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Resumen

La enfermedad de Aujeszky afecta principalmente a la
produccion porcina y ocasiona pérdidas econdmicas
importantes. En la Argentina, esta enfermedad es
considerada endémica, lo que puede resultar en
restricciones de comercializacion para la region. Las
exigencias del mercado externo obligan a avanzar con
los planes de control y erradicacion de la enfermedad
de Aujezsky. Esta enfermedad limita las posibilidades
econoémicas del sector porcino y la comercializacion
internacional, lo cual influye negativamente en la
rentabilidad de las explotaciones y en la calidad de los
productos de origen animal.

Las técnicas seroldgicas utilizadas solo detectan la
presencia de anticuerpos especificos y no permiten
detectar directamente la presencia del patégeno en el
organismo ni una infeccion latente. La utilizacion de la
biologia molecular para la confirmacién y diagnostico
de la enfermedad de Aujeszky en los planes de vigilancia
puede convertirse en una herramienta eficaz para la
deteccion temprana de animales infectados con el virus,
asi como también para la identificacion de las variantes
genotipicas que circulan en el pais. Este conocimiento
aportaria informacién para establecer politicas sanitarias
enfocadas en el control de la enfermedad de Aujeszky,
tendientes a la erradicacion del virus Herpesvirus porcino
tipo 1 (SuHV-1) circulante en la Argentina.

Palabras clave: Aujeszky, PCR en tiempo real,
aislamiento viral, caracterizacién molecular, cerdos
salvajes, vigilancia.

Abstract

Aujezky’s disease principally affects the porcine
production, and it generate important economical
lost. Currently, In Argentina, Aujeszky is consider
an endemic disease and could result in regional
commercial restrictions. International requirements
for commercialization oblates to develop plans for
control and eradication of Aujezsky’s disease.

Serological techniques currently used do not allow to
identify if the animal is free of pathogen or if it could
be a healthy carrier. In surveillance programs, the
implementation of Molecular techniques to confirm
the diagnostic of this disease is a necessary tool for
obtaining early and rapid results. Furthermore, it is also
necessary to achieve the molecular characterization of
the circulating strains in Argentina in order to establish
sanitary politics for eradication of Aujeszky’s disease.
This information could allow establishing sanitary
politics based on the control of Aujeszky’s diseases and
eradication of the circulating Suid Herpesvirus type 1
(SuHV-1).

Keywords: Aujeszky, real time PCR, viral isolation,
molecular characterization, wild swine, surveillance.
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La enfermedad de Aujeszky es una enfermedad
contagiosa que provoca pérdidas econdmicas
importantes en la produccién porcina debido a la
muerte de animales jovenes, abortos en hembras y
deficiencias respiratorias que provocan pérdida de
peso en cerdos adultos. En este contexto, se propuso
desarrollar un proyecto para ampliar la vigilancia a
fin de detectar la presencia del virus de Aujeszky en
plantas de faena y en animales salvajes; mediante
aislamiento viral y técnicas de biologia molecular para
su posterior caracterizacion, andlisis epidemioldgico y
deteccion de la etapa del ciclo viral en curso. Dentro
del marco de los premios Senasa, que buscan promover
y generar procesos de investigacion y desarrollo de la
sanidad animal, entre otros, se esté llevando adelante
este proyecto.

El agente causal de la enfermedad de Aujeszky
es el herpes virus suino-1 (SuHV-1). El SuHV-
1 (herpesviridae-alphaherpesvirinae) es un virus
envuelto, de ADN bicatenario (Mettenleiter, 2000).
Los cerdos y jabalies son el reservorio natural de este
virus. La enfermedad de Aujeszky en todas las demas
especies animales se halla siempre en relacion directa
o indirecta con cerdos infectados, y generalmente la
infeccion termina de manera ciega, en virtud de su
desenlace rapidamente mortal y de la escasa excrecion
de virus, o bien las cadenas infecciosas se rompen
tras unas pocas transmisiones. Los cerdos infectados
excretan grandes cantidades de virus en la saliva y en las
secreciones nasales, de dos a cuatro semanas después
de la infeccion primaria, y pequefias cantidades,
durante menos tiempo, una o dos semanas de forma
intermitente a través de la orina, semen y leche. El
mayor peligro de ingreso del virus esta en el traslado de
cerdos infectados. Los animales que todavia se hallan
en fase de excrecion de virus provocan de inmediato
la infeccion de los cerdos receptivos. Asimismo, los
cerdos son los Unicos animales en los que el virus entra
en estado de latencia luego de la recuperacion clinica
(excepto en los lechones de menos de dos semanas de
edad, que mueren de encefalitis). Esto puede ocasionar
nuevos ciclos de infeccién por reactivacion del virus en
forma natural (Mettenleiter, 2000; Yoon et al., 2006)
o por contacto con cerdos salvajes infectados (Steinrigl
et al.,2012) pudiendo comprometer el estado sanitario
de las piaras domésticas.

Una vez ingresado el virus al establecimiento, las
caracteristicas de la infeccion dependeran de Ia
concentracion de animales, el tipo de explotacion y de
la frecuencia de llenado y vaciado de los alojamientos de
los cerdos. En establecimientos que presentan elevada
concentracién de animales por unidad de superficie y

llevan a cabo ingresos y desalojos de cerdos en forma
continua, es altamente probable que el contagio sea
total en pocas semanas. Sin embargo, en condiciones
de explotacion extensiva con porquerizas separadas en
pequeiios grupos y con baja rotacién de animales, la
infeccion podria cursar de forma retardada y afectar
solo una parte de los cerdos.

En los cerdos, la gravedad de los signos clinicos depende
de la edad, de la via de infeccion, de la virulencia de
la cepa infectante y del estado inmunitario del animal.
Los lechones de corta edad son muy susceptibles, y las
tasas de mortalidad alcanzan el 100 % durante las dos
primeras semanas de edad. La enfermedad de Aujeszky
es endémica en muchas partes del mundo, pero varios
paises han llevado a cabo programas de erradicacion
eficaces, como EE. UU., Canada, Nueva Zelanda y
muchos estados miembros de la Unién Europea.

El primer caso de Aujeszky detectado en la Argentina
fue en el afno 1979 en un establecimiento dedicado
principalmente a la cria y engorde de cerdos, en
forma extensiva de la provincia de Cérdoba. Ante
la presencia de una mortandad de cerdos jovenes,
se solicit6 la colaboracién de la unidad de Patologia
Animal, de la Facultad de Agronomia y Veterinaria,
de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Luego
de las investigaciones realizadas en la Direccion
de Laboratorios y Control Técnico (DILACOT),
dependiente de Senasa, se propicié su inclusion dentro
del grupo de enfermedades que deben ser combatidas
con caracter obligatorio.

La enfermedad se controla mediante la contencién
de las piaras infectadas y el empleo de vacunas o la
eliminacion de los animales infectados de forma latente
(Pejsak y Truszczynski, 2006). En varios paises se ha
aplicado o se aplica el sacrificio sanitario, normalmente
cuando las explotaciones infectadas son pequefias o
cuando el riesgo para las explotaciones vecinas es muy
alto en paises libres de la enfermedad.

Los animales en latencia dificultan el proceso de
erradicacion de la enfermedad porque representan
potenciales focos de reinfeccién (Maes et al., 1997).
Ademds, la presencia del virus en cerdos silvestres sigue
siendo un interrogante. En el marco de un plan para
declarar al pais libre de la enfermedad de Aujeszky,
y previo al inicio de los planes de vacunacion por el
Senasa, representa un desafio conocer el estado de las
infecciones en los distintos tipos de predios, asi como
en los animales silvestres para establecer politicas
sanitarias adecuadas para el control de la enfermedad.

Actualmente, los esfuerzos de los planes de vigilancia
de Aujeszky estin centrados en la serologia. Sin
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embargo, las técnicas de biologia molecular pueden
detectar la presencia de ADN viral o ARN de latencia
del SuHV-1 (Cheung, 1995). El desarrollo de estas
metodologias puede ofrecer una herramienta para la
deteccion del virus en estadios mds tempranos de la
infeccion, asi como en animales con infeccion latente,
lo que promete una mayor capacidad de deteccion
del patégeno. Ademads, estas técnicas posibilitan la
caracterizacion molecular de las distintas cepas del
virus (Serena et al., 2011), permitiendo asi identificar
las cepas que circulan en las distintas regiones de
nuestro pais y facilitando un andlisis epidemioldgico
basado en las variantes genotipicas (Paes et al., 2013).

Determinar la presencia del virus de SuHV-1 en
animales de plantas de faena y en animales salvajes
podria anticipar el comienzo de un brote de la
enfermedad, facilitando una respuesta adecuada en
situaciones de emergencia sanitaria. Estas decisiones
son clave para el aumento de la produccién, alcanzar
el autoabastecimiento y acceder a mercados externos.
En ese contexto, es relevante contar con técnicas de
analisis complementarias a las seroldgicas, generando
informacién de base necesaria en el proceso de
vigilancia de la enfermedad. Por otro lado, en un
escenario donde la politica de vacunacion estd en
discusion, la caracterizacion molecular del virus
brinda conocimiento del estado de situacion de la
enfermedad en un pais sin profilaxis desde 1998.
Ademads, conociendo el perfil genotipico se puede
distinguir entre una cepa circulante y una cepa
vacunal, principalmente en zonas limitrofes con paises
que en la actualidad cuentan con planes de vacunacion
a virus vivo atenuado. De esta forma, la introduccion
de nuevos elementos de andlisis como técnicas de
biologia molecular para evaluar la problematica de
la enfermedad enriquece la discusion acerca de las
medidas sanitarias adecuadas para la Argentina.

Dentro de los objetivos planteados se pretende: 1)
establecer la metodologia para la toma de muestras en
plantas de faena y en animales silvestres, 2) recolectar
las muestras establecidas y procesarlas de acuerdo a
la metodologia seleccionada (aislamiento viral, PCR,
patrén de restriccion), 3) desarrollar el diagndstico
molecular para la deteccion del virus (SuHV-1), y
4) genotipificar aislamientos de cepas de campo y
silvestres del virus de Aujeszky.

La deteccion de un mayor nimero de animales
portadores del virus garantizaria la eficacia de las
medidas propuestas tendientes a la eliminacion del
virus. En este proceso, se espera que establecer una
metodologia para la toma de muestras en plantas de
faena y su posterior andlisis molecular o viroldgico

en el laboratorio, pueda resultar una herramienta
complementaria para el control de la enfermedad
en animales con serologia negativa o baja carga de
anticuerpos. Por otra parte, el conocimiento que se tiene
acerca delascepas presentes en la Argentina esincipiente
y atn no permite establecer relaciones regionales
acerca del origen y distribucion del virus (Serena et
al., 2011). En distintas regiones del pais, identificar
molecularmente las cepas de Aujeszky detectadas en
cerdos salvajes o en animales con destino a faena y
serologia positiva proporcionaria informaciéon bdsica
necesaria para profundizar el conocimiento sobre los
genotipos del virus que estan presentes en | Argentina
y su epidemiologia. Finalmente, la caracterizacion
molecular de cepas salvajes y domésticas de zonas
aledafnas podria esclarecer si el origen de los focos de
infeccion en poblaciones domésticas se puede atribuir
a las cepas circulantes en poblaciones salvajes.

Metodologia
Toma de muestras en cerdos silvestres

Para la toma de muestras en cerdos silvestres se
coordinaran las actividades de extraccion y remision
de muestras con los responsables del Programa de
Porcinos de la Direccién de Programacion Sanitaria y
de Fauna Silvestre de la Direccién de Epidemiologia y
Analisis de Riesgo y el grupo de captura de animales
salvajes.

Toma de muestras en cerdos comerciales

Se solicitard —por nota— informacion referente a los
establecimientos que estin habilitados para faena
de cerdos a la Direccion Nacional de Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria. Se realizard un analisis de la
confluencia de movimientos a faena. Como resultado,
se confeccionard un listado de los establecimientos
que retnan la mayor parte de la faena del pais, y se
gestionara con los jefes del servicio del Senasa los
permisos pertinentes para la toma de muestras.

Extraccion de érganos

En el laboratorio de la Direccion de Laboratorios y
Control Técnico (DILAB) del Senasa, se realizaran
actividades protocolizadas para ganglio
trigémino, maseteros, bulbo olfatorio,
cerebro, tonsilas (cuando estén presentes) e hisopados
nasales para diagndstico molecular y aislamiento
viral. El procesamiento de las muestras se realizara en
paralelo, en el Laboratorio de la Cétedra de Virologia
de la FCV-UNLP y en los laboratorios de Martinez de
la DILAB-Senasa.

extraer
musculos
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Aislamiento de virus de las muestras: Pasajes en
células PK

Las muestras procesadas se inoculardn en placas de
cultivo de linea celular (PK,,), luego de cinco dias
se repetird la inoculacion. Este proceso se realizara
como maximo dos veces. La observaciéon de Efecto
Citopatico (ECP) en alguno de los pasajes se tomara
como indicador de la actividad viral. Las placas con
ECP (+) se congelaran y descongelaran para liberar
el virus y el sobrenadante se fraccionard en alicuotas.
Estas alicuotas son las que se establecen como muestras
de campo y pasarian a formar parte del cepario de la
Republica Argentina que tiene la DILAB.

Deteccion delvirus (SuHV-1) por Técnicas Moleculares:
Puesta a Punto de PCR en Tiempo Real

Extraccion de ADN a partir de distintas matrices

Para evaluar la extracciéon de ADN en los tejidos
recomendados para la deteccion del virus de Aujeszky,
se trabajard con muestras de ganglio trigémino, bulbo
olfatorio, cerebro y tonsillas. Para la extraccion se
utilizardn kits comerciales como el QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen).

Reaccion de PCR

Se seleccionard como housekeeping un fragmento
de ADN conservado del gen 12S rRNA porcino,
y se amplificard por PCR convencional. Por
relevamiento bibliografico de
referencia, y producto del alineamiento de secuencias
de Aujeszky disponibles en el Gen Bank se disefiard
un set de primers que amplifiquen un fragmento de
la gD del virus de Aujeszky. Se seleccionarad la gD
por ser una gilocoproteina conservada presente en
la membrana del SuHV-1. El perfil de termociclado
para la PCR, asi como las concentraciones finales de
los reactivos para la reaccion (mix), se ajustardn a lo
largo del desarrollo y puesta a punto de la técnica.
Con el objetivo de desarrollar una técnica que
permita diferenciar cepas vacunales de las de campo
se llevard a cabo una PCR Duplex en tiempo real
para Aujeszky. La cepa vacunal comtunmente usada
en la Argentina es la cepa Bartha, que presenta una
delecion en la gE. Esto posibilita diferenciarla de
las cepas circulantes en el campo por la ausencia de
dicha glicoproteina. En una PCR Duplex en tiempo
real se podria, en forma simultidnea, confirmar la
presencia de Aujeszky si se detecta gD y en funcion
de la presencia o ausencia de amplificacion del
gen de la gE, se determinaria el origen de la cepa.
Si la amplificacion es solo de gD pero no de gE,
entonces la cepa presente en la muestra analizada
seria vacunal. De esta manera, se logra diferenciar

laboratorios de

una muestra de un animal infectado con el virus
de Aujeszky con una cepa de campo de un animal
vacunado.

Controles

Para obtener Controles Positivos se infectard un cerebro
de cerdo libre de Aujeszky con diluciones seriadas de la
Cepa TL/92 (provista por la Citedra de Virologia de la
FVC-UNLP). Por otra parte, se probara como control
positivo un stock de la cepa Shope realizado en cultivo
celular de la linea PK .. Como Control Negativo se
utilizardn tejidos de cerdo libres de Aujeszky criados
en cautiverio.

Conclusion

Laintencién de este proyecto es contribuir a la vigilancia
serologica que se desarrolla actualmente en nuestro pais,
aportando una vision complementaria, enfocada en la
deteccion del agente viral causante de la enfermedad
de Aujeszky. Si se logra desarrollar de forma eficiente
una vigilancia que permita detectar el virus SuHV-1
en animales enviados a faena y en animales silvestres
por técnicas moleculares y de aislamiento viral, se
podria determinar de forma directa el estado sanitario
de los cerdos en la Argentina. Este conocimiento,
posibilitaria establecer politicas sanitarias adecuadas a
cada situacion en nuestra region, pudiendo discriminar
entre animales que se encuentran en estado de latencia,
aquellos que atraviesan una infeccion en curso y los que
solo presentan anticuerpos. Por otra parte, evaluar el
origen de los focos de infeccién y caracterizar las cepas
circulantes no solo presenta ventajas a nivel de los
estudios de epidemiologia, sino que también permite,
con miras a la implementacion de vacunas, conocer las
necesidades de profilaxis en nuestro pais en funcién de
las cepas de SuHV-1 circulantes en la region.
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