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RESUMEN

El circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) es un virus muy pequefio (17 nm. de didmetro), de
estructura icosaédrica y con ADN circular simple. Se conoce ampliamente por ser el agente
causal de una compleja lista de enfermedades multifactoriales denominadas PCVAD (del
inglés, Porcine circovirus associated diseases). Entre estas, una de las mas importantes en
términos econdémicos y sanitarios para la industria porcina intensiva, es el PMWS (del
inglés, Postweaning multisystemic wasting syndrome), que se caracteriza clinicamente por
adelgazamiento progresivo, retraso del crecimiento y desmedro. La infeccion por si sola por
PCV-2 es necesaria, pero no suficiente para desencadenar el cuadro clinico, existen otros
factores, tanto individuales como prediales, que participan en el desarrollo del sindrome.
Por lo tanto, es mas comdn encontrar individuos infectados con una presentacion
subclinica, inmunocomprometidos y mayormente susceptibles a coinfecciones. En el
presente estudio, se caracterizan los perfiles serologicos de 11 granjas de produccion
porcina, cuya ubicacion geografica es representativa de la produccion a nivel nacional. Un
perfil serologico es un estudio efectuado a grupos de animales de diferentes edades o etapas
productivas, para detectar la presencia de anticuerpos contra algin patégeno en particular y
determinar patrones de infeccion. De cada granja se tomaron 16 muestras de suero en 3
edades (3-4, 10 y 18-20 semanas). Cada muestra fue evaluada mediante una prueba de
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti PCV-2. A modo complementario, los titulos de
anticuerpos a las 3 semanas fueron transformados a valores de IPMA (técnica de
inmunoperoxidasa en monocapa de cultivo celular), a modo de evidenciar posible
interferencia materna con la vacunacién. Finalmente, se realizd una recopilacién de
informacién respecto a las granjas muestreadas y mediante un Analisis de Varianza
(ANOVA) en el programa estadistico Infostat, los factores: status PRRS, vacunacion,
sistema y tamafio fueron analizados, a modo de establecer posibles diferencias
significativas entre las granjas al considerar estos factores. Los resultados muestran un
comportamiento caracteristico de los perfiles seroldgicos, con un alto titulo de anticuerpos
a las 3 semanas, los cuales disminuyen drasticamente en el tiempo, lo que sugiere un
eficiente traspaso de inmunidad materna, pero se cuestiona la efectividad en la generacion
de anticuerpos a través de la vacunacion. Ademas, se observa una alta presencia del

fendmeno de interferencia de la inmunidad materna con la vacunaciéon. Por ultimo, los



resultados del andlisis estadistico muestran que todos los factores analizados generan
diferencias significativas entre los perfiles serologicos de las granjas. El estudio permite
concluir robustamente que existe evidencia seroldgica de PCV-2 en todas las granjas
analizadas y que existen diferencias estadisticamente significativas entre ellas al considerar
ciertos factores prediales, aceptandose la hipétesis de este estudio.

Palabras clave: PCV-2, PMWS, perfil seroldgico, factores asociados, produccion porcina.



ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV-2) is a very small virus (17 nm of diameter), of icosahedral
structure and simple circular DNA. PCV-2 is widely known to be the causative agent of
several multifactorial diseases named PCVAD (Porcine circovirus asociated diseases). The
most economic important disease caused by PCV-2 is the Postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS), which is characterized by progressive emaciation, growth
retardation and wasting. PCV-2 infection is necessary but not sufficient to trigger the
clinical presentation, there are other factors, individual and predial, that are involved in the
development of the syndrome. Therefore, it is more common to find individuals infected
with a subclinical presentation, immunocompromised and most susceptible to coinfections.
In the present study, the serological profiles of 11 pig farms were characterized, whose
geographic location is representative of production at the national level. A serological
profile is a study carried out on groups of animals at different ages, to detect the presence of
antibodies against PCV-2, and to determine patterns of infection. From each farm, sera was
collected in 3-4 weeks; 10 weeks and 18-20 weeks old pigs, obtaining 16 samples per age.
Each sample was evaluated by a comercial PCV-2 ELISA test for antibody detection.
Additionally, antibody titres at 3 weeks were transformed to IPMA equivalent values
(inmunoperoxidase monolayer assay), in order to evidence possible maternal interference
with vaccination. Also, information about farms characteristics and management such as;
PRRS status, vaccination, type of production system and size, were collected. All variables
were statistically analyzed in order to establish if there were significant differences between
the farms when considering these factors. The results show a characteristic behavior of the
serological profiles, with a high antibody titre in 3 weeks old pigs, which decrease
drastically over time, suggesting an efficient transfer of maternal immunity, but the
effectiveness of the vaccination to generate antibodies is questioned. In addition, there is a
high presence of the phenomenon of interference of maternal immunity with vaccination.
Finally, the results of the statistical analysis show that all the analyzed factors generate
significant differences between the serological profiles of the farms. The study allows us to

conclude robustly that there is serological evidence of PCV-2 in all farms analyzed and that



there are statistically significant differences between them when considering certain
property factors, accepting the hypothesis of this study.

Key words: PCV-2, PMWS, serological profile, asociated factors, porcine production.
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INTRODUCCION

La produccion porcina en Chile representa la segunda produccion de carne mas grande del
pais y la primera en términos de exportacion, llegando a 520.074 toneladas vara en el afio
2014, de las cuales un 51% se exportd (Asprocer, 2014). Esta produccion se concentra en el
sector industrial de la zona centro sur del pais, principalmente en las regiones de O’Higgins
y Metropolitana, con menor participacion en las regiones del Bio Bio, del Maule, La
Araucania y Los Lagos (INE, 2014).

El estado sanitario de la produccion porcina en Chile es excepcional, ya que se encuentra
oficialmente libre de enfermedades virales que mayormente afectan porcinos, como lo son
la peste porcina africana, peste porcina clésica, fiebre aftosa, encefalitis por virus de Nipah,
enfermedad vesicular del cerdo, entre otras (SAG, 2014). Sin embargo, existen otras
enfermedades de importancia econdémica que si estan presentes en nuestro pais, como lo es
el Sindrome Respiratorio y Disgenésico Porcino (PRRS, del inglés Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome), para el cual existe un Plan Nacional de Control y Erradicacion
por parte del SAG; y también el Sindrome de Desmedro Multisistémico Postdestete
(PMWS, del inglés Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome), que no esta bajo
vigilancia oficial y que sera tema central del presente trabajo.

ElI PMWS es una enfermedad producida por el Circovirus porcino tipo 2 (PCV-2 por sus
siglas en inglés Porcine Circovirus). Es un agente ampliamente distribuido en el mundo,
sin embargo, no en todas las granjas infectadas se manifestara el cuadro clinico, ya que el
virus genera diferentes grados de infeccion, asociados a cuadros de diferente intensidad. La
signologia clinica comprende adelgazamiento progresivo, retraso del crecimiento y

desmedro, factores que impactan de forma negativa la produccion.

En el presente trabajo se caracterizaran los perfiles serolégicos de PCV-2 de diferentes
granjas o planteles que representan la zona de distribucion de la produccion porcina

intensiva a nivel nacional.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Historia

El PCV fue descrito por primera vez hace mas de 40 afios por investigadores alemanes,
como contaminante de lineas celulares de rifion de cerdo PK-15 (ATCC-CCL33) (Tischer
et al., 1982). Estudios posteriores demostraron que se trataba de un virus muy pequefio, de
17 nm. de diametro, sin envoltura ni espiculas virales, de estructura icosaédrica y con ADN
circular simple, por lo que se denominé circovirus porcino (Tischer et al., 1982). Algunos
afios después Tischer et al. (1986) concluyeron que este virus no produce signos ni lesiones
en animales infectados, tanto natural como experimentalmente. Posteriormente en 1997 el
PCV fue asociado a una enfermedad que afectaba a cerdos de transicion, conocida como
Sindrome Multisistémico de Desmedro Postdestete (PMWS), que ya era conocida desde
1991 en Canada, pero su etiologia era desconocida (Harding y Clark, 1997). Estudios
genomicos posteriores demostraron que el genotipo de PCV que inicialmente contaminaba
lineas celulares PK-15 era diferente al genotipo de PCV que provocaba PMWS, por lo que

se denominaron PCV-1y PCV-2, respectivamente (Allan et al., 1998).
Distribucion

El PCV-2 es un virus ubicuo, es decir, se ha descrito la infeccion en todos los continentes y
en todos los paises donde se ha buscado y es comdn que el virus esté presente de forma
endémica en todos los paises con industria porcina intensiva. Ademas, mediante estudios
serologicos retrospectivos se ha demostrado la longevidad del virus, las infecciones por este
virus han estado presentes desde hace algunas décadas en porcinos domésticos de todo el

mundo (Nauwynch et al., 2007).
Transmision

La transmisién es principalmente horizontal, por contacto directo via oro nasal, mediante
aerosoles y secreciones respiratorias de animales infectados con el virus (Calsamiglia et al.,
2004). La transmision vertical también ha sido reportada, generando mortinatos, abortos y
fetos momificados, mediante la via transplacentaria que produciria una infeccion

intrauterina, en este caso también puede haber transmision horizontal entre compafieros de



camada (Johnson et al., 2002). Se ha demostrado la presencia del virus en semen de
verracos infectados, sin embargo, la concentracion del virus en éste no seria suficiente para

producir un contagio efectivo.
Patogenia

El virus se disemina por todo el organismo, pudiendo encontrarse tanto en macrofagos
como en otras células como hepatocitos, células epiteliales y endoteliales, siendo éstas
ultimas consideradas como las células mas importantes en la replicacion viral (Steiner et
al., 2008). La patogenia no implica la lisis de las células de la linea monocito-macrofago, ni
tampoco afecta su funcion de procesar y presentar antigenos, sino que altera la capacidad
de detectar sefiales de peligro, dejando al individuo mayormente susceptible a infecciones

secundarias (Vincent et al., 2006).
Lesiones Macroscopicas

Las lesiones mas comunes descritas por Segalés et al., (2004) son emaciacion, ausencia de
colapso pulmonar, consolidacion pulmonar créneo-ventral y linfoadenopatia regional o
generalizada. Ademas, el pulmon presenta neumonitis, con infiltracion granulomatosa y/o
linfohistiocitaria, que puede estar acompafiada de una bronconeumonia catarral purulenta.
Por otro lado, la lesion hepética tipica es una hepatitis periportal linfoplasmocitaria con
infiltrado en zonas portales en los casos mas severos y vacuolizaciéon que puede llevar a una
fibrosis perilobulillar generalizada con cambios en la arquitectura del drgano y
manifestacion de diversas hepatopatias. También se puede encontrar nefritis intersticial

severa con gran cantidad de virus en el rifién.
Lesiones Microscopicas

Las lesiones microscopicas mas comunes son deplecion linfoide con pérdida de la
estructura normal del foliculo linfatico, la cual se encuentra principalmente en nddulos
linfaticos, pero puede afectar todos los tejidos inmunocompetentes del individuo (bazo,
timo, placas de Peyer, tonsilas). La disminucion de linfocitos desde el tejido linfoide va
acompariada de un reemplazo con células histiociticas, o histiocitosis, que puede ser local

y/o difusa. También se pueden encontrar células gigantes multinucleadas y cuerpos de
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inclusion intracitoplasmaticos, de carécter basofilo, esférico y notoriamente marcado, con

tincion de hematoxilina-eosina (Segalés et al., 2004).
Signologia Clinica

La manifestacion clinica mas importante es el PMWS, que se presenta tipicamente después
de los 40 dias de vida y se caracteriza por adelgazamiento progresivo, retraso del
crecimiento y desmedro. También puede haber disnea e incremento de tamafio de nédulos
linfaticos superficiales, principalmente inguinales (Carr et al., 2008). En un menor
porcentaje de casos se presenta palidez, ictericia y diarrea, debido a la anemia producto de

Ulceras gastricas y hepatopatias.
Diagnostico

Existen varias metodologias disponibles para la deteccidn directa del agente o de antigenos
virales, entre las que destacan la Hibridacion in situ (HIS) y la Inmunohistoguimica, ambas
son altamente confiables, tanto en especificidad como en sensibilidad. Para la toma de
muestra se deben seleccionar cerdos vivos 0 recientemente muertos, sospechosos del
cuadro o con signologia clinica de la enfermedad. Antes de usar estas pruebas se deben
seleccionar los tejidos que presenten lesiones microscopicas mediante un diagndstico

histopatoldgico (Segalés et al., 2004).
Seroprevalencia y factores prediales asociados

Se calcula que un 80 a 90% de los cerdos en el mundo son seropositivos a PCV-2 (SAG,
2009); sin embargo, la enfermedad se presenta sélo en determinados planteles porcinos y

bajo condiciones que no estan del todo claras, debido a su naturaleza multifactorial.

En un estudio que abarco gran parte del territorio de Japon, se encontré un 96,7% de
granjas positivas a PCV-2 mientras que la proporcidn de granjas positivas a la presentacion
clinica de PMWS fue de un 50,4%. A nivel individual, un 82,7% de los cerdos fueron
positivos a PCV-2 y 23,4% fueron positivos a la enfermedad (Kawashima et al., 2007).
Estos datos sugieren fuertemente que tanto la infeccion como la enfermedad son comunes

en este pais.



En Chile no existen datos publicados sobre seroprevalencia. En un estudio de
caracterizacion genotipica de PCV-2 se analizaron 3 planteles de produccién porcina de la
zona central del pais, determinando la presencia del virus mediante PCR desde muestras de
nodulos linfaticos inguinales de cerdos con signologia compatible con PMWS, siendo

detectado en el 100% de las muestras (Noriega, 2008).

Dentro de los factores que podrian estar afectando la presentacion de la enfermedad, el
esquema de vacunacion y el momento de la infeccion resultan ser significativos (Lopez-
Soria et al., 2005), en el caso del segundo factor mencionado, una infeccion temprana o

antes de las 12 semanas de vida parece ser un mayor riesgo para la expresion del PMWS.

También existen patdégenos y/o enfermedades relacionados al PMWS que podrian ser
considerados factores de riesgo. Acé destaca el PRRSV (del inglés Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome Virus), el cual ha demostrado potenciar la replicacion y
distribucion de PCV-2 (Allan et al., 2000), posiblemente debido al hecho de tener células
blanco en comun, al igual que con PPV (del inglés Porcine Parvovirus). Ademas, la
manifestacion clinica de la infeccion por PRRSV, resulta ser mas significativa que la

infeccion por si sola (Kawashima et al., 2007).

Por ultimo, en un estudio transversal realizado en 147 granjas de Inglaterra, se evidencia
una asociacioén entre factores tanto de manejo como medioambientales con la severidad del
cuadro, es asi como una mayor cantidad de visitas veterinarias 0 malas condiciones de
aislamiento en la infraestructura para animales enfermos, son factores relacionados con

cuadros de mayor gravedad (Alarcén et al., 2011).
Vacunacion e interferencia maternal

En la actualidad, existen varias vacunas comerciales contra PCV-2, las cuales han
demostrado aumentar las tasas de crecimiento y disminuir las tasas de mortalidad
provocadas por PCV-2, producto de la estimulacion del sistema inmune adaptativo y el
traspaso de grandes cantidades de anticuerpos maternos a los lechones (Noriega et al.,
2007). Ademas, se contintan desarrollando vacunas experimentales, como por ejemplo una
vacuna quimérica genéeticamente modificada, que demostré reducir los signos clinicos, la
carga viral en suero y 6rganos linfoides y la mortalidad general tanto en unidades de
5



maternidad como de engorda (Segalés et al., 2009). También se han estudiado técnicas
alternativas a la vacunacion tradicional con aguja, como la vacunacién mediante un
dispositivo sin aguja con fuente de poder a base de nitrégeno (Acushot™ Needle Free,
Manitoba, Canada), la cual demostro ser igual de efectiva y segura que la inyeccion con
aguja, disminuyendo ademéas los riesgos de accidente ocupacional por lesiones
involuntarias en el proceso de cambio de aguja (Gutiérrez et al., 2015).

La vacunacion contra PCV-2 y otros patdgenos es un manejo estandar en produccion
porcina intensiva. Dentro de las estrategias de vacunacion, lo mas comdn es vacunar
lechones a las 3 semanas y vacunar hembras antes de entrar al periodo reproductivo.
También se reporta la vacunacion de verracos, debido a la presencia del virus en semen
(Beach y Meng, 2012).

Liu et al., (2008) estudiaron la caida de anticuerpos maternos y perfiles serologicos de 6
poblaciones de cerdos en Taiwan. A la semana de edad, 80% de los cerdos fueron positivos
a anticuerpos contra PCV-2, pero disminuyeron a niveles indetectables a las 11 semanas.
La seroconversion se produjo después de la declinacion de los anticuerpos maternos, la

mayoria de los cerdos fueron seropositivos a PCV-2 desde las 13-15 semanas.

Con respecto a la posible interferencia de anticuerpos maternales con la vacunacion, un
titulo > 10 logz de IPMA (técnica de inmunoperoxidasa en monocapa de cultivo celular) ha
demostrado interferir con la vacunacién de los lechones, es decir, los anticuerpos maternos
neutralizan los antigenos vacunales, por lo que los cerdos quedan desprotegidos acelerando
la infeccion de PCV-2 (Fort et al., 2009). Para cuantificar este valor y debido a que el
IPMA es muy tedioso y complicado de hacer, se busc6 un método seroldgico que se
correlacionara directamente con esta técnica, es asi como Pileri et al., (2014) demostré que
la técnica de SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking, es la mejor técnica para estimar
valores de IPMA.

Control y prevencion

Debido a que el virus se encuentra ampliamente difundido y que no existen tratamientos

especificos para la enfermedad, se hace muy importante la prevencion, la cual debe

contemplar dos consideraciones importantes. En primer lugar, la naturaleza multifactorial
6



del sindrome, y, en segundo lugar, que el virus es resistente a desinfectantes de uso comun
en criaderos (Allan y Ellis, 2000). Por lo tanto, la prevencion debe apuntar a reducir la

presion de infeccion mediante medidas de higiene y reduccidn de estrés.

Considerando que el PCV-2 continGa siendo un problema sanitario y econémico en los
sistemas de produccion porcina intensiva en Chile y el mundo, que no existen antecedentes
serologicos o de prevalencia del sindrome a nivel nacional, ni tampoco un programa de
monitoreo oficial, se hace necesario, en primera instancia, caracterizar los perfiles
seroldgicos de PCV-2 que presenta la produccidn porcina en nuestro pais y entender cuél es
su comportamiento serolégico en escenarios subclinicos, debido a la importancia
productiva de la infeccion en estos casos. Este estudio tiene mdltiples aplicaciones, como
por ejemplo monitorear los programas de vacunacion y/o conocer la situacion sanitaria de
los planteles, con esta informacion se podrian mejorar las medidas de control y prevencion,

y servir como base para la implementacion de un posible programa de monitoreo.



HIPOTESIS

Se encontrara evidencia seroldgica de PCV-2 en todas las granjas de produccion intensiva
de cerdos a nivel nacional, existiendo diferencias en los perfiles seroldgicos, atribuibles a

diferentes factores prediales.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los perfiles seroldgicos de PCV-2 en la produccion porcina intensiva nacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar perfiles seroldgicos de PCV-2 en granjas de produccion porcina intensiva a

nivel nacional.

2. Relacionar perfiles serologicos entre las granjas con factores prediales.



MATERIALES Y METODOS
Unidad muestral y toma de muestras

El trabajo contemplo la realizacion de ELISA para la deteccion de anticuerpos contra PCV-
2 en diversas granjas de produccion intensiva de cerdos. Se obtuvieron muestras de 11
sistemas de produccidon intensiva de cerdos a lo largo de Chile. Todas éstas tienen en
comun ser unidades de produccion confinada, con destete-precoz segregado y produccion
en etapas. De cada granja se registraron detalles productivos y sanitarios, como programa
de vacunacion contra PCV-2 u otros patdgenos, status PRRS y tamafio de granja. Las
granjas estan identificadas con letras para respetar la confidencialidad de los resultados
(Tabla Nro. 1). El detalle de la ubicacion de éstas se encuentra en el Anexo Nro. 1.

Tabla Nro. 1. Descripcion de granjas en estudio.

Granja Regién Sector/Comuna Sistema

Metropolitana Isla de Maipo Monositio
B Metropolitana Isla de Maipo Monositio
C Metropolitana Paine Monositio
D Metropolitana El Monte Monositio
E Metropolitana Mallarauco Monositio
F De O’Higgins  San Fco. de Mostazal =~ Multisitio
G De O’Higgins Peumo Multisitio
H De O’Higgins Graneros Monositio
I Del Maule Curico Monositio
J Del Bio Bio Bulnes/Chillan Multisitio
K De la Araucania Victoria Multisitio

A modo aclaratorio, la categoria “sistema” descrito en la Tabla Nro. 1 se refiere a la
disposicion espacial de los galpones de cada granja, de acuerdo a la etapa productiva de los
animales. En el caso de las monositio, éstos se encuentran agrupados en un solo sector, en

cambio, en las multisitio, se encuentran separados. Este punto tendra relevancia a la hora de



interpretar los resultados ya que la distancia entre galpones es un factor que podria incidir
en la dinamica seroldgica de PCV-2, debido a la transmision del virus.

Todas las muestras fueron provistas por veterinarios de campo, expertos en manejo de
cerdos. Se obtuvieron asi, 16 muestras de suero por edad, a las 3 0 4 semanas, a las 10
semanas y a las 18 o 20 semanas, nimero de muestras que permite evaluar la dinamica
seroldgica y a su vez la carga viral (no incluida en el estudio). EI nimero de muestras por
edad y edades esta basado en el programa STOMP (Serological Targeting of Medication
Program) de Zoetis (Pfizer), el cual es usado ampliamente en estudios serologicos de
enfermedades porcinas de alta prevalencia y ha sido validado por estudios de campo en

todo el mundo.

El suero sera obtenido a través de puncion yugular usando tubos de vacio “Vacutainer®”.
Este muestreo permite evidenciar el estado inmunologico de los cerdos en las principales
etapas de su vida. A las 3-4 semanas, que corresponde al destete y se puede observar la
inmunidad materna. A las 10 semanas corresponde al fin de la recria y se pueden observar
anticuerpos activos y vacunales. Finalmente, a las 18-20 semanas, casi al fin de su periodo

productivo, se pueden observar anticuerpos de infeccion de campo.

Cabe destacar que para la edad “3 semanas”, las primeras 4 muestras seran tomadas a
lechones de madres primerizas, a modo de evidenciar posibles diferencias entre la
inmunidad de éstos y de lechones de madres multiparas, debido a que usualmente, las
hembras primerizas reciben una dosis de vacuna antes de su primer parto. En las granjas B,
Fy G, debido a que se encuentran en programa de erradicacion de PRRS, que consiste en el
cierre de la granja, no tienen cerdas primerizas, por lo que solo se obtendran muestras de

lechones de madres multiparas.

Procesamiento de las muestras

A la recepcion de las muestras, éstas seran refrigeradas a 4°C y centrifugadas por 10
minutos a 3.000 rpm. Luego de obtenido el suero, éste es depositado en tubos estériles de

1,5 ml., los que seran rotulados y luego almacenados a -20°C, hasta su procesamiento.

Cada muestra sera evaluada individualmente siguiendo el protocolo de SERELISA® PCV2
Ab Mono Blocking (Synbiotics), en el Laboratorio de Virologia Animal del Departamento
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de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile.

El “kit” SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking (Synbiotics) se basa en una técnica

inmuno-enzimatica de blogueo que permite la deteccion de anticuerpos (Ac) anti-PCV2 en

sueros de porcinos. En este caso se realizara usando el protocolo de dilucién Unica, es decir,

cada suero se diluira una vez para realizar la prueba.

A continuacion, se describe brevemente el protocolo de la prueba (el protocolo completo se

encuentra en el Anexo Nro. 2):

1.
2.

Todos los materiales son atemperados.

Las muestras de suero se diluyen, usando el diluyente del “kit” en una relacién de
1:1000.

Cada control y cada muestra se distribuyen en pocillos sensibilizados con antigeno
(Ag) PCV2 (placa ELISA recubierta con antigeno).

Después de un paso de lavado para eliminar las fracciones que no se han adherido,
se afiade un conjugado especifico de anticuerpo PCV2 marcado a la peroxidasa. Si
no hay anticuerpos anti-PCV2 en la muestra, el conjugado anti-PCV2/peroxidasa es
libre de adherirse a los antigenos.

El exceso de conjugado es eliminado después de un segundo paso de lavado. La
enzima agregada al complejo Ag/Ac es revelada por la adicion de un substrato que
se transforma en un producto coloreado.

Las densidades Opticas correspondientes se registran y se interpretan para
determinar la presencia o ausencia de anticuerpos segun valores umbrales
calculados a partir de controles. Cada muestra reportard entonces un nimero
obtenido de la relacion entre la muestra y el control negativo (S/N, por sus siglas en

inglés).
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Interpretacion de resultados

En primer lugar, los resultados seran interpretados cualitativamente, es decir, se reportaran
como positivos o negativos. El punto de corte de la técnica es un valor S/N de 0.4, es decir
< 0.4 es considerado positivo y > a 0.4 se considera negativo. Estos resultados se ilustraran
como porcentaje de animales positivos por edad, en gréaficos de barra para cada granja (Liu
et al., 2008).

Posteriormente, el valor S/N serd utilizado para calcular un titulo de anticuerpos,
obteniendo un resultado cuantitativo. Esto es posible gracias a la validacion del “kit” por
parte del fabricante para tal propoésito. Los valores S/N son traspasados a una planilla Excel
elaborada por el fabricante (http://diagnostics.zoetis.com/species/swine/porcine-circovirus-
type-2/serelisa-pcv2-ab-mono-blocking.aspx). Los titulos obtenidos tendran un rango desde
<150 a >2484. El resultado cuantitativo permitira ilustrar los resultados de manera relativa

usando graficos de puntos.

Finalmente, es relevante conocer un valor aproximado de IPMA a las 3 semanas de vida, ya
que los anticuerpos en esa edad corresponden siempre a inmunidad materna y es el
momento en el cual los cerdos son vacunados, a modo de evidenciar posible interferencia
entre anticuerpos maternos y vacunales. Para esto, los titulos de anticuerpos a las 3 semanas
seran transformados a Log2 IPMA/equivalentes, usando la formula y =
5,077x%+36,398x+30,983 descrita por Pileri et al., (2014).

Los resultados obtenidos, tanto cualitativos como cuantitativos, seran utilizados para
determinar los perfiles serolégicos de las granjas analizadas. Posterior a esto, se
investigaran posibles relaciones respecto a factores prediales tales como status PRRS,
programa de vacunacion, tamafio de granja y tipo de produccion (monositio/multisitio).
Para esto se realizara un analisis de varianza (ANOVA) usando el programa estadistico
Infostat, en donde en primera instancia se determinara si existen diferencias significativas

entre las granjas, mediante el siguiente modelo:
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Yijk: U+ a; + Bj+€

En donde,

Y. ;. = k-ésima observacion del j-ésimo tiempo (edad) de la i-ésima granja
u = media general de las observaciones

a; = efecto de la i-ésima granja

f3; = efecto del j-ésimo tiempo (edad)

¢ = variable aleatoria normal independiente (error)

A continuacion, para determinar si los factores mencionados se relacionan con los
resultados obtenidos de cada granja, y por lo tanto estarian incidiendo sobre los perfiles
serologicos de éstas, cada factor sera transformado a un valor numérico para ser
incorporado a la ecuacidn anterior, de manera de evidenciar si existen cambios en las
diferencias significativas obtenidas anteriormente. Para finalizar, este andlisis se
complementara con una prueba LSD Fischer, método que compara las granjas de a pares y
que asigna una o mas letras a cada una, de manera tal que las medias que tienen la misma

letra no muestran diferencias estadisticamente significativas.
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RESULTADOS

En el estudio se analizaron un total de 528 muestras de sueros porcinos, provenientes de 11
granjas de produccién porcina distribuidas a lo largo del territorio nacional. Del total de
muestras, 175 (33%) resultaron positivas y 353 (67%) negativas. De las granjas
muestreadas todas presentaron animales positivos en al menos dos edades de muestreo
(Anexo Nro. 3). Sin embargo, existe un amplio rango de positividad entre las diferentes
granjas, es asi como la granja G presenta 33 positivos (69%), mientras que la granja C sélo
3 positivos (6%) (Figura Nro. 1).

100 ~

% Positividad

Granja

Figura Nro. 1. Porcentajes de positividad para cada granja.

En cuanto a las edades de muestreo, la edad “3 semanas” presentd 84 positivos (48% del
total de muestras a esa edad), la edad “10 semanas” 53 positivos (30%) y la edad “20
semanas” 41 positivos (23%), siendo esta ultima la que tuvo un menor porcentaje de

animales positivos (Figura Nro. 2).
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Figura Nro. 2. Porcentajes de positividad y promedios de titulos de anticuerpos a las 3, 10 y

20 semanas.
1. Resultados cualitativos: Positividad

En el Anexo 3 se grafica el porcentaje de positivos para cada edad y para cada granja segun
el total de muestras tomadas. A las 3 semanas, las granjas C, E y K reportan una baja
cantidad de individuos positivos, con un 25%/0% (primeriza/multipara), 0%/8%
(primeriza/multipara) y 6% (multipara) de positividad, respectivamente. Por el contrario,
las granjas G, H, | y J reportan los mayores valores, con un 100% (multipara), 75%/92%
(primeriza/multipara), 75%/92% (primeriza/multipara) y 83%/70% (primeriza/multipara)

de positividad a esta edad, respectivamente.

Con respecto a la edad “10 semanas”, las granjas A, C y K no reportan ningun positivo a
esta edad. Por otro lado, las granjas B, D G e | muestran los valores mas altos de
positividad, > a 56%.

Para la edad “20 semanas” los porcentajes de positividad tienden a ser los mas bajos para
cada granja, en relacion a las otras edades, reportando valores de 0% y 6% para las granjas
H y K, respectivamente, llegando a un maximo de 44% en la granja G.

Finalmente, las granjas C, D, E, F y K presentan un bajo porcentaje de animales positivos
en todas las edades.
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Se destaca que las granjas G, H, | y J presentan un comportamiento seroldgico similar, con
un alto porcentaje de animales positivos a las 3 semanas, los que decrecen paulatinamente
en el tiempo. En la Figura Nro. 3 se grafican los resultados de las granjas mencionadas de
manera conjunta, y se observa un modelo mucho més acentuado al compararlo con el

gréafico que resume a todas las granjas (Figura Nro. 2).
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Figura Nro. 3. Porcentajes de positividad y promedios de titulos de anticuerpos a las 3, 10 y

20 semanas para las granjas G, H, 1 y J.

2. Resultados cuantitativos: titulos de anticuerpos

En cuanto a los titulos de anticuerpos, en la Figura Nro. 2 podemos observar la misma
tendencia a la baja observada en los porcentajes de positivos para cada edad, con promedios

de 984 a las 3 semanas, 614 a las 10 semanas y 503 a las 20 semanas.

En el Anexo Nro. 4 se grafican los promedios de titulos de anticuerpos para cada edad y
para cada granja, con la correspondiente desviacion estandar. En primer lugar, se observa
que, en general, los titulos presentan gran variabilidad tanto dentro como entre las granjas y

edades, ademas, se ratifica la tendencia a la baja de los titulos de anticuerpos en el tiempo.

A las 3 semanas, las granjas G, H y J son las que reportan los mayores titulos de

anticuerpos, mientras que las granjas C, D y E reportan valores cercanos al minimo (150).
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Con respecto a la variacion, éstas Ultimas también resultan ser las menos variables, lo que
se evidencia en una baja desviacion estandar en comparacion a las otras granjas, las cuales

se mantienen estables.

A las 10 semanas, las granjas B y J reportan los mayores valores, cercanos a 1200. Por otro
lado, las granjas A y C se mantienen en el valor minimo, sin desviacion estandar. En
general, la variacion es menor en comparacion al primer grafico, las granjas B y J son las

que muestran una mayor variabilidad.

Por ultimo, a las 20 semanas, se observa una distribucion mas homogénea de los valores
con respecto a las diferentes granjas, manteniéndose entre el minimo (150) y un valor
intermedio (1200). Las granjas B, | y K reportan los mayores valores tanto de los
promedios como de desviacion estandar. Por el contrario, las granjas A, H y J muestran los

valores mas bajos, cercanos al minimo, con una desviacién estandar muy baja.

3. Resultados interferencia materna

En las Figuras Nro. 4 y Nro. 5 se resumen los resultados de la conversion de titulos de
anticuerpos a las 3 semanas a valores de IPMA, para poder evidenciar posible interferencia

materna en la vacunacion de lechones.

En la Figura Nro. 4 se muestran los promedios y desviacion estandar de los valores de
IPMA, en donde los titulos > 10 log> de IPMA demuestran interferencia (Fort et al., 2009),
como es el caso de las granjas B, F, G, H, 1 y J, que corresponden a un 54% de las granjas

analizadas.

En la Figura Nro. 5 se muestran los porcentajes de interferencia materna para cada granja,
los cuales se corresponden con los resultados anteriores. Cabe destacar que las granjas D y
E no reportan individuos que evidencien interferencia. Por el contrario, las granjas G, He |
muestran los mayores porcentajes, entre un 80-90%, evidenciando una alta interferencia en

estas granjas.
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Figura Nro. 4. Promedio IPMA a las 3 semanas para cada granja. Valores > 10 log»

reportan interferencia materna con la vacunacion (Fort et al., 2009).
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Figura Nro. 5. Porcentaje de individuos que reportan interferencia con respecto al total de

individuos de cada granja.
4. Resultados estadisticos

En las Tablas Nro. 2 y Nro. 3 se resumen los resultados obtenidos del anélisis de varianza
(ANOVA) y de la prueba LSD Fischer, usando como variable dependiente los valores de
S/N y como variables de clasificacion: granja, tiempo (edad), sistema, status PRRS,
vacunacion y tamafo; obtenidos de la recopilacion de informacion respecto a las granjas, la

cual se muestra en el Anexo Nro. 5. A continuacion se describe la informacion recopilada.

Sistema: Este factor se refiere a la disposicion espacial de los galpones de cada granja, de

acuerdo a la etapa productiva de los animales. En el caso de las monositio, éstos se
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encuentran agrupados en un solo sector, en cambio, en las multisitio, alguna etapa,

generalmente la engorda, se encuentra separada.

Status PRRS: El status PRRS de un plantel se reporta como positivo 0 negativo, de
acuerdo a la situacion de éste en la fecha de muestreo, y segin lo establecido por el
Programa Oficial de Control y Erradicacion de PRRS por parte del SAG. Este factor fue
incluido debido a la estrecha relacion entre los virus PCV-2 y PRRSV.

Vacunacion: La vacunacion en las granjas analizadas sigue un protocolo estandar, el
producto utilizado usualmente en la fecha de muestreo fue Circovac® o Circumvent®,
ambas vacunas inactivadas con eficacia similar. Con respecto a los tiempos de vacunacion,
en todas las granjas se vacuna a lechones a las 3 semanas de vida, y hembras primerizas. La
Unica diferencia detectable en la busqueda de informacion es que algunas granjas vacunan

madres antes de entrar a cada periodo reproductivo, y otras solamente a las primerizas.

Tamafo del plantel: Para evaluar el tamafio del plantel su utilizd6 un numero que
corresponde a la cantidad de madres de cada plantel, ya que es un buen estimador de esta
caracteristica. Cada plantel tiene un tamafio diferente, los cuales varian entre 400 y 8331

madres.

En la Tabla Nro. 2 se muestran los resultados de ANOVA para todos los factores
mencionados. Valores de p < 0,05 indican diferencias significativas. Se observa que todos
los factores muestran diferencias estadisticamente significativas entre las granjas. El detalle
de los resultados estadisticos se encuentra en el Anexo Nro. 6

Tabla Nro. 2. Resultados ANOVA.

Factor Valor-p
Granja < 0,0001
Tiempo (edad) 0,004

Sistema 0,003

Status PRRS <0,0001
Vacunacion < 0,0001
Tamafio <0,0001
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En la Tabla Nro. 3 se muestran los resultados de la prueba complementaria LSD Fischer, la

cual compara las medias de S/N de las granjas de a pares y asigna una letra a cada

categoria, en donde letras distintas indican diferencias significativas. Se observa que

existen diferencias estadisticamente significativas entre las categorias de los factores:

sistema, status PRRS y vacunacién. Los resultados del factor tamafio se encuentran en el

Anexo Nro. 6, en donde se observa una mayor variabilidad de resultados, probablemente

debido a que cada granja presenta un tamafio diferente.

Tabla Nro. 3. Resultados prueba LSD Fischer.

Factor Categoria
Multisitio
Sistema .
Monositio
Positivo
Status PRRS :
Negativo
Vacunacioén Si
madres No

Medias S/N
0,55
0,64
0,55
0,67
0,47
0,63
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DISCUSION

En este estudio se demuestra que existe evidencia serologica de PCV-2 en todas las granjas
analizadas y que existen diferencias estadisticamente significativas entre ellas al considerar
ciertos factores prediales, por lo tanto, se acepta la hipotesis de este estudio. Considerando
que las granjas analizadas representan un 44% de las empresas de produccion porcina
intensiva a nivel nacional, y que, ademas, su distribucion geogréafica es representativa de la
misma, se puede concluir que la infeccion esta presente de forma endémica en el territorio
nacional, y se reafirma la caracteristica de ubicuidad del virus y la naturaleza multifactorial
del PMWS.

1. Perfiles seroldgicos

Un perfil serolégico o seroperfil se define como un estudio efectuado a grupos de animales
de diferentes edades o etapas productivas de una granja, para detectar la presencia de
anticuerpos contra algun patégeno en particular, y determinar los patrones de infeccion en
los animales (Morilla y Gonzales-Vega, 1996). Estos estudios son cada dia mas utilizados
para el control sanitario de explotaciones porcinas, convirtiéndose en una importante
herramienta para reducir costos en medicamentos y elevar el nivel sanitario. Dentro de las
aplicaciones mas relevantes de un seroperfil se puede mencionar: determinar la ausencia o
presencia de patdgenos, determinar a qué edad o etapa productiva ocurre la infeccion, y

controlar los programas de vacunacion.

Los perfiles seroldgicos obtenidos mediante la prueba de ELISA logran describir el
comportamiento seroldgico de la infeccion por PCV-2. Si bien cada granja presenta un
grafico diferente (Anexo Nro. 3), el 36% de las granjas analizadas presenta un modelo
caracteristico en sus perfiles seroldgicos, con un alto porcentaje de individuos positivos y
titulos de anticuerpos a las 3 semanas, los cuales disminuyen aproximadamente a la mitad a
las 10 semanas y nuevamente a la mitad a las 20 semanas (Figura Nro. 3). Cabe destacar
que, si se considera la totalidad de las granjas analizadas, el grafico resultante presenta el
mismo modelo, pero con un cambio menos drastico entre edades (Figura Nro. 2), por lo que

es correcto usar el primer modelo para describir los perfiles seroldgicos a modo general.
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El comportamiento descrito anteriormente se puede explicar por un eficiente traspaso de
anticuerpos maternales a través del calostro, otorgando un alto titulo de anticuerpos
medible a las 3 semanas de edad. Esto coincide con lo encontrado por Liu, et al., (2008), en
donde a la semana de vida, un 80% de individuos fueron positivos a anticuerpos contra
PCV-2, posteriormente la cantidad de seropositivos alcanzd los valores méas bajos
detectados entre las 5 y 9 semanas de vida. Sin embargo, posterior a esta edad y debido
posiblemente a una infeccion de campo, los anticuerpos vuelven a aumentar, y la mayoria
de los animales se vuelven seropositivos a partir de las 13 a 15 semanas. Esto ultimo marca
una diferencia con respecto a los resultados obtenidos, ya que en este caso tanto los
anticuerpos como la cantidad de animales positivos siempre tienden a disminuir en el
tiempo, llegando a los valores méas bajos obtenidos a las 20 semanas de vida. Este
comportamiento podria estar relacionado directamente con la vacunacion, o indirectamente,

con el fenédmeno de interferencia de la inmunidad materna con ésta.
2. Efecto de la vacunacion

La bibliografia reporta ampliamente la vacunacién como la primera medida de control y
prevencion contra PCV-2, ya que ha demostrado disminuir las tasas de mortalidad,
aumentar las tasas de crecimiento y reducir los signos asociados a PMWS y coinfecciones,
por lo tanto, se considera como una herramienta exitosa, basica y necesaria para la
prevencion contra la circovirosis porcina (Kixmoller et al., 2008; Heienberger et al., 2013;
Fraile et al., 2015). Sin embargo, los resultados obtenidos sugieren que la vacunacion de
lechones no estaria proporcionando una inmunidad humoral robusta, ya que en general no
se observan altos titulos de anticuerpos desde las 3 semanas, momento de la vacunacion, en

adelante.

En condiciones experimentales, es comdn observar un aumento de anticuerpos posterior a
la vacunacion, sin embargo, en situaciones de campo la inmunidad humoral es variable
(Park et al., 2014, HeiRenberger et al., 2013). Esta diferencia puede estar asociada a una
serie de factores como lo son el estado inmunoldgico del individuo, la presencia de
coinfecciones, diferencias en la patogenicidad de las cepas de PCV-2, pero también a
problemas relacionados directamente con el manejo en la vacunacion, como por ejemplo el

no efectuar una correcta administracion de la vacuna o el no respetar los tiempos y/o las
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dosis (Rovira, 2017). Esto ultimo puede parecer simplista, sin embargo, es fundamental
para alcanzar la efectividad del producto, y deberia ser considerado en cualquier tipo de

evaluacion del efecto de la vacunacién en un plantel.
2.1 Interferencia materna con la vacunacion

El comportamiento de los perfiles serologicos tambien podria estar relacionado con el
fendmeno de interferencia materna, en donde los anticuerpos maternos neutralizan los
antigenos vacunales, bloqueando el proceso de seroconversion activa (Fort, et al., 2009).
Las granjas G, H, | y J, representantes del modelo de perfil serologico obtenido (Figura
Nro. 3), presentan los mayores porcentajes de interferencia materna segun los valores de
IPMA a las 3 semanas (Figuras Nro. 4 y Nro. 5). Estos hallazgos sugieren la necesidad de
reevaluar los protocolos de vacunacion en estas granjas, a modo de elegir el momento
exacto de vacunacion, en donde los anticuerpos maternales no interfieran con esta. Sin
embargo, existe evidencia en la bibliografia de que la vacunacion a las 3 semanas de vida
sigue siendo efectiva a pesar de este fendmeno, es asi como Haake et al., (2014), estudiaron
la influencia de la edad en la efectividad de la vacunacion en individuos con altos titulos de
anticuerpos maternos, concluyendo que a pesar de que la inmunidad humoral disminuya, la
vacunacion sigue siendo protectiva y su eficacia es mayor cuando se vacuna a las 3
semanas, que es lo cominmente usado, en comparacion con vacunar a la semana de vida,
atribuyendo a otros factores, aun no clarificados, la interferencia con la respuesta inmune
humoral. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Park et al., (2014) en donde se
comparo la eficacia de 4 vacunas comerciales bajo condiciones de campo y resultaron ser
todas eficientes al aumentar las tasas de ganancia diaria de peso (GDP) y disminuir lesiones

asociadas a PCV-2, incluso en lechones con altos titulos de IPMA.

Por lo tanto, a pesar de tener un alto porcentaje de interferencia materna en
aproximadamente la mitad de las granjas analizadas, este fendmeno no estaria explicando
por si s6lo el comportamiento seroldgico en cuestién. Una posible explicacion seria que, en
general, las granjas no presentan una alta infeccién de campo, lo que se respalda por una
baja presentacion de casos clinicos de PMWS en las granjas muestreadas, por lo tanto, la

vacunacion por si sola no estaria levantando los anticuerpos esperados.
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3. Factores prediales asociados

Todos los factores analizados reportan diferencias estadisticamente significativas entre las

granjas. A continuacion, se discuten los resultados obtenidos para cada factor.
3.1. Factor sistema

De las 11 granjas analizadas, 7 funcionan bajo sistema monositio, es decir, la disposicion
espacial de los galpones respecto a la etapa productiva de los animales se concentra en un
solo lugar geogréafico; y 4 funcionan bajo sistema multisitio, en donde alguna etapa
productiva, generalmente la engorda, se localiza en un lugar geograficamente distante al
resto de las etapas. Este factor fue analizado para evaluar si existen diferencias entre los
sistemas ya que la disposicion y distancia de los galpones podria estar incidiendo en la
transmision del virus. Los resultados muestran que, en efecto, existen diferencias
estadisticamente significativas entre éstas (Anexo Nro. 6). Por lo tanto, se concluye que la
disposicion espacial de los galpones en las granjas analizadas incide en la dinamica
serologica de PCV-2. A pesar de esto, cabe destacar que la infeccion se reporta como
presente independientemente del sistema de produccion, lo que coincide con la bibliografia
(Segalés et al., 2005).

3.2. Factor status PRRS

Actualmente, el PCV-2 se considera como el principal agente causal no solo de PMWS,
sino de una amplia lista de complejas enfermedades multifactoriales agrupadas bajo el
nombre de PCVAD (del inglés Porcine Circovirus Associated Diseases) o enfermedades
asociadas a circovirus porcino, en donde el PRRS es una de las méas representativas. El
agente etiologico principal de este sindrome, PRRSV, ha demostrado potenciar la
replicacion y distribucién de PCV-2 (Allan et al., 2000), posiblemente debido al hecho de

tener células blanco en comun.

Chile fue autodeclarado ante la OIE oficialmente libre de PRRS en febrero de 2013, sin
embargo, mas tarde ese mismo afio ocurridé un brote de una nueva cepa, por lo que desde el
afio 2014 se trabaja en un nuevo Plan Oficial de Control y Erradicacion, en un esfuerzo

conjunto entre el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) y la Asociacion de Productores de
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Cerdos (ASPROCER). El plan ha demostrado avances significativos, a marzo de 2016 se
reporta un 88% de avance en el saneamiento de los planteles afectados al inicio del brote
(SAG, 2016).

Dentro de las granjas analizadas, 5 se reportan como positivas y 6 como negativas a PRRS,
al momento del muestro. Todas las granjas reportadas como positivas se encontraban bajo
medidas del Plan Oficial de Control y Erradicacion. Los resultados obtenidos al incorporar
este factor al analisis estadistico muestran que si existen diferencias significativas entre las
granjas positivas y negativas a PRRS. Esto corrobora la estrecha relacion que presentan los

virus PCV-2 y PRRSV, ahora en un contexto nacional.
3.3. Factor vacunacion

La vacunacién en las granjas analizadas sigue un protocolo estandar, la Unica diferencia
detectada es que la mayoria de las granjas (9) no vacunan madres cada vez que entran a un
nuevo periodo reproductivo, a diferencia de las restantes 2 granjas que si realizan este
manejo. Al incorporar este factor al modelo de ANOVA, este reporta que si existen
diferencias significativas entre estas granjas, lo que coincide con la prueba LSD Fischer.
Estos resultados se respaldan con los perfiles serolégicos y titulos de anticuerpos de las
granjas mencionadas, en donde, por ejemplo, se observa un 100% de positividad a las 3
semanas para la granja G, y los mayores titulos de anticuerpos a la misma edad, en
comparacidn con el resto de las granjas. Esto sugiere que la medida de manejo es eficiente,
posiblemente debido a que provee una alta inmunidad materna a los lechones, sin embargo,
no se debe olvidar el fendmeno de interferencia materna con la vacunacién, ya que ambas

granjas reportan esta condicion.
3.4. Factor tamafio del plantel

El tamafio de las granjas, representado para este estudio como el nimero de hembras

reproductoras, varia ampliamente entre éstas (Anexo Nro. 5), observandose 400

reproductoras para la granja B y 8.331 para la granja G. Los resultados del ANOVA

muestran que existen diferencias significativas entre las granjas al incorporar este factor al

modelo, sin embargo, no se puede interpretar de la misma forma que el resto de los

factores, ya que cada granja presenta un tamafio distinto. Esto supone que la infeccion por
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PCV-2 se presenta independientemente del tamafio de una granja, y que no estaria
incidiendo en los perfiles serologicos de éstas, lo que coincide con lo encontrado en la
bibliografia (Segalés et al., 2005).

4. Relacion entre PCV-2 y PMWS

Si bien estos conceptos estan intimamente relacionados, es importante recordar que la
infeccion por PCV-2 es necesaria pero no suficiente para que se desarrolle el PMWS,
debido a su naturaleza multifactorial, y que, ademas, este sindrome se puede presentar de
forma subclinica. Por otro lado, el diagndstico de la infeccién por PCV-2 es mucho maés
simple que el diagnostico del sindrome, el cual supone varios niveles. En primer lugar, se
deben seleccionar individuos vivos o recientemente muertos sospechosos del cuadro, luego
se debe realizar un diagndstico histopatoldgico en busca de lesiones microscépicas
caracteristicas en organos linfoides, y finalmente, detectar el virus en los tejidos que

presentan estas lesiones (Harding y Clark, 1997).

El presente estudio tuvo como objetivo describir los perfiles serolégicos de PCV-2, es
decir, se enfoca en la infeccion y no en el sindrome, ya que para incluirlo en el estudio es
necesario conocer la situacion de PMWS en cada granja, lo cual, considerando los
antecedentes descritos anteriormente, es una tarea compleja. Una alternativa para relacionar
indirectamente la infeccion con el sindrome, podria ser la carga viral, ya que Olvera et al.,
2004 argumenta una asociacion positiva entre las cargas virales y la gravedad de las
lesiones de PMWS. Sin embargo, si bien esta demostrado que en individuos afectados por
el sindrome existe una alta carga viral en tejidos, no sucede lo mismo al analizar muestras
de suero, por lo tanto, una alta carga viral indica una mayor probabilidad de que el

individuo tenga la enfermedad, pero no es suficiente para establecer un diagnostico de ésta.

Es asi como el estudio de los perfiles seroldgicos de PCV-2 sigue siendo una alternativa
viable y préactica para conocer la situacion de PMWS en un plantel, a pesar de ser un
método indirecto, considerando la complejidad de establecer un diagndstico del sindrome, y
de la alta probabilidad de encontrar casos subclinicos en un plantel.
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5. Limitaciones

La principal limitacién de este estudio es la confidencialidad de los resultados y la reserva
por parte de las empresas a proporcionar informacién sobre los planteles. Es asi como la
cantidad de factores analizados fue menor a la esperada. Por ejemplo, no fue posible
establecer una base de datos completa respecto a otras enfermedades infecciosas que
podrian haber estado presentes en la época de muestreo o anteriormente, como por ejemplo
parvovirus o influenza porcina. Esta informacion seria atil para establecer posibles

relaciones entre estas enfermedades y los perfiles serologicos de PCV-2 obtenidos.

Otro dato que podria complementar de mejor forma este estudio es el programa de
vacunacion completo de las granjas analizadas, tanto de PCV-2 como de otros patdgenos.
Esta informacion seria de utilidad para corroborar el caracter de estandar de los protocolos
de vacunacion en la industria porcina descritos en la bibliografia, ademas de indagar en
posibles interacciones, tanto positivas como negativas, entre las diferentes vacunas, y sus

efectos sobre los perfiles seroldgicos encontrados.
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CONCLUSIONES

El presente estudio permite concluir que la infeccion por PCV-2 se encuentra presente en la
industria porcina intensiva a nivel nacional, lo cual es un antecedente importante debido a
que no existen datos publicados anteriormente al respecto y al gran impacto sanitario y

econdémico que representan las PCVAD, principalmente el PMWS.

En cuanto a los perfiles seroldgicos de PCV-2, se logra caracterizar su comportamiento, en
donde tanto la cantidad de individuos positivos como titulos de anticuerpos tienden a
disminuir en el tiempo, a pesar de la adopcion de medidas preventivas como la vacunacion.
Esta caracteristica junto con un alto porcentaje de interferencia materna en la vacunacion,

representan los hallazgos méas importantes del estudio.

Por otro lado, mediante analisis estadistico se demuestra que existen factores prediales que
generan diferencias significativas entre los perfiles serolégicos de las granjas estudiadas.
Todos los factores analizados — sistema, status PRRS, vacunacion y tamafio — reportan
diferencias significativas en el ANOVA. A pesar de lo anterior, cabe destacar que la

infeccion se reporta en todas las granjas, a pesar de las diferencias encontradas.

Desde su aparicion, PCV-2 contintia siendo uno de los principales problemas sanitarios y
econdmicos para la produccién porcina a nivel mundial y nacional. En los Gltimos afios se
han destinado muchos recursos para su estudio, tanto para conocer su patogenia,
comportamiento epidemioldgico, como para planificar estrategias de control y prevencion.
Considerando la imposibilidad de erradicacion, es que se hace necesario levantar
informacion mediante estudios de este tipo que sirvan como base para establecer un
monitoreo epidemioldgico continuo en los paises con industria porcina intensiva, ademéas
de establecer un protocolo estricto de medidas de higiene y reduccion de estrés en los

planteles.

Finalmente, se hace necesario incorporar otros datos y/o factores prediales a estudios
posteriores a modo de complementar estos resultados, como por ejemplo presencia de otras
enfermedades y/o programas de vacunacion completos, con el fin de avanzar ain mas en la

comprension de las PCVAD, considerando su naturaleza multifactorial y al hecho de que la
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infeccion por PCV-2 es necesaria pero no suficiente por si sola para desencadenar el

cuadro.
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ANEXOS

Anexo Nro. 1. Mapa de ubicacién de granjas analizadas.
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Anexo Nro. 2. Protocolo de SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking (Synbiotics)

SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking

\

~
éComo se usa?
La prueba se realiza en sueros individuales diluidos, en tres pocillos, al Lo e
1/100, 1/21000 y 1/10000 en el diluyente de la muestra (SD). 1/10 10 pl de suero + 90 pl diluyente de la muestra
Cada muestra se compara a unmodelo lineal, usando un modelo de regresion SD
logistica y una interpolacion entre los tres resultados, correlacionado a 1/100 10 pl de suero prediluido 1/10 + 90 pl SD

un titulo (ver la interpretacion para los detalles del modelo).

1. Cuidadosamente configurar la distribucién v la identificacion de los
controles y muestras.

2. Para la titulacién de sueros, una gama de pre-diluciones para cada suero
debe ser realizada en los tubos, seguida por una dilucién al 1/10 en placa.
La preparacion de la gama de predilucion para cada suero debe ser la
siguiente:

Predlluclén Preparaclén
1/10 10 pl de suero + 90 pl diluyente de la muestra
sD
1/100 10 pl de suero prediluido 1/10 + 90 pl SD
1/1000 10 pl de suero prediluido de 1/100 + 90 pl SD

1. Distribuclon de los controles:

Los controles estan listos para usar.

Después de agitar los frascos, afiadir 100 pl de control negativo (N) a los
pocillos Al, A2 y A3 y 100 pl de control positivo (P) a los pocillos B1, B2 y
B3.

2. Distrlbuclén de las muestras:

Realizar una dilucién al 1/10 en placa: colocar 90 pl de diluyente (SD) y 10 pl
de cada predilucién (1/10, 1/100, 1/1000) para cada de los sueros a probar.

1 2 3 4 5 6
A NC NC NC ST-T100  57-11000  S7-110000
B pC RC PC SB-1100  S8-11000  SB-110000
C  S1-100  S1-19000  SI-110000  S9-1100  S9-11000  S9-110000
D S2-100 S2-11000 S2-110000  SI0-1100  SI0-T1000  SI0-110000
E S3-1100 S3-11000 S3-110000  SM-1100  SN-11000  SN-110000
F S4-1100 S4-11000 S4-110000 SI2-1100  SI2-11000  S12-110000
G S5-1100 S5-11000 S5-110000  SI3-1100  SI3-11000  S13-110000
H S6-1100 56-11000 S6-110000 S14-1100  SM4-11000  S14-110000

La prueba se realiza en sueros individuales diluidos en un pocillo a /1000
con el diluyente de la muestra (SD).

La densidad optica seguida de la lectura de la placa sera transformada en
un titulo seguin una ecuacion precisa (ver la interpretacion para los detalles
del modelo).

1. Cuidadosamente configurar la distribucién v la identificacion de los
controles y muestras.

2. Para la titulacién de sueros, cada suero es diluido al 1/10 en tubos,
seguido de una dilucion a 1/10 en placa.

La preparacién de la gama de predilucion para cada suero debe ser la
siguiente:

1. Distribuclén de los controles:

Los controles estan listos para usar.

Después de agitar los frascos, afiadir 100 pl de control negativo (N) a los
pocillos Al, A2 y A3 y 100 pl de control positivo (P) a los pocillos Bl, B2 v
B3.

2. Distrlbuclon de las muestras:
Realizar una dilucién al 1/10 en placa: colocar 90 pl de diluyente (SD) y 10 pl
de cada predilucién al 1/100 para cada de los sueros a probar.

1 2 3 4 5 6
A N N N S19-11000 S27-11000  S35-11000
B P P P S20-11000 S2B-11000  S36-11000
C S1-11000 S7-11000 SI3-11000  SA-11000  529-10000  537-13000
D S2-11000 S8-T1000 S5M4-11000 S22-11000 S30-11000  538-11000
E S3-11000 59-11000 S5-11000 S23-11000 S31-11000  S$39-11000
F 54-11000 SI0-11000 S16-11000 524-11000  532-10000  S40-11000
G S5-11000 SH-11000 SI7-11000 S25-11000 S33-11000  S41-11000
H S6-11000 SI2-11000 SB8-11000 S26-11000 S34-11000  542-11000

La prueba se realiza en sueros individuales diluidos al 1/100 en el diluyente
de la muestra (SD).

1. Cuidadosamente configurar la distribucion y la identificacion de los
controles y muestras.

2. Para la titulacion de sueros, una predilucién al 1/10 se realiza en tubo de
hemélisis. Una dilucién al 1/10 de esta predilucién se realiza después en
placa.

1. Distribuclén de los controles:

Los controles estan listos para usar.

Después de agitar los frascos, afiadir 100 pl de control negativo (N) a los
pocillos Al, A2 y A3 y 100 pl de control positivo (P) a los pocillos Bl, B2 v
B3.

2. Distrlbuclon de las muestras:

Colocar 100 pl de las muestras diluidas a 1/100 por pocillo.

En el caso de dilucion directa en el pocillo, colocar 90 pl del diluyente pues
10 pl de suero prediluido al 1/10.

Las muestras pueden ser probadas individualmente o en duplicado vy la
distribucion se realiza en columna.

La prueba se realiza en heces (torma hecha con un guante sobre el animal y
preparacion en laboratorio). Un escobillén de heces (mas o menos 0,15 g
de heces) se pone en 500 pl de diluyente de la muestra (SD) y se centrifuga
a 1500 g durante 15 minutos. Recuperar el sobrenadante.
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4) METODO CUALITATIVO EN HECES (cont.)
Escobllién correcto:

¥

Escoblllén Incorrecto:

ﬂ?'"“il —

A. PASOS PRELIMINARES

1. Cuidadosamente configurar la distribucion v la identificacion de los
controles y muestras.

2. Preparar las muestras de heces a analizar. Eventualmente prediluir las
muestras al 1/10 en tubo de hemélisis 0 en microplaca virgen. Las muestras
pueden ser diluidas directamente en los pocillos.

B. PROCEDIMIENTO DE PRUEBA

1. Distribuclon de los controles:

Los controles estan listos para usar.

Después de agitar los frascos, afiadir 100 pl de control negativo (N) a los
pocillos Aly A2 y 100 pl de control positivo (P) a los pocillos Bl y B2.

1- INCUBACION DE LAS MUESTRAS Y DE LOS CONTROLES

- Las tiras deben colocarse siempre en el marco durante la fase de lavado
vy la lectura de las densidades épticas.

- Cubrir los pocillos con un film adhesivo, cortar lo necesario para el nimero
de tiras usadas.

- Mezclar agitando suavemente la placa de forma manual o utilizando un
agitador de placas.

Incubaclén de la placa
Thora £ 5 min a37 + 3°C.

LAVADO:

Solucién de lavado: Diluir la solucién concentrada de lavado (W) a 1/10 en
agua destilada o desmineralizada.

Retirar con cuidado el film adhesivo y lavar 4 veces.

11- ADICION DEL CONJUGADO

1. Preparaclon del conjugado:

Preparar la solucién conjugada diluyendo el concentrado (CJ) a1/100 en el
diluyente del conjugade (CD) (1 ml es necesario para una tira, es decir, 10
ul de CJ en 990 pl de CD).

2. Distribuclén del conjugado:
Afiadir 100 pl de conjugado diluido a todos los pocillos y cubrir con un
nuevo trozo de film adhesivo.

3. Incubaclén del conjugado:
Thora+ 5 mina+ 37+ 3°C

LAVADO:
Retirar con cuidado el film adhesivo v lavar 4 veces.

Interpretacion de los resultados

(1) METODO CUANTITATIVO EN SUERO USANDO TRES
DILUCIONES
El método de célculo y de interpretacion se basa en el modelo siguiente:

Uso veterinario H

2. Distribuclén de las muestras:

En caso de extracto de heces previamente diluidos a 1/10, colocar

100 pl por pocillo.

En el caso de dilucién directa en el pocillo, colocar 90 pl del diluyente
pues 10 pl de extracto de heces.

Las muestras pueden ser probadas individualmente o en duplicado v la
distribucion se realiza en columna.

Las muestras deben ser conservadas como sigue:

Muestras Frio Congelacion Temperatura
(+5°C) (- 20°C) amblente (+23°C)
Suero Max. 7 dias Si No
Heces Max. 7 dias Si Max. 3 dias
(antes de la
preparacién)
Extracto de No Si No
Heces
1l - REVELADO

1. Adiclén del substrato:

Afadir 100 pl del substrato de peroxidasa tamponada (PS) por pocillo.
No cubrir con film adhesivo en esta etapa. Mezclar agitando la placa
de forma manual o utilizando un agitador de placas para asegurar una
correcta mezcla.

2. Incubaclén del substrato:
Incubar 30 + 5 min a temperatura de laboratorio (+23 + 5°C), protegido
de la luz.

3. Adiclén de la soluclén detenclén:

Afadir 50 pl de solucién detencién (S) por pocillo.

Mezclar agitando suavemente la placa de forma manual o utilizando un
agitador de placas.

Asegurarse de que no haya burbujas en los pocillos.

Limpiar con cuidado el fondo de los pocillos.

4. Mediclén de la densldad éptica:

Medir la densidad dptica (DO) bicroméaticamente a 450 y 630 nm o
monocromdaticamente a 450 nm (en la banda amarilla).

La lectura bicromética es muy recomendada. Si se utiliza un lector
monocromatico,

garantizar la limpieza de la parte inferior de los pocillos antes de

la lectura.

PRUEBA DE VALIDACION
Los resultados de cada ensayo son validos:

Sila DO del control negativo (N) es >0.800, y

Sila DO del control positivo (P) es <0.500

Log(Titulo) = a+ b x Logit(SNc), o

Titulo =105
Con

SNe = DO(S) - DO(P) a

e i 25ebh -070
DO(N)- DO(P)
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Cada ratio corregido, muestra dividida por el control negativo (SNc) se
calcula para cada pocillo y se nota SMe (dilution). Para cada muestra, se
usa el arbol de decisidn siguiente*:
- 5i SNei1:10000) < 0,0976, entonces el titulo > 15 000 Eu (unidad ELISA)
- 5i 0,7437 > SNc1.10000) > 0.0976 entonces
Titulo =10 x 10 "8 Nasiona)

- 81 SNegu 1000 > 0.7437, entonces
- 81 SNG.1000 < 0.7437, entonces
Titulo = lolﬂﬂ-ﬂzﬂ'w"{l.um)

- 81 SNeys.1000 > 0.7437, entonces
- 81 8Ncys:100 < 095, entonces

Titulo = 0.1 xlo“b*z’““-'(mum}
- 8 SNeg1on > 0,95, entonces
Titulo =0

Cuando se utiliza el método con una dilucién unica, se hace el célculo
siguiente®:

- 5i SNey1:1000) < 0.7437, entonces

Thtulo = 10 *xestSNet 1000)

- 8i SNe(1:1000) < 0.051, entonces

Titulo = +2484

- 51 SNc(1:1000) > 0.7437, entonces

Titulo = 150

El método de célculo v de interpretacién es el siguiente:

+» Calcular para cada muestra el ratio S/N

+» Calcular el promedio de las densidades épticas de la muestra, si la
prueba se realiza por duplicado.

Este S/N se calcula segun la formula siguiente:

. _ DO(E)
1o = ———
DO(N)
DO muestra = Promedio de las densidades opticas de la muestra, si la
prueba se realiza por duplicado.

DO N = Promedio de las densidades épticas del control negative.

Cada muestra presentando un ratio < 0.4 es considerada como posltiva
para la presencia de anticuerpos en el suero.

Cada muestra presentando un ratio > 0.4 es considerada como negativa
para la presencia de anticuerpos en el suero.

Instrucciones/Advertencias

.t Mo mezclar reactivos de kits con diferentes nimeros de lotes.
=1

ﬁl No utilizar los reactivos despugs de la fecha de caducidad.

.:.l Coloc?r todos los reactivos a temperatura de laboratorio durante al menos 1 hora antes
b de utilizar.

;&\ Manipular todos los reactives y muestras como materia de riesgo biclégico.

Mantener todos los reactivos lejos de la piel v los ojos. Si la exposicién
\ ocurre, lavar inmediatamente las dreas afectadas con agua fria.

ratio 0.4

—

[ Suero +

Método por el cilculo de los ratlos:

Para cada muestra:
Ratio= 2OE)
DO(N)

DO muestra = Promedio de las densidades épticas de la muestra, si la
prueba se realiza por duplicado.

DO N = Promedio de las densidades épticas del control negativo.

Cada muestra presentando un ratic = 0.63 es considerada como
posltlva para la presencia de anticuerpos en las heces.

Cada muestra presentando 0,63 < ratio < 0.75 es considerada come
sospechosa para la presencia de anticuerpos en las heces,

Cada muestra presentando un ratio = 0.75 es considerada como
negatlva para la presencia de anticuerpos en las heces.

ratio 0.63 ratio 0.75

[ Heces

| + +/-

* El uso de una hofa de cdlculo es aconsefado.

!f’i\ Nunca pipetear los reactivos con la boca.

almacenamiento o transporte. Las puntas de las pipetas deben cambiarse
para cada muestra,

m“ Evitar la contaminacién ce la muestra durante la recoleccion de muestras,

4 Evitar la contaminacién de la solucién de substrato con iones metalicos,
:8 agentes oxidantes o detergentes. Assgurarse de que todos los contenedores

A5 esten limpios. Mo usar el mismo recipiente o la misma punta

de la pipeta para el conjugado y el substrato.

Se recomienda eliminar los reactivos y material contaminade segun la
legislacién en vigor. Las fichas de datos de seguridad para los productos
estan disponibles bajo peticién.

Solo uso veterinario.

SERELISA® PCV2 Ab Mono Blocking es una marea propiedad de Zoetis Inc., o alguna subsidiaria. WWW. kitsdediagnosticozoetis com 4/4
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Anexo Nro. 3. Graficos de porcentajes de positividad por edad para cada granja.
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Anexo Nro. 4. Graficos de titulos de anticuerpos por granja de cada edad.
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Titulos Ac 20 semanas
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Anexo Nro. 5. Tabla resumen recopilacion de informacion de las granjas analizadas.

Granja Sistema Status PRRS  Vacuna Tamarnio
madres plantel
A Monositio Positivo No 2400
B Monositio Positivo No 400
C Monositio Positivo No 1010
D Monositio Negativo No 8063
E Monositio Negativo No 7900
F Multisitio Positivo No 3108
G Multisitio Positivo Si 8331
H Monositio Negativo No 850
I Monositio Negativo No 590
J Multisitio Negativo Si 1100
K Multisitio Negativo No 2400
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Anexo Nro. 6. Resultados Analisis de Varianza y prueba LSD Fischer (Infostat)

Resultados factores “granja” y “tiempo”:

Anali=sis de la varianza

Variable N

R: R® L3

W

5/H 528

0,38

0,38 42,66

Cnadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p-valor
Modelo. 22,11 12 1,84 27,75 <0,0001
Granja 21,38 10 2,14 32,22 <£0,0001
Tienpo 0,72 2 0,36 5,44 0,004¢
Error 34,18 515 0,07
Total 56,29 527

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10331

Error: 0,0&86&64 gl: 515

Granja Medias n E.E.

I 0,37 48 0,04 A

G 0,40 48 0,04 A B

B 0,46 48 0,04 A B C

D 0,50 48 0,04 B C

H 0,52 48 0,04 C

J 0,53 48 0,04 C

F 0,54 48 0,04 C

E 0,65 48 0,04 D

K 0,73 48 0,04 D

B 0,85 48 0,04 E
C 1,01 48 0,04 E

Medias con uma letra comin no son sigrificativamente diferentes

Test:L5D Fisher Alfa=0,035

DMS=0,05395

Error: 00,0884 gl: 515
Tiempo Medias n E.E.

1,00 0,55 176 0,02 A
Z,00 0,61 176 0,02 B
3,00 0,64 17& 0,02 B

Medias con uma letra comin no son sigrificativamente diferentes
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Resultados factor “sistema”:

Analisis de la varianza

Variable N R: R® BAj CV
5/H 528 0,02 0,01 53,71

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. =] gl CH F p-valor

Modelo. 0,93 1 0,93 8,87 0,0030
Sistema 0,93 1 0,93 8,87 0,0030
Error 55,35 526 0,11

Total 56,29 527

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05765

Error: 0,102 gl: bZ&
Sistema Medias n E.E.
Multi 0,55 1582 0,02 A
Mono 0,64 336 0,02 B

Medias cor urna letra comin ne son significativaments diferentes (p > 0,.05)

Resultados factor “status PRRS”:

Analisis de la varianza

Variable N R: R* A3 CV
5/N 528 0,04 0,03 53,18

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo. 2,02 1 2,02 19,57 «<0,0001
status PRRS 2,02 1 2,02 19,57 «<0,0001
Error 54,27 526 0,10
Total 56,29 527

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,05515
Error: 0,1032 gl: 5iZ&

status PERS Medias n E.E.

Hegativo 0,55 Z88 0,02 A
Positivo 0,67 240 0,02 B

Medias con upa letra comun no son significativaments difersntes (p » 0,05)
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Resultados factor “vacunacion’:

Analisis de la wvarianza

Variable N R: R* B3 CV
5/N 528 0,04 0,04 53,08

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. =] gl CH F p—-valor
Modelo. 2,23 1 2,23 21,71 <0,0001
Vacuna madres 2,23 1 2,23 Z1,71 <0,0001
Error 4,06 526 0,10
Total SE,29 527

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,07135

Error: 00,1028 gl: 526

Vacuna madres Medias n E.E.

5i 0,47 9% 0,03 A
Ho 0,63 433 0,02 B

Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Resultados factor “tamaiio’:

Analisis de la varianza

Variable N R: R* A3 CV
5/H 528 0,35 0,34 43,87

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo. 19,93 2,21 31,55 <0,0001

Tamafio 19,93 2,21 31,55 <0,0001

Error 36,36 518 0,07

Total 56,29 527

(T Y]

Test:L5D Fisher Alfa=0,05 DMS=0,10347
Error: 00,0702 gl: 518

Tamafio Medias n E.E.

5o0, 00 0,37 48 0,04 A

8331,00 0,40 48 0,04 L B

400, 00 0,47 49 0,04 L. B C
80€3,00 0,50 48 0,04 B C
850,00 0,52 48 0,04 C
1100,00 0,53 48 0,04 C
3108,00 0,54 48 0,04 C
7900,00 0,65 48 0,04 D
2400,00 0,84 95 0,03 E
1010,00 1,01 48 0,04 F

Medias cor urna letra comin ne son significativaments diferentes (p > 0,.05)
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