina presentd diferentes niveles de
seroconversion contra tres agentes del complejo respiratorio porcino. En todos los
establecimientos los animales fueron seropositivos a PCV-2 desde los 21 y 35 dias de vida, en
niveles variables. Numerosos estudios han demostrado diferencias en la seroprevalencia durante
las primeras semanas de vida entre rodeos. La duraciéon de la inmunidad pasiva en lechones
provenientes de cerdas naturalmente infectadas puede ser moderadamente variable, observandose
una disminucion total de anticuerpos maternales entre las 4 y 8 semanas de vida, dependiendo del
grado de exposicion viral del plantel, y el promedio de paridad del hato (Rodriguez-Arrioja,
2002). Asi, tanto la prevalencia total como la prevalencia intra-granja correspondiente a las 5
primeras semanas de vida observada en nuestro estudio se corresponderia con un alto grado de
inmunidad pasiva, por lo cual se puede inferir que los hatos reproductores tuvieron un alto grado
de contacto con el virus ya que al momento de este relevamiento no se disponia de vacunas
comerciales contra PCV-2 en el pais. El comportamiento observado en la prevalencia de
anticuerpos en las etapas de desarrollo y terminacioén fue independiente para cada granja, no
encontrandose un patréon especifico. Previos estudios demostraron que establecimientos con
signos clinicos y lesiones tipicas de SMAP, en la etapa de recria y terminacién, presentan un alto
porcentaje de animales seropositivos aproximadamente a las 11 semanas de vida (Grau-Roma y
col., 2009). En este estudio, a las 12 semanas de vida, el 50% de los establecimientos presento

seroconversion y la prevalencia intra-granja fue del 22,2 % (95% IC 17,01-27,36). Sin embargo,
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a pesar que solo se observo seroconversion en el 50% de los establecimientos, en el 70% de los
mismos se observaron animales con lesiones histoldgicas tipicas causadas por la infeccion por
PCV-2 (linfonodos reactivos, deplecion linfoidea y nefritis intersticial) y al menos un animal con
inmunomarcacion positiva en muestras de pulmén evaluadas a través de la técnica de IHQ. Sobre
un total de 40 muestras de pulmén analizadas, el 40% (95% IC 23,56-56,43) presentaron
inmunomarcacion positiva. Desde la primera descripcion de PCV-2, mayormente se ha asociado
a este virus con la presentacion de cuadros de desmedro post destete. Sin embargo en muchos
estudios este agente también ha sido vinculado a la presentacion de cuadros exclusivamente
respiratorios, ya sea por si solo o en concurrencia con otros microorganismos, por lo que se lo
considera un agente importante en el desarrollo del complejo respiratorio porcino (Brockmeier y
col., 2002; Lopez-Soria y col., 2010).

Sumado a la alta prevalencia de PCV-2 en los establecimiento en estudio, en el 50% de
los mismos se recuperaron distintos biovares de P. multocida. Sorpresivamente, todos los
animales de los que se aislo P. multocida, fueron positivos a PCV-2 en muestras de pulmoén por la
técnica de THQ. Asi, del total de animales analizados, un 37,5% (95% IC 15,19-64,56)
presentaba infecciones combinadas.

En un solo establecimiento se aislo A. pleuropneumoniae en un animal, el cual también
fue positivo a P. multocida y a PCV-2 por IHQ.

En este estudio etiologico se observo que el agente mas prevalente fue PCV-2. Sin
embargo, el cardcter multifactorial de las lesiones neumodnicas observadas coincide con lo
descripto en maultiples publicaciones (DoneyWhite, 2003; Hansen y col., 2010; Lopez-Soria y
col., 2010; Palzer y col., 2008; Sibila y col., 2004). Estudios previos plantean una mayor

predisposicion a infecciones bacterianas en animales infectados con PCV-2 (Alarcon y col.,
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2011). Por lo tanto en este estudio, la alta prevalencia seroldgica asi como el gran porcentaje de
establecimientos que presentaron lesiones compatibles con infeccion por PCV-2 o
inmunomarcacion positiva en muestras de pulmon, indicarian que este agente ha jugado un papel
importante en la presentacion de cuadros respiratorios durante la temporada evaluada. Sumado a
esto, se observd que la gran mayoria de los establecimientos presentd cuadros infecciosos
multiples, que agravarian la manifestacion de los cuadros respiratorios e impactarian en el
desarrollo productivo de los establecimientos.

En este estudio longitudinal también se demostr6 que la circulacion de A.
pleuropneumoniae y M. hyopneumoniae resulta de gran importancia en nuestros sistemas de
produccion. A pesar que en nuestro estudio etioldgico A. pleuropneumoniae fue aislado en sélo
un establecimiento y que lesiones tipicas de pleuroneumonia compatibles con este agente fueron
observadas so6lo en tres establecimientos en una proporcion del 33% (95% IC 9,9-65,10), la
prevalencia seroldgica demostré que hay una gran circulacion de este agente en todos los
sistemas de produccion. Los resultados obtenidos indican que 4. pleuropneumoniae presenta una
gran prevalencia en los planteles reproductores, y las diferencias en el porcentaje de animales
seropositivos podria estar relacionada con el grado de exposicion de estos planteles al agente, y
con la disminucion natural de los anticuerpos calostrales. (Chiers y col., 2002). En la etapa de
desarrollo y terminacion, el 80% y el 90% de los establecimientos presentaron animales
seropositivos. Las variaciones observadas en la seroprevalencia entre granjas son coincidentes
con los periodos de méaxima exposicion al agente, lo que indicaria que A. pleuropneumoniae
circula en las etapas de engorde y terminacion. Pese a estos resultados serologicos, fue baja la
presentacion de cuadros relacionados con infeccion con A. pleuropneumoniae. Esto podria estar

relacionado a varios factores: el alto grado de inmunidad pasiva observada en los planteles
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evaluados, lo que produciria un retardo en la aparicion de los signos clinicos tipicos; la
presentacion de planteles con manejo multi-sitios que podria disminuir la transmision del agente
en la etapas criticas para la infeccion de los planteles de engorde; el gran porcentaje de
establecimientos que utiliza antibidticos en forma continua o en pulso en las etapas de recria
(continuo 5/10, pulso 4/10) y desarrollo y terminacién (continuo 2/10, desarrollo y terminacion
8/10).

Finalmente, el gran porcentaje de establecimientos seropositivos a 4. pleuropneumoniae
con alta seroprevalencia intra-granja no se correlaciond con el porcentaje de lesiones
compatibles en la planta de faena. La baja prevalencia de lesiones pulmonares observada podria
estar asociada a que solo animales con lesiones cronicas alcanzarian el peso de faena. En
conclusion, A. pleuropneumoniae presentd una gran prevalencia serologica, pero no se
observaron signos clinicos o lesiones caracteristicas de la infeccion por este agente. Esta
presentacion podria depender del tipo de manejo, medidas de bioseguridad, utilizacion
profilactica de antibidticos y nimero de animales en produccion.

En el caso de M. hyopneumoniae , tanto en este como en previos estudios (Morris y col.,
1995), las lesiones histopatoldgicas se consideraron confirmatorias de la infeccion, dada la falta
de anticuerpos comerciales para su inmunomarcacion in situ y la dificultad para cultivar este
agente. La circulaciéon de M. hyopneumoniae fue confirmada mediante la evaluacion de
anticuerpos, constatandose que la variacion intra-granja observada pudo estar dada por diferentes
factores de manejo, ya que 9/11 establecimientos utilizaban vacunas contra este agente. Sin
embargo, también hay que tener en cuenta que los planes de vacunacién no son unificados por lo
que probablemente los niveles de proteccion varien entre establecimientos. Es una practica

comun la vacunacion de las cerdas reproductoras durante la gestacion, lo que incrementa los
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niveles de inmunidad pasiva (Sibila y col., 2004). Sin embargo el nivel de anticuerpos calostrales
puede verse influenciado por la paridad del plantel. En este estudio, entre los planteles evaluados,
el promedio de paridad de las reproductoras fue variable lo que explica las diferencias de
animales seropositivos observadas en la maternidad. Por ultimo, el grado de exposicion del
plantel reproductor al agente juega un papel importante en la seroprevalencia en la etapa de
maternidad (Sibila y col., 2004). La confirmacién de que el agente circuld en los planteles de
engorde y terminacion podria estar basada en que en dichas etapas un 80% de los planteles fueron
seropositivos a los 86, 105 y 156 dias de vida y que todos los establecimientos presentaron
lesiones compatibles con infeccién por M. hyopneumoniae, en los pulmones evaluados en la
planta de faena. Otros estudios, han descripto una correlacion entre la prevalencia serologica y la
presencia de lesiones de tipo broconeumodnico observadas en frigorifico (Morris y col., 1995). En
este estudio la prevalencia serologica intra-granja para la etapa final de terminacion varid entre el
10% y el 100%, y estuvo en relacion con el porcentaje de animales que presentaron lesiones
compatibles. En conclusion. M. hyopneumoniae estuvo presente en todas las granjas en estudio
con diferente dindmica en su infeccion debido a las diferencias en los seroperfiles observados en
las etapas de engorde y terminacion.

Debido al caracter multifactorial y el gran impacto economico de las enfermedades
respiratorias en la produccion porcina, se han realizado numerosos esfuerzos en determinar la
relacion de los perfiles seroldgicos con los fallos en la conversion alimenticia, la disminucioén en
la ganancia diaria de peso y la presencia de lesiones pulmonares en frigorifico (Alarcon y col.,
2011; Andreasen y col., 2001; Andreasen y col., 2000; Martinez y col., 2009; Vigre y col., 2004).
Cerdos con serologia positiva a M. hyopneumoniae cercana al momento de la faena evidenciaron

un alto grado de lesiones de bronconeumonia de tipo catarral. Contrariamente, no se pudo
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establecer una asociacion entre la presencia de anticuerpos contra varios tipos de A.
pleuropneumoniae y la ocurrencia de lesiones en frigorifico (Andreasen y col., 2001; Van Til y
col., 1991). A pesar que numerosos estudios serologicos han demostrado la presencia de
anticuerpos contra PCV-2 en fases tardias de terminacién no se ha reportado asociacion entre
seroconversion y lesiones pulmonares en frigorifico. Sin embargo, en estudios etiologicos, se
identifico PCV-2 solo o en combinacién, en muestras de pulmén obtenidas de animales faenados
(Hansen y col., 2010). En este estudio no se pudo observar, para ninguno de los agentes
evaluados, una asociacion directa entre seroconversion y lesiones pulmonares en frigorifico.
Esto podria estar relacionado con las caracteristicas epidemioldgicas de cada agente en cada
establecimiento, ya que la seroconversion contra M. hyopneumoniae tiene caracteristica intra-
granja, mientras que 4. pleuropneumoniae tiene caracteristicas intra-lote dentro de cada granja
(Vigre y col., 2004).

La prevalencia serologica en relacion a la ganancia diaria de peso y conversion
alimenticia presenté numerosas asociaciones. La literatura muestra discrepancias respecto de la
correlacion entre seroconversion y disminucion de ganancia diaria de peso (Stark, 2000). En
nuestro estudio se pudo establecer que la seroconversion detectada entre los 86 y 165 dias de vida
contra M. hyopneumoniae tiene una correlacion negativa con la ganancia diaria de peso entre los
82 dias de vida y el momento de faena. Sumado a esto la seroconversion contra A.
pleuropneumoniae evaluada a los 165 dias de vida tuvo correlacion negativa con la ganancia
diaria de peso en el periodo comprendido entre los 82 y 105 dias de vida. Por el contrario, en
granjas cronicamente infectadas no se ha podido establecer correlacion entre el momento de
seroconversion contra ninguno de estos agentes y la disminucion en la ganancia diaria de peso

(Andreasen y col., 2001; Stark, 2000).
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En relacion a las lesiones pulmonares identificadas en frigorifico, se observd que la
presencia de BNC tuvo correlacion negativa con la ganancia diaria de peso entre los 82 y 105
dias de vida. En estudios previos se ha propuesto que existe una correlacion positiva entre la
presencia de lesiones compatibles con infeccion con A. pleuropneumoniae y los dias en llegar al
peso de faena. Mientras que, en el caso de las lesiones compatibles con infeccion con M.
hyopneumoniae (Wilson y col., 1986) y a diferencia de nuestros resultados, no se observo
correlacion con la disminucidon en la ganancia diaria de peso. Por otro lado, a pesar que en
nuestro estudio no se pudo establecer una asociacion directa entre las presencia de los agentes
nombrados y las lesiones halladas en frigorifico, debido a la falta de diagndstico etioldgico, los
resultados de la evaluacion serologica frente a estos dos agentes permite inferir el gran impacto
de estos patogenos en el desarrollo de las lesiones identificadas en frigorifico. Sumado a esto se
pudieron identificar periodos criticos en la seroconversion que pueden afectar indices productivos
asi como inferir que estos agentes tienen impacto directo, o resultan predisponentes, en los
incrementos en la tasa de mortalidad observados en los registros productivos.

El andlisis de infecciones respiratorias frecuentemente se ha asociado a la presencia de
factores de riesgo de tipo medio ambiental o de manejo que predisponen a infecciones tanto
virales como bacterianas. En este estudio también se determinaron factores de riesgo asociados
con seroconversion durante los periodos de produccion. Asi, estudios multietiologicos realizados
en Espafia no han podido establecer factores de manejo asociados a la presencia de animales
seropositivos para SIV, PRRS, PCV-2 y el virus de Aujeszky (Lopez-Soria y col., 2010). Sin
embargo numerosos estudios han determinado multiples factores considerados de riesgo para la
presentacion de enfermedades respiratorias. Estos comprenden diferentes categorias como

caracteristicas del establecimiento, factores de manejo, factores ambientales y  factores
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demograficos (Stark, 2000). En nuestro estudio, factores de manejo y caracteristicas del
establecimiento fueron los que presentaron mayor implicancia como factores de riesgo asociado a
la presencia de animales seropositivos para las distintas entidades evaluadas. Aunque numerosos
trabajos han planteado la posibilidad del tamafio de granja como un factor de riesgo (Gardner y
col., 2002), en nuestro caso solo la seroconversion contra PCV-2 estuvo asociada al tamano del
establecimiento. No se pudo establecer una asociacion entre las tres categorias evaluadas con la
presencia de animales seropositivos contra 4. pleuropneumoniae, y €l mismo factor parecio tener
un caracter protector en la presentacion de animales seropositivos a M. hyopneumoniae. El
porcentaje de animales seropositivos generalmente estd asociado a la densidad de animales por
corral, lo cual favorece la transmisién aerdégena y por contacto directo de los agentes
respiratorios. El manejo del flujo de animales (flujo continuo vs todo adentro todo afuera) en las
unidades de engorde asi como la presencia de pisos semi-solidos en los corrales de engorde,
fueron considerados factores importantes para la presentacion de animales seropositivos contra A.
pleuropneumoniae. Estas variables coinciden con aquellas previamente reportadas, las cuales
serian consideradas parte de un establecimiento con bajos niveles de bioseguridad (Maes y col.,
2001). Sin embargo el resto de las variables de manejo evaluadas en este estudio parecen no tener
un impacto sobre estas normas de bioseguridad. A diferencia de los analisis de riesgo en relacion
a la presentacion serologica de PCV-2 realizados en multiples granjas en Europa (Alarcon y col.,
2011; Grau-Roma y col., 2009), en los que no se pudieron establecer factores de manejo
asociados a la presentacion de animales seropositivos contra PCV-2, en este estudio la limpieza
de los corrales con agua fria y la no utilizacion de sustancias quimicas desinfectantes fueron
consideradas de riesgo para la presentacion de animales seropositivos contra PCV-2. Multiples

analisis de riesgo para la presentacion de animales positivos contra M. hyopneumoniae (Fraile y
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col., 2010; Maes y col., 2000), han reportado numerosas variables predisponentes. En nuestro
analisis la presencia de pisos semi-solidos y la limpieza de los corrales parecen tener una accion
protectora. El uso de tratamiento antibidtico contra enfermedades respiratorias fue también
considerado otro factor de riesgo en la presentacion de animales seropositivos contra M.
hyopneumoniae y A. pleuropneumoniae. Esto podria estar asociado al mal uso de antibioticos que
mayormente se realiza de forma empirica sin una caracterizacion de la susceptibilidad antibidtica
de las cepas circulantes. De este modo se favoreceria la resistencia de los agentes involucrados,
con el consecuente fracaso terapéutico. Sin embargo, en nuestro caso, este factor tuvo un caracter
protector para la presentacion de animales positivos para PCV-2. Por ultimo, la utilizacion de
tratamientos profilacticos en el caso de M. hyopneumoniae y A. pleuropneumoniae presentod
resultados contrapuestos. Esto podria asociarse al tipo de antibioticos utilizados en la profilaxis,
probablemente especificos para uno de los agentes y por lo tanto con consecuente efecto
protector, en detrimento de la proteccion frente a otros patdgenos respiratorios. En este sentido,
los altos niveles de seroconversion para A. pleuropneumoniae podrian estar reflejando una efecto
profilactico parcial de los antibidticos utilizados, con reduccion en la manifestacion clinica de la
enfermedad, pero permitiendo una alta exposicion al agente y la consecuente seroconversion. En
conclusion, este relevamiento mostrd al caracter multifactorial de las infecciones respiratorias en
un grupo de establecimientos de produccion intensiva. Se han podido determinar numerosos
factores de riesgo para la manifestacion seroldgica de estas entidades y se han establecido
asociaciones entre la seroconversion para multiples agentes con pérdidas productivas tal como
ganancia diaria de peso. A pesar que no se pudo detectar la presencia del virus de influenza
durante la temporada en estudio, se pudo caracterizar y asociar etiologicamente la presentacion

clinica con otros agentes del complejo respiratorio porcino. La presentacion de cuadros
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respiratorios no necesariamente produce un aumento significativo de los indices de
morbi/mortalidad en el plantel, sino que su ocurrencia puede traducirse en disminucion de
indices productivos tales como kg/cerda/afio, aumento en dias a faena, etc. Un aumento del
consumo de medicamentos en los alimentos, o un aumento en la medicacion inyectable, podrian
implicar mayor utilizacion del personal en tareas sanitarias, incrementando los costos de kg de
cerdo producido. Asi, podemos concluir que el estudio de entidades respiratorias tiene no sélo
importancia a nivel sanitario sino también a nivel econémico dentro de cada establecimiento.
5.3. Brote de influenza porcina causado por una cepa de influenza humana H3N2 no
contemporanea
Una granja libre puede infectarse por el virus de influenza a través de la introduccion de cerdos
de una granja positiva (Brown, 2000). El cuadro se desarrolla con una presentacion epidémica
que afecta aproximadamente al 50% de la poblacion (Olsen, 2002; Olsen y col., 2002).
Clinicamente se caracteriza por una presentaciéon subita, 3-7 dias, con fiebre alta, depresion,
respiraciéon abdominal, secrecion 6culo-nasal y tos (Olsen, 2002; Olsen y col., 2002; Poljak y
col., 2008). El consumo de alimento se reduce durante 1-2 semanas y la pérdida de peso puede
llegar a ser considerable (Janke, 2000; JankeyYoon, 1999). Por lo general, la mortalidad es baja y
la recuperacion ocurre en un tiempo variable entre 7 y 10 dias. La infeccion progresa a la
totalidad de la poblacién en 2-3 semanas (Olsen, 2002; Olsen y col., 2002), pudiendo persistir
en la granja hasta 4 meses.

Una vez introducida la infeccion, factores de riesgo tales como el tamafo de granja, la
inmunidad de grupo (subpoblaciones no inmunes), la densidad animal, el manejo y el indice de
replicacion del virus podrian determinar si la infeccion, después del primer episodio, se

mantendrd o no en la granja (Brown, 2000). Por lo general, la mayoria de las infecciones son
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autolimitantes, sino hay una entrada continua de personas o de cerdos no inmunes (Barbé y col.,
2009). Sin embargo, la reinfeccion en intervalos de tiempo irregulares se produce facilmente en
las regiones de alta densidad de cerdos (Barbé y col., 2009; Brown, 2000). Desde el punto de
vista epidemioldgico, es relevante que la granja afectada cuenta con su propia fuente de
reposicion de reproductores, se encuentra en una zona carente de granjas porcinas y ademas, tiene
un alto nivel de bioseguridad.

En América del Norte, asi como en Europa, la infeccion subclinica es muy comun ya que
la mayoria de la poblacion de cerdos ha estado en contacto con uno o mas subtipos, sin
manifestacion clinica (Brown, 2000; Reeth, 2007). La vida media de los anticuerpos calostrales
es de aproximadamente 12 dias para los subtipos H1 y H3. Dependiendo de los titulos iniciales de
la madre, los lechones pueden permanecer seropositivos y protegidos hasta la edad de 8-10
semanas (Desrosiers y col., 2004; Van Reeth, 2000). Si los cerdos se infectan en el momento en
que la inmunidad materna persiste, aunque sea parcialmente, no hay posibilidad de desarrollo de
enfermedad clinica salvo que la infeccion viral vaya asociada con otros agentes y se manifieste
como parte del complejo de enfermedad respiratoria porcina (Jung y col., 2005; Olsen, 2002;
Olsen y col., 2002; Reeth, 2007). En el brote descripto aqui??, el porcentaje de morbilidad, la
edad de los cerdos afectados y los signos clinicos que se registraron correspondieron una
infeccion endémica. Sin embargo, el cuadro en el sitio dos persistio por mas tiempo que el
reportado en la literatura (Olsen, 2002; Olsen y col., 2002), no habiéndose determinado la fuente
de infeccion. En este contexto, no se puede descartar la posibilidad de reagudizacion de un
cuadro subclinico. En América del Norte, se comprob6 que una cepa humana de H3N2 virus
/Swine/Ontario/00130/97(H3N2) cruzé la barrera interespecie infectando a un cerdo en Canada

en 1997. Sin embargo, no infectd a otros cerdos de la piara (Karasin y col., 2000). Por el
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contrario, A/swine/Argentina/CIP051-A2/08 (H3N2) se transmitido de manera eficiente entre los
cerdos (Cappuccio y col., 2011).

Todos los subtipos de influenza se asocian con manifestaciones clinicas similares y no
parece haber diferencias en su patogenicidad (Reeth, 2007). Sin embargo, cuando se observaron
diferencias, estas pudieron estar relacionadas con el estatus inmunoldgico de rebafio, las
variantes dentro de los subtipos (Brown y col., 1993), la edad de los cerdos susceptibles (Richt y
col., 2003) y la respuesta inmune innata (Charley y col., 2006; Kim y col., 2008).

La infeccion de cerdos con subtipos H3N2 humanos puede ocurrir en condiciones
naturales (Brown, 2000) y se han reportado en China y Europa (de Jong y col., 2007). En
América del Norte solo se reportaron dos casos de infeccion de cerdos con cepas enteramente
humanas de virus de influenza, desde los afios 1977 hasta 1998. Todos sus genes estaban
relacionados filogenéticamente con los virus de la gripe que circularon en la poblacién humana
durante el mismo afio de su aislamiento. Sin embargo no se observd transmision entre cerdos
(Karasin y col., 2000).

Debido a la corta vida media de los cerdos, los virus de influenza humana que se
transfieren a los cerdos parecen ser genéticamente mas estables que sus homoélogos en humanos,
en parte debido a la baja presion de seleccion inmune (Gorman y col., 1991), en particular en
Argentina, donde no hay vacunas contra influenza. Sin embargo, un estudio sugiere que la
inmunidad humoral en cerdos juega un papel menor en los procesos de seleccion evolutiva del
subtipo porcino H3N2 que el observado en humanos (de Jong y col., 2007). Por otro lado, los
cerdos pueden servir como reservorios de cepas H3N2 que han dejado de circular en el hombre
(Karasin y col., 2000). Asi, en China, cepas H3N2 aisladas en cerdos entre los afios 2005-2006

estuvieron estrechamente relacionadas con aislamientos humanos de los afios 1995-1999 (Yu y
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col., 2008). El virus H3N2 aislado circuld en la poblaciéon humana de América de Norte y
Eurasia entre los afios 2000-2003. Debido a la falta de identificaron de las cepas humanas
circulantes durante ese periodo en la Argentina, se desconoce si el actual virus circul6 en la
poblacion humana.

El cuadro clinico después de la infeccion del virus H3N2 es muy similar al HIN1 (Janke,
2000; JankeyYoon, 1999). En Estados Unidos, granjas con exposicion masiva al virus H3N2 de
triple recombinacion, presentaron cuadros reproductivos caracterizados por una alta incidencia de
abortos en asociacion con fiebre alta, asi como reduccion del consumo de alimento por un
periodo de 2 a 3 dias, incremento en la tasa de mortalidad en la etapa de recria (Olsen, 2002;
Olsen y col., 2002; Richt y col., 2003) y reduccién de la GDP (Torremorell y col., 2009). En
nuestro estudio, no se registraron trastornos reproductivos ni aumento de la mortalidad en el sitio
dos.

El virus de la gripe porcina es un patéogeno primario de las vias respiratorias del cerdo
(Olsen y col., 2006; Reeth, 2007). Las células epiteliales que recubren el tracto respiratorio son
las células diana durante la infeccién viral, observandose un cuadro patolégico mas severo
cuando se ve afectado el epitelio bronquiolar (Olsen y col., 2006; Richt y col., 2003). La necrosis
y descamacion de las células epiteliales de las vias respiratorias, la infiltracion de neutréfilos y el
exudado mucoso se consideran lesiones de tipo patognomonicas de la infeccion por SIV (Jung y
col., 2005; Richt y col., 2003). En nuestro caso, solamente en tres cerdos se observo
inmunomarcacion positiva en las células epiteliales de los bronquios los que presentaron cambios
minimos, asociados a infiltraciéon de células mononucleares de la pared alveolar o infiltrado
mononuclear ocupando la luz alveolar. No se detectd sefial positiva en las células epiteliales

bronquiolares. A diferencia de otros virus ARN, el ARNv, asi como los antigenos virales, pueden
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ser detectados tanto en el nucleo como en el citoplasma de las células infectadas. Los resultados
obtenidos concuerdan con descripciones previas (Janke, 2000; Jung y col., 2002). La distribucion
de los antigenos virales en el parénquima pulmonar depende de la duracion de la infeccion (Jung
y col., 2002). Se ha observado que durante los primeros estadios de la infeccion (1-3 dpi) el virus
se puede detectar principalmente afectando las células del epitelio bronquial y bronquiolar (Jung
y col., 2002), mientras que en estadios mas avanzados (7-10 dpi) el virus se puede detectar en
neumocitos y macrofagos alveolares (Jung y col., 2002). La gravedad de las lesiones se relaciona
con la presion infecciosa. En este caso sobre la base de los hallazgos anatomopatoldgicos,
histopatologicos y sumado a la edad de los animales afectados, la severidad del cuadro clinico se
debio a una alta presion infecciosa asociada a un bajo nivel de proteccion serologica del plantel.
Normalmente la incidencia de la infeccion es mayor en el periodo post-destete, tras el
descenso de la inmunidad maternal. Los perfiles serologicos trasversales resultan una herramienta
util para el diagnoéstico indirecto de la infeccion por el virus de influenza debido al corto periodo
de tiempo durante el cual el virus puede ser aislado de los tejidos (Gillespie, 1999). Los
resultados serologicos negativos obtenidos en este estudio, luego de la aplicacion de la prueba de
Elisa sobre suero de los cerdos que pasaron el cuadro clinico, pueden ser explicados por la menor
sensibilidad de las pruebas ELISA utilizadas frente a H1 y H3 aislados de humanos en

comparacion con la prueba HI (Barbé y col., 2009).
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En conclusion, se describe el primer brote de infeccion por el subtipo H3N2 de origen
humano en cerdos de Argentina y en América del Sur. El diagndstico presuntivo fue realizado
por las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y anatomopatologicas incluyendo los estudios
inmunohistoquimicos. Se confirmé el diagnostico mediante aislamiento del virus, su

subtificacion y genotipificacion.
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6. CONCLUSIONES
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Conclusiones parciales

1. Se determin6 la presencia de anticuerpos contra los subtipos HIN1 y H3N2 asi como la

combinacion de ambos a nivel granja e individuo.

2. La alta prevalencia serologica individual obtenida por la prueba de IHA sumada a Ia alta
sensibilidad de esta técnica, sugieren que en las poblaciones estudiadas desde el afio 2002,
circularon cepas virales humanas o cepas porcinas con gran proximidad filogenética a las

cepas humanas utilizadas como antigeno en este estudio.

3. Debido a la pobre concordancia observada entre las pruebas diagndsticas utilizadas en este
estudio, la prueba de ELISA, podria ser de utilidad sélo para el diagndstico a nivel de

establecimiento ya que detect6, al menos, un animal positivo en cada establecimiento.

4. Las diferencias observadas entre ambas pruebas (IHA y ELISA) se deberian a las
caracteristicas inherentes a cada una de ellas, a los diferentes antigenos utilizados y a los

isotipos de anticuerpos detectados por cada prueba.

5. La identificacion de PCV-2 y VI en pulmones con lesiones compatibles con NNP concuerda,
en parte, con lo indicado en la bibliografia, en la que se hace referencia a la participacion de

mas de un agente viral como causal de esta entidad.
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6. El hecho que el VI en cerdos ha sido practicamente descartado en estudios de campo como
agente causal de NNP, debido a su baja prevalencia en las lesiones pulmonares, no lo invalida
como uno de los agentes causales de este tipo de lesiones. La marcacion positiva para el virus
de influenza lograda mediante s6lo una de las técnicas utilizadas podria atribuirse al corto

tiempo posinfeccion durante el cual el virus puede ser detectado.

7. El relevamiento seroldgico retrospectivo, sumado al estudio etiologico de lesiones de NNP,
reafirma la ocurrencia de circulacion del virus de influenza en la poblacidon porcina, atin en

ausencia de signos clinicos y aislamiento viral.

8. El estudio seroldgico longitudinal en 10 establecimientos contra los subtipos HIN1 y H3N2
demostrdé que ninguno de los subtipos virales evaluados, circuld durante el periodo en estudio
a pesar que se constataron signos respiratorios en un porcentaje mayor al 50% de la
poblacion, por periodos variables. Este resultado podria estar asociado al caracter fluctuante
de la epidemiologia de influenza entre estaciones y entre establecimientos, a la no
correspondencia entre los antigenos de los subtipos circulantes y los utilizados en las pruebas

seroldgicas o, efectivamente, a la ausencia de circulacion del virus en las granjas estudiadas.

9. Los resultados negativos por medio de la técnica de rRT-PCR contra el gen productor de la
proteina de matriz (M) en las muestras de hisopados nasales de los mismos animales en los
que se evaluo la presencia de anticuerpos contra VI, asi como la ausencia de

inmunomarcacion en los tejidos evaluados mediante IHQ en un niimero representativo de
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cerdos con cuadros de neumonia, confirman la ausencia de circulacion viral durante el

periodo en estudio.

En un alto porcentaje de establecimientos se observaron signos respiratorios durante el
periodo de estudio, los cuales estuvieron asociados a infecciones simples y/o mixtas. Durante
los estudios etiologicos se detectd la presencia de PCV-2, P. multocida, y A.
pleuropneumoniae en muestras de animales con signos respiratorios. A pesar que no se
determind la presencia de M. hyopneumoniae, se observaron lesiones caracteristicas de su
infeccion. Estudios serologicos demostraron una alta seroprevalencia de PCV-2, A.
pleuropneumoniae 'y M. hyopneumoniae en las etapas de recria asi como de

engorde/terminacion.

Todos los establecimientos fueron seropositivos a PCV-2, en particular desde los 21 a 35 dias
de vida, en porcentajes variables. La prevalencia de anticuerpos en las etapas de desarrollo y
terminacion fue independiente para cada granja, no observandose un patréon especifico. En el
70% de los establecimientos se confirmaron lesiones histopatologicas compatibles con la
infeccion por PCV-2 y, en al menos un animal por establecimiento, se observo IHQ positiva
en muestras de pulmoén. En el 50% de las muestras con neumonia se aislaron diferentes
biovares de P. multocida 'y, en una sola graja se aislo 4. pleuropneumoniae asociado a P.

multocida y PCV-2.

Mediante estudios serologicos se demostrd la circulacion de A4. pleuropneumoniae y M.

hyopneumoniae. Entre el 80% y 90% de los establecimientos en las etapas de desarrollo y



13.

14.

105

terminacion fueron serologicamente positivos a A. pleuropneumoniae y, el 80% de los
mismos, a M. hyopneumoniae. La determinacion de A. pleuropneumoniae se realizo mediante
estudios bacteriologicos, y la de M. hyopneumoniae sobre la base de lesiones histopatologicas
en muestras obtenidas en necropsias de campo y muestras de animales inspeccionados en el
frigorifico. La circulacion de M. hyopneumoniae fue confirmada mediante la evaluacion de
anticuerpos, constatandose que la variacion intra-granja observada pudo estar dada por

variaciones de manejo y aplicacion o no de vacunas.

Todos los establecimientos evaluados presentaron diferentes porcentajes de animales con
lesiones pulmonares al momento de la faena. Se observé que el tipo de lesion mas prevalente
fue aquella compatible con infeccidon por M. hyopneumoniae y neumonia catarral complicada.
Esto, sumado a la alta prevalencia seroldgica en las etapas de recria y engorde/terminacion,

demuestra la importancia de este agente en los sistemas de produccion evaluados.

A pesar que el porcentaje de lesiones tipo pleuroneumonia reflejo su baja prevalencia tanto
en los animales evaluados en granja como en aquellos evaluados en frigorifico, y pese a la
baja frecuencia en la que se recuperd A. pleuropneumoniae en muestras con lesiones
pulmonares, se observd que la prevalencia seroldgica en la mayoria de los establecimientos
fue similar a la obtenida para la infeccion con M. hyopneumoniae. De esta manera se podria
concluir que A. pleuropneumoniae tiene una alto grado de circulacion dentro de los planteles
evaluados pero una baja manifestacion clinica, tal vez asociada al amplio uso de antibidticos a
lo largo de los periodos de produccion. Por ultimo, aunque no de forma concluyente, podria

inferirse que estos manejos medicamentosos podrian retrasar la aparicion de las lesiones ya
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que un bajo porcentaje de animales con lesiones caracteristicas de la infeccion por este agente

son observados al momento de la faena.

Debido al caracter multifactorial y al gran impacto econémico de las enfermedades
respiratorias en la produccion porcina, se estudié la relacion de los perfiles serologicos con
fallos en la conversion alimenticia, disminucion en la ganancia diaria de peso y presencia de

lesiones pulmonares en frigorifico.

La prevalencia seroldgica en relacion a la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia
presentd numerosas asociaciones. En nuestro estudio se pudo establecer que la
seroconversion detectada entre los 86 y 165 dias de vida contra M. hyopneumoniae tiene una
correlacion negativa con la ganancia diaria de peso entre los 82 dias de vida y el momento de
faena. La seroconversion contra A. pleuropneumoniae evaluada a los 165 dias de vida tuvo
correlacion negativa con la ganancia diaria de peso en el periodo comprendido entre los 82 y

105 dias de vida.

Cerdos con serologia positiva a M. hyopneumoniae cercana al momento de la faena
evidenciaron un alto grado de lesiones de bronconeumonia de tipo catarral. Contrariamente,
no se pudo establecer una asociacion entre la presencia de anticuerpos contra varios tipos de

A. pleuropneumoniae y la ocurrencia de lesiones en frigorifico.
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En relacioén a las lesiones pulmonares identificadas en frigorifico, se observo que la presencia
de BNC tuvo correlacion negativa con la ganancia diaria de peso entre los 82 y 105 dias de

vida.

En este estudio se evaluaron los factores de riesgo asociados con seroconversion durante los
periodos de produccion. Factores de manejo y caracteristicas del establecimiento fueron los
que presentaron mayor implicancia como factores de riesgo asociados a la presencia de
animales seropositivos, para las distintas entidades evaluadas, y sélo la seroconversion contra

PCV-2 estuvo asociada al tamafio del establecimiento.

No se pudo establecer una asociacion entre las tres categorias evaluadas (factores de manejo,
factores ambientales y factores demograficos) con la presencia de animales seropositivos
contra A. pleuropneumoniae, y el mismo factor parecidé tener un caracter protector en la

presentacion de animales seropositivos a M. hyopneumoniae.

El manejo del flujo de animales (flujo continuo vs todo adentro todo afuera) en las unidades
de engorde asi como la presencia de pisos semi-sélidos en los corrales de engorde, fueron
considerados factores importantes para la presentacion de animales seropositivos contra A.
pleuropneumoniae. Sin embargo el resto de las variables de manejo evaluadas en este estudio

parecen no tener impacto en la presentacion de los agentes infecciosos estudiados.
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En este estudio, la limpieza de los corrales con agua fria y la no utilizacion de sustancias
quimicas desinfectantes fueron consideradas de riego para la presentacion de animales

seropositivos para PCV-2 y M. hyopneumoniae.

El tratamiento antibiotico contra enfermedades respiratorias fue también considerado otro
factor de riesgo en la presentacion de animales seropositivos para M. hyopneumoniae y A.
pleuropneumoniae, asociado a su uso en forma empirica que favoreceria la resistencia de los

agentes involucrados.

Se pudo determinar un grupo de factores de riesgo que podria favorecer la presencia en las
granjas, de los agentes evaluados. A pesar que la asociacion de diferentes factores de manejo,
asi como las caracteristicas edilicias de los establecimientos, se correlacionaron con animales
seropositivos y no clinicamente enfermos, esta evaluacion podria dar una medida de la
importancia de estos factores en relacion a la circulacion los microorganismos durante el

periodo evaluado.

En conclusion, este relevamiento mostrdé el caracter multifactorial de las enfermedades
respiratorias, al analizar el rol de distintos factores de riesgo en el desarrollo de la respuesta
seroldgica frente a los agentes estudiados y el impacto de la prevalencia serologica y lesiones

pulmonares sobre la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia.

Se describi6 un brote de infeccion por virus de influenza A H3N2 de origen humano. La

cepa aislada circulo en la poblacién humana de América de Norte y Eurasia entre 2000-
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En el brote descripto, el porcentaje de morbilidad, la edad de los cerdos afectados y los signos
clinicos que se registraron correspondieron una infeccion endémica. El cuadro en el sitio 2
persistid por mas tiempo que los reportados, siendo indeterminada la fuente de infeccion. Asi,
el hecho de una posible una reagudizacion desde un cuadro subclinico no puede ser
descartado. Sumado a esto no se detectdé aumento de la mortalidad ni de trastornos

reproductivos.

Las lesiones macro y microscopicas se correspondieron con las descriptas para la infeccion
con el virus de influenza. Los resultados positivos de THC, solo se observaron a nivel de
bronquiolos, los que mostraron cambios minimos, asi como en algunas células mononucleares

situadas en la pared alveolar o en los espacios alveolares.

Se realizo la tipificacion molecular del aislamiento y se establecio la relacion de los
segmentos genomicos del aislamiento causal de este brote, con cepas circulantes en América

del Norte y Oceania.

Conclusiones generales
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Sobre la base de la informacion presentada en la revision sobre el virus de influenza, la
infeccion en el cerdo y la respuesta del mismo, se concluye que es necesario un constante
relevamiento debido a los diferentes mecanismos del virus para adaptarse a nuevos

huéspedes y evadir la respuesta inmune innata y adaptativa.

El cambio de hospedadores especificos observado durante las ultimas dos décadas demuestra
que las mutaciones puntuales que el virus ha acumulado por mas de siete décadas ha resultado
en nuevos hospedadores que no pueden ejercer ningun tipo de presion inmunologica,
favoreciendo el desarrollo de cuadros clinicos mas severos, una rapida diseminacion y falla

en las vacunas existentes.

Los resultados obtenidos en este estudio, mediante evaluacidon seroldgica, etiologica y
anatomopatoldgica, reflejan la circulacion del virus de influenza A subtipos HIN1 y H3N2 en

la poblacion porcina nacional desde al afio 2002.

A pesar que a lo largo de las tres fases de este estudio se utilizaron tres distintos grupos de
establecimientos y que estos estudios no fueron conducidos simultineamente, se puede
concluir que los establecimientos en estudio estdn endémicamente infectados con numerosos
agentes del complejo respiratorio porcino causando pérdidas productivas constantes e
invaluables y que estas se ven agravadas por brotes epidémicos de influenza porcina los

cuales estdn emergiendo con mayor frecuencia bajo su forma tradicional.
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5. Como futuras acciones se debera evaluar la prevalencia real de la circulacion de influenza
porcina, asi como su impacto productivo. Deberian llevarse a cabo numerosos relevamientos
que incluyan un numero representativo de granjas de distintas areas geograficas para la
identificacion y evaluacion de la dindmica de influenza asi como su interaccion con los

agentes mas prevalentes del complejo respiratorio porcino.

6. Mantener un sistema de vigilancia constante no solo en establecimientos con alto estatus
sanitario sino en aquellos que poseen pobre atencion sanitaria, los cuales podrian actuar como

reservorio del agente.

7. Un mayor entendimiento de la variabilidad antigénica del virus, de la patogenia de la
infeccion y de la regulacion de los mecanismos de defensa innata y adaptativa permitiria la
aplicacion de medidas terapéuticas mas adecuadas. En este sentido, los organismos del estado
que administran los planes de salud animal deberian disefiar relevamientos epidemioldgicos
activos que permitan identificar los subtipos y genotipos actuantes en el pais. Por ultimo,
teniendo en cuenta las caracteristicas zoondticas de este agente y sumado a la potencialidad
patogena que este virus tiene al adaptarse a nuevos hospedadores especificos resulta necesario
el desarrollo de planes conjuntos que comprendan no s6lo a la poblacion humana sino a las

especies domésticas mas susceptibles.
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Tabla 1: Proporcion de sueros positivos por las pruebas de IHA y ELISA para los subtipos H1, H3 y

H1 + H3.
Casos Individuales
IHA % IC 95% ELISA % 1C 95%
H1N1 303/338 89,64 86,24 - 93,04 8/343 2,33 0,58 — 4,07
H3N2 262 / 355 73,8 69,08 — 78,51 33/342 9,64 6,37 — 12,92
HIN1 + H3N2 211/338 62,42 57,11 - 67,73 0/342 - -

Tabla 2: Proporcion de granjas positivas por las pruebas de IHA y ELISA para los subtipos H1, H3y

H1+ H3
Granjas
IHA % IC 95% ELISA % 1C 95%
HIN1 11/13 84,61 54,55 — 98,07 7113 53,84 25,13 - 80,77
H3N2 9/13 69,23 38,57 — 90,90 4/13 30,76 9,09 - 61,42
HIN1 + H3N2 10/13 76,92 46,18 — 94,96 0/13 - -

Tabla 3: Correlacion de Kappa para ambas pruebas a nivel individual y a nivel de granja para H1y H3.

Casos Individuales

ELISA - IHA (H1)

ELISA - IHA (H3)

Granjas

ELISA - IHA (H1) ELISA — IHA (H3)
Valor de Kappa 0,005 0,070 0,350 0,235

Valor de p 0,330 0,0003 0,09 0,188

IC (95%) 0,001 — 0,009 0,043 — 0,096 -0,052 — 0,752 - 0,054 — 0,524
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Tabla 4: Frecuencia de establecimientos seglin distintas caracteristicas de produccion.

Concepto evaluado Categoria Numero total de granjas dentro de cada
categoria
Sistema de produccion y manejo
Sitio | Flujo continuo 1
Todo dentro/Todo afuera 9
Sitio Il Flujo continuo 5
Todo dentro/Todo afuera 5
Sitio 111 Flujo continuo 9
Todo dentro/Todo afuera 1
Tipo de piso Enrejado 100% 6
Enrejado 50% 4
Defensas perimetrales Si 3
No 7
Numero de madres en produccion <200 4
200-300 4
>300 2
Peso corporal a la faena <100 3
100-105 3
>105 3
Promedio de ganancia diariadesde <550 3
destete a terminacion/g
550-700 3
>700 3
Mortalidad en maternidad <9% )
9-11% 3
> 11% 4
Mortalidad en recria <2% 2
2-4% 3
> 4% 5
Mortalidad en desarrollo-terminacién < 2% 0
2-4% 6
> 4% 4
Programa de vacunacion M. hyopneumoniae 9
A. pleuropneumoniae 0
PCV-2 0
Escherichia coli 1
Influenza 0
Medicacion en el alimento
Recria Continua 5
Pulsos 4
Nunca 1
Desarrollo-terminacion Continua 2
Pulsos 8
Nunca 0
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Tabla 5: Frecuencia, distribucion y cronicidad de signos clinicos respiratorios compatibles con infeccion por el
virus de influenza y de signos sistémicos compatibles con sindrome de adelgazamiento posdestete.

Signos clinicos Categoria NUmero total de granjas dentro de cada
categoria

Signos respiratorios

Recria
Tos Si 7
No 4
Estornudo Si 7
No 4
Descarga 6culo-nasal Si 4
No 7
Postracion e inactividad Si 5
No 6
Distribucion del cuadro Aleatoria 8
Por corral 2
Por galpo6n 1
Duracion del cuadro 1-7 dias 2
7-21 dias 3
2 meses 1
Persistente 5
Desarrollo-terminacion
Tos Si 9
No 2
Estornudo Si 8
No 3
Descarga 6culo-nasal Si 5
No 6
Postracion e inactividad Si 5
No 6
Distribucién del cuadro Aleatoria 11
Por corral 0
Por galpdn 0
Duracion del cuadro 1-7 dias 5
7-21 dias 0
2 meses 1
Persistente 5
Signos sistémicos compatibles con SMAP
Adelgazamiento Si 9
No 2
Palidez Si 7
No 4
Diarrea Si 7
No 4
Disminucién del consumo Si 2
No 9




Tabla 6: Frecuencia de lesiones histopatolégicas pulmonares observadas en cada establecimiento.

NUmero de Bronconeumonia  Bronconeumonia Pleuroneumonia  Pleuritis Bronquitis/ Cambios

establecimiento  (NEP) catarral, supurativa  (PL) Fibrinosa Bronquiolitis Circulatorios
(BNCS) (PLF) (BB) (co)

1 1/1 (100%)

2 4/4 (100%)

3 1/4 (25%) Y (75%)

4 217 (28,5%) 1/7 (14,3%) 1/7 (14,3%) 3/7 (42,8%)

6 2/3 (66%) 1/3 (34%)

7 2/3 (75%) 1/3 (25%)

8 2/4 (50%) 2/4 (50%)

9 4/8 (50%) 2/8 (25%) 2/8 (25%)

10 1/2 (50%) 1/2 (50%)

11 1/6 (16,6%) 1/6 (16,6%) 4/6 (66,6%)

6ET



Tabla 7: Frecuencia de lesiones histopatoldgicas en cada establecimiento.

Establecimiento

140

Organo/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
tipo de lesion
Linfonodo:
Linfonodo reactivo 1/4 4/8 2/7
(25%) (50%) (28%)
Deplecion linfoidea 1/4 1/4 2/4 2/3 4/4 4/8 2/7
(25%) (25%) (50%) (66%) (100%)  (50%) (28%)
Tonsila:
Deplecion linfoidea 1/8
(12.5%)
Tonsilitis necrotica 1/3 1/8
(33%) (12.5%)
Rifidn:
Nefritis Intersticial 2/2 2/4 2/4 2/4 2/8 11 1/7
(100%) (50%) (50%) (50%) (25%) (100%) (14%)
Glomérulonefritis 1/3 1/4 1/8
Fibrinosa (33%) (25%) (12.5%)
Corazon:
Pericarditis fibrinosa 1/4 1/3 3/8
(25%) (33%) (37.5%)
Higado:
Necrosis centrolobulliar 1/4 1/1 1/8 1/7
(25%) (100%) (12.5%) (14%)
Perihepatitis 2/3
(66%)
Intestino delgado:
Deplecion linfoidea en 1/4 1/3
placas de Peyer (25%) (33%)
Enteritis catarral 1/4 11
(25%) (100%)
Enteritis profunda 1/4
(25%)
Intestino grueso:
Necrosis superficial 1/3 1/7
(33%) (14%)
Deplecion linfoidea 1/3
(33%)
Hiperplasia de células 1/4 11
caliciformes (25%) (100%)




Tabla 8: Lesiones en frigorifico: niUmero de animales afectados, tipo y extension de lesiones pulmonares

NUmero de NuUmero de animales afectados por tipo de lesion Porcentaje de superficie pulmonar afectada segin tipo

establecimiento de lesion

Total Total afectados (%) M (%) MC (%) F (%) PLC (%) M (DS) MC (DS) F (DS) PLC (DS)
1 107 51(47,66) 16 (31,37) 14 (27,45) 15(29,41) 6 (11,76) 6,7 (3,0) 100(3,9) 10,2 (55) 9,2 (2,6)
2 71 10 (14,08) 9 (90,0 0 1 (10,0) 0 4,2 (1,2) 0 5,0 () 0
3 49 36 (73,47) 17 (47,22) 3 (8,33) 13(36,11) 3(8,33) 8,1(7,3) 21,729 83(52 41,7 (31,7)
4 26 10 (38,46) 10 (100,0) O 0 0 10,7 (6,1) 0 0 0
5 68 68 (100,00) 31(4559) 9 (13,24) 12 (17,65) 16 (23,53) 11,3 (6,8) 115(8,2) 12,7 (6,3) 10,3 (6,9)
6 24 9 (37,50) 2 (22,2) 6 (66,67) 1(11,11) 0 16,2 (8,8) 11,7(8,3) 50() 0
7 73 54 (73,97) 21(38,89) 9 (16,67) 21(38,89) 3 (5,56) 7,0 (3,7) 11,7(9,1) 8,1(3,7) 10,5 (6,2)
8 149 91 (61,07) 72(79123) 13 (14,29) 5(549) 1(1,10) 15,3(9,0) 20,4 (8,8) 10,0 (6,4) 10,0 (-)
9 23 12 (52,17) 2 (16,67) 6 (50,0) 4 (33,33) 0 6,2 (5,3) 9,6 (5,6) 13,1 (5,5) 0
10 65 41 (63,08) 25(60,98) 11 (26,83) 5(12,20) 0 6,4 (3,1) 13,7(8,00 7,0(51) 0

Neumonia catarral compatible con infeccién por M. hyopneumoniae (M), Neumonia catarral complicada (MC), fisuras (F), Pleuroneumonia (PLC). Desvio

estandar

(DS

4’



Tabla 9: Estudio inmunohistoquimico para influenza porcinay PCV-2

NuUmero de Influenza porcina PCV-2
establecimiento
1 0/1 1/1
2 0/4 2/4
3 0/4 3/4
4 0/4 1/4
5 0/1 0/1
6 0/3 2/3
7 0/3 1/3
8 0/4 0/4
9 0/8 2/8
10 0/1 0/1
11 0/7 417

Animales positivos/Animales evaluados

Tabla 10: Agentes bacterianos aislados de pulmones con lesion

Agentes aislados de muestras pulmonares
P. multocida biovar 3
P. mutlocida biovar 2
A. pleuropneumoniae

NUmero de establecimiento
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1

4
X

5

6

X

7

8
X

XX X B




Tabla 11: Asociacidn entre variables cualitativas de manejo y seroconversion frente a tres agentes patdgenos respiratorios. Modelo univariado.

Serologia positiva a M. hyopneumoniae

Serologia positiva a A. pleuropneumoniae

Serologia positiva a PCV-2

Cerdos Odds  P-value 95% IC Cerdos Odds  P-value 95% IC Cerdos Odds P-value 95% IC
positivos  Ratio del OR® positivos ratio del OR® positivos  Ratio del OR®
Variable (%) (%) (%)
Maternidad Tratamiento antibi6tico 93 (31,0) 0,63 0,14 0,36-1,12 170 (56,7) 0,67 0,26 0,34-1,31  92(30,7) 4,04 0,0002 1,84-8,89
Numero de madres 123 (41,00 N/  <00001 N/D 217(7233) N/D 0,032 N/D 100(33,3) N/D 0,65 N/D
Recria TDTF 45 (15,0) 0,78 0,34 0,49-1,26 12 (4,0) 0,18 <0,0001 0,09-0,35 8 (2,67) 0,17 < 0,0001 0,08-0,37
Piso enrejillado 90 (30,00 0,49 0,018 0,27-0,87 45 (15,0) 0,15 <0,0001 0,08-0,28  38(12,7) 0,30 0,0003 0,16-0,56
Limpieza con agua fria vs.
agua caliente 9(3,0) 0,59 0,24 0,29-1,33 15 (5,0) 3,10 0,0046 1,43-6,66 15 (5,0) 4,87 0,0001 2,22-10,65
Desinfectante 114 (38,0) 512 <0,0001 2,41-10,88 66 (22,0) 1,13 0,74 0,59-2,18 31(10,33) 0,15 <0,0001 0,08-0,28
Numero de madres 123 (41,0) N/D  <0,0001 N/D 81 (27,0) N/D 0,926 N/D 61 (20,33) N/D <0,0001 N/D
Tratamiento profilactico 84(28,0) 0,29 <0,0001 0,16-0,52 66 (22,0) 1,13 0,74 0,59-2,18 46 (15,33) 0,71 0,37 0,36-1,39
Tratamiento antibi6tico 105 (35,00 0,42 0,0314 0,19-0,92 69 (23,0) 0,51 0,12 0,24-1,12 61(20,33) 17,91 0,0013** 1,08-297,09
Desarrollo/Terminacion TDTF 6 (2,0) 0,26 0,0032 0,10-0,66 9 (3,0) 0,86 0,84 0,38-1,95 15 (5,0) 4,87 0,0001 2,22-10,65
Piso enrejillado 90 (30,0) 0,49 0,018 0,27-0,87 15 (5,0) 3,10 0,0046 1,43-6,66 53 (17,7) 5,84 < 0,0001 2,66-12,82
Limpieza con agua fria vs.
agua caliente 27 (9,0) 0,95 0,89 0,54-1,68 9(3,0) 0,29 0,0007 0,14-0,63 N/D N/D N/D N/D
Numero de madres 138 (46,0) N/D 0,006 N/D 99 (33,0) N/D  <0,0001 N/D 61 (20,3) N/D <0,0001 N/D
Desinfectante 84 (28,0) 0,44 0,001 0,27-0,74 69 (23,0) 0,98 1,0 0,58-1,65 38(12,67) 0,64 0,16 0,36-1,16
Tratamiento antibi6tico 78 (26,0) 0,29 <0,0001 0,17-0,50 45 (15,0) 0,18 <0,0001 0,11-0,31 38(12,67) 0,64 0,16 0,36-1,16

* P values <0.2; ** Logit estimators usa una correccion de 0.5 en cada celda para las tablas que contienen cero. N/D: No se calculé el OR y IC debido a que no son variables

dicotédmicas.

evt



Tabla 12: Asociacion entre factores de manejo y seroconversion para tres agentes patogenos respiratorios. Modelo lineal generalizado.

Serologia positiva a M. hyopneumoniae

Serologia positiva a A. pleuropneumoniae

Serologia positiva a PCV-2

Variable OR 95% CI of OR® P-value OR 95% CI of OR® P-value OR 95% CI of OR® P-value
TDTF 0,388 0,209 - 0,720 0,0028 2,391 1,319 -4,335 0,0041 N/D N/D N/D
Piso enrejillado 2,018 0,665 -6,123 <0,0001 1,485 0,548 - 4,022 0,0013 N/D N/D N/D
Limpieza con agua fria vs agua
caliente 0,470 0,259- 0,853 0,0131 N/D N/D N/D 3,595 1,811-7,137 0,0003
Desinfectante 1,761 1,000- 3,102 0,0501 N/D N/D N/D 4,751 2,847 - 7,928 <0,0001
NGmero de madres 0,330 0,215 - 0,507 <0,0001 N/D N/D N/D

0,405 0,250- 0,655 <0,0001 N/D N/D N/D 1,664 1,316 - 2,103 <,0001
Tratamiento profilactico 5,390 2,225- 13,060 0,0002 0,481 0,231-1,002 0,0505 N/D N/D N/D
Tratamiento antibictico 2,731 1,713- 4,353 <0,0001 2,713 1,758 - 4,186 <0,0001 0,482 0,299 - 0,774 0,0026

* P-value <0,5; N/D: No se observ0 asociacion entre las variables y la presencia de animales seropositivos.

Tabla 13: Correlacion entre edades de seroconversién para A. pleuropneumoniae y M. hyopneumoniae y ganancia diaria de peso. Correlacion entre lesiones
tipo BNC observadas en frigorifico y ganancia diaria de peso.

r Spearman P-value
GDP 82-105 y porcentaje de seropositivos a App a los 165 dias -0,785 0,036
GDP 82-105 y porcentaje de seropositivos a Mh a los 86 dias -0,778 0,022
GDP 105-Faena y porcentaje de seropositivos a Mh a los 165 dias -0,821 0,006

-0,714 0,023

GDP 82-105 y el porcentaje BNC observado en frigorifico

BNC: Bronconeumonia catarral, GDP: ganancia diaria de peso, App: A. pleuropneumoniae, Mh: M. hyopneumoniae
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Tabla 14. Resumen de los hallazgos clinicos, macroscopicos, rRT-PCR y diagnostico presuntivo en funcién de
los hallazgos macroscépicos.

N° protocolo Edad  Peso Kg (Temp). Hallazgos macro rRT-PCR SIV Diagnostico
Dias Presuntivo
20026 45 13 (N) ccv Pulmén + Neumonia (SIV)
20027 50 17 (N) ccv Pulmén e SLD
Hisopado
Bronquial
20028 45 7 (NE) SLD Hisopado Neumonia (SIV)
Bronquial +
20029 45 8 (H) CCV Pulmon + Neumonia (SIV)
20030 50 14 (N) CCV Pulmon + Neumonia (SIV)
RAI 4 Rinitis (RAI)
Diarrea Enteritis
20031 50 15 (H) ccv Pulmén e Neumonia
RAI 2 Hisopado
Bronquial
20134 51 12,2 (F) Cccv Pulmoén + Neumonia (viral)
20139 51 9 (F) Ccv Pulmoén + Neumonia (viral)
RAI 4 Rinitis (RAI)
20140 51 11 (N) Cccv Pulmoén + Neumonia (viral)
20141 51 13 (F) ccv Neumonia
RAI 2

N: Normal, NE: No evaluado, H: hipotermia, F: Fiebre. CCV: Consolidacion craneo-ventral, RAI: Rinitis atrofica a
cuerpos de inclusion # grado de desviacion del tabique nasal, SLD: Sin lesiones de caracter diagnosticas.

Tabla 15. Resumen de los hallazgos microscopicos y los resultados de la técnica de IHQ.

N° protocolo  Histopatologia IHQ
20026 Bronquiolitis necrética -
20027 Bronquiolitis necrética +
20028 SLD -
20029 Bronquiolitis necrética +
20030 Bronquiolitis necrética y colapso pulmonar -
Cecitis y colitis catarral
20031 Bronconeumonia con hiperplasia del epitelio bronquiolar e infiltracién de pmn
en la luz.
Linfoadenitis, apoptosis en las placas de Peyer del ID
20134 SLD -
20139 Bronconeumonia supurativa, con pleuritis, bronquiolitis necrética -
RAI
20140 Bronquiolitis necrética y colapso pulmonar +
20141 Bronquiolitis necrética -

RAI: Rinitis a cuerpo de inclusién. SLD: Sin lesiones diagnosticas. pmn: polimorfo nucleares
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Tabla 16. Andlisis de similitud nucleotidica (BLAST) para los segmentes completos de los genes PB2, PB1, PA,
HA, NP, NA, M1y NSy las cepas de influenza A con estrecha relacion nucleotidica para cada unos de los

genes estudiados.

Segmento % de similitud Cepas identificadas por BLAST Subtipo  NUmero de acceso
genomico™ en Genbank
1 (PB2) 98% A/Wellington/34/2001 H3N2 CY012319.1
96% A/New York/418/2002 H3N2 CY003207.1
96% A/Auckland/604/2001 H3N2 CY023073.1
2 (PB1) 97% A/New York/80/2001 H3N2 CY000575.1
97% A/Western Australia/15/2001 H3N2 CY013222.1
3 (PA) 98% A/New York/75/2002 H3N2 CY001306.1
98% A/Auckland/602/2001 H3N2 CY022530.1
4 (HA) 97% A/Hong Kong/CUHK?28038/2000  H3N2 EU856960.1
97% A/Auckland/603/2001 H3N2 CY023058.1
5 (NP) 96% A/Auckland/610/2002 H3N2 CY025053.1
96% A/Western Australia/45/2003 H3N2 CY015839.1
96% A/New York/408/2002 H3N2 CY003130.1
6 (NA) 98% A/New York/114/2002 H3N2 CY000539.1
98% A/New York/85/2001 H3N2 CY000387.1
98% A/Auckland/614/2002 H3N2 CY022207.1
7 (M1) 97% A/New York/85/2001 H3N2 CY000386.1
96% A/New York/420/2002 H3N2 CY003778.1
8 (NS) 96% A/Western Australia/29/2002 H3N2 CY015736.1
96% A/New York/86/2002 H3N2 CY015728.1

*PB, polimerasa base; PA, polimerasa acida; HA, hemaglutinina; NP, nucleoproteina; NA, neuraminidasa; M, proteina de

matriz; NS, proteina no estructural
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Figura 1: Porcentaje de animales positivos por establecimiento, para los subtipos HIN1 y H3N2 detectados

mediante la técnica de IHA.
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Figura 2: Distribucion intra-granja de TGM observados en animales detectados positivos mediante la técnica
de IHA para el subtipo HINL1.
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Figura 3: Distribucion intra-granja de TGM observados en animales detectados positivos por la técnica de
IHA para el subtipo H3N2.
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Figura 4: Porcentaje de animales positivos por establecimiento, para los subtipos HIN1 y H3N2 detectados
mediante la técnica de ELISA.
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Figura 5: Nneumonia necroética porcina. Bronquios: necrosis del epitelio, descamacion y exudado en la luz.
Hiperplasia del tejido linfoideo asociado.20X.

Figura 6 A: Alvéolos con exudado intraluminal e infiltracion intersticial de macréfagos y neutrofilos. 20X
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Figura 6 B: Bronquiolo: necrosis del epitelio en uno de los polos bronquiolares, descamacion y exudado en
la luz. Alvéolos: colapso alveolar, infiltracion monononuclear, epitelizacion y areas con edema alveolar.
20X.

Figura 7: Pulmon: inmunomarcacion positiva en macréfagos del septo alveolar y neumocitos. 100X. IHQ
SIvV
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Figura 8: IHQ anti PCV2 — Pulmén — Histiocitos con inmunomarcacion positiva a PCV-2 en tejido
linfoideo peribronquial (BALT) 40X.

Figura 9: IHQ anti PCV2 Pulmén, immunomarcacion positiva contra PCV-2 en macro6fagos alveolares. 40X
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Figura 10: RER: reticulo endoplasmico rugoso; G: granulo; m: mitocondria; MP: membrana plasmatica;
r: ribosomas; Flechas: particulas virales. ME
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Figura 11: Esquema de muestreo longitudinal para la determinacion de agentes compatibles con infeccién
del virus de influenza

Maternidad Destete Engorde/Terminacion

4

Parto

[w ]
M1 (2123 dias de vida) 30 animales (86 3 dias de vida) 30 animales
Registro de peso individual, muestras de sangre,
[ s |

H

Identificacion de los animales
Registro de peso individual, muestras de sangre Temperatura corporal, hisopados nasales

(105 + 3 dias de vida) 30 animales
Registro de peso individual, muestras de sangre,
Temperatura corporal, hisopados nasales

(56 + 3 dias de vida) 30 animales
Registro de peso individual, muestras de sangre,
Temperatura corporal, hisopados nasales

&

(Evaluacion en frigorifico) 30 animales

Registro de peso individual en hase al peso promedio
de la tropa. Muestras de sangre, hisopados nasales
Evaluacion macroscopica de diferentes 6rganos
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Figura 12: Distribucion de parametros productivos por establecimiento
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Figura 12A: distribucién de los dias en alcanzar el peso de faena con respecto a la media (linea de puntos) de
todos los establecimientos (195 dias, DS+13,6). Figura 12B: distribucion de los pesos promedio a la faena (linea de
puntos) con relacion al peso promedio para todos los establecimientos (104,6 kg, DS+ 6,06). Figura 12C: GDP
desde los 56 dias de vida hasta peso de venta en relacion a la media (linea de puntos) para todo los
establecimientos (602g, 95% IC 531-673).



Figura 13

Porcentaje de mortalidad global
promedio durante un afio

Porcentaje de mortalidad en recria
promedio durante un afio

Figura 13A: mortalidad global desde el nacimiento hasta la faena.
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: Porcentaje de mortalidad global y para cada etapa de produccion a lo largo de un afio
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Figuras 13B, 13C y 13D: promedio de

mortalidad en 10 establecimientos en cada etapa de produccidn (maternidad, recria, desarrollo-terminacion) y
diferencias estadisticas entre establecimientos. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
establecimientos.



Figura 14: Valores mensuales de mortalidad por establecimiento: control estadistico de proceso aplicado sobre un periodo minimo de 6 meses
en cada etapa de produccion
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Figura 14A: expresa los valores de mortalidad global para cada establecimiento. Figuras 14B, 14C y 14D: control estadistico de proceso aplicado a cada una de las etapas de produccion
(maternidad, recria, desarrollo-terminacion). Lineas verdes: promedio de cada etapa para cada establecimiento. Lineas rojas: sigmas con respecto a la media. Puntos rojos: grupos que
presentan desvios del control estadistico de proceso (> 1 ¢ por 5 periodos, 2 ¢ por dos periodos 0 >3 ¢ en al menos un periodo). UCL: Limite de control superior, Avg: Promedio, LCL: Limite
de control inferior.
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Figura 15: Seroprevalencia para M. hyopneumoniae (15A), A. pleuropneumoniae (15B) y PCV-2 (15C), por
establecimiento, en distintas etapas de produccion
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Figura 16A. Lesiones macroscopicas en cerdos infectados naturalmente con SIV H3N2. Nétese el patron
multifocal de consolidacion lobulillar tipo “tablero de ajedrez” afectando los l6bulos craneoventrales y
dorsocaudales.
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Figura 16B. Lesiones macroscopicas en cerdos infectado naturalmente con con SIV H3N2. Nétese el patron
multifocal de consolidacion lobulillar tipo “tablero de ajedrez” afectando los l6bulos craneoventrales y
dorsocaudales.
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Figura 17A. Hallazgos histopatolégicos en cerdos infectado naturalmente con SIV H3N2. La mucosa
bronquiolar se encuentra recubierta por epitelio plano y se observan abundantes neutrdéfilos y células
necroéticas descamadas ocupando la luz bronquiolar. Hematoxilina y eosina. 40X

Figura 17B. Hallazgos histopatologicos en cerdos infectado naturalmente con SIV H3N2. Se observa
necrosis unilateral de la mucosa del epitelio de revestimiento bronquiolar. La luz bronquiolar se encuentra
completamente ocluida por abundantes células necréticas descamadas y neutréfilos. Hematoxilina y eosina.

40X
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Figura 18A. IHQ anti SIV en cerdos infectado naturalmente con SIV H3N2. Se observan células epiteliales
bronquiolares con immunomarcacion intracitoplasmatica positiva, asociadas a moderados cambios
inflamatorios. Caso 20027. 40X.
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Figura 18B. IHQ anti SIV en cerdos infectados naturalmente con SIV H3N2. Se observan escasas células
mononucleares positivas en la luz alveolar. .Obj. 40X
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PLANILLAS




Investigacion epidemioldgica de la infeccion por Influenza Porcina
1. Caracteristicas generales de la granja

NUmero de identificacién de la granja (ID)

Datos identificatorios del establecimiento

Nombre de la granja

Nombre y apellido del veterinario

Provincia: Ciudad: C.p:
Identificacion del entrevistador

Nombre: Fecha:

Dentro del sistema de multiples fases, ¢,cémo se da el flujo de animales?

Todo dentro/ todo fuera Flujo continuo
Sitio |
Sitio Il
Sitio Il

Caracteristicas de la granja:

Numero de cerdas:
Produccioén de lotes:

Duracion / separacion entre dos lotes de cerdas:

1 Semana O
3 Semanas O
Otro O

Distancia entre las instalaciones de las cerdas y las de destete (en m)

Distancia entre las instalaciones de las cerdas y las de destete y engorde (en m)

Parametros de produccion:

Numero promedio de lechones nacidos vivos por cerda:

Numero promedio de lechones destetados/afio/cerda productiva:
Promedio de GDP (del destete a la venta)

Indice de conversion alimentaria (del destete a la venta)

Edad promedio al destete (dias)

Edad promedio al engorde (meses)

Adopciones:

¢Durante qué periodo (horas posteriores al parto) se realizan?

Porcentaje de lechones transferidos %
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Porcentaje de hembras receptoras %

¢A qué edad se castran los machos? dias

Mortalidad:

Porcentaje de mortalidad en el periodo de recria: %

Fecha en que detect6 el aumento de la mortalidad

Porcentaje de mortalidad en el periodo de engorde: %
Fecha en que detect6 el aumento de la mortalidad

Densidad de cerdos en un area de 2 km de la granja estudiada:

Numero de unidades de engorde dentro del area:

Numero de unidades de ciclo completo dentro del area:

Descripcion clinica de Influenza Porcina en la granja
Signos Clinicos Sl
Tos
Adelgazamiento
Disminucién del consumo
Postracion / inactividad
Descarga 6culo-nasal

Otros sintomas (especificar)

Edad de los cerdos cuando manifiestan el problema (en meses)
Prevalencia (porcentaje de cerdos afectados)

Distribucion dentro de la granja:

Aleatoria [ Por camadas O Por corral
2. Reposicion
Inseminacion artificial O Monta natural  []

% de inseminacion artificial

% de monta natural

Introduccion de animales: Si |
Cantidad de cerdas por entrada

Cantidad de machos por entrada

Cuarentena para los animales introducidos: Si |
Duracion (dias)

Emplazamiento dentro del perimetro de la granja Si O
Fuera (< 50 m) de otras instalaciones propias Si O
Fuera (> 50 m) de las instalaciones vecinas Si O
Fuera (> 50 m) de otras instalaciones Si O

No

No

No

No
No
No
No

O

oogoo
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Frecuencia de introduccion (ej: por semana)

Contacto con animales viejos o sus productos, o con animales enfermos
( “Inmunizacion progresiva” / “feed — back”)

3. Instalaciones

Numero de salas
N° de corrales / sala

N° de camadas / corral

N° de cerdos / m?

Particion (sélida / reja)
> 1 lote (misma edad) / sala

Distancia con el alojamiento
de las cerdas reproductoras

4. Préacticas de limpieza

Limpieza con agua fria

Limpieza con agua caliente

Exterminio de insectos
Exterminio de roedores

Presencia de defensa contra pajaros

Vaciado de la fosa

5. Vacunas

Mycoplasma
Actinobacillus
Rinitis atréfica

Otra vacuna comercial

Autovacunas

6. Antibiéticos

oOoofonoe
OoOoOogn

Adiciona ATB en el alimento (si/no)
Frecuencia de utilizacién de los pulsos (dias)
Periodicidad de rotacion de ATB (meses)

Pulsos
Continuo
Ninguno

Sala de destete

Instalaciones de
maternidad / lactancia

Sil]  No[]
Sil]  No[]
Sil]  No[]
Sil]  No[]
SiC]  No[]
Total [
Parcial []
Nunca []

Si O

Instalaciones de destete

No Cantidad de dosis

Edad de vacunacién

SiC]  No[]
SiC]  No[]
Si[] No[]
SiC]  No[]
Total [
Parcial []
Nunca []
Destete

ood
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Sala de engorde / terminacic

Instalaciones de
engorde / terminacion

Sil]  No[]
Sil]  No[]
Sil]  No[
Sil]  No[]
Sil]  No[
Total [
Parcial []
Nunca []

Engorde / terminacién

Ooog



Tipo de ATB usados cominmente

Destete

Penicilina
Tilosina
Tiamulina
Tilmicosina
Clortetraciclina
Oxitetraciclina
Florfenicol
Colistina
Virginiamicina
Lincomicina
Fosfomicina
Otros

7. Bioseguridad

Visitantes:

Mamelucos Botas

Propios de la granja
Descartables

Ninguno

Bafio de pie
A la entrada de la granja
A la entrada de cada edificio
A la entrada de cada sala

Frecuencia de recambio de desinfectantes (dias)
Tipo de desinfectante
Almacenamiento de cadaveres:

En un contenedor a < de 50 metros de las instalaciones
En un contenedor a > de 50 metros de las instalaciones

Otros (especificar)

Enfermeria:

Existe Si | No
Dentro del galpén Si O No

Ooooooooogd

Si

Si
Si

[

Engorde/terminacion

Instrumental Veterinario

No
No

OO

Ooooooooogod

No

O O
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