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ABREVIATURAS

IAV: Influenza A virus

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

PB2: polimerasa bésica 2

PB1: polimerasa béasica 1

PA: polimerasa acida

HA: hemaglutinina

NP: nucleoproteina

NA: neuraminidasa

M: matriz

NS: proteina no estructural

NEP: proteina de exportacién nuclear

CcH1NZ1: clasico HIN1

rH1N1: reasortante HIN1

TRIG: genes internos triple reassortante

TRIGpdm: genes internos triple reassortante pandémico 2009
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

rRT-PCR: PCR en tiempo real

pdmO09: pandémico 2009

PRRS: Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino
MDCK: Madin-Darby canine kidney

IHA: Inhibicion de la hemoaglutinacion

UHA: unidades hemoaglutinantes

PBS: solucion buffer de fosfato

HA: hemoaglutinacién

TGM: titulo geométrico medio

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OFFLU: red de expertos en influenza animal

GITEP: Grupo de Intercambio Tecnolégico de Explotaciones Porcinas
CICVyA: Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agronémicas
INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agopecuaria
USDA: departamento de Agricultura de EE.UU



TERMINOLOGIA DE USO EN PRODUCCION PORCINA

Sistemas extensivos / a campo: unidad de produccion en donde los animales se
crian en espacios abiertos al aire libre, con baja tecnificacion y escasa densidad de

animales por m*

Sistemas confinados: unidad de produccion en donde los cerdos se crian encerrados
en galpones, separados en corrales, con alta densidad animal, moderada a alta

tecnificacion, con temperatura y ventilacion usualmente manejadas por el hombre.

Produccion en multiples sitios: sistema de crianza en el cual las distintas etapas
productivas (Maternidad — destete —desarrollo y engorde) se encuentran separadas
geogréafica y ambientalmente, idealmente los operarios e insumos son exclusivos por
unidad y la separacién es mayor o igual a 3 km. Estos sistemas suelen contar unos

estandares de bioseguridad altos.

Produccion en sitio Unico: sistema de crianza en donde todas las etapas productivas
se desarrollan en un mismo espacio geografico. Las etapas productivas se encuentran
separadas en galpones, manejadas por los mismos operarios, utilizando los mismos

insumos.

Ciclo productivo completo: cria de animales desde su concepcién hasta la venta a
faena. En Argentina aproximadamente a los 165 dias con 115 kg de peso vivo. Incluye

las etapas de Gestacion, Maternidad, Destete o recria y desarrollo/engorde.

Cria de lechones: cria de animales desde su concepcién hasta la venta, con una
edad y peso variable, entre los 6 y 18 kg (21 a 60 dias). Incluye etapas de Gestacion,
Maternidad y primera etapa de destete o recria.

Cabafas: sistema productivo habilitado para comercializar material genético,

reproductores o semen fresco.

Sistema todo dentro/todo fuera (AIAO “all-in all-out”): sistema de manejo
consistente en que las unidades (seccion, sala, galpon) se vacian de animales, luego
se lavan y desinfectan y se dejan vacias para secarse antes de la repoblacién con un

nuevo grupo de animales.



Hembras multiparas: hembras con mas de un parto.

Cachorras: hembra reproductora antes de su primer parto.

Categoria destete: animales destetados desde los 21/28 dias hasta los 70 dias ( 6/8

kg hasta 25/30 kg aproximadamente)

Categoria desarrollo- terminacién: animales desde los 70 dias hasta los 165 dias

(25/30 kg hasta los 115 kg aproximadamente)

Capones: animales de entre 90 y 115 kg, con més de 120 dias.

Reposicion interna: seleccion de reproductores a partir de animales puberes de la

propia granja.

Reposicion externa: compra de reproductores en edad puber a otro establecimiento.



RESUMEN

La infeccion por Influenza A virus (IAV) es considerada una de las principales causas
de enfermedad respiratoria en cerdos. Ademas, su caracter zoondtico representa un
riesgo para la salud publica. En Argentina, si bien existian reportes de presencia de
anticuerpos, el primer aislamiento de 1AV en cerdos fue en el afio 2008, de un subtipo
H3N2 completamente humano. Luego, asociado a la pandemia humana del afio 2009,
se aislé un subtipo HIN1 pandémico (H1IN1pdmO09) y se reportaron multiples cuadros
clinicos relacionados a este virus. Es por ello que el objetivo general de este trabajo
fue caracterizar las cepas de IAV circulantes en cerdos en Argentina y la forma de
presentacién de dicha infeccion.

Se realizaron estudios clinicos, patoldgicos, seroldgicos y virol6gicos en nueve granjas
intensivas porcinas. Los resultados demostraron una presentacién clinico-
epidemioldgica endémica en 8 granjas en animales de entre 21 y 50 dias. Desde el
punto de vista anatomopatolégico, el diagnéstico mas frecuente fue Ila
bronconeumonia supurativa con bronquiolitis necrotizante. Los estudios serolégicos
evidenciaron dos patrones. En uno de ellos se observd una caida de los anticuerpos
calostrales entre los 21 y 49 dias y un posterior aumento marcado en el porcentaje de
animales seropositivos (20 a 80%), lo cual se asocié con una circulacion activa del
virus. En cambio, en el otro patrén, observado en dos granjas, se detecté un bajo
porcentaje de animales seropositivos en reproductores, menos del 50%, y en la linea
de produccion, el mayor porcentaje de cerdos positivos fue del 20%, lo cual es
sugerente de una infeccion endémica con baja circulacion del virus. Los resultados de
los ensayos de Inhibicion de la Hemoaglutinacién detectaron anticuerpos contra
H1pdm09, 6H1 y H3 en todas las granjas y en el 75% de los animales presencia de
anticuerpos contra mas de un subtipo. Se detectd, mediante rRT-PCR, IAV en 7
granjas, la mayoria entre los 21 y 50 dias de vida, y se obtuvieron 5 aislamientos, 4
fueron caracterizados como subtipo HIN1pmd09 y uno como subtipo H3N2.

Se realizaron ademas, estudios clinicos y virolégicos en 12 granjas intensivas que
reportaron cuadros compatibles con infeccion por IAV. La inspeccion clinica determind,
en 8 granjas, el cuadro clinico endémico y en 4 granjas se observo la forma epidémica.
La edad de presentacion de los signos clinicos fue variable, siendo los animales de
postdestete los mas afectados (30 a 40 dias). Todas las granjas evaluadas fueron
positivas por rRT-PCR y la edad de deteccion del virus coincidié con la edad de
presentacion de los signos clinicos. Se obtuvieron un total de 13 aislamientos de AV,
HIN1pdmO09 (7), HIN2 62 (3) y H3N2 cluster II (3).



Se evalud la circulacién de 1AV en pequefos productores y productores familiares. Se
tomaron muestras de 57 establecimientos de distintas regiones del pais. Los estudios
seroldgicos detectaron la presencia de anticuerpos contra H1lpdmO09 en mas del 60%
de los establecimientos y en el 40% de los animales, mientras que menos del 17% de
los establecimientos y del 2% de los animales fueron positivos para el subtipo H3.

Se realiz6 el diagndstico y la caracterizacion de IAV a partir de muestras enviadas al
Laboratorio de Aves y Porcinos, CICVyA, INTA. Se recibieron muestras de 51
establecimientos, de 10 provincias y se obtuvieron 27 aislamientos. El 70% de los
subtipos aislados fueron caracterizados como H1N1pdmO09. También se obtuvieron
aislamientos de los subtipos 82 H1N2; 62 H1N1; 1 H1N1 y H3N2.

El andlisis filogenético del total de los aislamientos (N=45), mostré un predominio en la
circulacion del subtipo HIN1pdmQ9. Solamente 5 aislamientos se caracterizaron como
subtipo H3N2 cluster II, 8 aislamientos como 62 H1N2, un Unico aislamiento como
subtipo 62 HIN1 y el restante como subtipo 81 H1IN2. Todos ellos poseen gen M
pandémico y genes externos de IAV humanos estacionales. Se identificaron 9
introducciones de IAV de humanos a cerdos, 7 relacionadas con la pandemia H1IN1
del afio 2009 y 2 con IAV humanos estacionales H3 y H1, circulantes mas de una
década atras.

Los estudios de cartografia antigénica demostraron que, a pesar de la similitud a nivel
genético en los virus detectados en el pais, las diferencias antigénicas son marcadas.
La infeccién por IAV se encuentra ampliamente diseminada en cerdos de nuestro pais.
En la mayoria de las granjas evaluadas se observé la presentacibn endémica
(subclinica). Estos resultados alertan sobre la posible generacién de virus reasortantes
y la presencia de un porcentaje variable de animales sin anticuerpos contra IAV que
permitirian la persistencia de la infeccion.

La totalidad de los subtipos de IAV circulantes en cerdos en Argentina corresponde a
introducciones de virus de origen humano, en algunos casos relacionados con cepas
circulantes mas de una década atras. Esto resalta la importancia del hombre en la
epidemiologia de IAV en cerdos en nuestro pais y supone un riesgo para la poblacion
humana por la posibilidad de reintroducciones.

La informacion generada en este estudio muestra que los subtipos circulantes en el
pais no se corresponden con los reportados en Norteamérica y Eurasia. Este hecho,
sumado a la alta variacion antigénica observada y a la rapida evolucion de 1AV, alerta
sobre la necesidad de desarrollo de inmundgenos locales y ensayos diagnosticos que

permitan el correcto control de IAV en las explotaciones porcinas de nuestro pais.



SUMMARY

Infection with Influenza A virus (IAV) is considered the major cause of respiratory
disease in pigs. Moreover, is a zoonotic disease posing a risk to Public Health. In
Argentina, although there were specific serological reports, the first isolation of 1AV in
pigs was a fully human H3N2 subtype in 2008. Then, an H1N1pdmQ09 subtype,
associated with a human pandemic, was isolated and multiple clinical cases in pigs
were reported. For these reasons the general objective of this study was to
characterize the strains of IAV circulating in pigs in Argentina and the forms of
presentation of the infection.

Clinical, pathological, serological and virological studies in nine intensive pig farms
were performed. The results demonstrated a clinical-epidemiological enzootic
presentation in 8 animal farms between 21 and 50 days. From the pathological point of
view, the most frequent lung injury was suppurative bronchopneumonia with
necrotizing bronchiolitis. Serological studies showed two patterns. In one of them a
decrease in colostral antibodies between 21 and 49 days and a subsequent marked
increase in the percentage of positive animals (20-80%) was observed. This pattern
was associated with an active virus circulation. In contrast, the other pattern showed a
low percentage of positive animals in breeding, less than 50%. In this case the highest
percentage of positive pigs in the production line was 20%, which is suggestive of
endemic infection with low circulation of IAV. The hemagglutination inhibition test
detected H1pdmOQ9, dH1 and H3 antibodies on all farms. Moreover, the 75% of the
animals had antibodies against more than one subtype. It was detected 1AV by rRT-
PCR in 7 farms, most between 21 and 50 days old, and 5 isolates were obtained. Four
of the isolates were characterized as HIN1pmdO09 subtype and one as H3N2 subtype.
Clinical and virological studies were also conducted in 12 intensive farms who reported
the presence of clinical cases of IAV infection. Clinical inspection determined in 8 farms
the clinical-epidemiological enzootic presentation and in 4 farms the epizootic form was
observed. The age of presentation of clinical signs was variable being weaning animals
the most affected ones (30-40 days). All farms were positive by rRT-PCR and virus
detection age coincided with the age of presentation of clinical signs. A total of 13
isolates of IAV were obtained: HIN1pdmO09 (7), HIN2 62 (3) and H3N2 cluster Il (3).
Influenza virus circulation was evaluated in small producers and family farmers. A total
of 57 farms samples from different regions of the country were taken. Serological
studies detected the presence of antibodies against Hlpdm09 by more than 60% of
farms and 40% of animals, whereas less than 17% of farms and 2% of the animals

were positive for H3 subtype.



The detection and characterization of IAV from samples sent to the Avian and Swine
Laboratory, CICVyA, INTA was performed. Samples of 51 establishments were
received from 10 provinces and 27 isolates were obtained. The 70% of the isolates
were characterized as HIN1pdmQ9. In addition, isolates of 62 H1N2; 62 H1N1; 81
H1N1 and H3N2 were obtained.

Phylogenetic analysis of all the isolates (N = 45) showed a predominance in the
circulation of HIN1pdmO09 subtype. Only five isolates were characterized as H3N2
cluster Il subtype, 8 as 82 H1N2 subtype, one as 82 H1N1 subtype and the remaining
one as 01 H1IN2 subtype. All of them have pandemic M gene and external genes from
human seasonal IAV. Nine 1AV introductions from human to pigs were detected. Seven
of them were related with the HIN1pdmQ9 and two with human seasonal H1 and H3
that were circulating more than a decade ago.

Antigenic mapping studies showed that, despite the similarity at the genetic level in the
virus detected in the country, the antigenic differences are marked.

IAV infection is widespread in pigs of our country. In most farms evaluated the enzootic
presentation (subclinical) was observed. These results warn about the possible
generation of reassortants virus and the presence of a variable percentage of pigs
without antibodies against IAV that would allow persistent infection.

All subtypes of IAV circulating in pigs in Argentina correspond to introductions of
viruses of human origin, in some cases related to circulating strains over a decade ago.
This highlights the importance of humans in epidemiology of IAV in pigs in our country
and poses a risk to the human population because of the possibility of reintroductions.
The information generated in this study shows that circulating subtypes in the country
do not correspond to those reported in North America and Eurasia. This fact, coupled
with the high antigenic variation observed and the rapid evolution of IAV, warn the need
to develop local immunogens and diagnostic tests that allow proper control of 1AV in

pig farms in our country.



1. INTRODUCCION

Influenza A virus (IAV) es un importante patégeno responsable de grandes pérdidas
econémicas en la industria porcina mundial y al mismo tiempo representa una
constante amenaza a la salud publica, la cual quedd resaltada con la pandemia
producida por un nuevo subtipo viral HIN1 en el afio 2009. En cerdos, son una de las
mayores causas de enfermedad respiratoria, cuyas presentaciones clinicas de
infeccidn pueden estar asociadas a cuadros de hasta un 100% de morbilidad. En
Argentina, se conoce la circulacion de IAV en la produccion porcina desde el afio 2003
(Teodoroff y col., 2003), aislandose por primera vez en 2008 un subtipo H3N2

completamente humano en cerdos (Cappuccio y col., 2011).

1.1. Clasificacion y estructura de Influenza A virus

Influenza A virus pertenece a la familia Orthomyxoviridae, la cual se clasifica en 6
géneros: Influenzavirus A, B, C, D, Thogovirus e lIsavirus (Palese y col., 2007
Szewczyk y col., 2014) de los cuales solamente el género Influenzavirus tipo A es
zoondtico. Los géneros Influenzavirus tipo B y C son patégenos principalmente del
humano. El género Influenzavirus B se describié en bovinos y el género Influenzavirus
tipo C ocasionalmente infecta a cerdos y perros (Ohwada y col., 1987). El género
Influenzavirus tipo D fue recientemente descripto en cerdos y ganado vacuno
(Szewczyk y col., 2014). Los IAV son altamente variables, miden entre 80 y 120 nm,
son virus envueltos, de genoma ARN, segmentado, cadena simple y polaridad
negativa. El genoma del virus posee ocho segmentos de ARN, que varian en longitud
entre 890 y 2341 nucledtidos: segmento 1: PB2, segmento 2: PB1, segmento 3: PA,
segmento 4: HA, segmento 5. NP, segmento 6: NA, segmento 7: M y segmento 8: NS.
Estos 8 segmentos codifican entre 16 y 17 proteinas segin la cepa (Vasin y col.,
2014).

* Proteinas externas: HA, NA

Hemaglutinina (HA)

La HA, ademas de ser la Unica proteina capaz de inducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes, es la proteina mas abundante, representando el 80% del total de la
particula virica (Samji, 2009). Es una proteina integral de membrana, de naturaleza

glicoproteica (N-ligando) que se proyecta como trimeros desde la envoltura viral
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(Olsen, 2002). La HA se procesa por medio de procesos post traduccionales tales
como el clivaje proteolitico, glicosilacién y acetilacion de &cidos grasos (Webster y col.,
1992). El precursor proteico de la HA es un homotrimero no covalente denominado
HO4AO0 que luego es escindido por proteasas celulares en dos partes: HAl (327
amino&cidos) y HA2 (222 aminoécidos). La cabeza globular de la glicoproteina HA
estd formada enteramente por la porcion HALl (incluyendo el dominio de union al
receptor y el dominio estearasa), mientras que el tallo lo conforman ambas porciones,
HAl1 y HA2 (Wiley y col., 1987). Esta HA clivada, luego de sufrir cambios en su
estructura, interactia con las membranas de los endosomas y permite asi el ingreso a
la célula del hospedador. La HA es responsable de la union de la envoltura del virus a
la membrana lipidica de la célula hospedadora, y por lo tanto determina el grado de
virulencia y la especificidad de hospedador. La unién de cada uno de los subtipos
virales al huésped dependera del tipo de receptor que predomine en los tejidos del
hospedador donde normalmente replique. Los 1AV, adaptados tanto a humanos como
a cerdos, tienden a unirse, preferentemente, a receptores de &cido sialico N-
acetilneuraminico tipo a2,6 presentes en la célula hospedadora (Skehel y col., 2000;
Matrosovich y col., 2009; Trebbien y col., 2011), a diferencia de los virus aviares, los
cuales poseen preferencia por receptores tipo a2,3. Cabe destacar que no se trata de
una especificidad absoluta, sino que la union de virus a receptores distintos al de su
preferencia podria darse ante infecciones con altos titulos del virus o ante pequefas
mutaciones puntuales en el gen HA (Szewczyk y col., 2014). El cerdo posee ambos
tipos de receptores de acido sialico (02,3 y a2,6) en su tracto respiratorio superior, lo
cual le permite ser infectado tanto por IAV de origen aviar, humano o de cerdo,

actuando asi como un gran “vaso mezclador” (lto, 2000; Scholtissek y col., 1985).

Neuraminidasa (NA)

Es una glicoproteina inserta en la membrana lipidica a través de espiculas, siendo el
segundo antigeno de superficie mas abundante del viriébn. Su principal funcién es
remover la union entre la HA del virus y el acido sialico de la célula hospedadora para
permitir asi la liberacién eficiente de los nuevos viriones de la célula infectada y su
diseminacion (Samji, 2009; May col., 2010). Ademas, su actividad enzimética favorece
la degradacion del mucus presente en el tracto respiratorio lo que facilita su llegada a

las células (Matrosovich y col., 2004).



* Proteinas internas

Tienen roles estructurales, interfieren en la respuesta antiviral de la célula
hospedadora, participan en la replicacion del genoma viral y estan relacionadas con la
virulencia (Samiji, 2009; Ma y col., 2010; Chakrabarti y col., 2013; Lee y col., 2009).

Proteina de matriz M1: es la proteina mas abundante del viriébn y su principal rol es
estructural, encontrdndose debajo de la envoltura lipidica. Se encuentra presente tanto
en el nucleo como en el citoplasma de las células infectadas. Juega un rol importante

en el inicio del ensamblaje de la progenie del virus y en la infeccion (Ali y col., 2000).

Proteina de matriz M2: funciona como canal iénico, favoreciendo la acidificacion del
interior de la particula viral luego de su ingreso a la célula hospedadora y permitiendo
asi que se lleve a cabo la etapa de desnudamiento del virus (Ma y col., 2010).
También participa en el ensamblaje del viribn (Rossman y Lamb, 2011). Esta presente
en forma de tetrdmero en grandes cantidades en la superficie de las células infectadas

y en escasa cantidad en el virion (Webster y col., 1992).

Proteina de matriz M42: complementa y podria reemplazar a la proteina M2 en virus
carentes de la misma. Su expresién bajo condiciones normales se restringe a la
minoria de los IAV (cerca del 0,2%) (Vasin y col., 2014).

Nucleoproteina NP: es la segunda proteina mas abundante del virién sintetizada por
las células infectadas y es el mayor sitio antigénico para la respuesta T-citotoxica
(Webster y col., 1992). Es fosforilada por la célula huésped, y se especula que este
patron de fosforilacion podria estar relacionado con la restriccion viral del hospedador.
Forma parte del complejo ribonucleoproteico junto al ARN viral (Samiji, 2009; Lee y
col., 2009), asociado a las polimerasas basicas PB1 y PB2 y a la polimerasa acida PA
(Chakrabarti y col., 2013). Cumple un importante rol en el transporte de los complejos

ARN del citoplasma al nucleo celular (Cros y Palese, 2003).

Polimerasa béasica PB1: se localiza en el nacleo de las células infectadas y participa
en la sintesis del ARN viral al ser la responsable de la elongacién del ARNm (Webster
y col., 1992). Participa tanto en la replicacién como en la transcripcién. Una proteina
adicional PB1-F2, esté encargada tanto de la modulacion del sistema inmune como del
incremento en la patogenicidad en ciertas combinaciones entre el virus y determinados

tipos de huéspedes (Pena y col., 2012). Se asocia con efectos pro-apoptoticos y pro-
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inflamatorios (Zamarin y col., 2005). Se encuentra presente en muchos, pero no en
todos los 1AV (Krumbholz y col., 2010). Una tercer proteina codificada por el segmento
PB1 es la PB1-N40, la cual fue detectada en una gran variedad de IAV incluyendo
cepas humanas, equinas y aviares (Wise y col.,, 2009). Esta proteina afecta la
eficiencia de replicacion de los 1AV manteniendo el balance en la expresion de las
proteinas PB1 y PB1-F2 (Vasin y col., 2014).

Polimerasa basica PB2: provee de actividad ARN polimerasa dependiente de ARN.
Reconoce y se une a la estructura CAP 5’ de la célula hospedadora y asi da lugar al
inicio de la transcripcién del ARNm (Webster y col., 1992). La PB2 sintetizada migra

hacia el nlcleo de las células infectadas.

Polimerasa acida PA: también se encuentra localizada en el ndcleo de las células
infectadas. Forma parte del complejo ARN polimerasa dependiente de ARN viral,
junto con la PB1 y PB2. Provee actividad endonucleasa de ARN e interactla con PB1
modulando la respuesta inmune del hospedador y la virulencia del virus (Dias y col.,
2009). Una segunda proteina, también codificada por el segmento 3, se denomina PA-
X. La misma esta asociada con la modulacion de la respuesta a la infeccién viral por
parte del hospedador (Jagger y col.,, 2012). Dos proteinas adicionales han sido
descripas recientemente, relacionadas con el segmento PA: PA-N182 y PA-N155, con
potenciales roles en el ciclo de replicacion viral, pero aiin no han sido determinadas
(Vasiny col., 2014).

Proteina no estructural NS1: la proteina NS1, a pesar de ser la mas abundante en
células infectadas durante el ciclo replicativo del virus, no se incorpora a la progenie
(Palese y col., 1999). Es una proteina multifuncional relacionada con numerosos
mecanismos de interaccion entre el virus y el huesped, como ser: escape de los
mecanismos antivirales de la célula hospedadora, regulaciéon de la expresion de genes
tanto del virus como de las células huesped (Egorov y col., 1998; Romanova y col.,
2009).

Proteina no estructural NS2: también llamada proteina de exportacion nuclear
(NEP), forma parte del virion (Richardson y col., 1991). Media el transporte del
complejo viral ribonucleoproteico del nucleo al citoplasma e interactia con el complejo

de poro nuclear (Paterson and Fodor, 2012).



Proteina no estructural NS3: es producida por algunas cepas de IAV y estaria
relacionada con la adaptacion del virus al raton, pero ain no ha sido provado (Vasin y
col., 2014).

Los subtipos de IAV se definen por la naturaleza antigénica de las HA y NA. Hasta el
momento se han identificado 16 antigenos de HA (HA 1 a 16) y 9 antigenos de NA (1 a
9) (Fouchier y col., 2009; Tong y col., 2012) circulantes en aves y dos antigenos HA y
NA circulantes en murciélagos (Webby y col., 2007; Freidl y col.,, 2015). La
combinacion de ambos antigenos determina el subtipo viral, como por ejemplo: HIN1.
A pesar de que algunos de estos subtipos no son patégenos para su hospedador
natural, muchos son altamente virulentos tanto para sus hospedadores naturales como
para otras especies susceptibles (Webby y col., 2007).

En relacién a la nomenclatura de los 1AV, la Organizacién Mundial de la Salud publicé
en 1980 una convencién de nomenclatura aceptada internacionalmente para los virus

de influenza (OMS, 1980). El enfoque utiliza los siguientes componentes:

» el tipo antigénico (por ejemplo: A, B, C)

* el huésped de origen (por ejemplo: porcino, equino, pollo, etc.). No se da un
huésped de origen para los virus de origen humano.

» origen geografico (por ejemplo: Argentina, Taiwan, etc.)

* numero de cepa (por ejemplo: 15, 7, etc.)

* afio de aislamiento (por ejemplo: 57, 2009, etc.)

+ para los virus de influenza A, la descripcion, entre paréntesis, de los antigenos
hemaglutinina y neuraminidasa (por ejemplo: (H1N1), (H5N1))

Ejemplos de nomenclatura: A/swine/Alberta/35/76 (H1N1) para un virus originado en

cerdos, A/Argentina/16/2009 (H3N2) para un virus de origen humano.

1.2. Mecanismos de evoluciéon de Influenza A virus

Los IAV poseen una amplia diversidad debido principalmente a dos mecanismos: “shift
antigénico” y “drift antigénico”, mediante los cuales evade al sistema inmune. El “shift
antigénico” es posible debido a la naturaleza segmentada de IAV que le permite llevar
a cabo un mecanismo de reasociacion genética o “reassortment”. El mismo permite el
intercambio de segmentos genéticos de dos o mas IAV que coinfectan una misma
célula de un mismo individuo, dando como resultado la expresién de proteinas que
daran lugar a un nuevo subtipo viral (subtipo reasortante). Este mecanismo es el que

mas alerta sobre el riesgo de ocurrencia de una pandemia en la poblacion humana, ya
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gue este nuevo IAV podria poseer hemaglutininas capaces de unirse a receptores
humanos, en una poblacion carente de inmunidad para el mismo. Asimismo, el cerdo
es susceptible a ser infectado tanto por subtipos de IAV aviares como humanos, al
poseer receptores para ambos subtipos, permitiendo la generacibn de dobles
(aviar/humano) y triples (aviar/humano/cerdos) subtipos reasortantes, los cuales son
capaces de evadir la respuesta inmune preexistente (Ito, 2000; Scholtissek y col.,
1985).

Por otro lado, los IAV evolucionan de forma mas gradual mediante un mecanismo
denominado “drift antigénico”, mediante el cual los genes HA y NA acumulan
mutaciones puntuales a lo largo del tiempo. Esto es consecuencia de la alta tasa de
replicacion de los IAV y de la pobre capacidad de correccidn de errores que posee la
ARN polimerasa (Liu y col., 2009). Como consecuencia se generan progenies virales
con genoma mutado que, si las condiciones ambientales les son favorables para su
supervivencia, se convertiran en la nueva poblacion viral predominante. Estas nuevas
variantes van acumulado mutaciones suficientemente significativas como para generar
cambios en las propiedades antigénicas del virus. De esta forma, logran escapar a la
neutralizacion por los anticuerpos inducidos por otros subtipos de IAV o por las
vacunas Y lograr asi reinfectar o persistir en una poblacion (McDonald y col., 2007).
Este mecanismo le permite al virus evadir la respuesta inmune preexistente, aunque
de manera mas lenta que con el “shift antigénico”. Las proteinas internas de IAV
también acumulan mutaciones pero en menor proporcion a las proteinas externas. Sin
embargo, estos cambios también contribuyen a la readaptacién del virus a la especie
hospedadora (Matrosovich y col., 2009). Un buen ejemplo es la combinacién de genes
internos norteamericanos “TRIG” (Genes Internos Triple Reasortantes).

Un aspecto epidemioldgico importante a considerar de los IAV es el salto de especie,
el cual ocurre en hospedadores como el cerdo o el humano, los cuales pueden ser
infectados por un subtipo de IAV que se transmite integro desde otra especie
hospedadora, como por ejempo, las aves y logra replicarse eficientemente en el nuevo
hospedador (Zhu y col., 2013; Brown, 2013).

1.3. Lainfeccion por Influenza A virus en cerdos

Influenza fue identificada clinicamente como una enfermedad respiratoria en cerdos en
el afio 1918 (Brown, 2000), asociada a la pandemia de influenza humana conocida
como "gripe espafola” (Myers y col., 2007). Sin embargo, IAV fue aislado por primera
vez en cerdos e identificado como subtipo HIN1, recién en el afio 1930 (Shope y col.,

1931). Los subtipos mayoritariamente circulantes actualmente en cerdos a nivel
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mundial son tres: HIN1, HIN2 y H3N2, los cuales son el resultado de una compleja
interaccion y evolucion entre virus de origen humano, aviar y porcino (Van Reeth y
col., 2012).

1.3. a: Formas de presentacion de lainfeccidon por Influenza A virus en cerdos

La infeccion causada por IAV en el cerdo puede presentarse de tres formas diferentes
dependiendo de diferentes factores propios del virus, de los animales, del ambiente y
del sistema de produccion:

+ Epidémica: se presenta con casos de enfermedad clinica, generalmente limitada a
cerdos completamente susceptibles, seronegativos, con una morbilidad mayor al
35% y una baja mortalidad (Loeffeny col, 1999).

+ Endémica: se presenta con una morbilidad que oscila entre 25 y 35% y con signos
clinicos menos marcados (Olsen, 2006a).

* Subclinica: en poblaciones de cerdos con circulacion endémica del virus,
contribuye a la produccién de cuadros respiratorios de etiologia multifactorial
dentro del “complejo respiratorio porcino” (Brown 2002; Olsen, 2002; Olsen,
2006a).

1.3. b: Transmisién de Influenza A virus

La principal ruta de transmision de IAV en cerdos es la transmision directa a través del
contacto cerdo-cerdo via aérea, con titulos de excrecion viral que alcanzan, en el pico
de la infeccion, las 1x107 particulas infecciosas por ml (Landolt y col., 2003; Larsen y
col. 2000). Esta via permite la diseminacién de IAV dentro de &areas densamente
pobladas de cerdos y dificulta su control sobre todo en granjas con altos estandares de
bioseguridad y sistemas todo dentro-todo fuera (Van Reeth y col., 2012). Tanto los
animales enfermos como los infectados en forma subclinica juegan un importante rol
en la transmision de IAV dentro y entre granjas, por lo cual se resalta la importancia
del control en los movimientos de animales y en las practicas para minimizar la
transmision de este agente (Torremorell y col., 2012).

La forma indirecta también es una via de transmision importante, sobre todo en
establecimientos a campo, donde las aguas contaminadas con heces de aves han
estado implicadas en importantes brotes en cerdos de IAV de origen aviar (Karasin y
col., 2000; Karasin y col 2004). Los fomites contaminados, como pueden ser la

vestimenta, botas, alimento, o el personal de la granja, también son una fuente de
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transmisién, por lo cual se considera de suma importancia tomar medidas de
bioseguridad para evitar la transmision dentro o entre granjas (Allerson y col., 2013).
Se han realizado numerosos estudios para evaluar el comportamiento estacional de
IAV dentro de la produccién porcina en asociacion con las bajas temperaturas de
invierno, sin embargo, el uso de los sistemas de produccion en confinamiento, ha
dejado atras el concepto de “estacionalidad” de IAV en cerdos (Van Reeth y col.,
2012).

1.3. c¢: Signos clinicos

La infeccion por IAV en cerdos da lugar a un cuadro caracterizado por anorexia,
inactividad, fiebre alta (40,5° a 41,5°C), disnea/respiracion abdominal, tos, estornudos,
descarga nasal no purulenta. Presenta un corto periodo de incubacion de 3 a 5 dias y
un rapido comienzo en la manifestaciébn del sindrome, y también una pronta
recuperacion, generalmente a los 5-7 dias del comienzo del cuadro (Webster y col.,
2002; McQueen y col., 1968; Richt y col., 2003). En las presentaciones epidémicas, la
morbilidad puede alcanzar el 100%, sin embargo la mortalidad no suele exceder el 1%,
en los casos no complicados. En aquellas infecciones por IAV acompafiadas de
infecciones bacterianas concomitantes, puede llevar a una enfermedad respiratoria
multifactorial, con altas tasas de mortalidad.

Se ha reportado una reduccién en la performance reproductiva luego de un brote de
IAV, la misma se asocia al cuadro febril que sufre la hembra, llevando al incremento en
los porcentajes de infertilidad, presencia de abortos, nacidos débiles y retornos al celo,

entre otros (Olsen y col., 2006a).

1.3. d: Lesiones causadas por Influenza A virus en cerdos

Las lesiones macroscoOpicas que se observan en las infecciones por IAV sin
complicaciones, son las propias de una neumonia viral. La misma se manifiesta como
una bronconeumonia exudativa, con areas de consolidacion multifocal en las partes
craneoventrales del pulmén, con mudltiples focos de atelectasia lobulillar bien
delimitadas del tejido pulmonar sano, de color parpura, consistencia firme y aspecto
deprimido a la palpacion. La alternancia de estos lobulillos con los de apariencia
normal es lo que le da el aspecto de “tablero de ajedrez”. Se observa hiperemia y
edema de la mucosa traqueobronquial, con abundante exudado catarral a
mucopurulento en las vias aéreas. Puede acompafarse de edema de tabiques

interlobulares y aumento de tamafio y edema de linfonddulos bronquiales vy
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mediastinales. A medida que la infeccion progresa, el tejido lesionado se observa
deprimido y mucho més firme a la palpacién, de color purpura mas intenso y con
posible presencia de fisuras, como consecuencia de los mecanismos de reparacion del
pulmon (Van Reeth y col., 2012).

MicroscOpicamente, se observa necrosis y posterior descamacién de las células
epiteliales donde el virus se replica: mucosa nasal, tonsilas, trdquea y pulmones,
considerando al epitelio bronquial, bronquiolar y alveolar como los lugares de infeccién
masiva de IAV. Esta necrosis se acompafia de infiltracion linfocitaria peribronquiolar y
neumonia intersticial de severidad variable. El exudado inflamatorio, consistente en
detritus provenientes del desprendimiento celular, edema y neutréfilos, provoca la
obstruccion de las vias aéreas y el consiguiente dafio del parénquima pulmonar por la
liberacion de enzimas y mediadores inflamatorios. Las lesiones tardias incluyen
hiperplasia por regeneracion de las células epiteliales de las vias aéreas y agregados
perivasculares y peribronquiales de linfocitos y células plasmaticas, como resultado de

la respuesta inmune (Azoulay-Dupuis y col., 1984).

1.3.e: Influenza A virus dentro del complejo respiratorio porcino

Influenza A virus forma parte del “complejo respiratorio porcino”, un complejo
multifactorial que provoca una enfermedad respiratoria severa resultante de la
infeccién conjunta de dos 0 mas agentes. Dentro de los virus respiratorios que forman
parte del complejo se encuentran el virus de la enfermedad de Aujeszky, coronavirus
respiratorio porcino, circovirus porcino tipo 2 y virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRS, exotico en la Argentina). Dentro de los patdégenos
bacterianos, los mas importantes son Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae, Bordetella bronchiséptica
y Pasteurella multocida.

Dentro del complejo respiratorio, IAV actia como predisponente a infecciones
bacterianas secundarias a través de muchos mecanismos. Por un lado, altera la
composicion de la barrera de epitelio respiratorio, produciendo una descamaciéon de
las células ciliadas de la traquea y disrupcion del epitelio de la misma (Avadhanula y
col., 2006). Ademas favorece la colonizacién bacteriana al aumentar el numero de
receptores de bacterias en el hospedador (Peltola y col., 2004; McCullers y col., 2006)
y al producir la alteracion de los péptidos antibacterianos (Didierlaurent y col., 2008). A
nivel inmunoldégico, 1AV produce una desensibilizacion de los receptores de linfocitos T
(TLR), con la consecuente disminucién de los neutréfilos circulantes y el aumento en la

carga bacteriana, junto a la reduccion en la produccion de citoquinas y de los
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mecanismos antibacterianos dependientes de TLR (Zhou y col.,, 1999). Como
resultado de la interaccion de estos mecanismos, la infeccion por IAV se observa, en
la mayoria de los casos, en forma de neumonias complicadas. Macroscépicamente
podran observarse desde bronconeumonias supurativas o neumonias lobulillares
hasta bullas enfisematosas con abscesos o pleuritis asociada, lo cual tiende a
enmascarar la neumonia propia producida por IAV.

1.3. f: Inmunidad inducida por Influenza A virus en cerdos

1.3. f1: Respuestainmune humoral

La respuesta inmune humoral es principalmente contra las proteinas HA, NA, M y NP
(Wright y col, 2007). Sin embargo, los Unicos anticuerpos que pueden bloquear la
unién del virus a la célula hospedadora y por lo tanto neutralizar la infeccion viral son
los anticuerpos generados contra la cabeza globular de la HA (Matthew y col., 2015).
Los mismos pueden encontrarse en el tracto respiratorio del cerdo entre 4-5 dias post
infeccidn y en suero aproximadamente a los 7 dias post infeccién alcanzando su pico a
las 2 semanas (Larsen y col., 2000; Lee y col., 1995; Pomorska-Mol y col., 2012). La
inmunidad protectiva, mediada por anticuerpos neutralizantes, puede predecirse a
través de las técnicas de neutralizacion viral o inhibicion de la hemoaglutinacion (IHA).
Estas técnicas miden la cantidad de anticuerpos neutralizantes contra IAV mediante la
observacion y cuantificacion de procesos de aglutinacion de globulos rojos (Vincent y
col., 2008). Los titulos de estos anticuerpos en suero caen gradualmente a las 8-10
semanas post inoculacién (Van Reeth y col.,, 2004), sin embargo, la inmunidad
adquirida persiste toda la vida productiva del cerdo (160-200 dias). La produccién de
anticuerpos contra HA esta relacionada con la dosis infectiva del virus (Waffarn y col.,
2011). La inmunidad generada contra HA proporciona una sélida proteccion homoéloga
contra la reinfeccién con el mismo virus o cepa similar y proteccion heteréloga variable
contra subtipos diferentes, la cual dependera del grado de similitud antigénica de las
proteinas HA de estos virus y de cdmo se unan sus epitopes (Larsen y col., 2000; Van
Reeth y col., 2004). No hay proteccién serolbgica cruzada entre 1AV subtipo H1 y H3,
al menos mediante la técnica de IHA y en algunos casos tampoco hay proteccion
cruzada entre distintos linajes dentro de los subtipos H1 y H3 (Van Reeth y col., 2004).
Los anticuerpos contra NA contribuyen a reducir la eliminacion del virus y/o la
severidad de la enfermedad (Nelli y col., 2010; Van Poucke y col., 2010; Ito y col.,
1998). A pesar de tener una menor tasa de mutacién que la proteina HA, los cambios

en la NA pueden reducir la proteccion de los anticuerpos preexistentes (Kreijtz y col.,
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2011). La respuesta inmune contra las proteinas NP y M es principalmente mediada
por anticuerpos (Van Reeth y col., 2004).

Los lechones recién nacidos no poseen inmunidad contra IAV dado que los
anticuerpos no cruzan la barrera transplacentaria. Los anticuerpos IgM, IgA y 1gG son
transferidos a través del calostro de la madre durante las primeras 36 horas de vida,
mientras que los anticuerpos IgA de mucosa se transfieren mas tiempo por leche,
hasta el destete (Holtkamp y col.,, 2007; Salmon y col., 2009). Esta inmunidad
adquirida protege a los lechones recién nacidos de infecciones por IAV, pero por otro
lado interfiere en el desarrollo de inmunidad activa post infeccién y/o post vacunacién
(Salmén y col., 2009).

1.3. f2: Respuestainmune celular

La inmunidad mediada por células se desarrolla principalmente por los linfocitos T
citotoxicos, los cuales cumplen un rol muy importante en la eliminacién de 1AV de las
células infectadas (Braciale y col., 2012). Esta respuesta celular esta dirigida
principalmente a las proteinas internas, mas conservadas de |AV, principalmente a la
NP (Braciale y col.,, 2012; Hillaire y col., 2013). Las células T activadas se han

reportado en cerdos a partir de los 5-7 dias post infeccién (Pomorska-Mol y col., 2012).

1.4: Influenza en cerdos: importancia en la salud publica

En 1974 se aisl6 por primera vez en humanos Influenza A virus de origen porcino y
desde entonces el IAV de origen porcino paso6 a ser considerado un potencial agente
zoonotico (Myers y col., 2007; Smith y col., 1976). En 1976 se demostré por primera
vez la transmision de IAV del cerdo al humano (Easterday, 1980). La mayoria de las
infecciones por |AV de origen porcino son clinicamente indistinguibles de las
producidas por IAV humano. Han sido esporadicos los reportes de infecciones en
humanos con subtipos de origen porcino HIN1, HIN2 y H3N2 (Acha y col., 2003;
Brown, 2000). Considerando la gran cantidad de personas en contacto con cerdos en
el mundo, el nimero de transmisiones cerdo-humano que han sido documentadas a
nivel mundial es muy pequefio. Se han realizado numerosos estudios serolégicos para
deteccidn de anticuerpos de IAV de origen porcino en humanos, los cuales sugieren
una amplia distribucion del mismo a nivel mundial. Histéricamente, a excepcion del
brote de 1AV de origen porcino en New Jersey en 1976, donde cerca de 500 humanos
se infectaron con un IAV H1IN1 idéntico al aislado de cerdos en ese momento, es

limitada la evidencia de transmision de persona a persona de linajes de IAV de origen
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porcino, siendo la pandemia HIN1 de 2009 (H1N1pdmQ9) la mas reciente e
importante a nivel mundial (Myers y col., 2007; Top y col., 1977). Se ha reportado un
subtipo reasociado H3N2 con H1N1pdmO09 aislado en 12 personas en EE.UU, sin
embargo la transmision persona-persona fue limitada (Nelson y col, 2012). Se ha
observado que las personas que trabajan con cerdos, ya sea dentro de los
establecimientos porcinos, de los frigorificos y los veterinarios, tienen una mayor
exposicion y por lo tanto un riesgo mayor de contraer el virus (Myers y col., 2006).

La principal amenaza para la salud publica esta4 relacionada con el cerdo y su
capacidad de generar subtipos reasociados de IAV con potencial pandémico. Como se
expresa en el apartado 1.1, la traquea del cerdo posee receptores de &cido sialico
a2,3 y a2,6, los cuales le permiten ser infectado tanto por IAV de origen aviar como
humano, convirtiéndose asi en un hospedador intermediario para la generacion de
subtipos de IAV reasociados aviares/humanos con potencial pandémico. Por otro lado,
los IAV de origen aviar pueden adquirir en el cerdo la habilidad de unirse a los
receptores a2,6 del humano, al modificar sus receptores de superficie a2,3, lo cual
favorece el salto de especie de los IAV aviares al ser humano (Ito y col., 1998). Sin
embargo, este salto de especie no depende solamente de los receptores de acido
sialico, sino también de receptores secundarios que el virus requiere para hacer una
infeccion productiva en la nueva especie hospedadora (Chu y col., 2004). Por estas
razones, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), promueve desde el afio 1957,
afo de la pandemia asiatica, una investigacion interdisciplinaria de IAV, considerando
el rol potencial de los animales en la ecologia y epidemiologia de IAV en humanos,

bajo el paradigma: "Una salud, un mundo” (“One-health, one-world”) (Kaplan, 1969).

1.5: Evolucioén de Influenza A virus en cerdos a nivel mundial

1.5. a. Influenza en cerdos en Norteamérica

El primer subtipo de IAV circulante en cerdos en Norteamérica fue el subtipo HIN1,
derivado de la pandemia de gripe espafiola del afio 1918. Fue aislado por primera vez
en cerdos en 1930 por Shope, denominandose “H1N1 clasico porcino” (cH1N1) y
manteniéndose como el Unico subtipo persistente en la poblacién de cerdos de EE.UU.
durante los siguientes 80 afos (Shope y col., 1931). En el afio 1998, un subtipo triple
reasortante H3N2 emerge, se establece y propaga ampliamente en la poblacion de
cerdos de Norteamérica (Webby y col., 2000). EI mismo contiene segmentos genéticos
de 1AV subtipo cH1N1 (NP, M, NS), IAV H3N2 estacional de humanos (PB1, HA, NA) e
IAV de origen aviar (PB2, PA) (Zhou y col., 1999). A la composicion genética interna
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de este subtipo de IAV en cerdos se la denomina “cassette TRIG” (Triple Reassortants
Internal Genes) (Vincent y col., 2008). Estos subtipos H3N2 fueron evaluados genética
y antigénicamente, clasificAndose en cuatro clusters filogenéticamente diferentes:
cluster I, II, Ill y 1V, este ultimo considerado una variante del cluster Ill (Richt y col.,
2003; Webby y col., 2000; Olsen y col., 2006° Webby y col., 2004). A nivel
inmunoldgico, los clusters | y Il poseen reactividad cruzada, a diferencia del cluster |l
que no posee reaccion cruzada ni con el cluster | ni con el Il (Richt y col., 2003).
Posterior a su emergencia, los subtipos H3N2 se reasociaron con el subtipo cH1IN1,
dando origen a los subtipos reasortantes HIN1 (genes internos del subtipo H3N2 y
HA/NA del cH1IN1) y HIN2 (HA del cHIN1 y NA y genes internos del subtipo H3N2
(Webby vy col., 2004; Karasin y col., 2002; Lorusso y col., 2011).

Otro evento importante en la epidemiologia de IAV en cerdos en Norteamérica fue la
emergencia entre los anos 2003 y 2005 de los subtipos “similares a humanos”
(“human-like”), virus que poseen la HA de origen humano y que son genética y
antigénicamente diferentes al subtipo cH1IN1. En Estados Unidos, los subtipos
‘human-like” H1N1 y H1N2, emergieron en cerdos en el ano 2005. Estudios
filogenéticos posteriores los diferenciaron de los aislamientos canadienses, lo que
demostro la ocurrencia de dos eventos de introduccion diferentes en Norteamérica.
Los genes NA de estos subtipos “human-like” son originalmente de linaje humano
N1/N2, con genes internos pertenecientes al cassette TRIG (Vincent y col., 2009%
Lorusso y col., 2011).

Con el objetivo de representar la evolucion de IAV H1 en cerdos en Norteamérica,
surge la clasificacion en distintos clusters. Los IAV pertenecientes al linaje cH1N1
evolucionaron a lo largo del tiempo para dar lugar a los clusters a, B y y, mientras que
los subtipos H1 que poseen genes HA similares a las virus humanos estacionales H1
circulantes a partir del ano 2003, se clasifican dentro del cluster & (Vincent y col.,
2009b). Los subtipos HIN1 que surgen en la pandemia del afio 2009 se clasifican
dentro del cluster pandémico 2009 (pdm09). Recientemente se ha reportado un nuevo
subcluster y2 antigénicamente diferente al resto de los virus y (Anderson y col., 2015).
El cluster & se diferencia en subclusters 61 y 62, segun hayan surgido a partir de IAV
humano estacional HIN2 o H1N1 respectivamente. Los cinco clusters a, B, y, & y
pdmO09 pueden encontrarse asociados tanto a subtipo N1 como N2. Estudios de
cartografia antigénica y andlisis filogenéticos han demostrado que IAV pertenecientes
a los seis clusters, cocirculan en la actualidad en la poblacion de cerdos de EE.UU.,
con limitada reaccién cruzada entre ellos (Lorusso y col., 2011).

En abril de 2009, un nuevo IAV emerge en la poblacion humana, desencadenando una

pandemia: el IAV pandémico HIN1 (H1N1pdmQ9), originado a partir del triple
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reordenamiento de IAV de origen humano, aviar y porcino. El analisis genémico de
este nuevo virus determind que seis de sus segmentos estaban relacionados con IAV
de cerdos de Norteamérica y dos (NA y M) con IAV aislados en cerdos en Eurasia
(Trifonov y col., 2009; Cohen y col.,, 2009). Los segmentos HA, NP y NS del
H1N1pdmO09, derivan del subtipo cH1N1, los segmentos PB2, PB1 y PA, del TRIG
H3N2 y los segmentos M y NA, del “avian-like” H1N1 euroasiatico (Peiris y col., 2009).
A esta combinacion de genes internos se la denominara como: “genes internos triple
reasortante pandémico” (TRIGpdm). Este subtipo emerge en cerdos en Norteamérica,
estableciéndose y disemindndose rapidamente a nivel mundial. Se reporta en al
menos 14 paises y posteriormente, comienzan a aislarse la segunda generacion de
subtipos reasociados (Ducatez y col., 2011; Kitikoon y col., 2012).

El programa de vigilancia epidemioldgica del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA), reportd que en el afio 2014 los subtipos mas frecuentemente
aislados en Norteamérica fueron: H1N1 (en su mayoria cluster y), HIN2 (en su
mayoria &) y H3N2. En menor proporcion, se han aislado IAV subtipo H3N1 y subtipos
humanos estacionales H3. El subtipo HIN1pdmO09, luego de haber evidenciado una
reduccién gradual en su circulacion en cerdos entre los afios 2011 y 2012, evidencié
una reemergencia en los Ultimos afios, como subtipos reasociados. Sin embargo, el
90% de los virus endémicos aislados en cerdos en Norteamérica poseen la proteina
de matriz M del TRIGpdm (OFFLU, 2014a).

1.5. b: Influenza en cerdos en Europa

En Europa, el 1AV fue aislado por primera vez en cerdos en Gran Bretafa, entre los
afos 1938 y 1940 (Lamont, 1938; Blakemore y col., 1941). Este subtipo, afios mas
tarde, fue caracterizado como subtipo H1IN1, relacionado a las cepas humanas
A/Wisconsin/33 y A/PuertoRico/8/34, y no asi a la cepa A/Sw/lowa/1930, aislada en los
Estados Unidos (Neumeier y col., 1994). El subtipo cH1N1 fue introducido en Europa
en 1976 (Nardelli y col., 1978) luego de una importacibn de cerdos desde
Norteamérica a Italia y se establecié rapidamente, circulando en cerdos en varios
paises (Masurel y col., 1983; Sorensen y col., 1981; Abusugra y col., 1987; Roberts y
col., 1987). Paralelamente a la pandemia rusa de 1977, se detecto la circulacion en
cerdos del subtipo humano H1N1, el cual a pesar de no lograr adaptarse y mantenerse
en la poblacién porcina, jug6é un importante rol en la posterior generacién de virus
reasortantes (Hannoun y col., 1980).

En el afio 1979, un IAV H1N1 de origen aviar, ingresa en la poblacién porcina europea,

demostrando asi la eficiente transmision interespecies de IAV. Los primeros
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aislamientos del mismo se reportaron en Bélgica y Alemania, para luego establecerse
como un nuevo linaje en cerdos (Pensaert y col., 1981; Scholtissek y col., 1983). Este
nuevo subtipo “similar a aves” (“avian-like”) reemplazé al subtipo cH1N1, se diseminé
ampliamente por todos los cerdos de Europa y se convirtid en el subtipo dominante a
partir de la década del '90 (Schultz y col., 1991; Aymard y col., 1983; Yus y col., 1992).
En relacion al subtipo H3N2, a fines de la década del '70 y en estrecha vinculacion con
la pandemia de 1968 de Hong Kong, ingresan a la poblacién de cerdos de Europa los
subtipos “human-like” H3N2. Los mismos estaban antigénica y genéticamente
relacionados con los subtipos humanos estacionales contemporaneos, hecho que
demostré multiples sucesos de introduccion independientes (Ottis y col., 1982; Milev y
col., 1981; Castrucci y col., 1994). A mediados de los afos '80, este subtipo H3N2
adquiere el cassette interno del subtipo “avian-like” generando asi un subtipo
reasociado “human-like-swine” H3N2, con genes HA y NA originarios de las cepas
humanas iniciales H3N2 (Castrucci y col., 1993). En 1994, en Reino Unido, se aisla
por primera vez el subtipo reasociado H1N2, con gen HA derivado del subtipo “human-
like” HIN1 que circulé durante la pandemia rusa de 1977, y NA y genes internos
derivados del subtipo “human-like-swine” H3N2 (Brown y col., 1995).

A partir del afio 2009, entra en circulacion en cerdos de Europa el subtipo
H1N1pdmO09, y su siguiente generacion de subtipos reasociados, los cuales se
establecen de forma endémica en la poblacion de cerdos, junto a otros subtipos
reasociados menos frecuentes, provenientes de los subtipos H1N2 con los virus
“avian-like” y H1IN1 con los “human-like” (Kyriakis y col., 2011; Moreno y col., 2011;
Howard y col., 2011).

Los estudios mas actuales llevados a cabo dentro del programa de vigilancia de 1AV
en cerdos en la Unién Europea, han reportado la presencia de los siguientes subtipos:
H1N1 “avian-like”, como el predominante (32%), seguido del H1N2 (21%) y H3N2
(18%). En cuanto al subtipo HIN1pdmQ9, se han detectado genes del mismo en
aislamientos virales de subtipos reasociados, provenientes de paises donde
previamente no se habia reportado la circulacion del mismo, indicando que estas

nuevas introducciones serian desde humanos (OFFLU 2014a).

1.5. c: Influenza en cerdos en Asia

Diversidad de subtipos de IAV han sido introducidos en el continente asiatico desde
Europa y Norteamérica como resultado de la importacion de cerdos (Zhu y col., 2013).
El subtipo cH1IN1, luego de su incorporacion en el afio 1974 en Hong Kong, se

convirti6 en uno de los dominantes y se distribuyé6 ampliamente en numerosas
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regiones y paises asiaticos (Shortridgey col., 1979; Kupradinun y col., 1991; Guan y
col., 1996; Lee y col., 2008; Chatterjee y col., 1995). Este subtipo dio lugar a un
subtipo reasociado H1N2 al adquirir la NA de IAV de origen humano contemporaneo
(A/Hong Kong/1/68; A/Port Chalmers/1/73-like; A/Sidney/05/97-like), los cuales se
adaptaron y diseminaron ampliamente (Shortridge y col., 1977; Peirisy col., 2001).
Los subtipos “human-like” H3N2 fueron aislados por primera vez en Taiwan luego de la
pandemia humana de Hong Kong de 1968 (Kundin y col., 1970), cuyas variantes
virales H3N2 contemporaneas, fueron aisladas de forma regular en muchos paises del
continente asiatico (Shortridge y col., 1979; Shortridge y col., 1977). Dentro de las de
mayor importancia se encuentran el virus A/Port Chalmers/1/73 y el A/Victoria/3/75. La
transmisién a cerdos de estas dos variantes ha sido demostrada en varios paises
asiaticos, incluyendo China, Corea y Japén (Shortridge y col., 1977; Shortridge y col.,
1979; Yamane y col., 1979; Nerome y col., 1981). La tercera variante H3N2 causante
de importantes brotes clinicos fue el virus A/Syney/05/97, el cual se introdujo en la
poblacion de cerdos de China (Peiris y col., 2001; Zhou y col., 1999). Exceptuando
estas variantes, la mayoria de los 1AV “human-like” H3N2 fueron transitorios y no se
establecieron con éxito en la poblacion de cerdos.

Los subtipos reasociados H3N2 europeos fueron detectados por primera vez en el afio
1999 en China, asociados a la importacién de cerdos (Vijaykrishna y col., 2011).
Posteriormente a la emergencia del subtipo HIN1pdmOQ09 en humanos, este virus
infecta la poblacion de cerdos de China y Japon, dando lugar a la segunda generacién
de subtipos reasociados (Matsuu y col., 2012; Vijaykrishna y col., 2011).

Los reportes actuales de la vigilancia de IAV en cerdos en Japon y sudeste asiatico
han relevado aislamientos de los subtipos HIN1pdm09 y H1N2, con HA del subtipo
cH1N1 y NA “human-like”. Los genes internos de estos subtipos fueron en algunos
casos, completos del TRIGpdm y en otros, una combinacién del TRIGpdm y el cH1INL1.
La vigilancia en la zona norte y sur de Vietnam ha reportado en el afio 2013 presencia
de los subtipos HIN1pdm09, HIN2 y H3N2. Tailandia report6 aislamientos de los
subtipos HIN1pdm09 y H3N2 mientras que Corea de Sur, detect6 subtipos TRIG

norteamericanos y “avian-like” europeos (OFFLU 2014a).

1.5. d: Influenza en cerdos en Centro y Sudamérica

Son pocos los paises que se han abocado al estudio de IAV en cerdos en Centro y
Sudamérica, con diversos niveles de profundidad en cada uno de ellos. En Brasil, el
IAV fue aislado por primera vez en cerdos en el afio 1978 (Cunha y col., 1978) y

relacionado serolégicamente con el virus de referencia A/Swine/lllinois/1/63, aunque
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esto no fue confirmado mediante estudios moleculares. Estudios serolégicos
realizados en el afio 2002 evidenciaron la circulacién en cerdos en Brasil de los
subtipos humanos H1N1, H3N2 e Influenza virus tipo B (Brentano y col., 2002; Mancini
y col., 2006). El estudio de la infeccién por IAV en cerdos cobra importancia en Brasil
recién en el afio 2009, asociado a la pandemia humana H1N1pdmQ9, en donde se
lanzan proyectos enfocados al desarrollo de técnicas de diagndstico y caracterizacion
molecular (OFFLU, 2011). Estudios realizados por Rajédo y col., reportan que de 25
virus analizados, 16 fueron caracterizados como H1N1pdm09, 5 H3N2, y 4 SH1N2
(Rajado y col.,, 2013). Entre los afios 2009 y 2010 se ha demostrado una alta
prevalencia (20 virus, 100%) en la circulaciéon del subtipo HIN1pdmOQ9 en cerdos en
cinco estados del sur de Brasil (Schaefer y col., 2011; Rajao y col., 2012). En el afio
2011 se aisla en cerdos salvajes, criados en sistemas semi intensivos, un subtipo
reasociado “human-like” H1IN2 con genes HA y NA pertenecientes al cluster & y genes
internos derivados del HIN1pdmOQ9 (Biondo y col.,, 2014). Este mismo subtipo,
posteriormente fue aislado a partir de un cuadro respiratorio en una granja (Schaefer y
col., 2015; Schmidt y col., 2014). Brasil reporto la vigilancia de IAV en cerdos en el
periodo 2013 a 2014, con un total de 68 aislamientos, pertenecientes a los subtipos
H3N2, HIN2 & y HIN1pdmO09. En todos estos aislamientos se detectd el gen M de
matriz del subtipo HIN1pdmQ9. Estudios serolégicos realizados por IHA en 13 granjas
evidenciaron la circulacién de estos mismos subtipos, y la presencia de mas de un
subtipo por granja (OFFLU, 2014a).

Estudios realizados en Peru en cerdos de traspatio, determinaron la circulacién de IAV
H1N1pdmO09. De un total de 1303 muestras de cerdos, la prevalencia de anticuerpos
fue del 0% previo a la pandemia, 85% en coincidencia con el pico de la pandemia
(Octubre de 2009), del 24% en abril de 2010 y de 1% en octubre de 2011. Ademas, en
el pico de la pandemia se aislaron 3 IAV de cerdos que se caracterizaron como subtipo
H1N1pdmO09. Estudios filogenéticos revelaron dos eventos de introduccién diferentes
de IAV en cerdos desde el humano (Tinoco y col., 2015).

En Colombia, el primer reporte de presencia de anticuerpos de IAV en cerdos fue en
1977 (Hanssen y col., 1977). Un relevamiento realizado en el periodo 2008 a 2010, en
granjas intensivas localizadas en las tres mayores areas de produccion de cerdos del
pais, reportd un total de 15 aislamientos de IAV pertenecientes a 9 granjas. Nueve de
estos aislamientos se caracterizaron como subtipo HIN1pdmOQ9 y los restantes como
cH1IN1 (Ramirez-Nieto y col., 2012). Estudios mas recientes reportaron la presencia de
subtipo HIN1pdmO09 en 7 de 11 establecimientos porcinos (Jiménez y col., 2014).

En Chile se han identificado 4 subtipos de IAV circulantes en cerdos: HIN1pdmOQ9,
H1N2, H3N2 y cH1N1 (Medina vy col., no publicado). Estudios seroldgicos indican una
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alta prevalencia del subtipo HIN1pdmOQ9 y los datos sugieren un potencial “drift”

antigénico en las estas cepas (OFFLU, 2014a).

1.5. e: Influenza en cerdos en Argentina: antecedentes

Los primeros trabajos de investigacion sobre IAV realizados en cerdos en Argentina
demostraron la presencia de anticuerpos contra subtipos H3 y H1 (Teodoroff y col.,
2003; Teodoroff y col., 2004). Un estudio seroldgico retrospectivo realizado en 13
granjas demostré que hubo circulacién de cepas de IAV humanas y/o porcinas con
estrecha relacién antigénica con cepas humanas desde al menos el afio 2002.
Asimismo, otro estudio evalué la circulacion del subtipo H3 en muestras de suero de
granjas de genética (5 granjas), utilizando como antigeno IAV de origen humano
subtipo H3 (A/Sydney/05/97 y Panama/200/99) de amplia circulacion en la poblacién
humana nacional, detectandose anticuerpos contra H3 en 4 de las 5 granjas
estudiadas en porcentajes que oscilaron entre el 9,1 y el 87,9% (Pifieyro y col., 2006).
En ninguno de estos estudios se reportd el aislamiento y caracterizacion de IAV
(Pifieyro y col., 2010)

En Argentina, se aisldé por primera vez 1AV en cerdos en el afio 2008 a partir de un
caso de enfermedad respiratoria en una granja de la provincia de Buenos Aires
(Cappuccio y col., 2011). El virus fue caracterizado como subtipo H3N2 enteramente
humano. Estudios moleculares vy filogenéticos revelaron una identidad nucleotidica de
entre 96 y 98 % con IAV de origen humano que circularon en Oceania y Norteamérica
entre los afios 2000 y 2003 (Cappuccio y col., 2011). Debido a la falta de informacion
de aislamiento viral y caracterizaciéon molecular de IAV en cerdos en Argentina durante
este periodo, no pudo inferirse retrospectivamente el origen preciso, pero los datos
filogenéticos sugieren la introduccién y adaptacion de un virus enteramente humano a
la poblacion porcina. Estudios posteriores evaluaron la patogenicidad y
transmisibilidad de este subtipo H3N2 en cerdos bajo condiciones experimentales. Si
bien produjo signos clinicos y lesiones tipicas de IAV, estas Ultimas fueron leves. Por
otro lado se demostré que la eliminacién del virus por nariz comienza a los 2 dpi y
alcanza el maximo a los 5 dpi (Cappuccio y col., 2011).

En junio de 2009, Argentina se convierte en el segundo pais en reportar la presencia
del subtipo HIN1pdmO09 en cerdos. El mismo se reporta en una granja localizada en la
provincia de Buenos Aires, que manifesté un cuadro respiratorio agudo, de moderada
morbilidad (30%) y alta mortalidad, en animales de las categorias de destete y
engorde. Estudios moleculares demostraron que el virus estaba genéticamente

relacionado con la cepa HIN1pdmOQ9 (Pereday col., 2010).
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2. HIPOTESIS
Existen en Argentina cepas de Influenza A virus circulantes en granjas de cerdos
domésticos con caracteristicas moleculares y/o antigénicas que difieren de las ya
reportadas en otras regiones del mundo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar y caracterizar las cepas de Influenza A virus circulantes en cerdos en

Argentina.

3.2. Objetivos especificos

* Relevar la situacion epidemioldgica de Influenza A virus en cerdos en granjas
porcinas nacionales

+ Caracterizar molecular y antigénicamente los aislamientos de Influenza A virus

obtenidos de cerdos
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4. MATERIALES Y METODOS

Caso clinico

Un caso clinico de infeccion por Influenza A virus en cerdos se define como: un grupo
de casos clinicos en cerdos que presenten fiebre, estornudos, tos y/o secreciones
nasales/oculares en al menos una unidad de observacion individual, desarrollado en
un plazo de una semana y que afecte al menos al 10% de los animales presentes en
dicha unidad. La unidad de observacién individual es constituia por un agrupamiento
de cerdos que estan confinados en un mismo espacio fisico y poseen contacto
frecuente entre ellos. Puede ser toda la granja (si ho hay compartimientos dentro de

ella) o galpones (si existen divisiones dentro de la granja) (FAO, 2009).

Origen de las muestras

Las muestras provinieron de 4 origenes diferentes (A, B, C y D) dependiendo del tipo
de vigilancia empleada: activa o pasiva. La vigilancia activa se basa en el muestreo
programado y con un disefio predeterminado, sin considerar la presencia de casos
clinicos. En cambio, la vigilancia pasiva se basa en el reporte de casos clinicos agudos
compatibles con infeccion por IAV (Simon y col., 2014).

A: estudios transversales disefiados en 9 granjas porcinas confinadas (vigilancia
activa)

B: estudios realizados ante la presencia de cuadros compatibles con infeccion por 1AV
en cerdos (vigilancia pasiva)

C: estudios de la circulacién 1AV en cerdos en pequefios productores/productores
familiares con bajo nivel de tecnificacion de la produccion (vigilancia pasiva)

D: muestras remitidas al Instituto de Virologia, CICVyA, INTA por organismos publicos

y asesores veterinarios (vigilancia pasiva)

A: ESTUDIOS TRANSVERSALES CLINICOS, SEROLOGICOS,
PATOLOGICOS Y VIROLOGICOS EN 9 GRANJAS EN ARGENTINA

1. Disefio del estudio
Se realizaron estudios transversales en 9 granjas porcinas de Argentina, entre los
meses de enero y mayo del 2012. Se invité a participar del estudio a granjas porcinas

confinadas de ciclo completo nucleadas en el Grupo de Intercambio Tecnoldgico de
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Explotaciones Porcinas (GITEP) que agrupa a las principales empresas productoras
de cerdos del pais.

El criterio de seleccion de los establecimientos se basé en:

1) aceptacion en brindar informacién productiva al momento de la visita al
establecimiento.

2) que el personal involucrado en el estudio pueda visitar el establecimiento para
recolectar las muestras

3) que se conserven animales muertos en los ultimos 3 dias para la realizacion de
necropsias y eventualmente toma de muestras para estudios complementarios

4) que acepten la publicacion de los resultados a nivel nacional e internacional.

Seleccién de las granjas

Nueve granjas con un total de 21180 hembras en produccién, las cuales representan,
al momento del estudio, cerca del 10% del stock de madres del pais, aceptaron
participar del estudio. Las granjas estaban localizadas en las provincias de Santa Fe (3
granjas), Buenos Aires (2 granjas), Cérdoba (3 granjas) y San Luis (1 granja), las

cuales representan a las cuatro mayores areas de produccién de cerdos del pais.

Seleccion de los animales

Se evallo la presencia de signos clinicos compatibles con infecciéon por IAV en cada
uno de los animales y se midié su temperatura rectal. Se considerd animal febril aquel
con temperatura rectal mayor a 37.5°C. Se seleccionaron aquellos animales que
presentaban signos clinicos, sin embargo, si se detectaba un numero menor a 30
animales con signos clinicos en un grupo etario, se aplic6 un muestreo al azar para

completar el nimero de muestras.
2. Muestreo
Disefio del muestreo:
Se tomaron muestras de sangre e hisopado nasal de 15 hembras multiparas, 15
cachorras y 30 animales en cada una de las siguientes ededes: 7, 21, 35, 49, 63, 77,

100 y 160 dias (n=270). Este nUmero de muestras permite estimar, con una confianza

del 95% y con una prevalencia esperada del 5 al 20%, la deteccion de al menos un
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animal positivo en una poblacién de 1000 o mas animales (Epilnfo, CDC, Atlanta, GA,
USA).

Toma de muestras:

» Estudios serolédgicos: las muestras de sangre se tomaron por puncién de la vena
cava craneal. Una vez extraida, se mantuvo 1 hora a temperatura ambiente y
posteriormente se conservd a 4°C hasta la llegada al laboratorio, donde se
centrifugo a 3000 rpm 5 minutos para obtencion del suero.

+ Estudios virolégicos: se tomaron muestras de hisopados nasales, de ambas
narinas. Se utilizaron hisopos de dacron estériles y los hisopos se resuspendieron
en 1ml de solucién de transporte de PBS suplementado con penicilina (10,000
Ul/ml), estreptomicina (10,000 pg/ml), anfotericina B (20 pg/ml) y albumina. A partir
de los animales hallados muertos al momento de la visita, se le realizaron las
necropsias. De aquellos pulmones que presentaron lesiones compatibles con
infeccién por IAV, se tomaron muestras de pulmén en frascos estériles. Todas las
muestras se mantuvieron refrigeradas por no mas de 24 horas o en ultrafreezer de

-80 °C hasta su procesamiento.

» Estudios histopatolégicos: las muestras de pulmén con lesiones compatibles

con IAV fueron extraidas y fijadas en formol al 10%.

3. Estudios serolégicos

Se utilizé un kit de ELISA para deteccidén de anticuerpos contra la NP de 1AV (IDVet,
Montpellier, Francia) en las muestras de suero, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Aquellas muestras positivas por la técnica de ELISA correspondientes a los
animales de 160 dias y de las hembras multiparas, fueron analizados por la técnica de
inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) de acuerdo al protocolo estandar (OIE, 2014).
Como antigenos se utilizaron subtipos de IAV aislados en Argentina: HIN1pdmQ9
(pH1), HIN2 cluster 81 (81H1), H1N1 cluster 62 (62H1) y H3N2 cluster Il (H3). Los
sueros utilizados fueron tratados previamente con caolin y adsorvidos con globulos
rojos de cobayo para eliminacion de aglutininas inespecificas. Posteriormente los
sueros fueron diluidos con solucién fisiolégica hasta obtener una dilucién 10™. Se
realizaron diluciones seriadas 1.2 en PBS de los sueros de los animales y de los

sueros homodlogos a estos antigenos, como controles positivos. Los ensayos se
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realizaron en placas de 96 pocillos fondo v. Posteriormente se enfrentaron estas
diluciones a un titulo fijo de 8 unidades hemaglutinantes (UHA) de cada uno de los
antigenos, previamente titulados por la técnica de hemaglutinacion (HA). Se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente, para permitir la unién antigeno-
anticuerpo. Finalmente se enfrentd la reaccion a una suspension de glébulos rojos de
cobayo al 0.8%. Luego de 45 minutos de incubacién, se realizd la lectura de los
resultados. La técnica de IHA se basa en la capacidad que tienen los IAV de aglutinar
glébulos rojos. Si ocurre reaccion antigeno-anticuerpo, la hemaglutinacion de los
glébulos rojos es inhibida. El titulo del suero es la dilucion méas alta que inhibe
totalmente la hemaglutinacion. Se calcul6 el titulo geométrico medio (TGM) para cada

categoria en cada una de las granjas evaluadas.

4. Estudios moleculares

Cada muestra de parénquima pulmonar se maceré en un mortero de porcelana con el
agregado de arena estéril y solucion buffer fosfato (PBS) estéril a pH 7.0-7.2,
suplementado con penicilina (10,000 Ul/ml), estreptomicina (10,000 pg/ml) y
anfotericina B (20 pg/ml), generando una suspension al 20% peso/volumen.
Posteriormente, la suspension fue centrifugada a 1.500 rpm durante 5 minutos para
eliminar restos de tejido y arena, y el sobrenadante fue clarificado a través de un filtro
estéril de 0.22-um (Whatman Inc., Clifton, NJ). Los sobrenadantes filtrados se
almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. Los hisopados nasales fueron
resuspendidos en 1ml de solucion de PBS como se describi6 anteriormente y
almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

Se realiz6 la extraccion de ARN total utilizando el kit comercial QlAamp Viral RNA Mini
kit (Qiagen, Hilden, Alemania), a partir del liquido de resuspensién de los hisopos y de
la suspension del macerado de pulmon. Las muestras de hisopos fueron testeadas en
pooles de 5/6 muestras. El ARN extraido de cada pool, se almacené a -80°C hasta su
retrotranscripcion. Se obtuvo su ADN copia (ADNc) utilizando el kit de sintesis de
cDNA High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). El ADNc obtenido
fue utilizado para realizar el diagnostico por real time rt-PCR (rRT-PCR), dirigido a
amplificar parte del gen de la matriz (M). Esta region se encuentra en el segmento
gendémico mas conservado entre las diferentes cepas de IAV (Spackman et al., 2002).
Para ello se utilizé el kit de PCR “TagMan PCR Universal Master Mix” (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Los primers y sonda utilizados para la reaccién

corresponden al protocolo publicado por la OMS, en una concentracion de 40uM
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(WHO, 2009). La reaccion de rRT-PCR se realizé en un equipo ABI Prism 7500 SDS
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

5. Aislamiento viral

El aislamiento viral se realiz6 a partir de cada uno de los hisopos pertenecientes a los
pooles positivos por rRT-PCR, de forma individual y de la suspension del macerado
pulmonar. Se utilizé la linea celular de rifion de perro “Mardin-Darby Canine Kidney”
(MDCK) provista por el Area de Cultivos Celulares del Instituto de Virologia de INTA.
Para el aislamiento viral, se utilizo el protocolo de la Organizacién Panamericana de
Salud (OPS, 2010). Se determind la presencia de efecto citopatico y luego se verifico
el crecimiento viral por medio de la técnica de rtRT-PCR descripta anteriormente. Se
realizaron hasta 3 pasajes por MDCK a las muestras que no presentaron efecto
citopético y el posterior chequeo por rtRT-PCR del 3° pasaje de las muestras para

darla como negativa.

6. Caracterizacién molecular

Se realizé la caracterizacion molecular de los aislamientos obtenidos mediante un
sistema de amplificacion de los segmentos gendmicos que permite la secuenciacion
de la totalidad del genoma de IAV (Hoffman y col., 2001). Brevemente, este sistema se
basa en la utilizaciéon de oligonucleétidos que hibridan en los extremos conservados de
cada segmento gendmico para la sintesis del ADNc, y el disefio de primers especificos
sobre estas regiones para la PCR. EI ADNc se obtuvo utilizando el protocolo de la
enzima SuperScript (SuperScript® Il Platinum® One-Step gRT-PCR Kit, CA, USA). La
amplificacién de cada uno de los segmentos se realiz6 mediante una PCR, utilizando
la enzima GoTaq polimerasa (GoTaq® DNA Polymerase, Promega, WI, USA) segun la
técnica descripta anteriormente (Hoffman y col., 2001). Los fragmentos amplificados
por rt-PCR, se revelaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y se
purificaron con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) segln
instrucciones del fabricante. La secuenciacion fue realizada utilizando el kit
“BigDyeTerminator kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en un equipo ABI
3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el mismo set de primers
(Hoffman y col.,, 2001), con el método de dideoxinucle6tidos marcados con una

sustancia fluorescente, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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El genoma completo de cada aislamiento fue analizado con el sistema “Nucleotide
Blast” (http:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar las cepas de IAV mas
relacionadas con cada segmento de los aislamientos obtenidos.

El analisis filogenético de los aislamientos obtenidos en estos estudios se muestran en
la seccion E.

7. Estudios histopatolégicos e inmunohistoquimicos

Las muestras de pulmon se embebieron en parafina y luego se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E). Para su observacion microscopica se realizaron técnicas
de rutina. Los estudios de inmunohistoquimica fueron realizados sobre las muestras
sospechosas a la observacion microscépica, utilizando un anticuerpo anti-NP A
monoclonal, isotipo MSlg2a (Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA) segln

protocolo descripto previamente (Pereda y col, 2010).

B: ESTUDIOS CLINICOS Y VIROLOGICOS REALIZADOS ANTE LA
PRESENCIA DE CUADROS COMPATIBLES CON INFECCION POR IAV EN
CERDOS EN ARGENTINA

1. Granjas evaluadas

Se visitaron granjas que informaron cuadros clinicos compatibles con infeccién por IAV
en cerdos y que aceptaron la visita de investigadores del Instituto de Virologia del
CICVyYA INTA y/o de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional
de La Plata, para la toma de muestras y caracterizacion del cuadro clinico. Al
momento de la visita, se recabd informacion de las caracteristicas productivas y

antecedentes sanitarios de los establecimientos.

2. Examen clinico
Se realizé un examen clinico grupal a todos los cerdos de mas de 21 dias (post
destete). Durante el mismo se registré el porcentaje de animales con tos, estornudos,

disnea, decaimiento y la presencia de otros signos clinicos no asociados al aparato

respiratorio.
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3. Tomade muestras

A partir de los datos del exdmen clinico, se realiz6 la toma de muestras para deteccion
de IAV. Aquellos animales que no respondian de manera "natural” a los estimulos o se
mantenian apartados y que tenian una temperatura corporal mayor a 39°5 (fiebre) se
les realiz6 el hisopado nasal. Aquellos animales hallados muertos al momento de la
visita y con lesiones macroscopicas compatibles con infeccion por 1AV, se les tomé

muestras de tejido pulmonar.
4. Estudios virolégicos y moleculares

Ambos estudios fueron realizados segun lo descripto previamente (apartados 4, 5y 6
de la seccion A). En aquellos casos clinicos que presentaron mas de un animal
positivo, se decidié caracterizar solamente un aislamiento. De cada virus aislado se
realizé la caracterizacion a partir de los segmentos HA, NA y M, siguiendo los
lineamientos sugeridos en la Guia para la deteccion de Influenza en cerdos (OFFLU,
2014b).

El analisis filogenético de los aislamientos obtenidos en estos relevamientos se

muestra en la seccioén E.

C: EVALUACION DE LA CIRCULACION DE IAV EN CERDOS EN
PEQUENOS PRODUCTORES/PRODUCTORES FAMILIARES CON BAJO
NIVEL DE TECNIFICACION DE LA PRODUCCION

1. Disefo del estudio

Se realizé un relevamiento sobre el estrato de pequefios productores y productores
familiares de cerdos pertenecientes a tres grandes zonas productivas del pais:
noroeste, centro y sur. El criterio de seleccién de las granjas se bas6 en la
accesibilidad a los establecimientos que se encontraban en estrecha relacion con las
Agencias de extensién/ Estaciones experimentales del Instituto Nacional de
Tecnologia Agroalimentaria (INTA). Las zonas que abarcaron el relevamiento se

presentan en la figura 1.
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Figura 1: distribucion de las zonas muestreadas en relacion a las existencias porcinas
en Argentina (SENASA 2014), segun categoria. Izquierda: granjas de 10 a 50 madres.
Derecha: granjas de 50 a 100 madres.
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2. Caracterizaciéon de los establecimientos

Se agruparon los establecimientos segiin numero de madres en dos categorias:

+ Establecimientos de 10 a 50 madres: Tucuman, Misiones, Chaco y Rio Negro.

+ Establecimientos de entre 50 a 100 madres: Buenos Aires y Cordoba.
Se realiz6 una encuesta dirigida al propietario/encargado de la produccion con el fin de
obtener informacién acerca de los parametros productivos y sanitarios de la misma.

Posteriormente las granjas fueron categorizadas segun:
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* Localidad y provincia

+ Tipo de sistema de produccién (a campo, confinado total, confinado parcial)
* Finalidad de la produccion (cabafia, ciclo completo, cria de lechones)

* Procedencia de los animales

3. Tomade muestras

Se tomaron muestras de sangre de 10 hembras adultas/padrillos por establecimiento y
de 10 capones (segun disponibilidad en la granja). Solamente en aquellos animales
que presentaron signos clinicos compatibles con infeccién por IAV al momento de la
visita, se tomaron muestras de hisopados nasales para el diagndstico molecular de
IAV. En la categoria de <50 madres, se tomaron muestras de hisopados nasales en
Misiones (N=7), Chaco (N=9) y Tucuman (N=6), mientras que en la categoria 50 a 100
madres, se tomaron muestras en Rojas, Buenos Aires (N=15) y 9 de Julio, Buenos
Aires (N=16). Las técnicas de muestreo fueron descriptas en la seccién 2.b del

apartado A.
4. Estudios serolégicos

Los sueros de los animales fueron analizados por la técnica de IHA. Para el mismo se
utilizaron como antigenos 2 subtipos de influenza previamente aislados en Argentina:
HIN1pdm09 (H1pdmO09) y H3N2 cluster Il (H3). Las pruebas fueron realizadas segun
lo descripto previamente en el apartado 3 de la seccion A. Se consideraron titulos de
1/40 o mayores como positivos y granja positiva aquella con al menos un animal
positivo.

5. Estudios moleculares

Fueron realizados segun lo descripto en el apartado 4 de la seccién A.
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D: DETECCION DE IAV EN MUESTRAS DE CERDOS REMITIDAS AL CICVyA
INTA POR ORGANISMOS PUBLICOS Y ASESORES VETERINARIOS:
PERIODO 2010 A 2014

1. Muestras procesadas

Se evaluaron muestras de pulmones/hisopados nasales remitidas al laboratorio por
veterinarios asesores de granjas porcinas, veterinarios del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y por grupos de investigacion de las
Facultades de Veterinaria de las Universidades de Rosario (UNR), La Plata (UNLP) y
Esperanza (UNL).

2. Estudios virolégicos y moleculares

El procesamiento de las muestras, diagnéstico molecular, aislamiento viral y
caracterizacion molecular fue realizado tal como se describe en los apartado 4, 5y 6
de la seccidon A. En aquellos casos clinicos que presentaron mas de una muestra
positiva, se decidié caracterizar solamente uno o dos aislamientos. Se caracterizaron
los segmentos M, HA y NA, tal como se recomienda en la guia para la deteccién de
Influenza en cerdos (OFFLU, 2014b), a excepcion de los dos primeros aislamientos
“human-like” dH1 (2009 y 2010), los cuales fueron secuenciados completamente, al

ser caracterizados como subtipos reasortantes.

E: ESTUDIOS FILOGENETICOS Y DE CARACTERIZACION ANTIGENICA DE
LOS IAV AISLADOS EN CERDOS EN ARGENTINA: PERIODO 2010 A 2014

1. ESTUDIOS FILOGENETICOS

Las bases de datos para la realizacion de los analisis filogenéticos fueron
confeccionadas con una selecciébn de secuencias nucleotidicas pertenecientes al
periodo 1998 - 2014, tanto de IAV de origen humano como porcino. Para que dicha
base sea representativa, se incluyd informaciéon de todos los paises disponibles.
Solamente para el segmento HA, para su completa caracterizacion, se incluyeron
secuencias desde el afio 1970 al 2014. Toda la informacion fue obtenida del banco de

datos Influenza Research Database (http://www.fludb.org). Se analizaron las

secuencias nucleotidicas de los segmentos HA, NA y M de la totalidad de los
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aislamientos (N=45) y de los segmentos PB2, PB1, PA, NP y NS de los 7 primeros
aislamientos obtenidos. Cada segmento gendmico fue analizado por separado, y a su
vez los segmentos NA y HA fueron analizados separadamente en secuencias N1y N2,
y H3 y H1 respectivamente para su mejor caracterizacion. Para el segmento H3 se
confeccionaron dos bases de datos, una a partir de secuencias de IAV de origen
humano, con el objetivo de poder estimar el potencial evento de introduccion de los
aislamientos H3 de cerdos y otra con secuencias de IAV de origen porcino y humano a
fin de poder clasificar a los mismos. Con estas bases de datos se construyeron los
alineamientos de secuencias correspondientes por medio del programa de edicion
BioEdit v 7.0.9 (lbis Biosciences, Carlsbad, CA, USA), constituidos por el siguiente
namero de secuencias: 420 H1, 63 H3 para clasificacion y 241 H3 para estimar
potencial evento de introduccién, 261 N1, 223 N2, 244 M, 130 PB2, 151 PB1, 151 PA,
187 NP, 185 NS. Para cada uno de estos alineamientos se construyé un arbol
filogenético mediante el método de Maxima Parsimonia. La técnica de boostrap
(remuestreo) fue utilizada como soporte estadistico para las ramas del arbol
filogenético (100 réplicas). Los mismos fueron realizados con el software MEGA
version 5.0 (Tamura y col., 2011). Posteriormente los arboles filogenéticos obtenidos
fueron editados por medio del programa FigTree v1.3.1 (Institute of Evolutionary

Biology, Edinburgh. Scotland).

Para la clasificacion de los aislamientos segun el segmento HA, se utilizé el criterio
utilizado por los grupos de investigacion de EE.UU (Richt y col., 2003; Webby y col.,
2000; Olsen y col., 2006a; Webby y col., 2004). Para la determinacién de los eventos
de introduccién de IAV desde humanos se consideraron como potenciales
introducciones aquellos clusters monofiléticos soportados por valores de boostrap
superiores al 70% (Nelson y col., 2015). Este analisis se realiz6 en los segmentos HA
y NA.

2. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION ANTIGENICA

La cartografia antigénica es un método que se utiliza para visualizar e incrementar la
resolucion de los datos obtenidos por medio de los ensayos de IHA. Como resultado
se obtiene un mapa en donde la distancia entre dos puntos representa la distancia
antigénica medida en los ensayos de IHA (una unidad antigénica representa una
dilucion 1:2). Inicialmente la cartografia antigénica fue utilizada para cuantificar y
visualizar la evolucion antigénica del virus influenza A H3N2 desde 1968 en adelante.

Desde entonces, se ha convertido en una herramienta fundamental en las actividades
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de vigilancia del virus de influenza realizada por la OMS. Los datos de ensayos de IHA
remitidos por los laboratorios de referencia de influenza a nivel mundial son utilizados
para la realizacion de mapas antigénicos que determinan posibles cambios a ser
realizados en la composicion de las vacunas para la préxima estacion. La cartografia
antigénica hoy en dia es también utilizada para otros patdgenos como ser:
Influenzavirus B, influenza equina (H3N8), virus de la rabia, calicivirus felino, entre
otros. La cartografia antigénica para influenza A en porcinos, ha comenzado a
implementarse recientemente para el andlisis de los factores relacionados a la
ecologia y evolucion de los IAV circulantes en cerdos. Su empleo permite determinar
el correcto uso y formulacién de las vacunas comerciales, seleccionar las cepas de
importancia a nivel local como regional, evaluar la competencia entre subtipos y
variantes de subtipos como asi también estimar el potencial riesgo de introduccién de
otros virus porcinos en la poblacion de cerdos como también su introduccién en
humanos (OFFLU 2015).

Para realizar el mapa de cartografia antigénica, se seleccionaron 7 IAV del total de
aislamientos obtenidos en este estudio correspondientes al periodo 2010 a 2014.
Ademas se incluyé el virus A/swine/Argentina/SAGiles-31215/2009, por ser el primer
IAV H1N1pdmO09 aislado en cerdos en Argentina (Pereda y col., 2009). Los mismos
fueron seleccionados teniendo en cuenta las distancias nucleotidicas observadas en
los estudios filogenéticos, el lugar de procedencia y el afio de origen y siguiendo las
indicaciones y sugerencias del grupo de investigacién del Departamento de Zoologia
de la Universidad de Cambridge, Inglaterra, Reino Unido, a cargo de la Dra. Nicola

Lewis (grupo de referencia internacional en el tépico en influenza animal).

a) Obtencion del panel de sueros de referencia

Se realiz6 la importacién del panel de sueros de referencia (N=66). Los mismos fueron
gentiimente donados por la Dra Amy Vincent de la Unidad de Vigilancia de
Enfermedades de Virus y Priones del USDA-ARS (National Animal Disease Center,
Ames, lowa, EE.UU). Dichos sueros fueron obtenidos a partir de cerdos
hiperinmunizados utilizando distintos 1AV de los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 (ver

anexo 1).
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b) Obtencién de los IAV controles

Se utilizaron cinco (5) aislamientos de IAV controles, seleccionados por la Dra Lewis
para la validacion de los ensayos. Cuatro fueron donados por la Dra Amy Vincent y
uno (A/Brisbane/59/07) fue provisto gentilmente por el Laboratorio de Virus
Respiratorios y Centro Nacional de Influenza, Instituto Nacional de Epidemiologia,
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, a cargo de la Dra. Elsa Baumeister (Tabla 1).

Tabla 1: IAV utilizados como controles para los estudios de cartografia antigénica.

Cepaviral Cluster
A/swine/Minnesota/01146/2006 (H3N2) cluster IV
A/swine/Ohio/511445/2007 (H1N1) gamma
A/swine/lllinois/003200/2010 (H1N2) delta-1
A/swine/lllinois/00685/2005 (H1N1) delta-2
A/Brisbane/59/07 (H3N2)

Se determiné el titulo viral por medio de la técnica de hemoaglutinacion siguiendo el
protocolo propuesto por Lewis (Lewis y col.,, 2014). El titulo de trabajo fue de 8

unidades hemoaglutinantes (UHA).

c) Ensayo de Inhibicién de Hemoaglutinacién

La técnica de IHA fue realizada de acuerdo al protocolo descripto previamente en el

apartado 3 de la secciéon A. Los resultados se muestran en el anexo 2.

d) Anélisis y generacion de los mapas de cartografia antigénica

Los resultados de los ensayos de IHA fueron analizados por la Dra. Nicola Lewis,
quien posteriormente confeccion6 los gréaficos tridimensionales utilizando el software
PyMOL Molecular Graphics Systems (DelLano Scientific, San Carlos, CA, USA)
(DeLano, 2002), ilustrando las relaciones antigénicas entre los diferentes IAV aislados
de cerdos en Argentina, los IAV de cerdos de Norteamérica y los antisueros de

referencia.
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5. RESULTADOS

A. ESTUDIOS TRANSVERSALES CLiNICOS, SEROLOGICOS,
PATOLOGICOS Y VIROLOGICOS EN 9 GRANJAS EN ARGENTINA

Los signos clinicos caracteristicos de infecciébn endémica con IAV, principalmente tos,

disnea y fiebre, fueron observados en 8 granjas (Tabla 2):

Tabla 2: localizacion de la granja, numero de madres, caracteristicas de la produccion

y edad de presentacion de los signos clinicos.

. o Signos compatibles con
. o N° de Multiple sitio/ i » i
Granja Provincia o infeccion por IAV (dias de
madres sitio Unico »
edad de presentacion)

GO Buenos Aires 6000 3 sitios 63

Gl Cérdoba 740 3 sitios No detectados

G2 Santa Fé 2400 3 sitios 49 a 63

G3 Cérdoba 500 1 sitio 35a49

G4 Santa Fé 4500 3 sitios 21y 140

G5 Cérdoba 500 1 sitio 50y 120

G6 Buenos Aires 340 1 sitio 25

G7 San Luis 4500 3 sitios 35

G8 Cérdoba 1700 3 sitios 35

En la figura 7 (pagina 45) se muestra la localizacion (georreferenciacion) de cada uno

de los establecimientos.

Estudios seroldgicos

Todas las granjas, evaluadas por la técnica de ELISA, presentaron anticuerpos contra
IAV. El porcentaje de seroprevalencia total promedio fue del 48,5%, con rangos entre
7,1 a 79,4%. Los mayores porcentajes de animales seropositivos se observaron en las
hembras multiparas y en los capones de 160 dias de edad.

El patrén de infeccion puede agruparse en dos escenarios diferentes. El patron 1,
observado en dos granjas (G1 y G3) (Figura 2A), donde menos del 50% del estrato de
hembras multiparas (cerdas) y cachorras fueron seropositivas, mientras que en el
resto de las categorias evaluadas, el mayor porcentaje de cerdos positivos fue del
20%. En las restantes 7 granjas, que presentan el patron 2 (Figura 2B), el porcentaje

de animales seropositivos en el estrato de hembras multiparas y cachorras fue del
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60% o mayor. En el resto de las categorias, se observé un descenso del nivel de
anticuerpos calostrales entre los 21 y los 35 dias de edad en concordancia con el
periodo post destete, seguido de un aumento de animales seropositivos en los
periodos de desarrollo y engorde.

Figura 2 A: porcentaje de animales positivos por ELISA por categoria o edad. Patron 1.
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Figura 2 B: porcentaje de animales positivos por ELISA por categoria o edad. Patrén 2.
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No hubo correlacion entre el porcentaje de animales seropositivos, los signos clinicos
observados y la deteccion viroldgica a partir de hisopados nasales o de animales de
necropsia. Los perfiles serolégicos individuales de cada granja, la presencia de signos
clinicos (S), la deteccién viral a partir de hisopados nasales (V) o cerdos hallados
muertos (N), se presentan en la figura 3. Para su mejor visualizacion los resultados

fueron agrupados segun similitud del patrén serolégico.

Figura 3: relacion entre el porcentaje de cerdos seropositivos, presencia de signos clinicos

y deteccion viral en cada una de las granjas evaluadas.
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S: signos clinicos V: deteccion de 1AV por rRT-PCR. N: deteccién de IAV por rRT-PCR a partir de necropsias.
A: Granjas 1y 3; B: granjas 0y 5; C: granjas 4 y 6; D: granjas 2, 7y 8.

Los ensayos de inhibicibn de hemoaglutinacion evidenciaron la presencia de
anticuerpos contra los subtipos H1pdm09, 82H1 y H3 en todas las granjas, y en 8
granjas la presencia de anticuerpos contra d1H1. El TGM fue superior en hembras
multiparas que en animales de 160 dias. El TGM calculado en sueros contra el subtipo
H1pdmO09, fue superior a cualquier otro subtipo analizado. Solamente una granja (GO)
presento titulos superiores contra H3 que contra H1lpdmO09 en las hembras multiparas.
En capones, en dos granjas (G3 y G6) se detectaron mayores titulos contra H3 que
contra H1pdm09. En relacion a los TGM 62H1 y 81H1 fueron muy bajos, con la

excepcion de la granja 4 (Figura 4).
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Figura 4: titulo geométrico medio en sueros de hembras multiparas y capones de 160
dias en cada una de las granjas. Resultados para cada subtipo.
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El 87,4% de los sueros evaluados presentaron anticuerpos contra mas de un subtipo.
El mayor porcentaje de animales presento anticuerpos contra H1pdm09, H162 y H3, y
también contra Hlpdm09 y H3 (Tabla 3)

Tabla 3: porcentaje y numero de hembras y capones positivos contra los distintos

subtipos de IAV evaluados.

Subtipo N % N° % Total | % Total
madres madres | capones | capones

H1pdmO09 + H152 + H3 21 31,8 39 314 60 31,6
H1lpdmQ09 + H3 17 25,7 21 16,9 38 20,0
H1pdm09+H151+H152+H3 12 18,2 15 12,1 27 14,2
H1lpdmO09 9 13,6 14 11,3 23 12,1
H1pdm09 + H1562 2 3,0 26 20,1 28 14,7
Otros 5 7,7 9 8,2 14 7,4

Total de sueros positivos
por ELISA 66 100 124 100 190 100

Estudios viroldgicos

IAV fue detectado a partir de hisopados nasales en 7 granjas (GO, G2, G3, G4, G5, G7
y G8). Se procesaron 400 pooles de hisopados nasales, de los cuales 33 (8,18%)
fueron positivos a IAV por rRT-PCR. Se obtuvieron 12 muestras de pulmones con
lesiones de neumonia compatible con infeccion por IAV, pertenecientes a 4 granjas, de

los cuales 4 fueron positivos por rRT-PCR (Tabla 4).

36




Tabla 4: resumen de los resultados virolégicos obtenidos separados por granja y tipo

de muestra.
Granja | N°pooles N° pooles Edad Ne Ne N°
Procesados | Positivos (dias) pulmones Pulmones aislamientos
Procesados Positivos Totales
GO 14 2 21 0 0 7
Gl 43 0 0 0 0
G2 54 2 49-100 2 1 2
G3 54 2 21-49 2 0 1
G4 54 7 21-63- 3 1 1
100

G5 46 10 21 0 0 0
G6 46 0 1 0 0
G7 46 4 35 1 1 6
G8 43 6 21-100 3 1 0

Total 400 33 12 4 17

Se obtuvieron 17 aislamientos virales pertenecientes a 5 granjas. Se seleccion6 un
aislamiento por granja para su caracterizacion molecular completa. Cuatro de los
aislamientos obtenidos, pertenecientes a las granjas G2, G3, G4 y G7, presentaron un
99% de identidad nucleotidica con cepas de IAV del subtipo H1N1pdmO09. El
aislamiento restante, perteneciente a la granja (GO0), fue caracterizado como un subtipo
reasociado H3N2. El mismo posee genes superficiales, HA y NA, relacionados a un
subtipo humano H3N2 y genes internos provenientes del subtipo HIN1pdmO09 (Tabla
5). (Nimeros de acceso del GenBank: del KC876520 al KC876559)

Tabla 5: resumen de los aislamientos obtenidos en los estudios transversales

Granja Origen Subtipo Nombre del aislamiento
GO Buenos H3N2 A/swine/Argentina/CIP051-A160/2011
Aires
G2 Santa Fe HIN1pdmO9 A/swine/Argentina/CIP051-A201.E22/2012
G3 Cérdoba HIN1pdmO9 A/swine/Argentina/CIP051-A202-D33/2012
G4 Santa Fe HIN1pdmO9 A/swine/Argentina/CIP051-A204/2012
G7 San Luis HIN1pdmO9 A/swine/Argentina/CIP051-A207/2012

Estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos

Se realizaron un total de 34 necropsias de las cuales, solo 12 presentaron lesiones de
neumonia compatible con infeccién por 1AV, de las cuales se tomaron muestras para
estudios histopatoldgicos. La lesion macroscopica observada con mayor frecuencia
fue, en 10 casos (83,33%), bronconeumonia craneoventral. En los 2 casos restantes,
se observo la lesion caracteristica de “tablero de ajedrez”, representada por areas de
consolidacion lobulillar. Las lesiones histopatolégicas observadas en 8 casos (66,66%)
fueron: bronquiolitis necrotizante, con necrosis y desprendimiento de células epiteliales

e infiltrado inflamatorio en vias aéreas.
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La inmunohistoquimica realizada sobre los pulmones con lesiones de
bronconeumonia, evidenci6 reaccién positiva a la nucleoproteina de IAV solamente en
un solo caso perteneciente a la granja G7, a pesar de que mediante estudios de rRT-
PCR se detect6 IAV en 4 de esos pulmones.
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B. ESTUDIOS CLINICOS Y VIROLOGICOS REALIZADOS ANTE LA
PRESENCIA DE CUADROS COMPATIBLES CON INFECCION POR IAV EN
CERDOS

Se visitaron un total de 12 establecimientos porcinos que reportaron cuadros clinicos
respiratorios compatibles con infeccion por IAV. ElI 100% de las granjas evaluadas
fueron positivas a IAV mediante estudios de rRT-PCR. La inspeccion clinica determiné
que en 8 granjas el cuadro clinico se correspondia con la forma endémica (20 a 30%
de animales afectados) y en las restantes se observo un cuadro clinico epidémico
(més de 35% de animales afectados). La edad de presentacién de los signos clinicos
fue variable, siendo los animales de destete (30 a 40 dias) los mas afectados (10
granjas). Se procesaron un total de 646 muestras, de las cuales 129 fueron positivas a
IAV por rRT-PCR (19,96%). La edad de deteccién de IAV por rRT-PCR fue variable y
coincidié con la edad de presentacion de los signos clinicos en 10 granjas. En las
granjas 2 y 7 la deteccion de IAV fue a partir de pulmones provenientes de animales
hallados muertos de edades diferentes a los que presentaban el cuadro clinico. En la
tabla 6 se describen las granjas Vvisitadas, su localizacién, caracteristicas
productivas/sanitarias y los resultados clinicos y de deteccion molecular de IAV por
rRT-PCR. En la figura 7 (pagina 45) se muestra la localizacion (georreferenciacion) de

cada uno de los establecimientos.

Tabla 6: resumen de las caracteristicas productivas/sanitarias y hallazgos clinicos y

virol6gicos en cada una de las granjas.

. .. | Sistemade |Antecedentesde |Edad de presentacién Forma de Deteccion de IAV
Granja Fecha |Provincia| 2 R o 5 K .
produccion [infeccion por IAV| de los signos clinicos presentacién por rRT-PCR

1 sep-12 Cha 1 sitio NO Todas las categorias Epidémica 28/35/70 dias
2 dic-12 Bs As 3 sitios Sl 60 dias Endémica 15/21 dias
3 abr-13 | StaFe 3 sitios SI 30 a 44 dias Endémica 37 dias
4 abr-13 Bs As 1 sitio NO Todas las categorias Epidémica Todas las categorias
5 dic-13 | E Rios 3 sitios NO 40 dias Endémica 40 dias
6 abr-14 Chba 3 sitios S| 30-50 dias Endémica 42 dias
7 may-14 [ Sta Fe 3 sitios S| 40 dias Endémica 56 dias
8 may-14 [ Bs As 1 sitio NO 21-50 dias Epidémica 14 a 49 dias
9 jun-14 Cha 3 sitios NO 35-50 dias Epidémica 49 dias
10 jul-14 Bs As 2 sitios NO 40 dias Endémica 28/49/56 dias
11 sep-14 | Bs As 2 sitios NO 40 dias Endémica 35/42/49/92 dias
12 now-14 Cha 3 sitios SI 100-120 dias Endémica 100 dias

Se obtuvieron un total de 13 aislamientos de IAV pertenecientes a 8 granjas. Sobre el
total de virus caracterizados, 7 aislamientos pertenecientes a 5 (granjas
correspondieron al subtipo HIN1pdmQ9. Otros 3 aislamientos, pertenecientes a una
sola granja, se caracterizaron como subtipo H3N2 reasociado, cuyo gen M fue

caracterizado como pdm09 y sus genes de superficie presentaron un 99% de identidad
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nucleotidica con el subtipo humano H3N2 aislado en cerdos en Argentina en el afio
2008. Los 3 aislamientos restantes fueron caracterizados como subtipo H1N2
reasociado, con gen interno M del subtipo pdm09, HA caracterizada como H1 “human-

like” 82 y NA con un 99% de identidad nucleotidica con el subtipo H3N2 de Argentina

del 2008, al igual que los subtipos anteriormente descriptos (Tabla 7).

Tabla 7: caracterizacidn de los aislamientos obtenidos por granja.

Granja Edad de Nombre del aislamiento Subtipo N° acceso
obtencidn GenBank
de
aislamientos
(dias)

1 35 A/swine/Argentina/CIP051-A232/2012 | HIN1pdmO09 | KR863461
a

KR863463

2 21 A/swine/Argentina/CIP051- 02 H1N2 KR863479
C02.M1.1/2013 a

KR863481

2 35 A/swine/Argentina/CIP051- 02 H1N2 KR863420
C02.M1.5/2013 a

KR863422

3 37 A/swine/Argentina/CIP051- H1N1pdmO09 | KR863455
C06.G3/2013 a

KR863457

4 100 A/swine/Argentina/CIP051-C07- H3N2 KR863476
E1/2013 a

KR863478

4 49 A/swine/Argentina/CIP051-C07- H3N2 KR863449
D2P1/2013 a

KR863451

4 21 A/swine/Argentina/CIP051-C07- H3N2 KR863464
MP2.1/2013 a

KR863466

6 42 A/swine/Argentina/CIP112-C40.P5/2014 | HIN1pdmO09 | KR863437
a

KR863439

6 42 A/swine/Argentina/CIP112-C40.P6/2014 | HIN1pdmO09 | KT873326
a

KT873328

7 56 Alswine/Argentina/CIP112-C47/2014 02 H1N2 KR863417
a

KR863419

8 28 A/swine/Argentina/CIP112-C46/2014 HIN1pdmO09 | KR863414
a

KR863416

10 49 A/swine/Argentina/CIP112-C59.B6/2014 | HIN1pdmO09 | KR863458
a

KR863460

10 49 A/swine/Argentina/CIP112-C59.P/2014 | HIN1pdmO09 | KT873323
a

KT873325
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C. EVALUACION DE LA CIRCULACION DE IAV EN CERDOS EN
PEQUENOS PRODUCTORES/PRODUCTORES FAMILIARES CON BAJO
NIVEL DE TECNIFICACION DE LA PRODUCCION

Caracterizacion de los establecimientos

El estrato de granjas de 10 a 50 madres, tenian en promedio de 5 a 15 madres, se
dedicaban a la produccion de cerdos como actividad secundaria y realizaban
solamente la cria de lechones para su venta (12-15 kg de peso aproximadamente). En
relacion a los sistemas de produccion, fueron en su mayoria sistemas extensivos a
campo o con confinamiento parcial. En ambos casos se observo baja tecnificacion,
nutricion variable y controles sanitarios deficientes. En cambio, los establecimientos de
50 a 100 madres, realizaban la produccién de cerdos como actividad primaria, en su
mayoria de ciclo completo, con produccién de capones (100-110 kg de peso
aproximadamente) y uno solo se categorizd6 como cabafia de venta de reproductores.
Los sistemas productivos eran confinados parcial o totalmente, con controles
sanitarios variables.

Los datos recolectados en cada una de las encuestas (localizacion de las granjas,

sistema de produccion y tipo de establecimiento) se muestran en las tablas 8 y 9.

Tabla 8: distribucion de las granjas, discriminadas por categoria, segun localidad y

provincia.
Provincia Localizacién * N° de Categoria
establecimientos
Tucuman Leales 4 10a 50
Chaco Las Brefias 2 10 a 50
Misiones San Javier 7 10 a 50
Rio Negro General Roca/Conesa 15 10 a 50
Buenos Aires Rojas/9 de Julio 20 50 a 100
Cérdoba Cnel Moldes/Laboulaye 9 50 a 100
Total 57

*20km epicentro en la ciudad de

Tabla 9: distribucién de granjas segun sistema de produccion

Provincia a campo confinado confinado
total parcial

Tucuman 0 3 1
Chaco 2 0 0
Misiones 2 3 2
Rio Negro 6 4 5
Buenos Aires 1 2 17
Cdrdoba 2 6 1
Total 13 18 26
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Al comparar el origen de los reproductores en cada uno de los estratos se observé que
la mayoria de las granjas de 50 a 100 madres compran sus reproductores en cabafias
habilitadas por SENASA; mientras que los productores mas pequefios, en su mayoria
compran sus reproductores a establecimientos particulares, inclusive, un alto

porcentaje de granjas desconocia el origen de sus reproductores (Figuras 5y 6).

Figura 5: procedencia de los animales en granjas de 10 a 50 madres

Figura 5: procedencia de animales en granjas de <de 50  Figura 6: procedencia de animales en granjas de 50a 100
madres madres

W particular W nicleo = cabafia Wsfi m particular mnicleo  wcabaiia Ws/i

s/i: sin informacién (origen desconocido)

Figura 6: procedencia de los animales en granjas de 50 a 100 madres

Figura 5: procedencia de animales en granjas de <de 50  Figura 6: procedencia de animales en granjas de 50a 100
madres madres

® particular M nicleo  ®cabaiia W sfi W particular M nacleo @ cabafia W sfi

s/i: sin informacion (origen desconocido)

42



Estudios seroldgicos

El porcentaje de animales positivos por la técnica de IHA al subtipo H1pdmOQ9 fue
similar en las 2 categorias de granjas evaluadas, con valores de 30% de animales
positivos. Sin embargo, se observé un mayor porcentaje de establecimientos positivos
a este subtipo en el estrato de 50 a 100 madres (mas del 90%). En cuanto al subtipo
H3, el porcentaje de animales positivos fue considerablemente menor, con valores
méaximos de 2 % en establecimientos de 50 a 100 madres. En el estrato de menos de

50 madres, solamente 1 establecimiento resulté positivo al subtipo H3 (Tabla 10).

Tabla 10: porcentaje y numero de animales y establecimientos positivos por IHA
contra subtipo H1 y H3.

0, 0
Tipo de % animales establec/iomientos % animales establec/iomientos
Po de (positivos/total) o (positivos/total) o
establecimiento H1pdmo09 (positivos/total) H3 (positivos/total)
H1pdmO09 H3

50 a 100 39,06 93,1 2,08 17,24

Madres (150/384) (27/29) (8/384) (5/29)

10a50 32,35 60,71 0,42 3,57

Madres (77/238) (17/28) (1/238) (2/28)

Estudios moleculares

En la categoria de 10 a 50 madres, se procesaron 22 hisopos en 4 pooles (respetando
granja de origen y categoria), el resultado fue negativo para todos ellos mediante rRT-
PCR. En la categoria 50 a 100 madres, se procesaron 31 hisopos en 7 pooles,
siguiendo el mismo criterio de armado de los mismos. Sélo un pool perteneciente a
una granja de la localidad de 9 de Julio, Buenos Aires fue positivo por rRT-PCR. La

georreferenciacion de este establecimiento se muestra en la figura 7 (pagina 45).
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D. DETECCION DE IAV EN MUESTRAS DE CERDOS REMITIDAS AL
CICVWA INTA POR ORGANISMOS PUBLICOS Y ASESORES
VETERINARIOS: PERIODO 2010 A 2014

Se recibieron un total de 724 muestras, de las cuales 435 fueron hisopados nasales y
289 pulmones. Las muestras fueron remitidas desde 51 establecimientos, localizados
en las provincias de Cérdoba, Buenos Aires, Santa Fe, Entre Rios, Tucuman, Chaco,
San Juan, La Rioja, San Luis y La Pampa. En la figura N° 7 (pagina 45) se presenta la
localizacién (georreferenciacién) de las granjas estudiadas. Los casos clinicos
reportados se presentaron a lo largo de todos los meses del afio. No se observé un
patron estacional en relacion a la remision de muestras ni a la deteccion de 1AV por
rRT-PCR. El 17,4% (126) de las muestras fueron positivas mediante rRT-PCR. Del
total de muestras positivas, 81 (64,3%) se correspondieron con muestras de pulmén y
45 (35,7%) con hisopados nasales. Se obtuvieron un total de 27 aislamientos
provenientes de 7 granjas: Granjas G6, G8, G10, localizadas en la provincia de Santa
Fe y Granjas G5, G12, G15 y G18 en la provincia de Buenos Aires. El 70,4% del total
de aislamientos fueron caracterizados como subtipo HIN1pdmOQ9; el 18,5%, fueron
subtipo reasociado “human-like” 82 H1N2; el 3,7% subtipo reasociado “human-like” &2
H1N1; el 3,7% subtipo reasociado “human-like” 81 H1N1 y el 3,7%, subtipo H3N2
(Tabla 11).

Numeros de acceso del GenBank: KR863464 a KR863467; KR863399 a KR863401;
KR863435, KR863436, KT873322; KR863443 a KR863445; KR 863405 a KR863407;
KT873338 a KT873340; KT873335 a KT873337; KR863396 a KR863398; KT873329 a
KT873331; KR863432 a KR863434; KR863443 a KR863445; KT873341 a KT873343;
KR863411 a KR863413; KR863470 a KR863472; KR863402 a KR863404; KR863452
a KR863454; CY075861 a CY075868; KR863393 a KR863395; KR863429 a
KR863431; KR863426 a KR863428; KR863423 a KR863425; KR863473 a KR863475;
CY075853 a CY075860; KT873332 a KT873334; KR863390 a KR863392; KR863467
a KR863469; KR863408 a KR863410.
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Tabla 11: descripcion de las granjas positivas a IAV por rRT-PCR y de los

aislamientos obtenidos.

. . S N° positivos . . . .
Granja Localidad Provincia 'RT-PCR Aislamientos obtenidos Subtipo
G1 9 de Julio Bu_enos 3 No aislados
Aires
G2 Cariuelas Bu_enos 9 No aislados
Aires
G3 Carnerillo Cérdoba 1 No aislado
G4 Chatiar Santa Fe 2 No aislados
Ladeado
) Buenos . .
G5 Cnel. Vidal Aires 5 A/swine/Argentina/CIP051-L23/2011 HIN1pdmO09
Alswine/Argentina/CIP112-
C35.25176/2014
Alswine/Argentina/CIP112- HIN1pdmO9
H1IN1pdmo09
C35.25175/2014 H1N1pdmo9
G6 El Trébol Santa Fe 9 A/swine/Argentina/CIP112- P
H1IN1pdmO09
C35.25174/2014 H1N1pdm09
Al/swine/Argentina/CIP051-A234-06/2012 HlNlpdmOQ
A/swine/Argentina/CIP051-A234-07/2012 P
Al/swine/Argentina/CIP051-ElTrebol/2011
P Buenos .
G7 Junin Aires 1 No aislado
G8 Landeta Santa Fe 6 Al/swine/Argentina/CIP051-A201.pul/2012 | HIN1pdmO09
G9 Las Bandurrias Santa Fe 1 No aislado
A/swine/Argentina/CIP112-C37/2014
Alswine/Argentina/CIP051- H1IN1pdmO09
C15.10590/2013 H1N1pdmO09
Alswine/Argentina/CIP051- H1IN1pdmO09
C15.10636/2013 H1IN1pdmO09
G10 Villa Amelia Santa Fe 34 Alswine/Argentina/CIP051-C14.A1/2013 HIN1pdmO09
Alswine/Argentina/CIP051-C14.A2/2013 H1IN1pdmO09
A/swine/Argentina/CIP051-C14.A3/2013 HIN1pdmO09
Alswine/Argentina/CIP051-A181-C2/2011 | H1N1pdmO09
Alswine/Argentina/CIP051-A181-C4/2011 d1 HIN2
Alswine/Argentina/StaFeN2/2010
. Buenos .
Gl1 Pipinas Aires 2 No aislados
Alswine/Argentina/CIP051-C05.21/2012 d2 HIN2
Alswine/Argentina/CIP051-C29.42/2013 d2 HIN2
. Buenos Alswine/Argentina/CIP051-A241-2/2012 d2 HIN2
G12 Roque Perez Aires 32 Alswine/Argentina/CIP051-A241-9/2012 d2 HIN2
Al/swine/Argentina/CIP051-A199/2011 d2 HIN2
A/swine/Argentina/CIP051-BsAs76/2009 d2 HIN1
G13 Saladillo Buenos 1 No aislado
Aires
G14 Salto Bugnos 1 No aislado
Aires
San Andrés Buenos . .
G15 de Giles Aires 1 Alswine/Argentina/CIP051-C12-155/2013 H3N2
San Andrés Buenos .
G16 de Giles Aires 1 No aislado
G17 Santa Eufemia Cérdoba 12 No aislados
BUENOS Al/swine/Argentina/CIP051-C08-648/2011 | H1IN1pdmO09
G18 Tandil Aires 3 Alswine/Argentina/CIP051-C08-473/2010 | HIN1pdmO09
A/swine/Argentina/CIP051-A178/2010 HIN1pdmO09
NI 2 No aislados
Total 126 27

NI: no informado
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Figura 7: a la derecha de la figura se muestra la localizacibn geografica
(georeferenciacion) de todas las granjas en las cuales se tomaron muestras para
deteccion de IAV por rRT-PCR. Se incluyen aquellas evaluadas en los apartados A, B,
C yD. A laizquierda de la figura se muestra la densidad total de cerdas en Argentina.

® Granjas positivas
® Granjas negativas

Densidad de cerdas
(por km?)

0
0.05-0.5
[ 0s-1
[ RERES
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E. ESTUDIOS FILOGENETICOS Y DE CARACTERIZACION ANTIGENICA DE
LOS IAV AISLADOS EN CERDOS EN ARGENTINA: PERIODO 2010 A 2014

1. ESTUDIOS FILOGENETICOS

Se obtuvieron un total de 45 aislamientos de IAV en cerdos, 30 (66,66%) fueron
caracterizados como subtipo HIN1pdmQ9, cuyos genes HA, NA y M agruparon con
secuencias de IAV provenientes de la pandemia humana H1N1 del 2009. Solamente 5
aislamientos (11,11%), se caracterizaron como subtipo reasortante H3N2, con gen M
interno de origen pdm09 y genes externos de IAV humanos estacionales. El 17,77%
de los aislamientos (8) resultaron subtipo reasortante “human-like” 82 H1N2, con
matriz pdm09 y genes externos de origen humano. Un Unico aislamiento fue
caracterizado como subtipo “human-like” 62 H1N1 y otro como subtipo “human-like” 1
H1N2. En ambos casos los genes externos (HA y NA) se relacionan con IAV de origen
humano estacional, mientras que el gen M deriva del subtipo HIN1pdmQ9 (Figuras 8 a
17).

Inferencias filogenéticas sobre el gen HA:

En la filogenia del gen H1, dentro del cluster pandémico, se observaron 7 clusters
monofiléticos diferentes, soportados por un boostrap superior al 70% (Tabla 12;
Figuras 8 y 9).

En relacién a los subtipos “human-like” 62, los 9 aislamientos caracterizados formaron
un cluster monofilético Unico con un soporte del 99% de boostrap (Tabla 12). El
subtipo “human-like” 81 H1, se observa como un Unico evento de transmisién de IAV
humano estacional a cerdos (Figura 8). Todos los aislamientos de IAV “human-like”
aislados en cerdos se relacionan con IAV humanos estacionales que circularon entre
los afios 2000 y 2002.

Las inferencias filogenéticas realizadas sobre el gen H3 con secuencias humanas
correspondientes al periodo 1999 a 2014 indican que los 5 aislamientos H3N2
caracterizados forman un cluster monofilético Unico con un soporte de 100% de
boostrap (Tabla 12; Figura 10) y se relacionan con secuencias humanas circulantes en
el periodo 1999 a 2003.

Al realizar el andlisis filogenético con secuencias provenientes de cerdos, todos los

aislamientos H3N2 obtenidos forman parte del Cluster Il (Figura 11).
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Inferencias filogenéticas sobre el gen NA:

En relacion al andlisis del gen NA, 14 aislamientos (31,11%) agruparon con
secuencias pertenecientes al subtipo N2 y 31 aislamientos (68,89%) fueron
caracterizados como subtipo N1. De estos ultimos, 30 agruparon con secuencias del
subtipo H1N1pdmO09, pudiéndose identificar 7 clusters monofiléticos diferentes,
coincidentes con los observados para el segmento H1. El aislamiento “human-like” 82
H1IN1 A/swine/Argentina/CIP051-BsAs76/2009 se observa como un unico evento de
transmision de IAV de humanos a cerdos (Figura 12).

De los 14 aislamientos N2, 13 formaron un cluster monofilético tnico, soportado por un
100% de boostrap (Figura 14 y 15). Al igual que los resultados expuestos sobre las
inferencias filogenéticas sobre el gen HA, todos estos aislamientos derivan del subtipo
H3N2 A/swine/Argentina/CIP051-A2/2008. Posteriormente, se evidencian dos sub
clusters diferentes. En el primero se agrupa la totalidad de las secuencias
pertenecientes a una misma granja (aislamientos A160, A199, A241-2, A241-9, C02-
M1.1, C02-M1.9, C29-42 y C05-21) involucrando, ademas, 2 eventos de reasociacion:
uno con el subtipo pdm09 (gen M) en el aislamiento A160 y otro con un subtipo
“human-like” 82 H1N2 (gen H1) en el resto de los aislamientos. El segundo sub cluster
(C07, C47 y C12) posee secuencias pertenecientes a 3 granjas diferentes.

El aislamiento A/swine/Argentina/CIP-051StaFeN2/2010 se presenté como un Unico
evento de transmisién de IAV desde humanos a cerdos, relacionado con cepas
circulantes durante el periodo 1998 a 2004 (Figura 14).

Inferencias filogenéticas sobre el gen M:

Las inferencias filogenéticas realizadas sobre el gen M demostraron que el 100% de
los aislamientos obtenidos agrupan con IAV pdm09. Se identificaron, solamente 5
clusters monofiléticos con valores de boostrap superiores al 70%. Sin embargo, éstos
clusters no se corresponden en su totalidad con los observados en las inferencias

filogenéticas sobre los genes HA y NA (Figura 16 y 17).

Inferencias filogenéticas sobre los genes PB2, PB1, PA, NP y NS:

Los andlisis filogenéticos realizados sobre estos genes internos en los siete
aislamientos secuenciados completamente, indican que la totalidad de los mismos
agrupan con secuencias de IAV pdm09, al igual que los resultados evidenciados en la

filogenia del gen M (Figuras 18 a 22).
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Tabla 12: clusters monofiléticos con % de boostrap superiores al 70% de IAV
H1N1pdmO09 (1 a 7), human-like 82 H1N2 (8) y H3N2 (9) periodo 2008 a 2014.

Cluster Nombre de los aislamientos % boostrap
1 Alsw/Argentina/CIP051-A181-C4/2011/2011; 97 (HA),
A/sw/Argentina/CIP051-A204/2012/2012; A/sw/Argentina/CIP051- 99 (NA)
A181-C2/2011/H1IN1; A/sw/Argentina/CIP051-15.10636/2013/H1N1;
Alsw/Argentina/CIP051-C14.A2/2013/H1N1; A/sw/Argentina/CIP051-
C14.A1/2013/H1N1; A/sw/Argentina/CIP051-C15.10590/2013/H1N1;
A/sw/Argentina/CIP051-C14.A3/2013/H1N1
2 A/sw/Argentina/CIP051-A178/2010/H1N1; A/sw/Argentina/CIP051- 95 (HA),
C08-473/2010/HIN1 100 (NA)
3 Alsw/Argentina/CIP051-L23/2011/H1N1; A/sw/Argentina/CIP051- 95 (HA),
A202-D33/2012/H1IN1 100 (NA)
4 A/sw/Argentina/CIP051-A234.07/2012/H1N1; 100 (HA),
A/sw/Argentina/CIP051-A234.06/2012/H1N1; 97 (NA)
A/sw/Argentina/CIP051-EITrebol/2011/H1N1;
A/sw/Argentina/CIP112-C35.25176/2014/H1N1;
A/sw/Argentina/CIP112-C35.25175/2014/H1N1;
A/sw/Argentina/CIP112-C35.25174/2014 HIN1
5 Alsw/Argentina/CIP051-A201.E22/2012/H1N1; 100 (HA),
A/sw/Argentina/CIP051-A201.pul/2012/HIN1,; 100 (NA)
Alsw/Argentina/CIP051-C06.G3/2013/H1N1
6 Alsw/Argentina/CIP112-C40.P5/2014/H1N1; A/sw/Argentina/CIP112- 100 (HA),
C40.P6/2014/HIN1 100 (NA)
7 A/sw/Argentina/CIP112-C59.P/2014/H1N1; A/sw/Argentina/CIP112- 100 (HA),
C59.B6/2014/HIN1 100 (NA)
8 Alsw/Argentina/CIP051-BsAs76/2009/H1N1; 99 (HA)
Al/sw/Argentina/CIP051-A199/2011/H1IN2; A/sw/Argentina/CIP051-
A241.2/2012/H1N2; A/sw/Argentina/CIP051-A241.9/2012/H1N2;
A/sw/Argentina/CIP051-C05.21/2012/H1N2; A/sw/Argentina/CIP051-
C02.M1.1/2013/H1N2; A/sw/Argentina/CIP051-
C02.M1.5/2013/H1N2; A/sw/Argentina/CIP051-C29.42/2013/H1N2;
A/sw/Argentina/CIP112-C47/2014/H1N2
9 Alsw/Argentina/CIP051-A2/2008/H3N2** ; A/sw/Argentina/CIP051- 100 (HA)

A160/2011/H3N2; A/sw/Argentina/CIP051-C12.155/2013/H3N2;
A/sw/Argentina/CIP051-C07-D2P1/2013/H3N2;
A/sw/Argentina/CIP051-C07-MP2.1/2013/H3N2;

Alsw/Argentina/CIP051-C07-E1/2013/H3N2

* Pereday col., 2009
*Cappuccio y col., 2011
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Figura 8: inferencias filogenéticas sobre el gen HA-H1.
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Figura 9: detalle de los recuadros A, B y C sefialados en la figura 8.

A

A/swine/Argentina/CIP051-C14,A3/2013 (HIN1)
Af:Mnc,n'Aucm\nﬂfﬂ?ﬂsl{ls 10590/2013 (HIN1)

y ne/Argentina/CIP051-C14, kl DlBEHlNl
fsvdne/Argenllna CIPOSl-Cm (:Li l.l‘J
A A, en Ma 10 (HIN1)

Afswine/Argentina)

Afswine, r;entlnalClPUSlﬁlN 2012 HJ.N:I.

Afswine/Argentina/CIP051-A181-C4/2011 (H1NL

Afswine/Argentina/CIP051-A207/2012 (H1N1)

Afswine/Argentina/CIP051-C08-648/2011 (HIN1)
-{m‘qf xcm\na,’ﬂPUSl. -A178/2010 (HIN1)
A/swine/Argentina/CIP051-C08-473/2010 (HINL)

|“'|r]|-|-|"r‘-"'l

Afswine/Argentina/CIP051-123/2011 (H1N1)
Afswine/Argentina/CIPO51-A202/2012 (HIN1)

- AfSwine/ArgentinafSAGiles-31215/2009 (HIN1)*

Afswine/Argentina/CIP112-C35.25174/2014 (HIN1)

A/swine/Argentina, CIPllZ-C!i! FS{ZOJ&HJ.NIJ
Afswine/Argentina/Cl I.I.ZG 1
Jswine/Argentina/CIP051-A234, 06,'0
A/swine/Argentina/CIPOS1-A234,07/2012 :Hw:.)

Afswine/Argentina/CIPOS1-ElTrebol /2011 (HIN1)

Afswine/Argentina/CIP051-A201.pul /2012 (H1N1)
A/swine/Argentina/CIP051-C06.G3/2013 (H1N1)
Afswine/Argentina/CIP051-A201 £22/2012[HIN1)

N

Afswine/Argentina/CIP051-A232/2012 (H1N1)

Afswine/Argentina/CIP112-C46/2014 (HLNL)

i

Afswine/Argentina/CIP114-C37/2014 (H1N1)

Afswine/Argentina/CIP112-C40.P5/2014 [HIN1)
Afswine/Argentina/CIP112-C40 P6/2014 (H1N1)

Jswine/Argentina/CIP112-C59,86/2014 (HIN1)
A/swine/Argentina/CIP112-C59.P/2014 (HIN1)

B AfSwine/Argentina/CIP051-StaFeN2/2010 {HIN2)

C p AfswinefArgentina/CIP051-A241.9/2012 (HIN2)
AfswinefArgentinafCIP051-C02.M1.1/2013 (HIN2)
Afswine/ArgentinafCIP051-A241.2/2012(HIN2)
AfswinefArgentina/CIP051-C02 M1.5/2013 (H1N2)

gp ™ AIsMne/{-‘.rgen!ina/FlPOSl-CIJS.21)'2012(H1N2)
s Afswine/Argentina/CIP112-C47/2014 (HIN2)
s Afswine/Argentina/CIPO51-C29.42/2013(HIN2)
Afswine{ArgentinafCIP051-A199/2011 (H1N2)
AfswinefArgentina/CIP051-BsAs76/2009 (HIN1)
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Figura 10: relaciones filogenéticas entre IAV H3 humano y H3 de cerdos de Argentina.

H3 humano estacional 1999 a 2003
H3 humano estacional 2004 a 2007
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H3 cerdos Argentina
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100 | Afswine/ArgentinafCIP051-CO7-MP2.1 /2013 (H3M2
100 100, Y v s Sl L e L L A
Afswine/ArgentinafCIPO51-AZ/2008(H3N2) LA.’SWiﬂefAr se'riliﬁa.ﬂ?|I’IJ5171116'3.{2'311{H3'\IA1’5£W"m!ﬂ‘r gentina/CIP051-C12.155/2013 (H3N2)
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Figura 11: relaciones filogenéticas entre IAV H3 humano y H3 de cerdos de Argentina.

1 Alswine/lllinois/03040/2010 (H3N2)
Alswinefllinois/53612-4/2009 (H3N2)
Alswine/Ohio/09SW73M/2009 (H3N2)
Alswine/llinois/A01047014/2010 (HIN2)
Alswine/North Carolina/A01076212/2010 (H3N2)

Alswine/North Carolina/00271/2004 (H3N2)

Alturkey/Ohio/313053/2004 (H3N2)
Alswine/Pennsylvania/057108-1/2010 (H3N2)

Nswine/Michigan/A01432375/2013 (H3N2)

Aiswine/lllinois/A01445725/2013 (H3N2)
Aswine/lllinois/A01201076/2011 (H3N2)
Alswine/Indiana/A01260261/2013 (HIN2)

8 \iswine/Alabama/A1 10405612012
Nswine/Tennessee/A01104055/2012 (HIN2)

Alswine/lowal00186/2003(H3N2)
Aswine/Minnesota/SG1176/2003 (HIN2)
1 Alswineflowa/HO3BF5/2003 (H3N2)
Aswine/Minnesota/00063/2003 (HIN2)

== Aswine/Nebraska/SG1178/2003 (H3N2)
Alturkey/Minnesota/764-2/2003 (HIN2)

=

0Bz 0,23A/Swineflllinois/21587/1999 (H3N2)

"1“ 044 p/Swine/Wisconsin/14094/1999 (H3N2)
AlSwine/Oklahomal 1808911999 (H3N2)
A/Swine/Oklahomal18717/1999 (H3N2)

ANew York/518/1998 (HIN2)
AlNew York/541/1998 (H3N2)

APParis/896/1997 (H3N2)
AlParis/906/1997 (HaN2)
AMalaysial1 14731199 (HIN2)
: . AlSwineNorth Carolnal36922/1998 (H3N2)
93 AlSwine/Texasi4199-2/1998 (HaN2)
1 A/SwinelMinnesota/9088-2/1898 (H3N2)
9= A'Swine/lowal8548-11998
A/Swine/Minnesota/593/1999 (H3N2)
AlSwine/lowaf569/1999 (H3N2)
2 iSuinellowal533/1899 (HIN2)
A/SwinelNebraskal209/1998 (H3N2)
AlswinelFujan/43/2007 (H3N2)

Alswine/Sichuan/01/2006 (HIN2)
MswinelJilinA19/2007 (HIN2)

AMoscow/10/1999 (H3N2)
AlSwine/Colorado/23619/1999 (HaN2) ——> |l
i‘Ei— AVBritish Columbialo02/2013 (HIN2)
AiNorth Carolinal 1072011 (HaN2)
AlSingapore/GP1063/2011 (HINZ)
AlColoradol0512012 (HIN2)

1
097
C Alowal03/2011 (H3N2)

etherlands/118/2001(H3N2)
ANew York/415/2002 (H3N2)
" ANew York/273/2001(H3N2)
paz~ AlSouth Australia/84/2002 (H3N2)
AiNew York/401/2001(H3N2)
AAuckland/615/2002 (H3N2)
3A/Queensland/19/2001 (H3N2)
AMissouriNHRC0001/2002 (H3N2)
040 Quesnsland/11/2001 (HIN2)
1 Aswine/Argentina/CIP051-A2/2008 (H3N2)
1 Jswine/Argentina/CIP051-A160/2011 (H3N2)
¥ Mswine/Argentina/CIP051-C12.156/2013 (H3N2)
swine/Argentina/CIP051-C07.Pul.E1/2013 (H3N2)
'f Aswine/Argentina/CIP051-Co7.D2P1/2013 (HIN2)
Alswine/Argentina/CIP051-C07.MP2.1/2013 (H3N2)

0.01
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Figura 12: inferencias filogenéticas sobre el gen NA-N1.
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Figural3: detalle de los recuadros A, B, C y D sefialados en la figura 12.

A

97 A/swine/Argentina/CIP051-EITrebol /2011 (H1N1)
A/swine/Argentina/CIP051-A234.07/2012 (H1N1)
Afswine/Argentina/CIP051-A234.06/2012 (H1N1)

A/swine/Argentina/CIP112-C35.25176/2014 (H1N1)
| rA!swine!Arg entina/CIP112-C35.25174/2014 (H1N1)
A/swine/Argentina/CIP112-C35.25175/2014 (H1N1)

1””[ A/swine/Argentina/CIP051-123/2011 (H1N1)

AfswinefArgentinafCIP051-A202/2012 (H1N1)

A/swine/Argentina/CIP051-A207/2012 {H1N1)
Afswine/Argentina/CIP051-A232/2012 (H1N1)
AfswinefArgentinafCIP051-A201 E22/2012 (H1N1)

y A/swine/Argentina/CIP051.C06.G3/2013{H1N1)
Afswine/Argentina/CIP051-A201.pul /2012 (H1N1)

A/swine/Argentina/CIP051-A181-C2/2011 (H1N1)
—— A/swine/Argentina/CIP051-A204/2012 (H1N1)
- A/swine/Argentina/CIP051-A181-C4/2011 (HLMN1)
A/fswine/Argentina/CIP051-C14.A3/2013 (H1N1)
Afswine/Argentina/CIP051-C14.A2/2013 (H1N1)
A/fswine/Argentina/CIP051-C14.A1,/2013 (H1N1)
AfswinefArgentina/CIP051-C15.10636/2013 (H1N1)

A/swine/Argentina/CIP051-C15.10590/2013 (H1N1)
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Figura 14: relaciones filogenéticas entre IAV N2 humano y N2 de cerdos de Argentina.
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Figura 15: detalle del recuadro A sefialado en la figura 14.

A

~ AfswinefArgentinafCIP051-C05.21/2012 (H1N2)

e AJswine/Argentinaf/CIP051-C02.M1.5/2013 (H1N2)
— Afswinef/ArgentinafCIP051-C29.42/2013 (H1N2)
93 | Afswine/Argentina/CIP051-C02 M1.1/2013 (H1N2)

AfswinefArgentina/CIP051-A241.2/2012 (H1N2)

AfswinefArgentinafCIP051-A241.9/2012 (H1N2)
AfswinefArgentina/CIP051-A199/2011(H1N2)

AfswinefArgentina/CIP051-A160/2011{H3N2)

AfswinefArgentinaf/CIP051-C12.155/2013 (H3N2)
AfswinefArgentinafCIP051-C07-MP2.1/2013 (H3N2)
AfswinefArgentinafCIP112-Ca47/2014 (H1N2)
AfswinefArgentinaf/CIP051-C07-D2P1/2013 (H3N2)
AfswinefArgentinafCIP051-C0O7-E1/2013

AfswinefArgentinafCIP0O51-A2/2008 (H3IN2)**
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Figura 16: inferencias filogenéticas sobre el gen M.
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Figura 17: detalle de los recuadros A, B, C, D, E y F sefialados en la figura 16.

AfswinefArgentinafCIPO51-A241.9/2012 (H1MNZ)
AfswinefArgentinafCIP051-A241.2/2012 (H1NZ)
AfswinefArgentinafCIP051-C02 M1.5/2013 gHINZ
____AfswinefArgentina/CIP051-C29.42/2013{H1N2)

| A/swinefArgentinaf/CIP05S1-C02 M1.1/2013 (HIN2)
AfswinefArgentinaf/CIP112-C47/2014 (H1NZ)

Afswinef/ArgentinafCIP051-C05.21/2012 {(H1N2)
AfswinefArgentinaf/CIP051-A160/2011{H3N2)

AfswinefArgentina/CIP051-A199/2011 (H1N2)
A/swine/Argentina/CIP114-C37/2014 (H1N1)

Afswine/ArgentinafCIP0O51-CO7-D2P1/2013 (H3N2)
AfswinefArgentinafCIP051-C07-MP2.1/2013 {H3N2)
Afswinef/ArgentinafCIP051-C07-E1/2013 (H3M2)
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Figura 18: inferencias filogenéticas sobre el gen PB2
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Figura 19: inferencias filogenéticas sobre el gen PB1

—
AfSwinefArgentina/CIP051-StaFeN2/2010(HIN2)
PB1 cerdos AfSwinefArgentina/SAGiles-31215/2009 (HIN1)*
PB1 humano estacional
mmm PB1 pdm09
mmm PB1 cerdos Argentina
Afswine/ArgentinafCIP051-A160/2011(H3N2)
Afswine/Argentina/CIP051-BsAs76/2009 (HIN1)
s— pdm09

100

Afswine/Argentina/CIP051-A201.F22/2012 (H1N1)
AfswinefArgentinafCIP051-A207/2012 (H1N1)

AfswinefArgentina/CIP051-A202/2012 (HIN1)
{ AfswinefArgentina/CIP051-A204/2012 (HIN1)

= AfswinefArgentina CIP051-A2/2008 (H3N2**

72

61



Figura 20: inferencias filogenéticas sobre el gen PA.
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Figura 21: inferencias filogenéticas sobre el gen NP.
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Figura 22: inferencias filogenéticas sobre el gen NS.
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2. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION ANTIGENICA

Los resultados de los ensayos de IHA fueron ordenados en una tabla (anexo 2) y
utilizados para la realizacion de los mapas de cartografia antigénica. EI mapa
antigénico 3D realizado con IAV H1 incluyo 7 aislamientos: 4 aislamientos “human-like”
H1 y 3 aislamientos H1pdm09. Las relaciones antigénicas entre los IAV de cerdos de
Argentina (esferas rosas), de Norteamérica (esferas rojas) y los antisueros de
referencia (esferas grises) se observan en la Figura 23. Los distintos clusters se

sefialan en circulos celestes.

Figura 23: mapa antigénico de los Influenza A virus H1 de origen porcino.
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El estudio revelé que los IAV “human-like” A/swine/Argentina/CIP112-C47/2014 y
A/swine/Argentina/CIP051-C29.42/2013 se encuentran a 2 unidades antigénicas del
virus A/swine/Argentina/CIP051-BsAs76/2009, a pesar de estar incluidos los tres
dentro del mismo cluster monofilético (99% boostrap) observado en los estudios de

filogenia. El virus A/swine/Argentina/CIP051-C29.42/2013 mostré la mayor reactividad
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cruzada con el suero de referencia  A/Brisbane/59/2007. El  virus
Alswine/Argentina/StaFeN2/2010, clasificado filogenéticamente como “human-like” &1
H1IN2, se encuentra a una unidad antigénica del virus A/swine/Argentina/CIP051-
BsAs76/2009, clasificado como “human-like” 62 H1N1. Ambos se encuentran
relacionados con el suero de referencia A/Michigan/2/2003. En relacion a los virus
H1IN1pdmO09, el mapa antigénico revelé que los IAV A/swine/Argentina/SAGiles-
31215/2009 y A/swine/Argentina/CIP112-C40.P5/2014, a pesar de haber sido aislados
con 5 afos de diferencia, se encuentran relacionados antigénicamente (menos de una
unidad antigénica). Ambos aislamientos se encuentran a 1 y 1.5 unidades antigénicas
respectivamente del virus A/swine/Argentina/CIP051-A204/2012. Este ultimo IAV se
encuentra cerca del suero de referencia A/México/4108/2009 y a 2 unidades
antigénicas de A/California/04/2009.

El mapa antigénico de los IAV H3 reveld que el virus A/swine/Argentina/CIP051-
A160/2011 se encuentra a menos de una unidad antigénica del virus H3 Cluster Il
norteamericano y a mas de 2 unidades antigénicas de los Clusters I, 1l y IV. Los
antisueros de referencia A/MWuhan/359/1995 y A/Sydney/5/1997 fueron los mas
cercanamente relacionados, con 2 y 3 unidades antigénicas de diferencia
respectivamente, mientras que el resto de los antisueros se encontr6 a mas de 3
unidades antigénicas (Figura 24). Los distintos clusters se sefialan en circulos
celestes.

Figura 24: mapa antigénico de IAV H3N2 A/swine/Argentina/CIP051-A160/2011.
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6. DISCUSION

A. ESTUDIOS TRANSVERSALES CLiNICOS, SEROLOGICOS,
PATOLOGICOS Y VIROLOGICOS EN 9 GRANJAS EN ARGENTINA

En las 9 granjas evaluadas mediante estudios clinicos, seroldgicos, viroldgicos vy
anatomopatoldgicos se observo evidencia de la infeccidn por IAV. Debido al criterio de
inclusién y el nimero de granjas evaluadas, los resultados de este estudio no son
extrapolables al resto de la poblacién de cerdos del pais. Los resultados de este
trabajo coinciden con estudios serolégicos previos realizados en cerdos en el pais, en
donde se observaron anticuerpos contra IAV en un alto porcentaje de las granjas
evaluadas (Pifieyro y col., 2010). La presentacion clinico-epidemioldgica observada,
endémica en 8 granjas y subclinica en una granja, coincide con la reportada en otros
paises, donde se menciona que la presentacion subclinica o0 endémica es mas comudn
en granjas de cerdos (Simon-Grife y col, 2011; Williamson y col., 2012; Simén y col.,
2014; Corzo y col., 2013; Gronvedt y col., 2011).

El estudio se realizé entre los meses de enero a abril de 2011, un afio con
temperaturas extremadamente altas para esos meses en nuestro pais. Ademas, los
veterinarios o responsables de las granjas, reportaron la presencia de signos clinicos a
lo largo de todo el afio. Estos resultados difieren del patrén estacional reportado en el
hemisferio norte en afios previos a la pandemia humana del afio 2009 (Olsen y col.,
2006a) y se asemejan a lo reportado en estudios mas recientes (Kyriakis y col., 2011;
Harder y col., 2013). Las razones de estas diferencias podrian deberse a:

1) reinfeccion a lo largo del afio con cepas antigénicamente diferentes

2) el manejo del ambiente (ambientes controlados) utilizado en las granjas con
manejo intensivo como las evaluadas en este estudio

3) la presencia continua de cerdos susceptibles (naive) dentro de las granjas

Los resultados serolégicos obtenidos en este trabajo, detectaron anticuerpos anti
influenza A en todas las granjas, sin embargo la seroprevalencia dentro de las granjas
fue variable, con valores que oscilaron entre 7,1% y 79,35%. Los valores de
seroprevalencia en madres y animales de engorde fueron de 66,4% y 65%
respectivamente. Estudios previos llevados a cabo en Argentina reportaron valores
inferiores de cerdos seropositivos (Pifieyro y col., 2010.) Estudios realizados en
Espafa reportaron valores inferiores (LOpez-Soria y col., 2010) o similares, donde se
detectaron anticuerpos contra influenza A por ELISA en el 93,9% de las granjas
evaluadas (Simén-Grife y col., 2011). Un estudio nacional realizado en Inglaterra

detectd anticuerpos contra influenza A en el 52% de las granjas evaluadas (Mastin y
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col.,, 2011). Ambos estudios reportaron que la seroprevalencia entre granjas fue
variable, con valores desde 4 al 100% (Simoén-Grife y col., 2011; Mastin y col., 2011).
De todas formas, debe considerarse que las diferencias entre estudios podrian estar
sujetas a diferencias en los antigenos y test utilizados, al grado de transmision del
virus, a las caracteristicas de las granjas (uno y multiples sitios, nivel de bioseguridad,
flujo de animales, politica de reemplazo de hembras) o a la diseminacion de la
infecciébn por IAV en granjas de cerdos luego de la pandemia del 2009, tal como
sugieren los resultados del ensayo de IHA y estudios mas recientes de otros paises
(Simon-Grife y col., 2011; Lopez-Soria y col., 2010; Kyriakis y col., 2011; Harder y col.,
2013). Cabe resaltar que ninguno de los trabajos mencionados se realizé en granjas
que vacunaban contra influenza. Ademas, en Argentina, al momento de la realizacion
de este estudio no estaba permitida la vacunacion de cerdos contra Influenza A virus.
Desde un punto de vista seroldgico, en las granjas analizadas, se observaron dos
patrones de infeccion. En el primero, detectado en dos granjas, el bajo porcentaje de
reproductoras seropositivas (menor al 50%) y el escaso porcentaje de animales
positivos en la linea de produccién sugiere una infecciéon pasada con IAV en el plantel
reproductor. Este bajo porcentaje y/o ausencia de anticuerpos hace que la poblacién
sea mas susceptible ante un nuevo contacto con IAV. Por el contrario, el segundo
patrén, observado en las restantes 7 granjas, muestra el descenso de los anticuerpos
maternales entre los 21 y 49 dias y una posterior seroconversion. Esta seroconversion
se asociaria con una circulacion viral activa, hecho demostrado, ya que en la mayoria
de estas granjas (6 granjas) se detectd IAV mediante rRT-PCR entre estas edades,
ademas de detectarse en la etapa de terminacion. Debe tenerse en cuenta que los
lechones con anticuerpos calostrales pueden infectarse con IAV (Loeffen y col., 2003;
Rose y col., 2013), ya sea a partir de animales de la misma edad, de mas edad o de
otras fuentes del virus, y que estos virus podrian transmitirse luego a lo largo de toda
la etapa de crecimiento. Un pequefio grupo de cerdos de destete infectados podrian
actuar de fuente de mantenimiento del virus y asi transportarlo a las unidades de
produccién distantes o mantenerlo dentro de la misma unidad de produccién y generar
reinfecciones permanentemente, aln en ausencia de cuadro clinico (Allerson y col.,
2013; Rose y col., 2013; Corzo y col., 2013). El uso de vacunas en madres podria
disminuir la transmision del virus en algunos casos (Allerson y col.,, 2013). Sin
embargo, para impedir completamente la transmision del virus dentro de la granja,
seria necesario evaluar el nivel de antigenicidad cruzada de las cepas vacunales con
las cepas locales circulantes (Matthew y col., 2015).

En este estudio, los antigenos utilizados para los ensayos de IHA, fueron cepas

aisladas en este trabajo o en trabajos previos realizados en cerdos en Argentina
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(Pereda y col., 2010; Cappuccio y col.,, 2011). Por este motivo, los resultados
obtenidos podrian considerarse representativos de los subtipos circulantes en cerdos
en Argentina. Sin embargo, el escaso numero de muestras y la escasa
representatividad de las mismas, hace necesario estudios mas abarcativos para una
mejor aproximacion. Tal como se expreso anteriormente, el no uso de vacunacion al
momento del estudio, permitié que los resultados reflejen la situacién de infeccion en
granjas no vacunadas. Los resultados de este ensayo demuestran la infeccion por IAV
de diferentes subtipos (H1pdm09, 61H1, d82H1, H3) en las granjas evaluadas. Sin
embargo, al igual que lo reportado en otras partes del mundo, la frecuencia de
deteccion de anticuerpos contra cada cepa varia (Simon Grife y col., 2011; Lopez-
Soria y col., 2010; Maldonado y col., 2006; Pascua y col., 2008). Sumado a esto,
coincidente con lo reportado en muchas partes del mundo, cerca del 80% de los
sueros analizados poseen anticuerpos contra dos o mas subtipos (Simén Grife y col.,
2011; Pascua y col., 2008; Mastin y col., 2011; Liu y col., 2011). Los resultados de la
IHA indican la posible co circulacién de diferentes subtipos de IAV en las granjas
estudiadas y por lo tanto la posibilidad de eventos de reasociacion (Simén Grife y col.,
2011; Pascua y col., 2008).

El TGM observado en los ensayos de IHA fue diferente entre las granjas y categorias
evaluadas. En madres, los valores de TGM fueron superiores en relaciéon a los valores
de TGM observados en animales de 160 dias. La falta de inmunidad homogénea en
las categorias evaluadas alerta acerca de la continua presencia de sub poblaciones no
inmunes y por lo tanto susceptibles, tal como se expresé anteriormente. Esta situacion
favorece la persistencia de la infeccién en las granjas, en concordancia con estudios
realizados por otros autores (Kyriakis y col., 2011; Simén-Grife y col., 2011; Lopez-
Soriay col., 2010; Loeffen y col., 2003).

En relacibn a los estudios histopatolégicos, se observé evidencia de lesiones
causadas por IAV en ocho casos. Influenza A virus fue aislado en cuatro de estos
casos y solamente uno fue positivo por inmunohistoquimica. Estos resultados podrian
atribuirse al hecho de que estas muestras fueron tomadas de animales hallados
muertos al momento de la visita que no fueron seleccionados (presencia de signos
clinicos), como asi también a la baja carga de virus en las vias aéreas, particularmente
a nivel de los bronquiolos, lugar de multiplicacion inicial de IAV. Se observé una mayor
deteccién de IAV por rRT-PCR a partir de muestras de pulmones con lesion, al igual
que lo reportado en otros estudios (Williamson y col., 2012; Maldonado y col., 2006;
Pascua y col., 2008). Estos resultados indican que el envio de muestras para
aislamiento viral a partir de pulmones con lesiones de neumonia aumentaria la
probabilidad de deteccién de IAV.
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En seis de las nueve granjas estudiadas se detectd 1AV a partir de hisopos nasales en
cerdos en edades donde no se observaron signos clinicos. Las tasas de deteccion de
IAV mediante rRT-PCR fueron similares a las observadas en estudios previos
(Williamson y col., 2012; Maldonado y col., 2006). La deteccion de IAV en infecciones
subclinicas es considerada una de las principales ventajas de la vigilancia activa. Cabe
destacar que una de las fuentes de ingreso mas importantes de IAV es a través del
ingreso de hembras de reemplazo o el movimiento de animales infectados de manera
subclinica. Ademas, estas infecciones suponen un riesgo para la salud publica, ya que
el hombre podria infectarse al estar en contacto con animales asintomaticos pero que
se encuentran excretando suficientes particulas virales (Myers y col., 2007; Gray y
cols., 2007; Newman y col.,, 2008). Esto indica que la vigilancia activa es una
herramienta muy Util que deberia implementarse junto a la vigilancia pasiva para una
correcta caracterizacion de la infeccion por IAV en cerdos, como asi también en otras
especies (Simon-Gaelle y col., 2014; Ferreidoni y col.,, 2012; Corzo y col., 2013;
Kaplan y cols., 2015).

En este estudio, la mayoria de los IAV aislados fueron caracterizados como subtipo
H1N1pdm09. Ademas, el Unico subtipo reasortante H3N2 de origen humano, posee
todos los genes internos de origen pdm09. La granja en la cual se aisl6é dicho virus
posee antecedentes de infeccion por un subtipo H3N2 completamente humano
(Cappuccio y col., 2011). Estos hallazgos sugieren que el subtipo HIN1pdm09 se ha
establecido de manera endémica y que sus genes internos se mantienen en la
poblacion de cerdos por medio de eventos de reasociacion genética, lo que favorece
su adaptacién en el hospedador porcino. Este hecho coincide con lo reportado en
otras partes del mundo (OFFLU, 2014a; Anderson y col, 2013; Liu y col.,, 2012;
Vijaykrishna y col., 2011).
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B. ESTUDIOS CLINICOS Y VIROLOGICOS REALIZADOS ANTE LA
PRESENCIA DE CUADROS COMPATIBLES CON INFECCION POR IAV EN
CERDOS

La visita a establecimientos ante el reporte de casos clinicos compatibles con infeccién
por IAV permiti6 una mejor caracterizacion de la forma de presentacion del virus de lo
previamente evaluado. Esto se debid a que se agregaron mas establecimientos a los
evaluados anteriormente (estudio transversal) y que, en este estudio, todos los
establecimientos solicitaban el diagnéstico dado la presencia de cuadros clinicos
respiratorios. Los cuadros epidémicos fueron observados en cuatro establecimientos,
ninguno de ellos reporté antecedentes de cuadros clinicos compatibles con infeccion
por IAV. Esta presentacion clinica podria asociarse al ingreso de un nuevo subtipo
viral en el establecimiento, a la pérdida de inmunidad asociada a alta tasa de
reposicion de hembras o a la pérdida de inmunidad por algin factor concomitante no
evaluado (Brown y col., 2002, Forgie y col., 2011; Olsen y col., 2006a). En tres de
estos establecimientos se observo un factor de riesgo comun. El mismo fue la alta tasa
de reposicion de cachorras, asociado a cambios de lineas genéticas para mejoras
productivas o despoblaciones totales o parciales con el objetivo de erradicar otra
enfermedad, sin previa cuarentena. El rol de los reproductores como fuente de ingreso
y/o mantenimientode IAV en los establecimientos se conoce desde hace tiempo y esta
aun vigente (Corzo y col., 2013; Olsen y col., 2006a; Olsen y col., 2002; Forgie y col.,
2011; Diaz y col., 2015). Tal es asi que en un estudio realizado en hembras de
reposicion a lo largo de un afo, se demostrd la co existencia de multiples subtipos de
IAV vy el rol de las cachorras de reposicion como fuente de mantenimiento del virus
(Diaz y col., 2015). Reforzando este concepto, en la granja 4, el cuadro se presentd la
semana posterior al ingreso de cachorras de reemplazo. Ademas, el cuadro se asocio
con AV subtipo reasortante H3N2. Este virus presentd una homologia de mas del 99%
con un lAV aislado previamente en una granja distante 176 km. Esta granja fue la que
proveyé las cachorras de reemplazo a la granja 4. Si bien no se evaluaron otras
posibles fuentes de ingreso, la alta homologia entre ambos virus, y el hecho de que el
anico contacto entre ambas granjas fue la compra de reproductores, sugiere que las
cachorras de reemplazo fueron la fuente de ingreso del virus. El restante cuadro
epidémico se observé en una granja nueva, con sistema de produccién en sitios
multiples y todo dentro-todo fuera. Los animales afectados tenian entre 35 y 50 dias
de vida. Esos lechones nacieron todos de madres primerizas y fueron los primeros

animales criados en el establecimiento. En esta situacion particular, ante la pérdida y/o
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el bajo titulo de anticuerpos calostrales y el no contacto con otros cerdos, estos
animales habrian sido susceptibles a la infeccién y cuadro clinico epidémico con IAV
de origen porcino o humano (Forgie y col., 2011; Olsen y col., 2006a).

Similar a lo observado en los estudios transversales del apartado A, la presentacion
endémica sigue siendo la mas frecuentemente observada y la edad de presentacion
més frecuente fue entre los 30 y 60 dias de vida. Cinco de las granjas evaluadas
tenian antecedentes de diagnoéstico de IAV. Estos antecedentes explicarian el caracter
endémico de la presentacion (Brown y col., 2002; Forgie y col., 2011; Olsen y col.,
2006a). Cabe destacar que, el empleo de medidas de manejo y control aplicadas en
granjas porcinas, medidas de bioseguridad interna y externa, cuarentena, vacunacion
del personal, sistemas todo dentro-todo fuera, etc, serian insuficientes para prevenir la
transmisién e infeccién por 1AV dentro de las granjas (Anderson y col., 2013).

En relacién a la edad de presentacion de los signos clinicos, si bien se observé
relacién entre ésta y la edad de deteccion del virus por rRT-PCR (al igual que lo
observado en los estudios transversales del apartado A), se detectd IAV en edades
distintas a las del cuadro clinico, a partir de animales de necropsia. La falta de relacion
entre la deteccién viral y la presentacion clinica, fue reportada por Corzo (Corzo y col.,
2013). En sus estudios detectd presencia del virus tanto en animales con y sin signos,
como asi también con y sin vacunacién asociando esta deteccion a la toma de
muestras al inicio o, en el caso de las necropsias, al final del cuadro, cuando ya los
signos clinicos no estan presentes (Corzo y col.,, 2013). La deteccién de IAV en
lechones inmediatamente luego del destete fue reportada en varios trabajos. La
presencia de poblaciones de animales que estan con diferentes niveles de anticuerpos
(animales con anticuerpos maternales en descenso, animales con infeccion activa y
sin anticuerpos, animales susceptibles), seria un factor muy importante en el
mantenimiento de la infeccion dentro de una granja (Allerson y col., 2013; Allerson y
col., 2014; Corzo y col., 2013; Van Reeth y col., 2012)

Al igual que en el resto de los estudios realizados en este trabajo, se obtuvo un mayor
porcentaje de subtipos caracterizados como H1N1pdm09. Sumado a esto, se pudo
observar nuevamente un evento de reasociacién entre subtipos de IAV, ya que se
aislé un subtipo reasortante “human-like” H1N2 resultante de la combinacion de los
subtipos humanos H3N2, HIN1 y HIN1pdmO09. Esto coincide con reportes recientes
de estudios realizados en cerdos de EE.UU, donde el 40% de los aislamientos
porcinos son resultantes de eventos de reasociacion entre IAV HIN1 y HIN2 y virus
humanos estacionales, remarcando nuevamente el importante rol del ser humano en

la epidemiologia de IAV (Anderson y col., 2015).
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C. EVALUACION DE LA CIRCULACION DE IAV EN CERDOS EN
PEQUENOS PRODUCTORES/PRODUCTORES FAMILIARES CON BAJO
NIVEL DE TECNIFICACION DE LA PRODUCCION

Los estudios realizados en granjas de cerdos de pequefos productores/productores
familiares de Argentina coinciden con lo reportado en otras partes del mundo en
relacibn a la circulacion endémica de IAV, independientemente del grado de
tecnificacion (Saavedra-Montafnez y col., 2013; Tinoco y col., 2015; Torremorell y col.,
2012). Los porcentajes de animales seropositivos fueron mayores, para el subtipo
H1pdmO09, que los reportados en México y Peru (Saavedra-Montafiez y col., 2013;
Tinoco y col., 2015). Si bien estos resultados no son comparables dado la variacién
entre laboratorios de la técnica utlizada (IHA) y las caracteristicas de los
establecimientos relevados en cada uno de los estudios, estos valores sugieren un
mayor contacto con este subtipo de los cerdos de pequefias explotaciones en nuestro
pais. Este resultado coincide con los datos obtenidos en los estudios realizados en
explotaciones mas tecnificadas, en las cuales se observé un predominio en la
circulacion del subtipo H1lpdm09. Cabe destacar que el estudio realizado en México,
detectd el mayor porcentaje de cerdos seropositivos al subtipo H1lpdm09 en el afio
2000, previo a la pandemia, lo que sugiere que este estrato productivo pudo haber
participado en la generacion de este IAV (Saavedra-Montafiez y col.,, 2013). La
transmisiéon humano-cerdo en estos sistemas de produccion quedd evidenciada en el
estudio realizado en Per(, donde el mayor porcentaje de cerdos seropositivos a
subtipo H1pdmO09 coincidié con el pico de la pandemia en humanos. En el afio
posterior se observé un marcado descenso en el porcentaje de animales seropositivos
(Tinoco y col., 2015). En relacién a la circulacién del subtipo H3, la misma fue escasa
(17% de las granjas, 2% de los animales), estos bajos porcentajes difieren de los
reportados en México (Saavedra-Montafiez y col.,, 2013) y se asocian a la baja
circulacion de este subtipo en la poblacion porcina detectada en nuestro pais. Hay que
destacar que, al momento de planificar este estudio, se seleccionaron los dos subtipos
de IAV aislados previamente en el pais, no realizdndose estudios contra otros
subtipos. Por lo cual, no puede descartarse la circulacion de otros subtipos de IAV.

La circulacion de IAV observada en nuestro trabajo fue mayor en los establecimientos
mas grandes y con mayor grado de tecnificacion, lo cual coincide con sistemas de
produccion de ciclo completo. Este hecho podria estar asociado al mayor numero de
animales dentro de un establecimiento y a la mayor densidad animal por m%. Ambos

factores favorecen el contacto entre los animales y la transmision de IAV. Ademas, en
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las granjas que producen capones, el tiempo de permanencia para llegar a venta es
més prolongado (5 meses y medio) lo que aumentaria el riesgo de exposicion al IAV
(Shope y col., 1931; Van Reeth y col., 2012). La transmision por medio de fomites
cobra importancia en estos establecimientos, de mas de 50 madres, mas tecnificados,
ya que el hombre suele tener un mayor contacto con los animales, debido al empleo
de diversas técnicas de manejo que se aplican como ser la castracion, la vacunacion,
la alimentacion, inseminacion artificial, entre otras. Esto aumentaria las probabilidades
de transmision de IAV dentro de la granja, como asi también la transmision desde
humanos a cerdos y el riesgo de re introducciones de IAV (Allerson y col., 2013).
Sumado a esto, los sistemas productivos de ciclo completo cuentan con animales de
diferentes edades y diferentes niveles de inmunidad, lo que aumentaria el riesgo de
transmisiéon de IAV dentro de la granja (Allerson y col., 2014; Corzo y col., 2014;
Simén-Grifé y col., 2012; Rosé y col., 2013). Otro factor de riesgo que presentan estos
establecimientos es que realizan compra de reproductores a granjas intensivas entre
dos y tres veces al afio. Ninguno de los establecimientos de este estrato realizaba la
cuarentena alejada de la granja, siendo esta una de las principales vias de ingreso de
IAV (Van Reeth y col., 2012; Olsen y col., 2006a; Allerson y col., 2014).

La deteccidon de IAV por rRT-PCR se realizé solo a partir de animales sintomaticos,
siendo positiva s6lo una granja. Estos resultados podrian estar relacionados a las
caracteristicas de las granjas evaluadas, de un solo sitio y sistemas continuos de
produccion. En estas condiciones, la infeccion por IAV se diseminaria rapidamente por
toda la poblacion, generando, por un lado una respuesta inmune muy rapida y por el
otro, que la infeccion sea autolimitante (Torremorel y col., 2012).

Si bien los resultados obtenidos no son extrapolables, por el tipo de muestreo
(sesgado y no representativo), se observo la circulacion de IAV en granjas porcinas
familiares/pequenas. Este estrato productivo, que representa el 98,53% del total de
establecimientos porcinos de Argentina, no suele ser considerado al momento de los
relevamientos sanitarios y podria ser una potencial fuente de mantenimiento de IAV en
cerdos que tienen contacto estrecho con humanos con el consiguiente riesgo tanto

para las explotaciones porcinas como para la salud publica.
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D. DETECCION DE IAV EN MUESTRAS DE CERDOS REMITIDAS AL
CICVWA INTA POR ORGANISMOS PUBLICOS Y ASESORES
VETERINARIOS: PERIODO 2010 A 2014

El relevamiento de IAV en cerdos realizada por organismos publicos y asesores
veterinarios, permitié abarcar un mayor nimero de provincias y de establecimientos
porcinos de Argentina.

Tanto en los estudios de casos clinicos compatibles con infeccién por IAV como en el
diagnéstico de muestras remitidas al laboratorio (consideradas ambas estrategias
como vigilancia pasiva de 1AV), el porcentaje de deteccion por rRT-PCR fue superior
en comparacion con los estudios de vigilancia activa (estudios transversales, apartado
A). Esta mejora en la sensibilidad de la deteccion viral estaria relacionada con la
estrategia de toma de muestras empleada. Los estudios de vigilancia pasiva se
realizan ante casos clinicos compatibles, en aquellas edades o animales con signos
clinicos, o lesiones sugestivas de infeccion por IAV. Esta estrategia incremento6 la
eficiencia de deteccion de IAV, tal como fue reportado por otros autores (Simon y col.,
2014). Este aumento en la deteccion se relacionaria con la busqueda del virus en las
edades més susceptibles, en animales con signos clinicos que excretan virus por un
corto periodo de tiempo, de 5 a 11 dias (Corzo y col., 2013; Cappuccio y col., 2011;
Torremorel y col., 2012). Por otro lado, a pesar de su menor tasa de deteccion viral, la
estrategia de vigilancia activa, fue sugerida como la adecuada por la OFFLU e
implementada por muchos paises luego de la pandemia del 2009 (Simén y col., 2014;
OFFLU, 2013). Esta estrategia se basa en el hecho de que tanto la eliminacion del
virus por nariz como la deteccién viral es mas consistente en la etapa temprana de
infeccidn y que podria ocurrir inclusive antes de la aparicion de los signos clinicos o en
ausencia de los mismos (OFFLU, 2013; Welsh y col.,, 2010). Diversos estudios
mostraron que la infeccién subclinica asociada a IAV es mas frecuente que los
cuadros clinicos (Martin-Valls y col., 2014; Simon-Grifé y col., 2011; Simon-Grifé y col.,
2012). Los IAV que circulan en cerdos de manera subclinica podrian adaptarse y
evolucionar dando lugar a nuevos subtipos potencialmente mas patdégenos, tanto para
el cerdo como para el hombre (Nelson y col., 2015).

El patron no estacional observado tanto en los estudios de vigilancia activa como
pasiva de este trabajo, coinciden con los reportados en otras partes del mundo y se
asociaria a la intensificacion de la produccion porcina y al uso de sistemas de
ambiente controlados (Kyriakis y col., 2011; Harder y col., 2013). Sin embargo, debe

considerarse como un factor importante, que durante la época invernal hay mayor
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circulacion de IAV en humanos y esto podria incrementar el riesgo de salto inter
especie. En relacién a este tema, el CDC (Centro de Control de Enfermedades,
EE.UU) recomienda que todas las personas mayores de 6 meses debieran vacunarse
anualmente contra influenza. Sin embargo, y a pesar de la clara relacion entre los IAV
circulantes en humanos y porcinos, solamente los trabajadores de la salud son
considerados como poblacién en riesgo para el Ministerio de Salud al momento de
iniciar las campafias de vacunacion. Esto no considera a un numero alto de personas
gue tienen contacto estrecho con porcinos (veterinarios, trabajadores de granja,
frigorifico, productores) y que también serian un factor de riesgo para la transmision de
IAV entre humanos y cerdos. La industria porcina nacional, al menos los mayores
productores, siguen las recomendaciones generadas por las asociaciones de EE.UU y
el SENASA en relacién a la vacunacién contra influenza a los trabajadores y la no
concurrencia al trabajo de personas con signos compatibles con influenza (Nelson y
col., 2015).

La estrategia de realizar el diagnoéstico de IAV para otros colegas e instituciones
permiti6, ademas de aumentar el numero de establecimientos y provincias, el
aislamiento y la caracterizacion de 5 subtipos diferentes de IAV en cerdos:
H1N1pdmO09, 82 H1N2, 62 H1N1, 81 H1N2 y H3N2. Similar a lo observado en los
apartados previos, el subtipo predominante fue el HIN1pdmQ9 y los restantes subtipos
identificados se relacionaron en su totalidad con virus de origen humano. Finalmente
se detectaron nuevos eventos de reasociacion.

El mapa de distribucién de los establecimientos muestreados, en todos los estudios
realizados (apartados A, B, C y D) coincide con las zonas de mayor densidad porcina
del pais, donde las tres principales provincias evaluadas fueron las tres provincias mas
importantes de produccién de cerdos: Buenos Aires, Cérdoba y Santa Fe, que abarcan
el 65,45% de las existencias totales de porcinos del pais (MAGyP 2015).
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E. ESTUDIOS FILOGENETICOS Y DE CARACTERIZACION ANTIGENICA DE
LOS IAV AISLADOS EN CERDOS EN ARGENTINA: PERIODO 2010 A 2014

A diferencia de lo reportado en la poblacién de cerdos de Norteamérica y Eurasia, los
IAV circulantes en cerdos en Argentina se relacionan en su totalidad con IAV de origen
humano. Se detectaron ademas, eventos de reasociacion de IAV con virus humanos
estacionales circulantes en el pais hace mas de una década atras. Una situacion
similar se reporté recientemente en Brasil, principal fuente de importacion de
reproductores de cerdos de Argentina, donde se identificaron en cerdos, entre los afios
2009 a 2012, maltiples IAV humanos estacionales H3N2, HIN1 y H1N2 relacionados
con los subtipos circulantes en humanos hace mas de 10 afios (Nelson y col., 2015).
En nuestro pais, se evidencia un predominio en la circulacion de 1AV H1IN1pdmQ9, a
diferencia de otros paises, donde prevalecen las reasociaciones entre este subtipo y
IAV “swine-like”, “human-like” o “avian-like” (OFFLU, 2014a; Simon y col., 2014;
Nelson y col., 2014). En ltalia, el subtipo HIN1pdmQ9 fue esporadicamente detectado
luego del afio 2009, no asi sus reasortantes, los cuales han sido detectados con mayor
frecuencia, al igual que en Alemania (Chiapponi y col., 2014; Starick y col., 2011,
Starick y col., 2012), Corea del Sur (Kim y col., 2011), Reino Unido y Hungria (Howard
y col., 2011; Moreno y col., 2012). La vigilancia epidemioldgica de IAV en cerdos en
EE.UU reporté un incremento, en el afio 2013, en la deteccién de subtipos reasociados
(Anderson y col., 2013). Ademas, el 40% de los aislamientos provenientes de cerdos
en EE.UU, son el resultado de eventos de reasociacion entre subtipos porcinos y
humanos estacionales (Anderson y col., 2013).

En relacion a los genes internos de IAV, en los 7 primeros aislamientos se realizo la
caracterizaciébn completa. Posteriormente, siguiendo los lineamientos de diagndéstico
propuestos por OFFLU (OFFLU, 2014b), solamente se caracterizaron los genes HA,
NA y M. En nuestro estudio, todos los genes internos caracterizados agruparon dentro
del cluster pdm09, hecho coincidente con lo reportado en otras partes del mundo
(OFFLU, 2014a; Anderson y col, 2013; Liu y col., 2012; Vijaykrishna y col., 2011). El
gen M pdmQ9 se combiné con IAV endémicos de cerdos, lo cual sugiere una ventaja
adaptativa de este gen aun no conocida (Chou y col., 2011; Anderson y col., 2013;
Nelson y col., 2012). Una de las posibles desventajas del uso de la caracterizacion
parcial es que no permitiria detectar la aparicion de nuevos subtipos reasociados como
ha sido el HIN1pdmO09, la emergencia del casette TRIG en Norteamérica en 1998 o
recientemente la aparicién del subtipo variante vH3N2 en EE.UU, combinaciones que
se volvieron, en su momento, dominantes (Simon y col., 2014; Poon y col., 2010;
Olseny col., 2006b; Wong y col., 2012).
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En nuestro pais, el subtipo HIN1pdmOQ09 reasocié con IAV humanos estacionales
circulantes una década atras, intercambiando los segmentos HA y NA y manteniendo
el gen M pdmO09 con lo cual incremento la diversidad genética. Este hecho dificultaria a
futuro el control eficiente mediante las vacunas comerciales disponibles (Nelson y col.,
2014; Simon y col., 2014; Ducatéz y col., 2011; Kitikoon y col., 2012; Liu y col., 2012;
Vijaykrishna y col., 2011). Otro riesgo es la aparicidbn de nuevos subtipos patégenos
para el humano como se observo en el afio 2012 en EE.UU con el subtipo VH3N2 que
afectd a mas de 300 personas (Wong y col., 2012). Es importante resaltar que no se
detectaron en este trabajo IAV de otro origen distinto al humano, durante los afios en
los cuales se realizo el estudio. En relacion a la sola deteccion de IAV de origen
humano, en cerdos, los resultados son coincidentes con lo reportado en Brasil (Figura
14) (Nelson y col., 2015). Es interesante que, en ambos paises, solo se observaran
cuadros clinicos de influenza, luego de la pandemia humana.

En este estudio, basandose en el analisis filogenético de los segmentos HA y NA, se
detectaron siete clusters monofiléticos de IAV HLN1pdmO09 en cerdos. El hecho de que
cada uno de estos clusters este conformado por los mismos aislamientos, para cada
uno de los segmentos, con un alto soporte de boostrap indicaria siete potenciales
eventos de introduccion diferentes. En cambio, el analisis filogenético del segmento M,
mostrd que la conformacion de los clusters no se corresponden, en su totalidad, con
los observados para los genes superficiales y ademas poseen bajos soportes de
boostrap. Los resultados observados en la filogenia del gen M podrian relacionarse
con que éste es un gen altamente conservado y por lo tanto, presenta escasas
diferencias entre las secuencias analizadas. Nelson (Nelson y col., 2015) propone que
la transmision de IAV entre cerdos se evidencia por la deteccion de clusters
monofiléticos, con altos soportes de boostrap y que contengan solamente IAV de
origen porcino (Nelson y col., 2015). Estas caracteristicas se observaron en el analisis
de HA y NA, no asi en el analisis filogenético del gen M.

Al igual que en nuestro pais, introducciones de IAV HIN1pdmO09 de humanos a cerdos
se observaron en distintos paises, a pesar de las diferencias en la intensidad de la
vigilancia epidemiolégica de IAV en cerdos llevada a cabo en cada uno de ellos
(Nelson y col.,, 2014). En Europa, recientemente se reportaron 32 diferentes
introducciones de IAV H1IN1pdmOQ9 en el periodo 2009 a 2013 (Watson y col., 2015).
Perera (Perera y col., 2014) detecto la introduccién de al menos 8 IAV H1IN1pdmO09 en
cerdos en Sri Lanka durante el periodo 2009 a 2012. Similares resultados se
observaron en el Reino Unido e India (Lycett y col., 2012; Sharma y col., 2013). En
Brasil, también se han identificado multiples eventos de introduccion de IAV pdm09 en

el periodo 2009 a 2011 (Nelson y col., 2012). Finalmente en EE.UU, pais que realiza
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una vigilancia muy exhaustiva sobre la epidemiologia de IAV en cerdos, reportd mas
de 100 introducciones de HIN1pdmO09 (Nelson y col., 2014).

Otro evento de introduccion fue el de IAV “human-like” 82H1, relacionado con el
aislamiento de un subtipo “human-like” 82H1N1, aislado por primera vez en el afio
2009 en una granja ubicada en la Provincia de Buenos Aires. El analisis filogenético
relaciond a este virus con IAV humanos estacionales que circularon entre los afios
1998 y 2002. En el afo 2011, en la misma granja, se detecta un subtipo “human-like”
02H1N2, resultante de un evento de reasociacién entre el virus “human-like” 82H1N1
aislado en 2009, un subtipo H3N2 humano aislado en cerdos, en esa misma granja en
el afio 2008 (Cappuccio y col., 2011) y un subtipo HIN1pdmO09 del cual adquirié el gen
M. Este subtipo “human-like” 82H1N2 se detecté en esa misma granja en los afios
2012/2013 y en el afio 2014 en otra granja, localizada en la provincia de Santa Fe a
mas de 400 km de distancia y con ninguna relacion directa entre ambas. El andlisis
filogenético de los aislamientos que conforman este evento de introduccién muestra
una acumulacién de cambios a nivel nucleotidico afio a afio (Figura 12), observado en
la longitud del largo de ramas, que podria estar relacionado con cambios en las
caracteristicas antigénicas. Estos cambios permitirian la evasién de la respuesta
inmune natural y la persistencia del virus en la poblacion (McDonald y col., 2007). Los
mecanismos de adaptacién observados en este grupo de aislamientos (shift y drift
antigénico), serian los posibles mecanismos por los cuales este virus persistié en la
granja (Chou y col.,, 2011; Van Reeth y col., 2012). Deben considerarse también
factores no relacionados al virus que podrian potencialmente haber favorecido esta
persistencia, como ser el tipo de establecimiento y estado sanitario e inmune de los
animales. En este caso se tratd de un establecimiento de 6000 madres, de ciclo
completo, con altos estandares de bioseguridad, sistema todo dentro-todo fuera y
produccion en multiples sitios. Todos estos factores se relacionan con la persistencia
de IAV en granjas porcinas (Allerson y col., 2013; Diaz y col., 2015; Rosé y col., 2013;
Simon-Grifé y col.,, 2011; Simon-Grifé y col., 2012; Martin-Valls y col., 2014;
Torremorell y col., 2012).

La introduccion del subtipo H3N2 se relaciona con el primer aislamiento de IAV en
cerdos en Argentina. La misma se asocié al ingreso de un virus completamente
humano y su posterior transmision entre cerdos (Cappuccio y col., 2011). Este subtipo,
de manera similar al “human-like” d2H1 se relaciond con subtipos humanos
estacionales circulantes entre los afios 2000 y 2004. En el afio 2011 se aislo, en la
misma granja en que se obtuvo el primer aislamiento en el pais, un subtipo reasociado
H3N2 con gen M pdm09. La incorporacion del gen M pdm09 en este virus H3N2

podria estar relacionado con la mejor adaptacién (“fitness”) que le provee este gen los
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IAV (Chou y col.,, 2011; Nelson y col.,, 2014; Simon y col., 2014). Este subtipo
reasociado fue detectado posteriormente en otras dos granjas, distantes de la granja
original, localizadas a mas de 170 km. Cabe destacar que, a pesar de no haberse
realizado un estudio epidemiologico profundo, ambas granjas reportaron el cuadro
clinico en los dias posteriores al ingreso de reproductores sin aislamiento en
cuarentena. Estos animales provenian de la granja en la cual se realiz6 el aislamiento
original del subtipo H3N2 reasociado, lo cual sugiere que fueron la potencial fuente de
ingreso de este virus. En el andlisis filogenético del gen H3 se observa un solo cluster
monofilético con un 100% de boostrap (Figura 10). En los dos primeros aislamientos
de este cluster se observan largas longitudes de ramas, lo cual podria estar
relacionado, al igual que lo expresado en el parrafo anterior, a los cambios a nivel
genético propios de IAV como asi también a la insuficiente informacién genética de
aislamientos de H3 disponibles de Argentina (Nelson y col., 2015).

Los estudios de cartografia antigénica revelaron una relacion cercana entre el 1AV
H3N2 analizado y los antisueros A/Wuhan/359/1995 y A/Sydney/5/1997, lo que lo
relaciona con IAV norteamericanos, al estar ambos virus (A/Wuhan/359/1995 vy
A/Sydney/5/1997) directamente relacionados con los IAV H3N2 que emergen en
Estados Unidos en 1998 (Webby y col., 2000). Los resultados obtenidos no pueden
extrapolarse al resto de los aislamientos H3N2 obtenidos en cerdos en nuestro pais,
ya que a pesar de las similitudes a nivel genético entre los mismos (cluster
monofilético, 100% boostrap) podrian diferir a nivel antigénico. La evolucién a nivel
antigénico de los IAV de cerdos ocurre a tasas seis veces mas lenta que los virus
humanos, inclusive cuando las tasas de evolucion genética (a nivel nucleotidico y
aminoacidico) son similares (de Jong y col., 2007). Recientemente, se ha descripto
que los IAV H3N2 que circulan en humanos en Argentina, estan relacionados
genéticamente con el virus A/Victoria/361/2011 y antigénicamente con el virus
A/Perth/16/2009 (Russo y col., 2014). El virus de cerdos incluido en este mapa
cartografico se encuentra alejado espacialmente de dichos virus aislados con mayor
frecuencia en humanos en Argentina. Esto alertaria acerca del riesgo de transmision
de IAV H3N2 tanto de humanos a cerdos como de cerdos a humanos. Debe
destacarse que los IAV H3N2 aislados en cerdos en Argentina se relacionan con virus
que actualmente no circulan en humanos ni estan incluidos en las vacunas actuales.
Existiria una franja etaria (nifios menores de 13 afios) que estaria expuesta a la
infeccion por IAV H3N2 para los cuales carecen de inmunidad.

En relacién a los IAV H1, se pudo observar que tanto los virus “human-like” como los
H1N1pdmO09 difieren antigénicamente a pesar de sus similitudes a nivel genético.
Dentro de los IAV “human-like”, los virus A/swine/Argentina/CIP112-C47/2014 y

80



A/swine/Argentina/CIP051-C29.42/2013 se alejan espacialmente de los primeros
subtipos “human-like” aislados en el pais en los afios 2009 y 2010. Esta distancia
antigénica podria estar relacionada con los cambios nucleotidicos acumulados que se
observan en el largo de longitud de rama de estos aislamientos observado en los
estudios filogenéticos (Figura 8). La reactividad cruzada entre los virus “human-like” y
H1N1pdmO09 fue variable. Estudios previos evidenciaron reaccion cruzada entre cerdos
infectados o vacunados con IAV europeos y HIN1pdmQ9 o IAV norteamericanos (Van
Reeth y col., 2006). Cabe destacar que, a pesar de las diferencias a nivel antigénico
observadas en los IAV H1 circulantes en cerdos en Argentina, existiria proteccion
parcial contra otros subtipos H1. Este hecho esta relacionado no solamente con los
anticuerpos de inmunidad cruzada sino también con la respuesta inmune celular y de
mucosa generada contra sitios antigénicos altamente conservados. Esta respuesta
provee protecciéon parcial contra una infeccién recurrente con un virus no relacionado
antigénicamente, inclusive en ausencia de inmunidad cruzada (Grebe y col., 2008; Van
Reeth y col., 2003).

En este estudio el 100% de los aislamientos obtenidos fueron IAV originados en el
hombre, ademas se detectaron mdultiples eventos de introduccién de estos virus, si
bien no es posible determinar con precisidon cuando se produjo el salto interespecie.
Los resultados de este estudio, si bien no son extrapolables a la poblacién porcina
nacional, remarcan la necesidad de mantener la vigilancia de 1AV en cerdos en el pais
dado la generacion de subtipos reasortantes que aumentan la variabilidad genética y
antigénica del virus, dificultando su control mediante vacunas y aumentando el riesgo
de generacion de nuevos subtipos potencialmente patégenos para el humano.
Finalmente, es necesario favorecer la difusion global de la informacién generada a
partir de la vigilancia de IAV en cerdos y en humanos, ya que ésta provee las bases
para una mejor interpretacion de los eventos de zoonosis y transmision interespecies,

basada en el concepto de “Una Salud, un Mundo”.
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7.

CONCLUSIONES

La infeccién por IAV es endémica en la mayoria de las granjas porcinas evaluadas.

El patrén serolégico mas frecuentemente observado se correspondié con un alto
porcentaje de hembras seropositivas (>60%), una caida de anticuerpos maternales
hacia los 21 a 35 dias de edad y un aumento entre los 49 y los 100 dias, lo que
indicaria una infeccion activa por contacto con el virus, en la mayoria de las

granjas evaluadas, en la etapa del posdestete, entre los 25 y 40 dias de edad.

El cuadro clinico asociado a infeccion por IAV se observd, en coincidencia con lo
mencionado previamente, con mayor frecuencia en la etapa de posdestete (21 a
50 dias de vida).

En los estudios transversales, el mayor porcentaje de animales presento
anticuerpos contra el subtipo H1IN1pdmQ09. Sin embargo, mas del 75% de los
mismos, evidencid, al menos serolégicamente, contacto mdltiple con distintos
subtipos (H1pdm, H3 y dH1).

No se observé un patrén estacional en la presentacion de la infeccién por el 1AV, lo

que estaria relacionado a las condiciones de alta tecnificacién en confinamiento.

Existe circulacion de IAV en pequefios productores porcinos y productores

familiares, principalmente del subtipo HIN1pdmO09.
Los estudios de caracterizacibn molecular demuestran un predominio del subtipo
H1N1pdmOQ9, si bien se detectaron subtipos H3N2 y subtipos “human-like” SH1N1

y SHIN2.

Los IAV H3N2 y “human-like” 8H1 aislados en cerdos en Argentina se relacionan

con IAV humanos estacionales que circularon entre los afios 1998 a 2004.

Los estudios filogenéticos detectaron 9 diferentes introducciones de IAV de

humanos a cerdos.
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Los estudios de cartografia antigénica revelaron diferencias a nivel antigénico
entre virus con alto grado de similitud a nivel genético, lo cual alerta sobre el riesgo

de reinfecciones y persistencia de estos virus en la poblacion de cerdos del pais.

Los IAV H3N2 aislados en cerdos en Argentina se relacionan con virus que
actualmente no circulan en humanos ni estan incluidos en las vacunas actuales, lo
cual supone un riesgo para una parte de la poblacion humana carente de

inmunidad.

Las estrategias de vigilancia activa y pasiva deberian utilizarse en complemento y
no una en lugar de otra, dado que los resultados de ambas permiten una mejor

caracterizacién de la infeccién por el IAV en cerdos.

Basandose en el concepto de “Una Salud, un Mundo”, la difusiéon global de la
informacién generada a partir de la vigilancia del 1AV en cerdos, provee las bases
para una mejor interpretacion de la epidemiologia del 1AV considerando el

potencial zoondtico y de transmision interespecies.
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9. ANEXOS

ANEXO 1
Ne SUERO Subtipo Cerdo
H3N2 Humano estacional
1 A/Wuhan/359/1995 (H3N2)-Antisuero H3N2 396
2 A/Wuhan/359/1995 (H3N2)-Antisuero H3N2 397
3 A/Sydney/5/1997 (H3N2)-Antisuero H3N2 398
4 A/Sydney/5/1997 (H3N2)-Antisuero H3N2 399
5 A/Moscow/10/1999 (H3N2)-Antisuero H3N2 400
6 A/Moscow/10/1999 (H3N2)-Antisuero H3N2 401
7 A/Fujian/411/2002 (H3N2)-Antisuero H3N2 418
8 A/Fujian/411/2002 (H3N2)-Antisuero H3N2 419
9 A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)-Antisuero H3N2 402
10 A/Wisconsin/67/2005 (H3N2)-Antisuero H3N2 403
11 A/Brisbane/10/2007 (H3N2)-Antisuero H3N2 420
12 A/Brisbane/10/2007 (H3N2)-Antisuero H3N2 421
13 A/Perth/16/2009 (H3N2)-Antisuero H3N2 422
14 A/Perth/16/2009 (H3N2)-Antisuero H3N2 423
15 A/Victoria/361/2011 (H3N2)-Antisuero H3N2 404
16 A/Victoria/361/2011 (H3N2)-Antisuero H3N2 405
H3N2 cerdos
17 A/SW/TX/4199-1/1998-Antisuero H3N2- 480
C1TRIG
18 A/SW/TX/4199-1/1998-Antisuero H3N2- 480
C1TRIG
19 A/SW/TX/4199-1/1998-Antisuero H3N2- 480
C1TRIG
20 A/Sw/C0O/23619/1999 (C2)-Antisuero H3N2-C2 548
21 A/Sw/C0/23619/1999 (C2)-Antisuero H3N2-C2 548
22 A/Sw/MN/01146/2006 (H3N2-TRIG)-Antisuero H3N2-TRIG 548
23 A/Sw/MN/01146/2006 (H3N2-TRIG)-Antisuero H3N2-TRIG 548
24 A/SW/IL/02970/2009-Antisuero H3N2-TRIG 527
25 A/SW/IL/02970/2009-Antisuero H3N2-TRIG 527
26 A/Sw/1A/01700/2007 (H3N2-TRIG)-Antisuero H3N2-TRIG 428
27 A/Sw/IA/01700/2007 (H3N2-TRIG)-Antisuero H3N2-TRIG 429
28 A/SW/Pennsylvania/62170-1/2010 (IV H3N2)-Antisuero IV H3N2 233
29 A/SW/Pennsylvania/62170-1/2010 (IV H3N2)-Antisuero IV H3N2 234
H1N1/N2 Humano estacional
1 A/New Caledonia/20/1999 (H1N1)-Antisuero HIN1 460
2 A/New Caledonia/20/1999 (H1N1)-Antisuero HIN1 462
3 A/Memphis/8/2003 (H1IN1)-Antisuero HIN1 458
4 A/Memphis/8/2003 (H1IN1)-Antisuero HIN1 459
5 A/Michigan/2/2003 (H1N2)-Antisuero H1N2 496
6 A/Michigan/2/2003 (H1N2)-Antisuero H1N2 497
7 A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1)-Antisuero HIN1 473
8 A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1)-Antisuero HIN1 478
9 A/Brisbane/59/2007 (H1N1)-Antisuero HIN1 468
10 A/Brisbane/59/2007 (H1N1)-Antisuero HIN1 471
H1N1pdmO09
11 A/CA/04/2009 (pH1N1)-Antisuero H1N1pdmO09 960
12 A/CA/04/2009 (pH1N1)-Antisuero H1N1pdmO09 962
H1N1/N2 cerdos
13 A/SW/IA/1973-Antisuero oaH1IN1 428
14 A/SW/IA/1973-Antisuero oaH1IN1 428
15 A/SW/OH/511445/2007-Antiserum YHIN1 821
16 A/SW/OH/511445/2007-Antiserum YHIN1 851
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17 A/SW/OH/511445/2007-Antiserum YHIN1 860
18 A/SW/KY/02086/2008-Antiserum B HIN1 872
19 A/SW/KY/02086/2008-Antiserum B HIN1 873
20 A/SW/TX/01976/2008 61 HIN2-Antiserum 61 HIN2 882
21 A/SW/TX/01976/2008 61 HIN2-Antiserum 61 HIN2 883
22 A/SW/IA/02039/2008 61 H1IN2-Antiserum 61 HIN2 870
23 A/SW/IA/02039/2008 61 H1IN2-Antiserum 61 HIN2 871
24 A/SW/MN/02011/2008 61 H1N2-Antiserum 61 HIN2 886
25 A/SW/MN/02011/2008 61 H1IN2-Antiserum 61 HIN2 887
26 A/SW/IL/003200/2010 61 HIN2-Antisuero 61 HIN2 173
27 A/SW/IL/003200/2010 61 HIN2-Antisuero 61 HIN2 174
28 A/SW/IA/02955/2010 62 H1N2-Antisuero 61 HIN2 177
29 A/SW/IA/02955/2010 62 H1IN2-Antisuero 61 HIN2 178
30 A/SW/OH/003295/2010 62 H1N2-Antisuero 62 HIN2 201
31 A/SW/OH/003295/2010 62 H1N2-Antisuero 62 HIN2 499
32 A/SW/MN/003294/2011 61 HIN2-Antisuero 61 HIN2 175
33 A/SW/MN/003294/2011 61 HIN2-Antisuero 61 HIN2 176
34 A/SW/MN/07002083/2007 62 H1IN1-Antisuero 62 HIN1 169
35 A/SW/MN/07002083/2007 62 H1IN1-Antisuero 62 HIN1 170
36 A/SW/IL/00685/2005-Antisuero 62 HIN1 171
37 A/SW/IL/00685/2005 H1N1-Antisuero 62 HIN1 172
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ANEXO 2
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