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RESUMEN

Se describe un brote en lechones lactantes caracterizado
por vomitos, signos nerviosos, emaciacion y alta
mortalidad producida por el coronavirus de Ia
encefalomielitis hemaglutinante del cerdo (PHE-CoV). Se
realizé la confirmacién diagnéstica por medio de estudios
histopatoldgicos, inmunohistoquimicos (IHQ) y de biologia
molecular (RT-PCR y secuenciacion de los amplicones).
Los hallazgos mas salientes fueron: encefalitis o
meningoencefalomielitis no supurativa y ganglioneuritis,
presencia de manguitos perivasculares con degeneracion
neuronal de los plexos de Meissner y Auerbach en la
regioén pilorica del estébmago. Mediante IHQ se observo
inmunomarcacion en el citoplasma de las neuronas del
tallo cerebral y del ganglio trigémino. Mediante RT-PCR
de muestras de tejido nervioso IHQ positivas se visualizo
un producto de igual pb que el primer de pancoronavirus
utilizado. La secuenciacion del amplicon se correspondio
en un 95% con las secuencias reportadas de la cepa
VW572 de PHE-CoV (GenBank). Se realiz6 un estudio
epidemiolégico preliminar mediante la prueba serolégica
de inmunofluorescencia indirecta (IFl), en 9 granjas. Sobre
el total de las granjas estudiadas 6 fueron positivas; siendo
la granja motivo del trabajo, la Unica que manifesté
entidad clinica. Estos resultados preliminares indican la
presencia de una infeccién endémica por PHE-CoV en la
Republica Argentina, en la mayoria de los casos en forma
subclinica. Este trabajo constituye la primera comuni-
cacion de un brote de PHE-CoV en la Argentina y en
Sudameérica, considerandosela como una enfermedad
emergente.

Keywords: Porcine hemagglutinating encephalomyelitis
coronavirus, epidemiology, pathology, RT-PCR, indirect
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SUMMARY
Outbreak of Hemagglutinating encephalomyelitis
coronavirus infection in pigs in Argentina.

Pathological, virological, molecular and serological
study.

An outbreak of vomiting, wasting and nervous signs in
piglets less than 3 weeks old caused by porcine
hemagglutinating encephalomyelitis coronavirus (PHE-
CoV) infection is described. The etiological diagnosis was
made by histopathology, immunohistochemistry (IHC), RT-
PCR and genomic sequence (GS) studies. Non-
suppurative  encephalomyelitis or meningoencephalo-
myelitis, ganglioneuritis and perivascular cuffing with
neuronal degeneration on intramural plexus of stomach
were the main changes. By IHC, PHE-CoV was detected
in neurons of the brainstem and in the trigeminal ganglion
which correlates with the RT-PCR products detected in the
same samples. Sequence analysis of PCR amplicons
showed 95% correspondence with the WW572 strain of
PHE-CoV virus from GenBank reference. A preliminary
epidemiological study was performed by indirect
immunofluorescence antibody test (IFAT) in 9 farms.
Results of serological survey to detect antibodies against
PHE-CoV by IFAT showed 6 positive farms. However, only
the farm under study reported clinical signs. These
preliminary results showed that PHE-CoV infection is
widespread in Argentina in subclinical form, however new
outbreaks might occur particularly in naive farms.

The above results confirmed PHE-CoV infection as newly
recognized emerging disease of pigs in Argentina and
South America.

Introduccién

La encefalomielitis hemaglutinante
porcina (PHE - sigla en inglés -) es
una enfermedad infecciosa auto-
limitante que afecta principalmente a
cerdos lactantes’. Es causada por
una variedad de coronavirus (CoV)
que tiene al cerdo como su hos-

pedador natural, siendo el Unico
coronavirus neurotrépico conocido en
esta especie7’13. El PHE-CoV es un
virus ARN, caracterizado por pre-
sentar 2 hemoaglutininas asociadas
al virién, la hemaglutinina-esterasa y
la proteina S, que le permiten
aglutinar espontaneamente eritrocitos
de ratdn, rata, pollo y otras especies.

El PHE-CoV fue aislado por primera
vez en Canada en 1962 del cerebro
de lechones lactantes con encefalo-
mielitis® y, mas tarde, en Inglaterra de
lechones lactantes que presentaron
un cuadro de vomitos, anorexia y
depresion (“vomiting and wasting
disease’-VAWD)®. Ambas presenta-
ciones clinicas (neuroldégica y VAWD)
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se reprodujeron experimentalmente
en cerdos a partir de una cepa de
campow. La infeccion ha sido des-
cripta en Europa, Asia y Norte-
américa, donde parece ser endémica
y subclinica. Sin embargo, en esta-
blecimientos con reproductoras no
inmunes, la infeccion por PHE-CoV
da lugar al desarrollo de un sindrome
clinico agudo que puede ocasionar
una mortalidad del 100% en le-
chones, de menos de 3 semanas'.
Estudios serolégicos realizados en
EE.UU. indican que la prevalencia
varia del 0 al 89%, en Canada e
Inglaterra 49%"°, 76% en Alemania y
en Japon entre 52 y 82%% . En
América Central y Sudamérica no
existen reportes de la infeccion.

El diagnéstico presuntivo de la enfer-
medad se basa en la correlaciéon de
los datos epidemiolégicos (que inclu-
yen historia clinica, signos, edad de
los animales afectados y curso de la
infecciéon) con los hallazgos histopa-
tologicos. El diagnostico definitivo se
obtiene por el aislamiento del PHE-
CoV en la fase aguda de la infeccion.
En la actualidad, los estu-dios
inmunohistoquimicos (IHQ) y molecu-
lares (RT-PCR) permiten la deteccion

del PHE-Cov en los tejidos afecta-
dos*"""*18 y su diagnéstico definitivo.
Los objetivos de este trabajo fueron
describir las caracteristicas epidemia-
l6gicas y clinicas asi como los
resultados de los estudios histo-
patolégicos, virolégicos, de biologia
molecular y seroldgicos de un cuadro
de PHE-CoV.

Descripcion de un caso

Historia clinica: el problema se
presentd en una granja de 3 sitios de
un total de 6000 madres. Al momento
del brote el plantel reproductor se
encontraba conformado por un 55%
de hembras nuliparas y de primera y
segunda paricion. El sitio 1 estaba
constituido por 20 galpones de
gestacion y 19 salas de maternidad.
El sitio 2 (destete), por 9 galpones de
3000 animales cada uno y el sitio 3
(crecimiento y engorde) se encon-
traba conformado por 14 galpones,
cada uno con capacidad para 1500
animales.

El cuadro se inicié el 8 de agosto y
finalizé el 23 de agosto de 2006,
afectando principalmente al sitio 1 y
secundariamente al sitio 2. De las 19

salas de maternidad, 10 presentaron
un porcentaje de mortalidad del
16,9% (1226 lechones) estimandose
que el 12,6% de las muertes (913
animales) fueron compatibles clinica-
mente con infeccién por PHE-CoV.
Los signos clinicos se observaron en
lechones a partir de los 4 dias de
edad y consistieron en vomitos y
signos nerviosos tales como som-
nolencia, posturas anormales, tem-
blores, nistagmus y trastornos de la
locomocién, acompafiados de marca-
do desmedro (Figura 1). El vémito y
la emaciacion se presentaron en el
27,6% de los lechones < 1 semana,
declinando gradualmente, hasta afec-
tar al 1,6% de los cerdos de 3
semanas de edad (promedio: 13,6%).
Los cerdos destetados del sitio 1
(incluidos los emaciados) fueron
llevados al sitio 2. Alli, el 29%
presentd, ademas de vomitos, marca-
da depresion, hipotermia, anorexia,
deshidratacién y muerte. El porten-
taje de mortalidad vari6 entre el 15y
el 40% segun la sala. En ambos
sitios 3.683 lechones murieron o
fueron sacrificados por razones
humanitarias a lo largo de las 3
semanas que duro el cuadro.

Figura 1. Lechones lactantes con signos clinicos compatibles con encefalomielitis hemaglutinante porcina por
coronavirus (PHE.CoV). También se observan algunos animales de la misma edad no afectados.
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Estudios histopatolégicos e inmu-
nohistoquimicos (IHQ): Se realizé
la necropsia de 16 animales de entre
2 y 11 dias de edad con signos ner-
viosos y desmedro (grupo 1-agudo).
Se obtuvieron muestras para histo-
patologia del tallo cerebral, médula
oblonga, ganglios trigéminos, tonsi-
las, area pildrica del estomago, yeyu-
no, ileon, linfonddulos, corazén, ba-
zo, higado, rifion y pulmén. Dos
semanas posteriores al inicio del
cuadro clinico se sacrificaron 35
animales sobrevivientes de entre 25 y
47 dias de edad, con un peso prome-
dio de 2,6 kg, de los que también se
colectaron muestras para estudio
histopatolégico (grupo 2-crénico).
Para el estudio IHQ se utilizaron
cortes del tallo cerebral procedentes
de 5 animales con lesiones micros-
copicas de encefalitis no supurativa.
Se utiliz6, como suero primario, un
suero murino anti PHE-CoV-67N y
como sistema de deteccioén el kit de
LSAB2 (DakoCytomation, Ca, USA).

Estudios moleculares (técnica de
RT-PCR):

_Muestras procesadas: soOlo se
trabajé con material de 7 cerebros de
lechones de 6 a 11 dias que presen-
taron lesiones histopatolégicas de
encefalitis e IHQ positiva. Las mues-
tras se conservaron a -70° C. Por
otro lado, se obtuvo una muestra a
partir de un cultivo de células PK 15
inoculado con pool de érganos de un
lechon enfermo (cerebro, tonsilas,
pulmén) (5° pasaje ciego).

_Aislamiento de ARN: Se aisl6 ARN
total a partir de 30 mg de las
muestras de cerebro y de 30 pl de la
suspensiéon del cultivo celular utili-
zando un kit comercial (RNeasy
QIAGEN, GmbH, Hilden Alemania).
Se siguieron las instrucciones del
fabricante. El paso de homogenei-
zacion vy lisis se realizd con jeringas
de 5 mly agujas 25/8.

_Transcripcion  reversa-reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-
PCR): Se utilizaron los oligonucleé-
tidos (DNA) Cor FW y Cor RV que
amplifican un fragmento de 251 pb,
del gen de la polimerasa de pancoro-
navirus''. Como control negativo se
uso agua libre de RNAasas y master
mix. La reaccion se realizd6 en un
volumen de 50 pl conteniendo 2 ul de
la solucion de ARN aislado, 10 pl de
buffer 5x QIAGEN One-Step RT-
PCR, 2 ul de mezcla de dNTPs (400
UM de cada dNTP), 1,8 pl de mezcla
de enzimas (transcriptasas reversas
y HotStart Tag® DNA polimerasa de
QIAGEN One-Step RT-PCR,) 4 uM
de cada oligonucledtido y agua libre
de RNAasas c.s.p. 50 pl. La reaccion
se llevo a cabo en un termociclador
(PCR Sprint Thermo Electron Corp.)
con un paso inicial de transcripcion
reversa a 50° C durante 30°, seguido
por una activacion a 95° C por 15" y
40 ciclos de amplificacion de (30 seg.
a95°C, 30 seg.ab50°Cy 1 min. a
72° C) y una extension final a 72° C
durante 10 min.

El producto de amplificacion se puirifi-
c6 con el kit de purificacion PCR
QlAquick (Qiagen) y se secuencid
utilizando un secuenciador de ADN
Mega-Base 1000 (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, UK). La secuencia
obtenida se analiz6 utilizando NCBI
BLAST (www.ncbi.him.hig.gov).

Estudios virolégicos: se obtuvieron
cinco homogenatos a partir del
cerebro y tonsilas de lechones de
entre 1 y 9 dias de edad, que ma-
nifestaron cuadro clinico. Alicuotas
de estas muestras se inocularon en
las lineas celulares porcinas PK15 y
SK-K y también en ratones lactantes
(via intracerebral). Los cultivos
celulares se examinaron diariamente
a fin de detectar efecto citopatico y
hemo-aglutinacion. A los ratones se
los controlé por 7 dias para la
observacion de signos nerviosos o
muerte.

Estudio seroldgico

Se realiz6 en 9 granjas porcinas
comerciales, incluyendo aquélla en la
que se presentd el cuadro clinico. El
resto de las granjas no registraban
historia clinica de PHE-CoV. En cada
granja se obtuvieron 10 muestras de
sangre de animales de engorde (22
semanas) y de hembras de mas de 1
parto. Las muestras de los animales
de 22 semanas provenientes de la
granja que presenté el cuadro clinico
se obtuvieron un mes antes del brote.
El resto de las muestras se colec-
taron meses antes de la presentacion
del cuadro con otros fines. Se evalud
la presencia de anticuerpos anti-
PHE-CoV por la técnica de
inmunofluorescencia indirecta®.

Resultados

En el grupo 1-agudo sdélo se con-
sign6, a la observacion macros-
copica, pérdida de masa corporal y
estdbmago vacio y distendido. El
diagnodstico histopatolégico fue de
encefalomielitis o meningoencefalo-
mielitis no supurativa caracterizada
por infiltrado perivascular de células
mononucleares, degeneracion y ne-
crosis neuronal, satelitosis y gliosis
focal (Figura 2). En el ganglio
trigémino se observé ganglioneuritis
con algunas neuronas retraidas y
fuertemente coloreadas rodeadas de
células inflamatorias. En la capa
muscular del estdmago se obser-
varon manguitos perivasculares con
degeneracion de las neuronas
ganglionares (plexos de Meissner y
Auerbach). En el grupo 2-crénico, los
hallazgos de necropsia consistieron
en: distension del estémago (37,2%),
neumonia (14,3%) y sin lesiones
(48,5%). Microscopicamente soélo se
consignaron  manguitos  perivas-
culares en la capa muscular del
estdbmago y degeneracion neuronal
en el tallo cerebral.
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Figura 2. Tallo cerebral (lechones con PHE-CoV): satelitosis (flechas) y gliosis. H & E. Obj. 40x

Figura 3. Neuronas del tallo cerebral (lechones con PHE-CoV): Inmunomarcacién positiva en pericarion
neuronal. Tincién inmunohistoquimica (LSAB 2). Obj. 20x.
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Mediante la técnica de IHQ se ob-
servé inmunomarcacion en el cito-
plasma de las neuronas del tallo
cerebral y del ganglio trigémino en
los lechones del grupo 1-agudo
(Figura 3), resultando negativas las
células de la neuroglia y las células
nerviosas de los plexos de Meissner
y Auerbach.

Los estudios viroldgicos arrojaron re-
sultados negativos, no observandose
efecto citopatico ni hemoaglutinacion
o muerte de los ratones lactantes.
Mediante el estudio molecular (RT-
PCR) se visualiz6 un producto de

amplificado de, aproximadamente,
250 pb a partir de todas las muestras
de cerebro analizadas. En las mues-
tras del control negativo y cultivo de
células PK 15 no se observd ningun
producto de amplificacion.

Mediante la secuenciacién de los
amplicones se obtuvo una secuencia
consenso de 116 pb que se reporto al
GenBank (Numero de acceso
EF602436). Este fragmento se com-
pardé con las secuencias disponibles
en la base de datos del GenBank
(analisis BLAST) y revel6 un 95% de
homologia con las secuencias repor-

tadas de la cepa VW572 de PHE-
CoV (DQ 011855) y del gen de la po-
limerasa de PHE-CoV (AF 124988).
Los resultados histopatolégicos de
IHQ y de RT-PCR correspondientes a
las muestras del grupo 1-agudo se
resumen en la tabla 1.

_Estudio serolégico: sobre un total
de 9 granjas, 6 fueron positivas
(66,6%). En éstas se detectaron
anticuerpos en las dos categorias de
animales muestreados. Los porcen-
tajes de animales positivos observa-
dos en cada granja se presentan en
la tabla 2.

Tabla 1. Resultados histopatolégicos, IHQ y de RT-PCR en muestras del grupo 1-agudo

Organos Edad y dias con IHQ RT-PCR
signos clinicos ()
Tallo cerebral 6 (2) + +
Tallo cerebral 8 (4) + +
Ganglio trigémino 8(4) + +
Médula oblonga 11(6) + +

Diagnéstico histopatolégico

Encefalitis no supurativa

Encefalitis no supurativa

Ganglioneuritis focal no supurativa

Meningoencefalitis no supurativa

Tabla 2. Resultados de la prueba de IFl en muestras de cerdos de engorde y madres.

Granja

g2
9

Total

Engorde1

Negativa
30% (3/10)
40% (4/10)

Negativa

Negativa
50% (5/10)
50% (5/10)
70% (7/10)
70% (7/10)

34,4% (31/90)

Hembras'

Negativa
20% (2/10)
40% (4/10)

Negativa

Negativa
57% (417)
30% (3/10)
50% (5/10)
42,8% (3/7)

25% (21/84)

1. Resultados expresados en porcentaje de animales positivos.

2. Granja con presentacion clinica.
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Discusién

Desde un punto de vista epide-
miologico el curso de la enfermedad
(3 semanas), la edad de los animales
afectados (< 3 semanas) y los signos
clinicos correspondieron a los des-
criptos para PHE-CoV'®"™" La se-
veridad de los signos clinicos, tales
como vomitos y emaciacion, asi
como la mortalidad, fueron mayores
que las descriptas para este sin-
drome por otros autores" ™. El alto
porcentaje de hembras jovenes (nuli-
paras y primiparas), posiblemente no
inmunes, asi como el frio (invierno)
son considerados factores de riesgo.
Los lechones soélo son susceptibles
hasta las 3 semanas de vida, periodo
durante el cual con un adecuado
escalonamiento de la edad repro-
ductiva del pie de cria resultarian
protegidos por los anticuerpos mater-
nales™'®". Esto explicaria por qué
s6lo en 10 de las 19 salas de
maternidad se observaron signos
clinicos.

La ausencia de lesiones macros-
copicas, a excepcion de la pérdida de
masa corporal y distensién del
estbmago, es comun a ambas
presentaciones clinicas (encefalo-
mielitis y VAWD)*®. Las lesiones
descriptas en estdbmago y en ganglio
trigémino se observaron en lechones
de 2 dias de edad, sin signos clinicos
y sblo se describen en cerdos con
VAWD 13. La presencia de encefalo-

Agradecimientos

mielitis no supurativa se ha consig-
nado en el 70 -100% de los casos
con signos nerviosos y en el 20 -
60% con el sindrome VAWD™. En
nuestro estudio se la constaté en el
50% de los animales del grupo 1-
agudo. Los resultados del estudio
IHQ se correspondieron a lo descrito
por otros autores, donde soélo las
neuronas presentan inmunomar-
cacion® ' 3. Tanto los resultados de
RT-PCR, realizados a partir de
tejidos nerviosos con IHQ positiva,
como la secuenciacion de los ampli-
cones permitieron identificar al virus
actuante como PHE-CoV.

El aislamiento de PHE-CoV es dificil,
requiere de muestras obtenidas en el
periodo agudo de la infeccion, alto
titulo en tejidos, lineas celulares
susceptibles y conocimiento de los
requerimientos/inhibidores de los
medios de cultivos y su manipulacion.
Algunos de estos aspectos incidieron
en los resultados negativos obtenidos
hasta el presente.

Los resultados seroldgicos preli-
minares'® revelan la existencia de
una infeccion endémica por PHE-
CoV en la Argentina, hasta ahora
desconocida en Sudamérica. Ade-
mas, estos resultados evidencian que
el 66,6% de las granjas estudiadas
han estado o estan en contacto con
el virus en forma subclinica, teniendo
en cuenta que de ellas, sélo una
reporté entidad clinica. Lo descrito se
corresponde con los resultados pre-

sentados en la bibliografia”®*"® e

indica que la manifestacion clinica de
la infeccion soélo ocurre en granjas
con infeccion subclinica, cuando
existe alguna falla en la aclimatacién
de las nuliparas, presencia de sub-
poblaciones no inmunes, ausencia/
reduccion de anticuerpos calostrales
y progenie susceptible’’. La pre-
sencia de anticuerpos en cerdos de
engorde pertenecientes a la granja
con cuadro clinico, previo al brote,
muestra que la infeccién era endé-
mica y subclinica en el estable-
cimiento y que no se debioé a una falla
en la bioseguridad externa. Por otro
lado, la existencia de granjas libres
de anticuerpos sefiala la necesidad
de extremar medidas de bioseguridad
al ingreso, asegurando una adecuada
cuarentena y aclimatacion ya que son
susceptibles de presentar cuadros
con alta morbimortalidad.

Conclusiones

El presente trabajo constituye la
primera comunicacion de un brote de
encefalomielitis hemaglutinante por-
cina por CoV como enfermedad
emergente en la Argentina y en
América del Sur. Su confirmacién se
realizd mediante estudios histopa-
tolégicos, IHQ, RT-PCR y secuen-
ciacion. El caracter endémico de la
infeccion se determind mediante la
prueba de IFI.

Este trabajo se realizé con la financiacién de Subsidio PICT 2005-33987, ANPyCT, FONCyT y subsidio otorgado por la U.N.L.P. en el
marco del Programa de Incentivos a los Docentes Investigadores de la U.N.L.P.
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