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RESUMEN. El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) es una infeccion viral, que se
encuentra distribuida ampliamente en el mundo y es de gran impacto en la industria porcina debido a
las pérdidas econdmicas que provoca. La enfermedad se caracteriza por provocar un cuadro
respiratorio en lechones y cerdos en crecimiento, mientras que en los sementales y vientres ocasiona
trastornos reproductivos. El agente etiologico de esta enfermedad, conocido como virus (V) del PRRS, es
un virus envuelto, compuesto de ARN de cadena sencilla, de polaridad positiva, perteneciente a la
familia Arferiviridae del género Artferivirus. Se caracteriza por tener una elevada variabilidad genética,
por lo cual en el campo existen variaciones en la agresividad del virus, por las diferentes cepas que
existen. Se han descrito dos genotipos, el americano ATCC-VR-2332 y el europeo Lelystad. El objetivo
de esta tesis es identificar la presencia del virus, en diferentes estados del pais, utilizando aislamiento
viral (AV), la técnica de la transcriptasa reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y
la de inmunofluorescencia directa (IFD). Para lo anterior, se muestrearon cerdos con retraso de
crecimiento y problemas respiratorios pertenecientes a 23 granjas de cinco estados. Se muestrearon 46
cerdos correspondientes a. catorce de Guanajuato, dos de Michoacan, cuatro de Veracruz, cinco de
Puebla y veintiuno de Querétaro. En total se trabajaron 118 muestras, de las que se tomo una alicuota
que fue macerada y en seguida se le hizo RT-PCR; obteniéndose en total 42 muestras positivas a VPRRS.
Posteriormente, se tomaron otras alicuotas, de las que resultaron positivas, que fueron maceradas, con
las que se infectaron células MARC-145, dandoseles tres pases ciegos. Al primer pase se hizo RT-PCR e
IFD y al tercero RT-PCR para corroborar la presencia del virus. En el primer pase se detectd al virus en
un total de nueve muestras, en tejidos como. tonsila, linfonodos y pulmon; siete de Guanajuato, una de
Veracruz y una de Michoacan. En el tercer resultaron tres muestras positivas. Se detectaron muestras
que a pesar de un resultado negativo en la RT-PCR, presentaban ECP, por lo que se hizo RT-PCR para
buscar al virus de la enfermedad de gjo azul (VEOA) y PCR para el circovirus porcino tipo 2 (PCV2).
Lo anterior arrojo datos interesantes, ya que en primer lugar no hay reportes en México de haber
aislado estos virus en células MARC-145. También corroboramos la presencia de coinfecciones en las
muestras. PCV2 se encontrd en 34 del total de las muestras mientras que VEOA se aislo en 23
muestras; resultados obtenidos a partir del tercer pase. Como podemos observar el VPRRS se encuentra
diseminado en varias granjas, en las que se diagnosticO mediante tres técnicas. Estos resultados
mostraron que el AV y la IFD fueron menos sensibles que la RT-PCR para la deteccion del VPRRS, no
obstante las tres técnicas son complementarias y contribuyen al diagnostico del VPRRS. También
pudimos observar que existen coinfecciones entre los virus mencionados. Es posible realizar el AV de

VPRRS, VEOA 'y PCV2 en células MARC-145.
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1. INTRODUCCION

1.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

El Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) fue reportado por primera vez en
1987 en Carolina del Norte, ya que se presento la epidemia de una nueva enfermedad que
afectaba al cerdo (Hill, 1990). A raiz de los brotes inicialmente se sospecho, equivocadamente,
que esta enfermedad era causada por diversos microorganismos que se sabia eran capaces de
causar signos respiratorios y/o reproductivos, por lo que clinicamente se le confundio con otras

enfermedades y/o agentes etiologicos (Prieto, 1997).

Al inicio, de su descubrimiento, la etiologia era desconocida por lo que fue denominada de
diversas maneras, uno de ellos fue el virus del Aborto Epizoodtico y el virus del Sindrome
Respiratorio de los cerdos (PEARS), que se utilizo en Europa para describir la forma en que se
presentaba al llegar a zonas que hasta esos momentos estaban libres de PEARS (Terpstra ef al
1991); plaga porcina del 89; Enfermedad Misteriosa del Cerdo y; Enfermedad de las Orejas
Azules, (Dial ef al, 1990; Hill, 1990). En el primer Simposio internacional de la enfermedad,
celebrado en Minnesota en 1992, se aceptd como denominacion mas idénea el nombre de PRRS

(Collins, 1992) que ha sido adoptado internacionalmente.

Desde su aparicion solo bastaron tres afios para que la enfermedad se presentara en 11 estados
de los Estados Unidos de América (EUA), al igual que los primeros indicios en Europa; y en
mayo de 1991 se presentaron mas de 3000 brotes diseminandose rapidamente por todo el
continente Europeo. Desde entonces, la infeccidon se extendid rapidamente por Europa,
detectandose en diversos paises como Alemania en 1990, Holanda en 1991, Reino Unido en
1991, Bélgica en 1991, Espana en 1991, Francia en 1991, un caso sospechoso en la entonces
URRS, Dinamarca en 1992 (Weimersheimer ef al, 1997). Posteriormente, en Japon en 1993 y
Corea en 1994. Se detectd también en Italia, Polonia, Malta y en las Filipinas asi como en Asia
(Kang, ef al. 1994, Kawashima ef al 1994, Meredith J. 1992), lo cual indico que la infeccion

abarcé a cerdos de muchos paises. (Imagen No. 1).
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Imagen No. 1. Paises y afio donde se describi6 por vez primera la enfermedad de PRRS. (Sanchez-Vizcaino, JM.
2000)

Dos grandes incidencias de VPRRS (tipo americano) se registraron en China desde mediados de
la década de 1990. De Junio a Septiembre de 2006, una forma atipica de PRRS afectd a mas de
un millon de cerdos, de los cuales 400.000 murieron, en 16 provincias de China (Tian ef al,
2007). A comienzos de 2007, la enfermedad reaparecio y desde entonces, al parecer, se¢ han
infectado 310,000 cerdos, de los cuales mas de 81,000 han muerto en 26 provincias (ProMED,

2007b).

Desde la aparicion clinica de la enfermedad, transcurrieron cuatro afios para determinar al

agente causal de la enfermedad (Suarez, 1995).

El agente etiologico responsable fue identificado en 1991, y aislado por primera vez en cultivos
de macrofagos alveolares pulmonares (MAP's), a partir de muestras de animales enfermos por
PRRS, que incluian macerados de pulmon, cerebro, linfonodos y otros 6rganos de lechones de 2
a 10 dias de edad; asi como de plasma y suero de cerdas afectadas. Ademas se consiguiod
transmitir y reproducir experimentalmente la enfermedad (Terpstra ef al, 1991), por
Wensvoort ef al, en 1991, en Holanda, conociéndose esta cepa europea como Virus Lelystad.
En 1992, en los EUA, el agente reconocido como VR-2332, fue aislado por Benfield ef al
(Méndez, 1996), para entonces se descubrio ya una diferencia antigénica considerable entre
ambos virus (americano y europeo) mediante la técnica de inmunoperoxidasa en monocapa

(IPMA) (Wensvoort ef al, 1992).
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1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

El PRRS es una de las enfermedades infecciosas mas importantes debido al impacto econdémico

que ocasiona a la industria porcina nacional e internacional (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

Por ello es evidente el intenso trabajo que se ha realizado para el desarrollo de la investigacion
de esta enfermedad, todo esto motivado por las graves pérdidas econdmicas que se han

originado en las granjas porcinas. (Suarez, 1995).

En ocasiones, es dificil atribuir el gran quebranto econdmico a esta enfermedad, ya que
presenta diferentes cuadros clinicos, debido a un sinergismo con otros virus y bacterias. Sin
embargo se puede definir el impacto econdmico directo realizando una comparacion antes,

durante y después de la aparicion de un brote en una granja. (Suarez, 1995)

De lo anterior se considera que la enfermedad produce pérdidas econdémicas importantes al
llegar por primera vez a zonas porcinas con alta densidad poblacional y susceptible. Los
problemas mas importantes se producen en las cerdas gestantes y en los lechones lactantes.

(Shin efal, 1997)

Las pérdidas atribuibles a la enfermedad se fundamentan principalmente en un aumento de la
tasa de lechones nacidos muertos, del numero de momificaciones y de la mortalidad en
lactacion, junto con otros parametros como retraso en el retorno a celo, acortamiento del
periodo de gestacion (5-7 dias), y en cerdos destetados aumento de infecciones respiratorias,
de la mortalidad, y de infecciones secundarias que causan disminucion de la ganancia de peso
y del consumo de alimento, con el consiguiente aumento del indice de conversion (Polson ef al,
1990). La infeccion en los vientres puede resultar en anorexia, pirexia, fallas reproductivas asi
como constantes retrasos en el estro, repeticiones, abortos, camadas de lechones débiles al
nacimiento; por lo que se incrementa la mortalidad perinatal (Shin et al, 1997). Otras
pérdidas se dan por el costo de tratamientos, gastos de mano de obra adicional, costos derivados

de politicas de control y/o erradicacion, investigacion etc. (Plana ef al, 1992).
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Se han realizado estudios que intentan determinar cual es el costo aproximado que ocasiona
esta enfermedad en la industria, ya que a pesar de que han pasado mas de 25 anos de
investigacion y experiencia en este tema, sigue siendo costosa practicamente en todos los

paises que enfrentan este problema (Holtkamp ef al, 2013).

El Departamento de Agricultura de los EUA realizo un estudio mediante el analisis de los
resultados de una encuesta realizada por veterinarios sobre la incidencia e impacto del VPRRS,
asi como a partir de los registros productivos de granjas comerciales con un estatus conocido
de VPRRS entre los afios 2005 y 2010, donde se evaluaron el impacto econdmico a nivel de
animal, debido a las pérdidas de productividad y otros costos atribuidos al VPRRS. El costo total
de las pérdidas de productividad debidas al VPRRS en las explotaciones de madres y de engorda
se calcul6 en $664 millones de dolares anuales (Holtkamp et al, 2013); esto representa un
ligero incremento respecto a los $560 millones de dolares de pérdidas estimadas en otro
analisis, publicado en 2005, (Neumann ef al, 2005). La principal diferencia en los resultados
obtenidos en el estudio de 2005-2010 comparado con los publicados en el 2005 es la
localizacion de las pérdidas; mientras que en el 2005 las reproductoras eran responsables del
12% del total de pérdidas por PRRS, en el periodo 2005-2010 lo fueron de un 45% (Holtkamp
efal, 2013).

Otro punto que tiene que ser considerado y de gran importancia es la dificultad en el control
de esta enfermedad debida, principalmente, a los multiples factores implicados en la patogenia,
en el genotipo del virus y en la susceptibilidad del hospedador frente al PRRS (Darwich ef al,
2010). Desde la aparicion de la enfermedad, hace mas de 20 afios, los genotipos I y II del
VPRRS se han diseminado geograficamente, ganando diversidad genética y, probablemente,
aumentado su virulencia (Murtaugh ef al, 2010).

Tal como se detectd en 2006 la aparicion de una cepa del VPRRS altamente virulenta en China,
la que tuvo un efecto devastador en la industria porcina, y demostrd la habilidad del virus de

mutar y evolucionar rapidamente (Tian ef al, 2007).

Ademas, el riesgo de transmision intercontinental de los aislados altamente patogenos del
VPRRS, detectados en Asia, también es real. Al mismo tiempo, en otras partes del mundo como

Australia, la mayor parte de América del sur y Escandinavia, la introduccion de cualquier virus
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de PRRS podria ser catastrofica para las industrias locales (Imagen No. 2). Esta situacion global

indica que el virus de PRRS por si mismo, asi como el riesgo y potenciales consecuencias de su

transmision entre regiones, no debe ser subestimado. (Cano, 2012).
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Imagen No. 2. Distribucion global del virus de PRRS e hipotética transmision intercontinental (Cano, 2012)
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1.3 ETIOLOGIA
El agente etiologico del PRRS es un virus ARN, miembro del orden WNidovirales, familia

Arferiviridae, genero Arferivirus (Brinton, ef. al, 2000).

Hay dos cepas relacionadas pero antigénica y genéticamente distinguibles: i) el genotipo 1 con
el virus prototipo Lelystad, representando los virus predominantes en Europa; ii) el genotipo 2,
aislado e identificado en EUA, el cual es antigénica y estructuralmente relacionado con el virus
Lelystad como agente productor de la enfermedad. El virus, identificado en EUA, aislado en la
linea celular CL-2621, se ha considerado cepa de referencia, recibiendo la denominacion
ATCC VR-2332 (Collins el al, 1992; Prieto, 1997), el prototipo de cepas mayormente
encontradas en Norteamérica y recientemente una variante del genotipo 2 es la causa de una
enfermedad severa en Asia. (OIE. 2008). Esta forma del VPRRS fue mas virulenta y muchos

cerdos adultos y las cerdas gestantes murieron (Tian ef al, 2007).

Dentro de esta misma familia se incluyen otros virus, tales como son el Virus de la Arteritis
viral Equina (EAV), Virus Lactico Deshidrogenasa del raton (LDV) y Virus de la Enfermedad
Hemorragica del simio (SHFV), los cuales comparten propiedades bioldgicas y moleculares
Unicas: organizacion del genoma, gran variabilidad genética, estrategia de replicacion,
secuencia de transcripcion, composicion proteica, morfologia de virion, especificidad celular
muy restringida (replicacion primaria en macrdfagos) y capacidad de provocar desde
infecciones asintomaticas, asintomaticas persistentes, o hasta casos clinicos desde leves hasta

incluso fatales (Snijder y Meulenberg, 1998; Balasuriya y MacLachlan, 2004)

1.4 MORFOLOGIA VIRAL

Propiedades de la particula viral

El VPRRS, es un virus pequeio, esférico, con envoltura y con un tamafio medio de 62 nm que
puede oscilar entre 45 y 80 nm. Con una nucleocapside central isométrica de forma
icosaé¢drica de 25-30 nm, formado por una cadena simple de ARN de polaridad positiva de

13-15 Kb (Benfield ef al, 1992-a; Dea ef al, 1995; Diaz L., 2006; Barranco, 2011).
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1.5 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El virus es estable a temperaturas de -70°C. Su infectividad se reduce lentamente cuando se
almacena a 4°C hasta un mes, y puede permanecer inalterable, pero por otro lado, es termolabil
ya que se inactiva por completo tras 48 hrs de incubacion a 37°C 6 45 min a 56 °C, en
cuanto a su densidad: se observa una banda opalescente ente 1,18-1,19 g/ml en cloruro de
cesio (CICs) y de 1,13-1,15 g/ml en gradiente de sacarosa (Benfield ef al, 1992-a). Es estable a
pH 6,5-7,5. La infectividad del virus disminuye drasticamente a pH < 6y > 7.5, es sensible al
tratamiento con cloroformo y éter, debido a la presencia de una envoltura lipidica. Este virus
no hemaglutina gldbulos rojos de pollo, cobayo, cerdo, oveja 6 humano (tipo O) (Wensvoort ef
al, 1991). No se detectan anticuerpos neutralizantes en sueros de animales positivos mediante
la técnica de ensayo de inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA) en macrofagos alveolares
(MAP) infectados con el virus, no asi cuando como sustrato se utilizan lineas celulares. (Suarez,

1995).

1.6 ORGANIZACION GENOMICA

El genoma del VPRRS es una molécula de ARN lineal de banda tnica, poliadenilada, no
segmentada y polaridad positiva, de aproximadamente 15,100 bases de longitud variable con
un maximo de 20 adeninas en su extremo 3’y en el interior del ARN genomico (Meulenberg ef
al, 1993; Conzelmann ef al, 1993). Esta cadena, esta compuesta en el extremo 5° de una
region corta no traducida (UTR, por sus siglas en inglés, unfranslated region) seguida por

nueve fragmentos de lectura abierta del inglés Open Reading frame (ORFs), llamados ORF1a,

ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 que se traslapan entre si (Conzelmann
et al, 1993; Meulenberg ef al, 1993; Allende ef al, 1999; Shen ef al, 2000; Wu WH, ef al,
2001).

Los 2 ORF’s largos (ORFla y ORF1b) se encuentran situados en el extremo 5" del genoma.
Representan aproximadamente un 80% del genoma del virus, y codifican para proteinas no
estructurales con actividad en la replicacion del RNA y en la transcripcion, incluyendo la
poliproteina con actividad de RNA polimerasa (ppla), y los 7 cortos (ORFZ-ORF7) que se
encuentran en el extremo 3°, que codifican para las glicoproteinas estructurales del virus, (GP)

2a, GP3, GP4, GP5, y las proteinas no glicosiladas 2b, la proteina M de membrana y la N de la
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nucleocapside, y también hay una region no traducida seguida de una cola de poli A (Nielsen ef
al, 2001; Stadejek ef al, 2002; Meulenberg, 1993; Abe, ef al, 2001) del ORF2-ORF6 son
solapantes y codifican para una serie de polipéptidos, con caracteristicas tipicas de proteinas de
membrana. El ORF7 codifica para la proteina de la nucleocapside, que encapsida al ARN.
(Proteina N). La expresion y replicacion del VPRRS requiere la produccion de al menos 6
fragmentos subgendémicos de ARNm, cada uno de los cuales codifica para una proteina viral

(Sanchez-Vizcaino ef al, 2000) (Imagen No. 3)

DRF5a
Ll ORFla ia 3 ORF5 RN/
g ORF1b 2 6 =
ORF 1: 14 Proteinas no Proteina E, GPZ, GP3, G
estructurales
GPS
M
N
GP4
Proteina M
GP3
Proteina N
GP2

Proteina ORF5a

ProteinaE . - CRESA

Aprox. 50 nm

Imagen No. 3. Estructura del VPRRS mostrando los ORF’s, proteinas estructurales y no estructurales. (Diaz,

2012).
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1.7 PROTEINAS ESTRUCTURALES

Proteina N. Fue la primera en reconocerse y es una proteina de 15 kDa, codificada por el ORF7.
La proteina de la nucleocapside, constituye entre 20%-40% del contenido proteico del virion,
contiene 26% de residuos basicos en el extremo N terminal, 1o cual puede facilitar su
interaccion con el ARN del genoma (Meulenberg, 2000; Meulenberg ef al, 1995; Mardassi,
1996).

La proteina N es altamente antigénica y la mas abundante en la particula viral, con una region
conservada en todos los aislados europeos y americanos, lo que la convierte en candidata para

el diagnostico general de todos los aislados (Sanchez -Vizcaino ef al, 2005).

Proteina M. Una proteina de membrana no glicosilada de 18 kDa que es codificada por el
ORF6, es la mas conservada con similitud de 94% y 100% a nivel de aminoacidos dentro del
mismo genotipo (europeo o americano). Sin embargo entre ambos genotipos solo hay 63% de

identidad de aminoacidos (Murtaugh, 1995).

Glicoproteina GP5. La glicoproteina de envoltura mayor, de 25kDa codificada por el ORF5, es
una proteina transmembranal glicosilada que se puede dividir en varios dominios: un péptido
sefial, un ectodominio (con un numero variable de sitios potenciales de glicosilacion), una
region transmembranal y un endodominio. En el ectodominio se han detectado dos epitopos
que inducen la produccion de anticuerpos, de los cuales sdlo un tipo es neutralizante. Estos
epitopos se denominan Ay B (el epitopo B es el neutralizante). Este tltimo es conservado entre
los aislamientos del VPRRS; sin embargo, no es inmunodominante, contrario al epitopo A, el
cual es inmunodominante e hipervariable. Estos epitopos se encuentran separados por siete
aminoacidos. Los cerdos infectados con VPRRS primeramente desarrollan anticuerpos no
neutralizantes contra el epitopo A y tiempo después (cuatro semanas aproximadamente)
aparecen los anticuerpos neutralizantes (AN) contra el epitopo B. En tal contexto, el epitopo A
funciona como sefiuelo del virus, distrayendo de manera momentanea la respuesta
neutralizante. Se ha observado que la GP5 forma heterodimeros con la proteina M en las
particulas virales. Estos heterodimeros también se han relacionado con la infeccion celular por

su union a moléculas de heparan sulfato y sialoadesina, principalmente en macrofagos.
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La GP5 es la proteina mas heterogénea con 88%-99% de identidad de aminoacidos entre

cepas del mismo continente y 52%-55% de identidad entre genotipos. (Flores., 2010).

La proteina GP5 se encarga de reconocer el receptor celular en las células, inducir apoptosis y
anticuerpos neutralizantes importantes en el control de la enfermedad (Macias et al,
2006).Glicoproteina GP4. Por su parte, la GP4 de 31 kDa tiene cuatro sitios de N—glicosilacion
y se han identificado anticuerpos neutralizantes (AN) anti—-GP4; sin embargo, €stos son menos

efectivos que los inducidos por GP5 (Weiland ef al, 1999).

Glicoproteina GP3. Es una proteina de 42 kDa, es la mas glicosilada del VPRRS con siete sitios
de N-glicosilacion (Meulenberg ef al. 1995). Fsta ha sido detectada en el virion de algunas
cepas europeas; sin embargo, en cepas americanas su presencia aun se cuestiona. (Mardassi et

al, 1998; Nieuwstadt A. ef al, (1995); Gonin ef al, 1998).

Proteina E no glicosilada. EI ORF2 contiene un marco de lectura interno que codifica para una
proteina no glicosilada conocida como 2b o E que esta en la envoltura. Se ha identificado la
presencia de esta proteina en células infectadas, asi como una respuesta anti—2b en cerdos
infectados con VPRRS (Wu WH. ef al, 2001) Recientemente se demostrd que la proteina 2b es
un componente integral del virion del PRRS (Wu WH. ef al, 2005) (Imagen No. 4).

= RNA @ ProteinaM Y cPs
¥ poteina N !GN ! GP3
GP2 (2ay 2b)

Imagen No. 4. Representacion esquematica de la estructura de una particula de VPRRS y situacion de las

proteinas estructurales (Diaz L1, 2006)
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Cada proteina estructural posee determinantes antigénicos comunes y de tipo especifico, que
posibilitan la diferenciacion entre aislados europeos y americanos. Las GP5y GP4, inducen AN

en los animales infectados (Sémchez — Vizcaino ef al, 2003).

En el virion, la GP5 y la proteina M forman un heterodimero con uniones de puentes disulfuro

que podria estar involucrado en la union al receptor celular (Mardassi ef al, 1996).

La proteina N contiene el epitopo inmunodominante (Yoon ef al, 1995; Plana-Duran ef al,
1997b) mientras que la GP5 contiene el epitopo neutralizante mas importante (Pirzadeh y Dea,

1997; Weiland ef al, 1999; Plagemann, 2003).

1.8 VARIABILIDAD GENETICA

Una de los aspectos mas importantes que caracteriza a este virus corresponde a la gran
variabilidad genética y antigénica de las cepas, pero los genotipos actualmente reconocidos del
VPRRS se resumen en dos tipos, el genotipo I europeo que fue denominado virus Lelystad, y el
genotipo II , siendo la cepa prototipo la ATCC VR2332 el genotipo norteamericano; éstos
fueron clasificados de acuerdo a sus diferencias clinicas, antigénicas, patologicas y moleculares,
y presentan solo un 55-65% de similitud genética a nivel aminoacido debido a su alta tasa de
mutacion ( Murtaugh et al,, 1995; Meulenberg ef al, 1997; Meng 2000; Goldberg ef al, 2000,
Mateu ef al, 2006).

Se ha informado que en los aislados americanos existe mayor diversidad genética en
comparacion con los europeos, que se encuentran genéticamente muy relacionados (Kapur ef

al, 1996)

Las mutaciones encontradas en el VPRRS, son muy dinamicas, asi por ejemplo en un informe
del 2006 se menciond que trece aislamientos del VPRRS de diferentes provincias de China
fueron estudiados y comparados con varios aislados de VPRRS de otros paises. El analisis
filogenético muestra que todos los aislamientos de VPRRS chinos en ese estudio pertenecen al

genotipo americano, a excepcion de una cepa, la B13, que agrupan como un genotipo europeo.

21

——
| —



El analisis de secuencias revelo que los aislamientos de VPRRS chinas del genotipo americano
eran muy similares en la secuencia de ORF5 y se pueden clasificar en dos subclases; uno
contiene los aislamientos de VPRRS que estan mas estrechamente relacionados con la cepa de la
vacuna estadounidense MLV y su cepa parental VR-2332, y el otro contiene solo los
lejanamente relacionados a ellas. Dentro de los aislados chinos se produjo una ligera variacion

genetica, y algunas cepas pueden proceder directamente del virus de la vacuna. (Chen. 2006).

Esta diversidad genomica del tipo II del VPRRS ha aumentado cuando en los estudios de
secuenciacion se han incluido aislados procedentes de Asia, especialmente de China, Vietnam,
Tailandia y Japon. En un estudio, secuenciaron la ORF5 de un total de 42 aislados obtenidos
entre el ano 1996 y el ano 2006 en diferentes regiones de China, y aunque todos ellos
pertenecian al tipo II, pudieron establecer dos subgrupos claramente diferenciados. El primero
de ellos engloba aislados que presentaban una variabilidad muy alta en la secuencia
correspondiente al epitopo neutralizante de la GP5, y el segundo lo constituyen aislados con
una alta similitud de secuencia con la cepa de referencia VR-2332. Parece que el primer
subgrupo es el causante de los brotes de enfermedad con elevada mortalidad ocurridos en el
sureste de China, y que son los aislados pertenecientes a este subgrupo los que mas
prevalecieron a fines del primer lustro de este siglo en las explotaciones porcinas del sureste

del pais asiatico (An ef al, 2007; Hu ef al, 2009).

En cuanto a los brotes de China hubo uno que se extendié a mas de 10 provincias (ciudades
autbnomas o regiones) y afectd a mas de 2.000.000 cerdos con aproximadamente 400.000
casos fatales. A diferencia del PRRS tipico, numerosas cerdas adultas también estaban
infectadas, lo destacado de un estudio, fue que se observéd un unico sello molecular en estos
aislamientos virales, es decir una delecion discontinua de 30 aminoacidos en la proteina no
estructural (NSP2), esto aparentemente es un factor determinante para virulencia que puede

estar implicado en la alta patogenicidad de VPRRS (Tian ef af 2007).

Lo cual concuerda con quien afirma que en lo que respecta a las proteinas no estructurales
(NSP, por sus siglas en inglés), codificadas por el ORFla y ORF1b, la NSP2 presenta una region

de alta variabilidad (en las posiciones de aminoacidos 324 a 814) solamente con 40% de
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similitud de aminoacidos entre genotipos europeos y americanos, lo que representa el gen con

la mayor tasa de variabilidad del VPRRS (Flores, 2010; Allende, 1999).

Esta elevada variabilidad puede estar asociada a dos fenomenos. En primer lugar las RNA
polimerasas del virus no poseen la capacidad de correccion de los errores que se producen en
el proceso de duplicacion del RNA; se considera que pueden aparecer de 2 a 15 mutaciones

aleatorias por cada nuevo virus producido (Domingo y Holland, 1997).

En segundo lugar, podria existir cierta capacidad de recombinacion entre cepas parecidas (Van
Vugt ef al, 2001; Murtaugh ef al, 2001). Por otro lado, numerosos estudios han demostrado
que en el curso de una infeccion se producen miles de variantes que coexisten dentro de un
mismo animal y que dan lugar a la aparicion de “cuasiespecies” (Kapur ef al 1996,; Rowland et

al,, 1999; Goldberg ef al, 2003).

Los genes que presentan mayor tasa de variabilidad son ORF5, ORF3 y ORF4, mientras que los

genes de ORF2, ORF6 y ORF7 son los mas conservados (Murtaugh, 1995).

Se han realizado infecciones experimentales en las cuales se observo que los genes que
codifican para las proteinas estructurales presentan mayores tasas de mutacion que la ORF 1,
esto quiere decir, que ORF 3,4 y 5 mutan mas que las ORF 2, 6 y 7,y se ha sugerido que esto
se presenta debido a la presion del sistema inmunitario, y que las proteinas internas casi no
presentan cambios (Le Gall ef a/ 1998; Allende ef al, 2000; Chang ef al ., 2002; Wissink ef al .,
2003; Diaz, 2006). Las proteinas estructurales M y PZb son las mas conservadas (74-81%) y
hablando de la GP5 se conserva solo un 51-58% entre diferentes aislados (Meng ef al, 1994,

Kapur ef al, 1996).

Tomando en cuenta que el ORF 5 es la mas variable de todas, se ha hablado de que podria
presentar seis sitios potencialmente antigénicos (Andreyev ef al, 1997, Pirzadeh et al, 1998), y
esto implicaria que gracias a la variabilidad que presenta, podria suceder la pérdida o
alteracion de algun epitopo provocando el enmascaramiento de epitopos neutralizantes
(Weiland ef al, 1999; Chang ef al, 2002; Plagemann, 2004), con esto, se provocarian cambios

en el reconocimiento de los mismos por parte de la respuesta inmune.
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También se han descrito, aunque no tan marcadas, las diferencias significativas entre aislados
de un mismo genotipo, inicialmente en el norteamericano, y se ha demostrado que en el
europeo igualmente pueden existir diferencias de mas del 18% dando lugar a 4 subtipos
diferentes (Drew ef al, 1997; Indik ef al, 2000, Forsberg ef al, 2001, 2002; Bignotti ef al,
2002; Stadejek ef al, 2002, 2006).

La variabilidad genética del VPRRS, esta determinada por una evolucion local y temporal a
nivel de granja y deberia ser considerada en la prevencion. Por otra parte, la asociacion entre
los patrones de glicosilacion del VPRRS y su virulencia, podria ser de interés para el desarrollo

de vacunas (Badaoui efal, 201 3).

La alta variabilidad genética del VPRRS complica el desarrollo de una respuesta inmune
efectiva entre las cepas heterologas; constituye una de las principales limitantes en el desarrollo
de vacunas, pues se ha observado que tras la vacunacion no existe proteccion cruzada de 100%
entre cepas heterdlogas (Flores, 2010), esto sugiere la necesidad de desarrollar diferentes

medidas de control frente al PRRS dependiendo del genotipo con el que nos encontremos.

El mantener bajo control la enfermedad, se vuelve muy complicado debido a esta diversidad y
al elevado numero de cepas junto con los demas factores que influyen, de ahi que surge la
necesidad de desarrollar el conocimiento de su relacion genética y al genotipo y en su caso

subtipo al que nos estemos enfrentando.
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1.9 REPLICACION VIRAL

El virus, ingresa a la célula blanco por endocitosis mediada por una proteina receptora de la
membrana plasmatica (Suarez, 2000), observandose ya a las 3 horas post-infeccion (hpi)
degeneracion celular, y a las 6 hpi particulas virales envueltas dentro de la célula, las cuales

son eliminadas por exocitosis o lisis celular (Pol ef al, 1997a) (Fig. 5)

Imagen No. 5. Mecanismo de replicacion viral del VPRRS ( Boehringer Ingelheim Vetmedica, México 2012)

Durante la replicacion viral, seguin se ha observado en las células infectadas, se produce la
formacion de 6 ARNs mensajeros subgendmicos que contienen en su extremo 3’ una cola de
adeninas y en el extremo 5’ una secuencia lider idéntica para todos ellos que deriva del
extremo 5’ del genoma del virus y que se une a las zonas 3’ mediante un sitio de union que
precede a cada ORF el cual contiene la secuencia AACC (Conzelman ef al, 1993; Meulenberg ef
al, 1993b; Meng ef al, 1994). En un estudio reciente se ha puesto de manifiesto que los ARNs
mensajeros subgendmicos son polimorficos y que el numero (6 0 7) y el tamafio exacto de los

mismos depende del aislado que se estudie (Meng ef al, 1994).
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Estos ARNs mensajeros expresan las proteinas codificadas por las ORFs del genoma. De ellas las
mas estudiadas son las proteinas E, My N. La primera sufre una disminucion de PM durante su
maduracion debido a la pérdida de hidratos de carbono ricos en manosa. Esto sucede en el
reticulo endoplasmatico, donde también sufre un proceso de glicosilacion y plegamiento, el
cual es necesario para su transporte al aparato de Golgi. La pérdida de hidratos de carbono
continua en la cisterna proximal del aparato de Golgi. La proteina M y la proteina N no sufren
cambios de PM durante su maduracion. Se ha observado que la incorporacion de la proteina M
y la proteina E al virion es en forma de heterodimeros unidos por puentes disulfuro. Sin
embargo, la proteina E se incorpora de forma mas eficiente a estos complejos que la proteina
M, la cual lo hace mas lentamente. Este fendmeno se podria explicar por el hecho de que la
proteina M tiende a formar dimeros unidos por puentes disulfuros en las células durante la
replicacion viral, mientras que no se presenta de esta forma en las particulas virales, por lo
cual se tiene que producir una disociacion de estos dimeros para que se pueda ensamblar con
la proteina E. Parece ser que la interaccion entre estas dos proteinas precede al ensamblaje del
virus, aunque no esta confirmado. Es probable que el ensamblaje del virus empiece en el
reticulo endoplasmatico, donde estan las proteinas E y M unidas por puentes disulfuro.
Posteriormente estos dimeros interaccionan con la proteina N que permanece en el citosol,
fundamentalmente en la region perinuclear. Las vesiculas que contienen la nucleocapside se
han observado en el reticulo endoplasmatico liso a las 6 hpi y desde aqui son transportadas al

aparato de Golgi.

A las 9 hpi ya se observan particulas virales en la luz del reticulo endoplasmatico liso y en la
region de Golgi, liberandose la primera progenie del virus por exocitosis entre las 9 y las 12 hpi
(Pol ef al, 1992). Al final del transito del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi la
proteina E adquiere su estructura madura (Mardassi ef al, 1996). La replicacion del virus se

limita al citoplasma (Pol ef al, 1992).

La replicacion del virus de PRRS ha sido establecido en algunas lineas celulares, incluyendo la
linea celular de rindén de mono verde africano, MARC-145 y la CRL11171 que son utilizadas

para la propagacion del virus “in vitro® (Collins ef al, 1992).
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1.10 TRANSMISION

Los verracos infectados con VPRRS pueden eliminar el virus a través del semen durante
intervalos prolongados (Prieto and Castro, 2005). Las granjas afectadas permanecen infectadas
durante largo tiempo. Esta persistencia de la enfermedad se consigue a través de varios
mecanismos como son la eliminacion de virus por animales aislados, viremia persistente o
aislada, introduccion continua de cerdos de reposicion susceptibles, replicacion del virus en
animales destetados susceptibles (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

Experimentalmente Hermann ef al, (2005) evaluaron mediante curvas de dosis-respuesta
varias vias de exposicion al virus. La dosis infectiva para la via oral fue superior que para la
intranasal (dosis infectiva de cultivo celular 10°%, versus 10*° respectivamente). Se requieren
cantidades bajas de virus para producir la infeccion en cerdos, lo cual nos indica que es
altamente infeccioso, de hecho se ha logrado infectar animales inoculandolos con 10 viriones
por via intranasal o intramuscular. Sin embargo, se requieren de 1.000 a 100.000 particulas
virales para conseguir la infeccion a través de cualquier otra mucosa (ocular, vaginal u oral).
Dependiendo de su localizacion anatomica especifica (Cafruny y Honiven, 1988) son
susceptibles al virus por un gran numero de vias incluyendo la via intranasal, oral,
intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, y vaginal;, siendo diferente la dosis infectante

minima en cada una.

El método primario de transmision del virus es a través del contacto directo animal-animal por

secrecion oro-nasal.

El VPRRS tiene la habilidad de transmitirse rapidamente dentro de las poblaciones y entre
poblaciones, lo que explica su rapida distribucion mundial. El virus se difunde rapidamente
dentro de una granja ya que la principal ruta de transmision de VPRRS es por contacto directo
entre cerdos enfermos y sanos (Albina, 1997), aunque el movimiento de cerdos entre granjas,
los aerosoles y los fomites juegan también un papel importante en la transmision horizontal de
la enfermedad (De Jong ef al, 1991; Le Potier ef al, 1995; Albina, 1997; Torremorell ef al,
1997; Lager and Mengeling, 2000; Kristensen ef al, 2002; Otake ef al, 2002).

Los cerdos pueden transmitir la enfermedad por contacto hasta 14 semanas después de la

inoculacion. El virus se puede eliminar por distintas vias, siendo posible aislarlo de las fosas
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nasales, saliva, orina y secreciones prepuciales, leche y el calostro. (Pricto y Castro, 1998
Robertson, 1992; Swenson ef al, 1994). También existen evidencias de que el virus puede
diseminarse por medio de inseminacion artificial, cuando se usa semen obtenido en la fase
aguda de la infeccion. (Swenson ef al, 1994; Prieto ef al, 1996; Prieto ef al, 1997). El virus
puede ser secretado en el semen desde la segunda semana hasta 43-92 dias pi (Mortensen ef
al, 2002). Las diferencias que se observan en la calidad del semen colectado de verracos
después de la infeccion experimental, es un deterioro significante en la motilidad espermatica y

en la normalidad de los acrosomas (Bouma, 2000).

1.10.1 Transmision vertical. Otra forma importante de transmision, es la vertical, definida
como la transmision de una generacion a otra a través de la infeccion embrional o fetal in
ufero. Si la hembra se encuentra en el ultimo tercio de la gestacion el virus es capaz de
atravesar la barrera placentaria e infectar a los fetos en el utero, lo que da lugar a la aparicion
de lechones virémicos y presentar anticuerpos frente al virus o ambas cosas, al nacimiento. Se
considera que la infeccion de las cerdas cerca de la concepcion puede provocar la infeccion
transplacentaria de los lechones. En el caso de una infeccion in ufero, los lechones pueden
morir durante la gestacion, dando lugar a nacidos muertos o a fetos momificados, nacer débiles
o incluso no presentar ningun tipo de sintomatologia, lo que da lugar al nacimiento de
animales aparentemente sanos pero persistentemente infectados (Albina ef al, 1994; Wills ef

al, 1995).

Posiblemente los embriones pueden infectarse durante las fases tempranas de la gestacion, sin
embargo los cuadros clinicos mas graves han sido descritos cuando la infeccion ocurre en el
ultimo tercio (Terpstra ef al, 1991; Chistianson ef al, 1992; Mengeling ef al, 1994; Lager et al,
1996; Prieto ef al, 1996 y 1997).

1.10.2 Transmision horizontal. La transmision directa incluye la transferencia de un agente

infeccioso por contacto fisico o por contacto con material contaminado de un animal infectado.

La forma mas comun de transmision del virus ocurre por la transmision directa, es decir por el
contacto entre animales (nariz con nariz) o por la exposicion a fluidos corporales

contaminados (semen, sangre, o incluso secreciones mamarias) (Riveroll, 2013).
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Por tanto, las practicas realizadas en la manipulacion habitual de los cerdos en la granja,
cortado de orejas, cortes de colas y colmillos o la inoculacion de medicamentos, asi como las
mordeduras y otras lesiones provocadas por la interaccion entre cerdos, facilitaria la entrada
del virus al comprometer todas estas situaciones la integridad de la piel. En consecuencia, la
transmision entre cerdos suele ocurrir por contacto directo entre animal infectado y animal

susceptible (Diaz, 2006).

1.10.3. Transmision indirecta (fomites, aerosoles). La transmision indirecta significa que es a
traves de un vehiculo intermediario incluidos objetos inanimados o sustancias (agua, comida),
o0 aerosoles. Los fomites pueden transmitir el virus a cerdos susceptibles; sin embargo el lavado
y desinfeccion de estos implementos asi como el lavado de manos y cuerpo disminuyen la

diseminacion del virus (Henry ef al, 2002).

Concretamente las botas y manos han sido identificadas como fuentes potenciales de VPRRS en
cerdos no infectados. El riesgo de transmision a través de estas vias puede reducirse mediante el
uso de protocolos como el cambio de botas y ropa, la limpieza de manos, las duchas y un

periodo entre contactos con cerdos de 12 h ( Dee, 2006).

El papel de los fomites en la transmision del virus ha sido descrito y pueden ser potenciales
transmisores de la enfermedad. Debido a la tendencia del VPRRS a circular y replicarse en la
circulacion sanguinea, las agujas para inyecciones han sido también reconocidas como medios
indirectos de transmision del VPRRS entre cerdos (Dee, 2006).
Otake ef al, (2004) demostraron que el uso de agujas de inyeccion sin cambio y contaminadas
con sangre pueden ser de las principales fuentes de infeccion y transmitir eficientemente el

virus de PRRS (Riveroll, 2013).

Los vehiculos de transporte de animales, han sido investigados recientemente como vias
potenciales en la transmision mecanica del VPRRS, también podrian actuar como una fuente

importante (Dee ef al, 2002, 2003, 2005; Dee 2006).

No se ha demostrado que se transmita al humano por vectores artropodos; también, no se ha

conseguido reproducir la enfermedad en ratones o ratas, por lo que no parecen actuar como
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reservorios de la misma; sin embargo ha aislado el virus de heces de patos migratorios

expuestos al virus en el agua de bebida. (Benfield ef al, 1999; Zimmerman ef al, 1997).

1.11 PATOGENIA

El virus causa una infeccion persistente en los animales infectados. Los animales aparentemente
sanos, recuperados clinicamente de la infeccion pueden todavia mantener infecciones de tipo
subclinico durante varios meses, actuando como fuente de infeccion para otros animales sanos.
Estos animales portadores del virus juegan un papel muy importante en el control de la

enfermedad (Sénchez-Vizcaino efal, 2000).

Se considera, que una de las vias de entrada mas importantes de este virus es la oro-nasal, ya

que penetra por via de las mucosas a través del epitelio nasal y oral.

El lugar primario de replicacion del virus se limita solamente a células pertenecientes al linaje
monocito/macrofagos en el organismo de cerdos infectados, y como es de esperar el pulmoén es
un sitio predominante de la replicacion viral (Ramirez, 2005), para luego ser transportado de
forma intracelular o libre a través de la linfa, hasta los linfonodos regionales, donde puede
replicar en macrofagos residentes (sito de replicacion secundaria). Tras la infeccion de éstos, el
virus puede distribuirse a través de la sangre, asociados con los leucocitos o los monocitos y
replicar en distintas poblaciones de monocitos o macrofagos, diseminandose por todo el

organismo (Rossow ef al, 1995; Rossow ef al, 1996; Rossow ef al, 1998).

El virus es inmunosupresor debido a su predileccion por las células mieloides, estas células son
extremadamente importantes en un gran numero de respuestas inmunoldgicas y ademas
causan la muerte de los macrofagos alveolares pulmonares (MAPs). El efecto del VPRRS causa
una baja respuesta protectora del animal infectado, por lo que aumentan los problemas

respiratorios y/o fallas reproductivas que se presentan en granjas (Done, 1995).

Los MAPs, juegan un papel muy importante tanto en la respuesta inmune innata como en la
adquirida, ya que llevan a cabo una serie de funciones que incluyen. fagocitosis, inactivacion
de microorganismos, busqueda de sitios en los que hay un dafio tisular, procesamiento y

presentacion de antigenos a los linfocitos y produccion de citoquinas.
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Se ha descrito una destruccion masiva de MAPs que se produce en la primera semana pi, que
puede oscilar entre el 50% y el 65%, disminuyendo su numero considerablemente y por Ilo
tanto disminuyendo también su funcion (Molitor ef af, 1992; Zhou et al., 1992; Molitor, 1993;
Barranco, 2011) evitando que se produzca una efectiva respuesta inmune respiratoria.

La destruccion de MAPs se acompana de una disfuncion de los mismos, consistente en una
alteracion en su capacidad de liberacion del idn superoxido y una supresion del NADPH en los
macrofagos infectados, reduccion en la cantidad de los macréofagos alveolares a los 7 dias
después de adquirir la infeccion, cambios de corta duracion en la sangre circulante en relacion
a la disminucion en los linfocitos, monocitos y neutrofilos sanguineos hasta por 4 dias después
de la infeccion. (Done, 1995).

En el recuadro A se muestra un MAP normal que atun no ha sido afectado por el virus y sigue
viable antes de la infeccion, contrario del recuadro B en el cual se observa un MAP que ya tuvo
contacto con el virus 48 horas pi y se encuentra dafiado en estructura y funcion (Imagen No.

6)

Imagen No. 6. A. MAP normal, B. MAP 48 hrs. pi (Bavera., 2006)

Fl virus infecta naturalmente a cerdos de todas las edades, replicando en el citoplasma de
células del sistema mononuclear fagocitico y en los monocitos y macrofagos porcinos que es en

donde origina un efecto citopatico.

Los viriones maduros son liberados, de la célula infectada, por exocitosis a partir de las 9-12
horas de la infeccion celular (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000) el estado de viremia se inicia

después de ese tiempo, detectandose hasta 2-4 semanas post-infeccion en animales adultos y
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hasta 3 meses en los lechones (Benfield ef al, 1997; Van der Linden ef al, 2003; Zimmerman ef

al, 2003b).

La duracion de la viremia depende de varios factores tales como la edad del cerdo, en el
momento de la infeccion, y la dosis infectante; la viremia puede durar de 2 a 3 semanas

postinfeccion llegando a ser de 6 a 7 semanas.

En los animales jovenes puede durar mas de un mes, pudiendo llegar el virus a distintos
organos, como corazon, higado, rifiones, cerebro, pulmén, nédulos linfaticos peribronquiales,
timo, médula Osea y especialmente bazo, en cuyos macrofagos se replica activamente (Van
Reeth, 1997). En las hembras gestantes atraviesa la barrera placentaria e infecta a los fetos,
provocando aborto al final de la gestacion o nacimientos de lechones débiles o muertos. En los
machos el virus puede eliminarse por semen, afectando la cantidad y la calidad del eyaculado

(Done ef al, 1995).

1.12 FORMAS CLINICAS

Se han descrito tres formas clinicas de la enfermedad.

Forma epidémica, aguda o reproductiva. En granjas libres de PRRS todas las hembras pueden
llegar a infectarse y sufrir una viremia de unas 3 semanas de duracion. Si la hembra se
encuentra en el ultimo tercio de la gestacion, el virus atraviesa la barrera placentaria y produce

el nacimiento de fetos momificados, lechones muertos o débiles junto con animales normales.

Forma endémica, respiratoria o cronica. Aparece cuando la granja se ha recuperado de la
forma aguda. Con frecuencia los problemas se detectan en las areas de destete y engorda, ya sea

en sistemas de flujo continuo o sistemas de sitios multiples.

Los lechones sufriran un periodo de viremia de 6-8 semanas, excretan durante largo tiempo el
virus, infectando a los lechones o cerdos que recién ingresan a las diferentes areas de

produccion; momento en el cual pierden la proteccidon materna con que contaban.

Por lo tanto, es frecuente observar signos respiratorios, edema en parpados y aumento de
tamafio generalizado de los ganglios linfaticos. Las lesiones presentes son comunes a las

observadas para otras neumonias de origen viral. Es comun que los cerdos virémicos sufran
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infecciones bacterianas secundarias que agravan los sintomas, complicando asi el diagnostico

clinico y morfologico.

Forma subclinica. Se trata de granjas que presentan serologia positiva al PRRS sin haberse
detectado ninguna de las formas anteriores. Puede relacionarse con la infeccion de cepas de
baja patogenicidad, en granjas con excelentes practicas de manejo o a la inexistencia de cerdas
en gestacion avanzada, de tal forma que el brote pasa desapercibido (Boehringer Ingelheim

Vetmedica 201 4).

1.12.1 Signos clinicos

Los signos clinicos de la enfermedad son muy variables. Dependen basicamente del nivel de
inmunidad de la granja, la cepa del virus y los factores de manejo reproductivo, incluyendo
diferencias en la susceptibilidad de la piara, los factores ambientales; asi como su combinacion

con otros virus que afecten a los cerdos (Done, 1995).

Los dos grupos principales de signos clinicos que son asociados con la presencia de PRRS son el
reproductivo y el respiratorio (White, 1991). El primero, incluye nacimientos prematuros,
abortos de periodos retrasados, cerdos que nacen débiles y aumenta el namero de lechones
muertos en los nacimientos y momificados (Terpstra ef al, 1991; Chirstianson ef al, 1992;

Rossow, 1998)

En el segundo, las afecciones respiratorias, tienen gran importancia; sobre todo en cerdos
neonatales, en los que existe disnea como mayor caracteristica, es usualmente que ocurra en
cerdos de 3 semanas de edad pero, tambié¢n puede ocurrir en cualquier edad, hiperapnea,
edema periocular, conjuntivitis y aumento de tamaiio de los linfonodulos (Collins ef al, 1992;

Rossow et al, 1995; Done y Paton, 1995).

Lechones. Durante la fase de 1-4 meses de contratiempos reproductivos se observa elevada
mortalidad 10-60%, presentan disnea, quemosis grave que se refiere a hinchazon
caracteristica de parpados y conjuntiva ocular (lesion patognomonica de PRRS cuando aparece
en lechones de < 3 semanas). Apatia, emaciacion, diarrea constante que no responde a los
tratamientos. Ocasionalmente. temblores, abombamiento de la frente, trombocitopenia

causando hemorragia en el ombligo. Aumento de infecciones por bacterias secundarias:
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poliartritis, epidermitis exudativa (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000), capa de pelo aspera, baja
tasa de crecimiento, conjuntivitis, edema periorbital, temblores de musculos, que se pueden
observar en ocasiones cuando estan parados, se observan como estatuas o extienden las piernas
e incluso muestran paralisis posterior, antes del inicio de la debilidad. El sangrado del ombligo
puede también ser una caracteristica y puede haber sangrado severo después del corte de cola.

(Done S., 1995).

Presentacion respiratoria en lechones. En los lechones la forma respiratoria se presenta y es
mas dificil de valorar clinicamente, ya que el cuadro, aunque puede ser grave es bastante
inespecifico. Los animales presentan tosy disnea, acompaiada de fiebre y pérdida de apetito, lo
que conlleva a una reduccion en el crecimiento. La mortalidad es elevada en cerdos de engorde,
de entre las 4 y 10 semanas de edad, y en cerdos neonatales puede ser del 100% (Rossow,

1998). (Imagen No. 7)

Imagen No. 7. A. Lechones momificados a causa de VPRRS ~ B. Lechones nacidos muertos con PRRS

(2000 - 2014. 5m Publishing)

En la Imagen No. 7, recuadro A, se muestra un lechon que esta en estado de momificacion,
debido a la infeccion del VPRRS , y en el recuadro B, se muestran lechones que nacieron
muertos, por causa de la infeccion con el virus, en ambos casos se debid a una transmision

vertical.
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Cerdos destetados y en crecimiento. En cerdos destetados y en crecimiento, se ha observado
fiebre, neumonia, defectos en el desarrollo y un incremento en la mortalidad por infecciones
bacterianas simultaneas. Las infecciones subclinicas son mas comunes en cerdos en fase de

acabado, verracos y cerdas de reposicion.

Frecuentemente se complica con Enfermedad de Glasser, meningitis estreptoccocica,
epidermitis exudativa, rinitis atrofica, colibacilosis posdestete, poliartritis, sarna y salmonelosis

(Sémchez-Vizcaino eral, 2000).

Animales adultos. Los signos clinicos que se observan con mas frecuencia en los animales
adultos incluyen anorexia transitoria, fiebre moderada y letargia (Keffaber, 1989; Loula, 1991),
sufren pérdida de la libido en los machos y se producen alteraciones importantes en la calidad

seminal (Prieto et al., 1996).

Cerdas gestantes. En las cerdas gestantes se ha observado durante la primera fase. anorexia,
fiebre, agalactia, incoordinacion, abortos. Y en la segunda fase como, consecuencia de la
transmision transplacentaria del virus, el 5-80% de las cerdas pueden presentar contratiempos
reproductivos entre los 100-118 dias de gestacion, aparecen las fallas reproductivas,
incrementos en el tiempo de retorno al celo, descenso en la intensidad de los celos, abortos
tempranos, partos prematuros, muertes de las cerdas en periodos alrededor del parto (1-4%)

(keffaber, 1989; Loula T., 1991) .

Ocasionalmente muestran cianosis en orejas, vulva y cola (Imagen No. 8A) (Done, 1995). Los
problemas reproductivos, se manifiestan en abortos, mortinatos y un aumento en el numero de

lechones débiles.

Las cerdas infectadas en el segundo tercio de la gestacion, generalmente presentan abortos,
momias e infertilidad generalizada (Imagen No. 8 B); que pueden durar de 2 a 3 meses (Albina
ef al, 1992), afectando algunos parametros como porcentaje de fecundacion, numero de

lechones vivos al nacimiento y mortalidad antes del destete (Méndez, 1996).

En los verracos, la infeccion puede provocar un descenso de la libido durante una semana
(Hopper ef al, 199Z; Feitsma et al, 1992). Se han descrito alteraciones en la calidad del semen,

como descenso en la motilidad de los espermatozoides y del porcentaje de espermatozoides con

35

——
| —



el acrosoma normal e incremento de las anomalias morfologicas (De Jong ef al 1991; Prieto ef

al, 1996).

A B

Imagen No. 8  Cianosis en orejas Lechones en proceso de momificacion

(Universo Porcino 2005)

1.12.2 Lesiones macroscopicas
En la mayoria de las infecciones por el VPRRS no complicadas con otros agentes, no se observan

lesiones macroscopicas significativas.

Algunos autores han citado la presencia de edema subcutaneo (anasarca), exceso de exudado
abdominal sanguinolento, pleuritis, rifiones congestivos, y ocasionalmente hemorragia del
miocardio, con engrosamiento y moteado blanco del corazon (Hoeffling, 1990). También se
han resefiado lesiones en pulmon con consolidacion moderada, particularmente en los 10bulos
craneales, y a veces presencia de fluido pericardico o toracico, con frecuente enmascaramiento

de las mismas por infecciones secundarias (Done S., ef al, 1992).

En infecciones experimentales realizadas con una cepa espafiola, en cerdos de 2 meses de edad,
se encontraron multiples focos de consolidacion en pulmoén, ganglios linfaticos mandibulares
congestivos, asi como ligeras hemorragias en la serosa del intestino delgado. En animales
nacidos de madres infectadas, y sacrificados a los 8 o 12 dias de edad se observaron focos

pequenos de consolidacion de color grisaceo (Plana ef al, 1992).
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La presencia de areas de consolidacion en pulmédn también es notificada por diversas autores
en lobulos contiguos, mas pronunciadas en las caras ventrales de los lobulos medios y

accesorios, parte craneal del l6bulo caudal y a veces el apical (Ramos ef al, 1992).

1.12.3 Lesiones microscopicas
A nivel microscopico se han sefialado lesiones en el aparato respiratorio, cerebro y aparato

circulatorio principalmente (Hoeftling, 1990).

Aparato respiratorio. En el epitelio nasal se ha sefialado metaplasia, degeneracion de las células
epiteliales de 1la mucosa nasal con pérdida del epitelio ciliado y degeneracion hidrdpica de las
células epiteliales (Collins ef 2/ 1992). En pulmon, se observa la lesion mas consistentemente
asociada a la infeccion por VPRRS; la presencia de una neumonia intersticial con
engrosamiento del septo alveolar de células mononucleares (monocitos, células plasmaticas,
linfocitos y neutrdfilos) (Hoeffing, 1990; Pol ef af 1991; Ramos ef al 1992; Collins ef al, 1992).
Se pueden observar abundantes células degeneradas y necroticas en el infiltrado intersticial, asi
como hiperplasia de neumocitos tipo II (Ramos ef a 1992). En mucosa nasal y tejido pulmonar
se observan abundantes c€lulas epiteliales con elevada vacuolizacion del citoplasma (Pol ef al,

1991).

Aparato circulatorio. En el sistema vascular aparece una marcada hinchazon de las células
endoteliales de capilares y venas pequeiias con alteracion de la integridad endotelial y
disfuncion de las proteinas plasmaticas en la capa subendotelial. Secundariamente se produce
la adhesion al endotelio de fibrina, plaquetas y células rojas. También se dan pequefios trombos
celulares unidos a la pared de las venas pulmonares, que pueden causar una completa oclusion
del lumen provocando una pronunciada congestion del lobulo pulmonar correspondiente. Los
macrofagos aparecen aumentados de tamafio, hinchados y la pared celular de los vasos
sanguineos dafiados (Goovaerts ef al, 1992). Esta lesion de dafio endotelial seguido de depdsitos
de fibrina y plaquetas y trombosis vascular, pudiera ser de interés en la aparicion de

determinados signos clinicos como cianosis de vulva, extremidades y orejas.
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1.13 INTERACCION CON OTROS PATOGENOS RESPIRATORIOS

Como se conoce el virus en los cerdos de engorda suele afectar el tracto respiratorio y al
sistema inmune. El virus se replica en los macrofagos pulmonares y en varias células del
sistema linfoide. Cuando los pulmones y el sistema inmunitario estan afectados por el virus, los
cerdos son mas susceptibles a otros patdogenos respiratorios y septicémicos. Por lo que
generalmente se podrian encontrar otros patdgenos involucrados en un brote, y como lo
menciona Opriessnig, 2013, directamente relacionados al complejo respiratorio porcino

(PRDC) mencionando que puede haber coinfecciones.

El término PRDC se suele utilizar para describir la interaccion de varios agentes patogenos
(tanto virales como bacterianos), factores ambientales, sistema de produccion, calidad del
manejo y factores especificos del cerdo (genética, edad, estatus inmunoldgico). El VPRRS se

considera un patogeno principal, y quiza el mas importante, del PRDC.

De acuerdo a lo anterior el VPRRS presenta coinfecciones por virus en el sistema respiratorio,

las cuales son.

Coronavirus respiratorio porcino (PRC). El cual se replica principalmente en el epitelio del
tracto respiratorio inferior y los cerdos coinfectados por PRC y VPRRS presentan una patologia

respiratoria mas severa y mas lesiones pulmonares.

Virus de Aujeszky . Que replica en los macrofagos alveolares y en los monocitos y a menudo se
relaciona con rinitis necrotizante y traqueitis. En cerdos infectados simultaneamente por
Aujezsky y PRRS se observo un aumento de la gravedad y de la duracion de la enfermedad

respiratoria.

Circovirus porcino tipo 2 (PCVZ). La concurrencia de infecciones por VPRRS y PCVZ se
produce con frecuencia en condiciones de campo y es bien sabido que potencia la enfermedad

respiratoria y la gravedad de las lesiones pulmonares y linfoides

Los estudios realizados han mostrado, tambien una asociacion con las siguientes bacterias en el

sistema respiratorio
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Streptococcus suis. Esta bacteria puede alcanzar los pulmones desde las vias respiratorias altas
0 a través de una septicemia. Los pulmones afectados a menudo estan cubiertos por fibrina. En
condiciones experimentales, la infeccion por VPRRS aumenta la susceptibilidad de los cerdos a
Strepfococcus suis y los investigadores han demostrado que el VPRRS dafia los macrofagos
pulmonares intravasculares que son importantes para la eliminacion de la bacteria del torrente

sanguineo.

Bordeftella bronchiseptica. ~ MacroscOpicamente se aprecian zonas consolidadas bien
delimitadas de color rojo oscuro o purpura con una pleuritis leve que puede detectarse
especialmente en las porciones craneales y ventrales del pulmon. En cerdos coinfectados con

VPRRS experimentalmente se ha observado una exacerbacion de la enfermedad.

Mpycoplasma hyopneumoniae. La infeccion causa pérdida de cilios, muerte de células
epiteliales y reduccion de la funcidon del aparato mucociliar. Se ha mostrado una clara relacion
entre M. hyopneumoniacy VPRRS y se suele asumir que la infeccion por VPRRS, la carga viral y

las lesiones son potenciadas por esta bacteria.

Actinobacillus pleureopneumoniae (AFF). 1os pulmones afectados tienen diversos grados de
consolidacion de color rojo oscuro-violeta con fibrina en la superficie pleural. Las evidencias
de campo sugieren que los brotes de APP son mas graves y frecuentes en las granjas infectadas

por VPRRS.

Las evidencias de los estudios experimentales en cerdos infectados unicamente por VPRRS
sugieren que por si mismo puede inducir una patologia respiratoria leve o grave pero que
raramente conlleva mortalidad. La morbilidad es mas severa y se produce mortalidad cuando

es concomitante con otras infecciones. (Opriessnig, 2013).

1.14 INMUNOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
Los responsables de las principales respuestas de defensa frente a los microorganismos y sus
antigenos son los sistemas inmunes innato y adquirido, que utilizan mecanismos para controlar

la invasion de agentes ajenos, ambos interactiian muy estrechamente.
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1.14.1 Respuesta innata frente al VPRRS

Esta respuesta innata constituye la barrera primaria frente a una infeccion, es inmediata y el
nivel de respuesta que presenta no aumenta frente a una re-infeccion, y aunque carece de
especificidad, para reconocer a los antigenos, es de vital importancia para el segundo sistema,
creando un ambiente adecuado y que estimula y facilita la funcionalidad de las células que

participaran.

Al presentarse la infeccion por VPRRS la respuesta innata es débil, en cuanto a la liberacion de
citoquinas (Van Reeth ef al, 1999, 2002; Royace ef al, 2004) y de la accion citotoxica de las
células NK (Samson ef al, 2000; Lamontagne ef al, 2003).

1.14.2 Respuesta humoral

Tras la infeccion por el VPRRS, la respuesta humoral aparece aproximadamente 5-7 dias pi, los
anticuerpos pueden observarse ya en los primeros 10-14 dias pi. Estos anticuerpos se
encuentran dirigidos a las proteinas N y M del virus pero no tienen la capacidad de
neutralizar al virus, por lo tanto no colaboran para la eliminacion del VPRRS ni en la
proteccion frente a infecciones (Muelenberg ef al, 1993; Magar ef al, 1997, Cancel-Tirado ef
al, 2004). De hecho en un estudio Yoon ef al, (1996) hablan de la posibilidad de que la
presencia de estos anticuerpos no neutralizantes puede ser contraproducente pues hablan de
que la unidn de los complejos Ag-Ac con el receptor Fc del macréfago permitiria la entrada del

virus a modo de caballo de Troya (Choi et al., 1992; Christianson et al,, 1993; Diaz, 2006).

Los anticuerpos neutralizantes (AN) aparecen a partir de las 4 semanas pi, se¢ mantienen
durante meses, pero a niveles bajos. El epitopo de neutralizacion se encuentra en la GPS
(Pirzadeh and Dea, 1998; Wissink ef al, 2003) y también estan dirigidos hacia la GP4 y la
proteina M (Weiland et al., 1999; Bastos ef al, 2004).

Los AN juegan un papel preponderante en la proteccion frente al VPRRS. Estudios iz vifro han
demostrado que dichos anticuerpos son capaces de bloquear la infeccion o disminuir el titulo

viral en cultivos de MAPs (Delputte ef al, 2004).
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1.14.3 Respuesta celular

La respuesta inmune de base celular tras la infeccion por el VPRRS se caracteriza por periodos
de leucopenia y linfopenia, después de esta fase existe un desequilibrio en los porcentajes de
las poblaciones de linfocitos circulantes y una respuesta linfoproliferativa que comienza
alrededor de la cuarta semana pi, (Christianson ef af, 1993; Nielsen y Botner, 1997; Diaz,

20086).

La respuesta celular esta regulada por diferentes subtipos de linfocitos que dan lugar a la
produccion de IFN-y a partir de la tercera semana pi, que en estudios iz vifro demostrd que
inhibi¢ la replicacion viral y disminuyo el namero de macrofagos que permitian la replicacion
y protegeria frente a la falla reproductiva y la mortalidad fetal en reproductoras y frente a la
infeccion en lechones, sin embargo se ha demostrado que también la respuesta del IFN-y es
baja e insuficiente. (Trinchieri, 1995; Bautista y Molitor, 1997; Lopez Fuertes ef al, 1999;
Meier ef al, 2003; Lowe ef al, 2005; Diaz ef al, 2006; Bautista y Molitor, 1999; Rowland et al.,
2001).

En el cerdo, las tonsilas del paladar blando comprenden la mayor parte del tejido tonsilar
(Trautmann and Fiebiger, 1957). Histologicamente, las tonsilas son tejidos linfoepiteliales
compuestos por criptas, linfoepitelio, foliculos linfoides, regiones parafoliculares, tejido
conectivo, c€lulas linfoides (linfocitos T y B), c€lulas dendriticas y macrofagos. Todos estos
componentes proporcionan al cerdo, inmunidad innata, celular y humoral tanto a nivel local
como a nivel sistémico.

Tanto la localizacion fisica de la tonsila como su organizacion histoldgica, hace que este tejido
juegue un papel importante en la respuesta inmune del hospedador. A pesar de esto, hay
microorganismos capaces de evadir las defensas inmunologicas y utilizar las tonsilas como una
puerta de entrada en el organismo, un sitio de replicacion primaria e incluso un lugar de
persistencia.

En tonsila se ha descrito la persistencia del VPRRS hasta los 151 dpi (Wills ef al, 2003),
jugando este Organo un papel fundamental como barrera primaria en la replicacion y
diseminacion del virus (Albina ef al, 1994; Wills ef al, 1997; Allende ef al, 2000; Lamontagne
ef al, 2001; Horter ef al, 2002).
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Evidentemente la interaccion del virus y la respuesta inmune del hospedador es muy compleja,
ya que hay evidencia de que los dos sistemas inmunitarios no son realmente efectivos porque
la infeccion puede tanto inducir la activacion como la subversion de la respuesta inmune
(Murtaugh ef al, 2002) y esta inmunosupresion inducida por el virus no solo es capaz de
prolongar la persistencia sino también incrementar la posibilidad y gravedad de otras
infecciones secundarias (Mateu and Diaz, 2008).

Como se ha observado, la inmunologia no es verdaderamente eficaz frente a esta enfermedad,
ya que intervienen diversos factores como lo son animales con viremias largas, infecciones
persistentes que no permiten eliminarlo de la circulacidon, y sobre todo la ineficacia parcial o
total frente a re-infecciones heterdlogas (van Woensel ef al, 1998; Meng, 2000), lo que es una
consecuencia de su diversidad genética, ya que aunque hayan desarrollado una proteccion casi
completa para re-infecciones homologas, esta proteccion es parcial o inexistente frente a re-

infecciones heterdlogas.

En un estudio mencionan que tanto la severidad de la infeccidon como la intensidad de la
respuesta inmune son menores en las infecciones por VPRRS tipo 1 que en las de tipo 2. Como
consecuencia, la inmunidad contra reinfecciones es mas dificil de estudiar en los modelos de
infeccion por tipo 1 ya que la enfermedad puede ser mas dificil de demostrar al poder
producirse una infeccion asintomatica. A causa de este problema la mayoria de las
investigaciones sobre inmunidad y vacunaciones se centran en el tipo 2, en el que la
enfermedad clinica puede reproducirse y demostrarse tanto en los modelos respiratorios como
en los reproductivos. Esta limitacion es relevante ya que el tipo 1 es el que predomina en

Europa, mientras que en Asia y Norteamérica es mas frecuente el tipo 2 (Murtaugh, 2013).

1.15 PROFILAXIS Y MEDIDAS PREVENTIVAS
El principal objetivo es continuar manteniendo la explotacion libre, el origen primario en la
transmision de la enfermedad es el cerdo infectado, por ello es esencial realizar las medidas de

prevencion adecuadas (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

A lo largo del tiempo se han desarrollado numerosas medidas de control y prevencion frente al
VPRRS, debido a su extension y a su repercusion econdmica en las principales areas

productivas de porcino de todo el mundo. A pesar de los esfuerzos realizados, las medidas
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higienicosanitarias no han conseguido por si solas prevenir la infeccion por parte del VSRRP,
especialmente en zonas con una gran prevalencia de la enfermedad, con elevadas densidades

de animales y con condiciones atmosféricas favorables para la diseminacion del virus.

Ademas, las infecciones persistentes caracteristicas del VPRRS facilitan la circulacion del virus

en las explotaciones infectadas (Martinez, 2010).

Para evitar la entrada del virus en una granja, hay que extremar las precauciones, respetando
los periodos de cuarentena, restringiendo el acceso de visitantes a la granja, imponiendo un
lavado de manos, un cambio de ropa obligatorio a la entrada de las instalaciones y evitando la
entrada de vehiculos dentro del perimetro de las mismas asi como también lavarlos y
desinfectarlos después de realizar el transporte de los animales , no introducir animales, y si asi
fuera es recomendable introducir animales procedentes de una explotacion negativo, en caso
de que los animales fueran positivos, todos deben ser retirados. (Prieto, 1997; Sanchez-

Vizcaino ef al, 2000)

1.16 VACUNAS
El fracaso de dichas medidas ha dirigido los esfuerzos en la prevencion y el control de la
enfermedad hacia la profilaxis médica, intentando obtener productos vacunales seguros y

eficaces (Martinez, ZOIO).

El gran impacto econdmico en la produccion porcina y su rapida expansion, por todos los
paises productores, generod desde el inicio un elevado interés en la produccion de vacunas que

controlaran la enfermedad.

Hasta ahora hay dos tipos de vacunas que se comercializan: inactivadas o atenuadas. La
primera vacuna inactivada (Cyblue®, Cyanamid) se cre6 en Espafa comercializandose en
1993, con adyuvante oleoso que contiene 10°° DICCT5 o, de una cepa espanola del VPRRS
obtenida en cultivos de MAP. Y a nivel mundial la vacuna que hasta la actualidad ha tenido
mayor difusion es una vacuna atenuada, la cual obtuvo licencia por primera vez en EEUU en
1994 (Inglevac PRRS® Boehringer Ingelheim); esta preparada con la cepa de referencia
americana del VPRRS ATCC VR-2332. Aunque el uso de éstas se ha extendido, su efectividad
solo es parcial (Labarque ef al, 2004; Diaz. 2006).
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Se considera que las vacunas atenuadas son mas eficaces que las inactivadas porque inducen
una respuesta celular y humoral mayor . A pesar de ello, las respuestas inmunes inducidas por
las vacunas atenuadas parecen ser aun insuficientes para proteger de la infeccion (Meier ef al,

2003; Labarque ef al, 2004; Diaz L. 2006)

Comparadas con las vacunas atenuadas, la principal ventaja de las vacunas inactivadas es su
incapacidad de diseminarse y de revertir a la virulencia, por lo que en algunos paises son las
unicas permitidas para la vacunacion de las cerdas reproductoras. Tras la vacunacion no es
posible detectar el RNA del virus ni en sangre ni en muestras orofaringeas (Nilubol ef al,

2004).

Por ¢l contrario, las vacunas inactivadas inducen una estimulacion de la respuesta inmune mas
pobre que las atenuadas, si bien algunos autores han demostrado una eficacia parcial tanto en
condiciones experimentales como en condiciones de campo (Swenson ef al, 1995; Plana-
Duran ef al, 1997) son ineficaces en prevenir la infeccion y la eliminacion via semen en
verracos (Nielsen ef al, 1997) y en prevenir la infeccion en hembras gestantes, ya que se
detecto viremia e infeccion transplacentaria de los fetos independientemente del momento de
aplicacion de la vacuna (Prieto ef al, 1997b). A pesar de ello la vacunacion con una vacuna
inactivada de genotipo europeo redujo la mortalidad pre-destete y mejord los parametros

productivos de las cerdas vacunadas (Scortti ef al, 2007).

Respecto a la respuesta humoral inducida, las vacunas inactivadas no son capaces de estimular
la creacion de AN (Meier ef al, 2003). Tal y como ocurre con las vacunas atenuadas la

produccion de AN no mejora con la administracion de un coadyuvante convencional.

Ante este escenario se han instrumentado estrategias de control en las granjas, que se basan en
el uso de sueros virémicos durante la aclimatacion de las cerdas, en el pie de cria o en el simple
contacto de animales enfermos con los animales que se pretende inmunizar (Dee., ef al, 1997,
Fano ef al, 2005). Shibata ef al, 2000 mostraron que la exposicion al virus de campo que
circulaba en la granja, prevenia los signos clinicos de la enfermedad y observo la disminucion
en los titulos de infeccidn, asi como su duracion al integrar estos animales inmunizados con el

resto (Shibata., ef al, 2000). Esta estrategia se sigue utilizando y ayuda a controlar la
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diseminacion de reinfeccion en la granja, sin embargo este método de exposicion conlleva
algunos riesgos; si en la explotacion se ha realizado recientemente un programa de vacunacion
con vacunas vivas, la posibilidad de que los animales vacunados puedan permanecer virémicos

durante semanas debe ser considerada.

La diferenciacion entre el virus vacunal y el virus de campo es compleja y no siempre
los estudios de caracterizacion son concluyentes, por ejemplo el suero utilizado para la
aclimatacion puede contener algun otro patdogeno, por lo que el lugar donde se lleva a cabo la
aclimatacion debe estar lo suficientemente lejos para prevenir reinfecciones en la granja o la

induccion de nuevas cepas (Flores, ef al, 2010).

1.17 DIAGNOSTICO

Realizar un diagnoéstico puede ser complejo porque los sintomas que produce son compatibles
con muchas otras enfermedades. Se puede emitir un diagnodstico presuntivo a base de los signos
clinicos como son falla reproductiva en las cerdas y enfermedad respiratoria en los cerdos en

crecimiento (Done, 1995).

Para realizar un diagnostico confiable, esta enfermedad se fundamenta en un diagnodstico

clinico y un diagnostico de laboratorio.

1.17.1 Diagnostico clinico
Es de gran importancia dada la diversidad en la presentacion de la enfermedad. Se debe
considerar el historial de la granja, los signos clinicos y lesiones, entre otras cosas, asi como un

diagnostico diferencial (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

La forma subclinica de la enfermedad (endémica) es frecuente en las explotaciones no
existiendo, a menudo, claros sintomas clinicos que aseguren la ausencia de enfermedad. En el
diagnostico de esta enfermedad deben de considerarse los siguientes factores: el historial de la
explotacion, signos clinicos y lesiones y los registros de produccion, serologia y deteccion del
virus. En general se debe sospechar de la enfermedad cuando existen signos clinicos de
enfermedad respiratoria y/o insuficiencia reproductiva y/o bajo rendimiento productivo

(Sanchez-Vizcaino ef al, 2000)
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El diagnodstico de la enfermedad en las explotaciones que poseen un historial previo de
serologia positiva debe basarse en la evaluacion conjunta de distintos parametros, como los
indices de produccion, la presencia de sintomatologia, cuadro clinico, lesiones y la deteccion
del virus. Una ausencia de sintomas clinicos en los animales no es significativa de que la
explotacion esté libre del virus. La severidad de los sintomas clinicos esta influenciada no solo
por la cepa de virus circulante, sino también por los procedimientos de manejo y el sistema de

produccion de cada explotacion particular (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

1.17.2 Diagnostico de laboratorio

Tendra que estar basado en diferentes pruebas para confirmar la enfermedad y la
identificacion del agente. Las pruebas a seguir pueden ser muy variadas, sin embargo, se
consideran las pruebas serologicas que son. Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
(ELISA, acrénimo  del inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Ensayo de
Inmunoperoxidasa en Monocapa (IPMA) e inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y las pruebas
virologicas que son el aislamiento viral (AV), y las pruebas de Inmunoflurescencia Directa

(IFD) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para la identificacion del virus.

Las muestras para diagnostico deben ser obtenidas preferiblemente de animales jovenes, donde

el virus se encuentra en mayor cantidad y durante periodos de tiempo mas largos.

Pruebas serologicas

1.17.3 Enzime linked immunosorbent assay (ELISA)
Son las técnicas de eleccion para los analisis seroldgicos de rutina por la posibilidad de obtener
en pocas horas un resultado del estado sanitario de la explotacion de manera rapida, sencilla y

econdmica.

Varios laboratorios han desarrollado ELISAs (indirecto o de bloqueo) para pruebas serologicas.
Se ha descrito un sistema ELISA doble—de bloqueo (Sorensen, 1997) que permite distinguir
entre reacciones serologicas frente a los tipos antigénicos europeo y americano (Sorensen,
1998; OIE, 2004). Se dispone de estuches comerciales de ELISA para determinar el estado
seroldgico de los cerdos frente al VPRRS. Estos estuches emplean los tipos para el VPRRS

americano o europeo separadamente o bien ambos antigenos combinados. La principal ventaja
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es el manejo rapido de gran numero de muestras. También se han desarrollado y estan
disponibles comercialmente ELISAs que utilizan proteinas recombinantes de ambos tipos de

VPRRS como antigenos.

Los ELISAs comerciales estan generalmente dirigidos hacia la proteina N. Una recomendacion
que debe hacerse a la hora de interpretar los resultados es que un resultado positivo no puede
relacionarse directamente con una infeccidon reciente. Los anticuerpos pueden detectarse
durante un periodo de tiempo muy largo, a partir de los 7-14 dias pi y desaparecen
generalmente antes de los 12 meses o hasta los 600 dias (Vezina ef al, 1996; Labarque ef al,

2000; Desrosiers y Boutin, 2002 Meier ef al, 2003).

Recientemente se ha demostrado una muy elevada variabilidad de sensibilidad y especificidad
de diferentes ELISAs comerciales y por tanto en la aparicion de falsos positivos y falsos
negativos (Mieli ef al, 2002; Yoon ef al, 2003). Por tanto es recomendable confirmar por
medio de otras pruebas, ya que las propiedades inherentes de cada ELISA determinaria una
sensibilidad diferente en cada uno por los antigenos usados en el tapizado de la placa (Diaz,

2006).

1.17.4 Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA)

Esta basada en la deteccion de antigenos virales sobre cultivos de macrofagos alveolares (o
subclones de la linea MA-104 en el caso de aislados americanos) infectados con la muestra
sospechosa (generalmente macerados de Organos), empleando un anticuerpo monoclonal
especifico o policlonal marcado con peroxidasa. Es una técnica muy especifica, aunque de
sensibilidad limitada y de cierta complejidad, y su interpretacion puede ser en ocasiones
problematica ya que al realizar la lectura por visualizacion al microscopio Optico no esta
exenta de subjetividad, no pudiendo ser por ello automatizada. Entre sus ventajas destaca la
posibilidad de cuantificar el titulo de anticuerpos especificos presentes en el suero. Mediante
esta técnica es posible la deteccion de anticuerpos a partir del dia 6-7 pi y hasta un ano

después (Wensvoort ef al, 1991; Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

La técnica se fundamenta basicamente en que la peroxidasa es capaz de catalizar la oxidacion

de un reactivo, el 3-amino-9-etilcarbazol, por el agua oxigenada formandose un producto rojo
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insoluble que puede ser visualizado al microscopio Optico (Graham ef al, 1965). Ademas de
MAPs, también pueden ser utilizados como sustrato cultivos de las lineas celulares ya sefialadas,
detectandose anticuerpos frente a la enfermedad a partir del sexto dia pi (Ohlinger ef al,
1991). Estos anticuerpos parecen persistir durante al menos 12 meses, aunque algunos cerdos

se convierten en seronegativos tras 4 0 6 meses.

1.17.5 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
Esta prueba detecta IgGs, las que aparecen de 7 a 11 dias pi, con una produccion maxima a los

30-50 dias y declinan hasta ser detectable alrededor de 4 a 6 meses pi.

Esta técnica consiste en poner la muestra del suero sospechoso en contacto con células
infectadas por VPRRS, para posteriormente buscar evidencia de la reaccidon antigeno-
anticuerpo mediante la utilizacion de un anticuerpo contra VPRRS conjugado con fluoresceina.
Es una prueba rapida, econdémica 'y especifica (99.5% de especificidad).
La prueba de IFI s6lo puede detectar anticuerpos producidos contra las cepas que se encuentren

altamente relacionadas con la cepa que es utilizada en la prueba.

En forma general, es necesario realizar dos pruebas simultaneas, una con la cepa
norteamericana y otra con la cepa europea (Chavez, 2006). La inmunoreaccion se manifiesta
con un conjugado marcado con fluoresceina que en los casos positivos se caracteriza por una
intensa inmunofluorescencia intracitoplasmatica. Es una técnica sensible y especifica que

permite en pocas horas la obtencion de un resultado (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

Esta técnica permite la deteccion diferenciada de inmunoglobulinas M y de inmunoglobulinas
G. las primeras se detectan desde los 5 hasta los 28 dias pi y las segundas desde los 10 hasta los
120 dias pi (Joo ef al, 1997, Zhou ef al, 2002). La sensibilidad de esta técnica esta muy
asociada a la diferencia antigénica entre la cepa usada en la IFI y la cepa de VPRRS que indujo

los anticuerpos a detectar en la muestra problema.

1.17.6 Seroneutralizacion (SN)
Otro método diagnostico es la seroneutralizacion (SN) in vifro. Esta prueba valora en el suero
sospechoso la presencia de anticuerpos especificos con capacidad para neutralizar el virus "in

vitro” Los sueros deben ser inactivados previamente.
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Es una técnica muy especifica, y permite la deteccion de anticuerpos neutralizantes a partir de
la segunda semana de la infeccion. Al igual que el IPMA, es una técnica mas compleja que el
ELISA, que no permite el analisis de un gran numero de sueros a la vez. No esta indicada para

la deteccion de infecciones agudas (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

Sin embargo, esta solo tiene utilidad cuando se utilizan como sustrato células diferentes a
cultivos primarios de macrofagos alveolares porcinos, ya que se ha observado que los
anticuerpos son importantes en el mantenimiento de la infeccion por el VPRRS y que la
formacion de inmunocomplejos favorece la endocitosis de los mismos por los macrofagos (Choi
ef al, 1992). Mediante el uso de una linea celular, la MA-104, los anticuerpos neutralizantes

son ademas de aparicion tardia (6-8 semanas pi) (Christoffer-Hennings ef al, 1992).

1.17.7 Aislamiento viral (AV)

El Aislamiento viral se realiza sobre cultivos de macrofagos alveolares porcinos, aunque su
sensibilidad no es constante. Para aislados americanos también se utilizan las lineas
celulares MA-104 y sus derivadas MARC-145 y CL-2621. En los cultivos infectados se
desarrolla un efecto citopatico (ECP) visible entre los 2-7 dias de la inoculacion, siendo en
ocasiones necesario realizar pases adicionales del cultivo. Aunque ha habido reportes de que el
ECP se presentd entre las 24 y 48 horas post-inoculacion; el ECP ha sido descrito por Pol ef al
(1992) y Paton ef al (1992a) y consiste en un redondeamiento y agrupamiento de las células,
seguido del desprendimiento del soporte en que se cultivan como consecuencia de la muerte
celular, mostrando picnosis, vacuolizacion y cariorrexis (Sierra, ef al, 2000) mencionando
también redondeamiento, y agrupamiento en racimos, mismo efecto que es caracteristico del

virus (Macias MJ ef al, 2006). (Figura 9)

Linea celular

Con efecto dtopatico

A

Imagen No. 9. Muestra el monoestrato celular con y sin ECP. ( Boehringer Ingelheim Vetmedica, México 2012)
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En la figura 9, se puede observar en la imagen A un monoestrato intacto de la linea celular
MARC-145, en la imagen B se observa un monoestrato destruido y con presencia de ECP

caracteristico a la infeccidon con VPRRS en la misma linea.

La identificacion del virus en los cultivos infectados puede ser confirmada por técnicas de

deteccion antigénica o del acido nucleico viral (PCR) (Sanchez-Vizcaino ef al, 2000).

El aislamiento viral es la prueba utilizada con mayor frecuencia para detectar virus. El
aislamiento viral se realiza utilizando macrofagos alveolares porcinos (MAPs), o una de las dos

lineas celulares CL2621 y MARC-145 (Collins ef al, 1992).

El virus puede ser aislado de varias muestras de tejidos; sin embargo, los resultados mas
exitosos se obtienen de suero y tejido pulmonar (Nodelijk, 2002). Es una técnica laboriosa y

costosa, aunque altamente sensible y especifica (Nodelijk, 2002).

1.17.8 Inmunofluorescencia directa (IFD)

Con la prueba de Inmunofluorescencia directa (IFD), la deteccion del virus, en tejidos de cerdos
infectados, ha sido descrita como una técnica diagnostica que puede ser considerada util en
cuanto a la practicidad, costos y especificidad, pero exceptuando la sensibilidad (Halbur ef al,
1994). La prueba en cortes de tejidos congelados es rapida, de bajo costo y especifica; sin
embargo, no siempre muy sensible (Yoon ef al, 2003). La IFD es una variedad de la IPMA y
presenta alta especificidad (mas del 99 %) pero se desconoce su sensibilidad al analizar
animales individualmente. (Nodelijk, 2002). Es una prueba rapida y econdmica, se utiliza tejido
fresco, preferentemente pulmon, el cual se congela a -70°C y se hacen cortes finos. Se utiliza
un anticuerpo monoclonal contra VPRRS conjugado con fluoresceina. La lectura se realiza en
un microscopio de inmunoflourescencia. Como ya se menciono es una prueba especifica pero
no es altamente sensible, sobre todo si el tejido ha sufrido algo de autolisis. Por otra parte, se
pueden utilizar anticuerpos monoclonales especificos para detectar antigenos altamente
conservados entre aislados norteamericanos y europeos, o se pueden utilizar anticuerpos
monoclonales contra epitopos menos conservados, para evaluar las diferencias antigénicas

existentes entre los distintos aislados del VPRRS. (Nelson ef al, 1993; Yang et al, 1999).
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El anticuerpo SDOW 17 ha sido ampliamente utilizado para estos fines y se ha demostrado su
capacidad de reaccionar con aislados norteamericanos y europeos del VPRRS. (Nelson ef al,

1993; Yang ef al, 1999; Malinarich ef al, 2004).

1.17.9 Inmunohistoquimica

En Canada se han aplicado técnicas inmunohistoquimicas para la deteccion directa del virus a
partir de monocapas de macréofagos o directamente de tejidos. Esta técnica se vio muy
favorecida por la existencia de un anticuerpo monoclonal que es capaz de reconocer una de las
proteinas del virus, concretamente la que migra a la altura de 15 KD en geles de

poliacrilamida, y que corresponde posiblemente a la nucleocapside virica.

La reaccion se visualiza con el uso de un segundo anticuerpo frente a la IgG de raton marcada
con oro cuyo efecto se incrementa con plata. Cuando en vez del monoclonal se usa un
policlonal, sin embargo, el grado de inespecificidad se incrementa considerablemente (Magar

efal, 1993; Suarez, 1995).

1.18 DETECCION DEL ACIDO NUCLEICO VIRAL

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular altamente sensible y
especifica utilizada para el diagnostico de muchas enfermedades infecciosas. Hay numerosos
estudios que sefialan el uso de la transcriptasa reversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) para la identificacion del acido nucleico del VPRRS en muestras de tejidos,

suero y semen (Rovira ef al, 2007).

Las variantes de la RT-PCR mas utilizadas para la identificacion del VPRRS son el RT-PCR
anidado, el RT-PCR multiplex y el RT-PCR (qRT-PCR) en tiempo real. (Ramirez, 2011). Los
ensayos basados en la RT-PCR son los que en general tienen una alta sensibilidad,
especificidad y rapidez para detectar el VPRRS y presenta ventajas en cuanto a que se puede
utilizar en muestras que resultan citotdxicas para la deteccion por aislamiento viral en cultivos
celulares. Este método indica la presencia del material genético del virus, pero no
necesariamente indica la capacidad infecciosa de ¢éste. La RT-PCR detecta el virus a través de la
amplificacion de un segmento de acido nucleico, utilizando la enzima transcriptasa reversa

(RT) para convertir el ARN viral extraido, en ADN complementario, €l cual es posteriormente
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amplificado utilizando una polimerasa (Taq polimerasa) y “primers” o iniciadores especificos

para determinados segmentos del genoma viral. (Suarez ef al, 1994).

En 1997, Gilbert ef al Describieron la técnica de la RT-PCR multiplex y de la RT-PCR anidada
multiplex para la diferenciacion de genotipos europeos y americanos del VPRRS, con el fin de
determinar el limite mas bajo de deteccion viral por la RT-PCR. Ellos mostraron que la prueba
de la RT-PCR anidada multiplex es capaz de detectar 10 dosis infectivas en Cultivo de Tejido 50
(TCIDs0) en comparacion con 10°TCID5, que pudo detectar la PCR multiplex en muestras de
suero de animales experimentalmente infectados. La mas alta sensibilidad de la RT-PCR
anidada multiplex tiene como ventaja la genotipificacion directa del VPRRS.

Guarino ef al, 1999, analizaron 24 diferentes aislados de campo del VPRRS por una RT-PCR
convencional y RT-PCR anidada usando 6 pares de “primers” de diferentes regiones del genoma
viral, con el objetivo de identificar primers universales que permitan amplificar el genoma de
todos o de la mayoria de los aislados del VPRRS. Ellos demostraron que el ORF 7 es un blanco
exitoso para el diagnostico del virus y que permitid la amplificacion de los fragmentos
correspondientes en todos los aislados probados. Otra variante de la RT-PCR empleada para la
deteccion del VPRRS es la PCR en tiempo real (QRT-PCR) que tiene la ventaja, sobre el RT- PCR
convencional, de consumir menos tiempo durante su desarrollo y disminuir la probabilidad de
contaminacion de los amplificados de ADN. El uso de una técnica como el gqRT-PCR ofrece la
oportunidad de detectar facil y rapidamente ARN viral, ademas de cuantificarlo. Asimismo,
puede monitorear amplicones acumulados directamente, durante el proceso de amplificacion

del ADN (Yang et al, 2006).
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2. JUSTIFICACION

La enfermedad de PRRS es una de las principales patologias que ocasionan un fuerte impacto a
la produccion porcina nacional y mundial. Afecta a cerdos de diferentes etapas de produccion,
ocasionando frastornos reproductivos y respiratorios, principalmente. Los trastornos
respiratorios mas frecuentes se dan en cerdos después del destete y en crecimiento, en donde el
virus del PRRS (VPRRS) participa en el complejo respiratorio porcino (CRP) junto con otras
patologias bacterianas y virales; entre las que se encuentran al virus de la enfermedad del ojo
azul (VEOA) y al circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), entre otros agentes virales. La informacion
publicada en México con relacion al aislamiento del VPRRS, aun resulta insuficiente y su
asociacion con el VEOA y el PCV-2 no es bien conocida; ademas de que se trata de un virus que
muta con facilidad. Debido a esto, es necesario conocer su situacion en el pais y contribuir con
herramientas que coadyuven a su control. De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue aislar e identificar al VPRRS en tejidos de cerdos, de diferentes estados, con problemas
respiratorios y retraso del crecimiento, ademas buscar la posible asociacion con otros virus que
participan en el CRP, con la finalidad de obtener aislados que contribuyan con el arsenal

biologico para un mejor diagnostico y control de la enfermedad.
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3. HIPOTESIS

Mediante el aislamiento viral en cultivos celulares y el uso de otras técnicas como la PCR y la
inmunofluorescencia directa, podremos identificar la presencia del virus del VPRRS y de otros
virus a partir de tejidos de cerdos retrasados y con problemas respiratorios, de diferentes

granjas porcinas del pais, contribuyendo con ello al cepario nacional.
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4. OBJETIVO GENERAL:

Aislar al virus del PRRS a partir de tejidos de cerdos de diferentes estados del pais.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES:

a)

b)

Aislar al VPRRS en cultivo celular (CC) a partir de tejidos de animales de granjas
ubicadas en diferentes estados del pais,

Confirmar la presencia del VPRRS en cultivo celular por medio de las técnicas de RT-
PCR e IFD.

Identificar coinfeccion con virus de la enfermedad del gjo azul (VEOA) y el circovirus
porcino tipo 2 (PCV-2).

Contar con los virus aislados del VPRRS para contribuir con un cepario nacional.
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5. METODOLOGIA

5.1 GRANJAS
Se muestrearon 23 granjas de ciclo completo de los siguientes estados. i) diez de Querétaro, ii)

ocho de Guanajuato, iii) una de Michoacan, iv) una de Veracruz y V) tres de Puebla.

5.2 MUESTRAS

La seleccion de los cerdos para la toma de muestras se basd en aquellos que presentaron
signos respiratorios y retraso del crecimiento. Los tejidos colectados de cada cerdo se
transportaron en nitrégeno liquido (-196°C) y se guardaron en congelacion a — 70°C, en el

Laboratorio de Virologia del CENID-MA, INIFAP, hasta su utilizacion.

5.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Aislamiento viral.- Con las muestras de tejidos se procedio a realizar un macerado utilizando
aproximadamente 1 g de tejido congelado. El tejido se cortd finamente con ayuda de un bisturi
en un mortero frio; después se agregd arena estéril para favorecer la trituracion y 2 ml de
medio de cultivo y se macero. Posteriormente se homogenizo con 2 ml mas de medio de cultivo
y se vacio a un tubo de centrifuga. El macerado se centrifugd por 20 min a 3,000 rpm en
refrigeracion. El sobrenadante se colectd con una jeringa de 5 mly se filtr6 empleando un
filtro de 0.45 um. La muestra se colocod en un criovial de 1.8 ml, se identifico y se congelo a -

70°C.

Con todos los macerados obtenidos se procedid a inocular la linea celular MARC-145,

preparada en microplacas de cultivo de 24 pozos'

! (Nunclon Brand Products Cat. 14398)
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Linea celular.- Se utilizo la linea celular MARC-145 porque es una de las lineas susceptibles
para el aislamiento del VPRRS (OIE, 2008). La linea celular se mantuvo utilizando el medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham, adicionado con el
10% de suero fetal bovino (SFB) y 250 Ul/mg/mL de una mezcla de antibidtico de penicilina-
estreptomicina®. Para los pases de las células se utilizo tripsina-verseno comercial (Tripsina al
0.05 %: Verseno al 0.05% en solucion salina de fosfatos sin calcio ni magnesios). El pH del
medio de cultivo se ajustd con una solucion estéril de bicarbonato de sodio al 8 %. Las células se

mantuvieron a 37°C con una atmosfera de 5% de CO..

Inoculacion de cultivo celular.- Para este propodsito se prepararon microplacas de 24 pozos
con las células MARC-145, con una confluencia de 60-70%, se retird el medio de cultivo,
excepto en los pozos de los controles negativos, por cada espécimen se inocularon dos pozos,
afiadiendo 200ulL /pozo. Se inocularon dos pozos con VPRRS de referencia (control +) y se
dejaron dos sin inocular (control -), se dejo incubar 1 h a 37°C con 5% de CO,, al término de
este tiempo, se retird el medio de todos los pozos iniciando con los del control negativo y
posteriormente se colocaron de nuevo 200 pl de medio fresco, adicionado con 2% de SFB y
250 Ul/mg/mL de una mezcla de antibidtico de penicilina-estreptomicina; los monoestratos se
incubaron a 37°C con 5% de CO,, por 7 dias. Al término de los 7 dias de incubacion, se realizo
una cosecha de las muestras; se reviso el estado de las células y después se hizo un raspado con
ayuda de una puntilla de micropipeta en toda la superficie del pozo que contenia a las células,
después se homogenizo y se retird el medio de cada pozo junto con las células ya desprendidas
para colectarlo en un tubo Eppendorf ya identificado. Posteriormente se congelaron a -70 °C
los tubos de cada muestra y se guardaron para realizar el siguiente pase. A todas las muestras
se les dieron 3 pases ciegos, de la misma forma mencionada anteriormente. Al tercer pase, se
inocularon dos pozos adicionales con virus de la enfermedad del ojo azul de referencia y otros

dos pozos con virus silvestre de PCV2, previamente aislado en CC e identificado por PCR.

2(IO,OOO U/mg/L en solucion salina de NaCl al 0.85% marca In Vitro catalogo A-01)

¥(Marca IN-VITRO, Cat. EN-005).
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5.4 CONSERVACION DE LOS ESPECIMENES
De cada pozo se hicieron alicuotas de 1 ml, que fueron depositadas en un criovial y congeladas

a -70° C y/o en nitrogeno liquido hasta su uso.

5.5 IDENTIFICACION DEL VIRUS

Identificacion por RT-PCR, IFD y PCR. Para la identificacion del VPRRS, primero se
descongelaron todas las muestras de tejido a las que se les hizo la prueba de RT-PCR; las
muestras positivas se inocularon en células MARC-145, como ya se menciond, en donde se les
dieron tres pases ciegos; al tercer pase se hicieron las técnicas de RT-PCR para identificar al
VPRRS, RT-PCR para el virus de la enfermedad del ojo azul (VEOA) y PCR para el circovirus
porcino tipo2 (PCV-2). Por separado se inocularon, con macerados de tejidos positivos por RT-
PCR al VPRRS, monoestratos de células MARC-145 contenidas en camaras Labtek; las laminillas

inoculadas se tifieron para identificar al virus por IFD.
RT-PCR para la identificacion del VPRRS.

Extraccion de ARN. En el caso de muestras de tejido, aproximadamente 1 g de una mezcla de
tonsila, pulmoén y linfonodo (inguinal, submaxilar y/o retrofaringeo) se maceraron con 5 mL
de solucion salina fisioldgica estéril. Enseguida se centrifugaron a 16,000 xg por 5 minutos y se
tomaron 200 ul de sobrenadante para realizar la extraccion. Se utilizo el “kit” comercial “High
Pure PCR Template” (Roche) y se siguio el protocolo descrito por el fabricante (ver Imagen No.
10), con la excepcion de que en el ultimo paso el ARN fue eluido en 50 ul de agua libre de

ADNasas y ARNasas en lugar del “ Flution Buftter".
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Imagen No. 10. Columnas de extraccion
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200 pl de muestra l«—___| Afadir 200 pl de Binding

Buffer y 40 de Proteinase K e
inmediatamente incubar por
10 minutos a 72° C

Afiadir 100 ul de isopropanal,
posteriormente aplicar la mezcla al

High Pure filter tube y centrifugar
/ por 1 minuto a 8000x g

Descartar el flujo que quedo en

el tubo recolector

\

centrifugar por 1 minuto a 8000 x g

Afadir 500 pl de Inhibitor
Removal Buffer

Anadir 500 pl de Wash

NS
centrifugar por 1 minuto a 8000x g

Descartar el flujo que quedo en

el tubo recolector

<

Buffer

—

centrifugar por 1 minuto a 8000 x g

g

<

Descartar el flujo que quedo en

el tubo recolector

Afadir 500 ul de Wash
Buffer

—

centrifugar por 10 segundos a 13000 x g

—

Descartar el flujo que quedo en

el tubo recolector

Afadir a un nuevo tubo
200 pl de Elution Buffer

(702C)

A‘fugar por 1 minuto a 8000 x g

L

Descartar el tubo recolector

<

'/ DNA purificado

Imagen No. 11. Diagrama de procedimiento suministrado por el fabricante del kit comercial High Pure PCR

Template (Roche) para obtencion de RNA.
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ADNc y Amplificacion. La transcripcion reversa y la amplificacion se llevo a cabo en un solo
tubo. Para la identificacion del virus en las diferentes muestras se realizdé un primer RT-PCR.
Para este fin se utiliz6 un par de oligonucledtidos que amplifican un fragmento aproximado de
300 pb, del ORF 7 con los iniciadores: 5’-CCAGCCAGTCAATCARCTGTG-3" y 5-
GCGAATCAGGCGCACWGTATG-3" (Donadeu ef al, 1999). Las condiciones para la mezcla
fueron de 1X de Buffer, 2.5 mM de MgCl,, 0.4 mM de una mezcla de desoxinucleotidos, 20
pmol de cada iniciador, 1.25 U de Taq polimerasa, 3 pug de albumina sérica bovina y 1 ul de
ARN molde para un volumen final de 25 pl. El programa de amplificacion consistio de un ciclo
a 48 °C 30 min, seguido de 94 °C 10 min; 35 ciclos a 94 °C 1 min, 58 °C 1 miny 72 °C 1 min;
y un ciclo final a 72 °C 7min, utilizando un termociclador de la marca Labnet International,

Inc. Multigene (Imagen No. 12).

Imagen No. 12 Termociclador marca Labnet International, Inc. Multigene.
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De cada producto de amplificacion 8 ul. fueron mezclados con 1 ul de buffer de muestra y
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % en buffer de Tris-acido acético-EDTA
(TAE), tefiido con GelRed™ como agente intercalante revelador. EI corrimiento se llevo a cabo a
80 volts durante 40 minutos aproximadamente (Imagen No. 13). Posteriormente el gel fue
observado bajo luz ultravioleta con un fotodocumentador dela Marca GeL Logic

1500 Imaging System (Imagen No. 14).

Imagen No. 13 Fuente de poder marca Life Technologies modelo 250. Y la Camara de electroforesis

marca C.B.S. Scientific Co., Modelo MGU-202T.

62

——
| —



Imagen No. 14 .Fotodocumentador Marca GeL Logic 1500 Imaging System
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Técnica de inmunofluorescencia.- Se prepararon camaras de 8 pozos con la linea celular
MARC-145 con una confluencia del 50 %, se inocularon con las muestras positivas al VPRRS
identificadas por PCR (Imagenes No. 15 y 16). Se inocularon dos pozos con las muestras
positivas y dos pozos con un control positivo a PRRS y se dejaron dos pozos sin inocular como
control negativo. Las muestras se incubaron 1 h a 37°C con 5% de CO,, al término de este
tiempo, se retird el medio de todos los pozos iniciando con los del control negativo y
posteriormente se adiciond medio nuevo con 2% de SFB y 250 Ul/mg/mL de antibidtico; los
monoestratos se incubaron a 37°C con 5% de CO,, por 3 dias, para ver la presencia o ausencia
del ECP. Al cabo de estos dias se retird el medio de cultivo y se separd la cuadricula de las
laminillas, y posteriormente cada laminilla se fijo en acetona a temperatura ambiente durante

10 min, posterior a este tiempo se dejaron secar las laminillas para proceder a su tincion.

Imagen No. 15 Camaras de cultivo celular, de 8 pozos Marca Lab-Tek (Lab-Tek-Products)
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Imagen No. 16. Camaras de cultivo celular, de 8 pozos Marca Lab-Tek (Lab-Tek-Products)

Para tefiir las laminillas, se utiliz0 un conjugado monoclonal comercial SDOW 17, utilizado
comunmente en las pruebas de diagnostico para el VPRRS que esta dirigido contra una
proteina de la nucleocapside viral (Rossow, 1998; Sierra ef al, 2000), Se depositd en cada
pozo de la laminilla de 0.05 a 0.1 ml del conjugado previamente diluido 1.100, amablemente
donado por un laboratorio privado, las laminillas se incubaron a 37°C durante 30 min, dentro
de una camara humeda. Al termino de este tiempo, se elimind el exceso de conjugado, y se
realizo un enjuague con una solucion buffer de fosfatos (PBS), sumergiéndolas 10 veces en el
mismo, posteriormente se colocaron en PBS nuevo, a temperatura ambiente, durante 10 min y

se les dio un enjuague final con agua destilada, para quitar el exceso de PBS.

Se dejaron secar y se les colocd una solucion de glicerina con PBS (50 % - 50 %) y un
cubreobjetos. Se procedid a hacer la observacion al microscopio invertido con lampara de

mercurio Xendn para fluorescencia, marca Olympus modelo IX70.

65

——
| —



PCR para la deteccion del circovirus tipo 2. La extraccion del ADN total se realizod de la misma
forma que para la deteccion del virus del PRRS. La secuencia de los iniciadores usados fueron:
CAGCAACATGCCCAGCAAGAAGAAT y TCGATCACACAGTCTCAGTAG (1), fragmento que
flanquean: ORF V1. El tamafio del producto de amplificacion fue de 703 pb. Las condiciones de
la reaccion de PCR fueron: Buffer de PCR 1X, 1.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP’s, 20 pmol de
cada iniciador, 1.25 U de Taq polimerasa Gold y 2 ul de ADN, para un volumen final de 25 ul.
El programa de amplificacion fue. Un ciclo a 94 °C 4 min, 35 ciclos a 94 °C 30 seg, 54 °C 30

seg y 68 °C 90 seg, y un ciclo de extension final a 68 °C 3 min.

PCR para la deteccion del virus de la enfermedad del ojo azul (EOA). La extraccion del ARN
total se realiz6 de la misma forma que para la deteccion del virus del PRRS. La Secuencia de los
iniciadores empleada fue: TCCCCCGATGCGATTATTGAG y CCCCCTTCGAGCTGGATTCTG (2).

Fragmentos que flanquean al Gen NP. El tamano del producto de amplificacion es de 375 pb.

Condiciones de la reaccion de RT-PCR. Se llevd a cabo en un solo paso bajo las siguientes
condiciones: Buffer de PCR 1X, 2.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTP’s, 20 pmol de cada
iniciador, 5 U de inhibidor de ARNasas, 2.5 U de Taq polimerasa Gold, 12 U de transcriptasa

reversa, 3 ug de albumina sérica bovina y 2 ul de ARN, para un volumen final de 25 pl.

Programa de amplificacion. Un ciclo a 48 °C 30 miny 95 °C, 35 ciclos a 94 °C 1 min, 58 °C 1

miny 72 °C 1 min, y un ciclo de extension final a 72 °C 7 min.
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6. RESULTADOS

De acuerdo a la metodologia establecida, se realizo el muestreo en granjas ubicadas en los
estados de Querétaro, Guanajuato, Michoacan, Veracruz y Puebla. Al respecto se obtuvieron
118 macerados de las mismas. En cuanto al aislamiento viral, los resultados del primero y
tercer pase se muestran en la tabla 1. En algunas muestras se observd ECP, el cual consistio en
c¢lulas refringentes, redondeamiento, y se agruparon en racimos, mismo efecto que es
caracteristico del VPRRS (Macias, ef al, 2006) en algunas se presentaron vacuolas y pérdida

de la confluencia con respecto al control negativo.

En la Tabla No. 1, se observa el numero de granjas y de muestras obtenidas en cada una de
ellas, mostrando también los resultados finales en cuanto al ECP que se detectd en las muestras
trabajadas en CC. En el estado de Querétaro, hubo ECP en 2 de 61 muestras en el primer pase
y solo en 1 de 61 en el tercer pase. En Guanajuato, hubo ECP en 8 de 37 tanto en el primer
como en el tercer pase. En Puebla el ECP se presentd en en 5 de 10 en el primer pase y una en
el tercer pase. De Veracruz el ECP se presentd en 1 de 4, del primer pasey en 2 de 4 en el
tercer pase. Y de Michoacan el ECP fue observado en 1 de 6 en el primer pase yen 3 de 6 en el
tercer pase. Dando un total de 17 (14.4 %) muestras positivas, de 118, en el primer pase y 15

(12.7 %), de 118, en el tercero.

Tabla No. 1. Resultados de la relacion entre el primer y tercer pase celular, del ECP observado
en las 118 muestras obtenidas de las 23 granjas muestreadas de Querétaro, Guanajuato,

Michoacan, Veracruz y Puebla.

ECPenel
Nuimero ECPencel
1¥ Pase en
Estado de granjas y total de 3 Pase en
CC
muestras CC

10 Granjas
Querétaro

(61 Muestras)
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8 Granjas
Guanajuato 8/37 21.62 8/37 21.62
(37 Muestras)
3 Granjas
1/10 10
(10 Muestras)

1 Granja
Veracruz
(4 Muestras) 2/4 50

1 Granja

Michoacan
(6 Muestras)

En el presente estudio, los monoestratos controles negativos se mostraron viables, con su
estructura intacta, renfringentes, sin ningun dafio, lo que indic6 que no sufrieron ningun
cambio alguno y por lo tanto se encontraron en 6ptimo estado, como se muestra en la Imagen

No. 17.

En cuanto al control positivo, se puede observar que el monoestrato se encontrd desprendido,
las células muertas, alargadas, y en algunas se observaron vacuolas, y también redondeamiento
lo cual, es caracteristico de la presencia de una infeccidon causada por un virus con capacidad
citopatica, como el virus en cuestion; este dano en las células refleja muy probablemente la

presencia del agente, como se observa en la Imagen No. 18.

Al enfrentar las células a las muestras, se observaron cambios notables que indican la presencia
del virus como en la Imagen No. 19, la cual fue una de las muestras obtenidas, en la que se
identifica un ECP positivo; se observan células alargadas, redondas, agrupadas y también se

muestra un claro desprendimiento del monoestrato, lo cual concuerda con el control positivo.
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En la Imagen No. 20, se observa una muestra que tiene el ECP caracteristico ya que presentod
células agrupadas, muertas, redondas, hay desprendimiento del monoestrato, algunas células se

encuentran alargadas y tambien hay vacuolizacion.

Lo anterior muestra, como tal, las caracteristicas de unas células que se encuentran infectadas
debido a la presencia del virus, provocando un ECP muy singular y caracteristico. Pero cada
muestra reacciona de diferente manera, por lo cual, en la Imagen No. 21 podemos observar
pérdida casi total del monoestrato, los islotes de células que se observan son muy pocas y ya se
encuentras redondeadas y agrupadas en racimos, lo cual es un ECP caracteristico que nos

indica que estas c¢lulas ya no se encuentran viables.

Imagen No. 17. Células MARC-145, control negativas. El monoestrato esta intacto y viable, con algunas células

redondas y desprendidas, Microscopia Optica 20x.
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En la Imagen No. 18, se observa el monoestrato desprendido casi en su totalidad (flecha roja),

redondeamiento de c€lulas (flecha azul) y el cambio en la forma de las c€lulas, se observan

alargadas (flecha negra).

Imagen No. 18. Control positivo por duplicado utilizando células infectadas con VPRRS, linea celular MARC-

145. Microscopia Optica 20x.
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En la Imagen No. 19, es posible observar pérdida del monoestrato (flecha en rojo),

redondeamiento de células (flecha en azul) y el alargamiento de las mismas que denota su

pérdida de viabilidad (flecha en negro).

Imagen No. 19. Muestra de tonsila, lechdn 3 de Guanajuato, AV positiva linea celular MARC-145. Microscopia

Optica 10x.
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En la Imagen No. 20, es posible ver mayor cantidad de células redondeadas, algunas de ellas
con presencia de vacuolas (flecha azul) también se puede observar aunque en menor cantidad,

la perdida de monoestrato que presenta esta muestra solo en algunas zonas (flecha roja), de

igual manera , el alargamiento de células es notorio (flecha negra).

Imagen No. 20. . Muestra de ganglio retrofaringeo, Lechon 3 del estado de Veracruz, AV positiva linea celular

MARC-145. Microscopia Optica 20x.
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En la Imagen No. 21 es posible ver un dano casi total en la poblacion de células, que ya se
encuentran casi en su totalidad desprendidas, el monoestrato se perdio6 casi por completo (rojo)
y solo quedaron algunos islotes de células, las cuales, en su mayoria presentan redondeamiento

y dano en su estructura (negro).

Imagen No. 21. Muestra de tonsila, lechon 1 del estado de Gauanajuato, AV positiva linea celular MARC-145.

Microscopia oOptica 10x.
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En la Tabla No. 2, observamos que en cuanto al RT-PCR en tejidos, el virus se encontro en: 3
de 61 muestras de Querétaro, 26 de 37 en Guanajuato, 8 de10 en Puebla, 4 de 4 de Veracruz, y
4 de 6 en el estado de Michoacan. En cuanto al aislamiento, en el primer pase se obtuvieron 7
de 37 en Guanajuato, 1 de 4 en Veracruz y 1 de 6 para el estado de Michoacan. En el tercer
pase 2 de 37 positivas en el estado de Guanajuato y 1 de 4 en el estado de Veracruz. La IFD se
realizo solo en siete de las 9 muestras positivas del primer pase; seis de Guanajuato y una de
Veracruz, las dos faltantes no se hicieron debido a que los monoestratos se desprendieron
totalmente en el proceso de tincion. La IFD se hizo en el primer pase, ya que fue en éste en

donde se obtuvo mayor numero de casos positivos en comparacion con el tercer pase.

En la Tabla No. 3, se observa el numero de muestras positivas al VEOA y al VPRRS por RT-PCR y
al PCV-2 por PCR. En relacion al VEOA, del tercer pase en CC, fueron positivas: 15 de 61 en
Querétaro, 5 de 37 en Guanajuato, y 3 de 6 en Michoacan, respectivamente. Para el PCV2,
también del tercer pase en CC, el numero de muestras positivas fue de: 15 de 61 en Querétaro,
10 de 37 en Guanajuato, 4 de 10 en Puebla, 2 de 4 en Veracruz y 3 de 6 en Michoacan,
respectivamente. En el caso del VPRRS el numero de muestras positivas, a partir de primer pase
de CC, se obtuvieron 7 de 37 en el estado de Guanajuato, 1 de 4 en el de Veracruzy 1 de 6

para el estado de Michoacan, respectivamente.

En la Tabla No. 4, se muestra que, en el primer pase, nueve muestras que mostraron ECP
fueron positivas al AV, lo que se confirmd por RT-PCR para VPRRS. De las nueve muestras
positivas, solo se trabajaron 7 para IFD, dado que el monoestrato de las otras dos se
desprendieron totalmente. En el tercer pase las muestras 7 y 8 mostraron ECP y ademas fueron
positivas para el VPRRS por RT-PCR, y también para el AV, la muestra 102, 138 y 143
mostraron ECP pero fueron negativas a las otras pruebas, la muestra 139, no presento ECP,
pero fue positiva por RT-PCR a la EOA, 1la muestra 140 presentd ECP y fue positiva a la RT-PCR
para EOA, en la muestra 10 de Veracruz ya no se observo ECP sin embargo también se mantuvo

el aislamiento del VPRRS y la muestra 148 mostrd ECPy fue positiva a los tres virus.
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Tabla No. 2. Resultados de la identificacion del VPRRS, por RT-PCR, en muestras de tejidoy en

CC; asi como resultados por IFD.

Resultado
RT-
PCR/VPRR
S 1% Pase
en CC

Nuimero de Resultado
granjasy RT-
total de PCR/VPRRS
muestras/ en tejido

Tejidos

10 Granjas
Querétaro (61
muestras)

8 Granjas

Guanajuato (37

muestras)

3 Granjas
Puebla (10

muestras)

1 Granja
Veracruz
(4 muestras)
1 Granja
Michoacan
(6 muestras)

NSH: NO SE HIZO,

Resultado
RT-
PCR/VPRRS
3% Pase en

cC

*Una de las muestras de Guanajuato y Michoacan, se desprendid el monoestrato, por lo que no se pudo hacer la

IFD.
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En la Imagen No. 22 se observan los resultados de la prueba de RT-PCR para la deteccion del
virus del PRRS a partir de tejidos de cerdos. Tamafio del producto de amplificacion: 300 pb.
Estado de Querétaro granja 5. carril 1, marcador de tamafio; carril 2, tonsila; carril 3,
linfonodo; carril 4, pulmoén; carril 5, tonsila; carril 6, control positivo; carril 7, control

negativo.

Imagen No. 22. RT- PCR para la deteccion del VPRRS. Tamaiio del producto de amplificacion
300 pb.
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Respecto a la técnica de inmunofluorescencia se evidenciaron los islotes de células que se

encontraban infectadas, resaltando la tincion del citoplasma.

En la Imagen No. 23, se observan las células que quedaron fijas en la laminilla y que muestran

fluorescencia negativa., utilizando el conjugado SDOW-17.

En la Imagen No. 24, se observan islotes de células que muestran fluorescencia alrededor del

citoplasma (40x)

En Imagen No. 25, se puede observar mayor confluencia de células que se encuentran teniidas

por el conjugado y gracias a ello muestran fluorescencia.

En las imagenes Nos. 26 y 27, se observa buena confluencia de células, las cuales en su mayoria
se encuentran tefiidas con el conjugado mostrando la fluorescencia positiva alrededor del

nucleo.

Imagen No. 23. Imagen del control negativo para la técnica de IFD. Microscopia Optica 40x.
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Imagen No. 24. Imagen de IFD positiva en células MARC-145. Microscopia Optica 40x, (Flecha amarila)

Imagen No. 25. Islotes de células MARC-145 infectadas con VPRRS y evidenciadas por IFD. Microscopia optica

— s




Imagen No. 26. Imagen de IFD positiva. Microscopia optica 40x. Islotes de células (flecha amarilla)

Imagen No. 27. Imagen de IFD positiva. Microscopia optica 40x.

— )




Tabla No. 3. Resultados de la identificacion mediante la técnica de RT-PCR para los virus de
PRRS y EOA, primer y tercer pase en CC, respectivamente; y la identificacion mediante PCR

del PCV2, tercer pase en CC.

Numero de
granjas y total

de muestras

10 Granjas
Querétaro
(61 muestras)

8 Granjas
Guanajuato
(37 muestras)

3 Granjas

(10 muestras)

1 Granja

(4 muestras)

1 Granja
Michoacan

( 6 muestras)
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En la Imagen No. 28, se muestra la banda de amplificacion de la prueba de RT-PCR para la
deteccion del virus del PRRS a partir de sobrenadantes de CC de tejidos de cerdos. Estado de
Guanajuato, granja 8: Carril 1, tonsila lechon 1; Carril 2, pulmoén lechén 1; Carril 3, linfonodo
lechon 1; Carril 4, pulmon lechon 2; Carril 5, Control positivo; Carril 6, Control negativo;

Carril 7, marcador de tamafo.

500 pb

Imagen No. 28. RT-PCR para la deteccién del virus del PRRS. Tamafno del producto de

amplificacion. 300 pb

Debido a que en algunas muestras se presentd ECP y dieron un resultado negativo a VPRRS por
RT-PCR, se determiné realizar la identificacion de otros virus que actualmente se encuentran

afectando a las piaras. Los resultados del diagnostico se muestran en la tabla 3.
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En la Imagen No. 29, observamos la banda de amplificacion de la prueba de RT-PCR para la
deteccion del VEOA a partir de sobrenadantes de CC del tercer pase de tejidos porcinos. Estado
de Michoacan, granja 1. carril 1, control positivo; carril 2 tonsila lechén 1,; carril 3, pulmon
lechon 1; carril 4, linfonodo submaxilar lechon 1; carril 5, tonsila lechon 2; carril 6, pulmon
lechon 2; carril 7, linfonodo submaxilar lechon 2; carril 8, control negativo; carril 9, marcador

de tamano. Producto de amplificacion, 375 pb.

500 pb

L rerey

300 pb

ey

Imagen No. 29. RT- PCR para la deteccion del virus de la EOA. Tamaifio del producto de
amplificacion, 375 pb.
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En la Imagen No. 30, se muestra la banda de amplificacion por PCR para la deteccion del PCV2
a partir de sobrenadantes de CC, tercer pase, de tejidos de cerdos. Estado de Querétaro, granja
2. carril 1, marcador de tamafio; carril 2, linfonodo retrofaringeo lechon 1; carril 3, tonsila
lechon 1; carril 4, pulmoén lechon 2; carril 5, linfonodo retrofaringeo lechon 2; carril 6, control

positivo; carril 7, control negativo. Tamafio del producto de amplificacion: 703 pb.

703 pb

Imagen No. 30. PCR para la deteccion del circovirus porcino tipo 2. Tamano del producto de

amplificacion. 703 pb.
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En la Imagen No. 31, se muestran dos fotografias con monoestratos de células MARC-145. En
la imagen A, se puede observar un sincitio localizado en la parte central del campo
(microscopia Optica 5x, flecha azul), En la imagen B, se observa el mismo sincitio, pero con
mayor aumento (microscopia Optica 20x flecha azul). Este ECP, una de las caracteristicas del

VEOA, indica la posible presencia del VEOA; el cual se confirmé mas tarde por RT-PCR.

Imagen No. 31. Linea celular MARC-145, evidenciando un ECP caracteristico de algunos

paramixovirus y del VEOA.
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Tabla No. 4. Se muestran los siguientes resultados de: i) ECP, RT-PCR, AV e IFD, para VPRRS, de
sobrenadantes de CC-MARC-145 inoculadas con macerados de tejidos porcinos (primer pase);

ii) AV, ECP, RT-PCR (PRRS Y EOA), PCR (PCV2) de sobrenadante de CC, pertenecientes al tercer

pase del espécimen, en células MARC-145.

PRIMER PASE TERCER PASE
Numero de
RT- RT- J| RT- § PCR
muestra AV IFD AV
ECP f| PCR ECP PCR §| PCR § PCV2
PRRS f| PRRS
PRRS PRRS §| EOA
7 + + + + + + + - -

T
102 + + + - + - - - -

ENEIEEEEEEEE

T

+ +

NSH: NO SE HIZO
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7. DISCUSION

Actualmente la enfermedad del PRRS es considerada como una de las mas importantes debido a
que causa grandes pérdidas econdmicas a la porcicultura mundial y nacional. La deteccion
oportuna de esta enfermedad, ayuda a implementar medidas de control para disminuir el

impacto de la misma en las granjas.

En México, los estudios serologicos realizados desde 1995, han indicado que el PRRS se
encuentra ampliamente distribuido y es comun encontrar cerdos con anticuerpos en la
mayoria de las granjas tecnificadas (Weirmersheimer, ef al. 1997; Morilla et al, 2003;

Riveroll, 201 3)

Sin embargo, en pocos estudios se enfoca a llevar a cabo la deteccion del VPRRS, empleando el
aislamiento viral y corroborandolo con RT-PCR ya que en la practica clinica no es muy

costeable.

En este estudio, el objetivo fue aislar en cultivo celular al VPRRS a partir de muestras de tejidos

y corroborar su presencia empleando las técnicas de RT-PCR e IFD.

El aislamiento viral constituye una técnica de diagndstico muy importante, pero poco utilizada
debido a la infraestructura necesaria para llevarla a cabo. Es posible aislar el virus de varios
organos y tejidos incluyendo el pulmoén, la médula 6sea, el bazo, el timo, las amigdalas palatinas
(tonsilas), los ganglios linfaticos, el corazon, el cerebro, el higado y el rifion (van Alstineei et al.,

1993).

En el laboratorio el virus puede cultivarse en MAPs obtenidos por lavado pulmonar
(Wensvoort ef al, 1991) o en lineas celulares establecidas procedentes de rifion de mono (CL-
2621 y MA-104) (Benfield ef al, 1992; Kim ef al, 1993). Se ha descrito que aunque para el
aislamiento se recomienda el uso de MAPs, existe variabilidad entre grupos de macrofagos en
cuanto a su susceptibilidad frente al virus, ya que hay cepas de las cuales no se logra el
aislamiento como sucedid en el estudio de M. Ramirez ef al, 2013, por tanto es necesario
identificar a un grupo de MAPs con elevada afinidad al virus, por lo que se utilizan las lineas

celulares susceptibles al virus para su replicacion (OIE, 2008).
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En el presente trabajo, se empled para el aislamiento viral, la linea celular MARC-145, porque

es una de las lineas susceptibles reportadas para el aislamiento (OIE, 2008).

Inicialmente, para este estudio todas las muestras de tejido se analizaron por la técnica de RT-

PCR punto final, para detectar el producto del ORF 7 que amplifica un tamafio de 300 pb.

En el estado de Veracruz y Michoacan solo fue posible muestrear una granja de cada estado.
Por medio de la técnica de RT-PCR en tejido, se logro detectar al virus en el 100 % (4/4) de las

muestras de Veracruz, y en un 66 % (4/6) de las de Michoacan (Tabla No. 2).

Como se observa en la Tabla No. 1, al realizar el cultivo celular, en el primer pase de las
muestras de estos dos estados, se observo ECP en un 16.66 % (1/6) en las muestras de
Michoacan. En Veracruz, en un 25 % (1/4) del primer pase; al llevar a cabo un tercer pase se
pudo observar en el 50 % (2/4) de las muestras en el estado de Veracruz, y en el de Michoacan
se observo en un 50 % (3/ 6). Posteriormente, a estas muestras a partir de cultivo celular se les
realizo la prueba de RT-PCR, tanto al primer como al tercer pase, y fue posible detectar al virus
en una muestra del primer pase de cultivo celular correspondiente al estado de Michoacan y
una muestra de Veracruz se detecto en tanto en el primer como en tercer pase (Tabla No. 2), no
obstante que presentaban ECP en ambos pases (primero y tercer pase) esto pudo deberse a que

estaban presentes los demas virus, principalmente VEOA, ya que PCV2 no produce ECP.

Con relacion al estado de Querétaro de igual manera, al realizar el RT-PCR a partir de las
muestras de tejido, se detectd el virus en un 4.9% (3/61) (Tabla No. 2). Se observo ECP
sugerente del VPRRS en un primer pase de CC en el 3.27 % (2/61) muestras ,observandose
posteriormente en un tercer pase el ECP solo en un 1.6% (1/61) (Tabla No. 1), pero al realizar
una prueba de RT-PCR, a partir de éstos, ya no se detectd presencia del VPRRS en ninguna de
las muestras, sin embargo las muestras en general mostraron un ECP que pudiera ser
sospechoso, ya que fueron negativas a VPRRS por RT-PCR, esto indica que los dafios
observadas en las células no correspondieron a este virus, lo que pudiera ser consecuencia de

otro (Tablas Nos. 1y 2).
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En el caso de las 3 granjas muestreadas en Puebla, se detecto al virus a partir de tejido, por la
técnica de RT-PCR en un 80% (8/10) (Tabla No. 2). Con relacion al CC, se observo ECP, en el
50% (5/10) de las muestras, en un primer pase, sin embargo al llevar a cabo el tercer pase, se
mantuvo solo en una de las muestras (1/10) (Tabla No. 1). Posteriormente, al realizar la prueba
de RT-PCR a partir del primer y tercer pase del CC, ya no se detectd presencia del virus en

ninguna de las muestras. (Tabla No. 2).

En cuanto al estado de Guanajuato, los resultados de RT-PCR a partir de las muestras de tejido,
se detecto al virus en un 70.2 % de las muestras (26/37) y con relacion al AV tanto en el
primer como en el tercer pase fue posible observar ECP en (8/37), cabe mencionar, que
aundue es el mismo nimero de muestras no en todos los casos suelen ser las mismas (Ver Tabla

No. 1 en anexos).

Al confirmar la presencia del virus por RT-PCR, en primer y tercer pase a partir de CC, se
detecto, la presencia del virus en un 18.9 % (7/37) y 5.4 % (2/37) respectivamente (Tabla No.
2).

Cabe aclarar que la técnica apropiada para realizar el aislamiento viral, indica que la rutina es
dar tres pases ciegos, que fue lo que se realizd en este estudio. Sin embargo, al término del
tercer pase, solo se pudo detectar al virus en tres de las muestras por RT-PCR, por lo cual se
procedio a aplicar esta misma técnica también al primer pase, obteniendo con ello nueve
muestras positivas, es por esto que se realizd a estos dos pases y no al segundo. En cuanto al
ECP, se observd el mismo comportamiento en las células en los tres pases, ya que no hubo una

variacion significativa.

Como lo menciona Ramirez M ef al, (2013) esto puede deberse a que la prueba de RT-PCR es
mas sensible que el aislamiento viral para identificar cerdos infectados con VPRRS (Wills ef al,
2003; OIE, 2008; Ruiz ef al, 2009); ya que la primera puede detectar no solo al virus sino
también solo una parte de su genoma, aunque no se encuentre viable, por lo cual, al ser
analizadas las muestras de tejido por esta técnica, se logra realizar la deteccion del virus en
mayor porcentaje de positivos con relacion al AV, pues éste requiere la presencia del virus

viable para que pueda replicarse, y ademas la sensibilidad de la prueba puede estar afectada
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por el proceso de toma de muestras, incluyendo la temperatura a la que son conservadas y el

intervalo transcurrido desde la recogida (Dee, 2006).

También podria considerarse que en el manejo experimental en el laboratorio pudo haberse

inactivado ya que es un virus muy susceptible a las condiciones de temperatura y pH.

Aparte de realizar RT-PCR a las muestras que salieron positivas, también se les hizo la prueba
de IFD, como técnica de diagnostico alterna, ya que es otra opcion para la corroboracion del
VPRRS, tanto en cortes de tejido como en células infectadas utilizando anticuerpos
monoclonales conjugados con fluoresceina (Benfield ef al, 1992; Nelson ef al, 1992; Yoon ef

al, 1992b; OIE, 2008).

En este trabajo se utilizo el anticuerpo monoclonal SDOW-17, conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) el cual reacciona con un epitopo de proteina de la nucleocapside especifica
al virus de PRRS y con un alto grado de especificidad para cepas tanto europeas como

americanas (Sierra efal, 2000).

En las muestras donde se logro aislar con éxito el virus, fue posible llevar a cabo la IFD, a partir
del primer pase del CC, detectandose la presencia del virus en un 77.7% (7/9) 6 muestras del
estado de Guanajuato y una del estado de Veracruz. En este caso, el conjugado utilizado fue
donado, y ya se encontraba en una dilucion adecuada segun las especificaciones de donde se
realizé la titulacion por lo tanto, no se tuvo la oportunidad de titularlo nuevamente y se usod
como tal. Esto puede explicar la tincion un poco difusa de las muestras, aunado a que muy
posiblemente los virus aislados, hayan sufrido algun grado de mutacion y el AC monoclonal
SDOW-17, no haya sido muy sensible para la deteccion de la proteina de la nucleocapside, ya
que Si bien la técnica de IF posee 99.5% de especificidad, tiene baja sensibilidad (Collins ef al,
1996; Ramirez, 2013). Ademas, no obstante que el ORF-7 que codifica para la nucleoproteina

es la mas conservada, hay estudios donde se ha encontrado variabilidad (Macias ef al, 2006).

Por tal motivo la fluorescencia observada en las muestras positivas a la RT-PCR, fue débil o
poco clara, a pesar de que si fue posible observar un ECP compatible al descrito al VPRRS en

todas las muestras.
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Con respecto a la deteccion de otros virus en las muestras de tejidos trabajadas, la literatura
describe que existen trabajos que han encontrado la asociacion de éste virus con otros agentes
patogenos tales como el virus de influenza porcina, coronavirus respiratorio porcino, virus de
Aujeszky y rubulavirus porcino en animales de granjas de ciclo completo y nuestro

(Opriessnig, 2013).

En este estudio, en algunas muestras de CC, se observo ECP, con sincitios sugerentes al causado
por el virus del EOA, con resultado negativo al RT-PCR para PRRS. Por lo que se llevo a cabo la
técnica de RT-PCR para la deteccion del VEOA, con el objeto de poder detectar la presencia de
otros virus que pudieran estar involucrados, considerando que se podria esperar un resultado
negativo, ya que en la literatura no esta reportado que los virus trabajados repliquen en la linea

celular utilizada, ya que se han utilizado principalmente para el aislamiento del VPRRS.

Hasta la fecha, es la primera vez que se detecta la presencia del VEOA en muestras trabajadas
con células MARC-145 ya que diferentes autores han mencionado que el VEOA replica en una
amplia variedad de cultivos celulares sin incluir a las MARC-145 (Martinez ef al, 1985;

Moreno-Lopéz et al, 1986; Stephano, 1985; Stephano, 1988).

En el caso de PCV2, encontramos, que se pudo aislar en las células MARC-145, en donde no se
observo ECP, pero si fueron positivas por PCR; de acuerdo a la literatura, éstas células no son las
apropiadas para aislar a PCV2. En este sentido nuestros hallazgos, concuerdan con lo que
refiere Sanchez-Vizcaino ef al, 2000, ya que también menciona, que el PCV2 no produce ECP
por lo que es necesario identificarlo por medio de otras técnicas de deteccion viral,

principalmente inmunohistoquimica o PCR.

Recientemente se ha observado y demostrado experimentalmente coinfeccion en la infeccion
del virus del PRRS con el PCV2 (Peihu et al,, 2013). Sefialando que la infeccion concurrente con

PRRS y PCV2 produce una neumonia mas severa. (Drolet ef al, 2003, Peihu et al, 2013).

Como se observa en la tabla 3, Con respecto a la EOA, se logro aislar e identificar mediante
RT-PCR a partir del tercer pase y se puede mostrar que se encuentra en los estados de
Querétaro, Michoacan y Guanajuato. Esto es un resultado esperado, ya que Michoacan y

Guanajuato, son estados endémicos de esa enfermedad (Martinez ef al, 2012).
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En el caso de Querétaro, no es endémica, pero se puede encontrar presente también, debido a
que es un estado vecino de Guanajuato, y por ende hay paso obligado de camiones con cerdos
vivos, provenientes de la zona occidente, hacia la zona metropolitana del Distrito Federal. Por
otra parte, muy posiblemente, existe intercambio genético, mediante cerdos vivos, de la zona
porcicola de occidente, hacia el estado de Querétaro; en cuanto a Veracruz y Puebla, no estuvo
presente, ya que no son estados endémicos de esta enfermedad. Referente a PCV2, igualmente,
se aislo a partir del tercer pase y se identificO por medio de la técnica de PCR. Esta es una
enfermedad que se encuentra diseminada no solo en todo el pais sino a nivel mundial, por lo
cual los resultados mostrados en la tabla coinciden con la situacion actual, ya que se puede

observar que se encuentra en todos los estados muestreados.

El VPRRS logro aislarse a partir del primer pase, solo en los estados de Guanajuato Veracruz y
Michoacan y en cuanto al tercer pase, se mantuvieron solo 4 aislados, dos de Guanajuato , uno

de Veracruz y uno de Michoacan.

La enfermedad mas comun que encontramos en su mayoria fue PCV2, ya que estuvo presente
en todos los estados donde realizamos el monitoreo. Veracruz fue uno de los estados con mas
incidencia de esta enfermedad con un 50% (2/4) de muestras positivas, tomando en cuenta
también que se logro obtener un aislado del VPRRS, en un 25 %, una de las cuatro muestras que
en un principio dieron positivas para el RT-PCR en tejido lo cual indica la presencia de

coinfeccion con estas dos enfermedades.

El segundo estado con un porcentaje del 50% es Michoacan el cual en este caso, también
presenta la misma incidencia de la enfermedad de EOA, con un 50%, y también se identifico al
VPRRS con un 16.6%, lo cual nos habla de que en este estado, se encuentran las 3 enfermedades

en el ganado porcino de las granjas muestreadas.

En cuanto a Puebla, es el estado con la tercera incidencia mayor a PCV2, con un porcentaje del
40% al aislamiento. Si observamos en la Tabla No. 2, al realizar el RT-PCR al tejido, también
presenta un 60% de incidencia para el VPRRS; pero aunque presento un ECP del 50%, ya no se

corrobord en el aislamiento.
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Hablando de Guanajuato, en este estado, fue posible identificar los tres virus presentes en las

granjas.

El virus con mayor incidencia fue PCV2Z con un 27% de muestras positivas, pero ademas
también fue el estado con mayor presencia del VPRRS, ya que tuvo una incidencia del 70.2 %
en muestras de tejido, y ademas fue posible su aislamiento en un 18.9 % en muestras del
primer pase del CC, observando un ECP en 7 de las 37 muestras trabajadas. En el caso
especifico de EOA, también se presentd en un 13.5 %; es el segundo estado en el cual se

encuentran presentes las tres enfermedades en las granjas porcinas muestreadas.

Querétaro, fue el estado con menos presencia en el caso de la enfermedad de PRRS ya que solo
se presento en tejido en un 4.9%, pero ya no estuvo presente en la prueba del AV en el CC; las
causas pudieron ser las mismas mencionadas anteriormente, sin embargo hablando sobre las
otras dos enfermedades, EOA y PCV2, tuvieron la misma incidencia en las muestras con un
24.6% en ambas, por lo cual este estado aunque podria decirse que es casi libre de PRRS, las
otras dos enfermedades si estan presentes. Y esto explica de alguna manera, porque en el caso
de la prueba de aislamiento viral, se observa en la mayoria de las muestras, un ECP, que se
denomind como posible sospechoso (ver anexo tabla 1), ya que no era exactamente un ECP que
esperabamos en el caso de PRRS, pero si se presentd en algunas de las muestras, asi como
sincitios, singular ECP de la EOA (Imagen 31 Ay B ); es por esto que la presencia de este

virus puede ser la principal causa del ECP.

Esto concuerda con Opriessnig (2013) mismo que menciona que cuando los pulmones y el
sistema inmunitario estan afectados por el virus, los cerdos son mas suceptibles a otros
patdgenos respiratorios y septisémicos. Por 1o que generalmente se podrian encontrar otros

patogenos involucrados en un brote, como sucedio en este caso.
Respecto a la Tabla No. 4 podemos observar que en cuanto al primer pase, siete muestras de

Guanajuato, una de Veracruz y la de Michoacan presentaron ECP y también dieron un

resultado positivo para la técnica de RT-PCR logrando asi su aislamiento, y siete de ellas
pudieron ser corroboradas por IFD, ya que en el caso de las otras dos muestras las cé¢lulas se

desprendieron de la laminilla y no pudo ser posible observar nada.
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En el caso del tercer pase solamente en 4 de las muestras, dos procedentes de Guanajuato una
de Veracruz y una de Michoacan se detecto al virus por la técnica de RT-PCR, esto quiere decir
que se mantuvo el aislamiento del VPRRS, sin embargo en una de ellas (muestra 10) ya no se
observo ECP en el tercer pase, esto nos puede indicar que posiblemente en el primer pase hubo
un efecto toxico del macerado, o también que esta cepa no lo produce ya que en la literatura se
han descrito aislados que no producen ECP, de tal manera que es necesario realizar tinciones
inmunolodgicas para determinar su presencia. Entre las tinciones utilizadas estan la
inmunofluorescencia directa (IFD) (Yoon ef al, 1992b) y la IPMA (Wensvoort ef al, 1991,
Prieto C 1997.), sin embargo fue positivo para PRRS como lo mencionado por Ramirez ef al
2013 en donde El 70% (7/10) de los aislados no presentaron lesion celular o ECP en las células

pero a pesar de ello si hubo replicacion.

Como podemos ver, hay un aislado que mostro ECP pero fue negativo al VEOA y otro que fue
positivo al ECP y positivo a la EOA y una muestra no mostrd ECP pero fue positiva a la EOA. Lo
Anterior nos indica que hay VEOA, que causan un ECP claro y otros aparentemente no.

(Comunicado Personal, Rivera-Benitez, 201 4).

Ademas de observar en una de las muestras de CC, del estado de Michoacan que existe una
coinfeccion entre los tres virus, sin embargo al llevar a cabo el tercer pase, solo se detectaron
VEOA y PCV2 y el VPRRS ya no, y en tres casos a pesar del ECP positivo ya no pudimos detectar
a ningun virus, esto pudo deberse muy probablemente al manejo no muy apropiado en el

laboratorio, en cuanto a temperatura y pH ya que es un virus muy labil.
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CONCLUSIONES

v’ Se identifico mediante la técnica de RT-PCR al VPRRS en las muestras de organos de
cerdos pertenecientes a los estados de Veracruz, Michoacan, Guanajuato, Puebla y

Querétaro.

v Se realizo el AV del VPRRS en muestras de cerdos pertenecientes a los estados de

Guanajuato, Veracruz y Michoacan, en células MARC-145.

v’ Se logro identificar al VPRRS por medio de las técnicas de diagndstico ya mencionadas,
reforzando asi la efectividad del diagnostico utilizandose en conjunto en lugar de una

sola técnica.

v De acuerdo a este trabajo, se observo una coinfeccion de VPRRS con PCV2 y EOA en

cualquiera de sus combinaciones, en los animales muestreados.

v Se replicaron en la linea celular MARC-145 los virus del PCVZ y EOA, aunque
inicialmente solo se buscaba aislar VPRRS, esto permite ampliar nuestras herramientas

para el diagnodstico por AV.
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ANEXOS
TABLA 1. Resultados de cultivo celular
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TABLA 2. Resultados del RT-PCR. A partir de tejidos y de la cosecha de CC.
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POS
POS
POS
NEG
POS
POS
POS
POS
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS
POS

RT-PCR
DE

3° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

RT- PCR
DE

1° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
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& RT-PCR | RT- PCR
DE DE

s | Estabo TEJIDO 3°PASE | 1°PASE

“ VPRRS | VPRRS
VERACRUZ 1 POOL C-1 POS NEG NEG
VERACRUZ 1 POOL C-2 POS NEG NEG
GUANAJUATO 5 PULMON D-2 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 5 TONSILA D-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 1 PULMON C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO I TONSILA C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO 1 LINFONODO C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO I LINFONODO C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 1 PULMON C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO | TONSILA C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 PULMON C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 LINFONODORFC-1  NEG NEG NEG
QUERETARO 2 TONSILA C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 PULMON C-2 NEG NEG NEG
|| QUERETARO 2 LINFONODO RFC-2  NEG NEG NEG
QUERETARO 2 TONSILA C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 3 PULMON C-1 NEG NEG NEG
QUERETARO 3 TONSILA C-1 NEG NEG NEG
]| QUERETARO 3 LINFONODO SMAX C-1 NEG NEG NEG
"I QUERETARO 3 PULMON C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 3 TONSILA C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 3 LINFONODO SMAX C-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 4 LINFONODORFC-1  NEG NEG NEG
QUERETARO 4 TONSILA C-1 NEG NEG NEG
Il QUERETARO 4 PULMON C-1 NEG NEG NEG
"I QUERETARO 4 GRFC-2 NEG NEG NEG
QUERETARO 4 TONSILA C-2 NEG NEG NEG
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ESTADO

QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
| QUERETARO
QUERETARO
<" QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
"~ QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
o/ QUERETARO
/|| QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
| QUERETARO
¥4 | QUERETARO
' QUERETARO
' QUERETARO

(=)}
N

6

F:I)J
=
I
A
2’
| 58
| 59
| 60
| 62
| 64
| 65
| 66
| 67
| 68
| 69
| 71

NN
@ N

o) NMERIEIR IR
Ol |N|o|a|s

i

o Qg1 g1 g g O

R R ©® B O N N N NN NN NN 600 oo o0 &0 .

TEJIDO

PULMON C-2
PULMON C-1
LINFONODO C-1
TONSILA C-1
TONSILA C-2
LINFONODO C-2
PULMON C-2
TONSILA C-1
LINFONODO C-1
PULMON C-1
TONSILA C-2
LINFONODO C-2
PULMON C-2
TONSILA C-1
LINFONODO C-1
PULMON C-1
PULMON C-2
LINFONODO C-2
TONSILA C-2
TONSILA C-3
PULMON C-3
LINFONODO C-3
TONSILA C-1
PULMON C-1
LINFONODO C-1
TONSILA C-2
PULMON C-2

NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

RT-PCR
DE
3° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

RT- PCR
DE
1° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
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ESTADO

QUERETARO
QUERETARO
'~ QUERETARO
s QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
<. QUERETARO
2" QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
©/ QUERETARO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
/(01| GUANAJUATO
(07| GUANAJUATO
) GUANAJUATO
(8 GUANAJUATO
/(01| GUANAJUATO
GUANAJUATO
(071 GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO
GUANAJUATO

©
—

N

)

N N N N 60 0 0 & &0 & & &

TEJIDO

LINFONODO C-2
PULMON C-1
LINFONODO C-1
TONSILA C-1
PULMON C-2
LINFONODO C-2
TONSILA C-2
TONSILA C-1
PULMON C-1
LINFONODO C-1
TONSILA C-2
PULMON C-2
LINFONODO C-2
TONSILA C-1
PULMON C-1
L. INGUIN C-1
TONSILA C-2
PULMON C-2
L. INGUIN C-2
TONSILA C-3
PULMON C-3
POOLGING C-3
TONSILA C-1
PULMON C-1
L. INGUIN C-1
TONSILA C-2
PULMON C-2

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
NEG
NEG
POS
POS
NEG
NEG
NEG

RT-PCR
DE
3° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

RT- PCR
DE
1° PASE
VPRRS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
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RT- PCR RT-PCR | RT- PCR

N
F
=
2%
@)
3

< EN DE DE
ESTADO g TEJIDO TEJIDO | 3°PASE | 1° PASE
T VPRRS | VPRRS

| GUANAJUATO 7 L. INGUIN C-2 POS NEG NEG
] GUANAJUATO 8 TONSILA C-1 POS NEG POS
i) GUANAJUATO 8 PULMON C-1 POS NEG POS
)l GUANAJUATO 8 LINFONODO C-1  POS NEG POS
1 GUANAJUATO 8 RINON C-1 POS NEG NEG
GUANAJUATO 8 PULMON C-2 POS NEG NEG
GUANAJUATO 8 POOLG.ING.C-2  POS NEG POS
MICHOACAN 1 TONSILA C-1 POS NEG NEG
MICHOACAN 1 PULMON C-1 POS NEG NEG
MICHOACAN 1 LINFONODO SMAX C-1 NEG NEG NEG
MICHOACAN 1 TONSILA C-2 POS NEG NEG
MICHOACAN 1 PULMON C-2 POS NEG POS
5] MICHOACAN 1 LINFONODO SMAX C-2  NEG NEG NEG
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TABLA 3. Resultados de PCR respecto a otros virus.

|78
o
s B PCR
Z 5| ESTADO GRANJA | EOA

GUANAJUATO 1 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 1 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 1 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 1 NEG NEG NEG
" cuanguao 1 NEG NEG NEG
B cuanajuato 1 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 2 NEG NEG POS
T guanajuaTo 2 NEG NEG POS
|| cuaNguATO 3 NEG POS NEG
VERACRUZ 3 NEG NEG POS

U1 GUANAJUATO 3 NEG POS NEG
PUEBLA 1 NEG POS NEG
PUEBLA 1 NEG POS NEG
PUEBLA 1 NEG POS NEG

1| PUEBLA 1 NEG POS NEG

| PUEBLA 7 NEG NEG NEG

/| PUEBLA 2 NEG NEG NEG
PUEBLA 3 NEG NEG NEG
PUEBLA 3 NEG NEG NEG
PUEBLA 3 NEG NEG NEG
PUEBLA 3 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 4 NEG POS NEG
GUANAJUATO 4 POS POS NEG
GUANAJUATO 4 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 4 NEG POS NEG
VERACRUZ 1 NEG POS NEG
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a

E

Z g ESTADO
VERACRUZ 1 NEG POS NEG
VERACRUZ 1 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 5 NEG NEG NEG
BN cuanguato 5 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 5 NEG POS NEG
GUANAJUATO 5 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 5 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 5 NEG POS NEG
QUERETARO 1 NEG NEG NEG
0 QUERETARO 1 NEG NEG NEG
QUERETARO 1 NEG NEG NEG
" QUERETARO 1 NEG NEG NEG
" )| QUERETARO 1 NEG NEG NEG
QUERETARO 1 NEG NEG NEG

il QUERETARO 2 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 NEG NEG NEG
QUERETARO 2 NEG POS NEG
QUERETARO 2 NEG POS NEG
QUERETARO 2 NEG POS NEG
QUERETARO 3 NEG POS NEG
QUERETARO 3 NEG POS NEG
QUERETARO 3 NEG POS NEG
" QUERETARO 3 NEG POS NEG
QUERETARO 3 NEG POS NEG
QUERETARO 3 NEG POS NEG
QUERETARO 4 NEG NEG NEG
QUERETARO 4 NEG NEG NEG
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ESTADO
QUERETARO
QUERETARO
'~ QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
' QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
i/ QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO
QUERETARO

Ql

N

(=]

% | % N NN NN NN N NS olale No. DE
x| N|o|a|ls|w(N|[~|S A | @
UESTRA

©

N | =

® ® ® N NN NN NN YN e e U Ulu Ul Ul Gl s R AR
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NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
NEG
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NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
POS
POS
POS
POS
POS
POS
NEG
NEG
NEG

NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG
NEG

/'



a

E

Z g ESTADO
QUERETARO 8 NEG NEG NEG
QUERETARO 8 NEG NEG NEG
0 QUERETARO 8 NEG NEG NEG
0| QUERETARO 9 POS* NEG NEG
QUERETARO 9 POS* NEG NEG
QUERETARO 9 POS* NEG NEG
| QUERETARO 9 POS* NEG NEG
U7 QUERETARO 9 POS* NEG NEG
QUERETARO 9 POS* NEG NEG
QUERETARO 10 POS* NEG NEG
QUERETARO 10 POS* NEG NEG
QUERETARO 10 POS* NEG NEG
" | QUERETARO 10 POS* NEG NEG
"0 QUERETARO 10 POS* NEG NEG
QUERETARO 10 POS* NEG NEG
SR GuaNajuaTo 6 NEG NEG NEG
| GUANAJUATO 6 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 6 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 6 NEG POS NEG
GUANAJUATO 6 NEG NEG POS**
GUANAJUATO 6 NEG NEG NEG

N GUANAJUATO 6 NEG NEG NEG

il GUANAJUATO 6 NEG POS NEG

Y GUANAJUATO 6 NEG POS NEG

7/ GUANAJUATO 7 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 7 NEG NEG NEG
GUANAJUATO 7 NEG NEG NEG

0 GUANAJUATO 7 NEG NEG NEG
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