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RESUMEN

En los cerdos, los virus de influenza A (VIA) provocan enfermedad respiratoria y
tienen implicancias en Salud Publica. En nuestro pais, la infeccién por VIA en las granjas
porcinas es endémica y la vigilancia sanitaria resulta esencial para su deteccion y
control. Para esto, se requieren herramientas de diagndstico sensibles, técnica y
econOmicamente convenientes para el sector productivo y respetuosas del bienestar
animal. El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad de diferentes métodos de
monitoreo para el diagnostico de la infeccion por VIA en criaderos porcinos intensivos
confinados infectados naturalmente, bajo el manejo de los sistemas productivos
argentinos y de acuerdo con las condiciones de procesamiento locales. Inicialmente se
puso a punto una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (RT-PCR) para deteccion de VIA. Se evaluaron dos productos comerciales para
la extraccion de ARN en una muestra control positivo con alta concentracion viral y en
muestras de fluido oral, el efecto de dilucién del templado de ARN y la concentracion de
la mezcla de enzimas en la RT-PCR sobre la capacidad de deteccion de VIA en
muestras de fluido oral. En granjas porcinas intensivas naturalmente infectadas por VIA
se registro la presencia de signos clinicos y se recolectaron muestras de secrecion nasal
y fluido oral, en algunos casos se incluyeron muestras para histopatologia e
inmunohistoquimica (IHQ) y de sueros para deteccién de anticuerpos mediante ELISA
(ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) comercial. Se evalué el acuerdo entre la
presencia de signos y deteccién de VIA mediante los diferentes métodos de muestreo,
en forma global y estratificando por grupos etarios o categorias animales estudiadas y
por granja analizada. En salas de maternidad de granjas con manifestaciones clinicas
compatibles con infeccion por VIA en lechones pre-destete se recolectaron muestras de
secrecién orofaringea de lechones y de la piel de la ubre de las cerdas mediante gasas
mamarias. Ademas, en una granja con infeccion natural por influenza se llevé a cabo la
recoleccion de muestras de bioaerosoles mediante un colector ciclénico liquido.
Mediante la RT-PCR empleada se logré la deteccion de VIA en diferentes tipos de
muestras, hubo concordancia excelente entre los dos productos comerciales empleados
para la extraccion de ARN. La dilucién del templado de ARN y el uso del doble de
concentracion de enzimas de la mezcla de RT-PCR sobre el templado de ARN puro o
diluido no mejoraron la sensibilidad de la RT-PCR. En la deteccién de VIA, las tasas de
acuerdo entre signos clinicos y resultados de RT-PCR en muestras de secrecion nasal
y fluido oral fueron diferentes de acuerdo con el grupo etario 0 categoria y granja
estudiada: maximas en cerdos de 21-34 ddv, algo menores en cerdos de 35-70 ddv y
bajas o nulas en cerdos de 71-203 ddv. Si bien hubo acuerdo estadisticamente

significativo entre la deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR de muestras de
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secrecién nasal y muestras de fluido oral, las muestras de fluido oral fueron
comparativamente mas sensibles, faciles de obtener, no invasivas ni estresantes para
los animales y mas econdmicas que las muestras de secrecién nasal. No hubo
asociacion estadisticamente significativa entre la deteccion de anticuerpos contra VIA
por ELISA, presencia de signos clinicos y la deteccion de VIA por RT-PCR de muestras
de secrecién nasal y/o fluido oral. En las muestras de pulmodn, la lesién histopatologica
observada mas frecuentemente fue el infiltrado mononuclear difuso peribronquial y la
técnica de inmunohistoquimica, con una tasa de deteccion del 100%, permitié confirmar
la presencia de VIA en cortes con lesiones histopatolégicas inespecificas e incluso con
cierto grado de autdlisis. En salas de maternidad, el hisopado orofaringeo permitio la
deteccién de VIA en lechones con y sin manifestaciones clinicas, aungue no detectamos
ARN de VIA en muestras de gasa mamaria. Por otro lado, los muestreos de bioaerosoles
no fueron Utiles para la deteccién de ARN de VIA en el caso de una granja endémica y
condiciones de crianza e instalaciones de nuestro pais. Frente a la endemicidad de VIA
en cerdos, seria necesario realizar estudios sistematicos que permitan conocer su
origen y evolucién para producir inmundégenos de mayor eficacia para el control o

eliminacioén de este agente de las granjas.

Palabras clave: CERDOS, INFLUENZA, DIAGNOSTICO, RT-PCR, FLUIDO ORAL,
SECRECION NASAL, SECRECION OROFARINGEA, GASAS MAMARIAS, IHQ,
HISTOPATOLOGIA, BIODAEROSOLES

SUMMARY

Influenza A viruses (VIA) cause respiratory disease in pigs and have public health
implications. In swine farms in Argentina, VIA infection is endemic and health
surveillance programs for its detection and control are essential. In this sense, sensitive
diagnostic tools are needed, where animal welfare and technical and economical
suitability for the swine industry need to be considered. The aim of this study was to
evaluate the usefulness of different monitoring methods for the diagnosis of VIA infection
in naturally infected confined swine farms, under the Argentinian production systems
management practices and according to the local processing conditions. Initially, an
reverse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR) technique for VIA detection
was developed. Two commercial products for RNA extraction were evaluated and
compared using a positive control with high viral concentration sample and oral fluid

samples. Moreover, an RNA template dilution and the RT-PCR enzyme mixture
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concentration effects were also evaluated for the VIA detection from oral fluid samples.
In intensive, naturally VIA infected swine farms, the presence of clinical sighs was
recorded, and nasal secretion and oral fluid samples were collected. In some cases,
tissue samples and serum samples were included, for histopathology and
immunohistochemistry (IHC) and for commercial ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) antibody detection, respectively. The concordance between the
presence of clinical signs and VIA detection between the different sampling methods was
evaluated; first globally and then stratifying by age, by animal categories and by farm.
Oropharyngeal secretion samples from piglets and udder skin wipes from sows were
collected from farrowing units where clinical signs consistent with VIA infection in pre-
weaning piglets were detected. In addition, bioaerosol samples were collected from a
naturally VIA infected farm using a liquid cyclonic collector. RT-PCR for VIA detection in
different sample types was achieved. There was excellent concordance between the two
commercial products used for RNA extraction. The RNA template dilution and the use of
twice the enzyme concentration of the RT-PCR mixture on pure or diluted RNA template
did not improve the RT-PCR sensitivity. The agreement rates between clinical signs
records and results from RT-PCR for VIA detection in nasal secretions and oral fluid
samples were different according to the age, category and farm studied: maximum in 21-
34 day-old pigs, somewhat lower in 35-70 day-old pigs and low or none in 71-203 day-
old pigs. While there was statistically significant agreement between VIA RNA detection
by RT-PCR from nasal secretion and oral fluid samples, oral fluid samples were
comparatively more sensitive, easier to obtain, non-invasive and non-stressful for
animals, and less expensive than nasal secretion samples. There was no association
between antibodies against VIA detection by ELISA, clinical signs presence and VIA
detection by RT-PCR from nasal secretion and/or oral fluid samples. The most frequently
detected histopathological lesion in lung samples was the peribronchial diffuse
mononuclear infiltrate. The 100% detection rate of the immunohistochemistry technique
allowed the confirmation of VIA antigen in samples with nonspecific histopathological
lesions, and even with a certain degree of autolysis. In farrowing units, VIA RNA was
detected in oropharyngeal swab samples from piglets with/without clinical signs,
whereas it was not detected in sow udder skin wipes. On the other hand, VIA RNA
detection was not possible in bioaerosol samples collected from an endemic Argentinian
farm under the local particular breeding and facilities characteristics. Considering the
endemicity of VIA in swine, it would be necessary to carry out systematic studies to know
local VIA origin and evolution to produce more efficient immunogens for VIA farm control

and/or elimination.
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1. INTRODUCCION

La infeccion por VIA en cerdos representa una problematica de importancia
econOmica y de Salud Publica.

Desde el punto de vista econémico, genera pérdidas productivas (menor ganancia
de peso, mortandad, abortos) y gastos en insumos y mano de obra necesarios para su
control y el control de las infecciones asociadas.

Por el otro lado, su implicancia en Salud Publica radica en que los cerdos son
hospedadores donde pueden producirse eventos de recombinacion de VIA de
diferentes origenes, ademas de mutaciones puntuales, que pueden dar lugar a la
aparicion de nuevos VIA recombinantes. Debido al contacto estrecho entre personas
y cerdos en los sistemas de produccion intensivos, estos nuevos VIA pueden
transmitirse a la poblacién humana y, eventualmente, derivar en nuevas pandemias.
Para detectar y prevenir estos posibles eventos es esencial la vigilancia sanitaria de
VIA en las granjas de cerdos.

La aceptacién, adopcion y mantenimiento de los protocolos de vigilancia sanitaria
por parte del sector productivo se encuentra limitada a la factibilidad técnica y
econdmica de los métodos de diagndstico.

Debido a la limitada sensibilidad y especificidad de los signos clinicos y de las
lesiones macroscdpicas y microscopicas, el abordaje de la deteccién por VIA requiere
de la seleccién y aplicacion de métodos complementarios de diagndstico.

En nuestro pais, histéricamente la deteccion del material genético de VIA en
animales vivos se ha realizado a partir de muestras de secrecién nasal recolectadas
con hisopos. También se emplean técnicas seroldgicas para detectar los anticuerpos
frente a VIA en suero. En animales muertos, se utiliza la inmunohistoquimica y la
deteccién de material genético en muestras de pulmon.

Teniendo en cuenta las limitaciones técnicas, econdmicas y de bienestar animal
gue implica la recoleccion de muestras de secrecion nasal, resulta necesario disponer
de otras herramientas sensibles que permitan confirmar la presencia de VIA de manera
sencilla, econdémica y respetuosa de los animales a estudiar. En este sentido, las
muestras de fluido oral recolectadas con cuerdas permiten cumplir con los objetivos
mencionados.

Si bien en otras partes del mundo las muestras de fluido oral se emplean para la
deteccién de patdgenos en cerdos desde hace alrededor de una década, hasta nuestro
conocimiento, al momento del inicio de este estudio no existian reportes de
experiencias sistematicas previas a nivel nacional con esta técnica en cerdos.

Por otro lado, una de las limitaciones del empleo de las muestras de fluido oral

radica en el desinterés de los lechones en maternidad en interactuar con la cuerda
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empleada para su recoleccion. Por estos motivos, una herramienta alternativa para
conocer el estatus sanitario en esta categoria es la recoleccibn de muestras de
secreciones orales y nasales de la piel de la glandula mamaria de las cerdas. Su
reporte es relativamente reciente y, hasta nuestro conocimiento, su aplicaciéon en
nuestro contexto aun no habia sido evaluada.

Finalmente, si bien se ha reportado la transmision aérea de VIA dentro y entre
granjas, no se han llevado a cabo estudios en nuestro pais para determinar la
aplicacion practica del muestreo de aire y valorar el rol de la transmision aérea en
nuestros sistemas de produccion.

Optimizar y evaluar las aplicaciones y limitaciones de diferentes técnicas de
monitoreo para acercarlas al sector productivo nacional podria promover la
implementacién de vigilancia sanitaria periddica y sostenida. Esto Gltimo permitiria
ampliar la informacién epidemioldgica obtenida, brindando la posibilidad de un
entendimiento mas cabal de la presentacion de VIA en las granjas de nuestro pais,
ayudando a implementar practicas efectivas para el control y/o prevencion de la
infeccion por VIA en las granjas de cerdos y aportando informacién de interés para los
organismos de Salud Publica.

Desde 2016 el procesamiento de muestras mediante RT-PCR comenzd a
emplearse como una nueva opcion para el diagnostico de Influenza en la FCV-UNR.
Para la deteccion del ARN de VIA hemos procesado muestras de secrecidn nasal,
secrecion orofaringea, fluido oral obtenido con cuerdas de algodon y muestras de
secrecion nasal y oral de lechones lactantes recolectadas mediante el empleo de
gasas mamarias. Las muestras fueron obtenidas o remitidas por cerca de 20 granjas
diferentes, ubicadas en las provincias de Santa Fe, Coérdoba, Buenos Aires, Entre Rios,

La Rioja, Chaco y Formosa.
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2. HIPOTESIS
Para conocer la dinamica de infeccién de los virus de Influenza A en las granjas de
produccion porcina es necesario el estudio individual y poblacional mediante distintos
métodos de muestreo y a través de la implementacion de diferentes técnicas
diagnésticas, considerando sus desempefios en funcién de los sistemas productivos y

de las condiciones de procesamiento locales.

3. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la utilidad de diferentes métodos de monitoreo para el diagnéstico de la
infeccion por virus de Influenza A en criaderos porcinos intensivos confinados infectados
naturalmente por este agente, bajo el manejo de los sistemas productivos argentinos y

de acuerdo con las condiciones de procesamiento locales.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Poner a punto una técnica de RT-PCR para deteccién de VIA.

- Evaluar dos productos comerciales para la extraccién de ARN en una muestra con
alta concentracion viral y en muestras de fluido oral.

- Evaluar el efecto de dilucidon del templado de ARN y la concentracion de la mezcla
de enzimas en la RT-PCR sobre la capacidad de deteccion de VIA en muestras de
fluido oral.

- Evaluar la utilidad relativa de los signos clinicos, RT-PCR de muestras de secrecion
nasal y muestras de fluido oral, histopatologia e inmunohistoquimica y estudios
serolégicos mediante ELISA para el estudio de VIA en granjas porcinas intensivas
naturalmente infectadas.

- Evaluar la utilidad de las muestras de secrecion orofaringea de lechones obtenida
con hisopos y de las muestras de secrecion nasal y oral de lechones obtenidas de
la piel de la ubre de la cerda mediante el empleo de gasas de algodén para la
deteccion de material genético de VIA en lechones de maternidad.

- Implementar y evaluar la capacidad de deteccion de ARN de VIA en muestras de

bioaerosoles de un criadero porcino con brote natural de infeccion por influenza.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

A. VIRUS DE INFLUENZA A
a. Caracteristicas generales

Los virus de influenza son los miembros mas importantes de la familia
Orthomyxoviridae, la cual comprende a los géneros Influenzavirus A, Influenzavirus B,
Influenzavirus C, Influenzavirus D, Thogotovirus, Isavirus y Quaranjavirus
(MacLachlan y Dubovi, 2016; Van Reeth y Vincent, 2019). Los virus del género
Influenzavirus A o virus de influenza A (VIA) son patégenos comunes de caballos,
cerdos, humanos y aves domésticas en gran parte del mundo, aunque también pueden
producir infecciones esporadicas en visones, focas, ballenas y perros (MacLachlan y
Dubovi, 2016). Han sido responsables de epidemias graves en especies mamiferas
(incluyendo personas) y aviares, tanto salvajes como domésticas (Pleschka, 2013;
MacLachlan y Dubovi, 2016).

Los VIA son pleomdrficos, filamentosos, tienen un diametro aproximado de 80-120
nmy estan formados por una envoltura que rodea ocho nucleocapsides (MacLachlan
y Dubovi, 2016; Van Reeth y Vincent, 2019). La envoltura viral estd compuesta por
una bicapa lipidica, derivada de la membrana plasméatica de la célula hospedadora
infectada y por proteinas virales estructurales incrustadas en ella. Las proteinas virales
mas abundantes en la envoltura son las glucoproteinas hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA), las cuales se proyectan como espiculas sobre la superficie viral
(Sandbulte y col., 2015; Van Reeth y Vincent, 2019).

La HA representa el 80% de las proteinas externas de la envoltura. Es un
determinante importante de la especificidad de hospedadores y del tropismo tisular, la
propagacion viral y la patogenicidad (Pleschka, 2013; Sandbulte y col., 2015). A través
de la HA los VIA se unen al acido sialico que se encuentra unido mediante un enlace
a-glicosidico a los residuos terminales de galactosa de las cadenas de carbohidratos
de glicoproteinas y glicolipidos. Mientras que los VIA aviar se unen al 4cido sialico con
enlace a la galactosa a-2,3 (presente en las células epiteliales intestinales de aves),
los VIA que infectan a mamiferos reconocen el enlace &cido sialico- galactosa a -2,6
(presente en el tracto respiratorio de mamiferos) (Zell y col., 2013; Sandbulte y col.,
2015).

A su vez, la HA es el blanco de los anticuerpos neutralizantes generados por el
hospedador (Van Reeth y Vincent, 2019).

Ademas de la HA, otros factores determinantes de hospedador son la

nucleoproteina (NP) y la subunidad PB2 (proteina basica 2) de la polimerasa (Zell y
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col., 2013).

La NA es la proteina responsable de la liberacion y dispersion de los nuevos viriones
de la célula hospedadora, influyendo en la transmisién viral (Sandbulte y col., 2015).
Ademas, previene la agregacion de los viriones, participa en la apoptosis inducida por
el virus y tiene efectos sobre la virulencia (Olsen, 2002). También facilita la llegada de
los viriones a las células del tracto respiratorio al degradar el moco que recubre las vias
aéreas (Matrosovich y col., 2004).

Otra proteina viral inserta en el espesor de la envoltura es la proteina matriz 2 (M2)
gue forma un canal de protones (Sandbulte y col., 2015).

Recubriendo internamente la envoltura viral se encuentra la proteina matriz 1 (M1),
la cual interactia con las NPs y con las colas citoplasmaticas de las HA y NA,
asociando a las nucleocapsides con la envoltura viral y proporcionando un marco
estructural a los viriones (Olsen, 2002; Zell y col., 2013; Sandbulte y col., 2015).

Por el otro lado, el nucleo de la particula viral estd constituido por ocho
nucleocapsides, que son complejos de material genético y proteina viral (Zell y col.,
2013). ElI material genético de los VIA consiste en ARN (4cido ribonucleico)
monocatenario de orientacion negativa dividido en ocho segmentos responsables de
codificar 12 proteinas (Pleschka, 2013; Zell y col., 2013; MacLachlan y Dubovi, 2016).
Cada uno de los ocho segmentos de ARN gendmico esta encerrado dentro de una
capside de NP viral que lo protege (Zell y col., 2013; Lou y col, 2018) y que, en uno de
los extremos contiene tres proteinas que forman el complejo de ARN polimerasa viral
(PBL1: proteina basica 1, PB2 y PA: proteina 4cida), responsables de la replicacién del
genoma viral y del secuestro de la maquinaria de la célula hospedadora (Sandbulte y
col., 2015). La asociacion de estas con el ARN gendémico y la nucleoproteina (NP), da
lugar a la formacién del complejo de ribonucleoproteina (RNP) (Zell y col., 2013; Lou y
col., 2018). Ademas, la NP es uno de los antigenos especificos de tipo viral que distingue
entre los virus de influenza A, B, C y D (Jung y col., 2002). Si bien, la secuencia de
nucledtidos del gen de la NP de VIA no es muy similar a la de otros tipos de virus de la
influenza (aproximadamente 60% de homologia), esta altamente conservada entre las
diferentes cepas VIA (aproximadamente 90% de homologia) (Jung y col., 2002).

Finalmente, el viribn cuenta con las proteinas no estructurales (NS1 y NS2) que
junto con las NP y las proteinas M, regulan la transcripcién y replicacion del ARN viral
(Olsen, 2002). Ademas, la proteina no estructural 1 (NS1) interfiere con la sefalizacion
de la célula hospedadora, inhibiendo la produccion de citocinas antivirales (Janke,
2014; Sandbulte y col., 2015).

Entre los virus de ARN, los virus de influenza presentan la particularidad de que la

sintesis, transcripcion y replicacion del ARN se lleva a cabo en el nlcleo de las células
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infectadas por lo que el ARN y el antigeno viral pueden detectarse tanto en el ndcleo

como en el citoplasma de las células infectadas (Jung y col., 2002).

b. Clasificacién de los virus de Influenza A

Los virus del género Influenza pueden clasificarse en tipos A, B, Cy D en base a
las diferencias genéticas y antigénicas de las proteinas estructurales internas,
altamente conservadas: NP y M (Pleschka, 2013; Van Reeth y Vincent, 2019).

A su vez, los VIA se clasifican en subtipos y mas recientemente, en genotipos (Van
Reeth y Vincent, 2019). La clasificacion de los VIA en subtipos se establece de acuerdo
con la naturaleza antigénica y genética de las proteinas de superficie HA y NA (Zhang
y col., 2016). Hasta el momento se han detectado 18 subtipos de HA y 11 subtipos de
NA circulando en la naturaleza (Van Reeth y Vincent, 2019). En las aves acuaticas
silvestres se identificaron la mayoria de los tipos de HA y NA de VIA que se conocen,
mientras que solo ciertos subtipos se encuentran en determinadas especies mamiferas
(Zhang y col., 2016; Van Reeth y Vincent, 2019). La combinacién del tipo de HA y NA
en un virus define su subtipo, por ejemplo: HIN1, H3N2. Entonces, los VIA se nombran
de acuerdo con la siguiente convencién: género (tipo), especie de origen (omitido si es
la especie humana), lugar geografico donde se produjo el aislamiento, nimero de
aislamiento, afio de aislamiento y el subtipo basado en la HA y NA, por ejemplo:
Alporcino/lowa/A01477800/ 2014 (H1IN1). Actualmente, los tres subtipos principales de
VIA que co-circulan en cerdos son H1IN1, HIN2 y H3N2, aunque ocasionalmente se
identifican otras variantes (Van Reeth y Vincent, 2019).

Por otra parte, la genotipificacion consiste en la determinacion de las secuencias
genéticas de cada segmento de ARN de los VIA. A través de los estudios de
secuenciacién genética pudo demostrarse que dentro de un mismo tipo de HA (y de
cada uno de los demas segmentos genéticos de los VIA), existe una considerable
diversidad genética y antigénica (Vincent y col., 2008). Esto ha llevado a la
clasificacién en clados, grupos o linajes filogenéticos dentro de un mismo subtipo viral
y ha permitido ampliar la comprensién de la epidemiologia y evolucion de los VIA
(Zzhang y col., 2016). Si bien pueden pertenecer al mismo subtipo de HA, entre los
diferentes grupos filogenéticos existe limitada reaccién inmunolégica cruzada (Vincent
y col., 2008).

c. Epidemiologia
c.1. Hospedadores
Los VIA tienen un amplio rango de especies hospedadoras (Zell y col., 2013; Van

Reeth y Vincent, 2019). Sus principales reservorios naturales son las aves acuaticas, de

26



las cuales se han aislado la mayoria de los subtipos conocidos de VIA (H1 a H16 y N1
a N9) (Van Reeth y Vincent, 2019). De este modo, las aves actian como un depésito
global de VIA en la naturaleza y a partir de ellas se han aislado mas de 110 tipos de VIA
(Zell y col., 2013). Sin embargo, los VIA pueden infectar muchas otras especies de
mamiferos, incluidos humanos, cerdos, caballos, hurones y mamiferos marinos
(Trebbieny col., 2011; Zell y col., 2013; Van Reeth y Vincent, 2019). A diferencia de las
aves, en los mamiferos se observan cadenas de infeccion estables sélo para ciertos
subtipos, por ejemplo, HIN1, H2N2 y H3N2 en humanos; H3N8 y H7N7 en caballos y
H1IN1, H3N2 y H1IN2 en cerdos. Otras especies mamiferas donde eventualmente se
detectd la infeccion por VIA se describieron como hospedadoras accidentales (Zell y
col.,, 2013).

La ecologia de los VIA esta fuertemente influenciada por su adaptacion a las especies
hospedadoras (Zell y col., 2013). Habitualmente, los virus de la influenza humana
circulan entre personas, los de la influenza porcina entre los cerdos, los de la influenza
aviar entre aves y los de la influenza equina entre la familia Equidae. Si bien
ocasionalmente los VIA pueden transmitirse de una especie a otra, la mayoria de las
veces no logran generar cadenas de infeccién estables en la nueva poblacién y pronto
desaparecen. Sin embargo, algunos de estos virus logran adaptarse a la nueva especie
causando brotes, epidemias o pandemias (Spickler, 2009).

El hecho de que las aves marinas sean los reservorios naturales y que, a su vez,
muchas otras especies animales puedan infectarse, determina que la erradicacion de
los VIA no sea posible y que se produzcan reapariciones constantes de la enfermedad
(Pleschka, 2013).

La restriccion del rango de hospedadores entre los VIA es un rasgo poligénico
(Olsen, 2002). No obstante, como se menciono previamente, la union de la HA al acido
sialico de la superficie de la célula hospedadora es uno de los principales determinantes
del rango de hospedador y del tropismo tisular de los VIA (Zell y col., 2013). Hasta hace
unos afios se consideraba que las células epiteliales del tracto respiratorio superior de
los cerdos expresaban los receptores de acido sialico con enlace a la galactosa a-2,3 y
acido sialico con enlace a galactosa a-2,6 (Ito y col., 1998), determinado que los cerdos
fueran susceptibles a los VIA adaptados a aves y a los humanos, y que, de este modo,
actuaran como hospedadores intermediarios (Olsen, 2002 Van Reeth y Vincent, 2019).
Por estos motivos, los cerdos han sido considerados como “recipientes de mezcla” o
“vasos mezcladores” donde podrian tener lugar procesos de recombinacién entre virus
de influenza humana, aviar y/o porcina (Van Reeth y Vincent, 2019). La sucesiva
recombinacion entre los virus de influenza de estas especies en cerdos ha llevado a la

aparicion de una gran variedad de VIA porcinos con segmentos genéticos originados
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en dos 0 mas especies diferentes (Spickler, 2009). Ademas, estos eventos de
recombinacion de genes de VIA de diferentes origenes, eventualmente puede dar lugar
a la generacion de un VIA con nuevas propiedades antigénicas y capaz de replicarse
en personas que, potencialmente, puede ser la causa de un brote de influenza
pandémico en humanos (Pleschka, 2013). Sin embargo, en los ultimos afios, hubo
ejemplos de VIA que cruzaron la barrera de especies sin la participacion de los cerdos.
De este modo, la teoria del "cerdo como recipiente de mezcla" seria menos sustancial
de lo que se pensaba y otras especies, como las aves de produccion y la especie
humana, podrian actuar como recipientes de mezcla (Trebbien y col., 2011). Esto ha
llevado a que, si bien el potencial zoondtico de los virus de la influenza porcina es bien
reconocido, y los cerdos han sido considerados los hospedadores responsables de la
generacion de los VIA reagrupados responsables de las pandemias de influenza
humana de 1918 (“Gripe espanola"), 1957 (“Gripe asiatica") y 1968 (“Gripe de Hong
Kong"), debido a la falta de evidencia directa, se planteen dudas de que el
reordenamiento de estos virus realmente ocurriera en cerdos (Weingartl y col., 2010).

Por otro lado, a partir de la aplicacién de pruebas de diagndstico de rutina en
personas, se han identificado regularmente infecciones humanas con VIA porcinos. La
mayoria de estos eventos zoonéticos ocurren cuando las personas y los cerdos estan
en contacto cercano y, generalmente, son eventos limitados con poca o ninguna
propagacion posterior entre la poblaciéon humana (Zell y col., 2013). Del mismo modo,
los virus de la gripe humana se transmiten esporadicamente a los cerdos como
infecciones zoonoticas inversas, lo que puede llevar al establecimiento de linajes de
VIA adaptados a esta especie, produciendo enfermedad clinica en cerdos (Olsen,
2002; MacLachlan y Dubovi, 2016). Pero, aun cuando clinicamente no se produzcan
casos en porcinos, la infeccion de cerdos con VIA humanos influyen repetidamente en
la diversidad genética de los VIA porcinos (VIA-P) (Olsen, 2002).

En el afio 2009 se produjo una nueva pandemia de influenza en personas debido a
la introduccién en la poblacién humana de un nuevo VIA de origen porcino, el HIN1
pdm 2009 (H1N1 pandémico 2009). El VIA HIN1 pdm 2009 es un VIA recombinante
gue contiene segmentos génicos de VIA humano y aviar y linajes de VIA de cerdos de
América del Norte y Eurasia (Pleschka, 2013). A partir de su aparicién, el VIA HIN1
pdm 2009 se ha introducido en la poblacion de cerdos y se ha recombinado desde
entonces con otros VIA de origen porcino (Ducatez y col., 2011; Lewis y col., 2016;
Cappuccio y col., 2017). A su vez, la transmisién zoonética de VIA de cerdos a
personas ha sido documentada a niveles sin precedentes en los ultimos afios (Jhung
y col., 2013).
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Los andlisis filogenéticos realizados han demostrado que cada segmento del VIA
H1N1 pdm 2009 se agrupa con un linaje establecido de influenza porcina, lo que sugiere
gue los progenitores de este virus probablemente se originaron en cerdos (Weingartl y
col., 2010). Por estos motivos, la dinamica de los VIA en cerdos representa un desafio,
tanto para el sector productivo porcino, al tratarse de una enfermedad respiratoria
recurrente, responsable de pérdidas econdmicas, y también para la Salud Publica como

fuente de infeccion zoondtica (Zell y col., 2013; Van Reeth y Vincent, 2019).

c.2. Transmision

En mamiferos, los VIA se transmiten por via aerégena a través del contacto directo
con las secreciones nasales, por inhalacion del virus aerosolizado en las gotitas
generadas por la tos, el estornudo y la exhalacién, o indirectamente a través de fomites
contaminados con descargas nasales (Torremorell y col., 2012; Janke, 2013).

Enlos cerdos, la excrecion de particulas virales en las secreciones nasales comienza
a partir de 1 dia post infeccion (dpi) y suele continuar durante 7 (Janke, 2013; Van Reeth
y Vincent, 2019) a 10 dias (Spickler, 2009).

El contacto directo y los ambientes cerrados favorecen la transmision (Spickler,
2009). Ademas, los aerosoles infecciosos generados por los cerdos infectados con VIA
son considerados una ruta importante de transmision de VIA dentro y entre las granjas
porcinas (Corzo y col., 2013a). VIA ha sido detectado en muestras de bioaerosoles
porcinos, tanto en estudios experimentales como a campo (Hermann y col., 2006;
Loeffen y col., 2011; Corzo y col., 2013a,2013b, 2013c; Anderson y col., 2016; Neira y
col., 2016; Neira y col., 2018; Garrido-Mantilla y col., 2019).

c.3. Mecanismos de evolucién de los VIA

Una propiedad que caracteriza a los virus de influenza es su gran variabilidad
genética, producida mediante dos mecanismos: recombinacion genética y deriva
genética (Zell y col., 2013, Sandbulte y col., 2015; Van Reeth y Vincent, 2019).

Por un lado, la recombinacion, reasociacién o reordenamiento genético consiste en
el intercambio de uno o mas segmentos génicos entre dos o mas VIA (Zelly col., 2013;
Sandbulte y col., 2015). Este fendbmeno es posible debido a la naturaleza segmentada
del genoma de los VIA y se produce cuando dos o mas VIA diferentes infectan una
misma célula hospedadora e intercambian sus segmentos genémicos (Zhang y col.,
2016). Dentro de los eventos de recombinacién, aquellos en los cuales se produce el
intercambio de genes HA y NA son de especial importancia ya que pueden conducir a
un cambio antigénico, con baja reactividad cruzada de los anticuerpos preexistentes

en un hospedador (Zell y col., 2013). Muchos de los VIA que circulan en los porcinos
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se originan a partir del reordenamiento entre VIA humanos o aviares con VIA porcinos
endémicos, que dan lugar a un virus nuevo, virulento, que puede transmitirse
facilmente en la poblacion porcina si la inmunidad de proteccion cruzada es parcial o
esta ausente (Van Reeth y Vincent, 2019).

Por el otro lado, la deriva genética es la acumulacion gradual de sustituciones de
nucledtidos a lo largo del tiempo debido a la falta de actividad de correccion de la ARN
polimerasa viral (Zhang y col., 2016). La alta tasa de mutacién en combinacion con la
alta tasa de replicaciéon determina que se acumulen en el genoma viral numerosas
mutaciones, las cuales pueden traducirse en cambios en cualquiera de las proteinas
virales. Entre estos, puede producirse la alteracion conformacional de epitopos de HA
y NA contra los cuales se generan los anticuerpos neutralizantes (Pleschka, 2013).
Estas mutaciones que originan variantes de evasion inmune tienen una mayor
probabilidad de infectar a los hospedadores con preinmunidad y a que las vacunas
existentes sean menos o nada efectivas y determinan la necesidad de realizar
actualizaciones periddicas en su composicioén antigénica (Pleschka, 2013; Zell y col.,
2013).

Los procesos de recombinacién y/o deriva genética permiten la evolucion de los
VIA. Aun cuando inicialmente se originen a partir de un mismo virus, barreras como la
de las especies hospedadoras o el aislamiento geografico determinan que los VIA
generados en cada una de las poblaciones sea diferente, en mayor o menor medida,
al VIA que les dio origen y entre si (Zell y col., 2013). Entonces, si bien tanto en cerdos
como en personas los subtipos de VIA gue han formado linajes estables son los VIA
H1 y H3, la naturaleza de estos virus difiere entre las dos especies hospedadoras e
incluso son distintas en las poblaciones de cerdos y personas en diferentes regiones

geograficas del mundo (Zell y col., 2013).

B. INFLUENZA PORCINA (INFLUENZA EN CERDOS)

La primera descripcion clinica de influenza en cerdos se produjo en 1918,
coincidentemente con la aparicién de la “Gripe espafiola” en la poblacion humana (Van
Reeth y Vincent, 2019). Desde entonces, los VIA han sido asociados al Complejo
Respiratorio Porcino (CRP), junto con otros agentes (Rajao y col., 2013; Van Reeth y
Vincent, 2019).

En los cerdos, los VIA producen enfermedad respiratoria aguda y, por la similitud
clinica con la influenza humana, fue nombrada como "gripe del cerdo", “influenza
porcina” o “gripe porcina” (Janke, 2013; Detmer y col., 2013; Van Reeth y Vincent,

2019).
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a. Presentacidn clinica de lainfluenza en las granjas porcinas
La infeccién de una granja porcina por VIA puede tener dos formas de presentacién
clinica (Olsen, 2002):

1. Presentacion epidémica:

Tiene lugar en las poblaciones de cerdos sin inmunidad previa contra el VIA actuante.
En las granjas, la infeccidn de los cerdos con VIA se manifiesta como brotes explosivos
de enfermedad respiratoria y febril aguda con alta morbilidad (puede llegar al 100%) y
baja mortalidad (Olsen, 2002; Janke, 2013).

El inicio de la enfermedad es brusco y la propagacién dentro y entre los sitios y a
través de cerdos de todas las edades es muy rapida (dentro de 2 a 3 semanas) (Olsen,
2002; Janke, 2013). Los animales tienen hipertermia (40.5 °C), letargo, anorexia,
estornudos, tos, disnea y, a veces, secrecion nasal u ocular (Olsen, 2002; Janke, 2013;
Van Reeth y Vincent, 2019).

A nivel individual, el curso de la enfermedad es breve y autolimitada. En casos no
complicados con neumonia bacteriana concurrente, la mayoria de los animales se
recuperan por completo en 6 a 7 dias (Olsen, 2002; Detmer y col., 2013; Janke, 2013).
Sin embargo, puede haber algunos cerdos infectados secundariamente o afectados

cronicamente (Janke, 2013).

2. Presentacién endémica:

Tiene lugar en aquellas granjas donde los cerdos tienen cierto grado de inmunidad
previa contra los VIA. Debido a la amplia distribucién de los VIA, esta es la forma de
presentacion mas frecuente en la actualidad (Janke, 2013).

La enfermedad se presenta en forma cronica, la expresion clinica es menos
evidente y suele estar combinada con la de otras infecciones respiratorias
concurrentes (Janke, 2013). Los cerdos excretan virus, pero presentan escasos 0
nulos signos clinicos (Simon-Grifé y col., 2012; Corzo y col., 2013; Dibarbora y col.,
2013; Panyasing y col., 2016; Cappuccio y col., 2017).

Las edades o categorias animales en las cuales se presentan los signos clinicos
suelen estar vinculadas al estado inmune de los animales con relacion a los VIA
circulantes en la granja (Janke, 2013). Pueden presentarse varias olas de infeccién por
VIA en bandas de animales a lo largo del tiempo (Simon-Grifé y col., 2012).

La dindmica de transmision y las tasas de infeccion varian entre y dentro de las
granjas como consecuencia de variaciones en las tasas de contacto, rotacion e
introduccidon de animales, edades de los grupos de cerdos mezclados, inmunidad

preexistente, vacunacién de las cerdas, estado de las cachorras para VIA,
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estacionalidad, diferencias en los flujos y otros factores de manejo (Simon-Grifé y col.,
2012; Ramirez y col., 2012; Corzo y col., 2013b; Dibarbora y col., 2013; Allerson y col.,
2014; Panyasing y col., 2016; Cappuccioy col., 2017; Ryt-Hansen y col., 2019; Chamba
Pardo y col., 2018, 2020).

Uno de los factores que permite la persistencia prolongada de VIA en las granjas
porcinas es la disponibilidad recurrente de individuos susceptibles (Brown, 2000; Pitzer
y col., 2016). En particular, dos categorias han sido implicadas en el mantenimiento y
propagacion de VIA dentro de las granjas: los lechones de maternidad y las cerdas de
reposicion y hembras reproductoras jovenes.

Asi, VIA se ha detectado en lechones en salas de maternidad cony sin signos clinicos
aun en presencia de anticuerpos calostrales (Loeffen y col., 2003; Kitikoon y col., 2006;
Corzoy col., 2012; Allerson y col., 2013, 2014; Panyasing y col., 2014; Diaz y col., 2015;
Cappuccio y col., 2017; Chamba Pardo y col., 2018, 2020; Garrido-Mantilla y col., 2019;
Ryt-Hansen y col., 2019).

En una granja, a partir de muestras de secrecion nasal se detect6 VIA en la mayoria
de los muestreos realizados en cerdos neonatales, pero no se detectdé en cerdas o
cachorras (Allerson y col.,, 2014). La importancia de los cerdos neonatales como
reservorio de VIA podria fluctuar con el tiempo y es afectada por las variaciones del
estado inmunoldgico del plantel reproductor (Allerson y col., 2014; Chamba Pardo y col.,
2018, 2020).

En granjas con infeccion endémica, se detectd VIA en cerdos desde los 3 ddv (dias
de vida) y se demostr6 que la mayoria de los cerdos positivos se habian infectado
durante las primeras 5 semanas de vida, cuando todavia tenian anticuerpos calostrales
(Ryt-Hansen y col., 2019). A su vez, en lechones predestete de granjas con infeccion
natural por VIA, las tasas de deteccion y la carga viral (estimada a través de los valores
de umbral de deteccion o Ct, de la gqRT-PCR o reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa en tiempo real) fueron mayores en comparacion con cerdos de
mayor edad (Garrido-Mantilla y col., 2019). Ademas, un virus genéticamente similar al
detectado en lechones de maternidad se identific en el sitio donde los cerdos fueron
trasladados luego del destete, demostrando el riesgo de transporte de VIA entre sitios o
granjas a través del movimiento de los cerdos destetados (Allerson y col., 2014).

Por otro lado, la poblacion de cerdas también constituye un reservorio de VIA y la
introduccion de cachorras de reposicion y la presencia de hembras jévenes en la sala
de maternidad podria desempefiar un papel importante en la persistencia de VIA en las
granjas (Larseny col., 2010; Fablety col., 2011; Diaz y col., 2015; Chamba Pardo y col.,
2018, 2020; Ryt-Hansen y col., 2019). Se ha propuesto que la fuente de infeccion mas

probable de los lechones en maternidad son las cerdas (Simon-Grifé y col., 2012;
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Garrido-Mantilla y col., 2019). Recientemente se detecto y aislo por primera vez VIA de
la piel de la ubre de las hembras en maternidad, probablemente derivado de las
secreciones nasales y orales que dejan los cerdos durante la lactancia, y se especulé
gue el contacto con la piel contaminada de las cerdas puede ser una via de transmision
de la influenza entre los lechones antes del destete (Garrido-Mantilla y col., 2019).

Por otro lado, se ha demostrado que diferentes VIA pueden co-circular en las
granjas de cerdos con infeccibn endémica por VIA, ampliando la complejidad
epidemiolégica de la enfermedad y predisponiendo a la aparicion de nuevos VIA
recombinantes (Simon-Grifé y col., 2012; Corzo y col., 2013b; Panyasing y col., 2016;
Chamba Pardo y col., 2017).

De este modo, la persistencia de VIA en las granjas tiene efectos econdémicos
significativos y amplias implicancias en Salud Publica por el riesgo de reordenamiento
y/o deriva genética, aparicion de nuevas cepas y su transmision a la poblacion humana
(Brown, 2002; Olsen, 2002; Ducatez y col., 2011; Lewis y col., 2016; Cappuccio y col.,
2017).

En Argentina, se considera que la forma endémica de infeccién por VIA es la
presentaciéon mas frecuente en las granjas porcinas intensivas y que el VIA HIN1 pdm

2009 es el subtipo predominante (Dibarbora y col., 2013; Cappuccio y col., 2017).

b. Distribucion anual de las infecciones por VIA en las granjas porcinas

Originalmente, la influenza porcina fue descripta como una enfermedad de
presentacién epidémica anual estacional durante los meses de otofio-invierno (Zell y
col., 2013). Sin embargo, actualmente, el comportamiento anual de la influenza en
cerdos parece variable (Kyriakis y col., 2011; Corzo y col., 2013b; Simon y col., 2014;
Diaz y col., 2015; Kaplan y col., 2015; Chamba Pardo y col., 2017).

En algunas zonas, especialmente aquellas donde las temperaturas estacionales
son muy divergentes (por ejemplo, en el centro-norte de los EE. UU.), aun bajo los
sistemas de produccién de confinamiento actuales, se observa un patrén estacional
con incrementos en otofio y picos en invierno y finales de primavera, de manera similar
al patrén de presentacion de influenza en las personas (Detmer y col., 2013; Janke,
2013; Chamba Pardo y col., 2017, 2020).

Sin embargo, con los métodos de produccion porcina contemporaneos que incluyen
el confinamiento de los cerdos y el control del ambiente, en otras regiones la
enfermedad puede presentarse durante todo el afio (Kyriakis y col., 2011; Corzo y col.,
2013b; Detmery col., 2013; Simon y col., 2014; Van Reeth y Vincent, 2019) con brotes
o incrementos en los casos mas probablemente durante los Ultimos meses de otofio y

primeros de invierno, cuando las temperaturas comienzan a disminuir (Diaz y col.,
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2015; Kaplan y col., 2015), aunque también se han reportado mayores tasas de
deteccién de VIA en cerdos en crecimiento durante primavera y verano, en
comparacion con los meses frios (Corzo y col., 2013b).

En Argentina la presencia de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA se ha
reportado a lo largo de todo el afio (Dibarbora y col., 2013; Pereda y col., 2011;
Cappuccio y col., 2017), e incluso se han identificado y aislado VIA en granjas durante

los meses de verano (Dibarbora y col., 2013; Cappuccio y col., 2017).

c. Virus deinfluenza A en las granjas porcinas argentinas

El primer reporte de deteccién de anticuerpos contra VIA en cerdos de Argentina,
surge de un estudio realizado entre los aflos 2000-2002 (Teodoroff y col., 2003).
Posteriormente, VIA fue identificado por inmunohistoquimica en muestras de pulmén
con lesiones de neumonia necrética obtenidas de dos cerdos de una granja de ciclo
completo (Pifieyro y col., 2006). Un estudio serolégico retrospectivo que evalué la
prevalencia seroldgica de VIA durante el afio 2002 sugirié que, al menos desde el afio
2002, en las poblaciones porcinas argentinas circularon cepas virales H1 y H3 humanas
0 porcinas con gran proximidad filogenética a las cepas humanas utilizadas en el
estudio. A pesar de la identificacién de anticuerpos contra VIA, en ese momento no se
report6 enfermedad clinica ni aislamiento viral en cerdos de nuestro pais (Pifieyro y col.,
2010).

El primer aislamiento reportado de un VIA en Argentina se obtuvo a partir de un brote
de enfermedad respiratoria clinica en una granja porcina, en noviembre de 2008. El
aislamiento obtenido fue un VIA H3N2 completamente humano (Cappuccio y col., 2011).
En junio-julio de 2009 se produjo el primer brote reportado de infeccién por VIA HIN1
pdm 2009 en una granja porcina de Argentina, probablemente como debido a la
transmision directa de humanos a cerdos (Pereda y col., 2010). Desde entonces, el VIA
H1IN1 pdm se considera endémico en las granjas porcinas de nuestro pais
(Dibarbora y col., 2013; Cappucio y col.,, 2017) y se han identificado eventos de
recombinacién en cerdos entre VIA HIN1 pdm 2009 y VIA porcinos HIN2, HIN1 y
H3N2 de origen humano (Pereda y col., 2011; Dibarbora y col., 2013; Dibarbora y
col., 2016; Cappucio y col., 2017).

La infeccién por VIA en Argentina no se limita s6lo a las granjas de produccion
intensiva. En un estudio seroldgico realizado en 55 criaderos de cerdos de menos de
100 madres ubicados en la regién norte, centro y sur del pais, el 80% de los
establecimientos fueron positivos a VIA H1 pdm 2009 y el 11% al H3 cluster 2 (Dibarbora
y col. 2017).
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d. Impacto econdémico y en Salud Publica

Sin bien es una enfermedad de baja mortalidad, la infeccion por VIA en las granjas
porcinas genera pérdidas econémicas para el sector productivo. En forma directa, las
pérdidas se deben a la menor ganancia diaria de peso (gdp) de los animales
ocasionadas por el cuadro febril, retrasando el tiempo en que los cerdos alcanzan el
peso de faena; a las muertes ocasionales y a los abortos en las hembras prefiadas
provocados por la fiebre (Olsen, 2002; Spickler, 2009; Dibarbora y col., 2013; Van Reeth
y Vincent, 2019).

Por otro lado, los VIA son agentes primarios del CRP. Pueden actuar junto con otros
virus y bacterias produciendo enfermedad respiratoria de mayor severidad y/o
predisponer a infecciones bacterianas asociadas las cuales incrementan la tasa de
mortalidad y/o aumentan los costos sanitarios por la necesidad de tratamientos con
antibiéticos (Olsen, 2002; Van Reeth y Vincent, 2019).

En relacion con la Salud Publica, como se menciono previamente, si bien el rol de
“recipiente mezclador” de los cerdos en la generacién de VIA recombinantes es menos
sustancial de lo que se creia, alin es reconocido el potencial zoonético de los VIA
porcinos y la generacion de VIA reagrupados en cerdos que, eventualmente, pueden
transmitirse a la poblacion humana (Pleschka, 2013; Jhung y col., 2013; Zell y col., 2013;
Van Reeth y Vincent, 2019).

Tanto las consecuencias econdmicas para el sector productivo porcino como el
riesgo para la Salud Publica por infecciones zoonaticas enfatizan la importancia de la

vigilancia y control de la influenza porcina (Detmer y col., 2013).

C. ENFERMEDAD EN LOS CERDOS
a. Signos clinicos

Se ha definido cierto patron general de la evolucion de la infeccidén y manifestaciones
clinicas de influenza en cerdos.

Luego de un periodo de incubacion breve (24-48 h), los cerdos desarrollan los signos
clinicos, que pueden durar entre 5-7 a 10 dias (Brown, 2000; Janke, 2013; Rajao y col.,
2013).

Uno a dos dpi puede presentarse hipertermia alta (40,5 ° C) con letargo y anorexia,
secrecion nasal y ocular serosa y estornudos (Janke, 2013; Rajao y col., 2013; Spickler,
2009; Van Reeth y Vincent, 2019). Ademas, si los cerdos son estimulados a moverse
pueden desarrollar taquipnea y disnea espiratoria (respiracion a contragolpe) notorias
(Janke, 2013). Como consecuencia del cuadro febril, las hembras prefiadas pueden
abortar (Spickler, 2009; Van Reeth y Vincent, 2019).
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Entre el 3-4 dpi, los cerdos comienzan a manifestar una tos profunda, de sonido
grave que, si no hay infecciones asociadas con otros agentes, suele ser minima, suave
y ocasional. Esta tos se produce como resultado de la extensa bronquitis y
bronquiolitis y es considerada el signo clinico distintivo de esta enfermedad (Janke,
2013).

Finalmente, dentro de las manifestaciones clinicas posibles, se ha reportado el
desarrollo de diarrea entre los dias 3y 7 pi (post infeccion) en cerdos infectados con
VIA HIN1 pdm 2009 (Lange y col., 2009).

Si bien la descripcién anterior puede tomarse como parametro de referencia en la
descripcion de las manifestaciones clinicas de influenza en cerdos, el patron de
comportamiento y las manifestaciones clinicas de infeccion por VIA no son constantes
y hay variaciones entre cepas, granjas y/o cerdos afectados (Brookes y col., 2010;
Detmer y col., 2013). Por ejemplo, luego de una infeccion experimental, los signos
clinicos que consistieron en estornudos leves y aumento transitorio de la temperatura
rectal duraron sélo 2 a 3 dpi (Weingartl y col., 2010). A su vez, hay VIA que cuando se
presentan sin otras infecciones asociadas, producen enfermedad leve, con escasos 0
nulos signos clinicos (Spickler, 2009; Detmer y col., 2013; Zell y col., 2013; Corzo y
col., 2014; Neira y col., 2016; Van Reeth y Vincent, 2019). En otras ocasiones, las
infecciones por VIA pueden presentarse con manifestaciones clinicas mas intensas
(Detmery col., 2013; Janke, 2013). Esto podria estar vinculado a cepas mas virulentas
(como por ejemplo los VIA triple recombinantes), o a la presencia de infecciones
bacterianas o virales asociadas (Spickler, 2009; Ma y col., 2010; Janke, 2013; Rajao y
col.,, 2013). Los virus mas virulentos suelen presentarse con fiebre mas alta o
prolongada (Janke, 2013). Cabe mencionar que, si bien la presencia de infecciones
concomitantes suele intensificar los signos y lesiones, no todas las infecciones por VIA
asociadas a otros agentes tienen presentaciones mas graves (Rajao y col., 2013).

Por otro lado, la infeccién por VIA no necesariamente se acomparia de todos los
signos y las lesiones macroscépicas y microscépicas tipicas (Vincenty col., 1997). En
algunos estudios, si bien todos los cerdos infectados experimentalmente presentaron
signos clinicos respiratorios, ninguno de ellos tuvo fiebre o sélo presentaron
temperatura corporal levemente elevada (Sreta y col., 2009; Weingartl y col., 2010).
Por el contrario, cerdos infectados con VIA pdm H1N1 presentaron una respuesta febril
significativa, con letargo a las 24 y 48 h pi que disminuyd al 3 dpi, pero no desarrollaron
tos ni disnea (Gauger y col., 2012).

A su vez, en condiciones de granja, otros patdgenos respiratorios y/o condiciones
ambientales pueden intensificar, enmascarar o producir signos clinicos y lesiones

macroscoépicas similares a las asociadas a influenza (Spickler, 2009; Detmer y col.,
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2013; Janke, 2013; Rajao y col., 2013). En un estudio de brotes agudos de infeccion
natural por influenza en granjas de produccién porcina no hubo un patrén comudn en la
presentacion y evolucién de los signos clinicos, lo cual podria estar relacionado con la
presencia de infecciones concomitantes o con factores particulares de las granjas
(Neiray col., 2016).

Aunque el uso de los signos clinicos y lesiones macroscopicas mejora la sensibilidad
de deteccion de otras enfermedades porcinas (Detmer y col., 2013), los reportes de la
correlacion entre signos clinicos y deteccion de VIA son diferentes entre estudios.

En un estudio transversal realizado en una granja porcina de Argentina en 2011 y
2012 no hubo correlacion entre los signos clinicos, el estado serol6gico y la deteccién
de VIA (Cappuccio y col., 2017).

Por el contrario, en un trabajo de revisién de articulos cientificos, se observé una
asociacion positiva entre la recoleccién de muestras de cerdos con manifestaciones
clinicas de enfermedad respiratoria y la deteccion de ARN de VIA por técnicas
moleculares y aislamiento viral, tanto en brotes agudos de infeccion (medias de 62,6 %
y del 54,9 %, respectivamente) como en los muestreos de vigilancia sanitaria (medias
de 20,7 % y 10,0 %, respectivamente). Las tasas de deteccion y aislamiento de VIA en
muestreos de animales sin manifestaciones clinicas fueron significativamente mas bajas
(medias de 4,7 % y 4,1 %, respectivamente) (Baudon y col., 2017).

En granjas de produccion porcina con brotes agudos de influenza se encontré una
asociacion entre la presencia de tos y los niveles de ARN de VIA en muestras de fluido
oral de cerdos, pero no hubo asociacion entre los signos clinicos y la deteccién de VIA
en el aire o en las superficies (Neira y col., 2016). En otro estudio en granjas con
infeccion natural en cerdos de 1 a 5 semanas de vida se encontré una asociacion entre
la presencia de signos clinicos respiratorios y la deteccion de VIA en muestras de
secrecién nasal, aunque el tipo de signo clinico y la edad de los cerdos asociados con
la deteccion de VIA varié entre criaderos (Ryt Hansen y col., 2019). Hubo correlacién
estadisticamente significativa entre las camadas positivas para VIA y el aumento en el
indice de tos a los 7 ddv en una de las granjas y la presencia de secrecidn nasal serosa
en lechones de 1 y 5 semanas de vida en otra. En otra granja no pudo establecerse la
existencia de asociacién entre la deteccion viral y los signos clinicos (Ryt Hansen y col.,
2019).

En granjas con infeccion endémica, las probabilidades de deteccién de ARN de VIA
a partir de muestras de secrecién nasal en cerdos de maternidad de 14-26 ddv fueron
significativamente mayores en aquellos animales con al menos un signo clinico de
enfermedad respiratoria (tos, estornudos, secrecién nasal y/o disnea) en comparacion

con los lechones sin signos clinicos al momento del muestreo. Sin embargo, en los
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lechones de <14 ddv se detectdé VIA en baja prevalencia (2 %) en ausencia de
manifestaciones clinicas compatibles con infeccibn por este agente (Allerson y
col.,2014).

Por otro lado, el uso de signos clinicos para detectar infecciones por VIA en los
cerdos requiere de la observacion de los animales, ya sea por un/a profesional
veterinario/a o por las personas que trabajan en la granja, capacitadas para eso (Detmer
y col., 2013). Cuando los signos clinicos son leves y se presentan en categorias donde
los monitoreos son limitados, pueden pasar desapercibidos (Valheim y col., 2011). En
cerdos de engorde con infeccion natural por virus HIN1 2009 pdm, a pesar de la
presencia de lesiones pulmonares multifocales en animales sacrificados, en 3 de 4
granjas estudiadas no habia antecedentes de observacién de signos clinicos tipicos
asociados con influenza (Valheim y col., 2011).

Finalmente, la deteccion de VIA puede producirse aun cuando no se observen
manifestaciones clinicas respiratorias en los cerdos, por lo que restringir los muestreos
a animales con signos clinicos puede impedir la deteccion de VIA subclinicos dentro de
la granja (Corzo y col.,, 2013b; Allerson y col., 2014; Baudon y col., 2017). Las
infecciones subclinicas pueden dar lugar a eventos de recombinacién y/o mutaciones
virales que pasen desapercibidos para los programas de vigilancia que no contemplen
el muestreo de animales asintomaticos. A su vez, el contacto con cerdos infectados
aparentemente sanos puede constituir un riesgo para las personas y para otras

poblaciones de cerdos (Corzo y col., 2013b; Baudon y col., 2017).

b. Lesiones macroscoépicas

La manifestacion macroscopica mas constante de la infeccion por el VIA sin
infecciones asociadas es la bronconeumonia de distribucién craneoventral (Janke,
2013, 2014). Las lesiones tienen un patrén lobulillar y consisten en areas atelectasicas,
deprimidas, firmes, de color rojo oscuro a rojo purpura (Spickler, 2009; Janke, 2013,
2014). La distribucion de estas lesiones generalmente es multifocal, con las areas de
lesion adyacentes y bien delimitadas respecto al tejido no afectado, tanto a nivel macro
como microscopico, aunque eventualmente pueden ser coalescentes (Janke, 2013).
Esta presentacion multifocal da al pulmén afectado un aspecto conocido como “pulmén
en tablero de ajedrez” (Caswell y Williams, 2016). Los lobullilos adyacentes al tejido
afectado pueden verse pélidos y enfisematosos (Spickler, 2009; Caswell y Williams,
2016). Ocasionalmente, pueden observarse escasas bullas enfisematosas
hemorragicas distendiendo los espacios interlobulillares (Janke, 2013).

La extensién de la lesién varia de acuerdo con la gravedad de la infeccion (Janke,

2013; Janke, 2014). En las infecciones mas leves, las lesiones se localizan en
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craneoventral de los l6bulos pulmonares craneal y medio y, ocasionalmente, en las
porciones craneoventrales de los Iébulos caudal y accesorio (Valheim y col., 2011;
Janke 2014; Caswell y Williams, 2016). En algunos cerdos, las lesiones pueden
aparecer en la region hiliar. En las infecciones mas severas o extensas, la mayoria o la
totalidad de los l6bulos pulmonares craneal y medio y las porciones craneoventrales de
los l6bulos caudales aparecen afectados (Janke, 2014).

En infecciones agudas graves a campo se ha informado la presencia de un pulmén
difusamente congestivo con marcado edema interlobulillar (que pueden esconder la
consolidacion lobulillar craneoventral) y abundante cantidad de espuma en la trdquea y
vias respiratorias mayores (bronquios) (Janke, 2014).

En casos no complicados, dos semanas después de la infeccion, el virus se elimina
y el tejido pulmonar se recupera (Janke, 2013).

Generalmente, la mucosa de la traquea y los bronquios esta hiperémica y
edematosa (Caswell y Williams, 2016). Los ganglios linfaticos traqueobronquiales y
mediastinicos pueden estar aumentados de tamafio y edematosos (Spickler, 2009;
Janke, 2013; Caswell y Williams, 2016).

Las lesiones macroscOpicas también pueden presentar variaciones respecto a lo
mencionado anteriormente. Algunas cepas de VIA producen lesiones mas severas que
otras (Spickler, 2009; Sreta y col., 2009; Trebbien y col., 2011). Ademas, la magnitud de
las lesiones varia con la progresion de la enfermedad (Sreta y col., 2009; Brookes y col.,
2010; Gaugery col., 2012) y, en los casos a campo, el desarrollo de bronconeumonia
bacteriana secundaria puede complicar o0 enmascarar las lesiones macroscopicas
tipicas de influenza porcina (Janke, 2013; Caswell y Williams, 2016). Por otro lado,
algunas cepas producen lesiones menos tipicas, como congestion severa, edema y
neumonia intersticial (Olsen, 2002; Lange y col., 2009; Janke, 2014; Casanova y col.,
2017).

Finalmente, otros agentes infecciosos pueden producir lesiones pulmonares
similares a las ocasionadas por los VIA. Los principales diagnésticos diferenciales de
neumonia lobulillar en los cerdos incluyen las neumonias causadas por Mycoplasma
hyopneumoniae, Mycoplasma flocculare y por Circovirus porcino tipo 2 (CVP-2)
(Valheimy col., 2011).

c. Lesiones microscoépicas

En las infecciones por VIA sin complicaciones o infecciones asociadas, la lesién
microscopica caracteristica de la fase aguda (1-3 dpi) que se presenta de manera
constante es la bronquiolitis y la bronquitis necrotizante (Janke, 2013, 2014; Schaefer y

col., 2013; Lépez y Martinson, 2017). En menor medida, también puede presentarse
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necrosis del epitelio alveolar (Janke, 2013; Caswell y Williams, 2016). Esta necrosis
epitelial se produce como consecuencia de la replicacion viral en el interior de las células
del epitelio respiratorio (Janke, 2013, 2014; Schaefer y col., 2013; Lépez y Martinson,
2017). Si bien la bronquitis y bronquiolitis necrotizante es la lesion histopatol6gica
caracteristica de VIA, si al momento de obtencién de la muestra ya habia transcurrido
la fase aguda de la infeccion, puede no estar presente en el examen histologico de los
pulmones (Gauger y col., 2012; Rajao y col., 2013).

Recientemente, se informé el hallazgo histopatol6gico de hiperplasia en las glandulas
submucosas bronquiales, con reaccion positva a VIA HIN1 mediante IHQ
(inmunohistoquimica), sugiriendo que el virus podria replicarse también en estas células
(Olaniyiy col., 2020).

La neumonia broncointersticial es el resultado, por un lado, del proceso inflamatorio
gue se desencadena en respuesta a la necrosis de las células epiteliales de los
bronquios y bronquiolos (Oldstone y col., 2013), y por el otro, de la proliferacién de los
neumocitos tipo Il que surge luego del dafio de las paredes alveolares y de la infiltracién
de células mononucleares en el intersticio, particularmente en relacién con las vias
aéreas (L6pez y Martinson, 2017). Inicialmente, se observa el desprendimiento de las
células epiteliales bronquiales y bronquiolares necroéticas y la presencia de restos
necréticos y neutrofilos en la luz de los bronquiolos (bronquitis y bronquiolitis neutrofilica)
y, en menor medida, en los alvéolos (Gaugery col., 2012; Schaefery col., 2013; Caswell
y Williams, 2016). La obliteracién de la luz de los bronquiolos que se produce como
consecuencia de la acumulacion de células y restos celulares causa atelectasia de las
porciones del parénquima pulmonar distales a ese bronquiolo (Schaefer y col., 2013).
Por otro lado, a medida que se desarrolla la respuesta inmune se observan agregados,
leves a moderados, peribronquiolares, perivasculares e intersticiales de linfocitos y
células plasméticas en una intensidad variable entre cerdos (Valheim y col., 2011;
Janke, 2013; Schaefer y col., 2013; Rajao y col., 2013; Caswell y Williams, 2016).
También se produce la acumulacién de macrdfagos y neutrofilos en los septos
alveolares y los alvéolos adyacentes.

La distribucion multifocal de las lesiones se caracteriza histolégicamente por
variacion en el grado de lesion de los lobulillos y la presencia de lobulillos no afectados
adyacentes a otros severamente dafiados, dentro de una misma seccién histopatoldgica
pulmonar. Lo anterior podria reflejar la distribucion irregular del virus inhalado a través
de las ramas del tracto respiratorio o la progresién de la infeccion hacia distal y proximal
de las vias respiratorias a lo largo del tiempo (Janke, 2013, 2014).

En muestras de pulmones de cerdos infectados naturalmente se encontrd asociaciéon

entre el hallazgo de bronconeumonia supurativa y bronquiolitis necrotizante y los
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resultados positivos a VIA mediante IHQ y/o gRT-PCR. A su vez, el grado de lesiones
en bronquios, bronguiolos y alvéolos fue mayor en los pulmones positivos a VIA que en
los negativos (Cappuccio y col., 2017).

En casos subagudos el epitelio bronquiolar necrético es reemplazado por nuevas
células epiteliales mediante la hiperplasia del epitelio de las vias respiratorias (bronquitis
y bronquiolitis epitelial proliferativa) que, en algunos casos, puede llevar a bronquiolitis
obliterantes (Schaefer y col., 2013; Caswell y Williams, 2016). En esta fase, puede
observarse al infiltrado linfocitico organizado en un patrén folicular (Schaefer y col.,
2013).

Se considera que las lesiones causadas por el virus de la influenza se pueden ver
hasta dos semanas después de la infeccion y que desaparecen por completo dos a tres
semanas post infeccion (Brookes y col., 2010; Janke 2013; Schaefer y col., 2013). Sin
embargo, experimentalmente ya a los 12 dpi no se encontraron lesiones
histopatoldgicas de infeccién por VIA (Sreta y col., 2009).

El tipo y magnitud de las lesiones encontradas histopatoldgicamente varia segun el
momento de infeccion (Valheimy col., 2011; Gauger y col., 2012; Rajao y col., 2013) y/o
la cepa viral involucrada (Sreta y col., 2009; Trebbien y col., 2011).

Por un lado, la presencia de neumonia intersticial y necrosis de las vias respiratorias
no es exclusiva de las infecciones por VIA; lesiones similares pueden ser provocadas
por otros agentes etioldgicos, como VPR (virus de la Pseudorrabia o enfermedad de
Aujeszky), CVRP (coronavirus respiratorio porcino), paramixovirus y ciertas bacterias
(Vincenty col., 1997; Rajao y col., 2013).

Por otro lado, en infecciones naturales a campo, puede ser frecuente la presencia
de coinfecciones con uno o mas patogenos (Valheimy col., 2011; Rajao y col., 2013).
Cuando se compararon los resultados obtenidos mediante el hallazgo histopatolégico
de lesiones microscoOpicas caracteristicas de infeccion por VIA con otras técnicas de
diagnéstico sobre 85 casos de enfermedad respiratoria porcina, se observé un acuerdo
del 74 % entre IHQ e histopatologia, un acuerdo de 70 % entre histopatologia y el AV
(aislamiento viral) y un acuerdo de 63 % entre la histopatologia y la IFA
(inmunofluorescencia). Los resultados negativos por IHQ, IFA o AV encontrados en
muestras de pulmoén que tenian lesiones histopatoldgicas caracteristicas de VIA,
podrian deberse a la ausencia de VIA en el momento de recoleccién de las muestras,
ya que la replicacion viral en el pulmén precede en varias horas al desarrollo de
lesiones, las cuales persisten varios dias (Vincent y col., 1997). También podria
tratarse de muestras de cerdos que se encontraban cursando la etapa de resolucion
de la enfermedad clinica. Finalmente, podrian ser lesiones ocasionadas por otros

agentes (Vincent y col., 1997; Rajao y col., 2013). Por otro lado, los cerdos positivos
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por IHQ, IFA 0 AV en los que no se observaron lesiones microscopicas caracteristicas,
podrian representar casos peragudos (Vincenty col., 1997).

También se ha informado que ademas del virus del Sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (SRRP), una variante antigénica del VIA porcino puede producir
neumonia necrética y proliferativa (NNP), caracterizada por la presencia de células
necroticas libres, material proteinaceo, macrofagos grandes en la luz alveolar,
proliferacion de neumocitos tipo Il y lesiones de bronquiolitis necrotizante. En algunos
casos también se pueden encontrar membranas hialinas en los alvéolos, células
gigantes multinucleadas y engrosamiento de los tabiques alveolares por la infiltracion
de células mononucleares (Larochelle y col., 1994).

Por altimo, se ha sugerido realizar la evaluacion microscépica de los pulmones en
forma rutinaria, aun cuando no se observen lesiones macroscopicas, ya que en
infecciones naturales se observaron lesiones histopatolégicas de necrosis bronquial y
bronquiolar moderadas a severas en pulmones y areas pulmonares sin lesiones

macroscopicas (Valheimy col., 2011).

D. METODOS DE MONITOREO Y DIAGNOSTICO DE VIA EN CERDOS

La seleccion e implementacién de métodos de diagnéstico de VIA debe realizarse
considerando el comportamiento de la infeccion por influenza en los cerdos y la
informacion que se desea recabar (Detmer y col., 2013).

Como se menciond anteriormente, se considera que en general, uno o dos dias
después de la infeccion con VIA, los cerdos desarrollan fiebre y comienzan a excretar
virus (Detmer y col., 2013; Janke, 2013). La excrecién viral nasal maxima sigue muy
de cerca el pico de la fiebre (principalmente entre 1 y 4-5 dpi), suele durar24a72hy
luego disminuye rapidamente (Detmer y col., 2013; Janke, 2013). El estrecho intervalo
de tiempo durante el cual se produce la excrecion nasal de VIA en los cerdos plantea
uno de los desafios mas importantes en el diagndstico de la influenza porcina (Janke,
2013).

Los anticuerpos comienzan a detectarse en suero a partir de los 10 a 14 dpi (Detmer
y col., 2013).

De este modo, se puede observar que existe un intervalo de tiempo después de la
infeccién en la que el virus fue eliminado, clinicamente el cerdo no parece infectado y

los anticuerpos aun no se han desarrollado (Detmer y col., 2013).
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Imagen 1
Esquema general de la dindmica individual de infeccion por VIA en cerdos.

Oh 24h A8k 6aBdias 10 a 14 dias

—
ot | |

Infeccion Excrecion viral nasal Eliminacicn viral SeroConversion

Fiebre

Imagen 1. Adaptado de Detmer y col. (2013).

Debido a que los hallazgos clinico-patolégicos son presuntivos y no confirmatorios
de la enfermedad, el diagnostico definitivo de influenza requiere de analisis
complementarios de laboratorio de las muestras recolectadas (Detmer y col., 2013).

Las pruebas de laboratorio complementarias comunmente utilizadas para el
diagnéstico de influenza A incluyen:

- pruebas para la deteccion de antigenos (proteinas) virales (IHQ, IFA),

- pruebas moleculares para la deteccion de material genético viral (RT-PCR),

- prueba para la deteccion de virus activo (aislamiento viral),

- pruebas seroldgicas para la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus

(IH, ELISA).

a. Pruebas de diagnéstico que detectan antigenos virales

a.1l. Inmunofluorescencia (IFA):

La inmunofluorescencia (IFA) se utiliza para detectar el antigeno de VIA en cortes
congelados de pulmén, células epiteliales nasales o en lavados broncoalveolares
empleando diferentes anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC,
por sus siglas en inglés) (Spickler, 2009; Detmer y col., 2013). La prueba se puede
completar en horas y, usando anticuerpos especificos, los VIA pueden subtipificarse
(Haines y col., 1993; Sandbulte y col., 2015).

Si bien inicialmente se habia demostrado que la IFA tenia una sensibilidad en la
detecciéon de VIA en muestras de cerdos comparable al aislamiento viral en huevos
embrionados (Pensaert y col., 1986), en un estudio posterior, el AV fue mas sensible
gue IFA directa empleando anticuerpos policlonales anti-VIA-P H1N1 en la deteccion de
VIA-P. En el mismo estudio, la IHQ usando anticuerpos monoclonales contra la
nucleoproteina viral presenté mayor sensibilidad que la IFA directa (Vincent y col.,
1997).

Dentro de las limitaciones de la IFA se encuentran el breve tiempo después de la
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infeccidn durante el cual estan presentes los antigenos de VIA en pulmén; la necesidad
de contar con tejidos frescos con minimos cambios autoliticos para los examenes (la
prueba es afectada por la autélisis); la extrema labilidad de la coloracién, ya que la
fluorescencia se desvanece rapidamente; la necesidad de contar con un microscopio
ultravioleta y la imposibilidad de contrastar simultdneamente con las coloraciones
convencionales utilizadas para la evaluacion histolégica, para estudiar los detalles
morfologicos de los tejidos en asociacion con la distribucién del virus (Haines y col.,
1993; Vincent y col., 1997).

a.2. Inmunohistoguimica (IHQ):

En la IHQ, se aprovecha la capacidad de los anticuerpos para unirse de manera
especifica con su antigeno. Mediante el empleo de anticuerpos especificos, la IHQ
permite demostrar la presencia de antigenos de VIA en cortes histopatolégicos (Haines
y col., 1993; Vincent y col., 1997; Sreta y col., 2009; Watanabe y col., 2012; Detmer y
col., 2013; Schaefer y col., 2013; Olaniyi y col., 2020).

La IHQ es una técnica relativamente rapida, econémica, facil de realizar que puede
llevarse a cabo en muestras de tejidos fijados con formalina e incluidos en parafina
(Haines y col., 1993; Vincent y col., 1997; Watanabe y col., 2012; Detmer y col., 2013;
Olaniyi y col., 2020).

Como la formalina es el fijador utilizado de rutina para el examen histopatoldgico de
los tejidos, se puede usar una misma muestra tanto para los estudios histopatolégicos
como para la IHQ. Ademas, la fijacion de las muestras en formol permite que puedan
ser transportadas para su procesamiento con un margen de tiempo mayor y sin la
necesidad de mantener cadena de frio, lo que resulta especialmente util en aquellos
casos en que las granjas se encuentran a grandes distancias del laboratorio de
diagnéstico. Por otro lado, si bien la fijacién prolongada en formalina puede tener efectos
adversos sobre la antigenicidad del tejido, el manejo rutinario de las muestras no parece
tener efectos nocivos significativos (Haines y col., 1993). A su vez, una vez que los
tejidos estan incluidos en parafina, las muestras pueden examinarse después porque
los antigenos que son detectados por este método han demostrado ser estables en
parafina durante 10 afios, lo que resulta Gtil para realizar estudios retrospectivos
(Vincent y col., 1997; Haines y col., 1993). Ademas, las muestras fijadas en formalina
son mucho mas faciles de trabajar que los materiales frescos o congelados (Watanabe
y col., 2012).

Por otro lado, a diferencia del aislamiento viral, la IHQ no requiere la manipulacion
de virus activo, por lo que el proceso es mas seguro (Watanabe y col., 2012). A su vez,

en comparacion con el aislamiento viral, la IHQ es mas rapida y puede completarse en
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uno o dos dias (Haines y col., 1993; Schaefer y col., 2013). Sin embargo, al igual que
con la IFA, los antigenos de VIA estan presentes en el tejido pulmonar durante un corto
tiempo después de la infeccion, lo que limita su capacidad de deteccion (Sandbulte y
col.,, 2015).

Los inmunomarcajes producidos en la IHQ son mas estables que los de la IFA.
Ademads, en la IHQ los preparados pueden observarse con un microscopio éptico
convencional y pueden ser contrastados con coloraciones convencionales como la
hematoxilina. Esto permite identificar la ubicacién del antigeno viral en las células
infectadas y su asociacion con las lesiones o detalles morfolégicos de los tejidos
(Haines y col., 1993; Vincent y col., 1997).

Con la IHQ, la presencia de antigenos virales puede demostrarse incluso cuando
también hay neumonia bacteriana secundaria. Ademas, a través de la automatizacion
de la técnica pueden procesarse grandes cantidades de muestras con relativamente
poca mano de obra (Haines y col., 1993).

Se han empleado diferentes protocolos de IHQ basados en anticuerpos
monoclonales y policlonales para la deteccion de VIA en muestras de pulmoén de cerdos
(Vincent y col., 1997; Jung y col., 2002; Janke, 2013; Olaniyi y col., 2020). Los
anticuerpos anti-NP permiten detectar antigenos de VIA, independientemente del
subtipo viral. En cambio, el empleo de anticuerpos anti-HA permite detectar subtipos de
VIA especificos (Detmer y col., 2013). La NP puede detectarse en el nlcleo y/o en el
citoplasma de las células infectadas (Jung y col., 2002; Haines y col., 1993; Vincent et
al. 1997, Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013), en tanto que el antigeno HA se
ubica en el citoplasma y en la superficie de las células con infeccién viral (Detmer y col.,
2013).

Mediante IHQ, los antigenos de VIA han sido detectados principalmente en las
células epiteliales de los bronquios y bronquiolos, tanto unidas a la membrana basal
epitelial como desprendidas, formando parte del exudado en la luz de las vias aéreas y
en los macréfagos alveolares (Jung y col., 2002; Janke, 2013; Casanova y col., 2017).
La tincion de macrofagos alveolares indica una fuerte captacion de particulas virales, ya
sea por fagocitosis directa del virus o por fagocitosis de células epiteliales infectadas
(Jung y col., 2002; Sreta et al. 2009; Rajao y col., 2013; Casanova y col., 2017). Las
diferencias entre cepas virales observadas mediante IHQ, especialmente en relacion
con la deteccién de antigeno viral en los macrofagos, podrian estar asociadas a las
variaciones encontradas en la capacidad de obtener aislamientos virales infecciosos a
partir de muestras del tracto respiratorio (Weingartl y col., 2010).

Con una frecuencia menor y variable segln los autores, también se han detectado

antigenos de VIA en los neumocitos tipo Il de los tabiques alveolares y en los
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macrofagos intersticiales (Vincenty col., 1997; Jung y col., 2002; Trebbien y col., 2011;
Janke, 2013; Schaefer y col., 2013; Olaniyi y col., 2020). Ademas, se ha reportado la
reaccion positiva mediante IHQ en las células epiteliales de las glandulas bronquiales
submucosas con cepas de VIA H1N1 (Sreta y col., 2009; Rajao y col., 2013; Olaniyi y
col., 2020) y H3N2 (Cappuccio y col., 2017).

Las diferencias en los sitios, extensién y duracién de la reaccién a la IHQ podrian
estar determinadas por las cepas virales involucradas en las infecciones y por el
momento en el curso de infeccion en que se realiza la obtencién de la muestra de
pulmén (Weingartl y col., 2010; Trebbien y col., 2011; Capuccio y col., 2017).

Considerando la relacién entre la deteccion de VIA por IHQ y los hallazgos
histopatoldgicos, en infecciones naturales los casos positivos a VIA se asociaron
positivamente con bronquiolitis necrotizante (93 %), atelectasia (85,2 %) vy
bronconeumonia purulenta (66,7 %), hiperemia (51,9 %) e hiperplasia de neumacitos
tipo 1l (37 %). Las lesiones histolégicas asociadas con menos frecuencia a IHQ positiva
a VIA fueron pleuritis (11,1 %) y la hiperplasia del TLAB (tejido linfoide asociado a los
bronquios) (7,4 %) (Watanabe y col., 2012).

En un estudio realizado por Vincent y col. (1997) a excepcion de la histopatologia, la
IHQ con anticuerpos monoclonales contra la NP viral fue la técnica de diagnostico que
detectd la mayor proporcion de muestras positivas a VIA, en comparacion con la IFA
(inmunofluorescencia directa empleando anticuerpos policlonales anti-SIV H1N1) y el
AV (aislamiento viral en huevos embrionados). Se encontré un acuerdo del 74 % entre
la IHQ e histopatologia, del 78 % entre la IHQ y el AV y del 75 % entre la IHQ y IFA
(Vincenty col., 1997).

Por el contrario, en muestras de cerdos con signos de infeccién respiratoria, a pesar
de la presencia de lesiones histopatoldgicas de neumonia intersticial con bronquiolitis
necrotizante caracteristicas de VIA, en mas de la mitad de los casos estudiados no se
demostré inmunomarcacion positiva para VIA. La mayoria de los casos donde la IHQ
fue negativa, las principales lesiones histol6gicas observadas fueron sugerentes de
lesién cronica (hiperplasia de neumocitos tipo Il, estructuras similares a pdlipos
alveolares o bronquiolares, hiperplasia del TLAB y pleuritis) (Watanabe y col., 2012). De
modo similar, en un estudio seroldgico e inmunohistoquimico realizado en Argentina, a
pesar de la detecciéon de anticuerpos contra VIA en cerdos de engorde y del hallazgo de
lesiones pulmonares de bronquiolitis necrotizante en dos granjas estudiadas, la IHQ
para VIA en estas muestras resulté negativa (Teodoroff y col. 2003).

En un estudio la sensibilidad de la IHQ fue similar al aislamiento viral en huevos
embrionados y permitié la deteccion de casos clinica e histolégicamente sospechosos

a influenza que no habian sido identificados como positivos a VIA por aislamiento
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(Haines y col., 1993). En muestras de cerdos infectados naturalmente, la IHQ fue mas
sensible que el aislamiento y, mientras que el VIA fue detectado por IHQ en el 93% de
las muestras, el virus se aislé mediante cultivo celular en células MDCK sélo en el 33 %
(Jung y col., 2002). A su vez, en muestras de cerdos infectados experimentalmente con
VIA porcinos la IHQ con anticuerpos monoclonales especificos contra la NP y la RT-
PCR fueron més sensibles que el aislamiento viral (Sreta y col., 2009).

En aquellos casos en los que se obtuvieron aislamientos de VIA de muestras de
pulmones, pero no se detectd el antigeno viral mediante IHQ, se sospeché que las
diferencias encontradas podrian deberse a variaciones entre las muestras procesadas
con cada técnica dentro de un mismo caso debido a la distribucién multifocal de las
lesiones (Haines y col., 1993; Vincent y col., 1997) y al mayor volumen de muestra
empleado y mayor sensibilidad del AV (Vincenty col., 1997).

En los tejidos en los que el antigeno es identificado por IHQ, pero de los cuales no
logra aislarse el virus, uno de los factores que debe considerarse es el estado de
conservacion de la muestra. Generalmente las muestras para IHQ son recolectadas y
fijadas en formalina poco después de la muerte o eutanasia del animal. En cambio, las
muestras frescas obtenidas para AV y/o IFA pueden continuar autolizandose llegando
al desprendimiento de las células epiteliales de las vias respiratorias o al deterioro de
las proteinas virales (Vincenty col., 1997).

A diferencia de los estudios anteriores, Swensony col. (2001) encontraron resultados
contradictorios entre el AV y la IFA respecto a la IHQ, con pobre acuerdo y baja
sensibilidad de la IHQ en relacion con el AV y la IFA indirecta en cerdos infectados
experimentalmente y eutanasiados el 5 dpi y consideraron que la fijacion de las
muestras en formalina durante mas de 48 h usada en el estudio podria haber afectado
los resultados de la IHQ.

En un estudio con cerdos infectados experimentalmente, la IHQ permitié la deteccién
de VIA durante un intervalo postinfeccion mayor que la RT-PCR de hisopos nasales. El
tiempo de deteccion del antigeno de VIA fue diferente de acuerdo con la cepa viral
utilizada. En cerdos infectados con H1IN1, la IHQ de muestras de pulmdn permitio la
deteccion de VIA en algunos animales hasta los 12 dpi, mientras que la RT-PCR para
deteccién del material genético de VIA-P en los hisopos nasales fue positiva hasta los 4
dpi. En los cerdos infectados con VIA H3N2, la IHQ fue positiva hasta los 4 dpi en
algunos animales y la RT-PCR de hisopos nasales fue positiva sélo a los 2 dpi (Sreta 'y
col., 2009). Coincidentemente, en muestras de pulmon de brotes de enfermedad
respiratoria, también se informé una mayor sensibilidad de la IHQ respecto a la qRT-
PCR para la deteccion de VIA en muestras de pulmén (Rajao y col., 2013). Por el

contrario, el examen por gRT-PCR de hisopos de la traguea y un bronquio principal
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detectd mas cerdos infectados con el VIA que la IHQ de pulmon, trdquea y ganglio
linfatico traqueobronquial. En este Gltimo estudio, se considerd que la mayor sensibilidad
observada mediante la qRT-PCR podria deberse al sitio de recoleccion de los hisopos,
ya que en el tracto respiratorio superior (trAquea y un bronquio principal) drenarian y se
acumularian células infectadas de todo el pulmén (Valheim y col., 2011).

La incapacidad para detectar el antigeno viral mediante IHQ en animales infectados
por VIA, podria deberse al corto periodo de tiempo después de la infeccién durante el
cual los antigenos son detectables en el pulmén (a veces, durante sélo 72 h después de
la infeccion) (Watanabe y col., 2012) y/o a la labilidad del antigeno de VIA, el cual puede
ser afectado, por ejemplo por la fijaciéon prolongada en formalina que desnaturaliza los
antigenos (Larochelle y col., 1994; Swenson y col., 2001; Jung y col., 2002; Watanabe
y col., 2012).

Los antigenos de VIA podrian detectarse mejor por IHQ en la fase aguda de la
enfermedad, durante las primeras horas o dias de infeccion, mientras que, en la fase
subaguda a cronica de la enfermedad, los resultados mediante IHQ generalmente son
negativos ya que no hay suficiente antigeno viral para ser detectado por esta técnica
(Watanabe y col., 2012; Schaefer y col., 2013). Para lograr mejores resultados, el tejido
pulmonar debe recogerse al inicio de la aparicion de signos clinicos y fijarse con
formalina tamponada al 10% (Haines y col., 1993).

Sin embargo, si bien la deteccién de VIA mediante IHQ se asocia generalmente con
la fase aguda de la enfermedad, la extensién de la deteccién de VIA mediante IHQ fue
diferente de acuerdo con la cepa viral involucrada (Sreta y col., 2009). Generalmente, la
deteccién se produce entre 1 a 5-7 dpi (Kitikoon y col., 2006; Weingartl y col., 2010;
Gauger y col.,, 2012; Schaefer y col.,, 2013). Sin embargo, se ha observado
inmunomarcaje de escasas células infectadas hasta 12 (Sreta y col., 2009) y 13 dpi
(Weingartl y col., 2010). En cerdos infectados experimentalmente con VIA H1N1, no se
detectd antigeno viral en ningun cerdo a los 21 dpi (Kitikoon y col., 2006; Gauger y col.,
2012).

Cuando se comparan los hallazgos obtenidos de muestras de pulmén procesadas
por diferentes técnicas, debe tenerse en cuenta que la distribucion multifocal de las
lesiones puede dar lugar a variaciones en los hallazgos entre muestras de un mismo
caso, influir en la deteccién o no del VIA y contribuir a resultados discordantes entre las
técnicas estudiadas, lo que enfatiza la necesidad de examinar multiples muestras de
tejido de cada caso (Haines y col., 1993; Vincent y col., 1997; Swenson y col., 2001,
Brookes y col., 2010).
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b. Pruebas de diagnoéstico gue detectan acido nucleico viral: reaccién en

cadenade la polimerasa con transcriptasa reversa (RT- PCR):

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por las siglas en inglés de
Polymerase Chain Reaction) fue descripta por primera vez en 1985 (Detmer y col.,
2013). Consiste en la amplificacion enziméatica in vitro de un segmento especifico de
ADN (&cido desoxirribonucleico). El nuevo ADN copiado en un ciclo sirve como molde
para el ciclo siguiente de amplificacidn, por lo que el nimero de copias del segmento de
ADN especifico se incrementa en forma exponencial a través de ciclos sucesivos de
copiado por la accién de la enzima ADN polimerasa. De este modo, la sensibilidad
diagnostica de la PCR es muy alta (Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013).

En el caso de los agentes infecciosos cuyo material genético es ARN, como sucede
con los VIA, la PCR requiere un paso enzimatico previo, donde a través de la accion de
una enzima transcriptasa reversa, el ARN es transcripto a una molécula de ADN
complementario (ADNCc). Este ADNc luego es usado como molde en la reacciéon de PCR.
Por este motivo, el ensayo se denomina RT-PCR (del inglés Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) o reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (Detmery col., 2013).

La RT-PCR convencional es una técnica cualitativa donde los segmentos de ADN
obtenidos se asocian a un marcador fluorescente y se corren por electroforesis en un
gel, que luego es observado mediante un transiluminador. Los resultados pueden
obtenerse dentro de las 18 horas (Schaefer y col., 2013).

En 1992 surgié la PCR en tiempo real (QRT-PCR) (Higuchi et al. 1992), la cual
posibilita la visualizacién de la deteccion del ARN a medida que el acido nucleico viral
se amplifica ("en tiempo real"). Esto permite obtener resultados mas rapidos
(aproximadamente en dos horas) y evita la manipulacién posterior del material genético
amplificado, disminuyendo los riesgos de contaminacion. Ademas, la qRT-PCR
permite cuantificar la carga viral en la muestra (Schaefer y col., 2013).

Si bien el aislamiento viral sigue siendo la prueba estandar de oro para los VIA, la
RT-PCR y qRT-PCR son técnicas precisas, rapidas y sensibles que se pueden usar
para analizar una gran cantidad y variedad de muestras en relativamente poco tiempo
(Detmer y col., 2013). Sin embargo, la principal desventaja de las técnicas de biologia
molecular es que detectan la presencia de ARN viral pero no determinan si el virus es
viable o no (Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013).

Ademas de que la RT-PCR y qRT-PCR permiten establecer si una muestra es
positiva/negativa para la presencia de ARN de VIA, también se pueden emplear para
determinar el subtipo viral presente (Detmer y col.,, 2013; Schaefer y col., 2013;

Sandbulte y col., 2015). A su vez, a través de la RT-PCR se pueden secuenciar los
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segmentos genéticos de los VIA los cuales luego pueden se examinados y comparados
con otras secuencias para conocer las relaciones evolutivas y geogréaficas de los virus
de influenza a lo largo del tiempo (Detmer y col., 2013).

Para llevar a cabo las reacciones de PCR y RT-PCR, es necesario purificar
previamente el material genético de las muestras que se desea analizar.
Técnicamente, el proceso se denomina “extraccion o purificacion de ADN o ARN” y
consiste en la liberacion inicial del acido nucleico del interior de las células u
organismos en la muestra por lisis, la separacién del material genético del resto de
elementos de la muestra y su purificacion (Thatcher, 2015).

Para la extraccion pueden emplearse diferentes técnicas, como la extraccién
liquido-liquido o extraccidn orgénica y la extraccion liquido-sélido o extraccion en fase
sélida (Thatcher, 2015).

En la extraccidn organica los acidos nucleicos se separan de otras moléculas
(lipidos, proteinas) por solubilidad diferencial en liquidos inmiscibles. La técnica
desarrollada inicialmente utilizaba fenol mezclado con cloroformo y alcohol isoamilico.
El fenol desnaturaliza las proteinas, que permanecen en la fase organica, mientras que
los acidos nucleicos estan en la fase acuosa. Luego el 4cido nucleico en la fase acuosa
se precipita con etanol para eliminar el fenol residual y obtener un producto limpio y
concentrado (Steward y Culley, 2010; Thatcher, 2015). Posteriormente, se desarroll6
un procedimiento de extraccién organica modificado que emplea una mezcla de fenol
y tiocianato de guanidina para la extraccion y recuperacion de ARN, ADN y proteinas
de la misma muestra a partir de una amplia variedad de tejidos (Chomczynski y
Sacchi., 1987; 2006). En condiciones éacidas, el ARN total permanece en la fase
acuosa superior, mientras que el ADN y la proteina se reparten en la interfase o en la
fase organica inferior. Para recuperar el ARN, se extrae la fase acuosa y se lo precipita
mediante la adicién de isopropanol (Chomczynski y Sachi, 2006). La mezcla de
reactivos para la extraccion organica puede adquirirse comercialmente (TRIzol™ y
TRIzol LS™, Invitrogen™; TRI Reagent®, Molecular Research Center, inc, entre otros)
(Steward y Culley, 2010).

Por otra parte, los métodos de extraccion en fase sélida aprovechan la union
selectiva de los acidos nucleicos a la silica en condiciones de alta concentracion de sal
y bajo pH. ElI material genético queda unido y otras sustancias (como lipidos y
proteinas) que no se adhieren a la silica son removidas por enjuagues sucesivos.
Posteriormente, se realiza la elucién y recuperacién de los acidos nucleicos a baja
concentracion de sales. Este fendmeno es la base de una amplia variedad de kits
comerciales de extraccion que utilizan una membrana impregnada de silica (Steward
y Culley, 2010; Thatcher, 2015).
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Mas recientemente se han desarrollado kits comerciales de extraccion que utilizan
perlas magnéticas, especialmente U(tiles para muestras de liquidos con baja
concentracién de material genético o que contienen inhibidores de la PCR (Detmer y
col.,, 2013).

Se considera que los procedimientos de extraccién organica producen ARN de alta
calidad a partir de diferentes tipos de muestras, incluidos tejidos frescos y fijados en
formol e incluidos en parafina y fluidos corporales. Sin embargo, son laboriosos, deben
realizarse en una campana extractora y generan desechos quimicos peligrosos
(Detmery col., 2013; Thatcher, 2015).

Por su parte, los métodos de extraccion en fase sélida se han convertido en uno de
los métodos mas comunes de extraccion y purificacion de acidos nucleicos debido a
gue incluyen relativamente pocos productos quimicos peligrosos, requieren menor
manipulaciéon manual (lo que reduce en gran medida la posibilidad de contaminacién),
son rapidos de realizar, son mas sensibles y tienen capacidad de automatizacion
(Steward y Culley, 2010; Detmer y col., 2013; Dimitrov y col., 2014; Singh y col., 2015;
Thatcher, 2015).

En muestras de sangre y tejidos porcinos procesadas para la deteccién de ARN de
VPPC (virus de la Peste Porcina Clasica) mediante gRT-PCR y/o RT-PCR, la
extraccion orgéanica con TRIzol LS™ (Invitrogen™) y TRI® reagent (Sigma-Aldrich)
obtuvo constantemente el mayor rendimiento de ARN (Deng y col., 2005; Singh y col.,
2015). En un estudio donde se evaluaron seis métodos de extraccion de ARN en
muestras de sangre y tejidos para deteccion de ARN del VPPC, todos los kits de
extraccién permitieron recuperar suficiente ARN para obtener resultados positivos
mediante gRT-PCR, y todo el ARN, excepto el extraido de la sangre con el reactivo
TRIzol LS™ arrojo también resultados positivos para VPPC por RT-PCR convencional
(Deng y col., 2005). Recientemente, Nirmala y col. (2021) lograron detectar ARN de
VIA y VSRRP (Virus del Sindrome respiratorio reproductivo porcino) en muestras de
filtros de aire de granjas de cerdos mediante gRT-PCR con el uso de TRIzol LS™, en
comparacion con la extraccion con MagMAX™ Viral RNA Isolation Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA), que usa la tecnologia de perlas magnéticas. En muestras
de liguido alantoideo de huevos de gallina embrionados infectados con virus de la
enfermedad de Newcastle, hubo una diferencia significativa en los valores de Ct entre
TRIzol LS™ y el kit Qiagen® RNeasy Mini Kit en comparacién con el kit de aislamiento
de ARN viral MagMAX™ pero no hubo diferencia significativa en la sensibilidad entre
Qiagen® RNeasy Mini Kity TRIzol LS™ (Dimitrov y col., 2014).

Los kits de extraccion de fase sélida parecen tener ventajas respecto a los métodos

organicos en la pureza del ARN obtenido (relacion A260/A280), la menor
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contaminacion con ADN genomico y menor concentracion de sustancias inhibidoras,
las cuales pueden tener efectos en el resultado final de la RT-PCR (Deng y col., 2005;
Singh y col., 2015). En muestras de sangre y tejidos porcinos procesadas para la
deteccion de ARN de VPPC mediante qRT-PCR y RT-PCR, la extraccion con TRIzol
LS™ (Invitrogen™) obtuvo constantemente el mayor rendimiento de ARN, mientras
qgue el kit RNAqueous™ (Ambion™) presentd la mayor relacion A260/A280 para la
mayoria de las muestras y con los kits NucleoSpin® RNA 1l (BD Biosciences) y
GenElute™ Mammalian Total RNA Kit (Sigma-Aldrich) el ARN obtenido tenia
probablemente menor contaminacion con ADN gendémico (Deng y col., 2005). En
muestras de tejido de cerdos, la extraccion de ARN para deteccién de VPPC con TRI®
reagent (Sigma-Aldrich) produjo el mayor rendimiento de ARN, mientras que la pureza
media del ARN (A260 / A280) fue superior empleando el kit de membrana RNeasy®
mini kit (Qiagen®). Sin embargo, segun el rendimiento de la amplificacion por RT-PCR,
el ARN que se extrajo con High pure RNA tissue kit (Roche) produjo los mejores
resultados, mostrando las mayores intensidades de amplificacion en la RT-PCR en
todos los grupos de muestras, lo que indicaria pureza del ARN y un nivel reducido de
inhibidores de PCR (Singh y col., 2015).

En el mercado hay disponibles diferentes técnicas y kit comerciales para la
extraccion de material genético (Detmer y col., 2013; Thatcher, 2015). La seleccion del
método mas apropiado depende del tipo de muestra, del tipo de material genético que
se desea extraer (ADN o ARN) y de la pureza del acido nucleico requerida (Steward y
Culley, 2010; Detmer y col., 2013).

Si bien la PCR y RT-PCR son técnicas altamente sensibles, pueden presentarse
resultados falsos negativos como consecuencia de mutaciones en el acido nucleico
viral, degradacién del material genético viral en las muestras clinicas y/o presencia de
compuestos que afectan la reaccién de PCR o RT-PCR, conocidos como inhibidores
de PCR (Chittick, 2012).

Los inhibidores de la PCR son sustancias que afectan las reacciones enzimaticas
de la PCR y RT-PCR, impidiendo que estos ensayos alcancen su potencial de
amplificacién y que el producto final obtenido sea proporcional a la cantidad inicial de
ADN o ARN en la muestra (Chittick, 2012). Las sustancias inhibidoras de la PCR a
menudo consisten en elementos propios de la muestra que no logran ser removidos o
neutralizados durante el proceso de extraccién. Cada tipo de muestra tiene inhibidores
enddgenos unicos, lo que se conoce como el "efecto de muestra" (Chittick, 2012;
Thatcher, 2015). En el caso particular de las muestras de fluido oral porcino, aunque
no se conoce con exactitud el tipo y origen de los inhibidores de la PCR presentes,

estas sustancias podrian representar un peligro importante para la sensibilidad de la
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técnica, ya que se trata de una matriz donde se encuentran restos de saliva, heces y
alimento, entre otras sustancias, y cada una de ellas tiene sus propias sustancias
inhibidoras de la PCR (Chittick, 2012).

El control de las sustancias inhibidoras es un prerrequisito para lograr una PCR o
RT-PCR eficaz. Algunas de estas sustancias son removidas durante el proceso de
extraccion de ARN. Sin embargo, luego de la extraccion aun pueden quedar restos de
sustancias inhibidoras e incluso, algunas pueden llegar concentrarse durante la
extraccién por coprecipitacion con los acidos nucleicos (Chittick, 2012). En un estudio
realizado con muestras de sangre para la deteccién de VPPC mediante gqRT-PCR en
cerdos infectados experimentalmente, ninguno de los ocho kits comerciales de
extraccién de ARN, seis de los cuales estaban basados en columnas de silicay 2 eran
kits basados en perlas magnéticas, pudo eliminar completamente los inhibidores de la
PCR de la sangre (Das y col., 2011). Por estos motivos, se ha sugerido diluir el
producto final de la extraccion (templado) antes de realizar la RT-PCR (Deng y col.,
2005; Chittick, 2012). ElI ARN extraido a partir de muestras de sangre con TRIzol LS™
sé6lo resulté positivo en la RT-PCR para deteccion del VPPC cuando se diluyé a
concentraciones de 1: 2, 1: 4 o hasta 1:64 en agua libre de nucleasas, indicando que
la solucién de ARN original contenia sustancias inhibidoras de la RT-PCR (Dengy col.,
2005). Para los templados obtenidos de cada tipo de muestra, debe determinarse el
nivel de dilucién apropiado, buscando el equilibrio éptimo entre la dilucion del templado
y la dilucion de los inhibidores (Chittick, 2012).

Por otro lado, debido a que la causa mas comun de inhibicién general de la RT-
PCR seria la inhibiciéon de las enzimas ADN polimerasa y retrotranscriptasa, se ha
sugerido incrementar la concentracion de las enzimas empleadas en dicha reaccién
para superar los efectos de las sustancias inhibidoras. En un estudio con muestras de
fluido oral para deteccion de ARN de VSRRP, la extraccion de un volumen mayor de
muestra junto con un incremento de los volumenes de los reactivos de purificacion de
ARN en la extraccién, seguida de un aumento de la concentracién de enzima en la RT-
PCR mejor6 significativamente la deteccion de VSRRP (Chittick, W. 2012).

Ademas, las diferencias en la resistencia al efecto de los inhibidores de las
diferentes ADN polimerasas empleadas serian responsables de las variaciones en los
resultados obtenidos luego de la qRT-PCR y RT-PCR (Deng y col., 2005).

La deteccion del material genético (ARN) de VIA mediante RT-PCR y gRT-PCR
puede realizarse a partir de diferentes muestras, recolectadas en animales vivos y/o
cadaveres, como: secrecion nasal, secrecidn traquebronquial, cortes de pulmon, fluido

oral, etc. (Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013; Sandbulte y col., 2015).
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b.1. Hisopos nasales

El tipo de muestra empleada mas frecuentemente para el diagnéstico ante mortem
de VIA, ha sido la muestra de secrecion nasal obtenida mediante el empleo de hisopos
nasales de individuos con infeccion aguda (Detmer y col., 2013; Van Reeth y Vincent,
2019).

El hisopo es introducido y rotado suavemente dentro de cada una de las fosas
nasales para recoger las secreciones y el epitelio superficial de la mucosa de las fosas.
La maniobra debe realizarse con cierto cuidado ya que, si el hisopo se introduce a
demasiada profundidad o la rotacion es demasiado agresiva puede producir sangrado.
Ademas de la lesion provocada a los cerdos, la sangre puede interferir con las pruebas
de deteccién de VIA (Sandbulte y col., 2015).

Las muestras de secrecion nasal permiten detectar la excrecion nasal de VIA que
tiene lugar durante la fase aguda de la infeccién o periodo febril de la enfermedad,
principalmente entre 1y 4-5 dpi (Janke, 2013). El acotado tiempo de deteccion plantea
uno de los desafios méas importantes en el diagnéstico de VIA en este tipo de muestras
(Janke, 2013; Van Reeth y Vincent, 2019).

A su vez, el tiempo de deteccion del ARN de los VIA en muestras de secrecién nasal
varia entre estudios, con intervalos de deteccién de hasta 2, 4 (Sreta y col., 2009), 6
(Decorte y col., 2015), 7 (Van Reeth y Vincent, 2019), 9 (Weingartl y col., 2010, Loeffen
y col., 2011) o 14 dpi (Loeffen y col., 2011). Esto podria estar asociado a diferencias en
la duracion del periodo de excrecion entre cepas virales de influenza (Sreta y col., 2009).
Sin embargo, también se han observado diferencias entre animales infectados con la
misma cepa, aun entre cerdos sin inmunidad previa contra VIA (Brookes y col., 2010).
Finalmente, también podria estar vinculado con variaciones en las capacidades técnicas
de los diferentes grupos de investigacion para detectar el ARN de VIA en las muestras
analizadas (Baudon y col., 2017).

Ademads, incluso en animales infectados experimentalmente, la deteccion de ARN
viral mediante qRT-PCR de muestras de secrecién nasal puede ser intermitente, con
algun dia sin deteccién, precedido y seguido por detecciones (Vincent y col., 2010;
Loeffeny col., 2011).

También la inmunidad de los cerdos al momento de la infeccion influye en los niveles
de deteccidon de VIA en muestras de secrecion nasal. En cerdos con inmunidad previa
por vacunacion la excrecion viral es de menor magnitud y duracién que en cerdos sin
vacunacion y se observan diferencias entre los animales vacunados segun el nivel de
inmunidad alcanzado (Romagosay col., 2012).

Un estudio permitié determinar que la gRT-PCR en muestras de hisopos nasales

procesadas en grupos era altamente especifica (100 %) y la sensibilidad oscilaba entre
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el 88 %y el 100 %, en comparacion con el aislamiento viral de muestras individuales de
hisopos nasales (Landolt y col., 2005).

En otra investigacion, la tasa de deteccion de VIA mediante gqRT-PCR de muestras
de secrecion nasal fue de 13,2 %, lo que correspondi6 a 43 % de corrales con al menos
un animal positivo en un dia de recoleccion determinado (Romagosa y col., 2012).

En un estudio transversal en lechones de maternidad, usando un tamafio de muestra
de 60, las tasas de deteccion de ARN de VIA en muestras de secrecion nasal variaron
segun la edad de los cerdos y la presencia o no de manifestaciones clinicas. En cerdos
<14 ddv VIA las tasas de deteccion fueron del 2 %y 0 % en el primer y segundo evento
de muestreo, respectivamente. En lechones de 14 a 26 ddv las tasas de deteccion
fueron del 10 %, 7 % y 0 % en el primer, segundo y tercer evento de muestreo,
respectivamente (Allerson y col.,2014). A partir de muestras de secrecién nasal
recolectadas de lechones préoximos al destete (17 a 24 ddv) VIA se detectd en el 25 %
(75/305) de los eventos de muestreo y las probabilidades de que los grupos de cerdos
dieran positivo fueron significativamente menores en aquellas granjas donde se aplicaba
vacunacion contra VIA (16 %) en comparacion con aquellas donde no se realizaba
vacunacion (40 %) (Chamba Pardo y col., 2020).

Mediante muestras de secrecion nasal obtenidas de cerdos de cuatro lotes de cada
una de tres granjas con infeccion endémica por VIA a los 7, 21, 35 y 70-84 ddv, se
observaron diferencias en las tasas de deteccion totales y por edades encontradas en
cada granja, asi como también en las tasas de deteccion en los distintos momentos de
muestreo entre diferentes lotes dentro de una misma granja. En las tres granjas, de los
16 grupos de 5 muestras de secrecidon nasal resultaron positivos para VIA el 25 %, 20y
50 % a los 7 ddv; el 50 %, 33 % y 37,5 % a los 21 ddv; el 18,7 %, 46,7 %y 62,5 % a
los 35 ddv, respectivamente, mientras que a los 70- 84 ddv solo fue positivo un grupo
de hisopos nasales (6,6 %) de una granja (granja 2). El porcentaje de grupos de hisopos
nasales positivos a VIA por granja fue de 69 %, 80 % y 87,5 %. Ademas, en la granja 1
el valor promedio de Ct de las muestras positivas aumento con la edad. Por el contrario,
en las otras dos granjas, a los 35 ddv, coincidentemente con el pico de individuos
infectados, se detectaron los valores medios de Ct mas bajos (Ryt-Hanseny col., 2019).

En otro estudio, el ARN de VIA se detecté en muestras de secrecion nasal de cerdos
de 4 hasta 30 a 32 semanas de edad. La edad promedio en los grupos positivos fue de
12,4 + 5,2 semanas y en los grupos negativos fue de 13,9 + 5,8 semanas. Sin embargo,
la edad no fue un predictor estadisticamente significativo del resultado para VIA en las
muestras de secrecion nasal. El nUmero de grupos positivos por granja oscilé entre 1y
18 con un promedio de 31% (Corzo y col., 2013b).
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Al tratarse de muestras obtenidas a partir de cerdos individuales, cuando la
prevalencia de la enfermedad dentro de las granjas es baja, es necesario recolectar y
procesar un nimero elevado de muestras. Esto puede representar una limitacion técnica
y econdmica, restringiendo la realizacion de programas de vigilancia sanitaria dentro de

las granjas (Romagosay col., 2012; Detmer y col., 2013; Garrido-Mantilla y col., 2019).

b.2. Hisopos orofaringeos

Los hisopos orofaringeos son una alternativa a los hisopos nasales. Se recolectan
introduciendo un hisopo desde la cavidad oral hasta la faringe de los lechones (Garrido-
Mantilla y col., 2019).

Empleando hisopos orofaringeos el ARN de VIA se detect6 10 (Loeffen y col., 2011)
a 11 dpi. En este dltimo caso, en algunos animales la deteccién fue intermitente (Lange
y col., 2009). Por otro lado, a través de un estudio experimental con cepas de VIA HIN1
pdm 2009 se ha reportado el mismo intervalo de deteccion entre hisopos orofaringeos
e hisopos nasales, pero con niveles de deteccion de VIA menores con los hisopos
orofaringeos que con las muestras de secrecion nasal (Weingartl y col., 2010).

En cerdos vacunados con una vacuna comercial e infectados experimentalmente la
detecciéon de ARN viral mediante hisopos orofaringeos fue afectada significativamente,
con un nivel e intervalo de deteccién menor que en animales no vacunados, mientras
gue en muestras de secrecion nasal la tendencia de la vacunacién a afectar la deteccion
viral fue menor y no significativa (Loeffen y col., 2011).

Recientemente, al evaluar diferentes estrategias para el monitoreo de VIA en
lechones predestete de granjas porcinas, la proporcién de muestras positivas a qRT-
PCR fue mayor para los hisopos orofaringeos en comparacion con los hisopos o toallitas
nasales, con tasas de deteccion de 78 %, 55 % y 53 %, respectivamente. La
concordancia entre hisopos orofaringeos e hisopos nasales fue moderada (K= 0,597)
(Garrido-Mantilla y col., 2019).

Si bien son mas faciles de obtener, especialmente en lechones, al igual que con los
hisopos nasales, una de las limitaciones de las muestras de hisopos orofaringeos es la
necesidad de recolectar muestras individuales, lo que implica la manipulacién de los
cerdos y el procesamiento de un numero elevado de muestras, especialmente si la

prevalencia esperada en la granja es baja (Garrido-Mantilla y col., 2019).

b.3. Fluido oral con cuerda

Las muestras de fluido oral estan constituidas por saliva y otros componentes de
origen no salival, como trasudacién de la mucosa oral y de plasma, componentes

inflamatorios, anticuerpos, secreciones bronquiales y nasales, bacterias y virus y
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células epiteliales (Romagosa y col., 2012; Detmer y col., 2013; Hernandez-Garcia y
col., 2017). También contienen otros materiales como restos de alimento,
contaminacion ambiental y heces. Resulta una muestra muy interesante para el
diagnostico, ya que, en determinadas circunstancias, se pueden detectar anticuerpos
y/o patdgenos producidos localmente o derivados del sistema circulatorio (Prickett y
Zimmerman, 2010). Sin embargo, la diversidad de su composicion, si bien amplia su
alcance para la deteccién de agentes infecciosos, implica algunos desafios en su
procesamiento de laboratorio (Hernandez-Garcia y col., 2017).

Prickett y col. (2008) describieron un método para recolectar de manera eficiente
muestras de fluidos orales de cerdos en corrales usando cuerdas de algodon. La
técnica descripta consiste en atar las cuerdas en el corral, a la altura del hombro
(articulacion escapulohumeral) de los cerdos, en un area limpia y lejos del alimento y
el agua. Se permite que los cerdos mastiquen la cuerda durante aproximadamente 30
minutos para que depositen el fluido oral en ella. Luego, el fluido se extrae exprimiendo
la cuerda en una bolsa de recoleccion. Posteriormente, el liquido obtenido es colocado
en tubos de transporte para su remisién al laboratorio.

Si bien el algoddn ha demostrado ser el material que absorbe el mayor volumen de
fluido oral, también se han empleado exitosamente cuerdas de poliéster (Decorte y
col., 2015).

Los porcinos investigan y mastican naturalmente los objetos nuevos introducidos
en los corrales (Prickett y col., 2008). La obtencion de muestras de fluidos orales
mediante el empleo de cuerdas aprovecha ese comportamiento exploratorio natural de
los cerdos, quienes, al interactuar y jugar con la soga, la muerden y humedecen con
los fluidos orales (Prickett y col., 2008; Romagosa y col., 2012; Decorte y col., 2015).
Ademas, tiene la ventaja adicional de mantener la bioseguridad dentro de las granjas,
ya que puede ser recolectada por personal del criadero capacitado previamente,
eliminando el riesgo de trasladar virus entre sitios y entre granjas durante el proceso
de recoleccion de muestras (Prickett y col. 2008; Detmer y col., 2011; Ramirez y col.,
2012).

Sibien las muestras de fluido oral se pueden recolectar en base a un animal individual
(Goodell y col., 2013), generalmente se permite que todos los cerdos del corral accedan
a las cuerdas suspendidas, por lo que representan la situacion del grupo de animales
(Prickett y col. 2008; Romagosa y col., 2012; Goodell y col., 2013; Decorte y col., 2015;
Garrido-Mantilla y col., 2019).

En algunos paises, los fluidos orales se han convertido en un método popular para
el monitoreo sanitario en los cerdos, ya que permiten la deteccion de anticuerpos y

acidos nucleicos de patégenos importantes en la produccion porcina (Prickett y col.
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2008; Prickett y Zimmerman, 2010; Ramirez y col.,, 2012; Detmer y col., 2013;
Strutzberg-ftinder y col., 2015).

Se han empleado con éxito para la deteccion de VIA por gRT-PCR (Detmer y col.,
2011; Ramirez y col., 2012; Romagosa y col., 2012; Goodell col., 2013; Panyasing col.,
2016; Decorte y col., 2015; Hernandez-Garciay col., 2017; Garrido-Mantillay col., 2019),
la deteccion de anticuerpos anti-VIA mediante ELISA comercial (Panyasing y col., 2013,
2016; Hughes y col., 2015; Strutzberg-ftinder y col., 2015) y la subtipificacion y
secuenciaciéon mediante gRT-PCR (Detmery col., 2011; Goodell y col., 2013; Panyasing
y col., 2016; Garrido-Mantilla y col., 2019).

El primer reporte de deteccién de VIA en fluido oral fue en cerdos sin inmunidad
previa contra influenza y con infeccibn aguda experimental. El VIA pudo detectarse
mediante gRT-PCR de fluidos orales en el 94 % (15/16) de las muestras recolectadas
entre los 3-6 dpi, mientras el porcentaje de deteccién por aislamiento viral y gRT-PCR
de muestras de secrecion nasal a los 3 y 7 dpi fue del 71 % (34/48) (Detmer y col.,
2011).

Posteriormente, al evaluar la sensibilidad de la gRT-PCR para la detecciéon de VIA
en cerdos vacunados y no vacunados, si bien la deteccién de VIA mediante gRT-PCR
de hisopos nasales fue superior que mediante gRT-PCR de muestras de fluidos orales,
el uso de fluidos orales demostré ser un método sensible para detectar VIA, incluso
cuando la prevalencia dentro del corral fue baja y cuando los cerdos habian sido
vacunados previo a la infeccion experimental. La sensibilidad general de los fluidos
orales fue del 80 %, pero vari6é entre el 99% cuando la prevalencia dentro del corral era
superior al 18 % y disminuy6 a 69 % cuando la prevalencia dentro del corral era del 9
%. La especificidad de los fluidos orales fue del 100 %. La concordancia general entre
los fluidos orales y los hisopos nasales en la deteccion de ARN viral fue excelente
(Coeficiente Kappa K = 0,82). Sin embargo, varié entre los diferentes tratamientos. La
mayor concordancia se produjo en el grupo de cerdos control, no vacunados y
desafiados con VIA (K = 1). En los animales que recibieron vacunacién homoéloga antes
del desafio la concordancia fue muy buena (K = 0,76) mientras que la concordancia mas
baja se observé en el grupo de animales que habian recibido una vacuna comercial
heteréloga previo al desafio (K = 0,74), aunque las diferencias entre estos dos ultimos
grupos no fueron significativas. La menor concordancia en la deteccién de VIA entre los
fluidos orales e hisopos nasales ocurrié cuando la prevalencia dentro del corral fue del
10 % o menos, es decir, la mayoria de los fluidos orales negativos fueron aquellos
recolectados en los corrales de animales vacunados cuando solo se detecto un cerdo

positivo mediante hisopo nasal (Romagosa y col., 2012).
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Contrariamente, en otro estudio donde se recolectaron muestras de secrecion nasal
individuales y de fluido oral de corrales hasta 16 dpi en cerdos sin vacunar y cerdos
vacunados con la misma vacuna comercial multivalente que Romagosa y col. (2012), e
inoculados con VIA H1IN1 o H3N2, la probabilidad de detectar una muestra positiva a
VIA mediante gRT-PCR fue mayor con las muestras de fluido oral que con las muestras
individuales de secrecion nasal para la mayoria de los dpi (Goodell y col., 2013). Al igual
gue en el trabajo de Romagosa y col. (2012), la probabilidad de detectar una muestra
de fluido oral positiva a VIA mediante gqRT-PCR, en relacién con el total de muestras
recolectadas, aument6 a medida que aumentaba el nimero de cerdos con hisopo nasal
positivo dentro del corral. Asi, la tasa de deteccion en fluidos orales fue mayor al 70 %
cuando en el corral habia un cerdo positivo a VIA por gRT-PCR de secrecién nasal,
mayor al 90 % con dos cerdos positivos y entre 98-100 % cuando en el corral 3 0 mas
cerdos fueron positivos, e incluso, mas del 30 % de las muestras de fluido oral
recolectadas fueron positivas aun cuando no se detectd ningln cerdo con hisopo nasal
positivo (Goodell y col., 2013). Sin embargo, un aspecto que debe tenerse en cuenta al
considerar estos resultados es el bajo nimero de cerdos alojados por corral (3-4 cerdos
por corral).

La vacunacion y el aumento de los dpi redujeron significativamente la probabilidad
de deteccion de VIA, tanto en fluido oral como en secrecion nasal (Goodell y col., 2013).
En los animales no vacunados, la probabilidad de detectar VIA fue similar entre las
muestras de fluido oral y secrecion nasal hasta los 6 dpiy luego, fue mayor en los fluidos
orales hasta el 16 dpi. En cambio, a diferencia de lo observado por Romagosa y col.,
(2012), en los animales vacunados, la tasa de deteccibn de VIA (muestras
positivas/muestras recolectadas) fue mayor en los fluidos orales que en las muestras de
secrecién nasal, incluso en los primeros dpi. Por ejemplo, en animales vacunados, la
probabilidad de deteccion de una muestra positiva a VIA por qRT-PCR 1 dpi fue del 70
% para los fluidos orales de corrales y del 11 % para los hisopos nasales, mientras que,
en los animales sin vacunar, el mismo dia, la probabilidad de detectar una muestra
positiva a VIA fue del 98 % para los fluidos orales y 88 % para las muestras de secrecion
nasal (Goodell y col., 2013).

En cerdos alojados individualmente e infectados secuencialmente con VIA H1IN1 y
H3N2, llamativamente el ARN de VIA se detect6 hasta al menos 21 dpi en el 25 % de
las muestras de fluidos orales, mientras que todos los hisopos nasales se volvieron
negativos a los 7 dpi. Entre 1y 3 dpi con la cepa H1N1, todas las muestras de hisopado
nasal y de fluidos orales fueron positivas para VIA mediante gqRT-PCR. Sin embargo, a
los 5y 7 dpi significativamente mas muestras de fluidos orales fueron positivas para VIA

H1N1 que las muestras de hisopos nasales. A los 5 dpi, fueron positivas solo 10 % de
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los hisopos nasales contra el 80 % de muestras de fluidos orales. De 7 a 21 dpi, ninguna
de las muestras de hisopos nasales fue positiva, mientras que el 100 %, 50 %, 43 % y
25 % de las muestras de fluido oral fueron positivas a los 7, 10, 14 y 21 dpi,
respectivamente. Luego de la inoculacion con una cepa H3N2, 21 dias después de la
infeccion por H1IN1, el ARN viral se detectd en el 80 % de los hisopos nasales
recolectados entre 1-3 dpi y en el 20 % de los hisopos nasales recolectados a los 5 dpi.
La deteccion con los fluidos orales fue de 83,3 % a 1 dpi, 100 % a los 2y 3 dpi y de 80
% a los 5 dpi (Decorte y col., 2015).

La identificacion mas alta y prolongada de ARN viral en los fluidos orales
probablemente se deba a la deteccion de ARN viral en el esputo expectorado, mas que
a la deteccion de VIA derivado de la replicacion local del virus en la mucosa nasal
(Goodell y col., 2013; Decorte y col.,, 2015). El esputo contiene restos de células
epiteliales del tracto respiratorio inferior y macrofagos intersticiales y alveolares, que
pueden contener altas cantidades de ARN y antigeno viral. El largo tiempo de recambio
de estas células, podria estar vinculada con la deteccion mas prolongada de VIA en el
fluido oral (Decorte y col., 2015).

El subtipo viral no tuvo efecto significativo en la deteccién de VIA en muestras de
fluido oral (Goodell y col., 2013).

En cerdos de 35- 45 ddv de granjas con infeccion endémica, la tasa de deteccion de
VIA mediante qRT-PCR fue del 30 % para las muestras de secrecién nasal recolectadas
individualmente y procesadas en grupos de tres y del 50 % para las muestras de fluidos
orales (Garrido-Mantilla y col., 2019).

A su vez, en granjas con infeccién natural, el monitoreo con muestras de fluido oral
permitié detectar infecciones clinicas y subclinicas intermitentes por VIA en cerdos pre
y post destete (Ramirez y col., 2012; Panyasing y col., 2016; Hernandez-Garcia y col.,
2017; Chamba Pardo y col., 2018, Garrido-Mantilla y col., 2019).

Se observé buena consistencia de los fluidos orales para la deteccién de casos
clinicos y subclinicos de VIA entre los corrales de un mismo lote muestreados en el
mismo momento, siendo posible la deteccién de VIA durante periodos de 2-4 semanas
(Hernandez-Garcia y col., 2017), confirmando la excrecion prolongada de VIA en fluidos
orales (Decorte y col., 2015).

En brotes agudos de infeccién natural por influenza, se encontré correlacion positiva
significativa entre la cantidad de VIA en fluido oral y tos (Neira y col., 2016).

En granjas con antecedentes de enfermedad respiratoria, se detect6 acido nucleico
de VIA en muestras de fluido oral en tres de seis lotes de cerdos estudiados desde las
5 a 21 semanas de vida. De los tres lotes positivos a VIA, sélo en uno de ellos la

deteccién de ARN de VIA coincidié con la presencia de manifestaciones clinicas. Sin
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embargo, los signos clinicos estuvieron presentes a lo largo de todo el estudio y VIA se
detectd sélo a las 9 y 11 semanas de vida en asociacién con PCV-2. En otro lote, VIA
se detectdé en dos momentos de muestro consecutivos y en uno de ellos también se
detectd PCV-2. Sin embargo, no se observaron signos clinicos respiratorios a lo largo
del estudio. En el lote positivo restante, VIA se detecté en tres momentos de muestreo
consecutivos (5, 7 y 9 semanas de vida), pero los signos clinicos se presentaron desde
las 9 semanas hasta la terminacién. Otros dos lotes fueron negativos para la deteccién
de VIA, pero presentaron manifestaciones clinicas respiratorias y hubo deteccién de
otros agentes del Complejo Respiratorio Porcino. Finalmente, un lote presenté signos
clinicos respiratorios leves a partir de la semana 11, pero no se detectd ninguno de los
agentes estudiados (Hernandez-Garcia y col., 2017).

El porcentaje de muestras de fluido oral recolectadas en granjas con infeccion natural
gue fueron positivas mediante qRT-PCR (tasa de deteccidn) fue variable entre estudios.
Detmer y col. (2011) detectaron 42 % (382/910) de muestras de fluidos orales positivas,
mientras que Ramirez y col. (2012) encontraron sélo el 8 % (46/600) de muestras
positivas y sospecharon de un numero desconocido de resultados falsos negativos por
errores de muestreo o de analisis de las muestras. En granjas de cria donde las cerdas
recibian vacunacion contra VIA, 4,2 % (25/600) de las muestras de fluidos orales de
camadas de lechones antes del destete fueron positivas para VIA por gRT-PCR
(Panyasing y col., 2014). Por su parte, en un estudio donde se procesaron muestras de
fluido oral recolectadas de cerdos en jaulas de maternidad de 34 granjas diferentes, el
28 % (424/1.523) de las remisiones, con una mediana de 4 muestras cada una, tuvo al
menos un resultado positivo para ARN de VIA. Ademas, a partir de las muestras de
fluido oral pudieron obtenerse aislamientos de VIA (Chamba Pardo y col., 2017). Por
otro lado, si bien en salas de maternidad sdélo se pudieron recolectar 7/40 muestras
debido a la renuencia de los lechones a masticar la cuerda, de éstas, el 86 % (6/7) dio
positivo (Garrido-Mantilla y col., 2019).

En un estudio longitudinal a campo en lotes de cerdos con enfermedad respiratoria,
13 % (7/54) de los eventos de muestreo realizados fueron positivos para VIA. Usando
una muestra de fluido oral cada 25 cerdos en seis corrales, la prevalencia de corrales
positivos por gRT-PCR para VIA oscilé entre uno y cinco. VIA se detectdé en un solo
corral en el 14 % de los casos, mientras que en el 71 % de los casos tres 0 mas corrales
en un galpon dieron positivo para VIA en el mismo momento de muestreo. La estrecha
correlacion de los valores de Ct entre dos muestras de fluido oral positivas del mismo
corral y la baja proporcion de corrales positivos detectables en un evento de muestreo
determinado, sefial6é la conveniencia de recolectar muestras de tantos corrales como

sea posible y en multiples ocasiones, en lugar de tomar multiples muestras de pocos
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corrales (Hernandez-Garcia y col., 2017). Por otro lado, la probabilidad de deteccion de
PRRS dentro de un sitio aumenté a medida que aumentaba el nimero de galpones de
los cuales se recolectaron muestras de fluido oral. Estos hallazgos podrian ser
aplicables a otros patégenos, como VIA (Rotolo y col., 2017).

Hubo estudios que evaluaron la relaciéon entre la deteccién de ARN viral de VIA en
muestras de fluido oral y la deteccidn de anticuerpos anti VIA en muestras de suero por
ELISA. En uno de ellos, una semana después de la deteccidn inicial (a las 15 semanas
de vida) de VIA en muestras de fluidos orales mediante qRT-PCR, se detectaron
anticuerpos contra la NP de VIA mediante ELISA tanto en fluidos orales como en suero,
y las muestras de suero permanecieron positivas hasta 9 semanas después de la
deteccién del ARN viral en fluido oral (Strutzberg-ftinder y col., 2015). En otro estudio,
los resultados de anticuerpos séricos contra VIA y los resultados de RT-PCR para
detecciéon de ARN viral en fluidos orales mostraron un acuerdo general en el estado de
infeccion de la granja. Sin embargo, en tres galpones donde se observé un aumento de
la seroprevalencia de VIA entre el inicio y finalizacién del estudio no se obtuvieron
muestras de fluidos orales positivas para VIA por RT-PCR, sospechandose de
resultados falsos negativos (Ramirez y col., 2012).

Los fluidos orales de corrales proporcionan un método de recoleccién de muestras
facil, eficaz, seguro, no invasivo y su aplicacion ha crecido considerablemente en los
tltimos afos debido a las ventajas practicas, econémicas y de bienestar (Prickett y
Zimmerman, 2010; Romagosay col., 2012; Detmery col., 2013; Strutzberg-ftindery col.,
2015; Hernandez-Garcia y col., 2017; Garrido-Mantilla y col., 2019). Sin embargo,
presentan algunas limitaciones. Por un lado, las tasas de aislamiento viral a partir de
fluidos orales en cerdos pueden ser bajas o nulas (Detmer y col., 2011; Panyasing y
col., 2012, 2016; Romagosa y col., 2012; Goodell y col., 2013; Decorte y col., 2015;
Chamba Pardo y col., 2017; Garrido-Mantilla y col., 2019). Por el otro, generalmente se
presenta una baja tasa de éxito en la recoleccion de fluidos orales en corrales o camadas
de lechones en maternidad, los cuales muestran poco interés por la soga, por lo que
obtener un volumen suficiente de fluido oral en esta categoria puede no ser posible,
demandar varias horas y/o requerir el entrenamiento previo de los lechones (Prickett y
Zimmerman, 2010; Panyasing y col., 2016; Decorte y col., 2015; Chamba Pardo y col.,
2017; Hernandez-Garciay col., 2017; Garrido-Mantilla y col., 2019; Almeida y col., 2020;
Boulbria y col., 2020). En camadas de lechones de 21 y 28 ddv sin entrenamiento previo
y camadas de 21 ddv previamente expuestas a una cuerda, los porcentajes de éxito de
la recoleccién de fluido oral durante 30 min fueron del 62 %, 82 % y 100 %,
respectivamente (Boulbria y col., 2020). De todas maneras, si bien la recoleccion puede

resultar desafiante, la sensibilidad intragranja de la deteccién de ARN viral mediante
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gRT-PCR a partir de muestras de fluido oral recolectadas en camadas de lechones de
maternidad, tuvo una mediana del 93 % y varié de 87 a 99 % e incluso fue posible
obtener aislamientos de VIA (Chamba Pardo y col., 2017).

Ademas, el interés de los cerdos por la soga parece estar influenciado por las
condiciones individuales de comportamiento y alojamiento (Decorte y col.,, 2015;
Hernandez-Garcia y col., 2017). En un estudio, si bien el nimero medio de muestras
recolectadas por lechén no difirié significativamente entre lechones infectados con VIA
y lechones no infectados, las muestras individuales de fluidos orales de lechones
infectados fueron mas dificiles de obtener a los 3 dpi, momento que se correspondié con
los picos de excrecion viral (Decorte y col., 2015).

Finalmente, tal como describimos previamente, un aspecto importante en el
procesamiento de las muestras de fluido oral es el potencial de degradacion del ARN
viral y la presencia de inhibidores de las reacciones de PCR de este tipo de muestra
(Chittick, 2012; Hernandez-Garcia y col., 2017). Sin embargo, el conocimiento y la
optimizacion en torno a las técnicas de diagnéstico de laboratorio basadas en fluidos

orales ha aumentado notablemente desde 2010 (Hernandez-Garcia y col., 2017).

b.4. Gasas mamarias

Recientemente se propuso la recoleccion de “gasas mamarias” de cerdas como un
tipo de muestra novedoso que permite evaluar el estado de las camadas de lechones
antes del destete. La técnica consiste en frotar la piel de la ubre de la cerda con una
gasa embebida en medio de transporte viral, con el objetivo de recolectar las
secreciones nasales y orales de los lechones depositados en la piel de la glandula
mamaria. De esta manera, cada muestra representa al grupo de lechones amamantados
por la cerda estudiada (Garrido-Mantilla y col., 2019).

La técnica resultd ser eficaz, sencilla y practica para detectar y aislar el VIA en los
cerdos antes del destete (Garrido-Mantilla y col., 2019, 2021; de Lara y col., 2022). Las
tasas de deteccion y aislamiento de VIA a partir de gasas mamarias fueron de 75 %,
casi tan altas como las obtenidas con hisopos orofaringeos (78 %) y estos dos métodos
fueron considerados 6ptimos para detectar y aislar VIA de lechones lactantes (Garrido-
Mantilla y col., 2019).

En un estudio, las tasas de deteccién de ARN de VIA mediante RT-PCR en muestras
de gasas mamarias de cerdas con lechones de 5-7 ddv fueron del 76 % (69/91) para las
cerdas nodrizas y de 23 % (21/92) para las cerdas que amamantaban sus propias
camadas (Garrido-Mantilla y col., 2021).
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Ademds, se demostrd que es posible agrupar hasta 3 muestras de gasas mamarias
para su procesamiento sin afectar significativamente la sensibilidad de la deteccion de
VIA (de Laray col., 2022).

b.5. Bioaerosoles

El primer reporte de optimizacion de la deteccion de VIA en muestras de bioaerosoles
de cerdos fue publicado en 2006 (Hermann y col., 2006).

Mediante muestras de bioaerosoles de animales inmunolégicamente ingenuos e
infectados experimentalmente, el ARN de VIA comenzé a detectarse 1 dpi, alcanzé los
niveles maximos de deteccién a los 4 dpi y luego descendié hasta dejar de detectarse
el 7° dpi. En las muestras de bioaerosoles de los animales vacunados con una de las
vacunas comerciales, el material genético de VIA se detectd en niveles similares a los
de animales no vacunados hasta el 7° dpi, mientras que en las muestras de cerdos
vacunados con otra vacuna comercial VIA se detect6 en niveles bajos, sélo el 2° o 3°
dpi (Loeffen y col., 2011).

Corzo y col. (2013c) validaron experimentalmente un colector ciclénico liquido
(Ciclonic; Midwest Micro-Tek, Brookings, SD, EE. UU.) para la deteccién de ARN de VIA
en bioaerosoles y demostraron que el muestreo de bioaerosoles es un método sensible
para detectar influenza en el aire. De acuerdo con lo reportado por el grupo investigador,
en las condiciones del estudio, la probabilidad de detectar una muestra de aire positiva
durante el curso de una infeccion aguda aumentaba mas de 2 veces por cada cerdo del
grupo con hisopo nasal positivo para VIA, sugiriendo que el riesgo de aerosolizacién, y
probablemente, de transmision aérea, aumenta a medida que el nimero de cerdos
infectados de forma aguda aumenta. Ademas, la cantidad de virus detectado en las
muestras de bioaerosoles estuvo relacionada con la cantidad de virus excretada por los
cerdos individuales, pero era menor que la encontrada en las secreciones nasales.

En un estudio en granjas porcinas con brote de infeccién aguda natural por influenza
se aisl6é VIA a partir de muestras de bioaerosoles recolectadas dentro y en el lugar de
salida del aire de los galpones. Ademas, se detectd el ARN de VIA en muestras de
bioaerosoles recolectadas hasta 2 km de una granja con cerdos infectados. Sin
embargo, VIA dejé de detectarse en las muestras de bioaerosoles recolectadas en una
granja luego de que los signos clinicos de infecciéon aguda desaparecieron (Corzo y col.,
2013a).

En muestras de bioaerosoles de cerdos no vacunados e infectados
experimentalmente el ARN de VIA se detectd el 1°, 2° y 3° dpi en niveles bajos,
probablemente debido a la elevada temperatura ambiental en el interior de las salas al

momento del estudio. Por otro lado, en las muestras de bioaerosoles de animales
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previamente vacunados no hubo deteccion de VIA, posiblemente debido a la
disminucion de la descarga nasal viral generada por la inmunidad vacunal y también a
las elevadas temperaturas ambientales (Neira y col., 2018).

Durante los brotes agudos de infeccién natural por influenza, la deteccion del ARN
de VIA en muestras de bioaerosoles se sostuvo por periodos de 20 dias, con niveles
maximos estimados entre el 7°y 11° dia del inicio del brote. Ademas, hubo correlacion
positiva significativa entre el numero de muestras de fluido oral y de bioaerosoles
positivas a VIA (Neira y col., 2016).

Los niveles de ARN de VIA detectados en diferentes tipos de muestras, incluidas las
de bioaerosoles, variaron entre granjas, lo que podria deberse a niveles variables de
infeccién e inmunidad en los cerdos, tipo de VIA, nimero de cerdos en el galpén,
volumen del galpén, tasas de ventilacion y caracteristicas de manejo de la granja (Neira
y col., 2016).

En granjas con infeccién natural, un valor de temperatura ambiental < 20 °C fue un
predictor significativo de positividad a VIA en muestras de bioaerosoles. Asi, durante el
verano todas las muestras de bioaerosoles fueron negativas aun cuando se detecto VIA
en el 25% de las muestras de fluido oral. Por el contrario, durante el otofio-invierno,
cerca del 10 % de las muestras de aire y 18,6 % de las muestras de fluido oral fueron
positivas. Si bien la descarga de VIA tuvo lugar tanto en meses de bajas y altas
temperaturas, probablemente la detecciéon de VIA en muestras de bioaerosoles puede
ser afectada por factores como las practicas de manejo (cierre o proteccion de los
galpones con plastico, apagado de extractores) y/o factores climaticos. Adicionalmente,
la corta duracion de los periodos de muestreo puede haber resultado en una
subestimacion de la carga viral, especialmente durante el verano (Anderson y col.,
2016).

En otro estudio no se encontré asociacion entre la cantidad de VIA en las muestras
de bioaerosoles y la humedad relativa o la temperatura. Esto podria deberse a que las
condiciones en el interior de las granjas fueron relativamente estables a lo largo del
estudio (Neira y col., 2016).

Por otro lado, la deteccion experimental de VIA en muestras de bioaerosoles en
condiciones célidas, aunque se produjo a baja frecuencia, podria indicar la transmision
aérea de influenza en climas calidos, particularmente cuando los cerdos estan en
contacto cercano (Neira y col., 2018).

En granjas porcinas con infeccion natural las muestras de bioaerosoles tuvieron
mejores tasas de deteccion de ARN de VIA mediante gRT-PCR que las muestras de

hisopos nasales recolectadas a nivel individual y procesadas en grupos. Sin embargo,
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la tasa de aislamiento viral fue menor que con otro tipo de muestras (Garrido-Mantilla 'y
col.,, 2019).

En un estudio experimental que evalud la capacidad de seis muestreadores de
bioaerosoles de detectar y cuantificar VIA-P, se concluyé que en general, los
muestreadores capaces de procesar alto caudal de aire generalmente recolectan
mayores cantidades de virus que los muestreadores de bajo flujo. ElI SpinCon I, el AGI-
30 impinger y el BioSampler fueron los muestreadores que recuperaron mayores
concentraciones de ARN de VIA-P. Por su parte, el colector ciclénico liquido es
extremadamente facil de usar y esta incluido dentro de los muestreadores de alto caudal
ya que tiene un flujo de muestreo de aproximadamente 200 L/min. Sin embargo, en el
mencionado estudio en general, recuperé menos virus que otros muestreadores de alto
caudal e incluso menos que algunos muestreadores con caudales mas bajos (Raynory
col., 2021).

c. Prueba parala deteccidn de virus activo: aislamiento viral

El aislamiento viral (AV) se usa para la multiplicacion e identificacion de virus a partir
de diferentes tipos de muestras e indica la presencia de particulas virales viables,
capaces de replicarse (Spickler, 2009; Schaefer y col., 2013; Sandbulte y col., 2015).

El aislamiento de VIA se puede realizar en cultivos de células susceptibles (por
ejemplo, células de rifibn canino Madin-Darby, MDCK) o huevos embrionarios de gallina
(Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013).

Si bien es un método sensible y es considerado el estandar de oro (o de referencia)
para el diagndstico de infeccién por VIA, los cerdos deben estar excretando virus al
momento de recoleccion de las muestras (Jung y col., 2002; Detmer y col., 2013;
Schaefer y col., 2013). Debido a que el periodo de excrecidn viral es breve, si las
muestras no son obtenidas durante ese tiempo, los intentos de aislamiento pueden
fracasar (Spickler, 2009; Sandbulte y col., 2015). Ademas, una vez obtenida la muestra,
debe garantizarse el correcto acondicionamiento, conservacion y procesamiento para
mantener la viabilidad viral (Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013; Sandbulte y col.,
2015)

A su vez, se trata de un método laborioso y costoso y, dado que son necesarios
multiples pasajes antes de que una muestra pueda considerarse negativa, puede llevar
dos 0 mas semanas obtener resultados definitivos. Ademas, es necesario contar con
equipamiento especializado, personal capacitado y reactivos de alta calidad (Schaefer
y col., 2013; Sandbulte y col., 2015).
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Por otro lado, la propagacion de este virus representa un riesgo para la salud del
personal de laboratorio, ya que los VIA porcinos pueden ser patdgenos para las
personas (Haines y col., 1993; Jung y col., 2002).

Por estos motivos, el aislamiento viral generalmente se realiza cuando interesa
multiplicar los virus presentes en la muestra para contar con una cantidad suficiente
para otros analisis (como la secuenciacion genética) o para la produccion de vacunas
autégenas, mas que para el diagnéstico de rutina (Detmer y col., 2013; Schaefer y col.,
2013; Sandbulte y col., 2015).

Se han obtenido aislamientos de VIA a partir de muestras de secrecion nasal (Detmer
et al. 2013; Decorte y col., 2015; Garrido-Mantilla y col., 2019; Van Reeth et al., 2012
citado por Goodell y col., 2013), hisopos orofaringeos y toallitas nasales (Garrido-
Mantilla y col., 2019). También ha sido posible el aislamiento viral a partir de muestras
de bioaerosoles (Corzo y col., 2014; Neira y col., 2016; Garrido-Mantilla y col., 2019) y
superficies (Neira y col., 2016; Garrido-Mantilla y col., 2019).

El aislamiento a partir de muestras de fluido oral, en algunos estudios no tuvo éxito
(Detmer y col., 2011; Panyasing y col., 2016), mientras que en otros, la tasa de
aislamiento viral fue baja o0 en una proporcion significativamente menor que en otro tipo
de muestras (Panyasing y col., 2012; Romagosa y col., 2012; Goodell y col., 2013;
Decorte y col., 2015; Chamba Pardo y col., 2017; Garrido-Mantilla y col., 2019).

d. Pruebas serolégicas para la demostracion de anticuerpos especificos

contra el virus

El diagnéstico de VIA por aislamiento viral, deteccién de antigenos mediante IHQ e
IFA o por la identificacién del ARN con técnicas de biologia molecular requiere que los
cerdos se encuentren cursando una infeccién activa y aguda (Detmer y col., 2013;
Schaefer y col., 2013; Janke y col., 2014; Van Reeth y Vincent, 2019). Esto limita la
utilidad de estas técnicas, ya que, por un lado, la duracion de la infeccién por influenza
es corta (entre 7 a 10 dias, aproximadamente), y, por el otro, el periodo de excrecion
del virus es todavia mas estrecho (generalmente 3 a 5 dias) (Janke, 2013; Sandbulte y
col., 2015).

Las pruebas serolégicas se basan en la deteccion de anticuerpos especificos contra
VIA. Los anticuerpos detectados pueden ser aquellos generados por infecciéon natural
y/o vacunacion o adquiridos pasivamente a través del calostro y no es posible
diferenciarlos entre si (Detmer y col., 2013; Schaefer y col., 2013; Carlson, 2017).

Los ensayos seroldgicos no estan tan limitados por la duracion de la infeccion y
pueden realizarse mucho tiempo después de ésta debido a que la respuesta inmune

suele durar varias semanas (Carlson, 2017). Por estos motivos, cuando se sospecha la
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presencia de VIA en las granjas, pero finalizé la fase aguda de la infeccion, se puede
realizar la deteccion de inmunoglobulinas especificas (Detmer y col., 2013).

Las pruebas serolégicas permiten diagnosticar la enfermedad clinica, detectar la
exposicién previa a nivel individual, determinar la prevalencia de exposicion dentro de
una poblacién y también definir el perfil inmunolégico del plantel, lo que, a su vez, ayuda
a establecer el momento optimo de vacunacion y/o a evaluar el cumplimiento y eficacia
de la vacunacion (Ciacci-Zanella y col., 2010; Carlson, 2017).

En cerdos infectados con VIA la produccién de anticuerpos (predominantemente I1gG)
alcanza niveles detectables desde 1-2 semanas posteriores a la infeccién (Detmer y
col., 2013; Schaefery col., 2013; Sandbulte y col., 2015). Alcanzan los niveles maximos
entre 2-3 (Schaefer y col., 2013; Sandbulte y col., 2015) 0 4 a 7 semanas postinfeccion
(Detmer y col., 2013) y disminuyen en 8-10 semanas (Schaefer y col., 2013). Sin
embargo, las cerdas infectadas pueden ser serolégicamente positivas hasta por 24
meses (Poljak y col., 2008).

Cuando se desea identificar una infeccion reciente por VIA mediante serologia, se
deben recolectar muestras de suero en el momento aparente de la infecciéon aguda y
después de 3-4 semanas del inicio de los signos clinicos (fase de convalecencia) para
identificar la seroconversion (Schaefer y col., 2013; Detmer y col., 2013; Sandbulte y
col., 2015).

Para la obtencién de las muestras de suero es necesaria la extraccion de sangre de
cerdos individuales, que puede ser dificultosa y demandar mucho tiempo. Ademas,
requiere la presencia de personal capacitado para el manejo e inmovilizacién transitoria
de los animales y genera estrés en los animales (Detmer y col., 2013).

Las pruebas serolégicas utilizadas para la deteccion de anticuerpos contra VIA en
cerdos incluyen: inhibicion de la hemaglutinacion (IH), seroneutralizacion viral (SN) y

los ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) (Detmer y col., 2013).

d.1. Inhibicién de la hemoaglutinacién (IH)

La IH fue considerada por la OIE (Office International des Epizooties) como la
principal prueba seroldgica para la deteccion de anticuerpos contra VIA (Yoon y col.,
2004; Detmer y col., 2013).

Es una prueba cuantitativa que detecta y mide titulos de anticuerpos. Por lo tanto, es
la técnica de referencia para la cuantificacion de la respuesta de anticuerpos protectores
frente a una cepa especifica de VIA, ya que los titulos de anticuerpos IH parecen
correlacionarse con el nivel de proteccion de los animales contra el subtipo utilizado en
la prueba (Yoon y col., 2004; Detmer y col., 2013; Carlson, 2017).
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La prueba de IH se basa en la capacidad de la HA de VIA de unirse a receptores de
acido sialico en la superficie de los eritrocitos, causando hemaglutinacion. Se utilizan
diluciones seriadas del suero en estudio, una cantidad estandar del virus de referencia
y eritrocitos de pollo o pavo (Schaefer y col., 2013). Si en la muestra de suero hay
anticuerpos homologos al virus de referencia, los anticuerpos se unen a la HA viral, por
lo cual esta no esta disponible para interactuar y aglutinar los glébulos rojos (es decir,
hay inhibicion de la hemaglutinacion), los cuales, al no aglutinarse, sedimentan (Detmer
y cl., 2013; Schaefer y col., 2013).

Es una técnica relativamente econémica y sencilla (Detmer y col., 2013; Sandbulte y
col., 2015). Sin embargo, el éxito depende de que la cepa de VIA de referencia utilizada
en la prueba y la cepa de campo sean antigénicamente similares. Por lo tanto, los
laboratorios necesitan analizar las muestras contra un panel de cepas que representen
a los subtipos de VIA mas prevalentes a nivel regional y, ademas, la técnica no es capaz
de detectar nuevos virus (Detmer y cl., 2013; Schaefer y col., 2013; Sandbulte y col.,
2015). Por estos motivos, un panel de virus limitado o mal elegido puede subestimar la
verdadera seroprevalencia, lo que es particularmente relevante cuando hay escasez de
datos virolégicos, como sucede, por ejemplo, en muchas partes de Asia, Africa y
América del Sur (Tse y col., 2012).

Los titulos de anticuerpos IH detectados en suero pueden ser afectados e incluso
pueden obtenerse resultados falsos negativos por factores como el grado de homologia
entre el virus que indujo la produccién de anticuerpos en el cerdo y el virus de la prueba,
interferencia de anticuerpos contra otros subtipos de VIA, presencia de inhibidores
inespecificos de la hemoaglutinacién en el suero, diferencias en la capacidad de los VIA
para aglutinar eritrocitos, diferencias en las propiedades de aglutinacion de los eritrocitos
entre distintas especies e incluso entre animales de una misma especie y la subjetividad
del operador (Schaefer y col., 2013; Panyasing y col., 2016).

El tiempo promedio para obtener el resultado es de 48 horas (Schaefer y col., 2013)

y la complejidad técnica puede limitar su uso a gran escala (Yoon y col., 2004).

d.2. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

En la técnica de ELISA se utiliza una placa de 96 pocillos recubierta con antigeno de
VIA, donde se incuba la muestra de suero para que se produzca la union del anticuerpo
(en el suero) y el antigeno de VIA (en la placa). Luego, se elimina el material no unido
por lavado y se agrega un anticuerpo monoclonal anti-VIA conjugado con una enzimay
dirigido contra el mismo antigeno de VIA de la placa. El conjugado antigeno-anticuerpo
no unido se elimina por lavado y se afade el sustrato de la enzima, el cual ante la

presencia de ésta produce un cambio de color. La reaccion de cambio de color se
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detiene después de un tiempo determinado y la cantidad de color producida se lee como
densidad o6ptica (DO) en un espectrofotébmetro. La DO es inversamente proporcional a
la cantidad de anticuerpos anti-VIA presentes en la muestra de suero analizada (Detmer
y col., 2013).

Los ELISA comerciales son pruebas rapidas y faciles de realizar, que permiten
procesar gran cantidad de muestras a la vez (Yoon y col., 2004). El tiempo promedio
para obtener el resultado es de tres horas (Schaefer y col., 2013).

Los primeros kits ELISA disponibles comercialmente eran especificos de subtipo y
permitian la deteccidén separada de anticuerpos contra los subtipos HIN1 y H3N2 de
VIA-P (Detmer y col., 2013; Sandbulte y col., 2015). Tenian baja sensibilidad, lo que
podria haber sido consecuencia tanto de una baja sensibilidad de las pruebas en si
mismas, como resultado de las diferencias antigénicas entre el antigeno del ensayo y
los anticuerpos inducidos por los VIA circulantes en las poblaciones porcinas o por una
combinacién de ambas (Barbé y col., 2009; Pascu y col., 2012; Detmer y col., 2013;
Goodelly col., 2016).

Mas tarde, aparecio un kit ELISA comercial desarrollado para la deteccion en aves
de anticuerpos séricos dirigidos contra un epitopo altamente conservado y nho
dependiente de subtipo de la NP del VIA (Ciacci-Zanella y col., 2010; Detmer y col.,
2013). La NP esta muy conservada genéticamente, y la identidad de aminoacidos en
mamiferos es generalmente > 90 % (Goodell y col., 2016). Si bien, estimula la inmunidad
humoral y mediada por células (Goodell y col., 2016), los anticuerpos anti-NP no son
una medida de la capacidad neutralizante, por lo gue no se correlacionan con protecciéon
inmunoldgica (Carlson, 2017).

La infeccion natural y la vacunacion con virus completo tipicamente inducen el
desarrollo de anticuerpos anti-NP en los cerdos (Ciacci-Zanella y col., 2010). Por lo
tanto, el ELISA NP es capaz de detectar anticuerpos anti-NP de infeccién natural,
vacunacion con virus completo y anticuerpos calostrales (Ciacci-Zanella y col., 2010;
Carlson, 2017). Como no proporciona informacion sobre el subtipo viral, luego de
analizar las muestras por ELISA NP se pueden emplear pruebas mas especificas, como
la IH para determinar el subtipo viral (Detmer y col., 2013).

Usando muestras de suero de cerdos infectados experimentalmente y realizando
ajustes en el corte de la relacion muestra/control negativo (M/N) por referencia a la curva
(ROC), la prueba IDEXX Al MultiS-Screen Ab presentd una sensibilidad y especificidad
de diagnéstico optimizadas de 96,6 %y 99, 3 %, respectivamente (Ciacci-Zanellay col.,
2010). Barbé y col. (2009), determinaron que el ELISA NP tenia una especificidad del
97 % al 99 % y un valor predictivo positivo del 92 % al 99 % (Pascu y col., 2012). Con
un limite de M/N < 0,60, la sensibilidad y especificidad del ELISA de bloqueo NP ELISA
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Multi-Screen NP (IDEXX, Westbrook, ME) fue estimada en 95,5 % y 99,6 9%,
respectivamente, un nivel de rendimiento equivalente a las pruebas de IH homdlogas y
mejores gue los resultados obtenidos con las pruebas de IH heterélogas (Goodell y col.,
2016).

El ELISA NP (FlockChek® Avian Influenza MultiS-Screen Antibody Test Kit, IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, ME) detectdé anticuerpos anti-influenza en muestras de
suero de algunos de los cerdos infectados experimentalmente con VIA HIN1 pdm 2009
a partir de los 5 dias post exposicidn. Sin embargo, recién a los 14 dias posinfeccién se
detectaron anticuerpos en todos los cerdos infectados (Ciacci-Zanellay col., 2010). Por
otro lado, usando el kit comercial de ELISA ID Screen Influenza A Antibody Competition
ELISA (ID-Vet) los primeros anticuerpos anti-NP en muestras de suero de cerdos
infectados con VIA H1N1 pdm 2009 se detectaron en algunos animales el 7° dpi y en
las muestras de todos los cerdos estudiados el 10° dpi (Lange y col., 2009).

Se ha sugerido que el ELISA podria ser (til para monitorear la respuesta
inmunoldgica frente a la vacuna (Ciacci-Zanella y col., 2010). Sin embargo, en otro
estudio, la vacunacion afect6 la relacion M/N pero los datos no respaldaron el uso del
NP ELISA para monitorear el desempefio de la vacuna o para diferenciar entre animales
infectados con VIA y animales infectados y vacunados contra VIA (Goodell y col., 2016).

En muestras de suero de cerdos inoculados con vacunas experimentales
monovalentes inactivadas de virus completo (H1IN1, HIN2 o H3N2) y no desafiados con
infeccidn viral, los valores de ROC optimizado, sensibilidad y especificidad fueron
diferentes que para los animales con infeccién experimental (= 0,853 versus un valor de
corte de 0,60 para animales infectados) (Se, Esp: 92,3; 83,5). Ademas, las muestras de
suero de cerdos vacunados comenzaron a ser positivas en algunos animales 14 dias
después de la primera dosis y de manera mas constante después de la dosis de refuerzo
(28 dias posteriores a la primera aplicacion). La respuesta tardia de anticuerpos frente
a la NP viral en animales vacunados podria deberse a la presencia limitada de NP en la
vacuna inactivada (Ciacci-Zanella y col., 2010).

Usando ELISA NP (IDEXX Al MultiSScreen Ab; IDEXX Laboratories, Inc.) en
muestras de suero de cerdos vacunados con una vacuna comercial trivalente inactivada,
21 dias después de la dosis de refuerzo (42 dias de la primera dosis) se detectaron
anticuerpos en el 25 % de las muestras. Con el mismo kit, después de la infecciéon
experimental, se detectaron anticuerpos a partir del 7° dpi en muestras de suero de
animales con y sin vacunacion previa, aunque hasta los 14 dpi la relacion M/N fue menor
en las muestras de animales previamente vacunados. Entre los 21° a 35° dpi, las
muestras de animales vacunados y las de los animales sin vacunacién presentaron

relaciones M/N medias equivalentes. Sin embargo, a los 42 dpi, la relacion M/N fue
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significativamente mayor en los cerdos vacunados e infectados respecto a los infectados
sin vacunacién (Goodell y col., 2016).

Por otro lado, en muestras de suero de animales no infectados practicamente no
hubo diferencia en los niveles de anticuerpos detectados entre el suero de cerdos
vacunados y sin vacunacion. Ambos grupos fueron serolégicamente negativos, al
menos hasta 63 dias post vacunacion (Goodell y col., 2016). Una investigacion previa
también habia reportado que parte de los cerdos vacunados habian dado negativo
mediante un ELISA NP comercial (Barbé y col., 2009).

En un brote de infeccién natural por VIA pdm 2009, 29% de los sueros recolectados
10-14 dpi fueron positivos para anticuerpos contra la NP de VIA por ELISA de
competicion, con un aumento de la proporcion de muestras seropositivas a medida que
aumentaban los dias desde la infeccion de los cerdos. Por otro lado, a los 10 a 14 dpi
también se detecté VIA mediante aislamiento viral en cuatro muestras de hisopos
nasales (Weingartl y col., 2010).

En un estudio de evaluacion y optimizacion del rendimiento de tres ensayos de ELISA
NP comerciales (IDEXX Influenza A Ab, IDEXX Al MultiS-Screen Ab, e IDVet ID Screen
Influenza A) para la deteccién de anticuerpos anti-NP de VIA en muestras de suero de
cerdos infectados naturalmente, después de optimizar los valores de corte mediante
curvas ROC, los valores de Se y Esp fueron superiores a los obtenidos usando los
valores de cortes indicados en las instrucciones de los kits. Para ambos ensayos IDEXX
el valor optimizado fue 0.56, con una sensibilidad y especificidad de 86 % y 89 %,
respectivamente para la prueba IDEXX Influenza A Ab y de 91 % y 87 %,
respectivamente para IDEXX Al MultiS-Screen Ab. El valor de corte optimizado para la
prueba IDVet Screen influenza A fue 0.71 y la sensibilidad y especificidad fueron de 95
% y 79 %, respectivamente. La relacion M/N de corte seleccionada en funcién de una
curva ROC generada mediante el uso de sueros porcinos optimizaria los resultados de
los ensayos. Probablemente la relacion M/N de corte subdptima indicada por los
fabricantes sea consecuencia de que las pruebas fueron disefiadas y validadas
principalmente con sueros de aves. La correlacion excelente entre IDEXX Influenza A
Ab y IDEXX Al MultiS-Screen Ab probablemente se deba a que los componentes
utilizados en la fabricacion son los mismos, pero son empaquetados y distribuidos en
paises diferentes (Tse y col., 2012).

Al comparar tres kits de ELISA para la detecciébn de anticuerpos contra VIA
disponibles comercialmente (Influenza A test kit, IDEXX, Paises Bajos; CIVTEST Suis
Influenza, HIPRA, Espafia; ELISA ID Screen Influenza A Antibody Competition Kit, IDVet
Montpellier, Francia) en 88 muestras de suero de cerdos de granjas porcinas de

Argentina, la concordancia por pares entre los kits serolégicos evaluados fue moderada.
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La proporcion de resultados positivos vario entre 43-56 %, segun el kit. La proporcion
de resultados positivos fue mayor para el kit IDEXX (56 %) y menor para el kit HIPRA
(43 %) (Sarradell y col., 2014).

En un estudio donde se analizaron 2151 muestras de suero obtenidas de cerdos de
Espaia y procesadas mediante un ELISA indirecto anti-NP comercial (CIVTEST-Suis,
Influenza, Laboratorios Hipra, Amer, Espafa), siguiendo las instrucciones del fabricante
y considerando las muestras positivas cuando la relacion muestra/control positivo fue >
0.2, y por IH usando VIA H1IN1, HIN2 y H3N2, la concordancia entre los resultados
obtenidos por ambas pruebas fue moderada (K = 0,45; IC95 %: 0,41-0,49; p < 0,05). El
76 % de las muestras de suero analizadas se clasificaron como positivas 0 negativas
simultaneamente mediante ELISA y al menos una de las pruebas de IH; el 18,6 % fueron
positivas por IH, pero negativas por ELISA y el 5,4 % fueron negativas por IH pero
positivas por ELISA. La deteccidon de anticuerpos por ELISA en ausencia de detecciéon
por IH puede ser consecuencia de una falta de sensibilidad de la IH debido al empleo
de cepas virales antigénicamente diferentes de las cepas circulantes contra las cuales
los cerdos desarrollan inmunidad. Por otro lado, las muestras negativas por ELISA y
positivas mediante IH podrian indicar una falta de sensibilidad del ELISA (Simon-Grifé y
col., 2011). A pesar de la alta especificidad (100 %) del ELISA indirecto (CIVTEST-Suis,
Laboratorios Hipra SA, Amer, Espafa), al menos para las cepas circulantes en Espafia,
la sensibilidad parece ser mejor para el subtipo HIN1 que para los subtipos HIN2 y
H3N2 (Se = 100 %, 86,9 % y 73,4 %, respectivamente) (Maldonado, 2007 citado por
Simon-Grifé y col., 2011).

73



5. MATERIALES Y METODOS

A. PUESTA A PUNTO DE UNA TECNICA DE RT-PCR PARA DETECCION DE ARN
DE VIA EN LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS — UNR

Una pasantia teorico-practica en el Department of Veterinary Population Medicine
(VPM) del College of Veterinary Medicine, University of Minnesota (CVM/UMN) permitié
recibir formacion en técnicas de biologia molecular (QRT-PCR, RT-PCR) y poner a punto
una RT-PCR para la identificacion de ARN de VIA.

Posteriormente, en el Servicio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de Rosario (SBM-FCV/UNR), fue necesario
realizar algunas modificaciones al protocolo de procesamiento de las muestras respecto
al empleado en el CVM/UMN, especialmente en relacion con el proceso de extracciéon
del ARN. En el CVM/UMN la extraccion del ARN se realiza de manera automatica
empleando un kit de perlas magnéticas de dificil acceso y aplicacion en nuestro
contexto. Por tal motivo se seleccionaron y evaluaron otros kits de extraccion disponibles
en Argentina, accesibles a nuestro presupuesto y capaces de ser empleados con los
equipos del SBM-FCV/UNR.

a. Evaluacién de dos productos comerciales para la extracciéon de ARN a partir de una

muestra con alta concentracion viral y de muestras de fluido oral

Como muestra con alta concentracion viral se empleé el sobrenadante de un
aislamiento de VIA H1IN1 pdm 09 en cultivo de células MDCK cedido por el Instituto de
Virologia del CICVyA INTA Castelar. El mismo se utilizd puro y en tres diluciones
seriadas (Y2, ¥4, 1/8) con PBS estéril. Como control negativo se us6 PBS estéril.

La extraccion del ARN se realizé con los kits comerciales: Trizol LS Reagent (Cat.
Nro. 10296-010, Invitrogen™) (anexo 1) (Trizol LS™) y High Pure Viral RNA (Cat. Nro.
11858882001, Roche™) (anexo 2) (High Pure Roche™), siguiendo las indicaciones de
sus fabricantes.

En todos los casos, los ensayos se hicieron por duplicado.

Por otro lado, se realiz6 la extraccion de ARN de 21 muestras de fluido oral obtenidas
de corrales de cerdos con aparente infeccion natural por VIA, utilizando los mismos kits
comerciales mencionados anteriormente de acuerdo con las indicaciones de cada
fabricante.

Con los extractos obtenidos se llevo a cabo una RT-PCR para deteccion del gen
matriz de VIA utilizando el kit comercial SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with
Platinum™ Tag High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen™, Cat. Nro. 12574018)

(anexo 3), siguiendo las indicaciones del fabricante y se utilizaron los siguientes
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cebadores: 5'- AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG TCG- 3" y 5- AGGATCACT TGA
ATC GCT GCATCT- 3". Se empled el termociclador MultiGene™ Mini Personal Thermal
Cycler (Labnet International, Inc.) con las condiciones de termociclado detalladas a
continuacion: 42 °C por 60 min, 94 °C por 2 min, luego 40 ciclos de 94 °C por 15 seg,
49 °C por 30 seg y 68 °C por 1 min. Finalmente 68 °C por 5 min.

El producto obtenido se corrié en un gel de agarosa al 1 %, usando como agente
intercalante SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™, Cat. Nro. S33111) (anexo 4) y
se observo bajo luz ultravioleta.

Se realizé la evaluacion subjetiva del rendimiento de cada kit de extraccion en base
a la presencia/ausencia de bandas en el gel de agarosa. Para las extracciones a partir
de las muestras de aislamiento viral también se valord subjetivamente la intensidad de

las bandas observadas en el gel.

b. Evaluacion del efecto de diluciéon del templado de ARN sobre la capacidad de

deteccion de VIA en muestras de fluido oral

Se extrajo el ARN de 29 muestras de fluido oral usando Trizol LS™, siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Los extractos obtenidos se emplearon puros y diluidos con el mismo volumen de
agua libre de ARNasas (dilucién al 50 %) en una RT-PCR, de la misma manera que en
el ensayo anterior.

Se realizé la evaluacion subjetiva del efecto de la dilucién del templado en el producto
final de RT-PCR en base a la presencia/ausencia de bandas en un gel de agarosa al
1%, como se describi6é previamente.

En los dos primeros ensayos, el grado de concordancia se determiné a partir del
célculo del coeficiente Kappa de Cohen corregido por los acuerdos atribuibles al azar
(Sheskin, 2011). La interpretacién de los valores del coeficiente Kappa se realizé de

acuerdo con la escala de seis categorias mencionada por Landis y Koch (1997).

c. Evaluacion del efecto de dilucién del templado de ARN vy la concentracién de la mezcla

de enzimas en la RT-PCR sobre la capacidad de deteccién de VIA en muestras de fluido

oral

Mediante el empleo de Trizol LS™ y de acuerdo con las indicaciones del fabricante
se obtuvieron templados de ARN de cinco muestras de fluido oral recolectadas de
corrales de cerdos con aparente infeccion natural por VIA.

Un mismo templado se us6 puro y diluido al 50% con agua libre de ARNasas.

Para cada templado puro y diluido, por un lado, se realiz6 la RT-PCR de acuerdo con

las indicaciones del fabricante tal como se describi6é en los ensayos anteriores.
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Por el otro lado, todos los templados se procesaron por RT-PCR duplicando la
concentracién enzimatica respecto a la indicada.

Se realizé la evaluacion subjetiva del efecto de la dilucion del templado y la
concentracion enzimatica en el producto final de RT-PCR en base a la

presencia/ausencia de bandas en el gel de agarosa al 1 %.

B. EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE MONITOREO PARA DETECCION
DE VIA EN GRANJAS PORCINAS
a. Caracteristicas generales de las granjas incluidas en el estudio

El estudio se llevé a cabo entre noviembre de 2014 y julio de 2019, en 12 granjas
porcinas intensivas, confinadas, de ciclo completo (Tabla 1).

En la mayoria de las granjas, la produccion se desarrollaba en un Unico sitio
(monositio). En las tres granjas restantes (Granja 2, 7 y 10) el sistema de produccién
estaba distribuido en tres sitios, separados entre si.

El tamafio de los criaderos varié entre 350 y 4500 cerdas en produccion.

Con excepcion de las Granjas 1y 2, en ninguna otra granja se realizaba vacunacion
de cerdos contra VIA durante el desarrollo del estudio. En las Granjas 1y 2 se aplicaba
una vacuna comercial a virus inactivado, con 5 cepas, indicada como ayuda en el control
de la enfermedad asociada a los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 de VIA en hembras de
60 y 90 dias de gestacion.

Las Granjas 1y 2 pertenecen a una misma empresa, se encuentran separadas entre
si por 2 a 2,5 km y tenian manejos sanitarios similares.

Al momento del estudio, en todas las granjas, con excepcion de la Granja 8, la
reposicion de las hembras reproductoras F1 era interna. En la mayoria de los criaderos
la reposicion de abuelas era externa y en solo tres de ellos (Granja 1, 2 y 10) era interna.

Las granjas incluidas en el estudio fueron seleccionadas debido a que presentaban
manifestaciones clinicas y/o lesiones anatomo e histopatolégicas compatibles con
infeccién por VIA o antecedentes de diagndsticos previos mediante inmunohistoquimica,
ELISA y/o RT-PCR 0 qRT-PCR.
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Tabla 1

Resumen de las caracteristicas generales de las granjas incluidas en el estudio.

Granja Flujo de produccion Nro. hembras Localizacion (provincia) Reposicion abuelas  Reposicion F1
1 Monositio 500 Cordoba Interna Interna
2 Multisitio 2.500 Coérdoba Interna Interna
3 Monositio 1000 Coérdoba Externa Interna
4 Monositio 1000 Buenos Aires Externa Interna
5 Monositio 550 Coérdoba Externa Interna
6 Monositio 1.600 Chaco Externa Interna
7 Multisitio 500 Santa Fe Externa Interna
8 Monositio 350 Santa Fe Externa Externa
9 Monositio 400 Santa Fe Externa Interna
10 Multisitio 4500 Santa Fe Interna Interna
11 Monositio 1000 Santa Fe Externa Interna
12 Monositio 420 Buenos Aires Interna Interna
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b. Muestreos:

b.1. Muestreos para el monitoreo de VIA en multiples etapas de produccién
|. Muestreos seroldgicos y moleculares en edades establecidas previamente a la visita

de la granja
El primer muestreo de las Granjas 1y 2 se realizo con el objetivo de llevar a cabo

un andlisis serolégico-molecular del estado sanitario para VIA en cada granja, en
aparente ausencia de signos clinicos evidentes de infeccion por influenza.

Se recolectaron alrededor de 30 muestras individuales de sangre y secrecion
nasal de cerdos de 21-28, 42-49, 67-70 y 105-118 ddv y hembras (subdivididas en
hembras de primera gestacién y hembras de dos o mas partos).

Un muestreo similar se realiz6 en la Granja 3 debido a antecedentes clinicos
compatibles con infeccion por VIA. Se recolectaron muestras individuales de sangre y
secrecion nasal de 10 animales y dos muestras de fluido oral con cuerda en corrales de
cerdos de 44, 68, 90, 120, 150 ddv; 10 muestras de sangre y secrecién nasal de
lechones de recria de 24 ddv y hembras (cinco hembras de reposicién y cinco
multiparas).

En la Granja 3 también se recolectaron muestras de secrecién nasal de diez animales
y dos muestras de fluido oral con cuerda en corrales de cerdos de 51 ddv. Ademas, se
registré la sintomatologia en las edades en las cuales se observaron animales con tos

0 estornudos en reposo durante el muestreo.

Il. Recoleccion de muestras de secrecion nasal y fluido oral para estudios moleculares

y muestreos serologicos en edades seleccionadas en base a la presencia de signos

clinicos

En el muestreo 2 de la Granja 4 y en las Granjas 5, 6 y 7, las edades estudiadas
fueron seleccionadas en base a la presencia de manifestaciones clinicas. En cada una
de ellas, se recolectaron diez muestras individuales de secrecion nasal, una (Granjas 5
y 7) o dos (Granjas 4 y 6) muestras de fluido oral de corral y se llev6 a cabo la estimacion
del porcentaje de animales/corral con tos-estornudos.

Adicionalmente, de la Granja 4, la semana posterior al muestreo molecular se
recibieron muestras de sangre de cinco animales de 20, 40, 70, 90, 120 y 150 ddv y de
hembras (incluyendo cachorra y hembras de 1 a 5 partos) para estudios serolégicos

(Granja 4/muestreo 3).
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Ill. Recoleccion de muestras de fluido oral para estudios moleculares en edades

seleccionadas en base a la presencia de signos clinicos

Frente a la presencia de brotes agudos o subagudos con incremento en la tasa de
manifestaciones clinicas respiratorias se realizaron estudios moleculares recolectando
una o dos muestras de fluido oral con cuerda de corral (Granja 1/muestreo 2; Granja
9/muestreo 2 y Granjas 7, 8, 10 y 11) de animales con manifestaciones clinicas, con el
objetivo de confirmar la presencia de VIA en las categorias clinicamente afectadas

dentro de la granja.

IV. Obtencibn de muestreos para estudios anatomo-histopatolégicos e

inmunohistoguimicos

En algunos eventos de muestreo (Granja 1/muestreo 2; Granja 2/muestreo 2; Granja
4/muestreo 1y Granja 9/muestreo 1), los estudios moleculares fueron complementados
con muestras de pulmones para estudios anatomo-histopatolégicos e
inmunohistoquimicos recolectadas de animales encontrados muertos a los que se les
realiz6 la necropsia. Las muestras fueron recolectadas simultaneamente a los
muestreos moleculares o remitidas por las granjas en plazos de tiempo estrechos, previa

0 posteriormente a los muestreos moleculares.

b.2. Muestreos realizados para el monitoreo de VIA en maternidad

Para evaluar la deteccién de VIA en lechones pre-destete se realizaron estudios en
granjas con manifestaciones clinicas compatibles con infeccion por VIA en las salas de
maternidad.

En la Granja 10 se recolectaron 30 muestras de gasas mamarias de cerdas que se
encontraban amamantando lechones de 15-21 ddv. Del total de muestras recolectadas,
se incluyeron 10 muestras de cada una de las siguientes categorias: hembras lactantes
primiparas, hembras lactantes multiparas y hembras lactantes nodrizas (con lechones
reagrupados, hijos de otras cerdas).

En la Granja 12 se tomaron muestras de gasa mamaria de cuatro cerdas (cerdas a,
b, c y d) que se encontraban amamantando lechones con manifestaciones clinicas. Tres
de las camadas muestreadas (camadas correspondientes a las cerdas a, b y c) eran de
lechones de 6 a 8 ddv y una de ella (camada correspondiente a la cerda d), era de
lechones de 17 a 21 ddv. A su vez, se recolectaron muestras individuales de hisopos
orofaringeos de cada uno de los lechones pertenecientes a la camada de las cerdas
muestreadas, identificando aquellos hisopos pertenecientes a lechones con tos y/o

estornudos al momento del muestreo. De una camada con signos clinicos (camada
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correspondiente a la cerda e) se tomaron muestras con hisopos de secrecion
orofaringea de los lechones, pero no fue posible la obtencién de muestra de gasa

mamaria debido al traslado de la cerda a otra sala mientras se realizaba el muestreo.

b.3. Muestreos realizados para el monitoreo de VIA en bioaerosoles

En la Granja 1, dos semanas después del segundo muestreo (alrededor de cuatro
meses del inicio aparente del brote clinico), luego de confirmar la presencia de VIA
mediante deteccibn de material genético e IHQ, se recolectaron muestras de
bioaerosoles (Granja 1/muestreo 3) en los sitios que alojaban a las categorias con
manifestaciones clinicas compatibles con infeccion con VIA més evidentes (40-45 ddv y
100-120 ddv).

Se recolecté una muestra de aire en cada una de tres salas de recria. En los galpones
de desarrollo se recolectaron cinco muestras de aire en corrales seleccionados al azar,

siguiendo una distribucién en guarda griega.

c. Evaluacion clinica de la presencia de tos-estornudos:

Se registrd la presencia o no de animales con tos y/o estornudos de la mayoria de
los grupos o corrales de cerdos estudiados. Para esto, primero se observd a los
animales antes de inducirlos a moverse y luego se los estimulé a moverse caminando 3
vueltas alrededor del perimetro interno del corral y haciendo palmadas. Luego, se cont6
la cantidad de animales que estornudaban y/o tosian en un lapso de 5 minutos. El conteo
se intenté hacer por animal y no por acceso de tos-estornudo. Es decir, si un mismo

animal tosia en tres oportunidades, se contaba como un Unico evento.

d. Recoleccién de muestras:

d.1l. Secrecion nasal

Para la recoleccion de las muestras de secrecion nasal se emplearon hisopos de
dacrén. Cada cerdo seleccionado fue sujetado e inmovilizado transitoriamente para
introducir el hisopo en cada una de las fosas nasales, rotando suavemente.

Para el caso del primer muestreo realizado en las Granjas 1 y 2, los hisopos se
introdujeron secos en las fosas nasales de los cerdos seleccionados, y luego, la punta
fue colocada en un criotubo rotulado, con medio de transporte viral (constituido por 1 mi
de solucién Buffer Fosfato Salino (PBS) con penicilina 10,000 Ul/ml, estreptomicina
10,000 pg/ml y albumina 25 mg/ml). Las muestras se transportaron refrigeradas al
laboratorio.

En el resto de los muestreos, inmediatamente antes de tomar la muestra, los hisopos

se embebieron en el medio de transporte viral (DMEM: Medio de Cultivo Eagle
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Modificado de Dulbecco suplementado con albimina fetal bovina, tripsina, antibiéticos
y antimicoticos) y luego se introdujeron en las fosas nasales de los cerdos.
Posteriormente se rotularon y refrigeraron hasta su traslado al Servicio de Biologia
Molecular (FCV-UNR).

Siempre que fue posible, las muestras se recolectaron de aquellos cerdos que
presentaban manifestaciones clinicas compatibles de infeccion por VIA (estornudos, tos,
secrecién nasal serosa, decaimiento). Cuando no se observaron suficientes animales
con signos clinicos, se eligieron cerdos al azar hasta completar el tamafio muestral

establecido.

d.2. Secrecion orofaringea:

Las muestras individuales de secreciones orofaringeas se obtuvieron mediante la
apertura manual de la boca del cerdo y la introduccién de un hisopo de dacrén seco por
la cavidad oral hasta llegar a la faringe, girdndolo suavemente para recolectar las
secreciones orofaringeas.

Las muestras se rotularon identificando la camada a la que correspondia el animal

muestreado y si presentaba o no signos clinicos al momento del muestreo.

d.3. Fluido oral obtenido con cuerdas:

Al momento de los muestreos, en cada granja estudiada, se identificaron las edades
de los cerdos que aparentaban estar cursando la enfermedad en base a la presencia de
manifestaciones clinicas y/o antecedentes de hallazgos de lesiones compatibles con
infeccion por VIA en necropsias previas.

En cada edad seleccionada (“grupo”), de acuerdo con el tamafo de las salas o
galpones y disposicion de los corrales, se recolectaron una o dos muestras de fluido oral
con cuerda.

Para la obtencién de las muestras se siguio la técnica descripta por Prickett y col.
(2008). Se utilizaron cuerdas de algodén neutro de 15 mm de espesor y entre 70-90 cm
de largo. Las cuerdas se ataron en la division de los corrales y se dejaron al alcance de
los cerdos para gque los mismos pudieran masticarlas y embeberlas con fluido oral. Las
sogas se colocaron alejadas de bebederos y comederos, con los cabos a la altura de la
articulacion del hombro (escapulohumeral) de los cerdos y se dejaron al acceso de los
animales durante 30 minutos (Imagen 2 y 3). Transcurrido el tiempo establecido, las
cuerdas se escurrieron en bolsas de plastico y el fluido oral obtenido fue colocado en
tubos de centrifuga plasticos estériles con tapa a rosca (tipo Falcon) de 15 o 50 ml. Los
tubos fueron rotulados y se mantuvieron refrigerados y en posicion vertical hasta su

acondicionamiento en el Servicio de Biologia Molecular (FCV-UNR).
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Imagen 2
Elementos empleados para la recoleccién de muestras de fluido oral con cuerdas de algodén.

Imagen 2. Guantes descartables, bolsa de polietileno, tubo de centrifuga plastico estéril con tapa a rosca (tipo Falcon) y

cuerda de algodén neutro.

Imagen 3
Recoleccién de muestras de fluido oral de cerdos con cuerda de algodon.

Imagen 3. Cerdos de corrales contiguos mordiendo una cuerda de algodon atada en la division de
corrales.
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d.4. Fluido oral y secrecion nasal de lechones en maternidad obtenidos mediante

empleo de gasas mamarias:

Para la obtencién de muestras de fluido oral y secrecién nasal de lechones en
maternidad con gasas mamarias se utilizé la técnica descripta por Garrido-Mantilla 'y col.
(2019).

Se emplearon gasas de algodon estéril de 10 cm x 10 cm, embebidas en medio de
transporte viral (DMEM suplementado con albimina fetal bovina, tripsina, antibiéticos y
antimicéticos).

Cada gasa se paso por la piel de la ubre de la cerda que se encontraba amamantando
a los lechones que se deseaban estudiar y posteriormente se colocd en una bolsa
plastica estéril con cierre a presion, la cual contenia 10 ml del mismo medio de transporte
viral. La bolsa fue identificada individualmente, registrando el nimero de parto de la
cerda; si la camada era propia, adoptada o reagrupada; tamafo de la camada y nimero
de lechones que presentaban manifestaciones clinicas.

Las muestras se trasladaron refrigeradas al Servicio de Biologia Molecular (FCV-
UNR).

d.5. Aire:

Para la obtencion de muestras de aire se utilizé un colector ciclénico liquido (Midwest
Micro Tek, Brookings, SD, EE. UU.) cedido por el College of Veterinary Medicine,
University of Minnesota (CVM/UMN).

El aparato fue validado previamente para la deteccién de VIA aerosolizado en el
CVM/UMN por Corzo y col. (2012), quienes informaron un limite de deteccion estimado
en 10! TCIDso/ml.

El colector ciclénico liquido (Imagen 4) es un aparato que esta formado por una base
plana y cuadrada de aluminio con orificios dispuestos en forma de circulo en su parte
central y cuatro pequefias patas al cual se unen: a) una fuente de energia eléctrica, b)
una turbina plastica alimentada por un motor eléctrico y cubierta por el recipiente de
recoleccion, y c) un recipiente de recoleccion extraible, con forma de cuenco y abierto
en la parte inferior central, donde se coloca un medio liquido para la recoleccion de
muestras.

Cuando el colector esta funcionando, el aire es aspirado desde abajo del recipiente
de recoleccioén hacia el interior de este, donde esta el medio liquido. La turbulencia crea
un efecto de mezcla entre el aire y el liquido. Luego, el aire sale a través de los orificios
superiores de la estructura de aluminio. Como resultado, las particulas presentes en el

aire se mezclan con el medio liquido (Imagen 5) (Corzo y col., 2014).
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Imagen 4
Colector ciclénico liquido.

Imagen 4. Fuente: Corzo y col. (2014). A. Base de aluminio con orificios; B. Fuente de energia eléctrica; C. Turbina
plastica; D. Recipiente de recoleccion; E. Motor.

Imagen 5
Esquema del funcionamiento del colector ciclénico liquido.

Imagen 5. Adaptada de Corzo y col. (2014).

La técnica empleada para la obtenciéon de muestras fue similar a la descripta por
Corzo y col. (2014). En el recipiente de recoleccion se colocaron 10 ml de un medio
liqguido a base de DMEM, suplementado con albimina sérica bovina (ASB) al 4 %,
antibiéticos, antimicoticos y tripsina. El aparato se suspendié a 1,5 m del suelo y se dej6
funcionando durante 30 minutos (Imagen 6). El medio liquido obtenido en cada muestreo
se recolectd con una jeringa estéril y se colocd en un tubo de centrifuga de plastico
estéril con tapa a rosca (tipo Falcon) de 15 ml.

Luego de la obtencion de cada muestra el aparato se lavd, desinfectd y se
recolectaron controles para verificar la limpieza del equipo pasando un hisopo estéril por
el recipiente recolector, cuyo extremo se coloc6 en un criovial con medio de transporte
viral estéril.

También, entre las diferentes recolecciones, se procedi6 al cambio de los guantes de

la persona que operaba el equipo para evitar contaminaciones cruzadas.
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En cada una de las tres salas de recria de la granja estudiada, el colector se colocé
en el centro de la sala, aproximadamente. En los galpones de desarrollo se recolectaron
cinco muestras de aire en el centro de corrales seleccionados en una distribucion al azar
en guarda griega.

Las muestras y controles fueron rotuladas y trasladadas refrigerados al laboratorio
para su acondicionamiento.

Imagen 6

Obtencion de muestras de bioaerosol mediante colector ciclénico liquido (Ciclonic Midwest Micro Tek,

Brookings, SD, EE. UU.) en cerdos de engorde.

d.6. Sangre:

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién de la vena cava craneal y/o
venas yugulares. Cada muestra se coloc6 en un tubo de ensayo de plastico de 5 ml con
tapa (tipo Khan), rotulado y sin anticoagulante. Luego se transportaron refrigeradas al
laboratorio del Servicio de Asesoramiento Sanitario en Porcinos (FCV-UNR).
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d.7. Necropsia y obtencién de muestras para HP e IHQ

Se realizé la necropsia de los cerdos encontrados muertos durante las visitas a las
granjas. Cuando las lesiones fueron compatibles con infeccion por VIA se llevé a cabo
la recoleccion de muestras de pulmon, las cuales se colocaron en recipientes con formol
bufferado al 10 % y se trasladaron al Servicio de Anatomia Patolégica e histopatologia
(FCV-UNR).

e. Acondicionamiento de muestras:

e.l. Secrecion nasal y secrecién orofaringea:

El extremo de cada hisopo se cortd y colocd dentro de un microtubo de centrifuga
(tipo eppendorf) de 2 ml rotulado y con 1,5 ml de medio de transporte viral. Se agitaron

con vortex durante 15 segundos y se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.

e.2. Fluido oral obtenido con cuerdas:

En el SBM-FCV/UNR, las muestras de fluido oral se mantuvieron refrigeradas en
posicion vertical durante un periodo maximo de 24 h desde el momento de su
recoleccion en la granja para favorecer la sedimentacion de particulas de polvo, restos
de alimento, materia fecal, etc.

A partir del sobrenadante se obtuvieron alicuotas de 1,5 ml que se colocaron en
microtubos de centrifuga (tipo eppendorf) de 2 ml rotulados y se almacenaron a -80 °C

hasta su procesamiento.

e.3. Fluido oral y secrecion nasal de lechones en maternidad obtenidos con gasas

mamarias:

Para favorecer el desprendimiento de las particulas virales, la gasa que estaba dentro
de la bolsa con medio de transporte se frotd sobre si varias veces y luego se escurrié
desde el exterior para liberar el liquido absorbido. Posteriormente, se obtuvieron
alicuotas de 1,5 ml del medio liquido que fueron colocadas en microtubos de centrifuga

(tipo eppendorf) de 2 ml rotulados. Se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

e.4. Aire:
A partir de las muestras de aire se obtuvieron alicuotas de 1,5 ml que fueron
colocadas en criotubos con tapa a rosca de 2 ml. Se rotularon y almacenaron a -196 °C,

en termo de nitrégeno liquido, hasta su procesamiento.
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e.5. Sangre:
Las muestras de sangre se centrifugaron a 1500 g — 1600 g durante 10-15 minutos a

temperatura ambiente para la obtencién del suero, del cual se obtuvieron alicuotas de
1,5 ml que fueron colocadas en microtubos de centrifuga (tipo eppendorf) de 2 ml

rotulados y se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento.

e.6. Muestras de pulmén para HP e IHO:

Las muestras obtenidas en las necropsias durante las visitas a las granjas o las
muestras refrigeradas de pulmones remitidas por el personal a cargo de las granjas se
colocaron en formol bufferado al 10 % durante 24 h para su fijacién y posterior

procesamiento.

f. Procesamiento de muestras:

f.1. Técnicas de biologia molecular:
Las muestras de secrecion nasal, secrecion orofaringea, fluido oral y secrecion nasal
de lechones en maternidad obtenidos mediante empleo de gasas mamarias, fluido oral

obtenido con cuerdas y aire fueron procesadas mediante técnicas de biologia molecular.

|. Extraccién de ARN:

En todos los casos, con excepcion de las muestras obtenidas en las Granjas 1y 2,y
en los muestreos realizados para el monitoreo de VIA en maternidad (Granjas 10y 12),
la extraccion del ARN se llevo a cabo en el SBM-FCV/UNR. Se realiz6 la extraccion
individual del ARN de cada muestra con TRIlzol LS™, de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.

Granjas 1 y 2- muestreo 1: las muestras de secrecion nasal se procesaron en el
Laboratorio de aves y porcinos del Instituto de virologia del Centro de Investigacion en
Ciencias Veterinarias y Agrondémicas (CICVyA) — Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) Castelar. Se armaron grupos de hasta cinco muestras de animales
de la misma categoria. La extraccion del ARN del grupo de hisopos se hizo empleando
el kit comercial QlAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

Granja 1- muestreo 2 y 3 y Granja 2- muestreo 2: la extraccion del ARN de cada
muestra individual se realizé en el SBM-FCV/UNR empleando el kit comercial RNeasy®
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) (anexo 5), segun las indicaciones del fabricante. El
extracto de ARN obtenido se colocd en tarjetas FTA (Ambion® Whatman® FTA®

Cards), se dejaron secar al aire y almacenaron a temperatura ambiente, protegidas de
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la luz solar, hasta su procesamiento por gRT-PCR en el Department of Veterinary
Population Medicine (VPM) del College of Veterinary Medicine, University of Minnesota
(CVM/UMN).

Granja 10: la extraccion de ARN de cada muestra se realizé en el Servicio de Biologia
Molecular (FCV-UNR) empleando el kit comercial High Pure Viral RNA (Cat. Nro.
11858882001, Roche ™) (anexo 2), segun las indicaciones del fabricante y se guardaron

a -80 °C hasta su procesamiento.

Granja 12: las muestras de gasas mamarias se procesaron en el Laboratorio de
diagnéstico en enfermedades virales y bacterianas en cerdos — Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) Marcos Juarez. Cada una de las muestras de gasas
mamarias se procesoé individualmente. Las muestras de secrecion orofaringea se
procesaron en grupos de entre 2 y 4 muestras de lechones de la misma camada, y

subdivididos de acuerdo con la presencia o ausencia de signos clinicos.

Il. RT-PCR para deteccion del gen matriz de VIA:

Con excepcién de las muestras obtenidas en los muestreos 1y 2 de las Granjas 1y
2,y en el muestreo en maternidad de la Granjas 12, para la RT-PCR para deteccién del
gen matriz de VIA del resto de las muestras se utilizo el kit comercial SuperScript™ |l
One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taqg High Fidelity DNA Polymerase
(Invitrogen™) (anexo 3) con los cebadores: 5°- AGA TGA GTC TTC TAA CCG AGG
TCG- 3" y5- AGGATCACT TGA ATC GCT GCA TCT- 3". Se emplet el termociclador
MultiGene™ Mini Personal Thermal Cycler (Labnet International, Inc.) con las siguientes
condiciones de termociclado: 42 °C por 60 min, 94 °C por 2 min, luego 40 ciclos de 94
°C por 15 seg, 49 °C por 30 seg y 68 °C por 1 min. Finalmente 68 °C por 5 min. El
producto obtenido se corrid6 en un gel de agarosa al 1 % usando como agente
intercalante de ADN el SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen™) (anexo 4) y se

observé bajo luz ultravioleta.

Granjas 1y 2, muestreo 1: para la qRT-PCR se emplearon los siguientes cebadores:
InfAfw (5"-GACCRATCCTGTCACCTCTGAC-3") y InfArv (5°-
AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA-3") y la sonda InfA
TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG. El producto amplificado consisti6 en un
segmento de 60 pares de bases del gen matriz (M). Se usé el equipo ABIPrism® 7500
SDS (Applied BiosystemsTM, Foster City, CA, USA).

Granja 1, muestreo 2 y 3; Granja 2 muestreo 2: en el Department of Veterinary
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Population Medicine DVPM del CVM/UMN para recuperar el extracto de ARN de las
tarjetas se empled la solucién comercial RNA Rapid Extraction Solution (Ambion®,
Applied Biosystems, Foster City, CA) (anexo 6) siguiendo las indicaciones del fabricante.
El producto obtenido se us6 como templado para realizar la qRT-PCR.

Para la gRT-PCR para deteccion del gen matriz de VIA se usaron el kit comercial
AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents (Applied Biosystems™ Cat. No. 4387391)
(anexo 7), los siguientes cebadores: M+25 Forward Primer 5 —> 3 AGATGAGTCTTC
TAA CCG AGG TCG; M-124 Reverse Primer 5 —> 3’: TGC AAA AAC ATC TTC AAG
TCT CTG y la sonda M+64 Probe 5 —> 3": FAM/TCA GGC CCC /ZEN/CTC AAA GCC
GA / IABK®FQ. La gRT-PCR se corrio en un termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems™) a 45 °C durante 10 minutos, seguido de 95 °C durante
10 minutos y 45 ciclos a 94 °C durante 1 segundo y 60 °C durante 30 segundos. Una
muestra fue considerada positiva cuando del valor del Ct fue < 35. Las muestras con un
valor Ct entre 35 y 40 se consideraron sospechosas y aquellas con un Ct > 40,

negativas.

Granja 12: las muestras de gasas mamarias se procesaron mediante qRT-PCR para
deteccion del gen matriz de VIA en el Laboratorio de diagndéstico en enfermedades

virales y bacterianas en cerdos del INTA Marcos Juarez.

f.2. Serologia:
Las muestras de suero se analizaron mediante ELISA indirecto, empleando el kit

comercial para deteccion de anticuerpos contra la NP de VIA “CIVTEST® SUIS
INFLUENZA” (Laboratorios Hipra S.A., Espafa) (anexo 8), siguiendo las indicaciones
del fabricante. La densidad 6ptica se midié en un lector de ELISA a 405 nm de longitud
de onda (Labsystems MultisKan EX, Finlandia).

f.3. Histopatologia:

Las muestras fijadas en formol al 10 % se procesaron para histopatologia por
métodos de rutina, se tifleron con hematoxilina-eosina y se observaron con microscopio
Optico. En cada corte histoldgico se analizaron la pleura, el tejido conjuntivo, bronquios,

bronquiolos y alvéolos a una magnificacién de 4x a 40x.

f.4. Inmunohistoquimica para detecciéon de NP de VIA:

A partir de las muestras de pulmén fijadas en formol al 10 % durante 24-48 h y
posteriormente incluidas en parafina por métodos histolégicos de rutina, se realizaron

cortes de 4 um, los cuales fueron montados sobre portaobjetos xilanizados. Para el
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bloqueo de la peroxidasa se utilizd H.O, al 3 % en PBS durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

La recuperacién antigénica se llevd a cabo con proteinasa K (Promega, Cat. Nro.
V3021) (anexo 9) durante 25 min a 37 °C.

El bloqueo de las uniones inespecificas se hizo con 25 mg de leche descremada en
polvo/ml de PBS, durante 40 minutos a temperatura ambiente.

Se utilizé el anticuerpo primario monoclonal anti-influenza A (Mouse Anti-Influenza A,
Millipore Corporation) en dilucion 1:500 a 4 °C durante toda la noche y el anticuerpo
secundario policlonal anti-lgG de raton conjugado con biotina, Coédigo AM-B1
(Laboratorio de Endocrinologia y Tumores Hormonodependientes, Facultad de
Bioguimica y Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional del Litoral: LEyTH,
FBCB/UNL) en dilucién 1:100 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Como sistema de deteccion se empled el Sistema de revelado Cdédigo AB-P1
(LEyTH, FBCB/UNL), segun indicaciones del fabricante y el sustrato cromogénico
diamiobencidina (DAB) (Liquid DAB + Substrate. Dako Cytomation, Cat Nro. k3468)
(anexo 10) para el revelado final. Como control negativo de tejido se utilizé pulmén de
lechones nacidos muertos no calostrados y como control positivo se emplearon cortes
cedidos por Servicio de Anatomia Patolégica, FCV de la Universidad Nacional de La
Plata. Ademas, como control negativo de la técnica (para descartar marcajes
inespecificos) se procesd un control positivo, pero se exceptué de la técnica la

incubacién con el anticuerpo primario y en su lugar se incubé con PBS.

g. Andlisis estadistico:

Un tamafio de muestra de 30 permite detectar, con un 95 % de confianza al menos
un animal positivo si la prevalencia dentro de cada categoria es del 10% o mas (Diaz y
col.,, 2015).

Un tamafio de muestra de 10 permite detectar, con un 95 % de confianza, al menos
un animal positivo cuando la prevalencia es mayor o igual a 26 % en una poblacion de
entre 40 y 2100 individuos (www.winepi.net).

Un tamafio de muestra de 5 permite detectar, con un nivel de confianza del 95 %, al
menos un animal positivo, en una poblacién de 20 o mas individuos, asumiendo una

prevalencia minima esperada del 50 % (www.winepi.net).

Si bien se emplearon técnicas de RT-PCRy gRT-PCR, para el célculo del tamafio de
muestras no se realizaron estudios probabilisticos que tuvieran en cuenta la sensibilidad
de cada técnica.

La informacion obtenida en relacién con la presencia de signos clinicos y deteccion

de VIA mediante RT-PCR de muestras de secrecion nasal y fluido oral con cuerdas se
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analizé considerando como deteccién o no de VIA en el evento de muestreo.

Definimos como evento de muestreo al conjunto de animales de una edad
determinada, dentro de una granja, de la cual se recolectaron muestras en un momento
especifico. Cuando al menos una muestra de fluido oral y/o secrecién nasal de un
evento fueron positivos, se considero al evento de muestreo positivo, con deteccion de
VIA para esa edad dentro de la granja en estudio. Los casos sospechosos fueron
considerados negativos.

Para el andlisis, los datos de los muestreos de todas las granjas en conjunto y de
cada granja individualmente se agruparon de acuerdo con la edad o categoria de los
animales: menores de 34 ddv, animales entre 35 a 70 ddv y entre 71 y 205 ddv, hembras
de reposicién y cerdas reproductoras.

La asociacion entre variables se realizo a través del calculo del estadistico Test de

Fisher.
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6. RESULTADOS
6. A. PUESTA A PUNTO DE UNA TECNICA DE RT-PCR PARA DETECCION DE ARN
DE VIA EN LA FACULTAD DE CS. VETERINARIAS — UNR

a. Evaluacion de dos productos comerciales para la extracciéon de ARN a partir de
una muestra con alta concentracion viral y de muestras de fluido oral

En las extracciones realizadas a partir del sobrenadante del aislamiento viral, si bien
ambos productos comerciales permitieron extraer ARN suficiente para la deteccion de
VIA, las bandas observadas en el gel de agarosa fueron mas intensas para los productos
de RT-PCR de los extractos de ARN obtenidos mediante el empleo de Trizol LS™.

Por otra parte, del total de muestras de fluido oral analizadas, los resultados de la
RT-PCR realizada a partir de los templados obtenidos con los dos kits de extraccion
coincidieron para todas las muestras, excepto una que resultdé negativa mediante el
empleo de Trizol LS™ y positiva con el empleo de High Pure Roche™ (Tabla 2).

El valor del indice Kappa de Cohen como medida de la concordancia entre los dos
kits de extraccion para las muestras de fluido oral fue de K = 0,897, lo que se interpreta

como un grado de acuerdo excelente.

Tabla 2
Concordancia en los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA realizada a partir de extractos de ARN
de muestras de fluido oral obtenidos con dos productos de extraccion de ARN comerciales.

RT-PCR Trizol LS (+) RT-PCR Trizol LS (-)  Total
RT-PCR High Pure Viral RNA (+) 7 1 8
RT-PCR High Pure Viral RNA (-) 0 13 13
Total 7 14 21

Nota. RT-PCR Trizol LS (+): deteccion de ARN de VIA por RT-PCR de templados obtenidos con Trizol LS Reagent,
Invitrogen™; RT-PCR Trizol LS (-): ausencia de deteccion de ARN de VIA por RT-PCR de templados obtenidos con
Trizol LS Reagent, Invitrogen™; RT-PCR High Pure Viral RNA (+): deteccion de ARN de VIA por RT-PCR de
templados obtenidos con High Pure Viral RNA, Roche™; RT-PCR High Pure Viral RNA (-): ausencia de deteccion de
ARN de VIA por RT-PCR de templados obtenidos con High Pure Viral RNA, Roche™

b. Evaluacion del efecto de dilucién del templado de ARN sobre la capacidad de
deteccién de VIA en muestras de fluido oral

Los resultados de la RT-PCR realizada a partir de los extractos de ARN obtenidos
con Trizol LS™ puros y diluidos al 50 % coincidieron para la mayoria de los casos.

En su mayoria, las bandas visualizadas en el gel de agarosa del producto de RT-

PCR al usar el templado puro eran mas intensas. Para una muestra, la RT-PCR del
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templado puro fue negativa, mientras que la del mismo templado diluido al 50 % fue
positiva (Tabla 3).

El valor del indice kappa de Cohen como medida de la concordancia entre el uso del
templado de ARN puro y el uso del templado de ARN diluido al 50 % en agua libre de
ARNasas fue de K = 0,917, lo que se interpreta como un grado de acuerdo excelente.

Tabla 3
Concordancia en los resultados de RT-PCR realizada a partir de los templados de ARN obtenidos de
muestras de fluido oral puros y diluidos al 50% con agua libre de ARNasas.

RT-PCR ARN; (+) RT-PCR ARN; (-) Total
RT-PCR ARN 0.5 (+) 8 1 9
RT-PCR ARN 0.5 (-) 0 20 20
Total 8 21 29

Nota. RT-PCR ARN puro: RT-PCR sobre los templados de ARN obtenidos de muestras de fluido oral puros (ARN;);
RT-PCR ARN 0.5: RT-PCR sobre los templados de ARN obtenidos de muestras de fluido oral, diluidos al 50% con
agua libre de ARNasas (ARNgs); (+): deteccion de ARN de VIA; (-): ausencia de deteccion de ARN de VIA.

c. Evaluacion del efecto de dilucion del templado de ARN y la concentracion de la
mezcla de enzimas en la RT-PCR sobre la capacidad de deteccion de VIA en
muestras de fluido oral

No hubo diferencias entre ensayos en los resultados de RT-PCR observados en el

gel de agarosa (Tabla 4).
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Tabla 4
Resultados RT-PCR de templados de ARN obtenidos de muestras de fluido oral, puros y diluidos, con la
concentracion de enzimas indicada por el fabricante y al doble de dicha concentracién.

Muestra ARN3, Eix ARNos, Eix ARN1, Eax ARNos, E2x
1 + + + +
2 + + + +
3 ; - i .
4 - . i .
5 + + + +

Nota. RT-PCR sobre los templados de ARN obtenidos de muestras de fluido oral, puros (ARN;) y diluidos al 50% con
agua libre de ARNasas (ARNgs), empleando la mezcla de enzimas de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Eiy)
y al doble de dicha concentracion (Eay).

6.B. EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE MONITOREO PARA
DETECCION DE VIA EN GRANJAS PORCINAS

a. Muestreos para el monitoreo de VIA en multiples etapas de produccién

En la tabla 5 se presentan resumidos los eventos de recoleccién de muestras,
detallando la situacion respecto a manifestaciones clinicas, el tipo de muestra
recolectada y su resultado para la deteccién de VIA, de acuerdo con la granja, muestreo
y edad de los cerdos.
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Tabla 5

Eventos de recoleccién de muestras y resultados respecto a manifestaciones clinicas, identificacién de VIA y/o deteccién de anticuerpos anti-VIA, de acuerdo con la granja, muestreo y

edad de los cerdos estudiados.

Granja- muestreo

21-34

35-70

71-203

H. rep

H. 1°gest.

H. mult.

G1-M1

21-28

42-49

67-70

105-118

H. 1°gest.

H. mult.

SC
SN (n=30) (*)
Sue (n=30)

)
() (0/6)
(+)

*)
(-) (0/6)
(+)

*)
(+) (1/6)
(+)

()
() (0/6)
(+)

()
(+) (13)
(+)

)
() (13)
(+)

G1-M2

44

100

120

SC
FO

IHQ

*)
*)

*)

*)
()

*)
¢
()

G2-M1

21-28

42-49

67-70

105-118

H. 1°gest.

H. mult.

SC
SN (n=30) (*)
Sue (n=30)

0
() (0r6)
(+)

()
(+) (1/6)
)

()
() (0r6)
(+)

)
(+) (1/6)
)

0
() (0/3)
)

0
() (0r3)
(+)

G2 - M2

45-60

45-60

103

130

145

IHQ

(+)

*)

*)

*)

()

G3

24

a4

51

68

90

120

150

H. 1°gest.

H. mult.

SC

SN (n=10)
FO (n=2)
Sue (n=10)

0
(+) (n=10)

(+) (n=10)

*)
() (n=10)
() (n=2)
(+) (n=10)

*)
() (n=10)
() (n=2)

()
() (n=10)
() (n=2)
(+) (n=10)

*)
() (n=10)
() (n=2)
(+) (n=10)

*)
() (n=10)
(+) (n=2)
(+) (n=10)

()
() (n=10)
() (n=2)
() (n=10)

0
() (n=5)

(+) (n=5)

0
() (n=5)

(+) (n=5)

Nota. SC (signos clinicos) (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo. SC (-): ausencia de animales con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SN

(secrecion nasal) (+): deteccion de VIA en una o mas muestras de secrecion nasal de los cerdos del evento de muestreo mediante RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa) para

deteccion del gen matriz de virus de Influenza A (VIA). FO (fluido oral) (+): deteccion de VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR; IHQ:

inmunohistoquimica; H. rep: hembras de reposicién; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos. (*): muestras procesadas por gRT-PCR en grupos de cinco. Para cada
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Tabla 5 (continuacion)

Eventos de recoleccion de muestras y resultados respecto a manifestaciones clinicas, identificacion de VIA y/o deteccion de anticuerpos anti-VIA, de acuerdo con la granja,

muestreo y edad de los cerdos estudiados.

Granja- muestreo 21-34 35-70 71-203 Hembras
G4 -M1 61 107 117 158
IHQ (+) (/1) (+) (1/1) (+) (1/2) (+) (/1)
G4- M2 22 36 43 61 124 152
SC ) ) +) ) +) +)
SN (+) (1/10) | () (0/10)  (+) (8/10) () (0/10) () (0/10) () (0/10)
FO (+) (2/2) (+) (1/2) (+) (1/2) () (072) () (0/2) (+) (1/2)
G4- M3 21 40 70 90 120 150

5 n/edad () (0/5) () (0/5) () (0/5) () (0/5) ()(0/5)  (+) (2/5) () (0r5)
G5 35 42 56 77 112 203
sc *) (+) ) ) ) )
SN ()(0/10) () (0/10) () (0/10) () (0r10) (-) (0/10) () (0/10)
FO (+) (111) () (011) () (0r1) () (0r1) () (0r1) () (011)
G6 37 58 98 106

sc ) ) ) )

SN () (0/10) (+) (1/10) () (0/10) () (0/10)

FO (+) (2/2) (+) (212) () (0/2) (+) (1/2)

G7 35 42 49 56 63

sC *) () ) *) ()

SN (-) (0/10) (-) (0/10) (+) (1/10)

FO () (0/1) () (0/1) () (0/1) () (0/1) (+) (/1)

Nota. SC (signos clinicos) (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo. SC (-): ausencia de animales con manifestaciones clinicas en el evento de
muestreo; SN (secrecion nasal) (+): deteccion de VIA en una o mas muestras de secrecién nasal de los cerdos del evento de muestreo mediante RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa) para deteccién del gen matriz de virus de Influenza A (VIA). FO (fluido oral) (+): deteccién de VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales dentro del evento de muestreo

mediante RT-PCR; IHQ: inmunohistoquimica; H. rep: hembras de reposicién; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos.
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Tabla 5 (continuacion)

Eventos de recoleccion de muestras y resultados respecto a manifestaciones clinicas, identificacion de VIA y/o deteccion de anticuerpos anti-VIA, de acuerdo con la granja,

muestreo y edad de los cerdos estudiados.

?annsjfréo 21-34 35-70 71-203 H. rep HH_lr;%?tS_t'
G8 28 35 42

sc ® @

FO (+) (/1) (+) (/1) (+) (1)

G9- M1 S/ID

IHQ (+)

G9- M2 27 33 40 48 55 100 120

sc ® @ *) ®) *) ®)

FO ()W) W OO | (O () (W) () (W) () (W)

G10 - Sitio 1 35 63-70 125 150 180 | H.rep (200 ddv)
sc *) *) *) ® @ +)

FO 0 02) 0 ) aom ooy Py ooy
G10 - Sitio 2 25 35-40 60

sc +) *) +)

FO (+) (212) (+) (212) () (012)

G11 102 109 116 H. rep

sC (+) *) *) +)

FO (+) (212) () (072) () (0/2) (+) (1/2)

Nota. SC (signos clinicos) (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo. SC (-): ausencia de animales con manifestaciones clinicas en el evento de

muestreo; SN (secrecion nasal) (+): deteccion de VIA en una 0 mas muestras de secrecion nasal de los cerdos del evento de muestreo mediante RT-PCR (reaccién en cadena de la polimerasa con

transcriptasa reversa) para deteccion del gen matriz de virus de Influenza A (VIA). FO (fluido oral) (+): deteccién de VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales dentro del evento de muestreo

mediante RT-PCR; IHQ: inmunohistoquimica; H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos.
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a.1l. Manifestaciones clinicas

Excepto en el caso del muestreo 1 de las Granjas 1 y 2, todas las visitas a las granjas
estudiadas para la recoleccion de muestras se realizaron debido al reporte de manifestaciones
clinicas compatibles con infeccién por VIA. Incluso, si bien el muestreo 1 de las Granjas 1y 2
fue programado sin considerar la presencia de signos clinicos por parte del personal de las
granjas en cuestion, al momento de la visita, en cada uno de estos dos criaderos habia
corrales con cerdos con manifestaciones clinicas respiratorias compatibles con infeccion por
VIA.

En la tabla 6 se resume la distribucién de frecuencia de los eventos de muestreo con
presencia de uno o mas animales con signos clinicos, de acuerdo con el rango de edad o

categoria de los grupos de cerdos analizados en las 11 granjas estudiadas.

Tabla 6
Distribucion de frecuencia de los eventos de muestreo con presencia de uno 0 mas animales con signos clinicos,
de acuerdo con el rango de edad o categoria de los grupos de cerdos analizados en las 11 granjas estudiadas.

Eventos SC (+) Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-205 H. rep H. =1 gest. Total
NUmero 5 28 20 2 0 55
Porcentaje (%) 9,09 50,91 36,36 3,64 0,00 100,00

Nota. SC (+): eventos de muestreo, para un rango de edad o categoria estudiada, con presencia de al menos un animal con

manifestaciones clinicas. H. rep: hembras de reposicién; H. > 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas.

a.2. RT-PCR/g RT-PCR de muestras de secrecidn nasal

La tabla 7 y el gréafico 1 resumen la frecuencia general de deteccién de material genético
de virus de Influenza A mediante RT-PCR de muestras individuales de secreciéon nasal de
acuerdo con la edad o categoria estudiada, obtenidos en siete muestreos (G1-M1, G2-M1,
G3, G4-M2, G5, G6 y G7).

Tabla 7

Frecuencia de deteccién de material genético de virus de Influenza A mediante RT-PCR de muestras individuales
de secrecion nasal de acuerdo con la edad o categoria estudiada, obtenidos en conjunto en -M1, G2-M1, G3,
G4-M2, G5, G6 y G7.

Eventos SN RT-PCR (+) Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-205 H. rep H. =1 gest. Total
Ndmero 2 5 1 0 1 9
Porcentaje (%) 22,22 55,56 11,11 0,00 11,11 100,00

Nota. Eventos SN RT-PCR (+): deteccién de VIA en al menos una muestra individual de secrecién nasal dentro del evento de

muestreo mediante RT-PCR. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas.
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Gréfico 1

Distribucion de frecuencia de eventos de muestreo con al menos un animal con manifestaciones clinicas
respiratorias y eventos con deteccion de VIA en muestras de secrecion nasal, obtenidos en G1-M1, G2-M1, G3,
G4-M2, G5, G6y G7.

20
18
16
14
12
10

21-34 35-70 71-203 H.>1 gest.

o N B O

BSN (+) mSC(+)

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SN (+): deteccién de VIA

en al menos una muestra individual de secrecion nasal dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR; ddv: dias de vida.

La tabla 8 muestra la tasa de deteccién de material genético de VIA mediante RT-PCR de
muestras individuales de secrecién nasal, de acuerdo con el rango de edad o categoria de los
cerdos estudiados en muestreos a edades fijas (G1-M1, G2-M1 y G3). Como puede

observarse, la tasa general de deteccion fue de 23,80 % y vari6 entre 0y 33,33 %.

Tabla 8

Tasa de deteccién de material genético de VIA mediante RT-PCR de muestras individuales de secrecién nasal,
de acuerdo con el rango de edad o categoria de los cerdos estudiados en muestreos a edades fijas (G1-M1, G2-
M1y G3).

RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. 1°gest. H. mult. Total
Positiva 1 2 1 1 0 5
Total 3 7 5 3 3 21
Tasa deteccion (%) 33,33 28,57 20 33,33 0,00 23,80

Nota. RT-PCR positiva: deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra individual de secrecién nasal

dentro del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicién; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas.

La tabla 9 muestra la tasa de deteccion de material genético de VIA mediante RT-PCR de
muestras individuales de secrecién nasal, de acuerdo con el rango de edad o categoria de los
cerdos estudiados en base a la presencia de signos clinicos (G4-M2, G5, G6 y G7). La tasa

de deteccibn global fue de 21,05 %, pero oscil6 entre 0 'y 100 %.
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Tabla 9

Tasa de deteccion de material genético de VIA mediante RT-PCR de muestras individuales de secrecion nasal,
de acuerdo con el rango de edad o categoria de los cerdos estudiados en base a la presencia de signos clinicos
(G4-M2, G5, G6y G7).

RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. rep H. =1 gest. Total
Positiva 1 3 0 S/D S/D 4
Total 1 11 7 S/ID S/ID 19
Tasa deteccion (%) 100 27,27 0,00 S/ID S/ID 21,05

Nota. RT-PCR positiva: deteccién de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra individual de secrecién nasal
dentro del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas.

S/D: sin datos

En la tabla 10 se presentan resumidas las tasas de acuerdo entre el registro de signos
clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA
en muestras de secrecién nasal. En conjunto, en 7 eventos, los animales presentaban signos
clinicos y se detect6 material genético de VIA en una o mas muestras de secrecién nasal. En
dos eventos, a pesar de que no se observaron manifestaciones clinicas respiratorias, el ARN
de VIA fue detectado en uno o més cerdos estudiados.

La asociacion entre los signos clinicos y la deteccion de VIA en muestras de secrecion

nasal no fue significativa (p = 1).

Tabla 10

Tasa de acuerdo entre el registro de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA 'y los resultados de RT-
PCR para deteccion de VIA en muestras de secrecion nasal en cada evento de muestreo realizados en G1-M1,
G2-M1, G3, G4-M2, G5, G6y G7.

Signos clinicos, RT-PCR Edad (dias de vida)

21-34 35-70 71-203 H. rep H. =1 gest Total
SC (+), SN (+) 1 5 1 S/D 0 7
SC (+), SN (-) 0 11 9 S/D 0 20
SC (-), SN (+) 1 0 0 S/D 1 2
SC (), SN (-) 2 2 2 S/D 5 11
Total 4 18 12 S/D 6 40
Tasa de acuerdo 75,00 38,89 25,00 S/D 83,33 45,00

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SC (-): ausencia de
animales con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SN (+): detecciéon de ANR de VIA en al menos una muestra
individual de secrecion nasal dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR. SN (-): ausencia de deteccion de VIA mediante
RT-PCR en las muestras de secrecion nasal recolectadas dentro del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1

gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos.
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Al evaluar la tasa de acuerdo general entre la presencia de signos clinicos y la deteccién
de ARN de VIA dentro de cada granja, la misma oscilé entre 0 (Granja 5) y 100 % (G2-M1)
(Tabla 11).

No hubo asociacion significativa entre los signos clinicos y la deteccion de VIA en muestras
de secrecién nasal dentro de cada granja (p = 0,0667 para G2-M1 y p =1 para el resto de las

granjas).

Tabla 11

Tasa de acuerdo entre el registro de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-
PCR para deteccion de VIA en muestras de secrecion nasal en cada evento de muestreo, de acuerdo con cada
granja estudiada.

Signos clinicos, RT-PCR Granja

G1-M1 G2-M1 G3 G4- M2 G5 G6 G7 Total
SC (+), SN (+) 1 2 0 2 0 1 1 7
SC (+), SN (-) 1 0 4 4 6 3 2 20
SC (), SN (+) 1 0 1 0 0 0 0 2
SC (), SN (-) 3 4 4 0 0 0 0 11
Total 6 6 9 6 6 4 3 40
Tasa de acuerdo (%) 66,70 100,00 44,44 33,33 0,00 25,00 33,33 45,00

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SC (-): ausencia de
animales con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SN (+): deteccion de ANR de VIA en al menos una muestra
individual de secrecién nasal dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR. SN (-): ausencia de deteccion de VIA mediante

RT-PCR en las muestras de secrecion nasal recolectadas dentro del evento de muestreo. G: Granja; M: muestreo.

a. 3 RT-PCR/q RT-PCR de muestras de fluido oral obtenido con cuerdas

Del total de eventos con deteccion de VIA mediante RT-PCR de muestras de fluido oral, la
mayor proporcién se produjo en animales de 35-70 ddv (52,38 %), seguida de los animales
de 21-34 ddv (23,81 %) (Tabla 12).

Tabla 2

Frecuencia de deteccion de material genético de virus de Influenza A mediante RT-PCR de muestras de fluido
oral de corrales obtenidas con cuerda, de acuerdo con la edad o categoria estudiada (G1-M2, G3, G4-M2, G5,
G6, G7, G8, G9-M2, G10 - Sitio 1, G10 - Sitio 2 y G11).

Eventos FO RT-PCR (+) Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. rep H.>1 gest. Total
Ndmero 5 11 4 1 S/ID 21
Porcentaje (%) 23,81 52,38 19,05 4,76 S/D 100,00

Nota. Eventos FO RT-PCR (+): deteccion de ANR de VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales dentro del evento de
muestreo mediante RT-PCR. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas;
S/D: sin datos

101



Las tablas 13 y 14 muestran las tasas de deteccion de material genético de VIA mediante
RT-PCR de muestras de fluido oral de corrales, de acuerdo con la edad de los cerdos
estudiados en muestreos a edades fijas (G3, sin considerar las muestras adicionales
recolectadas en corrales de cerdos de 51 y 90 ddv debido a la presencia de signos clinicos) y
en grupos de cerdos seleccionados en base a la presencia de signos clinicos (G1-M2, G3: 51
ddv y 90 ddv, G4-M2, G5, G6, G7, G8, G9-M2, G10 - Sitio 1, G10 - Sitio 2 y G11),

respectivamente.

Tabla 3
Tasa de deteccion de material genético de VIA mediante RT-PCR de muestras de fluido oral de corrales, de

acuerdo con la edad de los cerdos estudiados en muestreos a edades fijas (G3).

RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

35-70 71-203 Total
Positiva 0 1 1
Negativa 2 1 3
Total 2 2 4
Tasa de deteccion (%) 0 50 25

Nota. RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa para deteccion del gen matriz de virus de Influenza
A. Positiva: deteccion de VIA en al menos una muestra de fluido oral dentro del evento de muestreo. Negativa: ausencia de

deteccion de VIA en las muestras de fluido oral del evento de muestreo.

Tabla 4

Tasa de deteccién de material genético de VIA mediante RT-PCR de muestras de fluido oral de corrales, de
acuerdo con la edad de los cerdos estudiados seleccionados en base a la presencia de signos clinicos (G1-M2,
G3: 51 ddv y 90 ddv, G4-M2, G5, G6, G7, G8, G9-M2, G10 - Sitio 1, G10 - Sitio 2 y G11)

RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. rep H. =1 gest. Total
Positiva 5 11 3 1 S/D 20
Negativa 0 13 15 1 S/ID 29
Total 5 24 18 2 S/ID 49
Tasa de deteccion (%) 100,00 45,83 16,67 50,00 S/D 40,82

Nota. RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa para deteccion del gen matriz de virus de Influenza
A. Positiva: deteccion de VIA en al menos una muestra de fluido oral dentro del evento de muestreo. Negativa: ausencia de
deteccion de VIA en las muestras de fluido oral del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras

reproductoras de primer parto y/o multiparas. S/D: sin datos

En la tabla 15 y grafico 2 se resumen las tasas de acuerdo entre el registro de signos
clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA
en muestras de fluido oral.

No hubo asociacion significativa entre los signos clinicos y la deteccién de VIA en muestras
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de fluido oral de corrales (p = 0,51).

Tabla 5

Tasa de acuerdo entre el registro de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-
PCR para deteccion de VIA en muestras de fluido oral de corrales en cada evento de muestreo, de acuerdo con
la edad de los animales.

Signos clinicos, RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. rep H. =1 gest. Total
SC (+), FO (+) 5 11 4 1 S/D 21
SC (+), FO (-) 0 14 15 1 S/D 30
SC (-), FO (+) 0 0 0 0 S/D 0
SC (-), FO () 0 1 1 0 S/D 2
Total 5 26 20 2 S/ID 53
Tasa de acuerdo (%) 100,00 46,15 25,00 50 S/ID 43,40

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SC (-): ausencia de
animales con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; FO (+): deteccién de ANR de VIA en al menos una muestra
de fluido oral de corrales dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR. FO (-): ausencia de deteccion de VIA mediante RT-
PCR en muestras de fluido oral de corrales recolectadas dentro del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1
gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos.

Grafico 2
Distribucién de frecuencia de eventos de muestreo con al menos un animal con manifestaciones
clinicas respiratorias y deteccion de VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales

30
25
20
15
10
5
. N mE
21-34ddv 35-70 ddv 71-203ddv H. > 1 gest.

BFO (+) mSC(+)

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; FO (+): deteccion de
VIA en una o dos muestras de fluido oral de corrales obtenida con cuerda dentro del evento de muestreo mediante RT-PCR;
ddv: dias de vida.
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En la tabla 16 y grafico 3 se resumen las tasas de acuerdo entre la deteccién de VIA
mediante RT-PCR de muestras de secrecion nasal y fluido oral recolectadas en cada evento
de muestreo, de acuerdo con la edad de los animales.

Hubo asociacion significativa entre la deteccion de material genético de VIA
mediante RT-PCR en muestras de fluido oral y en muestras de secrecion nasal (p =
0,026).

Tabla 6
Tasa de acuerdo entre los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA en muestras de fluido oral de corrales y

muestras individuales de secrecion nasal en cada evento de muestreo, de acuerdo con la edad de los animales

RT-PCR Edad (dias de vida) o categoria

21-34 35-70 71-203 H. rep H. =1 gest. Total
SN (+), FO (+) 1 3 0 ) S/D 4
SN (+), FO (-) 0 0 0 S/ID SID 0
SN (-), FO (+) 0 4 3 S/D S/D 7
SN (), FO () 0 7 7 S/ID S/ID 14
Total 1 14 10 S/D S/ID 25
Tasa de acuerdo (%) 100,00 71,43 70 S/ID S/ID 72,00

Nota. SN (+): detecciéon de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra de secrecién nasal dentro del evento de
muestreo. SN (-): ausencia de deteccion de VIA mediante RT-PCR en las muestras de secrecion nasal dentro del evento de
muestreo. FO (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra de de fluido oral de corrales dentro del
evento de muestreo; FO (-): ausencia de deteccion de VIA mediante RT-PCR en muestras de fluido oral de corrales recolectadas
dentro del evento de muestreo. H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras de primer parto y/o

multiparas; S/D: sin datos

Grafico 3
Distribucién de frecuencia de eventos de muestreo deteccién de VIA en al menos una muestra de
secrecion nasal y en una o dos muestras de fluido oral de corrales
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21-34 ddv 35-70 ddv 71-203 ddv
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Nota. SN (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra individual de secrecion nasal dentro del
evento de muestreo; FO (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en una o dos muestras de fluido oral de corrales obtenida

con cuerda dentro del evento de muestreo; ddv: dias de vida.
104



Las tablas 17 y 18 resumen los datos de la tasa de deteccion de material genético de VIA
mediante RT-PCR de muestras de fluido oral de corrales y la tasa de acuerdo entre el registro
de signos clinicos compatibles con infecciéon por VIA y los resultados de RT-PCR para
deteccion de VIA en muestras de fluido oral de corrales en cada evento de muestreo, de
acuerdo con la granja estudiada. Los valores de las tablas son idénticos, excepto para la G3,
gue fue la Unica en la cual se realiz6 la recoleccion de muestras de fluido oral en eventos de

muestreo en ausencia de manifestaciones clinicas.
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Tabla 17

Tasa de deteccion de material genético de VIA mediante RT-PCR de muestras de fluido oral de corrales, de acuerdo con la granja estudiada.

RT-PCR Granja

G1-M2 G3 G4- M2 G5 G6 G7 G8 G9- M2 G10- Sitio 1 G10 - Sitio 2 G11 Total
Positiva 1 2 4 1 3 1 3 2 0 2 2 21
Negativa 2 4 2 5 1 4 0 5 6 1 2 32
Total 3 6 6 6 4 5 3 7 6 3 4 53
Tasa de deteccion (%) 33,33 33,33 66,67 16,67 75,00 20,00 100,00 28,57 0,00 66,67 50 39,62

Nota. RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa para deteccion del gen matriz de virus de Influenza A. RT-PCR positiva: deteccion de al menos una muestra de fluido

oral de corrales positiva dentro del evento de muestreo. G: Granja; M: muestreo.

Tabla 7
Tasa de acuerdo entre el registro de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA en muestras de fluido oral de corrales

en cada evento de muestreo, de acuerdo con cada granja estudiada

Signos clinicos, RT-PCR Granja

G1-M2 G3 G4- M2 G5 G6 G7 G8 G9- M2 G10-Sitio 1 G10 - Sitio 2 G11 Total
SC (+), FO (+) 1 2 4 1 3 1 3 2 0 2 2 21
SC (+), FO (-) 2 2 2 5 1 4 0 5 6 1 2 30
SC (-), FO (+) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SC (-), FO (-) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Total 3 6 6 6 4 5 3 7 6 3 4 53
Tasa de acuerdo (%) 33,33 66,67 66,67 16,67 75,00 20,00 100,00 28,57 0,00 66,67 50,00 43,40

Nota. SC (+): presencia de al menos un animal con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; SC (-): ausencia de animales con manifestaciones clinicas en el evento de muestreo; FO (+):
FO (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en una o dos muestras de fluido oral de corrales obtenida con cuerda dentro del evento de muestreo. FO (-): ausencia de deteccion de VIA

mediante RT-PCR en muestras de fluido oral de corrales recolectadas dentro del evento de muestreo. G: Granja; M: muestreo.
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La tabla 19 muestra la tasa de acuerdo entre los resultados de RT-PCR para deteccion de
VIA en muestras de fluido oral de corrales y muestras individuales de secrecién nasal en cada

evento de muestreo, de acuerdo con la granja estudiada.

Tabla 19
Tasa de acuerdo entre los resultados de RT-PCR para deteccion de VIA en muestras de fluido oral de corrales y

muestras individuales de secrecion nasal en cada evento de muestreo, de acuerdo con la granja estudiada

RT-PCR Granja

G3 G4- M2 G5 G6 G7 Total
SN (+), FO (+) 0 2 0 1 1 4
SN (+), FO (-) 0 0 0 0 0 0
SN (-), FO (+) 2 2 1 2 0 7
SN (-), FO () 4 2 5 1 2 14
Total 6 6 6 4 3 25
Tasa de acuerdo (%) 66,67 66,67 83,33 50,00 100,00 72,00

Nota. SN (+): deteccién de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos una muestra individual de secrecion nasal dentro del evento
de muestreo. SN (-): ausencia de deteccién de VIA mediante RT-PCR en las muestras de secrecion nasal recolectadas dentro del
evento de muestreo. FO (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en una o dos muestras de fluido oral de corrales obtenida
con cuerda dentro del evento de muestreo; FO (-): ausencia de deteccion de VIA mediante RT-PCR en muestras de fluido oral de

corrales recolectadas dentro del evento de muestreo; G: Granja; M: muestreo.

Considerando a cada granja en particular, no hubo asociacion significativa entre el registro de
signos clinicos compatibles con infeccion por VIA y los resultados de RT-PCR para la deteccion
de VIA en muestras de fluido oral de corrales (p = 0,47 para G3 y p =1 para el resto de las
granjas) ni entre la deteccion de VIA en muestras de fluido oral y en muestras de secrecion nasal

(p = 0.33 para G7; p = 0.47 para G4- M2 y p =1 para el resto de las granjas).

a.4. Serologia (ELISA)

La tabla 20 resume los eventos de recoleccion de muestras de suero, detallando nimero y

porcentaje de muestras positivas a anticuerpos anti-VIA mediante ELISA (CIVTEST® SUIS
INFLUENZA”, Laboratorios Hipra S.A., Espaina), situacion clinica de los animales y resultado de
RT-PCR de muestras de secrecion nasal y fluido oral y/o deteccién de antigenos de VIA mediante
IHQ.

La seroprevalencia promedio mas baja se encontré en la Granja 4 (5,7 %). Sin embargo, en

esta Ultima, el nUmero de muestras recolectadas por edad fue entre 5y 15.
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Tabla 20

Seroprevalencia de anticuerpos anti -VIA mediante ELISA, signos clinicos y deteccion de VIA en eventos de

muestreo
Edad (dias de vida) o categoria

Granja 21-34 35-70 71-203 H. rep H. 1°gest. H. mult.
G1-M1
Sue (+/total) - % 9/30 (30%) 7/60 (11,67%) 4 (13,3%) S/D 4/15 (26,67%) 12/15 (80%)
sc 0 () 0 S/D ©) ()
SN ©) () 0 S/D *) ()
G2-M1
Sue (+/total) - % 10/29 (34,48%) 7/60 (11,67%) 6 (20%) S/D 2/13 (15,38%) 9/12 (75%)
sC ¢ () ) S/D ¢ ()
SN ¢ +) ) S/D ¢ ¢
G3
Sue (+/total) - % 4/10 (40%) 2/20 (10%) 9/30 (30%) S/D 5/5 (100%) 4/5 (80%)
sC ©) (+) *) S/D ¢ ©)
SN ) () 0 S/D ¢ ()
FO SID ¢ *) S/D SID S/D
G4 -M1
IHQ S/ID S/D S/D S/D
G4- M2
scC ) *) ) S/D S/D S/D
SN (+) (+) () S/D S/D S/D
FO +) (+) +) S/ID S/D S/ID
G4- M3 H. rep, 1° gesty mult.
Sue (+/total) - % 0/5 (0%) 0/10 (0%) 2/15 (13,33%) 0/5 (0%)

Nota. Sue (+): deteccion de anticuerpos anti- VIA mediante ELISA; SN (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR en al menos

una muestra individual de secrecién nasal dentro del evento de muestreo; SN (-): ausencia de deteccion de VIA mediante RT-PCR

en las muestras de secrecion nasal recolectadas dentro del evento de muestreo. FO (+): deteccion de ARN de VIA mediante RT-

PCR en una o dos muestras de fluido oral de corrales obtenida con cuerda dentro del evento de muestreo; FO (-): ausencia de

deteccion de VIA mediante RT-PCR en muestras de fluido oral de corrales recolectadas dentro del evento de muestreo. IHQ (+):

deteccion de antigenos de VIA mediante inmunohistoquimica; H. rep: hembras de reposicion; H. = 1 gest.: hembras reproductoras

de primer parto y/o multiparas; S/D: sin datos; G: Granja; M: muestreo.
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a.5. Anatomia patoldgica, histopatologia e inmunohistoquimica

Se obtuvieron muestras de 17 animales de las Granjas 1, 2,4y 9.

Macroscépicamente se observaron desde pulmones con cambios macroscopicos
leves a pulmones con lesiones de pleuritis fibrinosa, fibrino-purulenta e inflamacion
supurativa-abscedativa. En algunos casos, se observo el patron de lesién en “tablero de
ajedrez” (Imagen 7). La extension de las lesiones también varié desde pulmones con
bajo porcentaje de tejido afectado a pulmones con lesiones extensas.

Cuando fue posible, se procesaron mas de un segmento de pulmén de un mismo
caso, dando en total, 22 preparados.

Como se observa en las tablas 21 y 22, la lesion caracteristica de bronquitis-
bronquiolitis necrotizante se observd en 5 casos (Imagen 8). La lesidn mas
frecuentemente observada fue el infiltrado difuso por células mononucleares asociado
a los bronquios sin formacién de foliculos linfoides.

En todos los cortes, con excepcion de uno, la IHQ fue positiva para deteccion de VIA.
Si bien hubo cortes que presentaron inmunomarcaje en las células epiteliales, el
antigeno de VIA se detectd mas frecuentemente en las células del intersticio (Imagenes
9y 10).

La tasa de deteccién de casos positivos a VIA mediante IHQ fue de 100 %. Al
considerar la tasa de deteccion en base a los cortes procesados (incluyendo varios
cortes de un mismo caso), la misma fue de 95,45 %.

No hubo asociacion entre los diferentes tipos de lesiones y la deteccion de VIA
mediante IHQ.

Tabla 21
Frecuencia de hallazgos histopatolégicos segun el resultado de IHQ en muestras de pulmén de cerdos

con infeccion natural por VIA

Histopatologia

Pleu Bronquitis Bronquiolitis Compromiso alveolar
M-P P N M-P N IMDPB Int Ex Atel
IHQ (+) 10 6 2 1 5 5 18 16 9 6
IHQ (-) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0

Nota. IHQ (+): deteccion de antigeno de VIA mediante inmunohistoquimica (IHQ); IHQ (-): ausencia de deteccion de
antigeno de VIA mediante IHQ; Pleu: pleuritis; M-P: mucopurulenta; P. purulenta; N: necrética; IMDPB: infiltrado
mononuclear difuso peribronquial; Int: intersticial; Ex: exudativo; Atel: atelectasia; Hiper: hiperemia; Aut: Autdlisis; Interés:
intersticio; E. bronquio: células epiteliales de recubrimiento de bronquios; Gland: células epiteliales de glandulas

bronquiales; E. bronquiolo: células epiteliales de recubrimiento de bronquiolos.
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Tabla 8

Hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos en muestras de pulmdn de cerdos con infeccion natural por VIA

Histopatologia Inmunohistoquimica
Identificaci Edad . o ) ) ) ) E. 3 E.
i Pleu Bronquitis Bronquiolitis Compromiso alveolar Cambios circulatorios Neg Inters ) Gland )
on (ddv) bronquio bronquiolo
M- )
b P N MP N IMDPB Int Ex Atel Hiper Edema
G1-M2 -
72 X X X X
Al
G1-M2 -
120 X X X X X X X X X
A2
G2-M2 -
45-60 X X X X X X X X
Al
G2-M2 -
45-60 X X X X X X
Al
G2-M2 -
45-60 X X X X X X X
A2
G2-M2 -
103 X X X X X X X
A3
G2-M2 -
130 X X X X X X X X X X
A4
G2-M2 -
145 X X X X X X X X X X
A5
G4- Al 61 X X X X X X
G4- A2 107 X X X X X X X X X
G4- A2 107 X X X X X
G4- A2 107 X X X X X
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Tabla 9 (continuacion)
Hallazgos histopatol6gicos e inmunohistoquimicos en muestras de pulmén de cerdos con infeccion natural por VIA

G4- A3 117 X X X X X X X X X
G4- A3 117 X X X X X X X
G4- A4 158 X X X X X X
G9-M1 -
S/D X X X X X X
Al
G9-M1 -
S/D X X X X X X X
A2
G9-M1 -
S/D X X X X X X X X X X
A3
G9-M1 -
S/ID X X
A3
G9-M1 -
S/D X X é X X X X X X
Ad
G9-M1 -
S/ID X X X X X X X X X
A5
G9-M1 -
S/D X X X X X X X
A6
Total 11 6 2 1 5 5 18 16 10 6 12 9 9 1 20 10 11 5

Nota. G: numero de Granja; M: nimero de muestreo; A: animal; Pleu: pleuritis; M-P: mucopurulenta; P. purulenta; N: necrética; IMDPB: infiltrado mononuclear difuso peribronquial; Int: intersticial; Ex:
exudativo; Atel: atelectasia; Hiper: hiperemia; Aut: Autdlisis; Interés: intersticio; E. bronquio: células epiteliales de recubrimiento de bronquios; Gland: células epiteliales de glandulas bronquiales; E.

bronquiolo: células epiteliales de recubrimiento de bronquiolos; x: positivo; ¢,: dudoso; G: Granja; M: muestreo; ddv: dias de vida.
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Imagen 7
Porcino, pulmén, 40 ddv, hallazgos anatomopatoldgicos en pulmén positivo a VIA mediante IHQ.

Imagen 7. Pulmones con areas focales de consolidacién en patrén lobullilar con distribucion craneo ventral y dorso

caudal. Barra 1 cm.
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Imagen 8

Porcino, pulmén, 45-60 ddv. Granja 2 - Muestreo 2. Animal 1.

Imagen 8. Bronquiolos con pérdida de células

epiteliales y presencia de exudado inflamatorio
supurativo en la luz de bronquiolos y alvéolos.

Hiperemia. HE. A. Barra 200 um; B y C: Barra 50 pm.

Imagen 9

Porcino, pulmén, Granja 9

Imagen 9. Bronguiolo con inmunomarcaje positivo a antigenos de VIA en células epiteliales y exudado supurativo en
la luz. IHQ. 40x. Barra 50 pm.
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Imagen 10
Porcino, pulmén, 117 ddv, Granja 4- Animal 3

Imagen 10. A. Bronquiolo con inmunomarcaje positivo a antigenos de VIA en células epiteliales y exudado supurativo

en la luz. B. Células con inmunomarcaje positivo a antigenos de VIA en septos interalveolares. IHQ. 40x. Barra 50 pm.

b. Muestreos realizados para el monitoreo de VIA en maternidad

Cuando se recolectaron muestras en la Granja 10 habia manifestaciones clinicas
respiratorias en lechones de maternidad, ademas de en otras edades de la linea de
produccién (detallado previamente). Sin embargo, las 30 muestras de gasas mamarias
fueron negativas para VIA por RT-PCR.

Al momento de la recoleccion de muestras en la Granja 12, se observaron
manifestaciones clinicas compatibles con infeccion por VIA en camadas de lechones de
6 a 8 ddvy 17 a 21 ddv de las salas de maternidad. Las cuatro muestras de gasa
mamaria recolectadas fueron negativas para deteccién de VIA mediante RT-PCR. Sin
embargo, la técnica del hisopo orofaringeo permiti6 detectar VIA en tres grupos de
muestras, dos grupos correspondientes a lechones de 6 a 8 ddv con y sin signos clinicos
y un grupo de lechones de 17 a 21 ddv sin signos clinicos. Tres grupos de muestras
fueron sospechosas por gRT-PCR (Tabla 23).

La tasa de deteccion de los grupos de muestras de secrecién orofaringea fue de 15
%.
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Tabla 10

Deteccion de VIA mediante gRT-PCR de muestras agrupadas de secrecion orofaringea de lechones de

maternidad
6 a 8 ddv 17 a 21 ddv

Camada Hembra a Hembra b Hembra c Hembra d Hembra e

sC ) Q] () ¢ ) Q] ) Q] ) Q] Total
SOF (+) 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 3
SOF dudosa 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 3
SOF (-) 1 2 0 1 0 1 1 6 1 1 14
Total 1 2 1 2 1 2 1 6 1 3 20

Nota. SC (+): grupo de muestras recolectadas de lechones de una misma camada con signos clinicos; SC (-): grupo de
muestras recolectadas de lechones de una misma camada sin signos clinicos al momento del muestreo; SOF (+):
deteccion de VIA mediante gRT-PCR en el grupo de muestras; SOF (-): ausencia de deteccion de VIA mediante gRT-
PCR en el grupo de muestras; SOF (dudosa); ddv: dias de vida.

c. Muestreo realizado para el monitoreo de VIA en bioaerosoles

El muestreo 3 de la Granja 1 se realiz6 mas de tres meses despues del inicio de la
aparicion de signos clinicos compatibles con infeccion por VIA en la granja. Al momento
de la visita y recoleccion de muestras se observaron manifestaciones clinicas
respiratorias principalmente en los cerdos de 40-45 ddv y 100-120 ddv, categorias de
las cuales se recolectaron muestras de bioaerosoles.

Mediante los estudios de gRT-PCR de las muestras de bioaerosoles analizadas no
logré identificarse ARN de VIA.

d. Estacion anual y afio de deteccion de VIA en las granjas estudiadas

En la tabla 24 se presenta la informacion resumida sobre la estacién y afio en los
cuales se detecto VIA en las granjas estudiadas mediante RT-PCR y/o IHQ.

La mayor proporcion de eventos con deteccion de VIA se produjo durante los meses
de invierno, seguido por el otofio. También se detectd VIA, en una baja proporcion, en

eventos de recoleccién de muestras durante el verano (Gréfico 4).
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Tabla 24
Frecuencia de deteccion de VIA en las granjas estudiadas, de acuerdo con la estacion y el afio

Total granjas
Afio Otofio Invierno Primavera Verano .
positivas a VIA
G2-M1 G1l-M1
2014 2
(10/11/2014) (22/12/2014)
G1-M2
(27/04/2015)
2015 2
G2-M2
(27/04/2015)
G-8 (01/06/2016) G3 (06/09/2016) G10-M1
G4-M2 (28/09/2016);
(25/07/2016); G10-M2
2016 G4-M3 (05/10/2016)
(01/08/2016)
G6 (28/07/2016) 6
G7 (12/08/2016)

‘ 2017 | G5(14/12/2017) | 1
| 2018 | G12(27/08/2018) | 1
2019 G11(08/04/2019) | G9 (02/07/2019) 2

Total granjas
4 (28,57%) 6 (42,86%) 3 (21,43%) 1(7,14) 14 (100,00%)

positivas a VIA

Gréfico 2
Distribucion de frecuencia de la estacion de afio de deteccién de VIA en las granjas
estudiadas

Verano
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7. DISCUSION

7.A. PUESTA A PUNTO DE UNA TECNICA DE RT-PCR PARA DETECCION DE ARN
DE VIA EN LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS — UNR

La extraccion de ARN viral de las muestras que se desean analizar puede realizarse
mediante diferentes métodos y opciones comerciales (Thatcher, 2015). En general, se
considera que los métodos de extraccion organica permiten obtener ARN de alta
calidad (Detmer y col., 2013; Thatcher, 2015). Por otro lado, el ARN obtenido
empleando kits de extraccion de fase solida puede tener mayor pureza y menor
concentracion de sustancias inhibidoras de la PCR (Deng y col., 2005; Singh y col.,
2015). En nuestro estudio, cuando comparamos un método de extraccion de ARN
organico y un método de extraccion de fase sélida usando una muestra con alta
concentracion viral (sobrenadante de aislamiento viral), subjetivamente obtuvimos los
mayores rendimientos (bandas de mayor intensidad en el gel de agarosa) a través de
la RT-PCR de los extractos obtenidos mediante Trizol LS™. Nuestros resultados son
similares a los observados en estudios donde los métodos de extraccion organica de
ARN en muestras de sangre, tejidos, medio viral y liquido alantoideo de huevos de
gallina embrionados permitieron obtener mayores rendimientos de ARN en
comparacion con meétodos de extraccion de membranas de silice y/o perlas
magnéticas (Deng y col., 2005; Dimitrov y col., 2014; Singh y col., 2015; Nirmala y col,
2021). Sin embargo, cuando consideramos el desempefio de ambos métodos en base
a los resultados de la RT-PCR para la deteccion de VIA (muestra positiva/negativa a
VIA), los resultados coincidieron en todos los casos. Estos resultados concuerdan con
un estudio donde no se encontraron diferencias significativas en la sensibilidad entre
Trizol LS™ y un kit de membrana (Dimitrov y col., 2014).

Cuando comparamos el desempefio de los mismos kits de extraccion de ARN sobre
muestras de fluido oral a través de los resultados de la RT-PCR, la concordancia entre
ambos fue excelente (k = 0,897). Los resultados de la RT-PCR realizada con los
templados obtenidos con los dos kits de extraccion coincidieron para la mayoria de las
muestras, excepto una, cuya RT-PCR fue positiva mediante el kit de extraccién de
membrana y negativa mediante la extraccion organica. La clasificacion de muestras
para la deteccion de VPPC por RT-PCR convencional como negativas con Trizol LS™
y positivas con otros kits de extraccion fue reportada previamente con ARN extraido
de muestras de sangre (Deng y col., 2005). Este resultado podria explicarse por la
mayor pureza y menor concentracion de sustancias inhibidoras de la PCR obtenidas
con el uso de kits de extraccion de fase soélida (Deng y col., 2005; Singh y col., 2015).

Alternativamente, teniendo en cuenta que la extraccion organica es comparativamente
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mas laboriosa (Detmer y col., 2013; Thatcher, 2015), la diferencia encontrada podria
tratarse de un error técnico en el proceso de extraccion o de RT-PCR de esa muestra
particular. Por altimo, el ARN podria haber sufrido degradacion en el intervalo entre su
extraccion y la RT-PCR. Dentro de las limitaciones de este ensayo se encuentra la
falta de mediciones sobre rendimiento y pureza del extracto de ARN obtenido. Sin
embargo, nuestro interés estaba centrado en conocer el desemperfio de cada producto
de extraccion en combinacién con la reaccién de RT-PCR para la deteccién de ARN
de VIA. Otra limitante del ensayo es no haber realizado réplicas, lo cual permitiria
identificar la presencia de errores operativos en el procesamiento de las muestras.

La disponibilidad de productos comerciales para la extraccion de ARN es muy
amplia. Si bien la eleccién debe estar basada en el tipo de muestra, tipo de material
genético y pureza requerida (Steward y Culley, 2010; Detmer y col., 2013), cuando la
concordancia entre los productos analizados resulta excelente, la seleccién final
también puede estar determinada por el costo, la facilidad de compra y la constancia
en la oferta comercial que permitan sostener los métodos empleados a lo largo del
estudio para obtener resultados comparables.

En estudios previos, la dilucién del templado de ARN tuvo efectos positivos en los
resultados de la RT-PCR por disminucién de la concentracion de sustancias
inhibidoras (Deng y col., 2005; Chittick, 2012). Cuando evaluamos el efecto de la
dilucion del templado de ARN obtenido a partir de muestras de fluido oral sobre la
capacidad de deteccion de VIA, la concordancia entre el uso del templado de ARN
puro y el uso del templado de ARN diluido al 50 % en agua libre de ARNasas fue
excelente (k = 0,917). Sin embargo, las bandas observadas en el gel de agarosa eran
mas intensas cuando el templado se us6 puro en la RT-PCR. Esto podria indicar que
el impacto de la dilucién del templado es mayor que el efecto de las sustancias
inhibidoras de PCR en el templado obtenido mediante el método de extraccion utilizado
en este ensayo (Chittick, 2012) o que la ADN polimerasa que empleamos en la RT-
PCR es altamente resistente al efecto de las sustancias inhibidoras (Deng y col., 2005).
Si bien, una muestra que fue negativa cuando se uso6 el templado puro, resulté positiva
al usar el templado diluido, sospechamos que esta diferencia podria deberse a algun
tipo de error técnico de manipulacion de ese templado o de su producto luego de la
RT-PCR. Por otro lado, en este estudio hemos evaluado el efecto de una Unica
dilucién. Diluciones mayores o menores del templado podrian presentar resultados
diferentes al aqui observado (Chittick, 2012).

Si bien se ha sugerido incrementar la concentracion de las enzimas empleadas en
la RT-PCR permitiria superar los efectos de las sustancias inhibidoras (Chittick, 2012),

cuando evaluamos en forma combinada el efecto de dilucion del templado de ARN y
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la concentracion de la mezcla de enzimas en la RT-PCR sobre la capacidad de
deteccién de VIA en muestras de fluido oral, aunque el nimero de muestras evaluadas
fue limitado, no observamos diferencias entre ensayos en los resultados de RT-PCR.
El costo que representa emplear el doble de la mezcla de enzimas encareceria
notoriamente el procesamiento de las muestras sin obtener mejoras aparentes en la
sensibilidad diagnostica de la RT-PCR para deteccion de ARN de VIA a partir de
muestras de fluido oral de corrales obtenidas con cuerdas de algodén. Para obtener
valores mas obijetivos seria deseable poder medir la concentracion del ADN obtenido

luego de la RT-PCR en cada caso, mediante el empleo de un espectrofotometro.

7.B. EVALUACION DE DIFERENTES METODOS DE MONITOREO PARA
DETECCION DE VIA EN GRANJAS PORCINAS

a. Muestreos para el monitoreo de VIA en multiples etapas de produccion

La seleccién de animales a muestrear en base a la presencia de signos clinicos
puede mejorar la sensibilidad de deteccién de enfermedades (Detmer y col., 2013). En
un estudio previo la edad no fue un predictor estadisticamente significativo del resultado
para VIA en las muestras de secrecion nasal (Corzo y col., 2013b). Sin embargo, en
nuestro estudio, la tasa de acuerdo entre la presencia de signos clinicos y la deteccién
de ARN de VIA mediante RT-PCR de muestras de secrecion nasal o fluido oral y la tasa
de deteccién por RT-PCR para cada tipo de muestra fue diferente de acuerdo con el
grupo etario o categoria y granja estudiada.

En una investigacion previa, las mayores tasas de deteccion de VIA en muestras de
secrecién nasal se encontraron en cerdos de 21 y 35 ddv y hubo una asociacién entre
la presencia de secrecion nasal serosa y la deteccion de VIA a los 35 ddv, mientras que
los cerdos de 70-84 ddv tuvieron las menores tasas de deteccién (Ryt-Hansen y col.,
2019). De manera similar, en nuestro estudio, las tasas de deteccion en muestras de
secrecion nasal y fluido oral fueron méaximas en cerdos de 21-34 ddv con deteccion del
ARN de VIA en todos los eventos de muestreo donde habia cerdos con signos clinicos.
Sin embargo, el numero de muestreos llevados a cabo en este rango etario fue bajo
(especialmente para las muestras de secrecion nasal), por lo que lo que las tasas de
deteccién podrian estar sobreestimadas. En cerdos de 35-70 ddv, las tasas de deteccién
de ARN de VIA mediante RT-PCR de muestras de secrecion nasal y fluido oral fueron
menores que en cerdos de 21-34 ddv y mayores que en los cerdos de 71-203 ddv y
fueron algo inferiores a las encontradas previamente en cerdos de 35- 45 ddv de granjas

con infeccion endémica (Garrido-Mantilla y col.,, 2019). En este rango etario
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encontramos las frecuencias mas altas de deteccion de VIA en muestras de secrecion
nasal y fluido oral debido a que fue el grupo con mayor cantidad de eventos de
recoleccibn de muestras por la mayor frecuencia de cerdos con signos clinicos
respiratorios durante las visitas a las granjas. En los cerdos de 71-203 ddv se
encontraron las tasas de deteccién con muestras de secrecién nasal y fluido oral mas
bajas. En este rango etario no se detectd VIA en ninguno de los eventos de muestreo
de secrecion nasal usando un tamafio de muestras de 10 y la deteccién de VIA sélo fue
posible a partir de las muestras de fluido oral o de secrecién nasal usando un tamafio
de muestra de 30. La nula o baja tasa de deteccién de ARN de VIA mediante RT-PCR
de muestras de secrecion nasal y fluido oral encontrada en los cerdos de 71-203 ddv
podria deberse a una excrecion viral en niveles inferiores a los detectables, por ejemplo,
por tratarse de cepas de baja excrecidén o por el efecto de la inmunidad contra VIA en
los cerdos (Sreta y col., 2009; Simon-Grifé y col., 2012; Detmer y col., 2013) o0 a la
presencia de otros factores que provocan signos clinicos respiratorios similares
(amoniaco, polvo, otros agentes infecciosos que produzcan cuadros respiratorios)
dando lugar al muestreo de cerdos no infectados por influenza (Spickler, 2009; Detmer
y col.,, 2013; Janke, 2013; Rajao y col.,, 2013). Entre los agentes infecciosos,
Mycoplasma hyopneumoniae puede tener un rol importante en la generacién de signos
respiratorios en esta categoria, teniendo en cuenta que todas las granjas estudiadas
eran positivas a este agente.

En un estudio, en la mayoria de los grupos que fueron positivos a VIA la deteccion
se produjo en una Unica muestra de secrecion nasal sobre un total de 30 (Corzo y col.,
2013b). De manera similar, en estudios experimentales, la probabilidad de detectar una
muestra de fluido oral positiva a VIA mediante qRT-PCR, aumenté a medida que
aumentaba la prevalencia de cerdos excretando VIA dentro del corral (Romagosay col.,
2012; Goodell y col., 2013) y la mayoria de los fluidos orales negativos fueron aquellos
recolectados en los corrales con una prevalencia de excrecioén viral del 10 % o menos
(Romagosa y col., 2012). En los grupos negativos a VIA de nuestro estudio, la
circulacion viral pudo ser de una prevalencia menor a la capaz de ser detectada con el
tamafio de muestras usado y no puede descartarse la infeccién por VIA en ellos. En
relacion con lo anterior, si bien la tasa general de deteccién de ARN de VIA en muestras
de secrecién nasal mediante RT-PCR fue levemente mayor en los eventos
correspondientes a muestreos a edades fijas en comparacion con los eventos de
muestreos dirigidos por la presencia de signos clinicos, el tamafio de muestra usado en
cada evento de muestreo de las Granjas 1y 2 (G1 y G2) fue de 30, en comparacion con
el resto de los eventos de muestreos donde el n fue de 10. El mayor n usado en las G1

y G2 podria sobreestimar la tasa de deteccidn en muestreos a edades fijas en
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comparacion con los muestreos dirigidos por signos clinicos, especialmente si la
prevalencia de VIA en los grupos estudiados usando un tamafio de muestra de 10 es de
10 % a 26 %. Por otro lado, una limitacion del presente estudio es el uso de RT-PCR y
gRT-PCR para el procesamiento de muestras de distintos muestreos sin realizar
estudios que determinaran la sensibilidad de cada técnica y la comparacion de los
resultados asumiendo sensibilidades similares entre ellas.

La tasa de deteccion en muestras individuales de fluido oral encontrada en nuestro
estudio ha sido cercana a la hallada por Detmer y col. (2011) (42 %) y muy superior a la
obtenida por Ramirez y col. (2012) (8 %), quienes sospecharon de cierto numero de
resultados falsos negativos. A su vez, la tasa de deteccién mediante la recoleccion de 1
a 2 muestras de fluido oral fue mayor que la encontrada por Hernandez-Garcia y col.
(2017) en granjas con enfermedad respiratoria usando 6 cuerdas por evento de
muestreo. Si bien el uso de los signos clinicos en nuestro caso pudo ayudar a
incrementar las tasas de deteccion, la recoleccién de muestras de secrecidén nasal en
grupos sin signos clinicos y con un tamafio de muestra de 10 y 30 permitio la deteccion
de VIA en grupos asintomaticos, como los cerdos de 21-34 ddv y hembras de primera
gestacién, respectivamente, demostrando la necesidad de incluir categorias de
relevancia epidemiolégica en los muestreos aln en ausencia de manifestaciones
clinicas (Corzoy col., 2013b; Allerson y col.,2014; Baudon y col., 2017).

Por otro lado, coincidiendo con estudios donde se hallaron diferencias entre y dentro
de las granjas (Simon-Grifé y col., 2012; Ramirez y col., 2012; Corzo y col., 2013b;
Dibarbora y col., 2013; Allerson y col., 2014; Panyasing y col., 2016; Cappuccio y col.,
2017; Ryt-Hansen y col., 2019; Chamba Pardo y col., 2018, 2020), en nuestro estudio
hubo variacién entre las tasas de detecciones y de acuerdo entre la presencia de signos
clinicos y deteccion de VIA en muestras de secrecion nasal y fluido oral entre las granjas
estudiadas. Mediante RT-PCR, VIA se detecto en las granjas en hasta dos eventos de
muestreo en muestras de secrecion nasal, similar a lo encontrado por Dibarbora y col.
(2013) y Cappuccio y col. (2017) usando tamafos de muestra de 30, mientras que,
empleando muestras de fluido oral, se detect6 en hasta cuatro eventos de muestreo.

Romagosay col, (2012) encontraron una concordancia excelente entre las muestras
de secrecion nasal y fluido oral en la deteccion de ARN de VIA mediante RT-PCR. En
nuestra investigacion, hubo acuerdo estadisticamente significativo entre la deteccion de
ARN de VIA mediante RT-PCR de muestras de secrecion nasal y muestras de fluido
oral. Sin embargo, la tasa general de deteccion de VIA mediante las muestras de fluido
oral fue superior (practicamente del doble) a la obtenida mediante el uso de muestras
de secrecion nasal y no hubo deteccion de VIA en muestras de secrecidon nasal en

ausencia de deteccién en fluido oral. Estos resultados acuerdan con los reportados por
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Goodell y col. (2013) quienes encontraron una mayor probabilidad de detectar una
muestra positiva a VIA mediante gRT-PCR de muestras de fluido oral que de secrecién
nasal para la mayoria de los dpi y mas del 30 % de las muestras de fluido oral positivas
en ausencia de deteccion de VIA en las muestras individuales de secrecion nasal
(Goodell y col., 2013). A su vez, difieren de otro estudio donde mediante la recoleccion
de muestras de secrecion nasal en la totalidad de los cerdos infectados
experimentalmente la deteccién de VIA mediante qRT-PCR de hisopos nasales fue
superior que en las muestras de fluidos orales (Romagosa y col., 2012).

La relacién de muestras de secrecion nasal recolectadas y procesadas con respecto
a las muestras de fluido oral en un mismo evento fue de 10:1 o 10:2. Por lo tanto,
ademas de ser comparativamente menos sensible, la deteccion de VIA a partir de las
muestras de secrecion nasal fue mas laboriosa, invasiva y estresante para los animales
estudiados y mas costosa que mediante las muestras de fluido oral de corrales.

La menor tasa de deteccion observada en las muestras de secrecién nasal en
comparacion con las muestras de fluido oral podria reafirmar la necesidad de la
seleccién minuciosa de los animales para recolectar las muestras durante el periodo
de excrecién viral, lo cual puede resultar desafiante en situaciones de circulacion
endémica de la infeccidn, donde las manifestaciones clinicas son escasas o nulas y
pueden estar asociadas a los signos provocados por otras afecciones respiratorias
concurrentes (Simon-Grifé y col., 2012; Corzo y col., 2013; Dibarbora y col., 2013;
Janke, 2013; Panyasing y col., 2016; Cappuccio y col., 2017). En este sentido, si bien
no medimos la temperatura corporal, no observamos otros signos indicativos de cuadro
febril (decaimiento y renuencia al movimiento, inapetencia) en los cerdos de ninguna
de las granjas estudiadas y las manifestaciones clinicas fueron leves a moderadas, por
lo que, en algunos casos, la seleccion individual de los animales a muestrear resultd
dificultosa. Ademas, el desarrollo de inmunidad reduce significativamente la
probabilidad de deteccion de VIA (Romagosa y col.,, 2012; Goodell y col., 2013)
especialmente en las muestras de secrecién nasal en comparacion con las muestras
de fluido oral (Goodell y col., 2013). Considerando que las granjas estudiadas tienen
infeccibn endémica y que, en algunas de ellas se detectd simultineamente la
presencia de anticuerpos y VIA en muestras de secrecién nasal y/o fluido oral, es
probable que existan niveles de excrecion relativamente bajos. A su vez, debido al
estrecho tiempo y la intermitencia de la excrecion viral nasal, puede que los animales
infectados no se encontraran excretando VIA al momento de obtencion de las muestras
con hisopos (Corzo y col., 2013b; Allerson y col.,2014; Baudon y col., 2017). Ademas,
se ha demostrado que el tiempo postinfeccion durante el cual puede detectarse ARN

de VIA mediante fluido oral es mayor que con las muestras de secrecion nasal (Goodell
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y col., 2013; Decorte y col., 2015). Por otro lado, las muestras de secrecion nasal son
muestras individuales, por lo que, cuando la prevalencia dentro de las granjas es baja,
se requiere obtener un nimero elevado de estas para detectar la presencia del agente
(Romagosa y col., 2012; Detmer y col., 2013; Garrido-Mantilla y col., 2019). Por el
contrario, las muestras de fluido oral son una muestra grupal (Prickett y col. 2008;
Romagosa y col., 2012; Goodell y col., 2013; Decorte y col., 2015; Garrido-Mantilla y
col., 2019), que incluye varios animales dentro del corral y donde, ademas, no es
necesario la seleccion individual de cerdos que pudieran estar excretando virus. Un
tamafo de muestra de 10 permite detectar al menos un animal positivo cuando la
prevalencia es mayor o igual a 26 % en una poblacion de entre 40 y 2100 individuos,
con un 95 % de confianza. En las categorias donde se detect6 VIA en muestras de
fluido oral y las muestras de secrecion nasal fueron negativas, también pudo ocurrir
que la prevalencia de animales excretando virus dentro del corral haya sido menor a
26 %. En nuestro estudio, dependiendo de las caracteristicas del lugar donde estaban
alojados los animales y de la densidad animal, en cada evento de muestreo se
recolectaron una o dos muestras de fluido oral. Una medida que permitiria mejorar las
tasas de deteccidén de VIA tanto mediante secrecion nasal como por fluido oral en
casos de baja prevalencia es incrementar el nimero de muestras recolectadas en cada
edad o categoria seleccionada. Sin embargo, esto implica mayor labor de muestreo y
un aumento de los costos de monitoreo de la enfermedad, especialmente para el caso
de las muestras de secrecion nasal.

De manera similar a otros estudios (Simon-Grifé y col., 2011; Dibarbora y col., 2013)
el comportamiento serolégico fue diferente entre los criaderos estudiados y, de
acuerdo con investigaciones previas (Dibarbora y col., 2013; Cappuccio y col., 2017),
independientemente del tamafio de muestra utilizado, no hubo asociacion entre la
deteccién de anticuerpos contra VIA en suero y la presencia de signos clinicos,
deteccién de ARN de VIA en muestras de secrecion nasal y deteccion de ARN de VIA
en muestras de fluido oral. Sin embargo, el nUmero de granjas y muestras analizadas
en nuestro estudio fue limitado.

Coincidiendo con otras investigaciones que encontraron deteccion de VIA en
muestras de secrecidn nasal en presencia de anticuerpos (Simon-Grifé y col., 2012,
Allerson y col., 2014; Cappuccio y col., 2017), en cuatro eventos de muestreo (21-34
ddv en G3; 35-70 ddv en G1y G2; hembras de primera gestacion de G 1) hubo deteccién
simultdnea de anticuerpos contra VIA 'y ARN de VIA en muestras de secrecion nasal y
en un evento (cerdos de 71-203 ddv de G2), se detectaron anticuerpos contra influenza
y también ARN de VIA en muestras de fluido oral obtenidas con cuerdas. La deteccién

de VIA en muestras de secrecion nasal y fluido oral se produjo en eventos de muestreo
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donde la seroprevalencia del grupo estudiado fue menor al 40 %. Debido a que la
presencia de anticuerpos no necesariamente previene la infeccion ni evita la excrecién
viral (Allerson y col., 2013; Van Reeth y Ma, 2013), la identificacién de animales
serolégicamente positivos no indica proteccion frente a la infeccion, especialmente si la
seroprevalencia es baja.

En las Granjas 1 y 2 las cerdas se vacunaban con una vacuna comercial a virus
inactivado, con 5 cepas, indicada como ayuda en el control de la enfermedad asociada
a los subtipos HIN1, HIN2 y H3N2 de VIA. Si bien las pruebas seroldgicas no
diferencian entre anticuerpos generados por infeccion natural de los generados por la
vacunacion (Schaefer y col., 2013; Carlson, 2017) y la vacunacién con virus completo
induciria el desarrollo de anticuerpos anti-NP en los cerdos (Ciacci-Zanella y col., 2010),
debido a la baja tasa de hembras de primera gestacion seroldégicamente positivas (G1-
M1y G2-M1), creemos que es probable que la prueba de ELISA empleada no detecte
o detecte en baja proporcién a los anticuerpos vacunales. Por otro lado, se identifico
ARN de VIA en muestras de secrecién nasal en hembras de primera gestacion de la
Granja 1 por lo que los anticuerpos detectados podrian ser anticuerpos generados en
respuesta a la infecciéon natural. Alternativamente, la baja deteccién de anticuerpos
vacunales podria deberse a la induccién de una baja respuesta inmune por la vacuna
empleada, a la interferencia de anticuerpos naturales en la inmunidad vacunal (Van
Reeth y Ma, 2013) y/o a errores sistematicos en la aplicacion de la vacuna. Por su parte,
en la Granja 3, donde no se realizaba vacunacion, las hembras de primera gestacion y
las hembras multiparas tuvieron tasas de cerdas seropositivas mucho mas altas.

Si bien la secuencia de nucle6tidos del gen de la NP de VIA estd altamente
conservada entre las diferentes cepas VIA (Jung y col., 2002), se ha informado que la
sensibilidad del ELISA NP indirecto usado en nuestro estudio, parece ser mejor para el
subtipo HIN1 que para los subtipos HIN2 y H3N2 (Simon-Grifé y col., 2012). A su vez,
en un estudio previo donde se compararon tres kits de ELISA disponibles
comercialmente para la deteccién de anticuerpos contra VIA, la tasa de deteccion de
anticuerpos con el kit empleado en nuestra investigacion fue menor en comparacion con
otros dos kits comerciales (Sarradell y col., 2014). Cuando las pruebas de diagnéstico
tienen menor sensibilidad, los tamafios de muestra bajos limitan alin mas la capacidad
de deteccion de anticuerpos en situaciones de baja prevalencia (Detmer y col., 2013).
Por estos motivos, la seroprevalencia detectada en nuestro estudio podria ser menor a
la real dependiendo del tipo subtipo viral circulante.

En cuanto a los hallazgos pulmonares, los mismos variaron desde pulmones con
cambios macroscépicos leves a pulmones con pleuritis e inflamaciéon supurativa-

abscedativa. En algunos casos, se observo el patron de lesion en “tablero de ajedrez”.
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La lesion histopatolégica observada mas frecuentemente fue el infiltrado mononuclear
difuso peribronquial, seguida por el engrosamiento de los septos alveolares por
infiltrados celulares mononucleares. Estos hallazgos microscépicos corresponden a
lesiones observadas en los casos subagudos a crénicos de influenza y otros agentes
(Valheim y col., 2011; Gauger y col., 2012). Por el contrario, la lesion de bronquitis-
bronquiolitis necrotizante, caracteristica de la fase aguda de la enfermedad (Janke,
2013; Janke, 2014; Schaefery col., 2013; L6épez y Martinson 2017), fue poco frecuente.

La IHQ permiti6 la deteccién de VIA en granjas donde previa o posteriormente
también detectamos ARN de VIA mediante RT-PCR, con una tasa de deteccion de
casos positivos a VIA mediante IHQ de 100 %. Al considerar la tasa de deteccion de los
cortes procesados, la misma fue de 95,45 % ya que uno de dos cortes histolégicos de
un caso positivo a VIA fue negativo mediante IHQ. Nuestros hallazgos son similares a
los encontrados en cerdos infectados naturalmente, donde los antigenos de VIA fueron
detectados por IHQ en el 93 % (14/15) de las muestras (Jung y col., 2002). Por el
contrario, nuestra tasa de deteccidbn es superior respecto a otras informadas
previamente (Vincenty col., 1997; Watanabe y col., 2012; Dibarbora y col., 2013; Rajao
y col., 2013; Cappuccio y col., 2017). Si bien no encontramos asociacion entre los
diferentes tipos de lesiones y la deteccion de VIA mediante IHQ, el hallazgo
predominante de lesiones sugerentes de infecciones por VIA subagudas a crénicas
positivas a IHQ, difiere de un estudio previo donde la hiperplasia de neumacitos tipo Il e
hiperplasia del TLAB y pleuritis se asociaron a casos donde la IHQ fue negativa
(Watanabe y col., 2012). Los hallazgos histolégicos encontrados en nuestro estudio
también podrian corresponder a aquellas provocadas por otros agentes, como
Mycoplasma hyopneumoniae en animales mayores a 120 ddv, por ejemplo (Valheim y
col., 2011; Rajao y col., 2013). Sin embargo, los resultados positivos por IHQ indican
gue, al menos, también VIA esta involucrado en tales lesiones. Por otro lado, incluso
cuando algunas muestras presentaban cambios autoliticos que dificultaron la
identificacion de lesiones mediante HP, la IHQ no parece haber sido afectada por estos
procesos.

Aun cuando se considera que los antigenos de VIA se detectan mediante IHQ
principalmente en las células epiteliales de los bronquios y bronquiolos y en los
macrofagos alveolares (Jung y col.,, 2002; Watanabe y col., 2012; Janke, 2013;
Casanova y col., 2017), en nuestra investigacion el antigeno se detecté en las células
epiteliales de bronquiolos en sélo cinco casos, cuatro de los cuales eran muestras de
animales de recria — terminacion encontrados muertos que pertenecian a la misma
granja. Por otro lado, si bien se ha reportado la identificacién de antigeno de VIA con

menor frecuencia en los neumocitos tipo Il, macréfagos intersticiales (Vincent y col.,
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1997; Jung y col., 2002; Trebbien y col., 2011; Janke, 2013; Schaefer y col., 2013;
Olaniyiy col., 2020) y células epiteliales de las glandulas bronquiales (Sreta y col., 2009;
Rajao y col., 2013; Cappuccio y col., 2017; Olaniyi y col., 2020), en nuestro estudio el
lugar méas frecuente de observacion de inmunomarcaje fueron células que pudieran
corresponder con macréfagos intersticiales, seguido por el epitelio de las glandulas
asociadas a bronquios, epitelio de revestimiento bronquial y epitelio bronquiolar, solos
0 en combinaciones. Para poder determinar si los sitios de inmunomarcaje observados
en nuestra investigacion representan afinidades especificas de las cepas de VIA
involucradas o si estan determinadas por el periodo transcurrido desde el inicio de la
infeccion, serian necesarios nuevos estudios que permitan la identificacion de los VIA
actuantes.

La distribucion multifocal de las lesiones puede dar lugar a variaciones entre
muestras de un mismo caso e influir en la deteccion o no del VIA (Haines y col., 1993;
Vincent y col.,, 1997; Swenson y col.,, 2001). En concordancia con lo anterior,
encontramos variaciones en las lesiones histopatolégicas y los sitios de marcaje de la
IHQ entre preparados de un mismo animal. Esto enfatiza la necesidad de examinar
multiples muestras de tejido de cada caso (Haines y col.,, 1993), asi como cierta
precaucion al realizar conclusiones sobre los hallazgos histopatolégicos e
inmunohistoquimicos, especialmente cuando se analizan un numero limitado de

lobulillos.

b. Muestreos realizados para el monitoreo de VIA en maternidad

En el presente estudio, la tasa de deteccion de hisopos orofaringeos procesados en
grupos de 2 a 4 muestras fue mucho menor que la tasa de 15 % encontrada previamente
(Garrido-Mantilla y col., 2019), aun cuando fuimos capaces de detectar grupos de
muestras positivas en lechones de 6 a 8 ddv y de 17-21 ddv. A diferencia de un estudio
previo donde las probabilidades de deteccién de ARN de VIA en muestras de secrecion
nasal fueron significativamente mayores en aquellos animales con al menos un signo
clinico de enfermedad respiratoria (Allerson y col.,2014), en nuestro estudio la
identificacion de signos clinicos en los animales no se asocié a mayor tasa de deteccién
de VIA. Por el contrario, dos de los tres grupos positivos eran de animales sin
manifestaciones clinicas aparentes al momento del muestreo. La deteccién de la
excrecion de VIA en lechones de maternidad coincide con lo reportado por otros autores
y apoya la necesidad de realizar monitoreos en esta categoria (Loeffen y col., 2003;
Kitikoon y col., 2006; Corzo y col., 2012; Allerson y col., 2013; Panyasing y col., 2014;
Diaz y col., 2015; Cappuccio y col., 2017; Garrido-Mantilla y col., 2019; Ryt-Hansen y
col.,, 2019).
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La técnica de la gasa mamaria para la deteccién de ARN de VIA en la piel de las
cerdas fue descripta recientemente por Garrido Mantilla y col. (2019) con una tasa de
deteccién del 75 %. Sin embargo, en las condiciones empleadas en nuestro estudio no
logramos detectar ARN de VIA en ninguna de las muestras de gasa mamaria, incluso
cuando lechones de la camada correspondiente estaban excretando VIA. La ausencia
de deteccion en nuestro estudio puede deberse a una baja prevalencia de circulacion
viral dentro de las camadas y/o a errores técnicos en la recoleccién, acondicionamiento
y/o procesamiento de las muestras que afectaron la sensibilidad del método empleado.
Estos resultados alertan sobre el riesgo de posibles resultados falsos negativos si se
utilizara Unicamente esta técnica de muestreo como herramienta de monitoreo de

lechones en maternidad sin estudios de validacion previos.

c. Muestreos realizados para el monitoreo de VIA en bioaerosoles

En nuestro estudio no fuimos capaces de identificar ARN de VIA en muestras de
bioaerosoles recolectadas en una granja con infeccion natural. Una posible explicacion
podria vincularse al momento en el cual se realizé el estudio. En muestreos a campo
VIA se ha detectado en muestras de bioaerosoles durante la fase aguda de la infeccion
(Corzo y col., 2013a; Neira y col., 2016; Garrido-Mantilla y col., 2019) y Corzo y col.,
(2013a) no lograron detectar ARN de VIA en bioaerosoles cuando los signos clinicos de
infeccion aguda desaparecieron. Por otro lado, en un estudio previo en granjas porcinas
con brotes agudos de infeccion natural por influenza, la deteccion del ARN de VIA en
muestras de bioaerosoles se sostuvo por periodos de 20 dias, con niveles maximos
estimados entre el séptimo y el onceavo dia del inicio del brote (Neira y col., 2016). En
nuestro caso, si bien los animales estudiados tenian signos clinicos respiratorios, las
muestras fueron recolectadas al menos tres meses después del inicio del brote agudo
de infeccion por influenza. Ademas, la ausencia de deteccion de ARN de VIA en las
muestras de bioaerosoles puede estar vinculada a una baja prevalencia de cerdos
infectados, ya que se ha demostrado que la probabilidad de deteccién de VIA en el aire
aumenta a medida que aumenta el nimero de cerdos infectados (Corzo y col., 2013c;
Neira y col., 2016) y el virus pudo estar en el aire, pero en niveles inferiores a los
detectables por el colector ciclénico liquido utilizado.

Se report6 efectos de la temperatura ambiental en la tasa de deteccion (Anderson y
col., 2016; Neiray col., 2018) y se ha especulado que las préacticas de manejo realizadas
en las granjas cuando bajan las temperaturas ambientales (como el cierre de galpones,
y el apagado de extractores), podrian generar una mayor concentracion de aerosoles
virales dentro de los galpones (Anderson y col. 2016; Corzo y col., 2013a). En granjas

con infeccién natural, un valor de temperatura ambiental por debajo de 20 °C fue un
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predictor significativo de positividad a VIA en muestras de bioaerosoles (Andersony col.
2016). En nuestro estudio, las condiciones ambientales pueden haber tenido
implicancias especialmente en el caso de las muestras recolectadas en los animales de
engorde, donde no se realiza control artificial de la temperatura y la ventilacion es
natural. Si bien no se midié la temperatura en el criadero el dia del muestreo, para el
mes de mayo de 2015, en la localidad donde se encuentra la granja se reportaron
Temperaturas Minimas Medias Mensuales de 10 °C, Temperaturas Maximas Medias
Mensuales de 21 °C y Temperaturas Medias Mensuales de 15 °C (Fuente: Anuario
Meteorologico 2015 Red de estaciones Meteoroldgicas -Departamento de Informacion
Agroecondémica, Bolsa de Cereales de Cérdoba). Si bien las temperaturas fueron
menores a 20 °C, a diferencia de las practicas observadas en las granjas estudiadas por
Anderson y col. (2016), en nuestro estudio, el efecto de las tasas de ventilacion pudo
generar un efecto de remocion de las particulas virales y/o disminucion de la
concentracion viral. A su vez, las muestras de bioaerosoles obtenidas en el presente
estudio fueron impregnadas en tarjetas FTA para su transporte, lo que puede haber
disminuido la sensibilidad de deteccién de la gRT-PCR (Linhares y col, 2012).
Finalmente, aun cuando el dispositivo y la técnica que empleamos fue similar a la
descripta por otros autores que tuvieron éxito para detectar VIA incluso hasta 2 km de
la granja infectada (Corzo y col., 2013a), no podemos descartar que pudieron ocurrir
errores técnicos de muestreo y se deberian repetir experiencias similares para lograr
mayor consistencia de resultados. Hasta nuestro conocimiento, éste es el Unico estudio
gue ha intentado la deteccién de VIA en muestras de bioaerosoles en nuestro pais, por
lo que son necesarias mas investigaciones para poder dilucidar parte de estos
interrogantes. Pese a que la técnica de muestreo es relativamente facil de aplicar, una
limitacion de este tipo de monitoreo es la necesidad de contar con colector ciclonico
liquido. Ademas, si el nimero de dispositivos es limitado, el muestreo demanda un
tiempo considerable. Si bien el tiempo de funcionamiento del aparato para la obtencién
de cada muestra es de 30 minutos, el proceso de limpieza, desinfeccion, enjuague y
reacondicionamiento que se requiere para garantizar la ausencia de contaminacion

cruzada entre muestreos, extiende el plazo entre muestreos.
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8. CONCLUSIONES

Mediante la puesta a punto de una técnica de RT-PCR se logré la deteccion de VIA
en diferentes tipos de muestras.

Hubo concordancia excelente entre los templados obtenidos con distintas marcas
comerciales para la extraccion de ARN (Trizol LS™ y con High Pure Roche™), en
los resultados de RT-PCR de muestras de fluido oral

La dilucion del templado de ARN obtenido a partir de muestras de fluido oral al 50 %
en agua libre de ARNasas no mejoré la sensibilidad de la RT-PCR.

El uso del doble de concentracion de enzimas de la mezcla de RT-PCR sobre el
templado de ARN obtenido a partir de muestras de fluido oral, puro o diluido al 50 %
en agua libre de ARNasas, no mejor6 la sensibilidad de la RT-PCR.

Las tasas de acuerdo entre signos clinicos y resultados de RT-PCR y de deteccién
de VIA mediante RT-PCR en muestras de secrecién nasal y fluido oral fueron
diferentes de acuerdo con el grupo etario o categoria y granja estudiada.

Las tasas de deteccion en muestras de secrecion nasal y fluido oral fueron maximas
en cerdos de 21-34 ddv, algo menores en cerdos de 35-70 ddv y bajas o nulas en
cerdos de 71-203 ddv.

En cerdos de 35-70 ddv las frecuencias mas altas de deteccion de VIA en muestras
de secrecion nasal y fluido oral fueron consecuencia del mayor nimero de eventos
de recoleccion de muestras por la presencia de cerdos con signos clinicos
respiratorios.

En animales de 71-203 ddv la deteccién de material genético de VIA en base a los
signos clinicos puede ser dificultosa y resulté util el empleo de muestras de fluido
oral en lugar de muestras de secrecién nasal.

El uso de signos clinicos permitié obtener tasas de deteccion de VIA en muestras de
secrecion nasal similares a las tasas obtenidas en los muestreos fijos, pero usando
un tamafo de muestras menor.

En ausencia de signos clinicos se detectd VIA en muestras de secrecién nasal.

A nivel de granja, la RT-PCR de muestras de fluido oral también fue méas sensible y
permitié detectar VIA en un mayor nimero de eventos de muestreo que las muestras
de secrecion nasal.

Hubo acuerdo estadisticamente significativo entre la deteccion de ARN de VIA

mediante RT-PCR de muestras de secrecién nasal y muestras de fluido oral.
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Las muestras de fluido oral fueron comparativamente mas sensibles, faciles de
obtener, no invasivas ni estresantes para los animales y mas economicas que las
muestras de secrecion nasal.

No hubo asociacion entre la deteccidon de anticuerpos contra VIA por ELISA,
presencia de signos clinicos y la deteccién de VIA por RT-PCR de muestras de
secrecién nasal y/o fluido oral.

Tanto en presencia como en la ausencia de animales con anticuerpos contra VIA se
detectdé ARN de VIA y/o signos clinicos compatibles con infeccién por VIA en al
menos una muestra dentro del evento de muestreo.

El kit de ELISA NP comercial utilizado en nuestro estudio no detectaria o detectaria
en baja proporcién los anticuerpos vacunales.

La ausencia de lesiones macro y/o microscoépicas tipicas de infeccion por VIA no
necesariamente indica la ausencia de infeccion por influenza.

La lesién histopatolégica mas frecuentemente observada en nuestro estudio fue el
infiltrado mononuclear difuso peribronquial, indicando infecciones subagudas.

La técnica de inmunohistoquimica presenté una tasa de deteccion del 100% y
permitié confirmar la presencia de VIA en cortes con lesiones histopatoldgicas
inespecificas y aun en presencia de autdlisis.

El lugar mas frecuente de observacion de inmunomarcaje fueron células que
pudieran corresponder con macréfagos intersticiales, seguido por el epitelio de las
glandulas asociadas a bronquios. En menor frecuencia se observé inmunomarcaje
en el epitelio de revestimiento bronquial y bronquiolar.

Cuando se realizan estudios histopatoldégicos e IHQ de VIA deben analizarse
multiples cortes histolégicos de un mismo caso.

La técnica del hisopo orofaringeo permiti6 la deteccion de VIA en cerdos de
maternidad, aunque con tasas menores a las reportadas previamente y la
identificacién de signos clinicos en los animales no se asocié a mayor tasa de
deteccion.

No se detectd ARN de VIA en muestras de gasa mamaria. Son necesarios mayores
estudios que nos permitan identificar y superar los factores que pudieron estar
implicados en la ausencia de deteccion de VIA mediante la técnica de gasa mamaria.
No se identificod material genético de VIA en muestras de bioaerosoles en una granja
con infeccion subaguda por influenza.

La ausencia de muestras de bioaerosoles positivas a VIA no permite descartar la
circulacion viral en las condiciones de nuestro estudio, instalaciones y ventilacién de

la granja estudiada.
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Si bien la recoleccion de muestras de bioaerosoles es una técnica simple, requiere
contar con colectores de bioaerosoles especificos, fuentes de energia en las
locaciones de la granja donde conectarlos y puede demandar tiempo considerable
en comparacion con otras técnicas.

En los criaderos incluidos en nuestro estudio, el comportamiento serolégico y/o
virolégico de VIA se corresponde con la presentacién endémica de la enfermedad.
Si bien son utiles diferentes técnicas de monitoreo, cuando se desea identificar la
presencia de VIA, la deteccion mediante RT-PCR de muestras de fluido oral
constituye una herramienta de monitoreo sensible, de gran aceptacion y facil
implementacién en las granjas porcinas, econdmica y que resguarda el bienestar de
los animales y personas implicadas en la recoleccion de muestras.

Frente a la realidad de infecciones endémicas, el riesgo de eventos de
reordenamiento y mutacion genéticas y las posibles implicancias en Salud Publica,
seria necesario realizar estudios sistematicos de aislamiento y genotipificacion viral,
que permitan conocer el origen y evolucién de los VIA para producir inmunégenos

de mayor eficacia para el control o eliminacion de este agente de las granjas.
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Procedural guidelines

Perform all steps at room temperature (20-25°C) unless otherwise
noted.

Use cold TRIzol™ LS Reagent if the starting material contains high
levels of RNase, such as spleen or pancreas samples.

Use disposable, individually wrapped, sterile plastic ware and
sterile, disposable RNase-free pipettes, pipette tips, and tubes.
Wear disposable gloves while handling reagents and RNA
samples to prevent RNase contamination from the surface of the
skin; change gloves frequently, particularly as the protocol
progresses from crude extracts to more purified materials.
Always use proper microbiological aseptic techniques when
working with RNA.

Use RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Cat.

no. AM9780) to remove RNase contamination from work surfaces
and non-disposable items such as centrifuges and pipettes used
during purification.

Always maintain a ratio of 3:1 between the volume of TRIzol™ LS
Reagent and the sample.

To facilitate isolation of RNA from small quantities of samples (
<106 cells or <10 mg of tissue) or for sample volumes <0.25 mL,
adjust the sample volume to 0.25 mL with RNase-free water.

Lyse samples and separate phases

1.

Add 0.75 mL of TRIzol™ LS Reagent per 0.25 mL of sample
volume.

Note: The sample volume should not exceed 10% of the volume
of TRIzol™ LS Reagent used for lysis.
STOPPING POINT Samples can be stored at 4°C overnight or at —

20°C for up to a year.

Isolate RNA

Homogenize the sample by pipetting up and down several times.

3. (Optional) If samples have a high fat content, centrifuge the lysate
for 5 minutes at 12,000 x g at 4-10°C, then transfer the clear
supernatant to a new tube.

4. Incubate for 5 minutes to permit complete dissociation of the
nucleoproteins complex.

5. Add 0.2 mL of chloroform per 0.75 mL of TRIzol™ LS Reagent
used for lysis, then securely cap the tube.

6. Incubate for 2-3 minutes.

7. Centrifuge the sample for 15 minutes at 12,000 x g at 4°C.

The mixture separates into a lower red phenol-chloroform, and
interphase, and a colorless upper aqueous phase.

8. Transfer the aqueous phase containing the RNA to a new tube.

9. Transfer the aqueous phase containing the RNA to a new tube by
angling the tube at 45° and pipetting the solution out.

IMPORTANT! Avoid transferring any of the interphase or organic
layer into the pipette when removing the aqueous phase.

Proceed directly to “Isolate RNA“ on page 2.

Save the interphase and organic phase if you want to isolate DNA or
protein. See “Isolate DNA” on page 3 or “Isolate proteins” on

page 4 for detailed procedures. The organic phase can be stored at
4°C overnight.

1 Precipitate the RNA

Y

Incubate for 10 minutes.

Add 0.5 mL of isopropanol to the aqueous phase, per 0.75 mL of TRIzol™ LS Reagent used for lysis.

c. Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C.

Total RNA precipitate forms a white gel-like pellet at the bottom of the tube.
d. Discard the supernatant with a micropipettor.

™

2 Wash the RNA a. Resuspend the pellet in 1 mL of 75% ethanol per 0.75 mL of TRIzol™ LS Reagent used for lysis.
Note: The RNA can be stored in 75% ethanol for at least 1 year at -20°C, or at least 1 week at 4°C.
Vortex the sample briefly, then centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.
. Discard the supernatant with a micropipettor.
d. Vacuum or air dry the RNA pellet for 5-10 minutes.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge. Do not let the RNA pellet dry, to ensure total
solubilization of the RNA. Partially dissolved RNA samples have an A3y, ratio <1.6.

3 Solubilize the RNA a. Resuspend the pellet in 20-50 pL of RNase-free water, 0.1 mM EDTA, or 0.5% SDS solution by pipetting

up and down.

IMPORTANT! Do not dissolve the RNA in 0.5% SDS if the RNA is to be used in subsequent enzymatic

reactions.

b. Incubate in a water bath or heat block set at 55-60°C for 10-15 minutes.
Proceed to downstream applications, or store the RNA at -70°C.

TRIzol" LS Reagent User Guide



2. How to Use this Product

Isolation Protocol

Protocol for Preparing Viral RNA from 200 pl Serum or Plasma Sample.

If larger sample volumes (up to 600 pl) are to be used increase all components accordingly and load to
the Filter Tubes multiple times. The number of total reactions of the kit decreases when larger samples
volumes are processed.

© To a nuclease free 1.5 ml microcentrifuge tube:
— Add 200 pl serum or plasma.
— Add 400 pl Working solution [Carrier RNA supplemented Binding Buffer] and mix well.

© The RNA yield can be increased twofold by an optional incubation step, thus resulting in higher sensitivity.
After adding the Binding Buffer to the sample, simply incubate the mixture at +15 to +25°C for 10 min. This
incubation step can be omitted when time to result is critical.

© To transfer the sample to a High Pure Filter Tube:
- Insert one High Pure Filter Tube in one Collection Tube.
- Pipette entire sample into the upper reservoir of the Filter Tube

e — Insert the entire High Pure Filter Tube assembly into a standard tabletop centrifuge.
- Centrifuge the tube assembly 15 sec at 8,000 x g.

O After centrifugation:
- Remove the Filter Tube from the Collection Tube, discard the flowthrough liquid, and the Collection Tube.
- Insert the Filter Tube into a new Collection Tube.

© After re-inserting the Filter Tube:
— Add 500 pl Inhibitor Removal Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube assembly and centrifuge 1 min at
8,000 x g.
— Discard flowthrough and combine Filter Tube with a new Collection Tube.

© After removal of inhibitors:
- Add 450 pl Wash Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube.
- Centrifuge 1 min at 8,000 x g and discard the flowthrough.

@ After the first wash and centrifugation:
- Remove the Filter Tube from the Collection Tube, discard the flowthrough liquid, and the Collection Tube.
- Insert the Filter Tube into a new Collection Tube.
- Add 450 pl Wash Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube.
- Centrifuge 1 min at 8,000 x g.
- Leave the Filter Tube-Collection Tube assembly in the centrifuge and spin it for 10 sec at maximum speed
(approximately 13,000 x g) to remove any residual Wash Buffer.

O The extra centrifugation time ensures removal of residual Wash Buffer.

@ Discard the Collection Tube and insert the Filter Tube into a clean, sterile 1.5 ml microcentrifuge tube.

© To elute the viral RNA:
- Add 50 pl Elution Buffer to the upper reservoir of the Filter Tube.
- Centrifuge the tube assembly for 1 min at 8,000 x g.

@ The microcentrifuge tube now contains the eluted viral RNA.
Either use the eluted RNA directly in RT-PCR or store the eluted RNA at —80°C for later analysis.

O Use 3.5 - 6 ul of the eluate for the reverse transcription reaction.

(1i Version: 19 High Pure Viral RNA Kit
8 lifescience.roche.com
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invitrogen PRODUCT INFORMATION SHEET

SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ 7ag DNA
Polymerase

Catalog Numbers 12574-018 and 12574-026
Doc. Part No. 12574.pps  Pub. No. MANOOO1094 Rev. A.0

WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the handling instructions. Wear appropriate protective eyewear, clothing, and
gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available from thermofisher.com/support.

Product description

The Invitrogen™ SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Tag DNA Polymerase is designed for the sensitive, reproducible, end-
point detection and analysis of RNA molecules by RT-PCR. Using this convenient one-step formulation, you can perform both cDNA synthesis
and PCR amplification in a single tube using gene-specific primers, and target RNAs from either total RNA or mRNA. The system uses a mixture
of SuperScript™ Il Reverse Transcriptase and Platinum™ Tag DNA Polymerase in an optimized reaction buffer, and it can detect a wide range of
RNA targets, from 200 bp to 4.5 kb. The amount of starting material can range from 0.01 pg to 1 ug of total RNA.

™

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase is a version of M-MLV RT that has been engineered to reduce RNase H activity and provide increased
thermal stability. The enzyme can synthesize cDNA at a temperature range of 45-60°C, providing increased specificity, higher yields of cDNA, and
more full-length product than other reverse transcriptases. Because SuperScript™ III RT is not significantly inhibited by ribosomal and transfer
RNA, it can be used to synthesize cDNA from total RNA.

Platinum™ Tag DNA Polymerase is recombinant Tag DNA polymerase complexed with a proprietary antibody that blocks polymerase activity at
ambient temperatures. Activity is restored after the denaturation step in PCR cycling at 94°C, providing an automatic “hot start” in PCR for
increased sensitivity, specificity, and yield.

The 2X Reaction Mix included in the kit consists of a proprietary buffer system that has been optimized for reverse transcription and PCR, Mg?",
dNTPs, and stabilizers. The convenient 2X format allows you to add template and primer at any desired concentration. A tube of 5 mM MgSO; is
included in the kit for further optimization of the Mg?* concentration. Sufficient reagents are provided for 25 or 100 amplification reactions of 50 pL
each.

™

Note: This kit has been optimized for end-point RT-PCR. For quantitative real-time RT-PCR, use the SuperScript™ III Platinum™ One-Step
Quantitative RT-PCR System (see “Ordering information” on page 3).

Contents and storage

Contents Cat. No. 12574-018 Cat. No. 12574-026 e
(25 reactions) (100 reactions)
SuperScript™ Ill RT/Platinum™ 7ag Mix 50 pL 200 pL
2X Reaction Mix (a buffer containing 0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM 1mL 3% 1ml Store all components
MgS0,) at -30°C to -10°C.
5 mM Magnesium Sulfate 500 pL 500 pL

Procedural guidelines

Guidelines for RNA
¢ High-quality, intact RNA is essential for successful full-length cDNA synthesis.
¢ For low copy-number genes or longer targets, use more starting material (>10 ng total RNA).
* RNA should be devoid of any RNase contamination and aseptic conditions should be maintained.
* We recommend TRIzol"™ Reagent for isolation of total RNA. See “Ordering information” on page 3. Oligo(dT) selection for poly(A)+ RNA is
typically not necessary, although it may improve the yield of specific cONAs.

Guidelines for primers
¢ We recommend using gene-specific primers (GSPs). We do not recommend using oligo(dT) or random primers, because they can generate
nonspecific products in the one-step procedure and the amount of RT-PCR product may be reduced.

¢ A final primer concentration of 0.2 uM for each primer is generally optimal. However, for best results, we recommend performing a primer
titration of 0.15-0.5 M.

* Design primers that anneal to the mRNA sequence in exons on both sides of an intron or exon/exon boundary, to allow differentiation between
the amplified cDNA and potential contaminating genomic DNA.

¢ Primers should not be self-complementary or complementary to each other at the 3' ends.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. !Eﬁr?,\?f,slzl"e{
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Guidelines for magnesium and dNTP concentration

® MgSO; is included in the 2X Reaction Mix at a final concentration of 1.6 mM, which works well for most targets. If needed, the magnesium
concentration can further be optimized (usually between 1.4 and 2 mM) with the 5 mM MgSO, provided in the kit.
¢ dNTPs are included in the 2X Reaction Mix at a final concentration of 200 uM, which is optimal for most reactions.

Guidelines for PCR

® Program the thermal cycler before setting up the reaction. The thermal cycler should be preheated to 45-60°C, depending on the temperature

selected for cDNA synthesis.

¢ For difficult or high GC-content templates, use a 55-60°C cDNA synthesis temperature.
¢ Keep all components, reaction mixes, and samples on ice. After preparation of the samples, transfer them to the preheated thermal cycler and

immediately start the RT-PCR program.

¢ Efficient cDNA synthesis can be accomplished in a 15-30-minute incubation at 45-60°C. For small targets, an incubation time of 5 minutes may

be sufficient.

™

¢ SuperScript™ Il RT is inactivated, Platinum™ Tag DNA Polymerase is reactivated, and the RNA/cDNA hybrid is denatured during the 2-minute

incubation at 94°C.

¢ The annealing temperature should be 10°C below the melting temperature of the primers used.

* The extension time varies with the size of the amplicon (approximately 1 minute per 1 kb of amplicon).
¢ For all targets up to 4.5 kb, 2 pL of SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix is sufficient.

Methods

The following cycling conditions were established and tested using a GeneAmp PCR System 9600 and 2400 and a DNA Engine Opticon PTC-200.
You may need to adjust these conditions for other thermal cyclers. Efficient cDNA synthesis can be achieved in a 15-30-minute incubation at
45-60°C. We recommend a 30-minute incubation at 55°C as a general starting point. The optimal temperature for reverse transcription depends on
primer and target sequences. Cycling conditions may have to be further optimized for different sequences. Three-step cycling (separate annealing

and extension steps) is required.

1. Program the thermal cycler so that cDNA synthesis is followed immediately by PCR amplification, as follows:

cDNA synthesis and pre-denaturation Denature Anneal Extend Flnlaolpet;(:;:;]lon
1 CYCLE 40 CYCLES 1 CYCLE
45-60°C 94°C 94°C 55-66°C 68°C 68°C
15-30 minutes 2 minutes 15 seconds 30 seconds 1 minute/kb 5 minutes

2. Add the following to a 0.2-mL, nuclease-free, thin-walled PCR tube on ice. For multiple reactions, you can prepare a master mix to minimize

reagent loss and enable accurate pipetting.

Component Volume
2X Reaction Mix 25 L
Template RNA (.01 pg to 1 pg) x pL
Sense primer (10 pM) 7 uL
Anti-sense primer (10 uM) 1 uL
SuperScript™ Il RT/Platinum™ 7ag Mix!"] 2L
Autoclaved distilled water to 50 pL

11 You can verify the absence of genomic DNA in RNA preparations by omitting the SuperScript™ Il RT/Platinum™ 7ag Mix and substituting 2 units of Platinum™ 7ag DNA

Polymerase in the reaction.

3. Gently mix and make sure that all the components are at the bottom of the amplification tube. Centrifuge briefly if needed. Depending on the

thermal cycler used, overlay with silicone oil if necessary.

4. Place the reaction in the preheated thermal cycler programmed as described above. Collect the data and analyze the results.

2 SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System with Platinum™ Tag DNA Polymerase Product Information Sheet




Experimental protocols

Staining nucleic acids
after electrophoresis

Precasting SYBR™ Safe Stain
in agarose gels

Viewing and
photographing the gel

1.1 Soak the gel in SYBR

™

Safe stain. If using SYBR™ Safe gel stain concentrate, dilute
10,000X in TAE or TBE buffer (as appropriate) prior to use. Place the gel in a plastic
container, such as a pipet-tip box lid or a household food-storage container. Do not use

a glass container, because the dye in the staining solution may adsorb to the walls of the
container, resulting in poor gel staining. Add sufficient SYBR™ Safe DNA gel stain to
cover the gel. A 50 mL volume is sufficient for staining most standard minigels. To stain
larger gels, increase the volume of staining solution in proportion to the increased gel

volume, and ensure that the gel is fully immersed during staining.

1.2 Incubate for 30 minutes. Cover the gel and the staining solution with aluminum foil or

place them in the dark to protect from light. Continuously agitate the gel on an orbital
shaker at 50 rpm. No destaining is required.

2.1 Prepare the agarose gel directly in SYBR™ Safe DNA gel stain. SYBR™" Safe stain is

provided in buffer; simply substitute SYBR"™ Safe stain for the buffer when preparing
the molten agarose. If using the 10,000X SYBR™ Safe stain concentrate, dilute the
concentrated stain 1:10,000 in agarose gel buffer (e.g., 1X TBE or 1X TAE) and add the
buffer plus stain mixture to the powdered agarose. For example if you run TBE gels and
require 30 mL of molten agarose for your tray, add 3 pL of 10,000X SYBR™ Safe stain

concentrate to 30 mL of 1X TBE, mix well, and add to the powdered agarose.

Note: You can heat the agarose/SYBR' Safe stain mixture in the microwave. As with
precasting gels with ethidium bromide, the mobility of nucleic acid fragments in the gel
may be somewhat slower when run in these gels compared to their mobility in the gel
without stain.

2.2 Run the gel. Use a running buffer appropriate to the SYBR™ Safe gel stain formulation.

No post-staining or destaining is needed.

You can view stained gels using a standard 300 nm transilluminator, a 254 nm epi-

or transilluminator, or a blue-light transilluminator such as the Safe Imager" 2.0
Blue-Light transilluminator (Cat. no. G6600). DNA stained with SYBR™ Safe stain can
also be visualized and analyzed using imaging systems equipped with an excitation
source in the UV range or between 470-530 nm. Refer to Table 5 on page 5 to determine
the optimal filter sets to use, or contact the instrument manufacturer for advice.

Note: If bands from the SYBR™ Safe stained gel are to be excised and used in a
ligation reaction, we recommend that the gel is illuminated using blue-light source
(i.e., Safe Imager™ 2.0 Blue-Light transilluminator) and not a UV light source. In some
instances, UV light sources in combination with SYBR™ Safe stain can lead to reduced

cloning efficiencies.

You can photograph stained gels using Polaroid ™ 667 black-and-white print film and
SYBR™ Safe photographic filter (Cat. no. S37100). SYPRO™ photographic filter (Cat.
no. 56656) or a Kodak * Wratten #9 filter also work well. Using this film and one of
these filters, SYBR™ Safe DNA gel stain provides the same detection sensitivity as
ethidium bromide and an appropriate filter. Do not use a standard ethidium bromide

photographic filter with SYBR™ Safe DNA gel stain. Gels stained with SYBR™ Safe stain
can also be imaged using a CCD camera or a laser-based scanner.

SYBR™ Safe DNA Gel Stain | 4



Protocol: Purification of Total RNA from Animal
Cells Using Spin Technology

This protocol requires the RNeasy Mini Kit.

Determining the correct amount of starting material

It is essential to use the correct amount of starting material in order to obtain optimal RNA
yield and purity. The minimum amount is generally 100 cells, while the maximum amount

depends on:

e The RNA content of the cell type

e The RNA binding capacity of the RNeasy spin column (100 pg RNA)

® The volume of Buffer RLT required for efficient lysis (the maximum volume of Buffer RLT
that can be used limits the maximum amount of starting material to 1 x 107 cells)

RNA contfent can vary greatly between cell types. The following examples illustrate how to

determine the maximum amount of starting material:

e COS cells have high RNA content (approximately 35 pg RNA per 10 cells). Do not use
more than 3 x 10° cells, otherwise the RNA binding capacity of the RNeasy spin column
will be exceeded.

e Hela cells have average RNA content (approximately 15 pg RNA per 106 cells). Do not
use more than 7 x 10¢ cells, otherwise the RNA binding capacity of the RNeasy spin
column will be exceeded.

e NIH/3T3 cells have low RNA content (approximately 10 pg RNA per 10° cells). The
maximum amount of starting material (1 x 107 cells) can be used.

If processing a cell type not listed in Table 2 (page 21) and if there is no information about its

RNA content, we recommend starting with no more than 3—-4 x 10¢ cells. Depending on RNA

yield and purity, it may be possible to increase the cell number in subsequent preparations.
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Do not overload the RNeasy spin column, as this will significantly reduce RNA yield and purity.

Counting cells is the most accurate way to quantitate the amount of starting material. As a
guide, the number of Hela cells obtained in various culture vessels after confluent growth is

given in Table 4.

Table 4. Growth area and number of Hela cells in various culture vessels

Cell-culture vessel Growth area (cm?)* Number of cells*
Multiwell-plates
96-well 0.32-0.6 4-5x 104
48-well 1 1x10°
24-well 2 2.5x10°
12-well 4 5x10°
6-well 9.5 1x10°
Dishes
35 mm 8 1x10¢
60 mm 21 2.5x10¢
100 mm 56 7 x10¢
145-150 mm 145 2x 107
Flasks
40-50 ml 25 3x10¢
250-300 ml 75 1x107
650-750 ml 162-175 2x107

* Per well, if multiwell plates are used; varies slightly depending on the supplier.
t Cell numbers are given for Hela cells (approximate length = 15 pm), assuming confluent growth. Cell numbers will
vary for different kinds of animal cells, which vary in length from 10 to 30 pm.

Important points before starting

e |f using the RNeasy Kit for the first time, read “Important Notes” (page 19).
e If working with RNA for the first time, read Appendix A (page 73).
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Cell pellets can be stored at =90 to —65°C for later use or used directly in the procedure.
Determine the number of cells before freezing. Frozen cell pellets should be thawed
slightly so that they can be dislodged by flicking the tube in step 2. Homogenized cell
lysates from step 3 can be stored at =90 to ~65°C for several months. Frozen lysates
should be incubated at 37°C in a water bath until completely thawed and salts are
dissolved. Avoid prolonged incubation, which may compromise RNA integrity. If any
insoluble material is visible, centrifuge for 5 min at 3000-5000 x g. Transfer supernatant
to a new RNAseree glass or polypropylene tube, and continue with step 4. Buffer RLT
may form a precipitate upon storage. If necessary, redissolve by warming, and then
place at room temperature.

Buffer RLT and Buffer RW1 contain a guanidine salt and are therefore not compatible
with disinfecting reagents containing bleach. See page 7 for safety information.

Perform all steps of the procedure at room temperature. During the procedure, work
quickly.

Perform all centrifugation steps at 20-25°C in a standard microcentrifuge. Ensure that

the centrifuge does not cool below 20°C.

Things to do before starting

If purifying RNA from cell lines rich in RNAses, we recommend adding
B-mercaptoethanol (B-ME) to Buffer RLT before use. Add 10 pl B-ME per 1 ml Buffer RLT.
Dispense in a fume hood and wear appropriate protective clothing. Buffer RLT containing

B-ME can be stored at room temperature for up to 1 month.

Buffer RPE is supplied as a concentrate. Before using for the first time, add 4 volumes of

ethanol (96-100%) as indicated on the bottle to obtain a working solution.

If performing optional on-column DNase digestion, prepare DNase | stock solution as

described in Appendix D (page 82).

Procedure

1.

Harvest cells according to step 1a or Tb.
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Ta. Cells grown in suspension (do not use more than 1 x 107 cells):
Determine the number of cells. Pellet the appropriate number of cells by centrifuging
for 5 min at 300 x g in a centrifuge tube (not supplied). Carefully remove all
supernatant by aspiration, and proceed to step 2.
Note: Incomplete removal of cell-culture medium will inhibit lysis and dilute the
lysate, affecting the conditions for binding of RNA to the RNeasy membrane. Both
effects may reduce RNA yield.

1b. Cells grown in a monolayer (do not use more than 1 x 107 cells):
Cells can be either lysed directly in the cell-culture vessel (up to 10 cm diameter) or
trypsinized and collected as a cell pellet prior to lysis. Cells grown in cell-culture
flasks should always be trypsinized.
To lyse cells directly:
Determine the number of cells. Completely aspirate the cell-culture medium, and
proceed immediately to step 2.
Note: Incomplete removal of cell-culture medium will inhibit lysis and dilute the
lysate, affecting the conditions for binding of RNA to the RNeasy membrane. Both
effects may reduce RNA yield.
To trypsinize and collect cells:
Determine the number of cells. Aspirate the medium, and wash the cells with PBS.
Aspirate the PBS, and add 0.1-0.25% trypsin in PBS. After the cells detach from
the dish or flask, add medium (containing serum to inactivate the trypsin), transfer
the cells to an RNAse-free glass or polypropylene centrifuge tube (not supplied),
and centrifuge at 300 x g for 5 min. Completely aspirate the supernatant, and
proceed to step 2.
Note: Incomplete removal of cell-culture medium will inhibit lysis and dilute the
lysate, affecting the conditions for binding of RNA to the RNeasy membrane. Both
effects may reduce RNA yield.
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2. Disrupt the cells by adding Buffer RLT.
For pelleted cells, loosen the cell pellet thoroughly by flicking the tube. Add the

appropriate volume of Buffer RLT (see Table 5). Vortex or pipet fo mix, and proceed to
step 3.

Note: Incomplete loosening of the cell pellet may lead to inefficient lysis and reduced

RNA yields.

Table 5. Volumes of Buffer RLT for lysing pelleted cells

Number of pelleted cells Volume of Buffer RLT (pl)
<5 x10° 350
5x106-1x107 600

For direct lysis of cells grown in a monolayer, add the appropriate volume of Buffer RLT (see
Table é) to the cell-culture dish. Collect the lysate with a rubber policeman. Pipet the lysate
info a microcentrifuge tube (not supplied). Vortex or pipet to mix, and ensure that no cell

clumps are visible before proceeding to step 3.

Table 6. Volumes of Buffer RLT for direct cell lysis

Dish diameter (cm) Volume of Buffer RLT (pl)*
<b 350
6-10 600

* Regardless of the cell number, use the buffer volumes indicated to completely cover the surface of the dish.

3. Homogenize the lysate according to step 3a, 3b, or 3c.
See “Disrupting and homogenizing starting material”, page 22, for more details on
homogenization. If processing <1 x 10° cells, homogenize by vortexing for 1 min. After

homogenization, proceed to step 4.
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Note: Incomplete homogenization leads to significantly reduced RNA yields and can
cause clogging of the RNeasy spin column. Homogenization with a rotor—stator or
QlAshredder homogenizer generally results in higher RNA yields than with a syringe
and needle.
3a. Pipet the lysate directly into a QlAshredder spin column placed in a 2 ml collection
tube, and centrifuge for 2 min at full speed. Proceed to step 4.
3b. Homogenize the lysate for 30 s using a rotor-stator homogenizer. Proceed to
step 4.
3c. Pass the lysate at least 5 times through a blunt 20-gauge needle (0.9 mm diameter)
fitted to an RNAse-ree syringe. Proceed to step 4.

4. Add 1 volume of 70% ethanol to the homogenized lysate, and mix well by pipetting.
Important: Do not centrifuge.

Note: The volume of lysate may be less than 350 pl or 600 pl due to loss during
homogenization.

Note: When purifying RNA from certain cell lines, precipitates may be visible after
addition of ethanol. This does not affect the procedure.

5. Transfer up to 700 pl of the sample, including any precipitate that may have formed, to
an RNeasy spin column placed in a 2 ml collection tube (supplied). Close the lid gently,
and centrifuge for 15 s at 28000 x g (>10,000 rpm). Discard the flow-through. *

Reuse the collection tube in step 6.

If the sample volume exceeds 700 pl, centrifuge successive aliquots in the same RNeasy
spin column. Discard the flow-through after each centrifugation.*

Optional: If performing optional on-column DNase digestion (see “Eliminating genomic
DNA contamination”, page 26), follow Appendix D (page 82), steps 1-4, after
performing this step.

* Flow-through contains Buffer RLT or Buffer RW1 and is therefore not compatible with bleach. See page 6 for safety
information.
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6. Add 700 pl Buffer RW1 to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge
for 15 s at 28000 x g (>10,000 rpm) to wash the spin column membrane. Discard the
flow-through.”

Reuse the collection tube in step 7.

Note: After centrifugation, carefully remove the RNeasy spin column from the collection
tube so that the column does not contact the flow-through. Be sure to empty the collection
tube completely.

Skip this step if performing optional on-column DNase digestion (page 82).

7. Add 500 pl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge
for 15 s at 28000 x g (>10,000 rpm) to wash the spin column membrane. Discard the
flow-through.

Reuse the collection tube in step 8.
Note: Buffer RPE is supplied as a concentrate. Ensure that ethanol is added to Buffer RPE
before use (see “Things to do before starting”).

8. Add 500 pl Buffer RPE to the RNeasy spin column. Close the lid gently, and centrifuge
for 2 min at 28000 x g (>10,000 rpm) to wash the spin column membrane.

The long centrifugation dries the spin column membrane, ensuring that no ethanol is
carried over during RNA elution. Residual ethanol may interfere with downstream
reactions.

Note: After centrifugation, carefully remove the RNeasy spin column from the collection
tube so that the column does not contact the flow-through. Otherwise, carryover of
ethanol will occur.

9. Optional: Place the RNeasy spin column in a new 2 ml collection tube (supplied), and
discard the old collection tube with the flow-through. Close the lid gently, and centrifuge
at full speed for 1 min.

Perform this step to eliminate any possible carryover of Buffer RPE, or if residual

flow-through remains on the outside of the RNeasy spin column after step 8.

* Flow-through contains Buffer RLT or Buffer RW1 and is therefore not compatible with bleach. See page 6 for safety
information.
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10. Place the RNeasy spin column in a new 1.5 ml collection tube (supplied). Add 30-50 pl
RNAsefree water directly to the spin column membrane. Close the lid gently, and
centrifuge for 1 min at 28000 x g (>10,000 rpm) to elute the RNA.

11. If the expected RNA yield is >30 pg, repeat step 10 using another 30-50 pl RNAse-free
water, or using the eluate from step 10 (if high RNA concentration is required). Reuse the
collection tube from step 10.

If using the eluate from step 10, the RNA yield will be 15-30% less than that obtained
using a second volume of RNAse-free water, but the final RNA concentration will be

higher.
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F. Sample Extraction Procedure

IMPORTANT

Check the RNA Rapid Extraction Solution for precipitation. If precipitated
material is visible (as may happen at low temperatures), heat the solution
at 37°C for 5 min and invert the bottle a few times to bring the precipitate
back into solution.

1. Punch disks from the card and place in a well of a 96-well plate
Punch one to three 2 mm disks from the sample spot on the
FTA Card and place the disks into a well of a U-bottom
96-well plate.

2. Add 60-100 uL RNA Rapid Extraction Solution and shake 5 min
Add 60-100 pL of RNA Rapid Extraction Solution to each
sample and shake for 5 min at moderate speed. On a Barn-
stead/Labline model 4625, this is setting 6. On other model
shakers, use the maximum speed that does not risk spilling
sample.

Alternatively, if a shaker is not available, use 100 pL of RNA
Rapid Extraction Solution and let the samples soak for 20 min
at room temperature.

3. Transfer 50 pL of the solution to a 96-well plate provided with
the MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit
Transfer 50 pL of the RNA Rapid Extraction Solution into a
U-bottom plate provided with MagMAX™-96 Viral RNA Iso-
lation Kit.
If the samples were not shaken during the previous step, pipette
up and down to mix well before transferring the 50 pL.

ig NOTE

If you used 60 uL of RNA Rapid Extraction Solution to recover
sample from the FTA Card, you can transfer all of the solution to
the MagMAX plate.

For RNA isolation, follow the procedure in the Protocol pro-
vided with the MagMAX™-96 Viral RNA Isolation Kit (avail-
able at www.ambion.com/catalog/CatNum.php?1836).

n F. Sample Extraction Procedure
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Methods

Program the real-time PCR instrument

Use the thermal cycling conditions shown in the following table.
e ROX'™ passive reference dye is included in the RT-PCR Bulffer.

* Reaction volume is 25 pL.

96-well machinest SmartCycler Il

Step Stage | Reps Temp Time Temp Time

Reverse transcription 1 1 45°C 10 min | 45°C8 10 min

RT inactiv./initial denaturation 2 1 95°C 10 min | 95°C 15 min

Amplification 3 40 95°C 15 sec | 95°C 15 sec

Set ramp rates to 1.6°C/sec 60°C 45 sec | 60°C 60 sec
for SmartCycler®

T It is critically important to set the ramp rates (heating and cooling) to 1.6°C/sec for SmartCycler Il reactions,
otherwise amplification may fail.

1 Settings for Applied Biosystems® 7500 and 7900HT, and Stratagene Mx3000P.
§ 50°C may be a more effective RT temperature for some PCR primer sets.

Assemble RT-PCRs

Follow the instructions to assemble RT-PCRs:

1. Prepare RT-PCR master mix(es) on ice (25 uL final).
* Prepare 5-10% extra master mix.

¢ Negative controls: Include duplicate no-template controls using
nuclease-free water in place of sample.

2. Distribute RT-PCR master mix to a PCR plate or to tubes.

3. Add sample to each reaction.

Component Volume
RT-PCR 2X RT-PCR Buffer 12.5 pL
master mix Forward and reverse PCR primers _pL
TagMan® probes _ L
25X RT-PCR Enzyme Mix 1L
(Optional] Detection Enhancer?t (1.67 pL)

AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents User Guide 9



Methods
Perform thermal cycling and analyze the data

Component Volume
RNA sample (Nuclease-free Water for NTCs) __pL
Total volume per reaction 25 pL

T Try reactions without Detection Enhancer first. Detection Enhancer is recommended only for targets

with high GC content and/or persistent secondary structure, and will compromise sensitivity for other
targets.

Perform thermal cycling and analyze the data

Run the thermal cycle and analyze RT-PCR data according to the PCR instrument
manufacturer’s instructions.

The following figure shows amplification of a dilution series of a control RNA
sequence using the AgPath-ID"" One-Step RT-PCR Reagents.

Figure 1 Amplification of a Control RNA Using the AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Reagents
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5 uL of Xeno"' RNA-01 Control dilutions containing 107, 10, 105, 104, 2500, 640, 160,
80, 40, and 20 RN A molecules were amplified using the kit on an Applied Biosystems®
7900HT Fast Real-Time PCR System. The amplification plots are shown with an inset
showing the linear relationship between Ct and RNA input; the slope is ~3.39
indicating ~100% amplification efficiency.
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PRINCIPIO DEL ENSAYO

El CIVTEST’ EUE INFLUENZA es un test basado en un enzimoinmunoensayo (ELISA) indirecto. EI antigeno, especifico
del Virus de la Influenza Porcina (IPV) Grupo A, se halla tapizando los 96 pocillos de la microplaca. Durante la incubacion
inicial de la muestra diluida en el pocillo, los anticuerpos especificos de IPV se unen al antigeno adsorbido al pocillo quedando
retenidos en el mismo durante el proceso de lavado. A continuacién, se afiade una solucién de conjugado que se une a los
anticuerpos porcinos retenidos en el pocillo. Posteriormente, se lava el exceso de conjugado que no haya quedado retenido y
se afiade un sustrato cromogénico especifico de la peroxidasa. La consiguiente aparicion de color en cada pocillo es proporcio-
nal a la cantidad de anticuerpos especificos de IPV presentes en la muestra.

COMPOSICION DEL KIT (SUFICIENTE PARA UN MAXIMO DE 460 ENSAYOS)

PRODUCTO CANTIDAD
Microplacas de 96 pocillos (divididas en tiras de 8 pocillos) tapizadas con antigeno especifico de IPV. 5
Vial N°0: Solucion de Lavado (10x). 2x100 mi
Vial N°1: Solucién Diluyente de Muestras (3x) con colorante verde. 100 ml

Vial N°2: Solucién de Conjugado: Solucién de MAb anti IgGs porcinas /HRPO lista para su uso con colorante rojo. 30 ml

Vial N°3: Solucion de Sustrato: Solucién de ABTS. Lista para su uso. 30 ml
Vial N°4: Solucién de Paro: Solucién de Acido Oxdlico. Lista para su uso. 30 ml
Vial N°5: Control Positivo: Suero Control Positivo pre-diluido, con colorante amarillo. Listo para su uso. 2,2 ml
Vial N°6: Control Negativo: Suero Control Negativo pre-diluido, con colorante azul. Listo para su uso. 2,2 ml
Cubierta adhesiva para microplaca. 5
Instrucciones de uso. 1
Certificado de andlisis. 1

E/ conservante empleado en los reactivos liquidos es una mezcla de metitisotiozolona y bromonitrodioxano.

Material necesario no suministrado:
Incubador a +37 °C, pipetas de precision (mono o multicanal) con sus correspondientes puntas, tubos y placas de fondo
en U para diluir las muestras, lector de placas de ELISA, agua destilada o desionizada y lavador de placas.

PRECAUCIONES

Leer atentamente el manual de instrucciones. Conservar los reactivos entre +2 y +8 °C (no congelarlos). Conservar las placas
no utilizadas entre +2° y +8 °C con su cubierta adhesiva y dentro de la bolsa de plastico con.el saquitoranti-humedad. A pesar
de que el antigeno ha sido inactivado durante el proceso de fabricacion, las placas tapizadas deben 'sér consideradas una fuente
potencial de IPV. No exponer la Solucién de Sustrato a la luz intensa o a agentes oxidantes. E/ABTS es muy sensible a cualquier
mezcla o contaminacion, por lo tanto no debe devoiverse a Ia botelia una vez sacado deella. Se proporciona un 25% de
exceso de este reactivo para permitir tomar un pequeio exceso cada vez que se utilice. No utilizar los kits después de su
fecha de caducidad ni mezclar los reactivos o las instrucciones de diferentes lotes de kit: Para mantener la precision es necesario
efectuar un pipeteado y unos lavados cuidadosos. No pipetear nunca losfeactivos con la boca. Utilizar guantes durante todo el
proceso. La Solucion de Paro contiene un &cido orgéanico queses toxico y puede resultar corrosivo, manipularla con cuidado.
Descontaminar todo el material antes de su eliminacion. Kitjpara uso veterinario.

Los reactivos, sin abrir y convenientemente conservados, son‘estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta
exterior de la caja.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

A. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Equilibrar los reactivos a temperatura ambiente antes de comenzar el procedimiento del ensayo.

Solucion de Lavado (10x) (Vial N° 0): Para reconstituirla afiadir 1 volumen de Solucién de Lavado (10x) a 9 volimenes de
agua destilada o desionizada (Ej. Para preparar 200 ml de Solucién de Lavado diluida mezclar 20 ml de la solucién concen-
trada (10x) con 180 ml de agua destilada o desionizada). La solucion diluida es estable durante 7 dias.

Solucion Diluyente de Muestras (3x) (Vial N° 1): Para reconstituirla afiadir 1 volumen de Solucion Diluyente de Muestras (3x)
a 2 volimenes de agua destilada o desionizada (Ej. Para preparar 60 ml de Solucién Diluyente de Muestras diluida, mezclar 20
ml de solucién concentrada (3x) con 40 ml de agua destilada o desionizada). La solucion diluida es estable durante 2 dias.
NOTA: En su forma concentrada es posible que después de periodos prolongados de almacenamiento a +4 °C se formen
cristales tanto en Solucién de Lavado (10x) como en la Solucion Diluyente de Muestras (3x). Si se pretende reconstituir todo
el volumen suministrado de una sola vez, simplemente agitando por inversion el frasco varias veces sera suficiente para
reconstituirlo. Si sélo se reconstituye una parte del volumen (el que se vaya a utilizar para el ensayo) es preciso asegurarse de
que los cristales hayan quedado totalmente redisueltos antes de preparar la dilucién. Para acelerar el proceso se puede
sumergir el frasco en un bafio a +28 - +37 °C durante 10 - 15 min. Para evitar la aparicion de cristales en la solucién de
lavado concentrada, ésta puede almacenarse a temperatura ambiente durante toda la vida del kit.

B. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los controles positivo y negativo estan listos para su uso y no requieren dilucion. El resto de las muestras deben diluirse
1/200 en Solucién Diluyente de Muestras diluida.

Si se dispone de placas de serologia de 96 pocillos con fondo‘en U y de pipeta multicanal capaz de dispensar con precision

de serologia, 5 ul de muestra en 95 pl de Solucion Diluyente,de Muesttas diluida y, a continuacién, transferir 5 I de esta dilucién
1/20 de la muestra a un pocillo de la placa de ELISA.que ya contenga 45 pl de Solucion Diluyente de Muestras diluida.

C. DESARROLLO DEL ENSAYO
A. Dejar que todos los reactivos alcancén la‘temperatura ambiente y asegurarse de que estén bien mezclados realizando una
inversion suave del frasco.
B. Preparar una hoja de dates,pafa identificar los pocillos individuales para cada muestra y control. Los controles positivo y
negativo deben siempre analizarse por duplicado.
1 Despegar la cubierta:adhesiva de plastico y afiadir 50 pl de controles y 50 pl de las muestras diluidas 1/200 a los
pocillossapropiados en la placa.
2. <Cubrirlarplaca con una cubierta adhesiva e incubar 60 minutos a +37 °C.
3... “Retirarelradhesivo y realizar 3 lavados de cada pocillo con 300 pl de Solucién de Lavado diluida. Al final, invertir la
placa’y golpearla firmemente sobre papel absorbente.
4., "Anadir 50 pl de Solucién de Conjugado (Vial N°2) a cada pocillo.
Cubrir la placa con una cubierta adhesiva e incubar 60 minutos a +37 °C.
Retirar el adhesivo y realizar 3 lavados de cada pocillo con 300 pl de Solucién de Lavado diluida. Al final, invertir la
placa y golpearla firmemente sobre papel absorbente.
Dispensar en cada pocillo 50 pl de Solucion de Sustrato (Vial N°3). Agitar suavemente la placa durante 2 segundos.
Dejar desarrollar la reaccién cromogénica a Temperatura Ambiente (+20 - +25 °C) en la oscuridad durante 15 minutos.
Dispensar en cada pocillo 50 pl de Solucién de Paro (Vial N°4). Agitar golpeando ligeramente el flanco de la microplaca.
0. Limpiar la superficie inferior de la placa con un papel absorbente. Leer la placa utilizando un lector de ELISA equipado
con un filtro de 405 nm. Realizar previamente el blanco con el aire. Registrar los resultados.

e
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LECTURA DE LOS RESULTADOS

A. VALIDACION DEL ENSAYO

El test es valido si la DO,,; media del Control Positivo es > 0,7 y la relacién (DO, ,, media del Control Positivo / DO,,, media
del Control Negativo) es > 5,5.

B. INTERPRETACION DEL ENSAYO

Para la interpretacion de los resultados es preciso obtener el valor de IRPC (Indice Relativo x 100) de cada muestra. Para
obtener el valor de IRPC de cada muestra hay que aplicar la siguiente relacion (en ella se utilizan los valores medios de DO,y5
obtenidos con las 2 réplicas de los controles):

IRPC = DO,0s Muestra - Media DO,y Control Negativo
Media DO,,5 Control Positivo - Media DO,o; Control Negativo

VALOR DE IRPC INTERPRETACION
>20,0 Muestra POSITIVA
<20,0 Muestra NEGATIVA

CIVTEST’ 515 INFLUENZA
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Usage Information

1. Reaction Conditions

Protein Denaturation: In general, proteins require denaturation and disulfide bond
cleavage before enzymatic digestion can go to completion. Proteinase K displays strong
proteolytic activity on denatured proteins and on native proteins as well (1).

1. Dissolve 1—10mg of the target protein in 6M guanidine-HCI (or 6-8M urea), 50mM
Tris-HCI (pH 8), 2-5mM DTT (or B-mercaptoethanol) in a reaction volume of up to
1ml (25p1 minimum).

2. Heat at 95°C for 1520 minutes or at 60°C for 4560 minutes. If smaller amounts of
protein are to be digested, the recommended conditions given can be scaled down
proportionally. However, under no conditions should less than 25p1 of the dissolving
agent be used.

3. After denaturation, allow the reaction to cool and add 50mM Tris-HCI (pH 7.5), 5mM
CaCl, until the guanidine-HCI or urea concentration is below 2M.

Protease Digestion: Add Proteinase K to the reaction to a final concentration of 50—
100pg/ml. Incubate at 37-56°C for at least 1 hour. Reducing the temperature to below
37°C will decrease the digestion rate. Longer incubations of up to 24 hours may be
required, depending on the protein. If using longer incubations, one must be very careful
to avoid bacterial contamination.

To terminate the reaction, add an inhibitor of Proteinase K such as PMSF (1) or DFP. The
reaction can also be terminated by the addition of EGTA (pH 8.0) to a final concentration

of 2mM or by TCA precipitation. Proteinase K may not be completely inactivated by EGTA,

as this enzyme retains partial activity in the absence of calcium (7). Heat treatment
(10-15 minutes at 65°C) only partially inactivates Proteinase K (inhibition by no more
than 20-25%).

Protein Cleavage and Nuclease Removal: Proteinase K can be used to cleave
native proteins and to remove nucleases from DNA (5) or RNA (6,7) preparations. If
digestion of a nondenatured (native) protein is desired, incubate the protein with
Proteinase K at a concentration of 50-100pg/ml at 37-56°C in 50mM Tris-HCI (pH 7.5),
5mM CaCl, or another buffer that is compatible with the stability of the target protein.

To remove nucleases from DNA/RNA preparations, incubate the nucleic acid with
Proteinase K at a concentration of 50ug/ml at 37°C in 0.01M Tris (pH 7.8), 5mM EDTA,
0.5% SDS (7).

Inhibitors: Phenylmethylsulfonyl fluoride (5mM PMSF; 1,8), Diisopropyl phosphoro-
fluoridate (DFP), EGTA. Proteinase K is not inhibited by EDTA, iodoacetic acid, TLCK or
TPCK.

Stability: Proteinase K is a very stable protease, active in wide pH and temperature
ranges. The protease is active in a pH range of 4.3-12.0, with optimal activity at pH 8.0.
Proteinase K has a broad temperature profile, retaining >80% of its activity at tempera-
tures of 20-60°C (8). The protease is active in SDS concentrations as high as 0.5%.
Calcium is a stabilizer of Proteinase K; however, when Ca2+ is removed from the enzyme,
20% of the catalytic activity may still remain (7). This may be enough activity to degrade
proteins commonly found in nucleic acid preparations. The enzyme is also active in 1%
(w/v) Triton® X-100 (8).
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9. DAB+ Substrate Buffer

&

Danger
Contains: Imidazole.
H360 May damage the unborn child.
P201 Obtain special instructions before use.
P202 Do not handle until all safety precautions have been read and understood.
P280 Wear protective gloves. Wear eye or face protection. Wear protective clothing.
P308 + P313 IF exposed or concerned: Get medical attention.
P405 Store locked up.
P501 Dispose of contents and container in accordance with all local, regional, national and

international regulations.

Storage
Store DAB Substrate-Chromogen system in original container at 2-8 °C.

There are no obvious signs to indicate instability of these products. Therefore, positive and negative controls should be tested simultaneously
with patient specimens. If unexpected staining is observed which cannot be explained by variation in laboratory procedures and a problem
with the kit is suspected, contact Dako Technical Support.

Reagent preparation
Add 1 drop (or 20 pL) of the DAB Chromogen per mL of Substrate Buffer.

Use the provided graduated tube to measure the amount of Substrate Buffer needed. Mix well and apply solution using the provided transfer
pipette. After use, rinse graduated test tube and pipette thoroughly with distilled water. The prepared Substrate Working Solution (CHROM)
should be stored at 2-8 °C and used within 5 days.

Procedure
For IHC and ISH staining, following incubation with the HRP reagent, place specimens in buffer bath. Tap off excess buffer and carefully wipe
slide around specimen.

1.  Cover specimen with the DAB solution. Incubate for 5-30 minutes. If desired, the incubation with the DAB Substrate-Chromogen can be
carried out at higher temperatures than room temperature.

2. Rinse gently with distilled water.

3. Counterstain, if desired.

4. Coverslip with aqueous-based or permanent mounting media.

For capillary gap slide method, please observe the following recommendations:

1. There is no need to add detergents to this substrate-chromogen system to reduce surface tension.
2. Draw up the DAB Substrate-Chromogen for 20—30 seconds and blot the solution at least twice before incubating for 5-30 minutes.

Results
In IHC and ISH procedures, the DAB Substrate-Chromogen yields a brown reaction end-product at the site of the target antigen or nucleic
acid.

For proper interpretation, positive and negative controls should accompany each staining run. Positive controls serve as indicators that
specimen processing and handling were carried out correctly. Negative controls are useful for assessing nonspecific staining. Nonspecific
staining, if present, is rather diffuse in appearance.

Limitations

Endogenous peroxidase or pseudoperoxidase activity, found in hemoproteins such as hemoglobin, myoglobin, cytochrome and catalase, as
well as in eosinophils, may yield false-positive results.?® In formalin-fixed tissue this activity can be inhibited by incubating the tissue in 3%
hydrogen peroxide for five minutes prior to the application of primary antibody or probe. Blood, bone marrow smears and frozen tissue sections
can be treated with Peroxidase Blocking Reagent (code S2001). However, this procedure does not abolish the reddish-brown pigment of
hemoproteins. A solution of methanol-hydrogen peroxide can also be used; however, some antigens may become denatured with this
procedure.
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