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RESUMEN

Las enfermedades mas importantes en la etapa de crecimiento de los cerdos estan
relacionadas con el complejo respiratorio porcino y el sindrome de desgaste pos-destete
en donde el circovirus porcino tipo 2 (CVP2) tiene una participacion muy importante,
sin embargo es necesaria la participacion de otros antigenos principalmente virales para
desencadenar una condicion patolégica. El objetivo principal del presente trabajo
consistio en determinar cuales son las interacciones mas comunes en cerdos
convencionales: sanos y enfermos, en la etapa de crecimiento. Para lo cual se utilizaron
muestras seroldgicas de 140 cerdos de 4, 6, 8, 10, 12, 16 y 22 semanas de edad, 10
animales sanos (G1) y 10 enfermos G2 de cada edad. Se detectaron anticuerpos contra:
CVP2, sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), virus de la enfermedad de
Aujeszky (VEA), rubulavirus porcino(RbVP), influenza porcina subtipo H3N2(IP) y
parvovirus porcino (PPV). Se realizo aislamiento viral sobre cultivo celular para los
primeros cuatro antigenos. Los resultados muestran alta seroprevalencia de CVP2, PPV
y PRRS en ambos grupos, mientas que PRV no es significativo (p>0.05) para ninguno.

Los andlisis de correlacion indican que las interacciones presentes en G1 no se
presentan en G2. La interaccion mas importante en el G1, esta dada por CVP2 y PPV, el
cual no se relacion6 con enfermedad. En G2 hay gran participacion de RbVP e IP
asociado a condicion de enfermedad. EI RbVP e IP han marcado diferencias
importantes entre ambos grupos. En G2 mantienen alta seroprevalencia, no asi en G1.
En aislamiento se logro la deteccion de RbVP donde el 45% de las muestras son
positivas en G1 y en 81% en G2, en contraste con CVP2 en un 52% en G1 y 18% en
G2. Por tanto las principales interacciones virales que afectan a cerdos convencionales

en la etapa de crecimiento no estan dadas con circovirus porcino tipo 2.

Palabras clave: Circovirus porcino tipo 2, enfermedades virales del cerdo.



ABSTRACT

The most important diseases in the growth stage of the pigs, are associated with porcine
respiratory complex and post-weaning multisistémic wasting syndrome. Porcine
circovirus type 2 (PCV2) is very important on it. However is necessary to involve other
viral antigens mainly to trigger a pathological condition. The main objective of this
study was to determine which interactions are most common in conventional pigs:
healthy and sick, in the growth stage. To this work were used serum samples from 140
pigsin 4, 6, 8, 10, 12, 16 and 22 weeks of age, 10 in each age healthy animals (G1) and
10 sick animals G2. Antibodies detected to: PCV2, porcine reproductive and respiratory
syndrome (PRRS), Aujeszky's disease (PRV), porcine rubulavirus(RbVP), swine
influenza-H3N2 (IP) and porcine parvovirus (PPV). Virus isolation was on cell culture
for the first four antigens. The results show high seroprevalence of CVP2, PPV and
PRRS in both groups. PRV was not significant (p> 0.05) for none group. The
correlation analysis indicate that the interactions present in G1 do not occur in G2. The
interaction is more important in the G1, is given by CVP2 and PPV, which was not
associated with disease. In G2 there is great participation RbVP and IP associated with
disease status. The RbVP and IP have marked differences between groups. Maintaining
high seroprevalence in G2, but not in G1. Isolation show that: RbVP where 45% of the
samples are positive in G1 and 81% in G2, in contrast to CVP2 by 52% in G1 and 18%
in G2. Thus the main interactions that affect viral conventional pigs in the growth stage

are not given with porcine circovirus type 2.

Keywords: Porcine circovirus type 2, virus from pigs.



I. INTRODUCCION

En Meéxico, las enfermedades virales mas frecuentes durante la etapa de
crecimiento estan relacionadas al complejo respiratorio porcino (CRP) y el sindrome de
desgaste postdestete (SMDP) en las cuales estan involucrados: el virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), Parvovirus porcino (PPV), virus de la
influenza porcina (VIP), ademas del virus de la enfermedad de Aujeszky o seudorrabia
porcina (SR). Actualmente circo virus porcino tipo 2 (CVP2) es considerado como un
importante patdgeno asociado a estos y otros sindromes en cerdos. CVP2 ocasiona una
deplecion linfoide, lo que provoca una susceptibilidad a infecciones virales o
bacterianas de tipo secundario y, aumento en la mortalidad, pues dada por cualquiera de
estos agentes no supera el 10% cuando actuan de forma individual, pero puede llegar
hasta el 50% cuando actdan de forma simultanea (Chae et al., 2005; Ellis et al., 2004;
Segalés et al., 2002).

A. Epidemiologia de CVP-2

PCV2 presenta una distribucion mundial (Allan y Ellis, 2000). Alrededor del
100% de los animales muestreados en Europa, Estados Unidos y Canada son
seropositivos. En México la primera descripcion fue realizada por Trujano en el afio
2001 (Trujano et al., 2001), corroborada por Ramirez en el 2004, quien ademas, reporta

la presencia del virus en México desde 1972 (Ramirez MH et al., 2006).

Las vias de transmision son la ingestion o inhalacién de particulas viricas a partir
de secreciones oro-nasales, orina o0 heces de cerdos infectados. CVP2 presenta un
seroperfil tipico de muchas infecciones viricas del cerdo, caracterizado por una baja de
los anticuerpos calostrales durante el destete y una seroconversion al inicio de la
engorda, con presencia de anticuerpos hasta el final. Experimentalmente se ha
demostrado que la aparicion de anticuerpos no necesariamente esta relacionado con la
presentacion de enfermedad. El perfil serolégico que se presenta en granja estd muy
relacionado con el estado de viremia de los animales, lo cual es méas frecuente entre las
7 y 16 semanas de vida, ademas es variable, oscilando entre 5 y 21 semanas de

duracién. Se ha observado también que cerdos seropositivos, pueden ser virémicos, lo



que sugiere la ausencia de anticuerpos neutralizantes o un desarrollo tardio de estos
(Calsamiglia et al., 2001; Sibila et al., 2004).

B. Patogénesis e inmunoestimulacion.

Se ha detectado con mucha frecuencia genoma o antigeno del CVP2 en células
presentadoras de antigeno. Se ha descrito que CVP2 se puede encontrar en citoplasma
de células dendriticas, monocitos y macréfagos derivados de monocitos, aunque no se
ha demostrado que estas permitan un eficiente replicacion virica (Guilpin et al., 2003).
Caracteristicamente los animales con desmedro presentan neutrofilia monocitosis v,
aunqgue el numero total de leucocitos no estd alterado, se presenta una disminucién
significativa en el nimero de linfocitos. En un perfil hematoldgico un cerdo con
circovirosis tendra 60 -70% de neutrofilos y un 30-40% de linfocitos, mientras que las

proporciones de un animal sano deberian ser las opuestas (Segalés et al., 2000).

Por otra parte, ha sido demostrado experimentalmente que la activacion del
sistema inmune de cerdos infectados con CVVP2, por algun virus o agente no infeccioso
mejora la replicacion y aumenta la carga viral en tejidos y suero. Indicando que la
infeccion por CVP2 y la inmunoestimulacion pueden ser el punto desencadenante para
el desarrollo de SMDP (Shibara et al., 2000).

CVP2 se localiza principalmente en células de la linea monocito macroéfago, asi
como en otras células presentadoras de antigeno, tales como las células dendriticas
foliculares. Se ha sugerido que la deplecion de los érganos linfoides observada en los
casos de SMDP podria ser causada por la apoptosis de las células B; también se ha
observado disminucion de células T en los 6rganos afectados, asi como un incremento de
las células en la linea monocito macréfago, y de la expresion de MHC-Il. En sangre
periférica las alteraciones son similares a las detectadas en los organos linfoides, en donde
se observa disminucion de linfocitos T (especialmente en linfocitos CD8" y CD4" -CD8") y
linfocitos B asi como un aumento de los monocitos circulantes. Estos hallazgos sugieren
que, la capacidad de respuesta inmune de los cerdos afectados por CVP2 y afectados
clinicamente por SMDP esta alterada. En cerdos infectados experimentalmente con
CVP2, la seroconversion ha sido demostrada por presentarse entre 14 y 28 dias post-

infeccion en animales con y sin enfermad clinica. Algunos estudios han demostrado que



los cerdos enfermos seroconvierten en la etapa final de la infeccion (Rodriguez-Arrioja
et al., 2002).

Los anticuerpos calostrales van declinando durante la fase de lactacion sin
desaparecer. Se observa seroconversion entre la 72. y 122 semanas de vida, que coincide

con la forma clinica de la enfermedad (Rodriguez-Arrioja et al., 2002)

El SMDP no se observa en lechones menores de 4 semanas de edad (Segalés y
Domingo, 2002) lo cual se asocia con la inmunidad materna, que evita el desarrollo de
SMDP (Allan et al., 2002). Aungue la respuesta inmune humoral a CVP2 en campo se
da de los 2-3 meses de edad, un porcentaje variable de animales en crecimiento o
finalizacion pueden ser virémicos, lo cual sugiere que los anticuerpos no dan una
proteccion completa (Rodriguez-Arrioja et al., 2002). Esta situacion puede ocurrir en
animales adultos en condiciones de granja, desde que son infectados pero no

manifiestan sinologia clinica aparente (Calsamiglia et al., 2002).

C. Interacciones virales.

1. Complejo respiratorio porcino (CRP).

Es una enfermedad muy seria en animales de engorda y finalizacion, afecta
especialmente entre la 16 y 22 semanas de edad, y se caracteriza por retraso en el
crecimiento, baja conversion alimenticia, letargo, anorexia, fiebre, tos y disnea (Tacker
et al., 2001). La neumonia en cerdos con CRP, es debida a la combinacion de agentes
bacterianos y virales como CVP2, PRRSV, VIP, Micoplasma hyopneumoniae,
Actinobasillus pleuroneumonie y Pasteurella multocida. La identificacion de CVP2 en
casos de neumonia necrotizante, sugiere una gran participacion de este en el CRP. El
papel de CVP2 en el CRP siempre esta relacionado con la interaccion o sinergismo con
otros patdgenos respiratorios. En alrededor del 55% de los casos de CRP, hay evidencia
de la interaccion de CVP2 y PRRSV. Coinfecciones experimentales entre CVP2 y
PRRS, induce signos respiratorios y lesiones pulmonares mas severas. PRRSV

potencializar la accién de PCV2 (Kim et a.l, 2003).

Los cerdos afectados presentan generalmente disnea. En estos animales, a la
necropsia y a nivel histolégico, se observa una neumonia intersticial. Neumonia

proliferativa y necrotizante es un término utilizado para describirlos hallazgos



histolégicos propios de una neumonia subaguda o cronica en el cerdo. Estas lesiones
han sido asociadas con la infeccion por influenza y PRRS. Estudios recientes han
revelado alta prevalencia de PCV2, ocasionalmente interactuando con PRRS y otros
agentes. PCV2 se puede identificar en epitelio bronquial y macrofagos alveolares,
mientras que PRRS es detectable en cantidades menores y se limita a los macrofagos
(Drolet et al., 2003; Harms et al., 2002, ).

2. Sindrome multisistémico de desgaste postdestete (SMDP)

Es la enfermedad asociada a CVP2 de mayor impacto econémico. Cominmente
afecta a cerdos de 2 a 4 meses de edad. SMDP es caracterizado por perdida de peso,
palidez corporal, alteraciones respiratorias y en algunos casos ictericia y diarrea. Las
lesiones observadas con mayor frecuencia se encuentran en nddulos linfaticos que
pueden presentar un aumento de tamafio y color blanquecino; las lesiones histologicas
se observan en los organos linfoides se caracterizan por deplecion linfocitaria,
infiltracion de células histiociticas, células gigantes multinucleadas y necrosis litica
multifocal (Segalés y Domingo, 2002). En pulmén no se observa colapso con un
marcado patron lobulillar y/o zonas de consolidacion en los I6bulos medio y craneal,
atribuidas a infecciones bacterianas concomitantes. En rifién detectamos multiples focos
blanquecinos de diametro variable en la corteza, los histiocitos presentan cuerpos de
inclusién intracitoplasmicos asi como gran cantidad de acido nucleico viral detectado

mediante hibridacion in situ (Rossell et al., 1999).

La signologia clinica en cerdos convencionales no es especifica y no responde a
terapia con antibiéticos. La morbilidad varia entre 4 y 30%, pudiendo alcanzar hasta
mas del 50%. La mortalidad va del 1-2 y puede alcanzar el 30% (Allan y Ellis, 2000;
Kim y Chae, 2002; Segalés y Domingo 2002 ).

Si bien es un hecho que en la mayoria de las explotaciones expuestas a CVP-2 se
produce una seroconversion, solo en algunas explotaciones seropositivas se observan
algunos animales que manifiestan episodios de enfermedades relacionados con el
SMDP. La elevada frecuencia de infecciones subclinicas, pone de manifiesto la
necesidad de que ocurran factores adicionales (estrés, caracteristica propias del animal,
condiciones inmunolégicas o la presencia de otros virus concomitantes) como causa

final para la aparicion de enfermedad clinica. Tanto en campo como experimentalmente



la aparicion de sintomas y lesiones en cerdos infectados con CVP-2 se observa cuando
se produce la infeccidn simultanea con otros patégenos (Kim y Chae 2002; Pallares et
al., 2002, Segalés y Domingo, 2002).

La coinfeccion de virus o bacterias ha ocasionado que los porcentajes de
mortalidad en SMDP se incrementen del 1-2% al 10-25% (Allan y Ellis, 2002; Kim y
Che 2002). La presencia de SMDP ocasionada solamente por CVVP-2, representa el 15
% de los casos. Los principales agentes infecciosos virales asociados con SMDP son: el
virus del PRRS, el virus de Influenza, Parvovirus porcino y el virus de Aujeszky. La
contribucion de estos patogenos a la aparicion del sindrome se ha confirmado es
numerosos estudios realizados, Se han propuesto distintos mecanismos por los cuales
determinados virus podrian potencializar la enfermedad en animales infectados con
CVP2 resultando en SMDP. Por una parte, tanto PRRS, como PPV, se han asociado a
efectos inmunosupresores lo que podria tener relevancia para la aparicion de SMDP, en
coinfecciones con CVP2. Alternativamente PCV2 y PPV, son virus DNA que dependen
de la sintesis de DNA celular para una optima produccién de viriones por lo que la
estimulacion de la sintesis de DNA celular durante la infeccion por PPV (macrofagos e
histiocitos son células diana para ambos virus), podria promover al mismo tiempo una
mayor replicacion de CVP2. De igual forma, se ha demostrado experimentalmente que
una inmunoestimulacion en cerdos gnobioticos infectados con CVP2, potencializa la
produccion de la progenie viral y por tanto su diseminacion a tejidos, causando el
SMDP. Estos resultados sugieren que en cerdos infectados con CVVP2 la activacion del
sistema inmune es un evento fundamental y clave en la aparicion del SMDP. La

presencia de otros patdgenos podria estar originada por el mismo efecto.

Dentro de los principales signos de SMDP estan la diarrea, palidez e ictericia,
sin la presencia aparente de agentes coinfectantes, aunque también se ha visto
sinergismo con PPV para la generacion de estos signos. Se ha descrito la coinfeccion de
CVP2 con el virus de la enfermedad de Aujeszky en cerdos con SMDP grave y con
lesiones hepaticas (Rodriguez- Arrioja et al., 1999). En higado se pueden observar areas
de decoloracion del parénquima con presencia de un prominente tejido conjuntivo
interlobulillar. En casos graves se observan hepatocitos en apoptosis y grado variable de

desorganizacién e cordones hepaticos, en un 50 a75% de las animales afectados con



SMDP. También se ha observado lesiones hepéticas en desafio con CVP2 y PRRS en

cerdos en crecimiento (Rosell et al., 1999).

Esta situacién de coinfeccién ocasiona que la presencia de los signos sea
confusa. Las coinfecciones dependeran del tipo manejo en la explotacion porcina, las
condiciones sanitarias, area geogréafica, hacinamiento. También puede desencadenarse
cuando los cerdos infectados son inmunoestimulados con inmundgenos con adyuvante a

base de aceites (Segalés y Domingo, 2002; Kimy Chae, 2002).

El Rubulavirus porcino, responsable de la enfermedad del ojo azul en cerdos
lactantes y falla reproductiva en animales adultos, es un patégeno viral importante
endémico en México es el impacto de éste en la linea de produccidon no esta bien
definido adn. Se ha reportado que en animales en la etapa de crecimiento no se
presentan signos neuroldgicos como en animales lactantes, sin embargo si produce
inmunosupresion a nivel de pulmén expresado en ligeros problemas respiratorios, al
igual que PRRS y CVP2 (Stephano et al.,1994)



II. JUSTIFICACION

CVP2 esta relacionado con las principales enfermedades en la etapa de
crecimiento y finalizacion en la produccion porcina, resulta ser necesario para la
presentacion de estos y otros padecimientos. Experimentalmente se ha demostrado que
es un virus que no cumple con los postulados de Koch, pues estd presente en animales
sanos, pero por si solo no es suficiente para desencadenar ninguna enfermedad, siempre
esta asociado a otra serie de elementos y agentes infecciosos, principalmente virales
para que la enfermedad se exprese en toda su extension. Por esto es importante definir

cuéles son las infecciones mas frecuentes en cerdos convencionales en crecimiento.

III. HIPOTESIS

En cerdos convencionales de las 4 a las 22 semanas de edad las principales

interacciones virales estdn dadas con circovirus porcino tipo 2.

IV. OBJETIVO GENERAL

Identificar las principales asociaciones virales, en cerdos convencionales de las 4

a las 22 semanas de edad.
V. OBJETIVOS PARTICULARES

o Detectar anticuerpos contra las principales enfermedades virales que impactan
en la linea de produccion, Aujeszky, Ojo Azul, Sindrome reproductivo y respiratorio
porcino, Influenza porcina subtipo H3N2, Parvovirosis porcina y enfermedades
asociadas a Circovirus.

o Identificar a los antigenos: Herpes virus suis tipo 1, Rubulavirus porcino, virus
del PRRS y Circovirus porcino tipo 2.

. Correlacionar los hallazgos en serologia y aislamiento para buscar la relacion de

las enfermedades dentro de una explotacion especifica.



VI. MATERIALES Y METODOS
A. Obtencion de muestras bioldgicas.

1. Localizacion.

Para la realizacion del presente proyecto de investigacion se utilizaron muestras
de animales provenientes de dos granjas porcinas convencionales con sistema de
produccién multisitios, las cuales se encuentran ubicadas en la region del Bajio
mexicano. Se formaron dos grupos: 1) Grupo 1 (G1); formado a partir de los animales
clinicamente sanos, y 2) Grupo 2 (G2); compuesto por animales clinicamente enfermos.
Cabe mencionar que el diagnostico clinico se baso en la opinién del médico experto

dedicado al cuidado de la salud de dichos animales dentro de cada explotacion.

2. Animales

Se obtuvieron muestras serologicas de cerdos de 4, 6, 8 y 10 semanas de edad,
correspondientes a la etapa de destete y de 12, 16 y 22 semanas de edad, que se incluyen

dentro de la etapa de engorda. Para cada grupo experimental se utilizaron 10 animales.

B. Técnicas para determinacion de niveles de anticuerpos y aislamiento viral.

Para la deteccion de anticuerpos frente a las diferentes enfermedades se
realizaron las siguientes pruebas: 1. Inmunoperoxidasa sobre monocapa de cultivo
celular (IPMA)- CVP-2. 2. Inhibicion de la hemaglutinaciéon (IHA) para RbVP, PVP y
VIP-H3N2. 3. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para VPRRS. 4. Virus suero
neutralizacion (VSN)-Virus de la enfermedad de Aujeszky (VEA).

Se realizo el aislamiento de los siguientes virus: VEA, CVP-2, VPRRS y RbVP.
A partir de la inoculacion sobre cultivo celular, y haciéndolo evidente por IPMA para
circovirus e Inmunofluorescencia indirecta para los tres restantes. La metodologia de las

técnicas anteriores se describe a continuacion.

1. Inmunoperoxidasa sobre monocapa de cultivo celular (IPMA)

Para la deteccion de anticuerpos frente a CVP-2, se prepararon placas de 96
pozos conteniendo células PK-15 infectadas con el virus mencionado. Se realizaron
diluciones cuadruples del suero desde 1:20 hasta 1:20480. Las diluciones obtenidas se

incubaron durante una hora a 37°C, para posteriormente agregarles un conjugado de



proteina A marcada con peroxidasa (Zymed Laboratories) y continuar con la incubacion
durante una hora més. El paso final consistid en el revelado con aminodietilcarbazol. Los
sueros se consideraron positivos hasta la dilucion en donde se encontraron nucleos de
células tefiidos de color marron. (Rodriguez-Arrioja et al., 2002; Segalés y Domingo
2002)

2. Inhibicién de la hemoaglutinacion (IHA)

Para la titulacion de anticuerpos en contra del RbVP, PVP y el VIP-H3N2 se
emplearon placas para micro titulacion de 96 pozos con fondo en “U”. Los sueros se
inactivaron a 56°C durante 30 min y en cada pozo se agregaron 50pl de PBS y 50pl del
suero sospechoso en el primer y segundo pozos de cada hilera. La dilucion del suero se
inicio a partir del segundo pozo. Las diluciones iniciales comenzaron en 1:16, 1:32 y
1:80 para RbVP, PVP y VIP-H3N2, respectivamente. Después de diluir el suero se
agrego el virus a cada pozo, calculando 8 unidades hemoaglutinantes por cada 50ul y se
incub6 durante 1 hora. Finalmente se agregaron 50l de eritrocitos de ave lavados y
concentrados al 0.5% en cada pozo, esto para el VIP-H3N2 para Influenza Porcina. Para
el caso del RbVP se emplearon glébulos rojos de bovino y para PVP fueron glébulos
rojos de cuyo. Las lecturas se realizaron a los 30, 45 y 60 minutos (Ramirez-Mendoza
et al., 1996; Burlenso, 1992)

3. nmunofluorescencia indirecta (I1FI)

La identificacion de los anticuerpos de VPRRS consistié en la realizacion de
ensayos de IFI en células MARC 145 infectadas con el VPRRS. Las cuales fueron
fijadas con paraformaldehido y congeladas con etanol y 3% de perdxido de hidrégeno.
Al momento de la descongelacién las células se lavaron con PBS para después
agregarles el suero problema, haciendo seis diluciones cuédruples a partir de la dilucion
1:20. Posteriormente se incubd la muestra durante 30 minutos a 37°C y transcurrido este
tiempo se realizaron tres lavados con PBST para finalmente agregar un conjugado anti-
cerdo (Anti porcine IgG FITC). Finalmente se realiz6 una contra tincion con azul de

Evans durante 5 min. Se buscé fluorescencia especifica en el citoplasma (OIE, 2008 ).



4. Virus suero neutralizacion (VSN)

Para la deteccion de HVP-1 mediante la técnica de VSN se utilizaron células
VERO, las cuales fueron cultivadas en placas de 96 pozos hasta formar monoestrato al
70% de confluencia. La reaccion antigeno-anticuerpo se realizd en otra placa,
agregando inicialmente 50ul de solucion de buffer de fosfatos salinos (PBS) en todos
los pozos de la placa, seguidos de la adicion de 50l del suero problema al primer pozo
de cada fila. Asi, se realizaron 10 diluciones dobles, dejando 2 pozos como testigos.
Posteriormente se agregaron a todos los pozos de la placa 50ul de virus (100 DICCsgy
del HVS-1), la placa se incubd durante 30 minutos para llevar a cavo la reaccion
antigeno-anticuerpo, finalmente se 50ul de esta solucion a la primera placa. Después de
un periodo de 72 horas, las células fueron fijadas y tefiidas con cristal violeta. Los
sueros se consideraron positivos cuando no se observo el efecto citopatico y negativo
cuando este fue evidente (OIE, 2008) .

5. Aislamiento viral

A partir de los sueros recolectados, se busco la presencia de los agentes virales:
HVP-1, RbVP, VPRRS y CVP-2. Se utilizo la linea celular PK15 para CVP-2, VERO
para HVP-1, MARC para VPRRS y MDCK para RbVP. Para ello se inoculd un
volumen de 50ul, diluido 1:5 en medio de cultivo celular. El inoculo se incubd durante
3 horas sobre el cultivo celular. Posteriormente se cambi6é por medio MEM Dulbeco
adicionado con 10% de suero fetal bovino y bicarbonato. Las placas fueron fijadas a las
72 horas con paraformaldehido, y congeladas con etanol méas 3% de peroxido de

hidrogeno.

Para hacer evidente la replicacion viral, se utilizo IFI. Se agregé el anticuerpo
primario elaborado en conejo (anti HPV-1, VPRRS, RbVP y CVP-2), el cual se incubo
durante 30 min, para después lavar tres veces con PBS. Posterior a los lavados, se
agrego el anticuerpo secundario (Anti Rabbit 1IgG FITC), el cual se incub6 durante 30
minutos y se procedié a hacer contra-tincion con Azul de Evans al 0.02% durante 5

minutos.

10



C. Analisis estadistico

Para realizar el andlisis de los datos experimentales se procedid a la
transformacion a Log() de los valores obtenidos de la titulacion de los anticuerpos, lo
anterior debido a que se utilizaron Gnicamente diluciones pares en la serologia. Las
medias se expresan como medias geométricas con intervalos de confianza al 95% (IC
95%).

Se realizaron pruebas no paramétricas para determinar la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre dos grupos de datos (prueba “U” de
Mann-Whitney, equivalente a una t de Student) y entre tres 0 mas grupos de datos
(prueba de Kruskal-Wallis, equivalente a un andlisis de varianza de una via). En caso de
encontrar diferencias significativas con la prueba de Kruskal-Wallis se realizé una

comparacion entre grupos mediante la prueba de comparacion maltiple de Dunn.

La comparacion de identificacion positiva de las muestras entre grupos se realizd
mediante un analisis de sobrevivencia. En dicho anélisis se grafica el porcentaje
acumulado de identificacion del virus especifico y tomando como variable
independiente la edad de los animales. La comparacion de las curvas se realizo con la
prueba de Log-rank (prueba de Mantel-Cox) que indica si existen diferencias en la
forma de la curva y en el porcentaje total de animales detectados positivos en el total del

tiempo en que se realizo el estudio.

Por otra parte, para determinar la existencia de correlaciones entre los diferentes
tipos de virus y entre la edad de los animales se realiz6 un analisis multivariado no
paramétrico con ayuda del coeficiente de correlaciones por rangos de Spearman,
tomando como variables los valores de los titulos de anticuerpos de cada uno de los

virus y la edad, lo anterior se realiz6 para los dos grupos por separado.

El andlisis estadistico se realizo con el programa JMP 7.0.2 (SAS Institute, Cary
NC, USA) y con GraphPad Prism 5.0. Para los resultados, un valor de P < 0.05 se

considero significativo.
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VII. RESULTADOS

1. CIRCOVIRUS PORCINO TIPO 2

a) Aislamiento y serologia

Como respuesta a la infeccion de CVP-2 los ensayos, de serologia muestran que
la media geométrica de los titulos de anticuerpos presentan una tendencia hacia mayores
niveles de anticuerpos en G1 conforme aumenta la edad de los animales (Grafica 1A),
con diferencias significativas entre las edades de los animales (p < 0.05). De esta forma,
las primeras edades, de 4-8 semanas (etapa de destete), presentaron los titulos de
anticuerpos mas bajos (p < 0.05), mientras que en la semana 12 y 22 (etapa de engorda)
se detectaron valores intermedios de titulos de anticuerpos, sin diferencias significativas
(p > 0.05) entre las semanas de 4-8 y las edades de 10 y 16 semanas, en las cuales se

detectaron los titulos de anticuerpos significativamente mas altos (p < 0.05).

El analisis de los resultados experimentales indica que la identificacion de CVP-
2 en G1 se realizd en un 55.7% del total de las muestras (39/70) (Grafica 1A), mientras
que durante las primeras edades de muestreo (4, 6 y 8 semanas de vida) se detectan
12/30 animales (40% de identificacion), que representa un porcentaje de aislamiento
bajo, el cual se corresponde con los titulos de anticuerpos significativamente mas bajos
detectados en las mismas edades. En contraste, el porcentaje de identificacion en las
siguientes dos edades de muestreo, 10 y 12 semanas, es prominentemente mayor al
previamente mencionado, ya que en estas edades se detectaron 18/20 animales (90%
positividad al virus). Dicho incremento en la circulacion del virus se refleja en el
aumento gradual de los valores de titulacion de anticuerpos en las siguientes edades de
los animales experimentales (Grafica 1A). Asi, el valor mas alto obtenido en la
titulacion de anticuerpos, correspondiente a la semana 16, es producto del incremento de
la identificacion del virus en las semanas previas (Grafica 1A). De igual forma, el
decremento en el titulo de anticuerpos de la semana 22 se corresponde con la

disminucioén de muestras positivas detectadas durante la semana previa.

Con respecto a G2, CVP-2 se detect6 en 18/70 muestras (25.7%). En la Figura

IB se aprecia la tendencia que present6 la identificacion del virus a lo largo del
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experimento, en donde unicamente se obtuvieron muestras positivas hasta la semana 12
de edad. En general, se obtuvieron numeros bajos en la identificacion de las muestras,
desde 2 hasta 6 animales detectados como positivos en las diferentes edades. Por tal
razoén no se aprecia un patron preciso en la titulacion de los anticuerpos en contra del
virus, esto a pesar de que se encontraron diferencias significativas en los valores de los
titulos para las edades exploradas en el experimento (p < 0.05). De acuerdo al analisis
realizado se determind que las semanas 10 y 12 presentaron los valores de titulacion
mas altos con respecto a la semana 16 que representa la edad que tiene los valores mas
bajos de anticuerpos (p < 0.05). La anterior diferencia estd determinada por la evidente
disminucién en la identificacion de muestras positivas durante las edades de 10 y 12
semanas. Sin embargo, las edades restantes (4, 6, 8, 10 y 22) no presentaron diferencias

significativas con las edades de 10, 12 y 16 semanas (p > 0.05) (Grafica 1B).

b) Diferencias entre grupos: identificacion y periodos de produccion

Con la intencion de mostrar las diferencias existentes en las dos etapas de
produccion previamente definidas: Destete (4-10 semanas de edad) y Engorda (12-22
semanas de edad), se realizd una comparacion del titulo de anticuerpos de CVP-2 dentro
de cada grupo y posteriormente entre ambos grupos. La Grafica 3 resume la

informacion del analisis mencionado.

De forma general la Grafica nos indica que existen diferencias significativas en
ambos grupos con respecto al periodo de produccion, esto es: para G1 se obtuvo un
valor de 9.2 (8.9 < IC 95% > 9.7) para Destete y 10.9 (10.4 < IC 95% > 11.6) para
Engorda, los cuales son significativamente diferentes entre si (p < 0.05) (Grafica 2). El
anterior comportamiento se corrobora con la tendencia que se observa hacia un aumento
del titulo de anticuerpos a lo largo del tiempo en G1 (Grafica 1A). Con respecto a G2,
se obtuvieron los siguientes valores: 10.0 (9.6 < IC 95% > 10.5) y 9.4 (8.7 <1C 95% >
10.2) para Destete y Engorda, respectivamente, sin diferencias significativas (p > 0.05)
(Grafica 2). Por otra parte, la comparacion entre grupos para un mismo periodo de
produccion nos indicé que en Destete se presentaron diferencias significativas (p< 0.05)
entre G1 y G2, siendo mayor la media geométrica del segundo (Grafica 2). El caso

contrario se presentd cuando se compard el periodo de Engorda, en el cual se encontrd
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que la media geométrica mayor se presentd en G1, de igual forma la diferencia resulto

significativa (p < 0.05) (Gréfica 2).

El analisis realizado para la comparacién de la determinacion de muestras
positivas a lo largo del tiempo para ambos grupos experimentales se resume en la
Grafica 3. Como se aprecia en la Grafica, G1 presenta un mayor porcentaje acumulado
de muestras positivas al final del experimento, 80.0%. En contraste, G2 Unicamente
reporta para el mismo periodo de tiempo un 34.5% de muestras positivas acumuladas.
Adicionalmente, el reporte de la prueba estadistica indica que la forma de las curvas es
significativamente diferente (p < 0.05). También resulta evidente que en G2 a partir de
12 semanas de edad el porcentaje de muestras identificadas se mantiene constante hasta
el final del experimento, mientras que para G1 se observa una marcada tendencia a

incrementar el porcentaje de muestras positivas.
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GRAFICA 1. Identificacion y serologia de CVP-2 por grupos. Los puntos del eje Y
izquierdo (A y o) representan el titulo de anticuerpos detectado en las muestras de cada
edad, expresados como la media geométrica con IC al 95%, y las columnas graficadas
en el eje Y derecho representan el nimero de animales detectados como positivos para
CVP-2 para G1 (A) y G2 (B). Notese que se trazd una linea contintia sobre los titulos de
anticuerpos para mostrar la tendencia de los valores de titulacion. Para todos los casos n
= 10 animales por edad.
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GRAFICA 2. Comparacion del titulo de anticuerpos de CVP-2 por periodo de
produccion. Se presenta la media geométrica con IC al 95% del titulo de anticuerpos.
Diferentes literales (a, b) entre cada par de columnas por periodo de produccién indican
diferencias significativas (p < 0.05). Las columnas unidas con las lineas y con diferentes
signos (* y **) indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los periodos de
produccion de un mismo grupo experimental.
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GRAFICA 3. Comparacion del porcentaje acumulado de muestras positivas de
CVP-2 por grupos experimentales. Los puntos representan el porcentaje acumulado
de muestras positivas con respecto al total de muestras analizadas (n = 70). El analisis
estadistico demuestra que existen diferencias significativas entre la forma de las curvas
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para G1 y G2 (Xi*=7.786, p = 0.0053). Nétese que la curva de G2 a partir de la semana
12 de edad presenta el mismo porcentaje acumulado hasta el final del experimento. En
contraste, G2 presenta una tendencia hacia mayores porcentajes acumulados de
muestras positivas a lo largo del estudio.

2. RUBULAVIRUS PORCINO
a) Aislamiento y serologia

En G1 RbVP se detectd positivamente en 32/70 muestras (45.7%) y en la
Grafica 4A se muestra la ligera tendencia del incremento en los titulos de anticuerpos.
Inicialmente, a la edad de 4 semanas, el valor de anticuerpos pas6 de 4.6 (4.2 < 1C 95%
> 5.2) hasta un valor final, a la edad de 22 semanas, de 6.3 (5.9 < IC 95% > 6.9). Las
pruebas estadisticas indican que los titulos significativamente mas bajos se ubican en las
edades de 4, 6 y 8 semanas, al ser comparadas con la edad de 22 semanas que presenta
los valores de anticuerpos mas altos (p < 0.05). Las edades intermedias de 10, 12 y 16
semanas no son significativamente diferentes a las anteriores (p > 0.05). El analisis de
identificacion de RbVP en G1 muestra que el menor nimero de animales identificados
como positivos se ubica en la primera y ultima edad muestreadas (1/10 para cada edad),
mientras que el mayor porcentaje de muestras positivas se encontraron en las edades de
8, 10 y 12 semanas, con 80, 60 y 90% de positividad para cada edad, respectivamente
(Grafica 4A). Dicho aumento se corresponde con el leve incremento en el titulo de

anticuerpos que se observa a lo largo del tiempo.

Por su parte, RbVP se detectd positivamente en el 60% de las muestras
analizadas de G2 (42/70) (Grafica 4B). En la grafica se observa una meseta en los
titulos de anticuerpos, la cual va de la semana 4 hasta la semana 10, correspondiente al
periodo de destete. En dicha meseta, los titulos de anticuerpos son similares entre las
diferentes semanas que conforman el periodo de engorda (p > 0.05) y significativamente
diferentes con respecto al periodo de Engorda (p < 0.05). Es evidente el incremento en
el titulo de anticuerpos que inicia desde la primera semana de este periodo, mismo que
se conserva, incluso con un leve incremento, hacia el final de dicha etapa, al pasar de
8.8 (7.9 <IC 95% > 9.8) hasta 10 (10 < IC 95% > 10) para la semana de edad 12 y 22,

respectivamente (Grafica 4B).
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b) Diferencias entre grupos: identificacion y periodos de produccion.

La comparacion de los periodos de produccion para G1 muestra que la media
geométrica del titulo de anticuerpos de RbVP en Destete de 4.8 (4.6 <IC 95% > 5.1) es
significativamente diferente al de 5.8 (5.5 <IC 95% > 6.1) que se obtuvo en el periodo
de Engorda (p < 0.05) (Grafica 5). La ligera diferencia, aunque significativa, que se
observa entre los dos periodos productivos de G1 se determina por la tendencia en el
aumento de los titulos de anticuerpos en las edades muestreadas (Grafica 4A). Sin
embargo, en G2 la diferencia es evidentemente mayor, y de igual forma los valores en
los titulos de anticuerpos de 5.2 (4.9 <IC 95% > 5.4) y 9.2 (8.7 < IC 95% >9.7) para
Destete y Engorda, respectivamente, resultaron significativamente diferentes (p < 0.05)
(Grafica 5). Adicionalmente, al comparar los dos grupos experimentales para un mismo
periodo de produccion se observa la existencia de diferencias significativas entre G1 y
G2 para Destete y Engorda. Y es en ésta tltima etapa en la cual se observan las
diferencias mas pronunciadas para los titulos de anticuerpos de G1: 5.8 (5.5 <IC 95% >
6.1), cuando se comparan contra aquellos obtenidos en G2: 9.2 (8.7 <IC 95% >9.7) (p

< 0.05). En la Grafica 8 se resumen el analisis anterior.

La determinacion de muestras positivas con respecto al tiempo de muestreo en
ambos grupos experimentales se resume en la Grafica 6. En los grupos se presentaron
los siguientes valores de porcentajes acumulados totales, 66.3 y 79.8% para Gl y G2,
respectivamente. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la forma de

las curvas (p > 0.05).
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GRAFICA 4. Identificacion y serologia de RbVP. Los puntos del eje Y izquierdo (A
y ©) representan el titulo de anticuerpos detectado en las muestras de cada edad,
expresados como la media geométrica con intervalos de confianza al 95%, y las
columnas graficadas en el eje Y derecho representan el numero de animales detectados
como positivos para RbVP para G1 (A) y G2 (B). Nétese que se trazd una linea
continiia sobre los titulos de anticuerpos para mostrar la tendencia de los valores de
titulacion. Para todos los casos n = 10 animales por edad.
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GRAFICA 5. Comparacion del titulo de anticuerpos de RbVP por periodo de
produccion. Las columnas representan la media geométrica con IC al 95% del titulo de
anticuerpos correspondiente a cada grupo de acuerdo al periodo de produccion.
Diferentes literales (a, b) entre cada par de columnas por periodo de produccion indican
diferencias significativas (p < 0.05). Las columnas unidas con las lineas y con diferentes
signos (* y **) indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los periodos de
produccion de un mismo grupo experimental.
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Grafica 6. Comparacion del porcentaje acumulado de muestras positivas de RbVP
por grupos experimentales. Cada punto experimental representa el porcentaje
acumulado de muestras identificadas como positivas con respecto al total de muestras
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analizadas (n = 70). El andlisis estadistico demuestra que no existen diferencias
significativas entre la forma de las curvas para Gl y G2 (Xi*= 1.326 y p > 0.05). La
tendencia de ambos grupos es hacia un incremento del porcentaje acumulado a lo largo
del experimento.

3. VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO
PORCINO

a) Serologia: Diferencias entre grupos y por periodo de produccion

Los titulos de anticuerpos de VSRRP en Glpresentan valores muy similares
entre las diferentes edades, unicamente se encontraron diferencias significativas entre
los titulos de la semana 8; 12.5 (11.1 <IC 95% > 13.9) y 10; 11.7 (11.0 < IC 95% >
12.7), con respecto a la semana de edad 22, siendo ésta ultima la que presenta los
valores mas bajos de anticuerpos 9.8 (8.7 < IC 95% >10.9) (p < 0.05), mientras que las
edades restantes de 4, 6, 12 y 16 semanas presentan valores intermedios sin diferencias
significativas entre si y con valores similares a las edades de 8, 10 y 22 semanas. En la
Grafica 7A se presenta el comportamiento descrito para los valores de los titulos de
anticuerpos de G1. Como se observa en la Grafica 10B no se presenta una tendencia
clara ni diferencias significativas en el movimiento de los anticuerpos de VSRRP para
las diferentes edades muestreadas de G2 (p > 0.05). La media geométrica mas alta
correspondiente a la semana 10; 13.1 (12.1 <IC 95% >14.1) y la mas baja de la semana
4;11.3 (10.1 <IC 95% > 12.1) nos indican que en G2, al igual que en G1, en general se

presentan valores altos (> 10) en los titulos de anticuerpos (Grafica 7).

Es importante mencionar que los titulos de anticuerpos de VSRRP en ambos
grupos experimentales presentan los valores mas altos, cuando se compara el valor total
de los mismos durante todo el experimento con respecto a los demas virus porcinos (p <
0.05, datos no mostrados). El unico virus que no present6d diferencias con respecto a
VSRRP en G1 fue CVP-2 (p > 0.05, datos no mostrados). Cabe sefialar, por otra parte,
que para el caso particular de VSRRP la identificacion del virus en todas las edades fue

del 100%, por tal razoén no se muestran los datos experimentales de la identificacion.

El analisis general de la Grafica 8 sefiala las diferencias existentes entre los

grupos experimentales, tomando en cuenta los periodos de produccion. Asi, G1 en la
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etapa de Destete presenté una media geométrica de 11.8 (11.4 < IC 95% > 12.2),
considerada significativamente mayor a la de Engorda de 10.9 (10.3 < IC 95% > 11.5)
(p < 0.05). Dichas diferencias no se presentaron para G2. De la misma forma, la
comparacion de un mismo periodo de produccion para ambos grupos indicé que tanto
en Destete como en Engorda G1 y G2 son significativamente distintos, ya que para el

caso de G2 se presentan los titulos de anticuerpos mas altos (p < 0.05) (Grafica 8).
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GRAFICA 7. Serologia de VSRRP. Los puntos del eje Y izquierdo (A y o)
representan el titulo de anticuerpos detectado en las muestras de cada edad, expresados
como la media geométrica con intervalos de confianza al 95%, y las columnas
graficadas en el eje Y derecho representan el numero de animales detectados como
positivos para VSRRP para G1 (A) y G2 (B). Nétese que se trazd una linea contintia
sobre los titulos de anticuerpos para mostrar la tendencia de los valores de titulacion.
Para todos los casos h = 10 animales por edad.
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GRAFICA 8. Comparacion del titulo de anticuerpos de VSRRP por periodo de
produccion. Las columnas representan la media geométrica con IC al 95% del titulo de
anticuerpos correspondiente a cada grupo de acuerdo al periodo de produccion.
Diferentes literales (a, b) entre cada par de columnas por periodo de produccion indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos experimentales. Las columnas
unidas con las lineas y con diferentes signos (* y **) indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre los periodos de produccion de un mismo grupo experimental.

4. VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE AUJESZKY.
a) Serologia y aislamiento

Caracteristicamente, en ninguna de las edades de ambos grupos muestreados se
logré detectar anticuerpos. La ausencia de anticuerpos contra VEA se responde por la
nula identificacion del virus en las muestras examinadas (datos no mostrados). No se
realiz6 la comparacion por periodos de produccion, debido a valores nulos de titulo de

anticuerpos.
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5. INFLUENZA PORCINA H3N2.
b) Serologia: Diferencias entre grupos y por periodo de produccién

La determinacion de los niveles de anticuerpos en VIP-H3N2 se presenta en la
Grafica 9A y 9B para Gl y G2, respectivamente. Para G1 Unicamente existen
diferencias significativas entre los titulos de anticuerpos de la semana 8 y la semana 16,
ya que son las edades con los valores mas altos y mas bajos, 6.4 (6.0 <IC 95% > 6.7)y
4.8 (4.3 < IC 95% > 5.4), respectivamente (Grafica 9A). En la Grafica también se
aprecia que a partir de la primera semana del periodo de Engorda se reduce el titulo de
anticuerpos y se conserva hacia el final del periodo, aunque con un ligero aumento en el
titulo de anticuerpos, al pasar de 5.1 (4.1 <IC 95% > 6.3) en la semana 12 a2 5.9 (5.3 <
IC 95% > 6.6) en la semana 22.

En comparacion, en G2 se encontrd que los titulos de anticuerpos de las edades
iniciales de 4 y 6 semanas del periodo de Destete son significativamente inferiores a las
edades de 8, 10, 12 y 22 semanas (p < 0.05). La edad de 16 semanas present6 valores de
anticuerpos similares a todas las edades (p > 0.05) (Grafica 9B). Los titulos de
anticuerpos de las diferentes edades muestran un incremento en los valores con cierta

dependencia de la edad de muestreo.

Es importante sefialar que en el caso de VIP-H3N2 tnicamente se realiz6 la
titulacion de los anticuerpos, razon por la cual se carece de una comparacion directa de

los mismos con el porcentaje de identificacion del virus a lo largo del tiempo.

El analisis de las diferencias encontradas en los dos periodos de producciéon
indica que en GI1 se presentan los siguientes valores: 6.2 (6.0 < IC 95% > 6.5) para
Destete y 5.2 (4.8 <I1C 95% > 5.7) para engorda, ambos con diferencias significativas (p
< 0.05) (Grafica 10). Dichas diferencias no se encontraron cuando se comparo el nivel
de anticuerpos entre los periodos de produccion para G2. Finalmente, la comparacion de
un mismo periodo de produccion entre los grupos experimentales mostré que en ambos
periodos existen diferencias significativas, ya que en G2 se detectaron niveles

significativamente mayores del titulo de anticuerpos (p < 0.05). Los valores reportados

24



para G2 corresponden a: 7.9 (7.5 <IC 95% > 8.5) y 8.7 (8.4 <IC 95% > 9.0) para G2

en el periodo de Destete y Engorda, respectivamente (Grafica 10).
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GRAFICA 9. Serologia de VIP-H3N2. Los puntos del eje Y izquierdo (A y o)
representan el titulo de anticuerpos detectado en las muestras de cada edad, expresados
como la media geométrica con intervalos de confianza al 95%, y las columnas
graficadas en el eje Y derecho representan el nimero de animales detectados como
positivos para VIP-H3N2. para G1 (A) y G2 (B). Noétese que se trazo una linea contintia
sobre los titulos de anticuerpos para mostrar la tendencia de los valores de titulacion.
Para todos los casos n = 10 animales por edad.
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GRAFICA 10. Comparacion del titulo de anticuerpos de VIP-H3N2 por periodo de
produccion. Las columnas representan la media geométrica con IC al 95% del titulo de
anticuerpos correspondiente a cada grupo de acuerdo al periodo de produccion.
Diferentes literales (a, b) entre cada par de columnas por periodo de produccion indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos experimentales. Las columnas
unidas con las lineas y con diferentes signos (* y **) indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre los periodos de produccion de un mismo grupo experimental.

6. PARVOVIRUS PORCINO

a) Serologia: diferencias entre grupos y por periodo de produccion

Los resultados de los ensayos de serologia de PVP muestran que tanto en Gl
como en G2 se presentaron niveles muy similares de titulos de anticuerpos, ya que no se
detectaron diferencias significativas cuando se compararon los titulos de anticuerpos en
ambos grupos a lo largo del tiempo (p > 0.05, datos no mostrados). Por otra parte, el
analisis individual de G1 indicd que en los valores de los titulos de anticuerpos no
existen diferencias significativas (p > 0.05). Lo anterior, a pesar de que los titulos de
anticuerpos presentan una ligera tendencia hacia valores bajos a lo largo del tiempo
(Grafica 11A). Con respecto a G2, los valores mas bajos del titulo de anticuerpos se
detectaron en las edades de 8 y 10 semanas con respecto a las edades con los titulos mas

altos, correspondientes a las edades de 4 y 22 semanas (p < 0.05) (Grafica 11B). Las
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edades restantes: 6, 12 y 16 semanas presentaron valores intermedios entre los
anteriores sin la existencia de diferencias significativas (p > 0.05). Desafortunadamente,
para el caso de PVP tinicamente se realiz6 el andlisis seroldgico de las muestras, razon
por la cual no se puede comparar el movimiento de los virus y su correspondiente

produccion de anticuerpos.

La comparacion de los titulos de anticuerpos por grupos en cada periodo de
produccion se presenta en la Grafica 12. Para Gl no se detectaron diferencias
significativas entre destete y engorda, con los siguientes valores: 9.1 (8.8 < IC 95% >
9.4)y 8.0 (7.43 <IC 95% > 8.7), respectivamente. Por el contrario, para G2 los valores
del titulo de anticuerpos de 8.7 (8.3 <IC 95% > 9.1) y 9.1 (8.8 < IC 95% > 9.5) para
destete y engorda, respectivamente, resultaron significativamente diferentes (p < 0.05)
(Grafica 12). La grafica muestra que para G1 los titulos de anticuerpos son mayores en
el periodo de Destete comparados con la Engorda, mientras que para G2 se presenta un
comportamiento inverso de la misma variable. El analisis por periodo entre los dos
grupos indica que unicamente se obtienen diferencias significativas cuando se compara
la etapa de Engorda (p < 0.05), en la cual G1 presenta los titulos de anticuerpos mas
bajos 8.0 (7.43 < IC 95% > 8.7) comparado contra los valores de G2 de 9.1 (8.8< IC
95% > 9.5) (Grafica 12).
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GRAFICA 11. Serologia de PVP. Los puntos del eje Y izquierdo (A y o) representan
el titulo de anticuerpos detectado en las muestras de cada edad, expresados como la
media geométrica con intervalos de confianza al 95%, y las columnas graficadas en el
eje Y derecho representan el nimero de animales detectados como positivos para PVP
para G1 (A) y G2 (B). Notese que se trazd una linea continiia sobre los titulos de
anticuerpos para mostrar la tendencia de los valores de titulacion. Para todos los casos n
= 10 animales por edad.
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GRAFICA 12. Comparacion del titulo de anticuerpos de PVP por periodo de
produccion. Las columnas representan la media geométrica con IC al 95% del titulo de
anticuerpos correspondiente a cada grupo de acuerdo al periodo de produccion.
Diferentes literales (a, b) entre cada par de columnas por periodo de produccion indican
diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos experimentales. Las columnas
unidas con las lineas y con diferentes signos (* y **) indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre los periodos de produccion de un mismo grupo experimental.

ASOCIACIONES ENTRE LOS DIFERENTES VIRUS PORCINOS

Con la intencion de determinar la existencia de correlaciones entre los titulos de
anticuerpos detectados para los diferentes virus porcinos analizados y la edad de
muestreo se procedio a realizar un andlisis multivariado no paramétrico, utilizando para
ello el coeficiente de correlaciones por rangos de Spearman. El coeficiente de
correlacion de Spearman va de -1 a 1, pasando por 0 y nos da una medida de la relacion
existente entre dos variables, ya sea negativa o positiva. En caso de no existir relacion

alguna los valores tienden a cero.

En el Cuadro 1 se resume la informacion correspondiente del analisis de
correlacion no paramétrico para Edad vs los virus porcinos, mientras que en el cuadro 2
se muestran los coeficientes de correlacion correspondientes para el andlisis de cada uno

de los virus Vs los virus porcinos restantes. En ambos casos se resume la informacion
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para los grupos experimentales por separado, para asi realizar una comparacion sobre

las correlaciones existentes entre las variables sefialadas anteriormente.

Gl G2
Variable Por variable
rde Sperman  r de Spearman

CVP-2 0.4963 * -0.0899

PVP -0.3523 * 0.0917
Edad RbVP 0.6667 * 0.7553 *

VSRRP -0.2649 * 0.0861
VIP-H3N2 -0.3495 * 0.4478 *

CUADRO 1. Coeficientes de correlacion r (rho) de Spearman para Edad vs los
diferentes virus porcinos estudiados. El simbolo (*) indica que el coeficiente de
correlacion es significativamente distinto de cero. En el G1 existe correlacion
significativa, entre CVP-2, RbVP con la edad, en una proporcién positiva. Esto significa
que a medida que avanza la edad, aumenta el titulo de anticuerpos. Esta relacion en
significativa pero en sentido opuesto con PVP, VSRRP e IP-H3N2. El G2 unicamente

presenta correlacion positiva entre RbVP e IP-H3N2 con respecto a la edad.

G1 G2
Variable Por Variable
r de Sperman r de Spearman
PVP -0.3464 * -0.0968
RbVP 0.2777 -0.0620
CVP-2
VSRRP 0.2599 * 0.1959
VIP-H3N2 -0.1255 03114 *
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RbVP -0.1850 0.4771*

PVP VSRRP -0.0436 -0.4071 *
VIP-H3N2 0.1797 -0.2505 *

VSRRP -0.3129 * -0.2175

VIP-H3N2 -0.2952 * 0.1101

VIP-H3N2 0.1545 0.1862

CUADRO 2. Coeficientes de correlacion r (rho) de Spearman de virus vs virus. El
simbolo (*) indica que el coeficiente de correlacion es significativamente distinto de
cero. Las correlaciones existentes en un grupo son diferentes de las que se presentan en
el otro. Las correlaciones mas significativas existentes en el G1 son: Gnicamente existe
correlacion positiva ente CVP-2 VSRRP. Pero presenta correlaciones negativas entre
CVP-2- PVP, RbVP-VSRRP y RbVP —VIP-H3N2. Mientras que en el G2 existe
correlacion positiva entre CVP-2 —VIP-H3N2 y PVP-RbVP. Mientras que PVP —
VSRRP y PVP-VIP-H3N2.
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VIII. DISCUSION

La asociacion entre circovirus porcino tipo 2 y enfermedades en el cerdo no
existia antes del afio 1996. A partir de las descripciones del virus y su asociacion con el
sindrome multisistémico de desgaste postdestete, en el cual la signologia es variada y
no es especifica, se asume que todos los problemas son causados por este, y se han
dejado de lado algunas enfermedades tan importantes como PRRS, e Influenza.
Tomando en cuenta los estudios retrospectivos de Ramirez Mendoza (2004) se sabe que
el virus ha estado circulando en cerdos de México desde 1972, y que hasta el 2005 la
seroprevalencia de este ya era superior al 95% en cerdos de toda la republica y de todas
las etapas de produccion. Por tanto no es un virus nuevo, sin embargo si ha estado muy
asociado a enfermedad, lo cual seguramente se debié a un cambio de virulencia de este
agente infeccioso. Algunos autores han detectado anticuerpos anti PCV2 previos a ese
afio, indicando que estos virus infectan a cerdos sin causarles la enfermedad (Larochelle
et al., 2003 ), lo cual coincide con lo observado en este estudio, donde animales
clinicamente sanos, presentan importantes titulos de anticuerpos (Gréfica 1). Las curvas
de seroconversion observadas en este trabajo son bastante tipicas, donde los anticuerpos
presentes en las primeras semanas de vida, correspondientes a Inmunidad materna,
decaen a partir de la octava semana en la mayoria de los casos excepto en el caso de
PCV2 y PRRS los cuales aumentan, asumiendo que estos son debidos al contacto con
estos antigenos de campo que también es reportado por (Larochelle et al., 2003). Esto
ultimo coincide con la préctica del movimiento y mezclado de animales lo que origina
el contacto entre animales susceptibles e infectados favoreciendo la diseminacion del
agente entre la poblacion, la infeccion en cerdos jovenes sugiere que estos pueden
permanecer infectados en forma subclinica, lo anterior concuerda con resultados de
trabajos en granjas de cerdos en etapa de finalizacion en los que se notifica

seroprevalencias elevadas sin historial clinico segun Alvarez 2004.

Kim en el 2002 y Drolet en el 2003 reportan que la simple interaccion de PCV2
y PRRS puede desencadenar una condicion de enfermedad, especialmente en el
complejo respiratorio porcino. No es este caso, donde ambos virus estan presentes con,
niveles de titulos considerables pero sin desencadenar patologia alguna en el grupo 1
que se considera clinicamente sano. Esto se debe a que ambos agentes son enzooticos,

tanto en el de pie de cria (dato no mostrado) como de linea de produccion, por lo que se
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da cierta proteccion al destete y da tiempo a que se monte una respuesta inmune sélida,
capaz de hacer frente a las infecciones. En el caso del grupo 2 donde los animales estan
clinicamente enfermos las condiciones son diferentes, a partir de la semana 6 de edad
donde se observa que los anticuerpos maternos no decaen, al contrario, aumentan con
niveles bastante considerables, asociado a una mayor presion de infeccion en edades
mas tempranas y corroboradas por los resultados de aislamiento. Dado que ambos
grupos presentan importante titulos de anticuerpos anti PCV2 y PRRS se asume que su
funcion es como agente primario y que son otros factores los que dan la diferencia entre
la condicion de sano y enfermo. Ademés de mayor presion de infeccion donde
participan otros agentes como Influenza, que su presencia no es significativa en el grupo
1 observandose que los anticuerpos detectado estan en las primeras semanas
correspondientes a inmunidad materna y se convierten en negativos hacia el final de la
engorda. Harms en el 2001 y Ellis en el 2004 afirman que Influenza esta fuertemente
asociada al complejo respiratorio porcino que se puede presentar a cualquier edad
especialmente entre las 13 y 22 semanas donde tiene importante participacion PRRS y
PCV2. Se ha reportado que el subtipo H3N2 es mas importante que el HIN1, ciertos
autores mencionan que H3N2 tiene una seroprevalencia del 65% mientras que HIN1
apenas llega al 20% lo que lo hace no relevante para la produccion. Segin Alvarez 2004
y Pallares 2002, la presencia de H3N2 si esta asociada a una condicion patoldgica sobre
todo cuando esta presente Mycoplasma hyopneumoniae. Por lo que ademéas de la
participacién de PCV2 y PRRS la presencia de Influenza subtipo H3N2 es importante

para desencadenar una enfermedad segiin Grau-Roma, 2007 y Drolet et al., 2003.

Parvovirus ha sido asociado a PMWS, se ha mencionado que este y PCV2 tiene
cierta competencia por la replicacion en los macréfagos alveolares y que de cierta forma
quien ingrese primero al organismo limita la replicacion del otro. Es dificil determinar
la edad exacta en que los animales se infectan sobre todo bajo condiciones de campo.
En este caso PPV esté presente de forma similar en el grupo 1y 2, por tanto no resulta

significativo.

En el caso de Ojo Azul, se han reportado que tiene mayor impacto en el de pie
de cria, y animales lactantes a quienes resulta fatal en el 90% de los casos, se ha

reportado que no hay mucha relacion entre la POA, y padecimientos durante el
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crecimiento dado que este virus tiene afinidad por tejido nervioso de cerdos neonatos y
lactantes, y por células germinativas testiculares de los conductos epididimarios en
individuos pos puberes, especialmente la cepa PAC3 segun Ramirez 1997 y Stephano
1993. En este caso resulta contradictorio, pues en el grupo 2, que corresponde al grupo
de animales clinicamente enfermos se puede observar un mayor porcentaje de
positividad para el virus y mayores titulos de anticuerpos con respecto al grupo 1. La
condicion de enfermedad esta mas relacionado con asociacion entre PCV2-POA, que
por los cominmente reportados que son PRRS y PPV. Si tomamos a las curvas de
seroconversion de los animales sanos como basales y las comparamos con las curvas tan
dispersas de el grupo 2, donde hay mas virus presentes y mayores titulos. Ademas juega
un papel importante en la asociacion con Parvovirus, virus de sindrome reproductivo y
respiratorio porcino e Influenza porcina subtipo H3N2 los cuales estan fuertemente
relacionados con el complejo respiratorio porcino. La relacion del rubulavirus con
PCV2, resulta ser mas importante que la asociacion de este con PRRS y PPV puesto que
las correlaciones no son significativas. La participacion activa de POA, puede estar
asociado a un cambio en la glicoproteina HN, quien es el componente mas abundante en
la envoltura del Rubuavirus porcino y hacia ella estad dirigida la respuesta inmune
producida en cerdos infectados, lo que permite el cambio de afinidad del virus y la
adaptacion a tejidos de cerdos maduros (Sanchez- Betancourt et al, 2008). Sin embargo
son necesarios mas estudios para determinar la participacion de este tanto en el

complejo respiratorio porcino como en el sindrome de desgaste pos destete.

La porcicultura en México esta bien distribuida hacia el centro y norte del pais,
regiones que segun SENASICA 2008 resultan estar libres de fiebre porcina clasica, y
Aujeszky esta en control en la zona analizada. A pesar de ser un factor importante en la
produccién, dado que se reportan mortalidades del 1-2% en la etapa de engorda y
finalizacion y puede llegar hasta un 5% en el destete. Seroldgicamente no resultd

significativa la relacion de PRV con algln otro virus en ninguno de los grupos.

A pesar de que los sistemas de produccion son muy similares en todo el pais
con sistemas multisitios, los parametros son independientes de cada granja. Se debe
tener presente que no hay dos granjas iguales, ademas la situacion sanitaria de una

explotacion esta en continuo cambio, por tanto, no se pueden generalizar los escenarios,
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y es preciso considerar cada explotacion y cada momento de forma individual. Sin
embargo, los resultados aqui presentados dan un panorama general de los que esta

pasando en México en este momento.
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IX.

CONCLUSIONES.

En animales clinicamente sanos la asociacion mas importante estd dada por

Circovirus porcino tipo 2 con Parvovirus porcino.

En ningln caso se encontrd asociacion de PCV2 con el virus del sindrome

reproductivo y respiratorio porcino.

Las interacciones que hay en el grupo de animales sanos, no se presentan en el

de animales enfermos.

En el grupo de animales enfermos, hay mayor nimero de antigenos presentes,

por ende mayor titulo de anticuerpos.

El virus de influenza subtipo H3N2, solo estuvo presente en el grupo 2.

En animales clinicamente enfermos la asociacion mas importante esta dada por

circovirus porcino y el Rubulavirus porcino.

Las principales asociaciones virales en animales convencionales en la etapa de

crecimiento no estan dadas por circovirus porcino tipo 2.
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