Circulacion del virus de PRRS y respuesta humoral en
fluidos orales de cerdos en dos granjas positivas al
virus, con y sin esquemas de vacunacion en el Estado

de Yucatan, México.

TESIS
Presentada como requisito para obtener el grado de
Maestro en ciencias agropecuarias
POR:
Médico Veterinario Zootecnista
Diana Carolina Saez Peniche
Asesores:
MSc. Alejandro Alzina Lopez.
DR. Edwin Gutierrez Ruiz.

MSc. Jorge Carlos Rodriguez Buenfil

Mérida, Yucatan, México, Junio de 2015




MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

ALUMNA: M.V.Z. DIANA CAROLINA SAEZ PENICHE

SINODO DEL EXAMEN DE TESIS DE GRADO

MSc. Mario Alvarez Fleites (FMVZ-UADY)

= UADY

POSGRADO
INSTITUCIONAI
EN CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y
MANE]JO DE RECURSOS
NATURALES TROPICALES

DR. Antonio Ortega Pacheco (FMVZ-UADY)

MSc. Francisco Aranda Cirerol (FMVZ-UADY)

DRA. Guadalupe Ayora Talavera (CIR-Hideyo Noguchi)




DECLARATORIA DE ORIGINALIDAD

“El presente trabajo no ha sido aceptado o empleado para el otorgamiento de titulo
o grado diferente o adicional al actual. La tesis es resultado de las investigaciones
del autor, excepto donde se indican las fuentes de informacién consultadas. El
autor otorga su consentimiento a la UADY para la reproduccién del documento con

el fin del intercambio bibliotecario siempre y cuando se indique la fuente”.

Médico Veterinario Zootecnista

Diana Carolina Sadez Peniche



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por prestarme salud y vida para poder alcanzar una meta mas.

A CONACYyYT por el apoyo brindado.

A mis asesores M. en C. Alejandro Alzina Lépez y Dr. Edwin José Gutiérrez Ruiz y tutores
M. en C. Mario Alvarez Fleites, M. en C. Francisco Aranda Cirerol y Dr. Antonio Ortega
Pacheco por toda la paciencia, dedicacion y orientaciéon brindada durante la realizacion de
mi maestria.

A la Q.B.A. Sandra Villegas Pérez y a Q.F.B. Vanesa Evia Pech del laboratorio de
inmunologia de la FMVZ —-UADY por el apoyo y las enseflanzas durante la elaboracién de
las pruebas diagnésticas.

A mi hermanita Ana Laura Saez Peniche por su ayuda y desvelos junto conmigo.



DEDICATORIAS

Con todo mi corazén para mis abuelos Danilo Peniche Duarte y Nelly Quintal y
Ferraez, por estar conmigo en todo momento, su amor, paciencia, dedicacion,

ensefianzas y motivacion para seguir adelante y ser mejores cada dia.
A mis papas Fernando Saez y Norka Peniche, mis hermanas Mariana, Ale y
Laura y mi cufiado Carlos Alamilla por el apoyo brindado, no solo durante la

realizaciéon de mi maestria, sino durante toda mi vida.

A mis sobrinos Adolfo y Manuel, por ser mi alegria, motivarme a ser mejor y

darles un buen ejemplo.

A Jer6nimo Sepulveda, Alvaro De la Cruz y Samuel Albores Moreno, a quienes

conoci en la maestria y la hicieron més gratificante.

A mis amigos Carolina, Ana y Armando, por su particular forma de apoyarme.



RESUMEN

Se realiz6 un estudio prospectivo transversal por conveniencia en 2 granjas
porcinas con historial positivo al virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSv), con (granja A) y sin (granja B) esquemas de vacunacion con
el objetivo de comparar la circulacion viral en las areas de maternidad, destete
y engorda en ambas granjas. En cada granja fueron colectadas muestras de
fluidos orales semanalmente durante el transcurso de un mes y medio (6
muestreos). Durante cada colecta, las muestras fueron obtenidas de las areas
de maternidad (n=4), destete (n=2) y engorda (n=2), obteniendo un total de 48
muestras por granja.

A cada muestra se le realiz6 un analisis de inmunoabsorcién indirecta ligada a
enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) para la deteccién de anticuerpos IgG
y un analisis de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) en tiempo real para la deteccidn de acido nucleico viral.

En la granja A, se encontraron valores S/P elevados en el &rea de maternidad
(5.42), disminuyendo en el area de destete (1.67), hasta ser negativos en la
etapa de engorda (0.037). Mientras que en la granja B, solo en el area de
maternidad se encontraron casos positivos (1.75) observando una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05). En la prueba de RT-PCR tiempo real no
se detecto la presencia de acido nucleico viral. Se concluye que en el presente
estudio no hubo circulacion viral en ninguna de las granjas durante el periodo

de evaluacion, o no fue posible detectarla con el tamafio de muestra utilizado.

Palabras clave: PRRS, fluidos orales, ELISA, RT-PCR tiempo real, circulacion

viral.



Summary

A convenience prospective cross sectional study was carried out in two swine
farms with history of the presence of the pig reproductive and respiratory virus
(PRRSv), with and without the use of vaccination against the virus, with the
objective to compare virus circulation in maternity, weaning and fattening areas
in both farms. On each farm oral fluid samples were collected weekly for six
weeks (six samples). During each collection, samples were obtained from
maternity (n=4), weaning (n=2) and Fattening (n=2) areas, making a total of 48
samples from each farm.

Each sample was run using an Enzyme linked immunosorbant assay (ELISA)
for the detection of IgG antibodies and Real time RT-PCR for the detection of
viral nucleic acids.

On farm A, high S/P values were detected in the maternity area (5.42),
decreasing in the weaning area (1.67), to become negative in the fattening area
(0.037). While on farm B, there were positive results only in the maternity area
(1.75) with an statistically significant difference (p<0.05). In the real time RT-
PCR the presence of viral nucleic acid was no detecded. It is concluded that in
both farms there was no virus circulation during the time of the study or it was

not detected with the sample size used.

Key words: PRRS, oral fluid, ELISA, Real time RT-PCR, virus circulation.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La industria porcina se ve afectada por varias enfermedades que tienen un
impacto negativo en la produccion y economia de los productores. Entre estas
enfermedades se encuentra el Sindrome Respiratorio y Reproductivo del Cerdo
(PRRS, por sus siglas en inglés), anteriormente conocido como enfermedad
misteriosa del cerdo. Fue reconocido clinicamente en EUA en 1987, desde entonces,
la infeccion se ha extendido rapidamente, ha sido detectada en diversos paises de

Europa, asi como en Norte América y Asia (Wensvoort et al., 1991)

Es causado por un arterivirus, que presenta una gran variabilidad genética y
antigénica, existiendo grandes diferencias entre los aislamientos europeos y
americanos, lo que limita la eficacia de las vacunas actuales (Arias et al.,2002). Otros
miembros de este grupo incluyen el virus de la arteritis equina, el virus de la
deshidrogenasa lactica del raton y el virus de la fiebre hemorragica del simio
(Plageman et al., 1992, Cavanagh, 1997).

El PRRS es, en todo el mundo, una de las enfermedades méas costosas que
afectan a los cerdos. En Estados Unidos se estima que la infeccion por este virus
cuesta a la industria porcina mas de 560 millones de dolares al afio o el equivalente
de mas de un millon y medio de ddlares al dia (Neuman et al., 2005). Se han invertido
importantes sumas de dinero en el desarrollo de vacunas que puedan ser efectivas
frente a la continua aparicion de nuevas cepas, hasta ahora con resultados

decepcionantes (Torremorell et al., 2011).

Durante estos ultimos afios, se han desarrollado y validado nuevas herramientas
de muestreo, monitoreo y diagnostico en los cerdos, que resulten mas rapidas,
sencillas y menos costosas. Una de estas herramientas es la obtencion y el uso de

fluidos orales (saliva) como espécimen para diagndstico en porcinos.



Esta técnica ya ha sido validada experimentalmente para PRRSv, PCV2 e
influenza, y se esta utilizando de forma rutinaria en los sistemas productivos de EUA
para la deteccién de PRRSv e influenza a nivel de poblacién. La técnica se basa en
suspender una cuerda de algoddon en el corral para que los cerdos la muerdan
mientras depositan su saliva en ella (Prickett et al., 2008).

El método que se propone tiene como ventajas, en comparacion con los ya
existentes, la disminucion en los costos de muestreo (No. de muestras, materiales
para muestreo, pruebas de laboratorio), estrés generado en los animales al ser

muestreados, dafio iatrogénico y horas hombre, principalmente.

Por lo antes mencionado, en relacién a la importancia de esta enfermedad, a su
diagnéstico y que no existen protocolos bien definidos para el monitoreo de la
circulacién viral en las granjas, el objetivo del presente trabajo es comparar la
circulacién viral en las areas de maternidad, destete y engorda en granjas porcinas

con y sin esquema de vacunacién a PRRSv.



CAPITULO I

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes
El sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS) es una enfermedad de

origen virico, que emerge por primera vez a finales de la década de los 80, estando
en la actualidad considerado como uno de los problemas mas importantes del sector

porcino mundial (Arias et al., 2002).

En 1991 se realizo el aislamiento viral en Holanda, se denominé “Virus de Lelystad”

en honor al laboratorio donde se aislé por primera vez. Posteriormente se realizé el
aislamiento en EUA, donde recibié el nombre de ATTC VR-2332.
Esta enfermedad ha recibido varios nhombres: blue ear disease (enfermedad de las
orejas azules), mystery swine disease (enfermedad misteriosa del cerdo), mystery
reproductive respiratory sindrome (sindrome misterioso respiratorio y reproductivo),
swine infertility and respiratory sindrome (sindrome respiratorio y de infertilidad
porcino) y a partir de 1993 se denomina sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(PRRS) (Zimmerman et al., 1998).

En México, se reportd el aislamiento del virus de cerdos procedentes de
Guanajuato, Puebla, México y Veracruz en 1997 (Sierra et al., 1997).

2.2 Etiologia

2.2.1Caracteristicas del virus.

El agente causal del sindrome es un virus con envoltura de tipo ARN,
perteneciente a la familia Arteriviridae, del genero Arterivirus y del grupo de los
Nidovirus. La particula viral es esférica y tiene un diametro de 50 — 72 nm, poseen

una capside icosaédrica de 20-30 nm que rodea una molécula de ARN con 1.18 -1.19



g/ml de densidad (Arias et al., 2002) y presenta unas proyecciones de superficie de
unos 5nm.
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Figura 1. Estructura genémica del virus de PRRS (www.porcilis-prrs.com)

2.2.2 Estructura viral

El genoma del virus consiste de una hebra lineal no segmentada de ARN, de
sentido positivo, poliadenilada con 8 marcos abiertos de lectura (ORF del inglés 'open
reading frames') (Meulenberg et al., 1998). El primer ORF (Orf la 'y Ib), que comprende
aproximadamente el 80% del genoma viral, se ubica en el extremo 5’ y esta precedido
por una secuencia 'leader' no codificante de 211 nucle6tidos. Del ORF 2 al 7 se
ubican en el extremo 3' del genoma y el final del codon de ORF 7 es seguido por una
secuencia no codificante de 14 nucleétidos con una cola poliadenilada de
aproximadamente 20 nucleétidos. Cada uno de los ORF esta parcialmente
superpuesto con cada uno de sus ORF vecinos (Meulenberg et al., 1998). Cada uno
de los 6 a 7 ARNm subgendmicos contiene la misma secuencia 'leader' (> de 200
nucleotidos) en su extremo 5' que es idéntica a la secuencia de la regién no
codificante del extremo 5'. El tamafo de cada transcripto en orden decreciente es de:
15, 3.3;2.7; 2.2; 1.7; 1.1; y 0.7 kb para los ARNm de | a 7, respectivamente. Aislados
gue expresan 7 ARNm subgenomicos contienen un ARNmM extra desde un ORF
localizado entre los ORF 3y 4 y se han designado como ARNm 3,1. A pesar de que la
longitud de los transcriptos (ARNm) son policistranicos, es decir contienen mas de un

ORF, solamente el primer ORF del extremo 5' se cree que es traducido en una
4



proteina. No se sabe cuan pronto la célula infectada codifica ARNm virales, pero
proteinas virales pueden detectarse en la célula infectada de 6 a 20 horas post

infeccion (Batista et al., 1996).

El producto de cada ORF ha sido identificado en las cepas americana y
europea. El ORF 1 codifica para ARN replicasa, la Unica proteina no estructural que
ha sido identificada. Del ORF 2 al 7 codifican para proteinas estructurales. Para la
cepa americana VR 2332 se describen proteinas con niumero de aminoacido de 256,
254, 178, 200, 174 y 123, respectivamente, y para la cepa europea Lelystad el
numero de aminoacido para su respectivo ORF es de 249, 265, 183, 201, 173 y 128.
Las masas moleculares de las proteinas expresadas por los ORF 2 al 7 son: 29 a 30,
45 a 50, 31 a'35, 25,19 y 15 kD, respectivamente. Las proteinas de 29 a 30, (GP2), 45
a 50 (GP3), 31 a 35 (GP4) y 25 kD (GP5) son posiblemente glicosiladas y forman
parte de la envoltura del virus. La proteina 19 kD (M) forma parte de la matriz y la

proteina de 15 kD (N) es constitutiva de la nucleocapside (Zimmerman et al., 1998).

2.2.3 Capacidad de supervivencia

Al ser un virus con envoltura su capacidad de supervivencia en el medio
ambiente no es muy grande, ademas, esta condicionada en gran medida por los
cambios de pH a los que es relativamente sensible. La vida media de la cepa
Lelystad, a 4°C es maxima de 50 horas a un pH = 6.25 y minima 33 horas a pH= 8.5;
a pH 5 su vida media es de 18.8 horas. El almacenamiento a pH 6 y temperatura de
37° C da lugar a una vida media de 6.25 horas, que disminuye si se sube o baja el pH.
El virus es estable en medios de cultivo con un pH de 7.5 durante largos periodos de

tiempo, si se mantiene a temperaturas de -70° C a -20° C (Prieto y Castro, 1998a).

Se ha estudiado la supervivencia del virus en la carne y se ha comprobado que
es posible encontrarlo en las amigdalas, los ganglios linfaticos, el pulmon, el suero vy,
ocasionalmente, en el tejido muscular cuando se sacrifican animales poco después de
la infeccién. Sin embargo, no se detecta en el higado, el corazén, el rifién, o la médula

O0sea ni tampoco en el tejido muscular cuando pasan mas de 48 horas desde el

5



sacrificio. Los titulos en el tejido muscular o en los 6rganos no sufre practicamente

alteraciones por el almacenamiento de hasta 48 horas a 4° C (Arias et al., 2002).

El aislamiento esporadico en el tejido muscular se debe probablemente a la
presencia del virus en el plasma sanguineo que se encuentra en los capilares. La vida
media en esta localizacion, teniendo en cuenta el pH del tejido muscular, es de entre
23y 43 horas (Arias et al., 2002).

2.2.4 Transmision

2.2.4.1 Mecanismos de transmisioén

El virus, se difunde rdpidamente dentro de la granja, por contacto directo (Pol et
al., 1991) o por aerosoles (Terpstra et al., 1991). Los casos mejor documentados de

transmision de la enfermedad son los debidos al movimiento de animales enfermos.

Estos animales pueden transmitir la enfermedad por contacto hasta 14
semanas despueés de la inoculacion experimental. El virus se puede eliminar por
distintas vias; siendo posible aislarlo de las fosas nasales, saliva, orina, secreciones
prepuciales y heces de animales infectados; aunque el aislamiento a partir de las
heces, no siempre es posible (Prieto y Castro, 1998a).

Otra forma importante de transmisién, es la vertical, en donde el virus es capaz
de atravesar la barrera placentaria e infectar a los fetos en el Gtero, lo que da lugar a
la aparicién de lechones virémicos y/o presentar anticuerpos especificos al virus al
nacimiento. Puede aislarse durante un periodo de 11 dias en el agua de la
canalizacion, de 9 dias en agua de pozo y de 4 a 6 dias en soluciones
amortiguadoras; de la saliva, la orina y las heces, solo se ha podido aislar el dia de la
contaminacion (Prieto y Castro, 1998a).

2.2.4.2 Contagio por inseminacion artificial.

Existen evidencias epidemiolédgicas y experimentales, que el virus puede

diseminarse por inseminacion artificial, cuando se usa semen obtenido en la fase

6



aguda de la infeccion; ya que es posible aislar el virus del semen de verracos
infectados experimentalmente (Swenson et al., 1994; Prieto et al., 1998b; Prieto et al.,
1997).

Se disemina en tejidos finos completos, incluyendo el tracto reproductivo, 21
dias posteriores a la infeccion. El virus puede entrar en el semen por los tejidos finos

epididimales y las fuentes del virus en semen son monocitos infectados por el virus.

2.2.4.3 Factores de riesgo.

Explotaciones con un gran numero de animales, ausencia de cuarentena, un
elevado nivel de reposicion y el nivel de la densidad porcina de la region puede incidir
como un importante factor de riesgo en la difusion del PRRSv. Podemos decir que en
una granja libre de PRRS se consideran importantes factores de riesgo los siguientes:
Introduccion de animales no controlados, no realizar cuarentenas, situacion préxima a

granjas infectadas y granjas de gran tamafo (>1000 cerdas) (www.produccion-

animal.com.ar).

2.3 Patogenia

El periodo de incubacién es muy variable, desde 3 dias a varias semanas,
dependiendo de la edad de los animales, que también va a ser decisiva en la
presentacion clinica de la enfermedad.

Se considera que el virus inicia la infeccion en el cerdo en las vias de entrada,
principalmente por la ruta oronasal, a través del epitelio nasal, tonsilar, y macrofagos
pulmonares. Otra ruta a destacar es la via vaginal donde el virus infecta el endometrio
uterino (Arias et al., 2002).

En el proceso de infeccion viral, la adherencia del virus PRRS a la célula blanco,

se realiza a traves de una proteina receptora de 210 kD que esta presente en la mem-
7
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brana celular de macréfagos alveolares porcinos (MAP) permisibles (Duan et al.,
1998). Inmediatamente después, las particulas virales son endocitadas mediante un

proceso dependiente de microfilamentos a través de pequefias vesiculas.

Posteriormente se produce la fusién de la envoltura viral con la membrana del
fagosoma, favorecido por el pH acido del medio. De esta manera, la nucleocapside

viral ingresa al citoplasma para la replicacion (Kreutz y Ackerman, 1996).

En el citoplasma se sintetizan las proteinas virales no estructurales vy
estructurales. Inmediatamente de ser sintetizadas las proteinas M y E, son
transportadas hacia el reticulo endoplasmico (RE) donde la proteina M interactda con
la proteina E. En este lugar se acumulan estas proteinas que posteriormente
conformaran la matriz y envoltura del virion. La proteina N, ingresa al RE para
completar el ensamblaje del virus. A las tres horas post infeccion (Pl), aparecen los
primeros signos de dafo celular con la formacion de pequefias vesiculas de doble
membrana, producto de la degeneraciébn mitocondrial. A las seis horas PI, la
nucleocapside protruye del RE liso, el lumen del RE que contiene particulas virales

envueltas y es posible detectar antigenos virales en el citoplasma (Suarez, 2000).

Los viriones envueltos se acumulan mayoritariamente en el lumen del RE
provocando su dilatacién. Las nuevas particulas virales entran en un proceso de
maduracion dentro de vesiculas en la zona comprendida entre el RE y la parte media
del aparato de Golgi. Posteriormente las vesiculas que contienen las nucleocapsides
virales son transportadas por Golgi. Finalmente las vesiculas son eliminadas por la

membrana celular por exocitosis o lisis celular (Suarez, 2000).

Los animales infectados eliminan virus principalmente por saliva (42 dPI), orina
(14 dPIl), semen (Desde la 2da semana hasta 43-92 dPIl, segun estudios) y

secreciones mamarias (Arias et al., 2002).

Se ha podido demostrar que el virus puede replicarse en las células epiteliales de
los tubulos seminiferos; principalmente en espermatozoides y espermatocitos, lo cual

se ha observado en el semen 7 dias post-infeccibn. Una consecuencia de la
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replicacion, es la poca produccidon de espermatozoides y muerte de la célula germinal,
gue induce a apoptosis (Bouma, 2000), también se observa un aumento en el nimero

de células espermaticas inmaduras.

La inseminacion de cerdas con semen infectado con virus del PRRS, provoca la
infeccion en las cerdas, pero no afecta la fertilizacion de los ovocitos y el desarrollo
embrionario (Bouma, 2000). Los verracos pueden no demostrar signos clinicos,

seroconversion y/o viremia.

Durante el primer tercio aparecen repeticiones de celo y bajas tasas de

concepcion, lo cual indicaria que la infeccion transplacental temprana es posible.

La viremia en los animales jovenes puede durar mas de un mes, pudiendo llegar
el virus a distintos érganos, como corazon, higado, rifiones, cerebro, pulmén, nédulos
linfaticos peribronquiales, timo, amigdalas, médula 6sea y especialmente bazo, en

cuyos macrofagos se replica activamente (Arias et al.,2002)

A pesar de las diferencias observadas en cuanto a la virulencia de distintos
aislados de PRRS, incluso dentro de un mismo grupo, el tropismo hacia los distintos
tejidos y la distribucién de antigenos y del acido nucleico viral es muy similar. Se han
descrito cepas apatdogenas de PRRS y también cepas que muestran importantes
diferencias en cuanto a su virulencia para causar problemas reproductivos (Arias et
al., 2002).

2.4 Inmunidad

La respuesta inmune del cerdo frente al PRRSv es muy compleja y se deben
considerar dos aspectos importantes que influyen en ella: alta variabilidad del virus y
variabilidad en la respuesta de los cerdos infectados. Cuando estos ultimos resultan
con infeccibn por el PRRSv inducen una inmunidad capaz de proteger en
reinfecciones contra virus homélogos, e induce viremias prolongadas e infecciones
persistentes (Murtaugh et al., 2002). Estas caracteristicas dan un panorama de la

compleja interaccién entre el PRRSv y la defensa de los cerdos al virus.


javascript:viremia()

2.4.1 Inmunidad Humoral

La respuesta humoral frente al PRRSv se ha evaluado ampliamente. En suero
de cerdos infectados se pueden encontrar anticuerpos IgM anti-PRRSv entre los dias
cinco y siete pos-infeccion (PI); sin embargo, después de dos o tres semanas son
indetectables (Joo et al., 1997, Yoon et al., 1995). Posteriormente se detectan
anticuerpos IgG entre los dias siete y diez PI, con incremento entre la segunda y
cuarta semanas (Loemba et al., 1996, Yoon et al., 1995). Los niveles de estos

anticuerpos son detectables hasta 300 dias PI a niveles bajos (Nelsonea et al., 1994).

Los anticuerpos anti-PRRSv del tipo IgA son detectados a partir de los 14 dias
Pl con su pico maximo a los 25 dias hasta que desaparecen al mes,
aproximadamente (Loemba et al., 1996, Yoon et al., 1995). Se ha informado que los
anticuerpos neutralizantes (AN) aparecen a partir de la tercera semana PI; (Loemba et
al., 1996, Albina et al., 1998) sin embargo, existen estudios que muestran la presencia
de AN en la segunda semana PI (dia 9) (Yoon et al., 1995) Esta respuesta temprana
se presenta en algunos de los cerdos evaluados; sin embargo, a la tercera semana
todos los cerdos muestran AN. Estas diferencias en la presencia de AN se debe a la
variabilidad en la respuesta de los cerdos al PRRSv, sin embargo, los AN que se
producen pueden permanecer durante periodos prolongados pero con titulos bajos
(Loemba et al., 1996, Yoon et al., 1995).

Los primeros anticuerpos anti-PRRSv se dirigen contra la proteina N durante la
primera semana PI, sin embargo no tienen un efecto neutralizante (Loemba et al.,
1996, Nelsonea et al.,, 1994). Estos anticuerpos se han relacionado con la
diseminaciéon del PRRSv en macrofagos, a través de un fendmeno conocido como
incremento de la infeccion dependiente de anticuerpos (Antibody Dependent
Enhancement, ADE, por sus siglas en inglés) (Cancel et al., 2004). A pesar de que
existen anticuerpos no neutralizantes contra la GP5, también se pueden encontrar
AN, éstos son los que se han relacionado principalmente con la neutralizacién del

virus para ambos genotipos. Estos AN pueden ser detectados en algunos casos de
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manera temprana a partir del dia 9 PI; sin embargo, generalmente se presentan a
partir del dia 28 Pl (Yoon et al., 1995). También se han detectado AN contra GP4,
proteina M y en menor grado contra GP3 (Weiland et al., 1999, Loemba et al., 1996,
Yoon et al., 1995, Cancel et al., 2004).

La participacion de los AN en la proteccién contra el PRRSv se ha evaluado
ampliamente, y existe cierta controversia respecto de su participacioén en la proteccion
contra el PRRSv. Se ha observado que la transferencia pasiva de AN a cerdas
gestantes infectadas con PRRSv es capaz de bloquear la infeccion trasplacentaria
(Osorio et al., 2002).

2.4.2 Inmunidad Celular

La respuesta celular se puede evaluar mediante la produccion de IFN-y o
células productoras de IFN-y. En la respuesta celular inducida por el PRRSv se han

evaluado ambos aspectos.

La respuesta de células T especificas contra el PRRSv, analizadas mediante la
proliferacion de células mononucleares, aparece en la cuarta semana Pl con un
maximo a la semana siete y un declive entre las semanas 9 y 11 (Batista et al., 1997).
Sin embargo, otros estudios muestran que esta respuesta se detecta de manera débil
a moderada a partir de la segunda semana PI, y se incrementa en la semana cuatro
Pl (Xiao et al., 2004). Estas diferencias pueden deberse a la cepa del virus utilizada o
a la variabilidad en la respuesta de los cerdos. En ambos casos, el fenotipo de células
T secretoras de IFN-y en respuesta al PRRSv parece consistir de linfocitos
CD4+CD8+ de memoria y CD4+ cooperadoras (Lopez et al., 1999, Meier et al., 2003).

La expresion de INF-y se evalud a nivel de transcritos en células de ganglios
linfaticos, pulmon y sangre periférica de cerdos infectados con PRRSv. En todos los
casos hubo expresion significativa de ARNm del IFN-y; sin embargo, el IFN-y
producido no es suficiente o no es efectivo en la eliminacién del virus debido a que

también fue posible detectarlo en estos ganglios y tejidos (Rowland et al., 2001).
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El papel de la inmunidad mediada por células en la eliminacion del PRRSv no
esta totalmente definido; sin embargo, es importante en la eliminacion completa del

virus, pues la respuesta humoral sola no es capaz de eliminar al virus.

2.4.3 Inmunidad Pasiva

La resistencia inicial que se presenta frente al PRRSv depende principalmente
de la respuesta antiviral de las células infectadas y del sistema inmune innato en los
primeros dias antes del desarrollo de la respuesta adaptativa. El virus toma ventaja
frente al cerdo al evadir en cierto grado la respuesta innata. Primeramente, el PRRSv
infecta y se replica en algunas células que participan en la respuesta innata, como
macrofagos y células dendriticas, importantes en el desarrollo de una respuesta
inmune adecuada tanto innata como adaptativa (Wang et al., 2007, Flores-Mendoza
et al.,, 2008, Costers et al., 2006). Otra caracteristica importante del sistema innato
frente a los virus es la produccion de IFN tipo | (a/B), el cual induce la sintesis de una
gran cantidad de proteinas antivirales, como es el caso de la proteina cinasa R, 2"-5
oligoadenilato-sintetasa, la adenosina-deaminasa especifica de ARN, y de la proteina
de mixoma (MxGTPasa), que inhiben la replicacion viral y sintesis de proteinas virales
(Vicek et al., 1996). EI PRRSv logra inhibir la expresion del IFN tipo | tanto in vivo
como in vitro (Van et al., 1999, Albina et al., 1998), pero la administracion del IFN-a
exogena inhibe la replicacion del virus y favorece la respuesta humoral (Lopez et al.,
2000).

En lo que respecta al perfil de citosinas proinflamatorias, como el IFN-a, TNF-a
e IL-1B3, que son importantes en el inicio de una respuesta inflamatoria, la infeccion
por el PRRSv inhibe la expresiéon de ARNm de estas citosinas (Van et al., 1999, Choi
et al., 2002). En experimentos in vitro utilizando macréfagos alveolares estimulados
con acetato de forbol miristico (PMA, por su siglas en inglés) e infectados con
PRRSV, se observo una disminucion en la expresion de ARNm de TNF-a (Lopez et
al., 2000). Mientras que los experimentos in vivo no logran detectar esta citosina
(TNF-a) en los fluidos obtenidos de lavados broncoalveolares (Van et al., 1999).
Asimismo, se ha observado que el IFN-a es capaz de inhibir la replicacion del PRRSv

en cultivos de macréfagos alveolares; sin embargo, la expresion de esta citosina en
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lavados broncoalveolares fue minima (Albina et al., 1998, Choi et al., 2002). Por lo
anterior, se entiende que el virus logra, de alguna manera, modular la produccion de
INF-a en los macrofagos para asegurar su replicacion en éstas y otras células.
Se ha pensado que esta modulacidén puede ser a nivel de transcripcion (Miller et al.,
2004) aungue otros estudios también sugieren que ésta se lleva a cabo al inhibir la
sintesis de proteinas antivirales (Lee et al., 2004). Se ha demostrado que al infectar
células mononucleares con el PRRSv se induce la expresion de IL-10 (Suradhat et al.,
2003), la cual es una citosina antiinflamatoria que logra inhibir la expresion de la IL-1 y
el TNF-qa, y ademas participa en la diferenciacion de células T reguladoras (Meguirk et
al., 2002). La falta de una respuesta inflamatoria y la débil o nula respuesta antiviral
(inducida por los IFN tipo I) crea un microambiente desfavorable en el desarrollo de la

respuesta adaptativa.

2.5 Diagndéstico

Las manifestaciones clinicas del PRRSv son variables existiendo muchos
factores que dificultan el correcto diagndéstico de la enfermedad. La forma subclinica
de la enfermedad (endémica) es frecuente en las explotaciones no existiendo a
menudo, claros sintomas clinicos que aseguren la presencia de la enfermedad (Arias
et al., 2002).

En el diagnostico de esta enfermedad deben de considerarse los siguientes
factores: Historial de la explotacién, signos clinicos y lesiones, registros de
produccién, serologia y deteccién del virus. En general se debe de sospechar de la
enfermedad cuando existen signos clinicos de enfermedad respiratoria y/o

insuficiencia reproductiva y/o bajo rendimiento productivo (Arias et al., 2002).

En una fase clinica clara de la enfermedad, la duracion de la misma puede
variar entre 1- 4 meses 0 mas tiempo ya que depende de la velocidad con la que se
transmite la enfermedad dentro de la explotacion (influida por el disefio de la
explotacion, movimiento de animales dentro de la misma y sistema de produccion

utilizado) (Arias et al., 2002).
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2.5.1 Diagnéstico diferencial

En el diagnostico diferencial se deben considerar las siguientes enfermedades,
ya que la sinologia es muy parecida: El diagnéstico diferencial de la enfermedad
respiratoria incluye: virus de la influenza A, circovirus porcino tipo 2, coronavirus
respiratorio porcino, virus de Aujeszky, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis, Salmonella choleraesuis, Haemophilus
parasuis, Yy Pasteurella multocida. En problemas reproductivos, el diagnostico
diferencial incluye: parvovirus porcino, virus de la influenza A, enterovirus/teschovirus
porcino, virus de Aujeszky, virus de la peste porcina clasica, citomegalovirus porcino y

leptospirosis (www.3tres3.com).

2.5.2 Signos clinicos
Los dos grupos principales de signos clinicos que son asociados con la
presencia de PRRSv son el reproductivo y el respiratorio (White, 1991).

Los signos clinicos de PRRS varian considerablemente debido a varias causas;
incluyendo diferencias en la susceptibilidad de la piara, los factores ambientales, el
estado inmune, la cepa del virus; asi como su combinacién con otros virus que

afecten a los cerdos (Done, 1995).

2.5.2.1Signos clinicos en cerdas reproductoras

Las cerdas pueden presentar signos clinicos leves o severos. Normalmente se
observa anorexia, somnolencia, fiebre, inapetencia en un 8 — 10% de las cerdas,
ocasionalmente muestran cianosis en orejas, vulva y cola (Done, 1995). Los
problemas reproductivos se manifiestan en abortos a mitad de la gestacion de un 2 a
3%, mortinatos, momias, aumento en el numero de lechones débiles, partos
prematuros (107 — 112 dias) en un 18-20%, agalaxia en un 30% de las cerdas e
infertilidad generalizada; que pueden durar de 2 a 3 meses (Albina et al., 1992) y
muerte subita en un 1.5 % de las reproductoras, afectando algunos parametros como
porcentaje de fecundacion, niumero de lechones vivos al nacimiento y mortalidad
antes del destete (Méndez, 1996).
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2.5.2.2 Signos clinicos en los verracos

En los verracos, se observa: anorexia, somnolencia, fiebre (Done y Paton,
1995), asi como baja en la libido (Hooper et al., 1992); sobre todo, pobre calidad
seminal, expresada en volumen, motilidad y concentracion espermatica por debajo de
los estdndares y en aumento de anormalidades de los espermatozoides; lo cual,
definitivamente, perjudican al potencial reproductivo de los machos (Lager et al.,
1992).

2.5.2.3 Signos clinicos en lechones, destetes y ceba.

Se observan lechones nacidos débiles, momificados, conjuntivitis, quemaosis
grave, disnea, apatia, anorexia, emaciacion, letargia, baja tasa de crecimiento,
diarreas que no responden a tratamientos, aumento en la mortalidad, animales con
mal desarrollo y mucha variabilidad entre los animales (Arias et al., 2002, Done y
Paton, 1995).

2.5.3 Lesiones macroscopicas y microscopicas

Las lesiones macroscépicas mas caracteristicas son en los nédulos linfaticos
gue aparecen aumentados de tamafios, de color tostado a gris, en los pulmones se
observan areas focales o difusas de consolidacion pulmonar. A nivel reproductivo,
sblo a veces se presentan hemorragias segmentales en el cordén umbilical de

cerditos nacidos vivos o muertos (Mengeling y Lager, 2000).

Microscopicamente se observa hiperplasia de los nodulos linfaticos y a nivel
pulmonar, en forma local o difusa, un infiltrado de células mononucleares. Las cerdas
afectadas pueden presentar una leve a moderada miometritis y una endometritis
linfoplasmocitica (Mengeling y Lager, 2000). La presentacién de alguna o todas las
manifestaciones clinicas en un plantel pueden llevar a sospechar de la participaciéon
del virus, no obstante, para confirmar la presencia del virus es imprescindible el

diagnastico de laboratorio (Mengeling y Lager, 2000).
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2.5.4 Pruebas de laboratorio

En la actualidad existen varias pruebas de laboratorio, que facilitan el
diagnostico de las enfermedades que afectan a los animales. Para la deteccion del
PRRSv al dia de hoy, es posible identificar virus viables (aislamiento del virus [VI]),
antigenos virales (inmunohistoquimica, inmunoflourescencia directa), acidos nucleicos
virales (reaccion en cadena de la polimerasa [PCR], hibridacion in-situ) y anticuerpos
lgG circulantes (inmunofluorescencia indirecta, test IDEXXELISA®,

seroneutralizacion).

2.5.4.1 Aislamiento viral

El PRRSV se puede aislar en macréfagos alveolares del cerdo o en una linea
celular continua derivada de rifiones de mono verde africano conocida como células
MA-104; sin embargo, el aislamiento de virus es un trabajo intensivo, tiene un bajo
nivel de sensibilidad en comparacion con la PCR y depende de los virus viables
presentes en la muestra. El tiempo de realizacidon del aislamiento puede ir de 8 dias a

varias semanas de trabajo. (Arias et al., 2002)

2.5.4.2 Anédlisis de inmunoabsorcion indirecta ligada a enzimas (ELISA, por sus
siglas en inglés).

La prueba de analisis de inmunoabsorcion es una técnica diagnostica
ampliamente utilizada para la deteccion de anticuerpos frente al virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRSv), ya que es una prueba altamente sensible
y especifica (98.8 % y 99.9% respectivamente), la cual es muy facil de realizar y

econdmica.

Es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto

detectable como cambio de color o algun otro tipo.

Actualmente se encuentran kits comerciales, entre ellos el IDEXX PRRS, el
cual se ha creado con un formato de microaglutinacion revistiendo la placa con

antigenos del virus de PRRS que forma un complejo con los antigenos que revisten el
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pocillo, es capaz de detectar la formacion de anticuerpos frente a PRRSv de 9 a 13
dias después de la exposicion al virus. Los resultados se presentan en forma de
proporcibn de muestra a positivos (s/p) donde niveles de 0,4 o superiores se

consideran positivos.

2.5.4.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

Esta prueba se emplea para identificar al virus y caracterizarlo; se puede
utilizar practicamente cualquier muestra biolégica, es mas sensible que el aislamiento
viral tradicional. Es una técnica altamente sensible y especifica (99%). Esta prueba
consiste en la amplificacibn de un segmento del material genético del PRRSy,
generalmente el segmento utilizado es la fraccion ORF 5 la cual codifica para la

produccion de la proteina de la nucleocapside.

2.5.4.3.1 RT-PCR tiempo real

La RT-PCR es una variante del PCR tradicional, ya que se utiliza acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) proveniente del acido ribonucleico
mensajero (ARNm). Esta conversion se logra mediante una reaccion conocida como
transcriptasa reversa, capaz de convertir el ARNm en una molécula de ADNc. Este
método fue copiado de los retrovirus que usan una transcriptasa reversa para
convertir su genoma de ARN en ADN vy duplicarse en millones de particulas virales
(Herschhorn e Hizi, 2010). Se le llama PCR en tiempo real, ya que después de cada
ciclo de amplificacion se mide la fluorescencia generada por uno o mas productos

especificos.

2.5.5 Uso de fluidos orales para monitoreo de enfermedades en cerdos.

El diagndstico de infecciones basados en el uso de fluidos orales es
relativamente nuevo en medicina veterinaria, pero se ha utilizado ampliamente en
medicina humana, particularmente en los ultimos 25 afos (Prickett y Zimmerman,
2010).
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La prueba de movimiento de anticuerpos del suero a la cavidad oral fue
proporcionada por Challacombe et al (1978), quien demostré que anticuerpos IgG,
IgM e IgA marcados con radio isétopos que fueron inyectado en monos Rhesus
fueron detectados en fluidos bucales poco después. La produccion local de
anticuerpos por células plasméaticas en las glandulas salivales y tejido linfoide
asociado a los conductos (DALT) fue establecida también en esa época
(Beckenkamp, 1985; Brandtzaeg, 1981, 1989; Crawford et al., 1975; Mestecky 1987,
1993; Morrier y Barsotti, 1990; Nair y Schoeder, 1986). Las células plasmaticas
mostraron secretar IgA en saliva en conjuncién con las células epiteliales ductales y
acinares expresando receptores especificos para IgA. IgM e IgG también resultaron

ser secretadas localmente, pero en menor concentracion (Challacombe et al., 1997).

Corthier (1976) describié por primera vez la deteccién de anticuerpos contra el
virus de la fiebre porcina clasica (CSFV) en los fluidos orales porcinos. Trabajos
posteriores demostraron que la inoculacién intranasal o intramuscular con CSFV
produce niveles detectables de anticuerpos en suero y fluidos orales (Corthier y
Aynaud, 1977). Mas tarde Prickett et al. (2008b) y Kittawornrat et al. (2010)

demostraron que era posible detectar al PRRSv en fluidos orales.

A la fecha, la mayoria de muestras de fluidos orales porcinos son analizadas
por PCR debido a que estos ensayos ya estan disponibles para la mayoria de los

productores.

Como ejemplo de monitoreo basado en PCR, Ramirez et al (2012) siguio
12,150 cerdos en 10 areas de destete-finalizaciébn de 10 granjas mediante fluidos
orales recogidos y probados a intervalos de 2 semanas para PCV2, PRRSV, virus de
la gripe A (IAV) y genogrupos 1 (TTV1) y 2 (TTV2) de Torque tenovirus. El estudio
concluyé que las muestras de fluidos orales podrian colectarse y enviarse al
laboratorio por personal en el sitio y el andlisis de una variedad de parametros de
produccion en el contexto de la circulacion de patdgeno podria proporcionar
informacion oportuna para apoyar las intervenciones para prevenir, controlar, o
eliminar agentes infecciosos. Por lo tanto, un enfoque basado en la PCR puede

eficiente y eficazmente detectar la circulacion de los agentes patdogenos en granjas.
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Mas recientemente, los ensayos de anticuerpos se han adaptado a fluidos
orales (Kittawornrat et al., 2012; Langenhorst et al., 2012). Basado en muestras de
fluido orales positivas (n = 492) y negativas (n = 367), Kittawornrat et al (2012),
estimaron que la sensibilidad y especificidad diagnéstica de una prueba de ELISA
para detectar IgG contra PRRSv en fluidos orales, utilizando un punto de corte =20.40,
fue 94,7% (IC 95%: 92.4, 96.5) y 100% (95% IC: 99.0, 100.0) respectivamente.
Basandose en estos datos, se concluyé que esta prueba podria proporcionar un
enfoque eficaz y rentable para el monitoreo rutinario de PRRSv en piaras comerciales

y en programas de eliminacion de PRRSv.

2.6 Estrategias de control

Las medidas de control dependeran de la situacion epidemioldgica del virus en

cada granja, asi como la presencia de otros patdogenos en cada etapa de produccion.

El objetivo de los esquemas de control es evitar la continua circulacion del virus
dentro de la granja, teniendo como finalidad la estabilizacion de la poblacién. Para
lograr esto es muy importante tener en cuenta los factores que provocan la continua
circulacion del virus en una granja tales como la incorporacion continua de animales,
reposicion con cerdas virémicas y poblaciones grandes (> 500 hembras)
recientemente infectadas o0 que tengan subpoblaciones no infectadas

(www.bi-vetmedica.com.mx/prrs/prrs.htm).

Algunas de estas estrategias de control son:

En el pie de cria

Cierre de granja: el cual consiste en el cese de la introduccion de cerdas de
reposicién, obteniendo los reemplazos seleccionados de la engorda de la misma
granja. El procedimiento limitara el ingreso de poblaciones de cerdos nuevos, ya sean
infectados o susceptibles. Esto limitara la circulacion continua del virus de campo,

ademas de evitar el ingreso de nuevos aislamientos virales a la unidad.
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Cuarentena de reemplazos: consiste en preparar instalaciones fuera o dentro
de la granja, pero sin compartir espacio aéreo, en las que pueda realizarse el
aislamiento y adaptacion requerido, previo a la introduccion de las hembras a el hato
reproductor por un lapso de 6 a 8 semanas.

Area de engorda

Sistemas de produccion en sitios multiples: estos sistemas tienen por finalidad
mantener a los animales por lotes de edades iguales en distintas localizaciones para
disminuir la transmision de forma natural que se puede producir de los animales mas

viejos a los mas jovenes.

Aunque este sistema puede fallar y se pueden infectar las lechoneras, en
cualquier caso el alto nivel sanitario que proporciona este sistema de produccion hace
que la infeccion no produzca las pérdidas que produce en los sistemas
convencionales (Prieto y Castro, 1998).

Otra préactica que se realiza es el sistema de "todo dentro- todo fuera": que
consiste en establecer grupos de animales que tengan todos la misma edad y entren
y salgan a la vez a una zona de produccion. Evitando el movimiento de aire entre las
distintas salas, asi como el contacto directo entre animales. Las salas se deben
limpiar y desinfectar entre cada nuevo grupo de animales, este sistema evita el
contacto entre animales mas jévenes con los mas viejos, rompiendo de esta forma la

circulacion del virus. (Prieto y Castro, 1998).

2.7 Vacunacion.

Las vacunas son productos formados con un microorganismo completo
atenuado o inactivado, o fracciones de él, capaces de inducir una respuesta inmune
protectora y duradera contra dicho microorganismo. Su funcién es prevenir y controlar

futuras infecciones (Lopez et al, 2004).

20



2.7.1 Vacunas atenuadas contra PRRS

La vacuna mas utilizada contra el PRRSV utiliza virus activo modificado (MLV,
por sus siglas en inglés), atenuado por pasaje multiple en cultivo celular. En el caso
del PRRSv, las vacunas atenuadas son mas eficientes que las inactivadas debido a
gue inducen mayor respuesta celular y humoral; sin embargo, esta respuesta es
insuficiente para proteger completamente contra la infeccion frente a virus heterélogos
(Cano et al., 2007, Royaee et al., 2004).

La vacunacion de cerdos utilizando vacuna atenuada de tipo americano o
europeo estimula la respuesta celular (Meier et al., 2003, Royaee et al., 2004,
Zuckermann et al., 2007). Sin embargo, la proporcion de células productoras de IFN-y
es muy baja (especialmente en cepas europeas) y su desarrollo muy lento si se
compara con otras vacunas atenuadas como la del virus de Aujeszky, en la que la
produccién de células productoras de INF-y es de dos a cuatro veces mayor después
de la vacunacion (Meier et al., 2003, Royaee et al., 2004, Zuckermann et al., 2007).
Por lo anterior, se afirma que la vacunacion utilizando virus atenuados no es del todo
eficiente, pues la respuesta celular medida por células productoras de INF-y tiene una
evolucién a partir del dia 28 hasta el 42, en una proporcion moderada pero
significativa (Zuckermann et al., 2007). En lo que respecta a la respuesta humoral que
induce la vacuna de virus atenuado, los anticuerpos no neutralizantes aparecen en
etapas tempranas de la infeccién y permanecen hasta por 96 semanas Pl (Yoon et al.,
1996). Los AN sélo aparecen en algunos animales vacunados (Meier et al, 2003); sin
embargo, algunos autores detectaron AN después de desafiar a cerdos vacunados
(Charerntantanakul et al., 2006).

A pesar de lo anterior, varios experimentos han demostrado que el uso de la
vacuna MLV reduce significativamente las lesiones y signos clinicos frente al desafio
con cepas homoélogas de PRRSV. Ademas, muestra una reduccion en la proporcién
de cerdos infectados en forma persistente y en el tiempo de excrecion viral utilizando
cepas homdlogas del virus vacunal (Cano et al., 2007, Nodelijk, 2001). Sin embargo,

es claro que la vacuna no previene la reinfeccion con cepas homologas, solo
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disminuye los signos de la enfermedad. Frente a cepas heterélogas, se presenta el
mismo escenario pero la proteccion es menor. Un problema importante relacionado
con la seguridad de esta vacuna es el hecho de que en algunos casos, los virus
atenuados pueden revertirse a virulencia y ocasionar la propagacion del virus en la

poblacién porcina.
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CAPITULO 1l

HIPOTESIS
La circulacion viral durante la etapa de maternidad, destete y engorda en

granjas con esquemas de vacunacion a PRRS es menor que en las que no tienen

esquemas de vacunacion.

OBJETIVO GENERAL
Comparar la circulacion viral en granjas porcinas con y sin esquema de

vacunacion a PRRSv.
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CAPITULO IV
CIRCULACION Y RESPUESTA HUMORAL DEL VIRUS DE PRRS EN GRANJAS

PORCINAS POSITIVAS, CON Y SIN VACUNACION EN YUCATAN, MEXICO.

PRRS VIRUS CIRCULATION AND HUMORAL RESPONSE IN TWO POSITIVE PIG

FARMS WITH AND WHITOUT VACCINATION IN YUCATAN, MEXICO.
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RESUMEN

Se realiz6 un estudio prospectivo transversal descriptivo por conveniencia en 2 granjas porcinas
con historial positivo al virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSv), con 'y
sin esquemas de vacunacion con el objetivo de comparar la circulacion viral en las areas de
maternidad, destete y engorda en ambas granjas. En cada granja fueron colectadas muestras de
fluidos orales semanalmente durante el transcurso de un mes y medio (diciembre de 2013 a
febrero de 2014) con un total de 6 muestreos. Durante cada colecta, las muestras fueron
obtenidas de las &reas de maternidad (n=4), destete (n=2) y engorda (n=2), obteniendo un total
de 48 muestras por granja.

A cada muestra se le realiz6 una prueba de ELISA para la deteccidn de anticuerpos IgG y RT-
PCR tiempo real para la deteccién de &cido nucleico viral.

En la granja A se encontraron valores S/P elevados en el area de maternidad (5.42),
disminuyendo en el area de destete (1.67), hasta ser negativos en la etapa de engorda(0.037).
Mientras que en la granja B, solo en el &rea de maternidad se encontraron casos positivos (1.75)
observando una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). En la prueba de RT-PCR
tiempo real no se detectd la presencia de antigeno viral. Se concluye que en el presente estudio
no hubo circulacion viral durante el periodo de evaluacion, o no fue posible detectarla con el

tamafio de muestra utilizado.

Palabras clave: Sindrome respiratorio reproductivo porcino, fluidos orales, ELISA, RT-PCR

tiempo real
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ABSTRACT

A convenience descriptive cross sectional study was carried out in two swine farms with history
of the presence of the pig reproductive and respiratory virus (PRRSV), with and without the use
of vaccination against the virus, with the objective to compare virus circulation in maternity,
weaning and fattening areas in both farms. On each farm oral fluid samples were collected
weekly for six weeks (december 2013 to February 2014) a total six samples. During each
collection, samples were obtained from maternity (n=4), weaning (n=2) and Fattening (n=2)
areas, making a total of 48 samples each farm.

Each sample was run using an ELISA test for the detection of 1gG antibodies and Real time RT-
PCR for the detection of viral nucleic acids.

On farm A, high S/P values were detected in the maternity area (5.42), decreasing in the
weaning area (1.67), to become negative in the fattening area (0.037). While on farm B, there
were positive results only in the maternity area (1.75) with an statistically significant difference
(p<0.05). In the real time RT-PCR the presence of viral nucleic acid was no achieved. It is
concluded that in both farms there was no virus circulation during the time of the study or it

was not detected with the sample size used.

Key words: PRRS, oral fluid, ELISA, Real time RT-PCR, virus circulation
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1.- INTRODUCCION

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) es una
enfermedad que se caracteriza por la presencia de abortos, reduccion en la ganancia de peso,
patologias respiratorias en los lechones y aumento de la mortalidad en las piaras afectadas. Fue
descrito por primera vez en 1987 en Carolina del Norte, en los Estados Unidos de Norteamérica

(Zimmerman et al., 1998).

El PRRS es causado por un arterivirus, que presenta una gran variabilidad genética y
antigénica, existiendo grandes diferencias entre los aislamientos europeos y americanos lo que
limita la eficacia de las vacunas actuales (Arias M. et al, 2008). Otros miembros de este grupo
incluyen el virus de la arteritis equina, el virus de la deshidrogenasa lactica del raton y el virus de la

fiebre hemorrégica del simio (Plageman et al., 1992, Cavanagh, 1997).

En la actualidad el diagndstico del virus del PRRS (PRRSv) es posible mediante la
identificacion de virus viables, antigenos virales, acidos nucleicos y anticuerpos IgG circulantes
(Arias, M. et al, 2002). Durante estos ultimos afios, se han desarrollado y validado nuevas
herramientas de muestreo, monitoreo y diagnostico en los cerdos, que resultan mas rapidas,
sencillas y menos costosas. Una de estas técnicas es la obtencién y el uso de fluidos orales como
espécimen para diagndstico en porcinos. Esta técnica ya ha sido validada experimentalmente para

PRRSv, circovirus porcino tipo 2(PCV2) e influenza (Prickett et al. 2008).

El objetivo del presente estudio fue detectar y comparar la circulacion viral en el &rea de

maternidad, destete y engorda en granjas porcinas con y sin esquema de vacunacion a PRRSv.
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de estudio

El estudio se realiz6 en dos granjas en el Estado de Yucatan, México, localizado al sureste de
México, ubicado en las coordenadas son 20° 58' 04" N, 89° 37' 18" O. Al este colinda con el
Estado de Quintana Roo, al oeste con el Estado de Campeche y al norte con Golfo de México

(www.merida.gob.mx).

Las granjas fueron identificadas como granja A y granja B. La primera se encuentra
ubicada, en la region litoral centro norte del estado, a unos 40 km al oriente de Mérida. La granja B

se encuentra, al noroeste del estado, a 25 km al norte de Mérida.

2.2 Poblacién de referencia.

Las unidades de estudio fueron seleccionadas por conveniencia, con una produccion de
ciclo completo, multisitios, la granja A tiene una poblacion de 930 vientres, mientras que la granja
B cuenta con 500 vientres. El destete se realiza a los 21 dias de edad en ambas granjas, la granja A
cuenta con esquema de vacunacion contra PRRSv, la vacuna se aplica al destete, y a las cerdas
reproductoras cada cuatro meses en sabana con la vacuna comercial Ingelvac ® PRRS MLV
(laboratorios Boehringer Ingelheim) a dosis de 2 ml via IM, en la granja B no se vacuna contra
PRRSv. Ambas unidades cuentan con programas de bioseguridad, asi como de limpieza y
desinfeccion y con programas de vacunacion y medicacion para las enfermedades presentes en cada
unidad. EI personal es exclusivo de cada &rea. La reproduccion se lleva a cabo por medio de
inseminacidn artificial con semen proveniente de centros de transferencia genética (CTG) libre de
PRRSv y con una tasa de desecho anual promedio del 35 % de los vientres. Ambas granjas utilizan

autorremplazos. La alimentacion es con alimento balanceado comercial.
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2.3 Diseflo de estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo transversal por conveniencia. El tamafio de la muestra se
determind utilizando el programa de computo WinEpiscope 2.0, con un nivel de confianza del 95%,
considerando una prevalencia del virus de PRRS del 5% en la granja A y de 10% para la granja B y
una diferencia en la circulacion viral por etapa del 60% en maternidad, 40% en destete y del 20% en

engorda.

El experimento const6 de un total de 6 muestreos por granja, a intervalos semanales. Cada

muestreo tuvo un total de 8 muestras, 4 correspondientes a lechones, 2 a de destetes y 2 a engorda.

2.4 Obtencion de muestras

Las muestras de fluido oral se colectaron colocando una soga 100% de algodon, sin
blanqueador, de 5/8” suspendida a una altura aproximada al hombro de los cerdos, por un tiempo
aproximado de 30 minutos, calculando que un 80% de los animales la muerde (Prickett, 2008), en

cada corraleta habian 14 cerdos en promedio.

Posteriormente se procedid a retirar la cuerda y colectar la muestra exprimiendo la soga de
manera manual dentro de una bolsa nueva de plastico ziploc ®, se coloc6 la muestra en tubos de
plastico estériles y fueron centrifugados a 3,300G por 10 minutos con la finalidad de que las
particulas contaminantes (alimento, heces, etc.) se precipiten, después se colocé 1.5 ml del
sobrenadante en cada uno de 2 viales, uno para las pruebas de ELISA, que se conservaron a -80° C

y el otro para PCR conservados a -20° C hasta el momento de correr las pruebas.

2.5 Analisis de laboratorio

Las pruebas diagnosticas se llevaron a cabo en el laboratorio de Inmunologia De La

Unidad de Diagnéstico de la FMVZ- UADY.
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2.6 Deteccidn de anticuerpos

Para la deteccion de anticuerpos especificos al virus de PRRS se realiz6 una prueba de
ELISA, utilizando el kit comercial de laboratorios IDEXX especifica para fluidos orales (IDEXX
PRRS OF); siguiendo el protocolo indicado por el fabricante y tomando como punto de corte

valores S/P > 0.40. La prueba dispone del 96% sensibilidad y 99.6% de especificidad.

2.7 Deteccion de &cidos nucleicos virales

2.7.1Extraccion de RNA viral

La extraccion de RNA de las muestras de flluidos y de la vacuna comercial se llevo a cabo
utilizando el kit comercial QlAamp® cador® Pathogen de laboratorios QIAGEN®. El protocolo se
llevé a cabo de acuerdo a las indicaciones del fabricante. EI ARN obtenido se almacen6 a -20° C

hasta el momento de su uso.

2.7.2 RT-PCR en Tiempo Real

La prueba de RT-PCR en tiempo real se realiz utilizando el kit comercial virotype®
PRRSV RT-PCR de laboratorios QIAGEN®. El protocolo se llevo a cabo de acuerdo a las

indicaciones del fabricante.
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3.- RESULTADOS

3.1 Deteccidn de anticuerpos

En la prueba de ELISA se observo que todas las muestras de fluidos orales (FO) de los
lechones en el area de maternidad, mostraron valores de S/P positivos para las granjas A y B.
Encontrando los valores en la granja A mas elevados en comparacion con los obtenidos en la

granja B (cuadro 1).

El 91.66 % (11/12) de las muestras en el area de destete en la granja A, resultaron positivas
a la prueba; no obstante, los valores S/P disminuyeron, mientras que en la granja B todas las

muestras presentaron valores negativos para esta etapa.

El 100% de las muestras de FO colectadas del area de engorda resultaron negativas para

PRRSv en ambas granjas (A y B).

Al realizar la prueba de T de student comparando los valores S/P de las pruebas de ELISA
de ambas granjas, se observé una diferencia estadisticamente significativa con una probabilidad

menor a 0.0006.
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1  Cuadro 1.- Porcentaje de muestras de fluido oral positivas a anticuerpos contra el virus de

2 PRRS en la prueba de ELISA y promedios de valores S/P por muestreo en granjas
3 porcinas del Estado de Yucatan con y sin esquema de vacunacién contra el virus de
4 PRRS.
5
Muestreos 1 2 3 4 5 6
6
7 Porcentaje +
Granja A 75 75 625 75 75 75
8
Porcentaje +
9 Granja B 0 25 50 50 50 50
10 Promediovalor  3.04 353 6.21 453 537 335
S/P Granja A
1 . 0 517 204 187 191 207
Promedio valor
12 S/P Granja B
13 Desviacion 226 319 3.02 211 200 172
Estandar
14 Granja A
15 o 0 055 052 054 093 0.63
Desviacion
16 Estandar
Granja B
17
18
19 Se aplicd estadistica descriptiva a los valores S/P obtenidos en la prueba de ELISA en

20  fluidos orales, obteniendo una media de 3.143 en la granja A 'y 0.892 en la granja B, error tipico de
21 0.413 y 0.193 para la granja A y B respectivamente, una mediana de 2.792 en la granja A y de

22 0.054 en la granja B, en moda se obtuvieron valores de 0.002 para la granja A y de 0 para la granja
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B, la desviacién estandar para la granja A fue de 2.861 y de 1.335 en la granja B, utilizando un

nivel de confianza del 95%.

3.2 RT-PCR tiempo real

En la prueba de RT-PCR tiempo real todas las muestras colectadas arrojaron resultados negativos

para ambas granjas.

> T OZmOoum3uQoCr T

-0.05

Controles
Positivos

)

Adjust Scale

Figura 1.- Resultados de RT-PCR tiempo real para muestras de fluido oral obtenidas de dos

granjas multisitios del estado de Yucatan, una con y otra sin esquema de vacunacion contra el

virus de PRRS.
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4.- DISCUSION
Los resultados obtenidos en las pruebas de ELISA, para el area de maternidad de la granja

A fueron positivos; se argumenta que puede deberse a la inmunidad pasiva transmitida por las
cerdas a los lechones mediante el calostro. El estatus sanitario de las granjas en estudio fue
reportado como positivo al virus de PRRS; no obstante, la variabilidad de los valores obtenidos
oscilaron entre 0.485 a 8.86 en esta granja, la presencia de anticuerpos probablemente fue causado
por la aplicacién de la vacuna Ingelvac® PRRS MLV (cepa ATCC-VR-2332 con una
concentracion de 10*®), otro hecho que puede explicar la presencia de anticuerpos en los lechones
es que se les proporciona alimento pre-iniciadorcomercial (Nupig®) a partir del quinto dia de vida.
Uno de los ingredientes principales de este alimento es el plasma sanguineo de cerdo, en
investigaciones reportadas se ha comprobado la presencia de inmunoglobulinas G (IgG) frente al
virus de PRRS en estos alimentos (Johnson y Zimmerman, 2012). Los resultados positivos
encontrados en los cerdos del area de maternidad de la granja B, probablemente fueron causados
por el empleo de este tipo de alimento pre-iniciadores que también se usa en esta granja, la ausencia
de anticuerpos maternos en esta granja probablemente ayuda a entender los niveles mas bajos de
anticuerpos en los lechones de la granja B comparados con los de la granja A. Solamente se
obtuvieron resultados positivos en la etapa de destete de la granja A, esto puede explicarse porque
la inmunidad materna, solo presente en esta granja, comienza a descender entre la semana 4 y 6
posterior al nacimiento, lo que concuerda con valores S/P menores que los correspondientes a la

etapa de maternidad.

Con respecto al area de engorda, las muestras de ambas granjas, arrojaron resultados
negativos, esto significa que no se detectd circulacion viral debido a inexistencia de la misma o a
que la presencia y circulacion del virus se encuentra en valores mas bajos que los utilizados para

determinar los tamafios de muestra.
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Los resultados encontrados indican que no existe circulacion del virus de PRRS igual o
mayor al 5% en las granjas estudiadas y considerando que el virus a pesar de ser de baja
contagiosidad es altamente infeccioso y normalmente infecta porcentajes mayores del 5% de los

animales en las granjas positivas, es probable gque las granjas estudiadas estén libres de PRRS.

La baja o nula circulacion del virus de PRRS evidenciados en los resultados obtenidos en
este estudio, pueden deberse a que las medidas de bioseguridad han limitado la trasmision del virus
hacia animales susceptibles, como por ejemplo la utilizacion de arcos, vados, y tapetes sanitarios,
granjas multisitios, lavado y desinfeccion de las instalaciones, cerrado de granja, entre otras, debido

a la particularidad del virus de ser poco contagioso (Arias, 2002).

Debido a que las granjas se localizan en una zona endémica del virus de PRRS, es
importante considerar la posibilidad de que exista la reinfeccion de las granjas con virus de campo,
principalmente por cepas variantes, lo que podria ocasionar brotes de la enfermedad, con mayor
severidad en aquellas poblaciones totalmente susceptibles al virus, como las de las granjas donde no

se aplica vacuna contra este virus.

En los resultados de RT-PCR en tiempo real, no se encontrd ningun resultado positivo, lo

gue apoya los resultados de la prueba de ELISA para las dos granjas en estudio.

Considerando la dinamica del virus de PRRS en las granjas porcina, se puede deducir que
para el monitoreo de la circulacion viral es necesario realizar los dos tipos de prueba empleados en
el presente estudio. La serologia permite determinar si los animales han tenido contacto con el virus
y esta respuesta es detectable durante periodos de tiempo mas largos (se detectan anticuerpos 1gG
entre los dias siete y diez PI, con incremento entre la segunda y cuarta semanas, siendo detectables
hasta 300 dias PI a niveles bajos (Nelson et al., 1994). que la presencia en si del virus en diferentes

fluidos como sangre (6-8 semanas) (Loemba et al., 1996) o fluidos orales (42 dPI) (Arias et al.,
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2002), en los cuales suele emplearse la prueba de PCR, sin embargo, en caso de tener un resultado
positivo, la especificidad de la prueba de RT-PCR da certeza de que el agente esté presente en una

granja.

5.- Conclusion
No se detectd circulacion del virus de PRRS en ninguna de las areas en las granjas con y sin

esquemas de vacunacion contra PRRS incluidas en este estudio, lo que indica que en caso de estar

presente en las granjas este tiene una prevalencia menor al 5%.

47



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

REFERENCIAS

Arias, M., Barcelo6, J., Mufioz, A. y Sanchez-Vizcaino, J.M. 2002. Curso de enfermedades

infecciosas porcinas. (En linea). http://www.sanidadanimal.info/cursos/curso/9/9-prrs.htm

Cavanagh, D. (1997). Nidovirales: a new order comprising Coronaviridae and Arteriviridae. Arch.

Virol. 142: 629-633.

IDEXX PRRS OF test kit Handbook. USA 2013.

Johnson JK, Main R, Zimmerman J. 2012. Exogenous sources of PRRSV antibody detectable in the

PRRSV oral fluid ELISA. J Swine Health Prod (in press).

Loemba H.D, Mounir S., Mardassi H, Archambault D., Dea S. 1996. Kinetics of humoral immune

response to the major structural proteins of the porcine reproductive and respiratory syndrome virus.

Arch virol; 141:751-761.

McCaw MB. 2003. McREBEL management. In: Zimmerman J, Yoon K-J (editors). The PRRS

compendium (2nd edition). National pork board, Des Moines, lowa. pp. 131-135.

Nelson E.A., Christopher-Hennings J, Benfield Da. 1994. Serum immune responses to the proteins

of porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus. J Vet Diagn Invest; 6:410-15.

48


javascript:arias()
javascript:barcelo()
javascript:munoz()
javascript:sanchez()
http://www.sanidadanimal.info/cursos/curso/9/9-prrs.htm

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Neumann, E., Kleibenstein, J.B., Johnson, C.D., Mabry, JW., Bush, E.J., Seitzinger, A.H.,
Zimmerman, J.J., 2005. An assessment of the economic impact of PRRS on swine production in the

US. J. Am. Vet. Med. Assoc. 227, 385-392.

Plageman, PGW., Moenning, V. 1992 .Lactate dehydrogenase elevating virus, equine arteritis virus,
and simian hemorrage fever virus: anew group of positive strand RNA viruses. Adv. Virus Res.

41:90-102.

Polson D, Hrtsook G, Dion K. McRebel is a Key component for the successful elimination of PRRS

virus from very large swine breeding herds. Int. Pig. Vet. Soc. Cong; 2010. P 267

Prickett JR, Kim W, Simer R, et al. Oral-fluid samples for surveillance of commercial growing pigs
for porcine reproductive and respiratory syndrome virus and porcine circovirus type 2 infections. J

Swine Health Prod. 2008; 16(2):86-91.

QlAamp® cador® Pathogen kit Mini Handbook. USA 2012.

Torremorell, M., DVM, PhD, Leman Chair adaptado de What have we really learned from PRRS

research? 2011; AASV Annual Meeting Proceedings, pp. 515-519.

Virotype® PRRSV RT-PCR kit Handbook. USA 2013.

49



Wensvoort, G., Terpstra C., Pol, J. M.A., Ter Laak, E.A.,Bloemraad, M., De Kluyver, E. P.,
Kragten C.Van Buiten, L.,Den Besten, A., Wagenaar, F., Broekhuhsen, J.M., Moonen, P. L. J. M.,
Zetstra, T., De Boer, E.A., Tibben, H.J., De Jong, M. F., Van't Weld, P., Groenland, G. J. R., Van
Gennep, J. A, Voets, M.T., Verheijden, J. H. M. & Braamskamp, J. 1991. Mystery Swine Disease

in the Netherlands: The Isolation of Lelystad Virus. Vet. Quart. 13, 121-130.

Win Episcope 2.0 (programa de computo) University of Edinburgh.

50



