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Introduccion y Objetivos

El Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento Postdestete (PMWS, Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome) se considera una enfermedad multifactorial, siendo el
circovirus porcino tipo 2 (PCV2) el agente imprescindible para su desarrollo. Dicho sindrome,
también denominado ahora enfermedad sistémica por PCV2 (PCV2 systemic disease, PCV2-SD)
fue descrito por primera vez en 1991 en Canada, siendo identificado posteriormente en todos
los continentes. EI PMWS/PCV2-SD afecta principalmente a cerdos de 2-4 meses de edad y los
principales signos clinicos incluyen pérdida de peso o reduccion en la tasa de ganancia de peso,

emaciacion, dificultad respiratoria, diarrea y palidez o ictericia.

Las lesiones macroscépicas incluyen, principalmente, un aumento del tamafio de los
linfonodos asi como ausencia de colapso pulmonar, mostrando los pulmones una consistencia
elastica. También se puede observar punteado blanco en los rifiones o Ulceras gastricas, entre
otros hallazgos. Histolégicamente, a nivel de los tejidos linfoides, se caracteriza por deplecion
linfoide, infiltrado histiocitico con células gigantes multinucleadas, asi como la presencia de
cuerpos de inclusién intracitoplasméticos botrioides. Ademas se ha descrito neumonia
intersticial, hepatitis linfohistiocitica, nefritis intersticial y enteritis linfohistiocitica, e infiltrado

linfohistiocitico en cualquier otro tejido.

Aparte del PMWS/PCV2-SD, el PCV2 se ha asociado a otras presentaciones clinicas, como
infeccion subclinica, enfermedad respiratoria, enteritis o enfermedad intestinal, fallo
reproductivo y el sindrome de dermatitis y nefropatia porcina. Todas estas presentaciones han
sido englobadas bajo el término de enfermedades por circovirus porcino (Porcine circovirus
diseases, PCVD).

El PCV2 se considera un virus ubicuo, presente en la mayoria, sino en todas, las
poblaciones porcinas, en los cinco continentes. El cerdo parece ser el hospedador natural

aunque también se ha detectado en jabalies, produciendo una enfermedad similar al PMWS.

Aunque se considera que el PCV2 es el agente esencial para el desarrollo de la
enfermedad, éste puede estar presente en cerdos sanos, sugiriendo la existencia de factores
desencadenantes para pasar del estado de infeccion a enfermedad clinica. Esto explicaria las
dificultades para reproducir experimentalmente el PMWS/PCV2-SD usando sélo PCV2, y por

tanto la falta de un modelo experimental consistente y eficaz. Estos factores pueden ser



Introduccion y Objetivos

variaciones genéticas del virus, estado inmunitario del animal, momento de la infeccion, tipo de

manejo en la explotacion, o coinfecciones, entre muchos otros.

Los animales afectados de PCVD muestran un amplio espectro de coinfecciones. Entre los
agentes implicados se incluyen virus, bacterias, micoplasmas y otros patdgenos oportunistas.
Esto sugiere que no hay un Unico copatégeno que pueda ser atribuido a una mayor prevalencia
y severidad de la enfermedad. Lo mas probable es que diversos agentes patdgenos y no
patégenos conocidos y desconocidos, que varian de una region geografica a otra, sean los

factores desencadenantes de la progresion de la infeccion de PCV2 a PCVD.

Los criterios de diagnéstico de PMWS/PCV2-SD son:

1. Signos clinicos incluyendo retraso del crecimiento y adelgazamiento, frecuentemente con
disnea y aumento del tamafio de los linfonodos.

2. Presencia de lesiones histologicas caracteristicas en los tejidos linfoides (deplecion
linfocitaria, histiocitosis y presencia de cuerpos de inclusién) y/o inflamacién linfohistiocitica en
otros organos (pulmén, higado, rifién, intestino, pancreas, etc.).

3. Deteccion, moderada a elevada, de PCV2 en las lesiones.

Dado que la infeccion por PCV2 es ubicua en la poblacion porcina mundial, el
diagndstico no puede basarse Unicamente en la deteccion del virus o de anticuerpos frente a él.
Esto hace que la eleccién y la interpretacién de los test de diagndstico sean importantes para la
confirmacion de PCVD. De igual forma, la variacion de los 6rganos afectados y por tanto las
diferentes manifestaciones clinicas de PCVD, determina la necesidad de tomar muestras de
diversos 6rganos de varios animales, puesto que animales clinicamente enfermos pueden tener

lesiones severas en un sistema organico y no presentar lesiones en otros.

Debido a que el diagnostico de PCVD se basa en la demostracion de las lesiones
caracteristicas asociadas a antigeno o acido nucleico de PCV2 en los respectivos 6rganos, la
inmunohistoquimica (IHQ) o la hibridacién in situ (ISH) se consideran las pruebas principales

(gold standard) para su deteccién como parte del diagnéstico de PCVD.

Ni los signos clinicos ni las lesiones macroscépicas observadas son suficientes para
diagnosticar la enfermedad, aunque si son indicativas. Sin embargo, la presencia de
sintomatologia, lesiones macroscépicas compatibles con PCVD y la demostracion de altos

niveles de PCV2 o anticuerpos frente a PCV2 por diferentes métodos, pueden ser consideradas
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diagndsticas en caso de no poder realizar estudio histopatolégico. Por otro lado, la detecciéon de
ADN de PCV2 por PCR convencional sélo es diagndstica de PCVD si se interpreta junto con las

lesiones histoldgicas caracteristicas.

Las circovirosis porcinas tienen un gran impacto sobre la produccién porcina,
estimandose un coste de entre 562-900 millones de euros anuales para la Union Europea,
siendo el coste por animal de 2,31 a 16,19 euros segun sea su presentacion moderada o
severa. Por ello es fundamental realizar un diagndstico correcto para poder aplicar las

estrategias necesarias para minimizar su impacto.

Con estos antecedentes surge la necesidad de profundizar en el conocimiento del papel
patogénico de PCV2 en la infecciébn natural, de forma aislada o en asociaciébn con otros
patdégenos viricos y/o bacterianos y las diferentes presentaciones clinicas, asi como su
caracterizaciéon a partir de modelos que surgen de inoculaciones experimentales utilizando

diferentes métodos diagndstico. Para ello se establecieron los siguientes objetivos:

Objetivos:

1. Estandarizar la técnica inmunohistoquimica para la deteccién del PCV2 y ADV utilizando
anticuerpos monoclonales en muestras de tejido fijadas en formol e incluidas en

parafina.

2. Estudiar la presencia en sangre y la distribucién del PCV2 en tejido mediante diferentes
técnicas (IHQ, PCR-ELISA).

3. Estimar el estadio y severidad de la infeccibn por PCV2 a partir de una clasificacion

basada en modelos experimentales.

4. Evaluar la asociacion de PCV2 con otros agentes etioldgicos mediante la utilizacion de

diferentes técnicas diagnosticas directas e indirectas.
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Revision Bibliogréafica

2.1 Antecedentes Historicos

El circovirus porcino (Porcine Circovirus, PCV) fue descrito por primera vez en 1974 por
Tischer y colaboradores como un contaminante virico no citopatico similar a un picornavirus, de
los cultivos celulares de rifion porcino PK/15, o linea celular continua de rifidn de cerdo PK-15
(ATCC-CCL31) (Tischer et al., 1974 y 1982).

Ocho afios mas tarde, este agente fue definido como un nuevo virus de mamifero,
pequefio, sin envoltura e icosaédrico, con un genoma constituido por una cadena simple circular
de ADN, pasando a denominarse circovirus porcino (Tischer et al., 1982). Desde entonces, el

PCV ha sido asignado a la familia Circoviridae.

En Canada en 1991, en granjas de alto estatus sanitario, se identific6 una enfermedad
aparentemente nueva, que se denomind Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento
Postdestete (Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome, PMWS) (Clark, 1996a, Harding,
1996). Dicho sindrome se asoci6 a PCV (Daft et al., 1996; Clark, 1997; LeCann et al., 1997;
Segalés et al., 1997). A finales de los afios 90, un virus similar a PCV fue aislado por primera
vez en cerdos con enfermedad debilitante en el oeste de Canada (Ellis et al., 1998). Poco
después, virus practicamente idénticos al aislado canadiense fueron detectados en cerdos
enfermos en Estados Unidos (EEUU) y Europa (Allan et al.,, 1998a). Mediante el uso de
anticuerpos policlonales y monoclonales, y el andlisis de la secuencia gendémica, se demostré
gue esos virus eran antigénica y genéticamente diferentes al PCV contaminante de los cultivos
celulares PK-15. Por lo tanto, se propuso que el PCV aislado de cerdos clinicamente enfermos
se denominara Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) y el PCV original contaminante de los cultivo
celulares PK-15, Circovirus Porcino tipo 1 (PCV1). (Allan et al., 1998b; Meehan et al., 1998;
Morozov et al., 1998).

Estudios retrospectivos realizados sobre tejido y/o suero, utilizando distintas técnicas, han
puesto de manifiesto que el PCV2 podria haber estado presente en la poblaciéon porcina, en
diferentes regiones y/o paises con bastante anterioridad a la primera descripcién.

En Alemania, la deteccibn de ADN de PCV2 en tejido mediante hibridacion in situ (in situ
hybridization, ISH) fue del 2.77% entre los afios 1961-1984, incrementandose a 32.14% entre
1985-1998 (Jacobsen et al., 2009).
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En sueros obtenidos en 1969, 1975 y 2000 en mataderos belgas que fueron testados
mediante ensayo de inmunoperoxidasa en monocapa (immunoperoxidase monolayer assay,
IPMA) se encontrd positividad a anticuerpos especificos de PCV2 en el 100% de las muestras
(Séanchez et al., 2001b).

En Inglaterra se han identificado retrospectivamente casos esporadicos de PMWS en
tejidos fijados en formalina y archivados desde 1970, antes de la deteccién del PMWS en los
aflos 90 (Grierson et al., 2004a). Se ha encontrado acido nucleico especifico de PCV2 en
muestras de tejidos archivados en el 41% de los casos de los afios 90, en el 31% de los casos
de los 80, y en el 32% de los casos de los 70. La secuenciacién de PCV2 de 5 de estas
muestras reveld una alta homologia con los aislados de PCV2 obtenidos de una caso de
Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina (Porcine dermatitis and nephropathy syndrome,
PDNS) en el 2000, indicando que un aislado similar de PCV2 ha estado presente en la poblacién

porcina del Reino Unido durante mas de 30 afios (Grierson et al., 2004a).

En Irlanda del Norte se han detectado anticuerpos de PCV2 en la mayoria de las
muestras de suero recogidas desde 1973 hasta 1999 (Walker et al., 2000). El porcentaje de
sueros positivos a PCV2 mostr6 un marcado incremento en las muestras recogidas en 1988
(100%) y 1999 (92,1%) comparativamente a los obtenidos en 1973 (69,1%), 1981 (61,3%), y
1984 (55%) (Walker et al., 2000).

En Canadd se analizaron muestras de suero obtenidas en mataderos mediante
inmunofluorescencia indirecta (indirect immunofluorescence assay, IFA) frente a anticuerpos de
PCV1y PCV2 (Magar et al., 2000b). Se observé que en 1985, un 8% (14/177) de sueros fueron
positivos a PCV1 y un 13,6% (24/177) a PCV2. En 1989, el 41,4% (60/145) fue positivos a
PCV1y el 72,4% (105/145) a PCV2. En 1997, el 38,1% (56/147) de los sueros fueron positivos
a PCV1y 66,7% (98/147) a PCV2 (Magar et al., 2000b). Estos resultados sefialan al PCV2 como
el principal tipo circulante en la poblacién porcina de Canada, incluso antes de las primeras

descripciones de PMWS.

En Espafia, se analizaron muestras de tejidos de 189 cerdos y sueros de 388 cerdos
recogidos desde 1985 hasta 1997, para determinar la presencia de ADN de PCV2 mediante ISH
en tejidos y de anticuerpos especificos de PCV2 mediante IPMA en suero. Un 41,3% de los
tejidos y un 72,7% de los sueros fueron positivos, o que indica una infecciébn enzodtica en
Espafia desde 1985 (Rodriguez-Arrioja et al., 2003b).
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2.2 Taxonomia

Ambos, PCV1 y PCV2, son miembros de la familia Circoviridae (Todd et al., 2005). La
familia Circoviridae esté dividida en el género Circovirus (“Circo” indica que el genoma viral
tiene una conformacion circular) y el género Gyrovirus (“Gyro” deriva del griego gyrus que
significa anillo o circuito). El género Circovirus contiene las siguientes 11 especies: virus de la
enfermedad del pico y las plumas (Beak and Feather Disease Virus, BFDV), circovirus del
canario, el circovirus del pato, circovirus del pinzén, circovirus del ganso, circovirus de la
gaviota, circovirus de la paloma, PCV1, y PCV2, circovirus del estornino, y circovirus del cisne. El
género Gyrovirus solo contiene el virus de la anemia del pollo (Chicken Anemia Virus, CAV)

(www.ictvonline.org).

Los viriones de la familia Circoviridae muestran una simetria icosaédrica y ausencia de
envoltura. El genoma es circular covalentemente cerrado, con una cadena simple de ADN, cuyo
tamarnio varia de 1,8 a 2,3 Kb. La polaridad del genoma del CAV posee un sentido negativo,
mientras que el resto de circovirus lo es en ambos sentidos (Todd et al., 2005). CAV, PCV2 y
BFDV tienen una estructura icosaédrica con una céapside de 60 moléculas de proteina dispuestas

en 12 unidades agrupadas en pentameros (Crowther et al., 2003).

Los circovirus son especificos de hospedador o tienen un estrecho rango de
hospedadores, y la mayoria de los circovirus conocidos infectan especies de aves (Todd et al.,
2005). Las infecciones subclinicas son comunes; sin embargo, las infecciones solo por circovirus
estan asociadas, en algunos casos, con enfermedades tales como CAV, BFD, y la enfermedad
por circovirus en palomas. La infeccién por circovirus, en muchas especies, causa varios grados

de deplecidn linfoide y se piensa que es inmunosupresora (Todd et al., 2005).

El analisis filogenético de PCV1 lo clasific6 como el mas cercano a BFDV (Niagro et al.,
1998). Mas aun, se ha sugerido que el predecesor de PCV1 y BFDV podria haberse originado de
un nanovirus de plantas que infect6 a un huésped vertebrado y se recombin6 con un virus ARN

infectante de vertebrados, posiblemente un calicivirus (Gibbs y Weiller, 1999).
Investigaciones recientes han mostrado que los aislados de PCV2 pueden agruparse en

dos grupos mayores, PCV2 grupo 1 y PCV2 grupo 2, que pueden dividirse a su vez en clusters:
PCV2 grupo 1 puede dividirse en 3 clusters (1A-1C), y PCV2 grupo 2 en 5 clusters (2A-2E)
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(Olvera et al., 2007). De forma simultanea a la introduccion de los términos PCV2 grupo 1y
PCV2 grupo 2, Gagnon y colaboradores, en 2007, en EEUU empezaron a agrupar los aislados de
campo de PCV2 en aislados similares a los europeos o PCV2b (seria PCV2 grupo 1), y en

asilados similares a los norteamericanos o PCV2a (PCV2 grupo 2).

Algunos laboratorios de EEUU han aportado datos moleculares por lo que la mayoria de
los aislados encaja en uno de los dos patrones de polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccién (Restriction fraction length polymorphism, RFLP) designados 422 y 321 (Delay et al,
2005; Carman et al., 2006). Los aislados con el patron RFLP 422 encajan en PCV2 grupo 2
(PCV2a o aislados similares a los norteamericanos), mientras que los aislados con un patrén
RFLP 321 pueden ser tanto PCV2 grupo 2 (PCV2a o aislados similares a los norteamericanos) o
PCV2 grupo 1 (PCV2b o aislados similares a los europeos). Esto ha llevado al uso del término
clasico 321, que esta asociado con PCV2 grupo 2, y el nuevo 321, que esta asociado con PCV2
grupo 1 que puede ser verificado solo por secuenciacion. En Dinamarca se ha aislado un

genotipo distinto, que ha sido clasificado como PCV2c (Dupont et al., 2008).

Para unificar la nomenclatura existente a nivel internacional, Segalés y colaboradores en
2008, han propuesto la nomenclatura estandarizada PCV2a, PCV2b y PCV2c (tabla 2.1).
Recientemente se ha descrito el PCVd y PCVe, identificados hasta el momento solamente en
China (Wang et al., 2009), si bien, hay dudas, de que se trate de nuevos genotipos (Cortey et
al., 2011).

Tabla 2.1. Relacion de las diferentes propuestas de nomenclatura utilizadas en
referencia a los dos principales genotipos de PCV2. Modificado de Grau-Romay

colaboradores, 2011.

Propuesta Gagnon Martins Olvera Timmusk De
Segalés  Grau-Roma 9 Gomes de Delay et Boissésson
et al., et al., et al.,
et al., et al., 2008 2007 Castro et 2007 al., 2005 2005 et al.,
2008 al., 2007 2004
PCV-2a PCV-2"  peveoa  GrupoB  Grupo2 NAWON 4227 goisser
genotipo 2 like
PCV-2b PCV-2"  povob  Grupo A Grupo 1 TawOn 321- gaa |
genotipo 1 like
PCV-2c
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2.3 Propiedades o Caracteristicas Fisicoquimicas

El PCV es un virus desnudo, sin envoltura, pequefo, de aproximadamente 17-20,7 nm de
diametro con simetria icosaédrica. EI genoma esti constituido por un ADN monocatenario
circular (Tischer et al., 1982; Todd et al., 2005).

La densidad de flotacion del PCV1 es de 1,33 a 1,37 g/cm3 en un gradiente de CsCl
(cloruro de cesio) (Tischer et al., 1974; Allan et al., 1994c). El coeficiente de sedimentacion (S)
fue determinado en 57S cuando se comparaba con el coeficiente de sedimentacion del
enterovirus bovino (Allan et al., 1994c). El PCV1 no hemaglutina eritrocitos de diversas especies
animales, incluyendo cerdo, oveja, vaca, pollo, pavo y cobaya (Allan et al., 1994c). Hasta el
momento se desconoce si el PCV2 puede hemaglutinar eritrocitos de alguna especie. El PCV es
altamente resistente a la inactivacion en el ambiente, lo cual representa un serio problema para
la eficaz limpieza y desinfeccion de las instalaciones en los sistemas de produccién porcina. Un
ejemplo de esto es el hecho de que el PCV1 permanece infectivo incluso después de su
exposicién a pH 3, cloroformo y altas temperaturas, 56°C y 70°C durante 15 minutos (Allan et
al., 1994c).

El PCV2 es relativamente resistente, bajo condiciones in vitro, a diferentes desinfectantes
comerciales a base de clorhexidina, formaldehido, yodo o alcoholes, consiguiéndose una
reducciéon de 178-4"4 log TCID50 (tissue culture infections dose, dosis infectiva en cultivo
tisular) (Royer et al., 2001). Se ha demostrado que los desinfectantes a base de amonio
cuaternario (Roccal-D), fenol (One-Strock Environ), hidréxido sodico o agentes oxidantes son

eficaces en la inactivacion del PCV2 in vitro (Royer et al., 2001).

La infectividad de PCV2 se redujo a 1,6 log mediante pasteurizacion durante 10 horas a
60°C, a 0,75 log mediante tratamiento con calor seco durante 72 horas a 80°C, y a 1,25 log
mediante tratamiento extremo con calor seco durante 30 minutos a 120°C (Welch et al., 2006).

PCV2 es facilmente aislado de tejido conservados a -70°C (Ellis et al., 1998).
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2.3.1 Organizacion del Genoma

2.3.1.1 PCV1

El andlisis de la secuencia de proteinas codificada por ORF1 (Open Reading Frame,
marco de lectura abierto), ha indicado un grado de homologia con los ORFs del nanovirus de las
plantas, conocidos por codificar proteinas asociadas a la replicacion viral. Como se referencié
anteriormente, la infeccibn por PCV en cerdos podria haberse iniciado por un nanovirus de
planta que cambié de hospedador para infectar a vertebrados y recombinarse con un virus

infectante de vertebrados (Gibbs y Weiller, 1999).

Esta homologia con los nanovirus de las plantas y la gran similitud en la secuencia de
aminoacidos entre el potencial producto proteico ORF1 del virus de la enfermedad del pico y las
plumas y el producto ORF1 del PCV1 ha sido descrita por varios autores (Bassami et al., 1988;
Meehan et al., 1997). Asi mismo se ha sugerido que la principal proteina estructural de PCV1
esta codificada por ORF2 (Mahé et al., 2000).

2.3.1.2 PCV2

El genoma circular viral del PCV2 contiene 1767-1768 nucledtidos (Hamel et al., 1998;
Meehan et al., 1998; Mankertz et al., 2000). El analisis gendmico de los PCV2 procedentes,
tanto de animales enfermos como no enfermos en todo el mundo, ha demostrado que todos
ellos pertenecen a un grupo filogenético con una similitud en su secuencia de nucleotidos
mayor del 94% (Meehan et al., 1998; Mankertz et al., 2000; Larochelle et al., 2002). Sin
embargo, la comparacién de la secuencia genémica de los aislados de PCV2 y de PCV1 ha
mostrado una similitud menor del 80% (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; Morozov et
al., 1998).

Para el genoma del PCV2 se han sugerido 11 potenciales ORFs, con un tamafo previsto
de proteinas codificadas por ORFs individuales de 2 a 36 kDa, (Hamel et al., 1998), siendo solo
6 ORFs mayores de 200 nucledtidos (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998) mientras que
otros autores solo han identificado 6 potenciales ORFs (Meehan et al., 1998; Morozov et al.,

1998). Parece ser que solo ORF1 y ORF2 estan involucrados en la expresion de proteinas.
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El andlisis de ORF1 (proteinas replicasa; Rep) y ORF2 (proteinas de capside; Cap) de
PCV2 ha mostrado un 83% de homologia en nucleétidos y un 86% en homologia de proteinas
predichas con el PCV1 para el ORF1, y un 67% de homologia en nucleodtidos y un 65% de
homologia en proteinas predichas con el PCV1 para el ORF2, respectivamente. (Morozov et al.,
1998; Mankertz et al., 2000). Por esta razén, se ha sugerido que ORF2 o su producto podrian

utilizarse para diferenciar los dos tipos de PCV (Mahé et al., 2000).

Recientemente se ha descrito un tercer gen viral en PCV2 denominado ORF3 implicado
en los mecanismos de apoptosis inducidos por PCV2 (Liu et al., 2005 y 2006; Karuppannan et
al., 2009). La proteina ORF3 parece estar altamente conservada, con una alta homologia de
aminoacidos (mayor del 95%) entre cepas de PCV2. Poco se sabe sobre la importancia del resto

de potenciales ORFs més pequefios (Liu et al., 2005) (Fig. 2.1).

Se ha postulado que los circovirus se multiplican a través de un replicobn de doble
cadena usando un mecanismo de circulo rodante (Mankertz et al., 1997; Meehan et al., 1997).
Se cree que los ARNm viricos se transcriben en el nucleo a partir de ambas cadena de ADN, es
decir, en los dos sentidos (Meehan et al., 1998). Igualmente, se cree que las proteinas de
expresion temprana y las proteinas no estructurales del PCV estan involucradas en la induccion
y regulacién de la replicacion del ADN virico (Tischer et al., 1995c). La acumulacion de
proteinas estructurales, un proceso independiente de la sintesis de ADN, tiene lugar en el

citoplasma de las células infectadas y da lugar a la destruccion celular (Tischer et al., 1995c).

(1768  bp)

Fig. 1.1. Organizacion del genoma de PCV2 (Gillespie et al., 2009).
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Los ORFs individuales codifican potencialmente varios productos de naturaleza
polipeptidica (Hamel et al., 1998). El ORF1 se cree que codifica potencialmente la proteina
replicasa, la cual es necesaria para la replicacion del genoma virico (Mankertz et al., 1998). La
masa molecular que se ha predicho para el producto de ORF1 es de 35,7 kD (Hamel et al.,
1998) para el PCV1 y de 35,8 kDa para el PCV2. Se considera que el ORF2 codifica la proteina
de la cépside, que es la principal proteina estructural (Mankertz et al., 1998). La masa
molecular del producto deducido de la secuencia del ORF2 es de 27,8 kDa tanto para el PCV1
como para el PCV2 (Hamel et al., 1998). Los tamafios supuestos de las proteinas codificadas
por los ORFs individuales 3 a 11 del PCV1 son aproximadamente 23, 13, 10, 7, 6, 4, 3, 4, 3
kDa, respectivamente. Las masas moleculares de los productos de los ORFs 3 a 11 del PCV2 se
cree gue son aproximadamente 12, 7, 6, 3, 2, 2, 5, 4, 2 kD, respectivamente (Hamel et al.,
1998). Aunque en el analisis computerizado de la secuencia se han identificado 11 ORFs
potenciales, sélo se ha identificado una proteina con masa molecular de 36 kDa en el virién del
PCV1 (Tischer et al., 1982). Posteriormente se identific6 también en el PCV1 otra proteina con

masa molecular de 31 a 33 kDa, pero su papel no se ha determinado (Tischer et al., 1995b).

Aungue la composicién real de las proteinas estructurales del PCV2 no ha sido bien
caracterizada, un estudio longitudinal revel6 que los cerdos infectados experimentalmente con
PCV2 desarrollaron anticuerpos a tres polipéptidos putativos especificos de virus con masa
molecular aproximada de 28, 28,5 y 35 kDa. Se postulé que las proteinas de 28 y 35 kDa son
productos de ORF2 y ORF1 respectivamente. La proteina de 28 kDa fue la mas especifica e
inmunogénica, por lo que podria aportar las bases antigénicas para el desarrollo de test
diagnosticos para la deteccion de anticuerpos especificos frente a PCV2 (Pogranichnyy et al.,
2000).

2.4 Replicacion Virica

Se ha visto que el PCV infecta diversos tipos celulares. El virus o antigeno del virus ha
sido aislado o detectado en 6rganos linfoides, higado, bazo, rifion, placas de Peyer del intestino,
pulmoén, tonsila y otros tejidos, incluido el sistema nervioso central (Allan et al., 1995; Rosell et
al., 1999; Corréa et al., 2007). El &cido nucleico o antigenos de PCV2 se encuentra
generalmente en el citoplasma de histiocitos, células gigantes multinucleadas y otras células de
la linea monocito/macrofagica tales como macréfagos alveolares, células de Kuppfer y células

dendriticas foliculares de los tejidos linfoides (Rosell et al., 1999, 2000a; Allan y Ellis, 2000).
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También es posible encontrar acido nucleico o antigeno viral en el citoplasma del epitelio
renal y respiratorio (bronquial, bronquiolar y alveolar), endotelio vascular, células acinares y
ductales pancreéticas, y en el nacleo de células de la linea monocito/macrofégica, células
musculares lisas, hepatocitos, y enterocitos (Kiupel et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Rosell et
al., 1999, 2000a y b; Sirinarumitr et al., 2000). También se ha detectado PCV2 en neuronas, en
células mononucleares del infiltrado perivascular cerebral, células similares a fibroblastos,
células endoteliales en meninges, plexos coroideos, cerebro y cerebelo de cerdos infectados,
principalmente en el citoplasma y ocasionalmente en el nicleo (Allan et al., 1999a; Kennedy et
al., 2000; Stevenson et al., 2001; Fenaux et al., 2002; Corréa et al., 2007). En los fetos, la
principal célula que contiene PCV2 es el cardiomiocito, tanto en el ndcleo como en el citoplasma
(Sanchez et al., 2001a).

Dentro de las células de los tejidos de cerdos infectados pueden verse cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos intensamente basoéfilos de 5 a 25 nm de tamafio (Harding y Clark,
1997; Kiupel et al., 1998).

Sin embargo, no se sabe cémo el PCV establece la infeccién y se replica en los cerdos,
pudiéndose replicar “/n vitrd’, en células PK-15, en la linea celular Vero de rifién de mono verde
africano, en células semicontinuas de pulmén porcino, en células semicontinuas de testiculo
porcino, en células primarias de rifién bovino, en células semicontinuas de pulmén bovino, en
células semicontinuas de testiculo bovino, en células primarias de rifion de cordero, en células
semicontinuas de testiculo de cordero y otros cultivos celulares primarios y permanentes (Allan
et al., 1994c).

En los cultivos celulares, el virus no causa lisis visible de las células infectadas (Allan et
al., 1994c; Tischer et al., 1982), y su presencia puede demostrarse solo por métodos
indirectos, tales como inmunofluorescencia (Tischer y Buhk 1988; Allan et al., 1998a),
inmunohistoquimica (Ellis et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Sorden et al., 1999) hibridacién /n
situ (Allan et al., 1998a; Ellis et al., 1998; Morozov et al., 1998; Choi y Chae, 1999; McNeilly et
al., 1999; Sorden et al., 1999), y PCR (Morozov et al., 1998; Larochelle et al., 1999a). Usando
estas técnicas, el PCV soOlo puede encontrarse en un pequefio numero de células, pudiendo
presentar cuerpos de cuerpos de inclusion citoplasmaticos heterogéneos, consistentes en redes
electrodensas paracristalinas de pequefias particulas viricas sin envoltura (Kiupel et al., 1998;

Stevenson et al., 1999).
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La replicacién /n vitro del PCV depende de la disponibilidad de enzimas celulares que se
expresan durante la fase S del crecimiento celular (Tischer et al., 1987). Se encontré que la
produccion de la progenie virica y el numero de células infectadas se incrementaba por el
tratamiento de las células con D-glucosamina, aunque este reactivo tiene un efecto adverso
sobre el cultivo celular debido a su citotoxicidad (Tischer y Buhk 1988; Allan et al., 1998a). La
D-glucosamina sincroniza el ciclo celular e inicia la replicacion virica al permitir la entrada del
genoma del PCV al nucleo de las células. Si la célula no esta tratada, el virus entrara en el
ndcleo de la célula hija al final de la mitosis, dando lugar a muy pocas células infectadas
(Tischer et al., 1987).

2.5 Epidemiologia

El PCV2 se considera un virus ubicuo, presente en la mayoria, sino en todas, las
poblaciones porcinas, en los cinco continentes, tanto en los paises donde se ha detectado
circovirosis porcina (porcine circovirus diseases, PCVD) como en los que no (Tischer et al.,
1986; Dulac y Afshar, 1989; Horner, 1991; Allan et al., 1994c; Edwards y Sands, 1994; Hines y
Lukert, 1995; Tischer et al., 1995b; LeCann et al., 1997; Segalés et al., 1997; Kennedy et al.,
1998; Choi y Chae 1999; Onuki et al., 1999; Allan y Ellis, 2000; Walker et al., 2000; Wellenberg
et al., 2000; Chen et al., 2001; Trujano et al.,2001; Sarradell et al., 2002; Castro et al., 2004;
Segalés et al., 2004b; Raye et al., 2005).

En Alemania, se determind la alta prevalencia del PCV, alcanzando un 95% (Tischer et al.,
1986). En dicho estudio, el 60% de los sueros de cerdos sacrificados contenian titulos de
anticuerpos tan elevados, como los observados a las 3-6 semanas post-inoculacion
experimental con PCV. Estos resultados podrian indicar que la infeccion por  PCV,
probablemente, ocurriria en las unidades de engorde, donde los animales estan en mayor
contacto. En el andlisis de la dinamica de los anticuerpos anti-PCV en poblaciones de cerdos en
Alemania, se observdé como el porcentaje de cerdos seronegativos frente a PCV disminuia
conforme aumentaba la edad de los animales, pasando de un 65% en los recién destetados, a

tan solo un 5,6% en los cerdos reproductores mayores (Tischer et al., 1995b).
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Un estudio longitudinal llevado a cabo sobre los perfiles de anticuerpos frente a PCV en 2
camadas de cerdos en Irlanda del Norte mostré que los anticuerpos séricos maternales frente a
PCV desaparecian a las 8-9 semanas tras el nacimiento. Los anticuerpos seéricos volvian a
aparecer a las 13-15 semanas, indicando una exposicion al virus entre la 112 y 132 semana de
vida. Esta escala temporal coincidia con el movimiento de los cerdos desde la unidad de cria a

la de engorde dentro de la granja (Allan et al., 1994c).

En Canada, tanto en granjas con grandes unidades de engorde libres de patdgenos
especificos (specific pathogen free, SPF), como en pequefias granjas familiares, se detectd,
mediante inmunofluorescencia indirecta, una amplia distribucion de anticuerpos séricos frente a
PCV2 en todos los tipos de granja ocurriendo la seroconversion a las 3-4 semanas postdestete
(Cotrell et al., 1999).

Los primeros estudios seroldgicos se llevaron a cabo utilizando PCV1 como antigeno. Sin
embargo, diversos estudios han revelado reaccion cruzada entre anticuerpos de PCV1 y PCV2
(Allan et al., 1998a; Mahé et al., 2000, Pogranichnyy et al., 2000; Rodriguez-Arrioja et al.,
2000). Por tanto, las primeras estimaciones sobre la prevalencia de infeccion por PCV1 y PCV2
necesitarian ser nuevamente evaluadas. Mediante el uso de una PCR mudltiple, que permite la
tipificacion de los PCV, se demostré que el PCV2 es el principal tipo de PCV que circula en la
poblacion porcina (Larochelle et al., 1999a; Ouardani et al., 1999; Ellis et al., 2000a). S6lo entre
el 4% y el 6% de los virus de campo identificados fueron PCV1 independientemente del estado
sanitario de los cerdos y sin estar correlacionada con ninguna enfermedad concreta (Larochelle
et al., 1999a; Ouardani et al., 1999).

Bajo condiciones experimentales, los cerdos inoculados con PCV1 seroconvirtieron el dia
7 postinoculacion y los titulos de anticuerpos continuaron aumentando durante 5 semanas
después de la inoculacion. El virus se detectd en diversos tejidos y se excretd por secreciones
nasales y heces (Tischer et al., 1986) sugiriendo que los cerdos desprovistos de inmunidad eran
susceptibles al PCV1 (Allan et al., 1995). Sin embargo, la inoculacién experimental del PCV1 no
fue capaz de inducir cambios patologicos o enfermedad clinica en los cerdos, sugiriendo que el

PCV1 no era patogeno para el cerdo (Krakowka et al., 2000).
Aunque se reprodujeron temblores en cerdos muy jovenes infectados con PCV y se aislé

circovirus de cerdos recién nacidos con temblor congénito, clinicamente con contracciones

clénicas de los musculos esqueléticos, el aislado virico no fue caracterizado genética o
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antigénicamente (Hines y Lukert, 1994). Posteriormente, en lechones que presentaron de forma

natural temblor congénito tipo A2 se detectdé PCV2 (Stevenson et al., 2001).

El PCV2 ha sido implicado en numerosos sindromes de enfermedad, tales como el
Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento Postdesdete (Postweaning Multisystemic Wasting
Syndrome, PMWS), el Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina (porcine dermatitis and
nephropaty syndrome, PDNS), enteritis granulomatosa, linfoadenitis necrotizante, epidermitis
exudativa y trastornos reproductivos, aunque el papel causal del PCV2, en alguna de estas

enfermedades, no se ha demostrado de forma concluyente (Chae, 2005; Segalés et al., 2005a).

2.5.1 Especies Susceptibles

El cerdo parece ser el hospedador natural del PCV1 y PCV2 (Segalés y Domingo, 2002).
También se han detectado anticuerpos frente a PCV2 en el suero de jabalies, siendo positivos el
33% y 37% de los animales examinados en 1993 y 2000 respectivamente en Bélgica, y el 48%
en Espafa entre 2000 y 2003 (Sanchez et al., 2001b; Vicente et al., 2004).

Una enfermedad similar al PMWS también ha sido descrita en jabalies en Norteamérica y
en Europa (Ellis et al., 2003; Schulze et al., 2004; Vicente et al., 2004). Los genomas de los
PCV2 aislados de los jabalies enfermos en dos de los estudios fueron secuenciados mostrando
una homologia en nucledtidos casi idéntica a otros PCV2 caracterizados de cerdos domeésticos
(Ellis et al., 2003; Schulze et al., 2004).

No se han encontrado anticuerpos séricos frente a PCV2 en vacas, ovejas, pollos, pavos,
cabras, ratones, cobayas, conejos, caballos, perros, gatos y humanos (Tischer et al., 1982;
Allan et al., 1994c y 2000c; Ellis et al., 2001; Rodriguez-Arrioja et al., 2003a). El estudio
serolégico en la poblacion humana expuesta tampoco ha mostrado anticuerpos anti-PCV2 (Ellis
et al.,, 2000b). Sin embargo, en Alemania, mediante la combinacion de técnicas de
inmunofluorescencia indirecta y ELISA, se han detectado anticuerpos anti-PCV en humanos
(30.2%), ratones (12-69%) y vacas (35%) (Tischer et al., 1995a).

Si bien el PCV es capaz de infectar /n vitro células mononucleares de bovino (Allan et al.,
1994b), y ratones bajo condiciones experimentales (Kiupel et al., 2001; Csagola et al., 2008), la
implicacion de especies no porcinas en la transmision del PCV a los cerdos queda aun por
determinar. Las pruebas actuales disponibles indican que el PCV2 no representa un riesgo

zoonotico para las personas (Segalés et al., 2005a).
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2.5.2 Transmision

Se piensa que la transmision del PCV2 ocurre a través de contacto directo via oronasal,
fecal y urinaria (Magar et al., 2000a; Bolin et al., 2001). El contacto directo con cerdos que
habian sido inoculados con PCV2 42 dias antes, produjo la transmision del virus a cerdos control
(Bolin et al., 2001).

Para valorar la diseminacion del PCV2, Shibata y colaboradores, en 2003, inocularon
intranasalmente 16 lechones extraidos por cesarea y privados de calostro con PCV2. Mediante
PCR se identifico ADN del virus sobre muestras de hisopos orofaringeos y nasales, heces,

sangre entera y suero desde el dia 1 al 70 postinoculacion.

Mediante el uso de PCR cuantitativa a tiempo real, se analizaron hisopos tonsilares,
nasales, traqueobronquiales, urinarios y fecales de cerdos sin y con signos de enfermedad,
detectandose ADN de PCV2 en un alto porcentaje de las muestras (el % varia segiin muestras y
tipos), sugiriendo que el virus es excretado a través de las secreciones respiratorias, orales,
orina y heces de cerdos tanto sanos como clinicamente afectados de PCVD, con una mayor

carga viral en estos ultimos (Segalés et al., 2005b).

Otros investigadores analizaron, mediante PCR convencional, muestras de intestino y
heces procedentes de animales con y sin enfermedad entérica, detectando ADN viral en 14/54
intestinos y 4/9 muestras de heces de animales enfermos, en 3/14 intestinos y 16/20 muestras
de heces de animales sin enfermedad, proponiendo los autores la via oro-fecal como el

mecanismo de transmision del PCV2 (Yang et al., 2003).

La transmision vertical ha sido demostrada en cerdas tanto de forma natural como
experimental (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001; O”Connor et al., 2001; Johnson et al., 2002).
West y colaboradores, en 1999, describieron la transferencia vertical intrauterina de PCV2
dando lugar a lechones virémicos o persistentemente infectados al nacimiento. En la inoculacion
intranasal con PCV2 de machos de 7 meses de edad se detecté ADN en muestras de suero a los
4 dias post-inoculacion en 3 de 4 machos. Sucesivas muestras fueron positivas hasta los 35
post-inoculacion, pero negativas a los 90 dias post-inoculacion. EI ADN del virus se detectd en
muestras de semen a los 5 dias post-inoculacion en 2 de los machos y de forma intermitente

hasta los 47 dias post-inoculacion en los 4 machos (Larochelle et al., 2000).

21



Revision Bibliografica

En 46 granjas en Corea se analizo el semen de 98 machos de un afio de edad utilizando
técnicas de biologia molecular y aislamiento viral. Mediante PCR convencional se detect6 ADN
en 13 muestras, por PCR semianidada en 26 y en 11 muestras se aisl6 PCV2. Conjuntamente se
analizaron las distintas fracciones del semen, determinandose que la mayor cantidad de ADN de

PCV2 se encontraba en el fluido seminal y fracciobn no espermatica (Kim et al., 2003e).

En Canada, en machos infectados naturalmente, el porcentaje de identificacion de ADN
de PCV2 mediante PCR anidada fue bajo y esporadico, no detectdndose en muestras de semen
procedentes de machos mayores de 17,5 meses de edad, aunque habria que considerar la
posibilidad de que machos seropositivos se comporten como diseminadores continuos
(MciIntosh et al., 2006). En cuanto a los posibles efectos del virus sobre la composicion del
semen, no parece afectar a el porcentaje de células espermaticas vivas ni a su morfologia
(McIntosh et al., 2006). Se ha demostrado experimentalmente que PCV2 puede ser transmitido
via inseminacion artificial dando lugar a viremia en las cerdas causando fallos reproductivos
(Madson et al., 2009).

2.6 Patogenia de PCVD

Todavia no existe un total conocimiento de la patogenia de enfermedad por PCV2. La
deplecién linfoide y la linfopenia en sangre periférica es una caracteristica constante en los
cerdos que desarrollan clinicamente PCVD (porcine circovirus diseases, enfermedades por

circovirus porcino).

Las técnicas de IHQ e ISH (in situ hybridization, hibridacion in situ) muestran grandes
cantidades de antigeno o acido nucleico de PCV2 en el citoplasma de macréfagos y células
dendriticas reemplazando a los linfocitos en los foliculos deplecionados (Allan y Ellis, 2000;
Sorden, 2000; Chianini et al., 2003). Sin embargo, la presencia de antigeno de PCV2 en
linfocitos es esporadica (Chianini et al., 2003), y aun se desconoce si la reduccion de linfocitos
en cerdos afectados por PCVD es debida a una produccién reducida en la médula 6sea, a una
reduccion de la proliferacion en los tejidos linfoides secundarios o a un incremento de la pérdida
de linfocitos en médula 6sea, sangre periférica, o en tejidos linfoides secundarios via necrosis o

apoptosis inducida por el virus (Opriessnig et al., 2007).
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A pesar de la presencia de PCV2 en macréfagos y células dendriticas, estudios /n vitro
sugieren que las células monociticas no representan la célula blanco principal de la replicacion
del PCV2 (Gilpin et al., 2003). En dichos estudios se analizé la capacidad de los monocitos y los
macréfagos de mantener la replicacion de PCV2 /n vitro, y no se observo replicacion en las
mismas; sin embargo, el PCV2 no fue degradado en el citoplasma de las células (Gilpin et al.,
2003).

Otros autores no encontraron evidencia de replicacion /n vitro en células dendriticas; sin
embargo, el PCV2 persistia en las células dendriticas sin perder infectividad o inducir la muerte
celular (Vincent et al., 2003). Es posible que el PCV2 se replique en una pequefia subpoblacion
de dicho tipo celular, aun no adecuadamente identificadas. Una hipétesis sostiene que debido a
su capacidad migratoria, las células dendriticas podrian proporcionar un vehiculo para el
transporte del virus a través del hospedador (Vincent et al., 2003). Otros trabajos realizados /in
vitro e in vivo sugieren que el PCV2 si podria replicarse en macréfagos (Pérez-Martin et al.,
2007; Rodriguez-Carifio y Segalés, 2009).

La ruta de entrada del PCV2 en las células diana todavia no ha sido determinada. Sin
embargo, algunos resultados preliminares obtenidos /7 vitro usando una linea celular monocitica
porcina han mostrado que el PCV2 entra en dichas células mediante endocitosis dependiente de
clatrina en un ambiente acido (Misinzo et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que las células
dendriticas (dendritic cell, DC) maduras e inmaduras permiten la internalizacion del PCV2

mediante micropinaocitosis en ausencia de replicacion virica (Vincent et al., 2005).

Cuando el PCVD clinico es evidente, el dafio en el sistema inmune es la principal
caracteristica en los cerdos afectados (Nielsen et al., 2003, Darwich et al., 2004). La deplecion
linfocitaria de los tejidos linfoides, cambios en las subpoblaciones de células mononucleares de
la sangre periférica (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) y la alteracion de los patrones de
expresion de citoquinas, han sido todos ellos demostrados en cerdos afectados naturalmente y
experimentalmente de PCVD sistémico (Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Darwich et al., 2002 y
2003a, Nielsen et al., 2003).

Aunque muchos aspectos de la patogenia del PCV2 estdn aln pendientes de una
confirmacion e identificacién definitiva, se ha propuesto un esquema de la patogenia de los
cerdos afectados de PCVD sistémico e infectados subclinicamente por PCV2 en relacién a los

aspectos inmunolégicos de la enfermedad (Darwich et al., 2004).
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Se han publicado multiples intentos dirigidos a reproducir experimentalmente PCVD
sistémico. Algunos de los ensayos experimentales iniciales en los que se utilizaron indculos de
tejidos homogenizados (Balasch et al., 1999) o PCV2 aislados y propagados en cultivos
celulares (Ellis et al., 1999b, Magar et al., 2000a, Pogranichiniy et al., 2000) solo reprodujeron
lesiones histoldgicas de intensidad leve a moderada similares a las del PCVD sistémico, pero no

el sindrome clinico de adelgazamiento.

Sin embargo, en estudios realizados en cerdos privados de calostro e inoculados solo
con PCV2 se describid, en un lechén, la enfermedad clinica y lesiones compatibles con PMWS
(Allan et al., 1999a; Kennedy et al., 2000; Bolin et al., 2001, Harms et al., 2001; Okuda et al.,
2003). Consecuentemente, se ha sugerido que la infeccion por PCV2, necesita de otros

cofactores para el desarrollo de la enfermedad clinica completa en cerdos.

Retrospectivamente, se ha observado que diversos factores, tales como la edad y el
origen de los cerdos, condiciones ambientales, la genética de los animales y la naturaleza del
in6culo de PCV2 pueden jugar un importante papel en la reproducibilidad experimental de la

enfermedad (Segalés et al., 2005a).

Se han descrito modelos de enfermedad de PMWS mas consistentes y repetibles usando
cofactores infecciosos (Allan et al., 1999a; Krakowka et al., 2000; Allan et al., 2003) y no
infecciosos (Krakowka et al., 2001). La reproduccion de la enfermedad clinica completa ha sido
descrita en un alto porcentaje de cerdos privados de calostro y gnobiéticos co-inoculados con
PCV2 y el parvovirus porcino (PPV), o inoculados con un potente inmunoestimulante como la

hemocianina en adyuvante incompleto de Freund.

Para aclarar el papel del PCV2 en PCVD sistémico y otras manifestaciones clinicas
atribuidas solamente a la infecciébn por PCV2, se desarrolld6 un clon ADN infeccioso de PCV2
(Fenaux et al., 2002). Mediante este clon ADN infeccioso se ha asegurado la pureza y
homogeneidad del in6culo en estudios /n vivoy ha permitido evaluar los efectos biolégicos de
los cambios genéticos (Fenaux et al., 2002, 2003 y 2004b; Opriessnig et al., 2006g). Cerdos
libres de patdgenos especificos (SPF) infectados con el clon ADN de PCV2 desarrollaron lesiones
linfoides asociadas a PCV2 (Fenaux et al., 2002). Clinicamente no se observd evidencia de
debilidad durante los 35 dias de duracion del experimento, pero si se determiné que el PCV fue

el causante de las lesiones linfoides caracteristicas de PCVD (Fenaux et al., 2002).
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Un grupo francés demostré que cerdos SPF inoculados con un clon ADN de PCV2
desarrollaron lesiones compatibles con PCVD sistémico (Grasland et al., 2005). Los trabajos con
el clon ADN infeccioso apoyan la hipotesis de que el PCV2 es esencial para el desarrollo de
PCVD; sin embargo, la mayoria de cepas de PCV2 requieren otros cofactores o elementos para
inducir el espectro completo de signos clinicos y lesiones asociadas con casos avanzados de
PCVD. Todo esto se ve respaldado por las pruebas de campo, que apoyan la idea de que PCVD
posee una causalidad multifactorial y que no todos los cerdos infectados con PCV2 desarrollaran
PCVD clinico (Opriessing et al., 2007).

Los factores que actualmente se piensa puedan influir en el desarrollo de la infeccion
por PCV2 pueden desglosarse en 4 grupos: virus, hospedador, coinfecciones y modulacién
inmune. Los trabajos experimentales han confirmado que al menos estos 4 componentes,
identificados hasta la fecha, son claves en los modelos etiopatogénicos de PCVD (Opriessing et
al., 2007).

2.6.1 Factores Dependientes del Virus

Es sabido que un alto porcentaje de cerdos clinicamente sanos estan infectados por
PCV2, mientras que otros desarrollan una enfermedad severa. Hasta la fecha, los analisis
genéticos y la comparacidbn de secuencias de aislados de PCV2 no han podido explicar
plenamente las diferencias en las manifestaciones clinicas. Los genomas completos de 10
aislados holandeses de PCV2 de granjas afectadas y no afectadas de PCVD fueron secuenciados
y cuando se compararon se encontré que tenian una homologia del 95,6 % al 100% (Grierson
et al., 2004b). No hubo evidencia de ningun patrén constante entre los aislados de PCV2 de
cerdos afectados y no afectados, llevando a los autores a la conclusion que las diferencias en
las manifestaciones clinicas eran debidas probablemente a otros factores aparte del virus
(Grierson et al., 2004b).

Del Este de Canada se secuenciaron 34 aislados de PCV2 de granjas con diferentes
manifestaciones clinicas de la enfermedad y se encontr6 que estaban estrechamente
relacionadas entre si y con otras cepas de Canada, EEUU, Europa y Asia (Larochelle et al.,
2002).

25



Revision Bibliografica

Més tarde, en Francia, se determind la secuencia completa de 38 aislados de PCV2 de
granjas afectadas y no afectadas de PCVD, sin embargo, los autores no lograron identificar
marcadores moleculares de virulencia. Se concluy6d que todas las granjas estudiadas estaban
infectadas con aislados de PCV2 estrechamente relacionadas pero diferentes, y que los brotes
recientes de PCVD no fueran debidos probablemente a la aparicion de un nuevo genotipo de
PCV2 (de Boisseson et al., 2004).

En Suecia se describié una cepa del virus que habia persistido durante 10 afios en una
granja SPF sin causar PCVD clinico. La misma fue capaz de inducir la enfermedad sistémica en
cerdos bajo condiciones experimentales (Allan et al., 2003; Hasslung et al., 2005). Cuando la
compararon con una cepa de referencia reciente de PCV2 de Canada (PCV2-1010), se encontré
que ambos aislados eran altamente virulentos en el modelo de coinfeccion PCV2-parvovirus
porcino (PPV), esto llevd a la conclusion general de que la virulencia del aislado sueco era igual
o incluso mayor al de la cepa de referencia méas reciente encontrada en Canada (Hasslung et
al., 2005).

Los estudios sobre la elaboracion y caracterizacion de 2 clones quiméricos de ADN
infecciosos de PCV1 y PCV2 han proporcionado mayor entendimiento sobre los factores
dependientes del virus (Fenaux et al., 2004a). El virus quimérico PCV1-2 (contiene el gen de la
capside de PCV2 clonado en el genoma del PCV1 no patdégeno) indujo experimentalmente una
fuerte respuesta especifica de anticuerpos frente al antigeno de capside del PCV2 patogénico
con lesiones minimas o sin lesiones, nivel bajo y reducida duracion de viremia, y bajos o0 no

detectables niveles de antigeno viral en tejidos linfoides (Fenaux et al., 2003 y 2004a).

Un grupo de investigadores describié dos mutaciones de amino&cidos en la proteina de
la cdpside de PCV2 después de 120 pases seriados en cultivo celular que dieron lugar a la
atenuacion del virus /in vivo (Fenaux et al., 2004b). Igualmente se observaron diferencias
significativas en las lesiones macro y microscépicas de los cerdos inoculados con el aislado
salvaje de PCV, siendo mas graves que las causadas por aislados atenuados. Esto demostro que
cambios minimos en el genoma de aislados de PCV2 pueden alterar considerablemente la

virulencia del virus (Fenaux et al., 2004b).
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También se han estudiado las posibles diferencias de virulencia entre los aislados de
campo de PCV2 del Medio Oeste de USA con una homologia del 98% en &cidos nucleicos y
96,1% en aminoacidos en ORF2 (Opriessnig et al., 2006g). Uno de los aislados, el PCV2 ISU-
40895 fue obtenido de un caso con severa deplecion linfoide e inflamacién asociados a gran
cantidad de antigeno de PCV2 compatible con PCVD. El aislado PCV2 I1SU-4838 fue identificado
de un caso sin lesiones asociadas a PCV2. Cuando ambos fueron utilizados en experiencias /1
vivo usando cerdos SPF, los autores observaron que los aislados de PCV2 con minimas
diferencias genémicas pueden diferir de manera importante en virulencia, medida ésta por los
niveles de carga viral en suero y tejidos, asi como la gravedad de las lesiones asociadas a PCV2

(Opriessnig et al., 2006g).

Desde finales de 2004, se ha observado en Ontario, Canada, un aumento de la
incidencia y gravedad, y un cambio en las manifestaciones clinicas de PCVD. Veterinarios
clinicos, e investigadores han manifestado la observacion de nuevas lesiones patoldgicas en
Ontario, incluyendo edema pulmonar, enteritis granulomatosa, deplecion linfoide mas severa
con gran cantidad de cuerpos de inclusién y necrosis linfoide asociadas a antigeno de PCV2. El
analisis de los aislados de PCV2 demostré un cambio en la secuencia génica (DelLay et al.,
2005; Gagnon et al., 2007; Carman et al., 2008).

Posteriormente se han realizado descripciones similares de aumento de la incidencia y
severidad de PCVD asociada con un reciente genotipo emergente en EEUU, el PCV2 tipo 1
(PCV2b) (Cheung et al., 2007). No se han descrito aislados de dicho genotipo en EEUU antes de
2005, pero parece estar asociado con los brotes de PCVD en 2006 en Kansas, Carolina del
Norte e lowa (Cheung et al., 2007). El PCV2 tipo 1 (PCV2b) ya habia sido descrito con
anterioridad en Europa y Asia (Mankertz et al., 2000; Wen et al., 2005).

Se desconoce si el aumento de la deteccion de PCV2 tipo 1 (PCV2b) se debe a un
cambio de su virulencia, a una nueva introduccion en el area (p.e., via semen, etc.), o si otro
factor X puede apoyar el aumento de replicacibn de un genotipo PCV2 previamente

insignificante (Opriessnig et al., 2007).

La teoria del factor X se basa en un estudio realizado en 116 granjas inglesas entre 2003
y 2004 (Woodbine et al., 2007). Las principales conclusiones de este trabajo fueron que el
PMWS se comporté como un proceso epidémico a través de una poblacibn no expuesta

previamente sin asociacion causal obvia entre PMWS y antigenos y anticuerpos de PCV2 e
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indicativa de un agente infeccioso nuevo. De forma similar, un grupo de investigacion de Nueva
Zelanda, encontr6 que el PMWS puede ser transmitido a cerdos sanos via contacto directo o
indirecto, pero la exposicion de cerdos solo a PCV2 no causé enfermedad, lo que indica que un

agente transmisible distinto al PCV2 es necesario para el PMWS (Jaros et al., 2006).

2.6.2 Factores Dependientes del Hospedador

Existen varios trabajos que pretenden determinar la susceptibilidad a la infeccién por
PCV2 en las distintas razas de cerdos, habiéndose observado PCVD clinico en una amplia
variedad de cerdos de raza pura e hibridos (Opriessnig et al., 2007). Para ello, se llevo a cabo
un estudio de cohorte para investigar una supuesta susceptibilidad reducida de los cerdos
Pietrain a PCVD en 4 granjas afectadas de PMWS. La mitad de las hembras fueron inseminadas
con semen de Pietrain, mientras que el resto de las hembras recibieron el semen que se usaba
habitualmente en esas granjas. La enfermedad asociada a PCV2 en los lechones Pietrain no se
diferenciaba de la observada en otros cerdos en esas granjas en términos de seroconversion a

PCV2, morbilidad y mortalidad (Rose et al., 2004).

En contraposicion, un estudio de campo usando 2 piaras iguales de 5000 cerdas con 3
lineas genéticas paternas diferentes (100% Pietrain, 50% Large White/50% Pietrain, 25%
Large White/75% Duroc) demostré que, bajo las condiciones de dicho estudio de campo, la
genética del hospedador influia en la expresiébn de PCVD manifiesta como incremento de la
mortalidad en los lechones de la linea paternal Large White/ Duroc comparada con los lechones

de las otras dos lineas (L6pez-Soria et al., 2004).

Un proyecto piloto controlado ha investigado la susceptibilidad del hospedador y su
efecto en el desarrollo de la infeccion por PCV2 (Opriessnig et al., 2006a). En dicho estudio se
compararon tres razas: Duroc, Landrance, y Large White. La incidencia del PCVD sistémico
basado en las lesiones macro y microscopicas fue de 0% (0/23) en Duroc, 15,8% (3/19) en
Landrace, y 0% (0/21) en Large White. Los cerdos de raza pura Landrace fueron claramente
mas susceptibles a las enfermedades asociadas a PCV2, interpretada y medida en la severidad

de los signos clinicos y lesiones microscopicas asociadas a PCV2 (Opriessnig et al., 2006a).
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Otras infecciones experimentales usando el mismo aislado de PCV2, en un pase de
cultivo celular similar y dosis, fallaron en inducir PCVD clinica en cerdos hibridos SPF (Fenaux et
al., 2002, 2003, 2004a y 2004b; Hoogland et al., 2006; Opriessnig et al., 2003; 2004a, 2004b,
2006b y 2006e). Por otra parte, se indujo experimentalmente PCVD sistémico en cerdos
hibridos Landrace/Large White privados de calostro, inoculados con un aislado de PCV2
procedente de un cerdo Yorkshire infectado subclinicamente, sugiriendo factores dependientes

del hospedador y/o ambientales asociados al desarrollo de PMWS (Allan et al., 2003).

La correlacién entre el tipo de respuesta inmune adaptativa contra PCV2 y el nivel de
replicacion del virus ha aportado pruebas de variaciones en el hospedador en el inicio de la
respuesta inmune adaptativa, que podrian explicar las diferencias en la replicacién del PCV2 y
manifestaciones clinicas y desarrollo de PCVD entre los cerdos (Meerts et al., 2005b). Un
estudio /n vitro sobre los patrones de replicacion del PCV2 en los macrofagos alveolares
encontrd claras diferencias entre los macrofagos de diferentes cerdos hibridos convencionales,
sugiriendo diferencias en la susceptibilidad a PCVD (Meerts et al., 2005a). Aunque las pruebas
clinicas y experimentales son minimas, se estan realizando més estudios sobre las diferencias

de susceptibilidad del hospedador frente a PCVD.

2.6.3 Efecto de las Coinfecciones

Los animales afectados de PMWS muestran un amplio espectro de infecciones
concomitantes (Grau-Roma et al., 2011). Las coinfecciones experimentales en cerdos con PCV2
y otros virus, tales como PPV (Allan et al., 1999a y 2000d; Kennedy et al., 2000; Krakowka et
al., 2000; Opriessnig et al., 2004a), el virus del PRRS (Allan et al., 2000a; Harms et al., 2001;
Rovira et al., 2002), o bacterias como Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) (Opriessnig et al.,
2004b), han demostrado que cuando participan otros agentes bacterianos y/o viricos, la carga
viral de PCV2 aumenta, asi como las lesiones asociadas a PCV2 y la incidencia de PCVD. De
hecho, el efecto potenciador de las coinfecciones sobre la replicaciéon y la enfermedad por PCV2
fue detectado accidentalmente cuando se inocularon cerdos gnobidticos con material filtrado de
cultivo celular y tejidos linfoides de cerdos infectados naturalmente con PCVD (Ellis et al.,
1999b). Los cerdos inoculados experimentalmente desarrollaron PCVD clinica; y a posteriori se
detectd que el in6culo contenia PCV2 y PPV, responsables de la infeccidn y los signos clinicos de

la enfermedad en los cerdos inoculados.
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Las coinfecciones con PCVD mas frecuentemente encontradas en 484 cerdos estudiados
en EEUU fueron: PRRSV en el 51,9% (251/484) de los casos, Mh en el 35,5% (172/484),
septicemia bacteriana y/o neumonia en el 21,6% (105/484), Virus de la influenza porcina (S1V)
en el 5,4% (26/484), siendo la infeccion Unica por PCV2 del 1,9% (9/484) (Pallarés et al.,
2002). La infeccion simultdnea de PCV2 y virus de la Enfermedad de Aujeszky (ADV) fue
demostrada en cerdos asociada a tonsilitis y linfoadenitis necrotizante multifocal (Rodriguez-
Arrioja et al., 1999), esporadicamente en casos de PNP, (Grau-Roma y Segalés, 2007) asi como

en otros brotes de PCVD (Quintana et al., 2001).

Se ha sugerido que la infeccién de los cerdos con PCV2 o la coinfeccion con PRRSV y PCV2
podria ser responsable de la clinica y lesiones atribuidas a una infeccién atipica por PRRSV (Ellis
et al., 1999a). En dicho trabajo se demostré la presencia de acido nucleico de PCV2 en 2 de los
5 aislados de PRRSV de 5 diferentes estados de EEUU.

Se ha descrito que en mas del 60% de los casos diagnosticados como PMWS en el medio-oeste
de EEUU, existia coinfeccién con PRRSV (Sorden et al., 1998). Por el contrario, solo en un 20%
de los casos de PMWS en el oeste de Canadéa se observo coinfeccion con PRRSV. Estos

resultados dispares podrian ser el reflejo de la prevalencia del PRRSV (Allan y Ellis, 2000).

En el 13% de los cerdos infectados por PCV2 en el oeste de Canada se ha demostrado
coinfeccion con el parvovirus porcino (PPV) (Ellis et al., 2000a). Este tipo de coinfecciones por

PCV2 y PPV también han sido descritas en Europa (Allan et al., 1999a).

En un estudio caso-control en cerdos con historial clinico de adelgazamiento progresivo y
lesiones microscépicas caracteristicas de PCVD, y en cerdos control sin signos clinicos ni
lesiones microscopicas tipicas de PCVD se identificaron los siguientes virus: PCV2, PRRS, PPV,
enterovirus porcino tipo 1 y 3 (porcine enterovirus, PEV), virus de la influenza porcina (swine
influenza virus, SIV), coronavirus respiratorio porcino (porcine respiratory coronavirus, PRCV),
retrovirus enddgeno porcino (porcine endogenous retrovirus, PERV), herpesvirus linfotrépico
porcino tipo 1 (porcine lymphotropic herpesvirus type 1, PLHV-1). EI PCV2 fue el que tenia la
asociacion mas fuerte con PCVD, y el riesgo de PCVD era mucho mayor si existia coinfeccion

con PCV2/PRRSV (Pogranichniy et al., 2002).

Se sugiere que no hay un Unico copatdgeno (agente X) que pueda ser atribuido a una

mayor prevalencia y severidad de la enfermedad PCVD. Lo més probable es que diversos
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organismos patogenos y no patégenos conocidos y desconocidos (agente X), que varian de una
region geografica a otra, sean los factores desencadenantes de la progresion de la infeccién de
PCV2 a PCVD (Opriessnig et al., 2007).

2.6.4 Efectos de la Modulacién Inmunoldgica o del Estado Inmune

2.6.4.1 Inmunoestimulacion.

Diversos estudios han demostrado que la inmunoestimulacion con agentes infecciosos y
no infecciosos puede desencadenar la progresion de la infeccion de PCV2 hacia la enfermedad y
lesiones caracteristicas de PCVD (Ellis et al., 1999b, Krakowka et al., 2000 y 2001),
probablemente por un aumento del nimero de células sensibles o tolerantes a la replicacién del
PCV2 entrando en la fase S de su ciclo celular (Ellis et al., 1999b; Krakowka et al., 2000), una

condicién necesaria para la replicacion del virus (Tischer et al., 1987).

Krakowka y colaboradores en 2001, reprodujeron PCVD clinico en cerdos gnobiéticos
estimulados con hemocianina en adyuvante incompleto de Freund e inoculados con PCV2.
Basandose en este trabajo inicial, ha habido un considerable interés sobre el efecto de los
adyuvantes vacunales y en la severidad de la enfermedad inducida por PCV2. Existen diversos
trabajos que apoyan la hipétesis de que pautas comunes de vacunacién, bajo determinadas
circunstancias, podrian realmente aumentar PCVD (Allan et al., 2001; Kyriakis et al., 2002;

Opriessnig et al., 2003).

Por el contrario, otros autores han demostrado que PCVD podria ser inducido por la
infeccion de PCV2 sin coinfeccién o inmunoestimulacién, lo que implicaria el papel de patégeno
primario en algunos casos de PCV2 (Balasch et al.,, 1999; Bolin et al.,, 2001; Ladekjaer-
Mikkelsen et al., 2002).

Ademés del tipo de vacuna utilizada, otros factores, tales como el momento de

vacunacién con adyuvante y la edad de los cerdos también podria influir en el resultado clinico

de la infeccién por PCV2 (Opriessnig et al., 2007).
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Opriessnig y colaboradores en 2006, no observaron una mayor severidad de las lesiones
asociadas a PCV2, después de utilizar una vacuna comercial de Mh, en los animales de 2 a 4

semanas y posteriormente inoculados con PCV2 (Opriessnig et al., 2006b).

En otra linea, se estudid el efecto de los diferentes adyuvantes (oleoso, acuoso e
hidréxido de aluminio) de vacunas comerciales y experimentales frente a Mh, como probables
inductores de aumentar la replicacion de PCV2, la incidencia de la enfermedad y las lesiones
asociadas a PCV2. Para ello, se vacunaron, por via intramuscular, cerdos a las 4 y 6 semanas de
edad y se inocularon intranasalmente a las 6 semanas de edad con PCV2. Se observé que en el
grupo que recibi6 adyuvante oleoso, la viremia fue de mayor duracién, se detectdé mayor
cantidad de PCV2 en suero y tejidos y se produjo una mayor deplecion linfoide en comparacion
con los grupos que fueron vacunados con adyuvante acuoso o hidréxido de aluminio. (Hoogland
et al., 2006).

2.6.4.2 Inmunosupresion.

Para evaluar el efecto de la inmunosupresion, doce cerdos gnobioticos con 1 dia de vida
fueron inoculados por via oronasal con PCV2. Cuatro de ellos recibieron ciclosporina oral en
dosis diarias y otros 4 cerdos recibieron corticoesteroides (suspensién de acetonido de
triamcinolona) intramuscular 2 veces por semana. El primer tratamiento dio lugar a un aumento
de la replicacién de PCV2 en los tejidos e indujo la diseminacién de PCV2 a los hepatocitos, no
observandose reacciones inflamatorias tipicas de PCVD, aunque los tejidos tenian gran cantidad
de virus. Estos resultados proponen que las lesiones inflamatorias granulomatosas son

inmunomediadas (Krakowka et al., 2002).

Por otra parte, en otro estudio, donde se utilizaron 7 cerdos obtenidos por cesarea y
privados de calostro, e inoculados con PCV2 intranasal e intraperitonealmente, los tres animales
que fueron tratados con dexametasona a los 8 dias de edad desarrollaron linfoadenitis
granulomatosa, que no se observé en los cerdos inoculados solo con PCV2. Por tanto, los
autores concluyeron que el tratamiento con dexametasona influy6 en la infeccion por PCV2 de
los tejidos linfoides y que la supresion de la inmunidad mediada por células podria jugar un

papel en la etiologia de PCVD (Kawashima et al., 2003).
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2.7 Inmunidad

2.7.1 Respuesta Inmune a PCV2 y Proteccion

La mayoria de la granjas de cria y de las reproductoras dentro de esas granjas, son
seropositivas a PCV2 (Magar et al., 2000b; Walker et al., 2000; Opriessnig et al., 2004c). Bajo
condiciones de campo, los anticuerpos calostrales disminuyen durante los periodos de lactacion
y transicién, seguido de una seroconversion activa (Rodriguez-Arrioja et al., 2002; Blanchard et
al., 2003; Larochelle et al., 2003). La media de vida de los anticuerpos maternales frente a
PCV2 en animales destetados se ha estimado en 19 dias, y el plazo para la disminucién de los
anticuerpos pasivos frente a PCV2, dentro de la poblacién, es relativamente amplia. Los
anticuerpos anti-PCV2 adquiridos pasivamente presentes a los 10-12 dias de edad, empiezan a
disminuir por debajo de los niveles de corte del ELISA aproximadamente, a las 4,9 +1,2
semanas de edad en los lechones con niveles bajos de anticuerpos al destete,
aproximadamente a las 8,1+1,9 semanas de edad en los lechones con niveles moderados de
anticuerpos al destete, y aproximadamente a las 11,1+2,5 semanas de edad en los lechones

con niveles altos de anticuerpos pasivos al destete (Opriessnig et al., 2004c).

La seroconversién activa ocurre normalmente sobre las 7-12 semanas de edad y los
anticuerpos pueden durar al menos hasta las 28 semanas de edad en casos naturales

(Rodriguez-Arrioja et al., 2002).

En cerdos infectados experimentalmente, se ha demostrado que la seroconversion a
PCV2 ocurre entre los 14 y 28 dias postinfeccion (PI) (Allan et al., 1999a; Balasch et al., 1999;
Pogranichniy et al., 2000) Dicha seroconversion se ha comprobado en animales infectados
experimentalmente con y sin enfermedad clinica (Bolin et al., 2001; Rovira et al., 2002) pero
algunos estudios muestran que los animales enfermos clinicamente seroconvierten mas tarde
(Okuda et al., 2003).

En estudios experimentales y de campo se ha observado que el PMWS aparece al final
de la transicién y en cebo lo que podria estar asociado con la inmunidad maternal protectora
contra el desarrollo del PMWS (Allan et al., 2002b; Rodriguez-Arrioja et al., 2002; Ostanello et
al., 2005; Calsamiglia et al., 2007).
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Tanto en condiciones naturales como experimentales, se ha observado que titulos bajos
de anticuerpos frente a PCV2 en las cerdas estan positivamente relacionados con la mortalidad
de los lechones, sugiriendo que los anticuerpos maternales frente a PCV2, inmunidad pasiva,
tienen un efecto protector sobre el desarrollo de PMWS en los lechones (Allan et al. 2002b;
McKeown et al., 2005; Ostanello et al., 2005). Mediante infeccion experimental se demostré
gue animales joévenes no expuestos previamente son susceptibles a la enfermedad (Allan et al.,
1999a; Kennedy et al., 2000; Bolin et al., 2001; Harms et al., 2001; Krakowka et al., 2001)
mientras que los signos de PMWS en el campo suelen aparecer en etapas mas tardias y de
finalizacién, coincidiendo con el declive de los anticuerpos maternales (Rodriguez- Arrioja et al.,
2002; Rose et al., 2003; Sibila et al., 2004).

Por otra parte, otros estudios de campo no han mostrado un efecto protector
significativo contra PMWS en asociacion con altos niveles de anticuerpos séricos derivados del
calostro frente a PCV2 (Hassing et al., 2004). Aunque la respuesta inmune humoral frente a
PCV2 en campo tiene lugar sobre los 2-3 meses de edad, un porcentaje variable de cerdos en la
fase de engorde-cebo pueden ser virémicos, sugiriendo que los anticuerpos frente a PCV2 no
son totalmente protectores frente a la infeccion (Rodriguez-Arrioja et al., 2002; Larochelle et
al., 2003; Sibila et al., 2004).

Esta situacién también parece ocurrir en cerdos adultos bajo condiciones naturales de
infeccion ya que se pueden infectar pero no mostrar signos clinicos aparentes o detectables.
Todavia no se sabe, si esto es debido a la inmunidad humoral frente a PCV2 o a una resistencia

natural por la edad (Segalés et al., 2005a).

Los estudios sobre anticuerpos neutralizantes han mostrado que estos se producen
durante el curso de las infecciones naturales y experimentales con PCV2 (Pogranichniy et al.,
2000; Meerts et al., 2005b y 2006), y su ausencia ha sido asociada con una replicacion viral
activa dando lugar al desarrollo de PMWS (Meerts et al., 2006). El descenso de la viremia
coincidia con el aumento del titulo de anticuerpos neutralizantes, lo que sugiere que la
circulacion viral en sangre se reduce por neutralizacibn mediada por anticuerpos, siendo
posiblemente un importante mecanismo en la eliminacion del virus y en la recuperacion de la

infeccion (Fort et al., 2007).
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2.7.2 Interaccion entre PCV2 y el Sistema Inmune en PCVD

El efecto del PCV2 sobre el sistema inmune en cerdos afectados de PMWS y cerdos
infectados subclinicamente por PCV2 no ha sido caracterizado completamente. Se ha
demostrado experimentalmente que la estimulacién y/o activacién del sistema inmune de los
cerdos infectados con PCV2 por parte de algunos virus o factores no infecciosos favorece la
replicacion de PCV2 e incrementa la carga viral en tejidos y suero (Allan et al., 1999a;
Krakowka et al., 2000 y 2001; Harms et al., 2001; Rovira et al., 2002), indicando que la
infeccion de PCV2 y la inmunoestimulacion pueden ser eventos cruciales en el desarrollo del
PMWS (Krakowka et al., 2001).

En cambio, las lesiones microscoOpicas tipicas en los tejidos linfoides de los cerdos
afectados por PMWS (Clark, 1997; Rosell et al., 1999), la asociacion de la enfermedad con
patogenos oportunistas (Clark, 1997; Carrasco et al., 2000; Nufez et al., 2003; Segalés et al.,
2003b), y otros cambios en las subpoblaciones celulares inmunes de los tejidos linfoides y en
las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) (Segalés et al., 2001; Darwich et al.,
2002 y 2003b; Chianini et al., 2003; Nielsen et al., 2003) son caracteristicas frecuentes del
PMWS en cerdos afectados de forma grave, sugiriendo un estado de inmunosupresion en los

cerdos enfermos (Segalés et al., 2004a).

Estudios de casos naturales de PMWS han mostrado que los cerdos con enfermedad
clinica tienen una evidente y significativa alteracion de los patrones de expresion del mRNA de
diversas citoquinas pro-inflamatorias y reguladoras en diferentes tejidos linfoides (Darwich et
al., 2003b). Sin embargo, no esta claro si estos perfiles alterados estan relacionados con el
desarrollo del PMWS o son consecuencia de la dindmica de la poblacién celular gravemente
afectada en los tejidos linfoides de los animales enfermos, cuando se compara con animales no

enfermos (Segalés et al., 2005a).

Se ha descrito una sobreexpresion significativa del mRNA de IL-10 en el timo de cerdos
afectados de PMWS comparado con animales no enfermos, que se ha asociado con deplecion
timica y atrofia de dicho 6rgano (Darwich et al., 2003b). Por el contrario, Sipos y colaboradores
en 2004, no encontraron diferencias significativas en la expresion de citoquinas en sangre y
tejidos procedentes de casos de campo de cerdos afectados de PMWS cuando se compararon
con cerdos no afectados, y concluyeron que la respuesta inmune a PMWS no se caracterizaba

por un perfil de citoquinas basada en Thl ni por un perfil indicativo de inmunosupresion de
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células T. Sin embargo, los mismos autores sugieren que los animales estudiados

probablemente estaban en la fase de remision de la enfermedad (Sipos et al., 2004).

Estudios sobre muestras secuenciales de sangre de cerdos infectados
experimentalmente con PCV2 han indicado un incremento en la produccién de IL-10 en los
animales afectados de PMWS en comparacion con los infectados subclinicamente. Este
incremento solo se detectd de forma tardia en el curso de la infeccién y coincidia con el inicio
de la enfermedad, no pudiéndose determinar si esto contribuye, distingue o define el desarrollo
del PMWS o solo es una consecuencia de la enfermedad (Stevenson et al., 2004 y 2006).
También se observé un descenso prematuro de interferbn en los cerdos infectados que
desarrollaron PMWS, comparativamente con los cerdos que se mantenian infectados
subclinicamente. Se concluy6 que la incapacidad de algunos cerdos infectados por PCV2 para
producir interferon en las primeras etapas de la infeccion podria ser un factor clave en la
respuesta inmune inadecuada frente a la infeccion por PCV2, lo que favoreceria el desarrollo de
la enfermedad (Stevenson et al., 2004 y 2006).

La reduccion en la produccion de interferon y el aumento en la produccion de IL-10 en
cerdos infectados experimentalmente por PCV2 y que han desarrollado PMWS ha sido
confirmada por otros autores usando diferentes modelos experimentales (Hasslung et al.,
2005). Estos efectos estan probablemente relacionados con genes identificados en el genoma

de PCV2 que inhiben la produccion de interferén alfa (IFN-a) (Hasslung et al., 2003).

Estudios /n vitro de PBMC de cerdos sanos y afectados de PMWS han revelado efectos
sustanciales y especificos (alteracion y/o disminucion) en la capacidad funcional de PBMC de
cerdos afectados de PMWS en términos de liberacién de citoquinas (Darwich et al., 2003a). Por
otro lado, no se han visto diferencias especificas en la expresion de marcadores de superficie
celular de PBMC o de macréfagos alveolares expuestos /n vitro a PCV2 cuando se comparaban

con los grupos control (Gilpin et al., 2001; Vincent et al., 2003).

La infeccion /n vitro por PCV2 de células dendriticas (DC) sanguineas y plasmocitoides
asi como de precursores de DC, ha mostrado que el virus no inhibe la diferenciacién de DC y
gue dichas células mantienen la capacidad de producir citoquinas proinflamatorias, de procesar
y presentar antigenos a los linfocitos T (Vincent et al., 2005). Sin embargo, el PCV2 parece ser
capaz de danar el efecto de CpG-ODN (secuencias dinuclettidas de citosina fosfato guanina,

gue se encuentran en el genoma de las bacterias y algunos virus y son reconocidas como
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sefales de peligro por el sistema inmune) sobre las DC plasmocitoides (células productoras de
interferén natural, NIPC, natural interferon-producing cells,) mediante la induccion de la
inhibicion de IFN-a y TNF-a. Las defensas innatas dependientes de IFN-a y TNF-a, tales como
efectos antivirales directos, maduracién de DC, activacion de las células natural killer (NK), asi
como la promocion de las respuestas especificas de células T y B, se volverian ineficaces o
inefectivas (Fitzgerald-Bocarsly, 2002; Fonteneau et al., 2004; Liu, 2004; Vincent et al 2005).
Mientras que esto podria tener un valor potencial para la supervivencia del PCV2, también daria
lugar a una reduccion de la eficiencia frente a infecciones adicionales. Por lo tanto, la supresién
de la funcién de las NIPC por parte del PCV2 afectaria a la capacidad del hospedador para

combatir infecciones secundarias o paralelas (Vincent et al., 2005).

Se ha reconocido que la etiologia de las enfermedades asociadas a PCV2 puede incluir la
infeccion por agentes secundarios o la activacion del sistema inmune (Allan et al., 1999a;
Krakowka et al., 2000 y 2002). El medio por el cual esto ocurre podria estar relacionado con el
hecho de que las DC y macréfagos acumulan el virus (Gilpin et al., 2003; Vincent et al., 2003)
proporcionando un medio de transporte del PCV2 a diversos lugares del cuerpo, lo que
explicaria el hecho de que animales sintométicos muestren histiocitos positivos a PCV2 en la
mayoria de tejidos y 6rganos (Rosell et al., 1999; Krakowka et al., 2002). Esta extensa
distribucion del virus facilitaria la interaccion con otras células tales como NIPC en las mucosas,
donde la eficacia de la actividad de las NIPC es esencial para el control de la entrada de

patdgenos (Vincent et al., 2005).

Los mecanismos responsables de la deplecion linfocitaria e inmunodeficiencia asociadas
a la infeccién por PCV2 han sido poco estudiados. Algunos autores han sefialado a la apoptosis
como el mecanismo de deplecién de células B en los linfonodos (Shibahara et al., 2000), sin
embargo, otros estudios no apoyan esta hipétesis, demostrando que la apoptosis no es una
caracteristica notable en el desarrollo de las lesiones linfoides en el PMWS (Mandrioli et al.,
2004; Resendes et al., 2004a). Por otra parte, hay evidencias de que la proliferacién linfocitica
podria estar inhibida en el timo y en los érganos linfoides secundarios (Darwich et al., 2003b;
Mandrioli et al., 2004).

De la misma manera, se dispone de poca informacion respecto a la interaccion entre el
sistema inmune y PCV2 en otras PCVD. Se ha sugerido que un excesivo titulo de anticuerpos
frente a PCV2 puede desencadenar el desarrollo de PDNS (Wellenberg et al., 2004b), pero por

el momento no se ha podido demostrar experimentalmente. Por otra parte, el perfil de
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citoquinas y las variables hematoldgicas de los cerdos con PDNS indicarian un estado
proinflamatorio, apoyando una tendencia Thl en estos animales (Sipos et al., 2005). Sin
embargo, en dicho estudio no se dio una descripcion patoldgica detallada de los animales, y no
se observo diferencia en los niveles de urea y creatinina entre PDNS y PMWS (Segalés et al.,
2005a; Sipos et al., 2005).

La forma reproductiva de PCVD parece ser bastante infrecuente en condiciones de
campo. Esto podria ser debido a la seroprevalencia generalizada frente a PCV2 en los cerdos
adultos, que daria como resultado que las piaras de reproductores fueran inmunes al virus v,
por lo tanto, no susceptibles a la enfermedad clinica (Sanchez et al., 2001b; Pensaert et al.,
2004).

2.8 Enfermedades Asociadas a PCV: Signos Clinicos y Lesiones

2.8.1 PCV1

El PCV1 se considera un virus no patogénico (Tischer et al., 1986; Allan et al., 1995). Sin
embargo, dicho virus se ha aislado de lechones nacidos muertos. La ausencia de anticuerpos
frente a PCV1 en el suero fetal sugiere que la infeccion transplacental es extremadamente rara

y ocurre antes de la inmunocompetencia fetal. (Allan et al., 1995).

En cuanto a la inoculacién experimental con PCV1, si bien se observé seroconversion,
ningun animal mostré signos clinicos de enfermedad ni presentd lesiones macro ni
microscopicas (Tischer et al., 1986). En un estudio similar no se logré reproducir la enfermedad
clinica, sin embargo, en este caso se pudo demostrar, mediante inmunofluorescencia, la
presencia de antigeno viral en tejidos del sistema linfoide, pulmén e intestino. El virus se
localizd6 principalmente en el bazo, timo y pulmén, y se asoci6 a células
monociticas/macroféagicas, por lo que se concluyé que la infeccibon por PCV1 podria

comprometer el sistema inmune porcino (McNeilly et al., 1996).
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2.8.2 PCV2

En 1996 se publico la descripcion de un sindrome de adelgazamiento o desmedro
identificado, por primera vez en 1991, en granjas de alto estatus sanitario (SPF) en el oeste de
Canada (Clark, 1996b; Harding, 1996). Este sindrome se caracterizaba por la pérdida progresiva
de la condicion corporal junto con la presencia de lesiones en multiples 6rganos, los autores
propusieron el término de “Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome” (PMWS, sindrome
multisistémico de adelgazamiento postdestete). En las lesiones multisistémicas se detectd &cido
nucleico y antigeno de PCV2, al tiempo que se pudo aislar y caracterizar el virus. (Ellis et al.,
1998).

La asociacion de PCV con neumonia intersticial y linfoadenopatia fue descrita en
California en 1996 al detectarse, mediante ISH, ADN de PCV en muestras de pulmén y
linfonodo en un cerdo de 6 semanas de edad (Daft et al., 1996). Posteriormente el aislamiento

del virus y su caracterizacion demostré que se trataba del PCV2 (Allan et al., 1998a).

En Francia en 1996, se describié una enfermedad debilitante, aunque inicialmente, no se
pudo identificar el agente causal (Albina et al., 1996). Posteriormente, se identific6 PCV2 en los
animales afectados (Allan et al., 1998a). Un afio mas tarde en Espafia, también fue descrita una

enfermedad asociada al PCV2 que cursaba con adelgazamiento (Segalés et al., 1997).

En Canadd, PMWS ha sido diagnosticado principalmente en granjas de alto estatus
sanitario, libres de las principales enfermedades digestivas y respiratorias que afectan al ganado
porcino incluyendo neumonia por Actinobacillus spp., Mycoplasma spp., rinitis atréfica,
salmonelosis, disenteria porcina, gastroenteritis transmisible y pseudorabia. Dichas granjas asi
como muchas otras en las que se ha diagnosticado el PMWS eran negativas al virus del
sindrome respiratorio y reproductor porcino (PRRSV), de ciclo cerrado, 1 o 2 fases, de cria de
lechones y cebaderos con un nimero de 50 a 1200 madres (Ellis et al., 1998; Harding et al.,
1998).

Desde estos primeros casos descritos de PMWS asociado a PCV2, dicha enfermedad ha
sido identificada en casi todos los paises productores de porcino en el mundo (Clark, 1997;
Harding, 1997; LeCann et al., 1997; Segalés et al., 1997; Kiupel et al., 1998; Spillane et al.,
1998; Choi y Chae, 1999; Hinrichs et al., 1999; Onuki et al., 1999; Choi et al., 2000b; Kiss et
al., 2000; Vyt et al., 2000; Wellenberg et al., 2000; Borel et al., 2001; Trujano et al., 2001;
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Celer y Carasova, 2002; Sarradell et al., 2002; Saoulidis et al., 2002; Lawton et al., 2004;
Wallgren et al., 2004).

En Espafia, Reino Unido y Japdn, los estudios retrospectivos realizados en muestras de
cerdos procedentes de archivos histolégicos desde 1986 y 1989, en los cuales se diagnosticaron
lesiones de PMWS, se detectdé abundante antigeno de PCV2 (Mori et al., 2000; Rodriguez-
Arrioja et al., 2003b; Grierson et al., 2004a). En otras valoraciones retrospectivas, se han
encontrado evidencias de infeccion por PCV2 en cerdos desde 1969 (Sanchez et al., 2001b). Por
lo tanto, hay quien piensa que el PMWS no deberia considerarse una nueva enfermedad, ni el

PCV2 un nuevo virus.

Dado que el PCV2 es ubicuo en la poblacion porcina y la infeccion no equivale
necesariamente a enfermedad, Sorden, en 2000, propuso una definicibn de caso de PMWS.
Basandose en dicha definicion, el diagndstico de PMWS requiere 1) la presencia de signos
clinicos tales como debilidad, pérdida de peso, con o sin disnea o ictericia; 2) la presencia de
lesiones microscopicas tipicas asociadas a PCV2 (deplecion linfoide y/o infiltrado histiocitico en
tejidos linfoides u otros érganos), y 3) antigeno o acido nucleico de PCV2 asociado a las

lesiones microscopicas, detectado mediante IHQ o ISH (Sorden, 2000).

Al poco tiempo se hizo evidente que el PMWS describia solo una porcion de las
enfermedades asociadas a PCV2. Por ejemplo, se puede detectar gran cantidad de antigeno de
PCV2 en cerdos adultos o incluso fetos y neonatos que no manifiestan debilidad, o se puede
encontrar antigeno de PCV2 Unicamente en un sistema organico que no sea tejido linfoide,
como pulmén o intestino. Por tanto, en 2002, se propuso que las abreviaciones existentes,
incluido el PMWS, deberian sustituirse por la de “Enfermedad por Circovirus Porcino” o PCVD
(porcine circovirus disease) (Allan et al., 2002a). Esta nomenclatura se usa en Europa para
englobar las enfermedades asociadas a PCV2 (Segalés et al., 2005a). Asi mismo, en 2012 se
propuso una terminologia para los diferentes sindromes o expresiones de PCVD y que incluye la
infeccibn subclinica (PCV2 subclinical infection, PCV2-Sl); enfermedad sistémica (PCV-2
systemic disease, PCV2-SD), donde se incluiria el PMWS; enfermedad respiratoria (PCV-2 lung
disease, PCV2-LD) que incluiria también PNP; enfermedad entérica o enteritis (PCV-2 enteric
disease,PCV2-ED); enfermedad o fallo reproductivo (PCV-2 reproductive disease PCV2-RD); vy
sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS) (Segalés, 2012).

40



Revision Bibliogréafica

En Norte América, consideraban que cualquier término nuevo usado en conexion con
PCV2 deberia incluir la palabra “asociado”, lo cual llevé a la creacién e introducciéon del término
“enfermedad asociada al circovirus porcino” o PCVAD (porcine circovirus associated disease),
propuesto en marzo del 2006 por la Asociacion Americana de Veterinarios de Porcino (American
Association of Swine Veterinarians, AASV). Hay muchas razones por las cuales el término
debilidad o debilitante ha sido eliminado de la definicibn de caso y categorizaciones: 1)
debilidad o debilitante es un término clinico subjetivo usado normalmente en referencia a la
pérdida de peso, 2) la pérdida de peso o incapacidad para ganar peso es comin en animales
con una amplia variedad de diferentes enfermedades infecciosas y no infecciosas, y 3) el
término debilidad o debilitante podria asociarse incorrectamente con encefalopatias

espongiformes transmisibles observadas en cérvidos (Opriessnig et al., 2007).

Basandose en la definicion de caso de la AASV de octubre de 2006, PCVAD puede ser
subclinica o incluir una o mas manifestaciones clinicas tales como enfermedad multisistémica
con pérdida de peso, alta mortalidad (doblando la tasa de mortalidad sin introduccion de un
nuevo patégeno conocido), sintomas respiratorios, PDNS, sintomas digestivos incluyendo
diarrea, y trastornos reproductivos individuales o en combinacion en una piara o0 grupo de

cerdos.

En la base de datos del Laboratorio de Diagndstico Veterinario de la Universidad del
Estado de lowa, PCVAD ahora incluye una infeccion sistémica (categoria que incluye el PMWS),
neumonia asociada a PCV2, enteritis asociada a PCV2, fallos reproductivos asociados a PCV2, y
PDNS asociado a PCV2. Los casos que son categorizados de esta forma, pueden tener lesiones
asociadas a PCV2 que varien en severidad de moderada a severa y tales descripciones son

afiadidas a los informes del caso (Opriessnig et al., 2007).

2.8.2.1 Infeccidén Subclinica por PCV2, PCV2-SI

La infeccién subclinica por PCV2 implica que, aunque el PCV2 esta presente, no es el
responsable de la enfermedad que padezca el cerdo (es decir, baja cantidad de antigeno de
PCV2 asociada a lesiones minimas o sin lesiones). Basandose en cerdos inoculados
experimentalmente con PCV2, se sabe que la infeccion y lesiones por PCV2 pueden estar
limitadas a 1 o 2 linfonodos sin causar ningun aparente signo clinico (Opriessnig et al., 2004b y

2006c¢). Sin embargo, también se ha demostrado experimentalmente que la infeccion subclinica
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por PCV2 puede estar asociada a efectos indirectos como una disminucién en la eficacia de la

vacunacion frente a PRRSV (Opriessnig et al., 2006e).

También se ha descrito la linfoadenitis necrotizante asociada a PCV2 en linfonodos
individuales en cerdos clinicamente sanos. La principal lesién en esta forma de presentacion es
la necrosis centrofolicular, normalmente limitado a 1 o 2 linfonodos. Su importancia se
desconoce y se limita a los casos de canales con linfonodos aumentados de tamafios que son
requisadas o declaradas no aptas para consumo humano, donde el diagnéstico histopatolégico

se corresponde con una linfoadenitis necrotizante (Kim y Chae, 2005; Opriessnig et al., 2006¢).

2.8.2.2 PCVD Sistémico, PCV2-SD o PMWS

PCV2-SD/PMWS afecta principalmente a cerdos de 2-4 meses de edad, aunque también
ha sido descrito en animales de 1 a 6 meses. Asi mismo existe una sola descripcion de un caso
natural de PCV2-SD/PMWS en lechones de 3 dias de edad (Hirai et al., 2001). EIl PMWS ha sido
descrito en casi todos los tipos de granjas, desde 30 a 10000 madres. La morbilidad y
mortalidad en las granjas afectadas de PCV2-SD/PMWS es variable, dependiendo del tipo de
granja, practica de cria y manejo, coinfecciones, etc. Las tasas de morbilidad observadas en las
granjas afectadas varian de 4 a 30%, y las de mortalidad entre 4 y 20%, con tasas
excepcionales de 50-60% de morbilidad y 70-80% de mortalidad; (Segalés y Domingo, 2002;
Segalés et al., 2005a). Factores medioambientales tales como hacinamiento, aire de mal
calidad, mezcla de grupos de diferentes edades, y otros factores estresantes podrian exacerbar

la severidad de la infeccién (Harding y Clark, 1997).

También se han observado esporadicamente cerdos afectados de PMWS, de forma
aislada, en granjas con muy buenos indices de producciéon y minima mortalidad postdestete
(Segalés et al., 2005a).

Por otra parte, en algunas granjas, la mayoria de los cerdos que desarrollan PCV2-
SD/PMWS pertenecen a unas pocas camadas, sugiriendo un potencial efecto camada (Madec et
al., 2000). También se ha descrito que los cerdos machos castrados son mas susceptibles a
PCV2-SD/PMWS que las hembras (Corrégé et al., 2001; Rodriguez-Arrioja et al., 2002). Los

cerdos con un menor peso al nacimiento y al destete tienden a desarrollar PMWS con mayor
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frecuencia, al igual que los cerdos méas delgados al inicio del periodo de engorde (Corrégé et
al., 2001).

Otras enfermedades o infecciones coexisten mas frecuentemente en las granjas
afectadas de PCV2-SD/PMWS cuando las comparamos con las granjas no afectadas (Ellis et al.,
2004). Estas enfermedades incluyen pseudorrabia (enfermedad de Aujeszky), sindrome
respiratorio y reproductor porcino (PRRS), parvovirus porcino (PPV), enfermedad de Glasser,
meningitis streptocdcica, salmonelosis, colibacilosis postdestete, diarreas no especificas,
hepatosis dietética, y neumonia bacteriana. Si el incremento de la carga de enfermedades que
se encuentra en las granjas afectadas de PCV2-SD/PMWS es consecuencia primaria de PCV2-
SD/PMWS vy la disfuncién inmune asociada de los animales afectados, o la causa de PCV2-
SD/PMWS en asociacion con la infeccion por PCV2 todavia no ha podido ser determinado. Es
posible que el desenlace clinico final observado en las granjas afectadas de PMWS sea la suma

de los efectos de varias enfermedades concurrentes (Segalés et al., 2005a).

El principal signo clinico de PCV2-SD/PMWS es el adelgazamiento, pero se suele ver
acompafiado de otros signos clinicos, tales como palidez de la piel, distress respiratorio, diarrea,
Y, en ocasiones, ictericia (Harding and Clark, 1997). Las principales lesiones de PMWS tienen
lugar en los tejidos linfoides aunque también se ha detectado infiltrado inflamatorio asociado a

la infeccion por PCV2 en una gran variedad de tejidos de animales afectados.

Una caracteristica llamativa de los cerdos en las fases clinicas iniciales de PCV2-
SD/PMWS es el incremento en tamafio de los linfonodos subcuténeos, principalmente inguinal
superficial, aunque no siempre se ve (Segalés et al., 2004b). Este incremento en el tamafio
también se distingue facilmente en los linfonodos bronquial, mediastinicos y mesentéricos.
Asimismo, otros linfonodos pueden estar comprometidos. La superficie de corte de los
linfonodos es marron pélido homogéneo o blanquecina, y ligeramente edematosa. En un
pequefio numero de cerdos afectados, aproximadamente un 2% de los casos, se observa
linfoadenitis necrotizante (Segalés et al., 2004b). En otros casos se han observado linfonodos
normales e incluso atroficos en fases mas avanzadas de PCV2-SD/PMWS (Segalés et al., 2004b)
y el timo est4 normalmente atréfico en los cerdos enfermos (Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002;
Darwich et al., 2003b).

Un resumen de las lesiones macroscopicas y microscopicas mas frecuentes ha sido

publicado por Segalés y Domingo, 2002.
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Las lesiones microscopicas en el tejido linfoide de los cerdos afectados de PCV2-
SD/PMWS son muy caracteristicas (Clark, 1997; Rosell et al., 1999). Estas consisten en
infiltracion de los senos subcapsulares por numerosas células histiociticas y células gigantes
multinucleadas y una pérdida de celularidad en los foliculos linfoides (células B). Las células
gigantes multinucleadas también pueden aparecer en los foliculos linfoides y en la zona
parafolicular. Esto es seguido por una deplecion de linfocitos en la zona parafolicular (células T)

gue puede variar en intensidad, desde leve a muy marcada (Clark, 1997; Rosell et al., 1999).

En el timo, un hallazgo muy significativo es la atrofia cortical (Darwich et al., 2003b). En
un gran nimero de casos se han observado inclusiones citoplasmaticas en histiocitos y/o células
dendriticas. Dichas inclusiones son basoéfilas o anféfilas, redondeas y de muy diferente tamafio.
Estos cambios estan asociados con, a menudo, grandes cantidades de antigeno PCV2
intracitoplasmatico en células de la linea monocito-macrofagica incluyendo células dendriticas.
Los estadios finales de deplecion muestran un tejido linfoide vacio, con un estroma prominente

y células accesorias (Rosell et al., 1999; Segalés et al., 2005a).

Los pulmones pueden estar aumentados de tamafio, no colapsados y de consistencia
elastica, siguiendo una distribucion difusa, irregular o multifocal. Estos hallazgos se
corresponden microscopicamente con una neumonia intersticial, con infiltrado mononuclear
peribronquial, peribronquiolar y alveolar. No se observa un dafio evidente en las células
epiteliales que tapizan las vias aéreas o los alvéolos. En casos avanzados puede haber fibrosis
peribronquial y bronquiolitis obliterante (Clark, 1997; Segalés et al., 2004b). Los septos
pulmonares intersticiales suelen estar distendidos y llenos de liquido (edema intersticial). Otras
lesiones pulmonares frecuentes son bronconeumonia catarral-purulenta de los I6bulos
anteriores, o incluso neumonia necrotizante, atribuible a infecciones bacterianas secundarias
(Segalés et al., 2005a). Estos cambios histologicos estan asociados con la presencia de
antigeno PCV2, el cual se encuentra a veces intranuclear en células epiteliales y principalmente

intracitoplasmaético en fagocitos mononucleares (Allan y Ellis, 2000).

El higado en la mayoria de los cerdos afectados de PCV2-SD/PMWS puede aparecer sin
cambios o ligeramente palido. En unos pocos casos, el higado estd aumentado de tamario,
palido, con consistencia firme y con una superficie finamente granular (Rosell et al., 2000a). En
los casos mas avanzados, los cerdos pueden tener el higado reducido de tamafio, con pérdida
marcada de hepatocitos, un aumento de la cantidad de tejido fibroso e infiltrado inflamatorio
difuso (Krakowka et al., 2000; Rosell et al., 2000a).
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En funcién de la intensidad y distribucién de las lesiones microscopicas, el dafio hepatico
visto en animales infectados naturalmente por el PCV2 ha sido clasificado en 4 estadios (Rosell
et al., 2000a):

I: leve infiltrado linfohistiocitico multifocal en torno a los espacios porta.

IlI: moderado a intenso infiltrado linfohistiocitico en torno a espacios porta e
infiltrado mononuclear en el parénquima hepético. Las células de Kupffer suelen
estar aumentadas de tamarfio y las apoptosis de hepatocitos son infrecuentes.

I11: severa inflamacién linfohistiocitica en los espacios porta de forma generalizada,
infiltrado mononuclear multifocal en el parénquima hepatico y, desorganizacién de
los cordones hepaticos. Se pueden observar hepatocitos aumentados de tamafio
con cariomegalia. Es frecuente la presencia de cuerpos apoptoticos (Councilman
bodies).

IV: fibrosis perilobulillar generalizada, desorganizacion de los cordones hepaticos y

pérdida masiva de hepatocitos con infiltrado mononuclear difuso.

La severidad de los dafios observados en los higados clasificados en el estadio IV
sugiere la existencia de un fallo hepatico en los estadios finales de PCV2-SD/PMWS. El PCV2 ha
sido detectado, mediante HIS, principalmente en el citoplasma y ocasionalmente en el nicleo
de las células de Kupffer y del infiltrado mononuclear, mientras que en los hepatocitos se ha
detectado con maés frecuencia en el ndcleo y esporddicamente en el citoplasma. Segun la
distribucion del PCV2 dentro de las lesiones hepéticas se establecieron cuatro patrones (Rosell
et al. 2000a):

Kupffer: el acido nucleico del PCV2 se detecta principalmente en las células de
Kupffer. Se observdé en higados que no presentaban lesiones histolégicas y en
aquellos clasificados en los estadios | y 1.

Periportal: intenso marcaje en el infiltrado inflamatorio en torno a los espacios porta
y del parénquima hepatico adyacente, siendo positivo algun hepatocito localizado en
las proximidades del infiltrado inflamatorio. Se observé en el estadio I.

Mixto: mezcla de los dos patrones anteriores. Se observé en estadios 1 y IlI.

Difuso: hay marcaje de hepatocitos, células inflamatorias y de Kupffer de manera
difusa en el parénquima hepatico. Se observd, con frecuencia creciente, en los

estadios 11, 111y IV.
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Dichos resultados se podrian corresponder con la secuencia temporal de eventos

patologicos que tienen lugar en el higado de los animales afectados por el PMWS.

El dafio inicial hepatico empieza con la infeccion de las células de Kupffer por parte del
PCV2 (patrén Kupffer). La susceptibilidad de dichas células y de otras de la linea monocitica-
macrofagica ya ha sido descrita previamente (Allan et al., 1999a, Rosell et al., 1999). El patron
periportal y mixto serian formas de transicién hacia la forma difusa. La extension de la infeccion
virica desde las células contiguas parece ser el mecanismo por el cual se infectan los
hepatocitos, aunque otros factores, como la fase del ciclo celular, también pueden ser
importantes. Esto se basa, en el hecho de que los hepatocitos infectados se encuentran
principalmente en las proximidades del infiltrado inflamatorio periportal y ademas, se sabe que
es en la zona periportal donde mayor actividad mitética de hepatocitos hay y, dado que la
mitosis es necesaria para la replicacion del PCV2, esto explicaria su mayor presencia en esas

células y zonas (Rosell et al., 2000a).

Los higados que mayores lesiones morfologicas presentaban en los hepatocitos
(megalocitosis con cariomegalia, alteraciones apoptoticas) son los que tenian en mayor medida
un patrén difuso de infeccion por PCV2, lo que sugiere que el PCV2 podria ser el causante de
dichas lesiones y por tanto deberia ser considerado como un nuevo agente virico inductor de
hepatitis en el ganado porcino (Rosell et al., 2000a). Sin embargo, en el trabajo realizado por
Krakowka y colaboradores en 2004, en animales gnobi6ticos inoculados con PCV2 e
inmunosuprimidos con ciclosporina, el hecho de que no hubiera infiltrado inflamatorio, ni
lesiones histoldgicas indicativas de dafio en los hepatocitos, sugiere que la respuesta
inflamatoria caracteristica del PCV2-SD/PMWS juega un importante papel en el dafio
hepatocelular. Los mediadores proinflamatorios como los radicales libres de oxigeno y nitrégeno
0 citoquinas como interleuquina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF), que son
producidos y secretados por las células inflamatorias, estarian, por tanto, implicados en la

pérdida de hepatocitos observado en el PMWS.

Otro mecanismo para explicar la pérdida de hepatocitos seria la activacion de la
apoptosis. La apoptosis esta implicada frecuentemente como mecanismo por el cual los virus
pueden causar muerte celular en ausencia de efectos citopaticos asociados directamente al
virus, siendo esta uUltima una caracteristica del ciclo de replicacion del PCV2 (Allan y Ellis, 2000;
Krakowka et al., 2004).
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El hecho de que tejido procedente de animales sometidos a estrés térmico sea TUNEL
positivo y el tejido de animales gnobidticos afectados por PCV2-SD/PMWS, TUNEL negativo,
indica que los fendbmenos de apoptosis descritos en animales convencionales o infectados
naturalmente sean debidos més a la pirexia, mediada por citoquinas pirégenas, endotoxinas
bacterianas 0 ambas, que a los efectos directos de la infeccion virica en si (Krakowka et al.,
2004).

En el rifidn, algunos cerdos muestran un punteado blanquecino en la corteza renal,
indicativo de nefritis intersticial linfoplasmocitaria y/o granulomatosa (Segalés et al., 2004b;
Opriessnig y Langohr, 2013), lesién que, a esta edad, se encuentra principalmente en los casos
de PCV2-SD/PMWS (Segalés et al., 2005a). El PCV2 se localiza en el citoplasma de las células
epiteliales tubulares (Segalés y Domingo, 2002; Opriessnig y Langohr, 2013).

La presencia de Ulceras gastricas a nivel de la pars oesophagea también ha sido descrita
frecuentemente en cerdos afectados de PCV2-SD/PMWS (Segalés y Domingo, 2002) aunque no
se ha establecido relacion directa entre la infeccidbn por PCV2 y estas lesiones. Otros érganos
tales como pancreas, mucosa gastrica e intestinal, corazén, glandulas adrenales, glandulas
salivares, y médula O0sea pueden presentar también focos de infiltrado inflamatorio
linfohistiocitico, aunque en menor intensidad y extensién que los principales 6rganos afectados

citados anteriormente (Segalés et al., 2005a).

La variacion de los 6rganos afectados determina la necesidad de tomar muestras de
diversos 6rganos de varios animales afectados dentro de un mismo grupo puesto que animales
clinicamente enfermos pueden tener lesiones severas en un sistema organico y no presentar
lesiones en otros. No se conocen bien los factores que determinan esta variacion en los 6rganos
involucrados, pero podria estar relacionado con la presencia de infecciones secundarias,
diferencias en virulencia y tropismo del PCV, estadio de la infeccion, o con la genética o

respuesta inmune del hospedador (Allan y Ellis 2000).

Desde los primeros casos descritos de enfermedad debilitante relacionada con PCV2 en
lechones en Canada, EEUU y Europa, los sindromes de adelgazamiento asociados a PCV2 con
lesiones macroscopicas e histoldgicas fueron descritas en Espafia (Allan et al., 1999b; Rosell et
al., 1999; Segalés et al., 1997) Reino Unido (Kennedy et al., 1998), Republica de Irlanda
(Spillane et al., 1998), EEUU (Kiupel et al., 1998; Morozov et al., 1998), Dinamarca (Allan et al.,
1999b), Taiwan (Chen et al., 2001), Alemania (Hinrichs et al., 1999), Holanda (Wellenberg et
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al., 2000), Bélgica (Vyt et al., 2000), Italia (Allan y Ellis, 2000) y Corea del Sur (Choi y Chae,
1999). En todos estos casos, se ha demostrado la presencia de antigeno o &cido nucleico de
PCV2, normalmente en gran cantidad, asociado con las lesiones histoldgicas, y en la mayoria de

los casos, se ha podido detectar o aislar PCV2 de los cerdos afectados.

Se han descrito varios sistemas de puntuacion para caracterizar la enfermedad
atendiendo a la intensidad de las lesiones y distribucién y cuantificacion de antigeno viral
(Opriessnig et al., 2004b). Uno de los sistemas de puntuacion considera 7 tejidos linfoides y
determina la gravedad de las lesiones segun la cantidad de antigeno de PCV2 y distribucién de
las lesiones. A cada tejido linfoide (linfonodo tragueobronquial, mesentérico, mediastinico,
inguinal superficial, iliaco externo, tonsila y bazo) se le asigna una puntuaciéon de 0 a 9
(puntuacién de deplecién linfoide de 0-3, puntuacion de inflamacién granulomatosa de 0-3,
puntuacién de IHQ de PCV2 de 0-3). Se suma la puntuacion individual de los 7 tejidos linfoides
y se divide entre 7. Dependiendo del nimero final, un cerdo se clasifica como sin lesiones
asociadas a PCV2 (puntuacion = 0), lesiones leves asociadas a PCV2 (puntuacién = 1-3),
lesiones moderadas asociadas a PCV2 (puntuacion = 4-6) o lesiones graves asociadas a PCV2

(puntuacién = 7-9) (Opriessnig et al., 2004b).

Este sistema de puntuacién ha sido util para la clasificacién de la gravedad en PCVD
inducido experimentalmente; sin embargo, su aplicacion es poco factible en casos procedentes
de infecciones naturales, donde normalmente se remite una serie incompleta de tejidos
linfoides. Por ello, se ha propuesto que para diagnosticar una infeccién sistémica por PCV2 es
necesario demostrar, al menos: 1. antigeno de PCV2 en mas de un tejido linfoide (linfonodo,
tonsila, bazo), o 2. en un tejido linfoide (linfonodo o tonsila o bazo) y en, al menos, otro
sistema organico (pulmén o higado o rifién o intestino), o 3. en dos sistemas organicos como

pulmén, higado, rifién, intestino.

Si se detecta una gran cantidad de antigeno de PCV2 asociado solo con un sistema
organico especifico, deberia referirse a una enfermedad respiratoria asociada a PCV2, enteritis
asociada a PCV2, o fallo reproductivo asociado a PCV2, mas que a una infeccién sistémica
asociada a PCV2. Si solo se encuentra una cantidad reducida de antigeno de PCV2, pero las
lesiones son graves, esto es compatible con una PCVD crénica severa. Con la combinacion de
puntuacion de las lesiones y la cantidad de antigeno de PCV2, también es posible establecer

conclusiones sobre el estado de infeccion (Oppiessnig et al., 2007).
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En cuanto al efecto del estatus inmunitario de las cerdas en relacion con el PCV2 sobre
la mortalidad de las camadas debida a PMWS diversos estudios han sugerido la existencia de
un fuerte efecto camada, en relacion a la susceptibilidad a la enfermedad y mortalidad por
PCV2-SD/PMWS (Madec et al., 2000; Allan et al., 2002b). La sospecha del efecto camada se
basa en el hecho de que algunas camadas de ciertas hembras tienen una mayor incidencia de
PCV2-SD/PMWS, en comparacion con otras camadas de diferentes hembras de la misma granja

(Madec et al., 2000).

En el estudio llevado a cabo por Calsamiglia y colaboradores en 2007, se evalu6 como
afecta el estatus de las cerdas frente a PCV2 sobre la mortalidad de las camadas por PCV2-
SD/PMWS, utilizando tres variables, el nimero de partos, estatus de la infeccion por PCV2 y los
titulos de anticuerpos para PCV2 en cerdas de explotaciones porcinas afectadas por PCV2-
SD/PMWS. Segun los resultados obtenidos, el nUmero de partos no tenia un efecto significativo.
En cuanto al titulo de anticuerpos frente a PCV2 de las cerdas, el riesgo de mortalidad en
lechones procedentes de una cerda con titulos de anticuerpos bajos, era tres veces mayor que
el de lechones de cerdas con titulos medios o altos. El estatus de infeccién por PCV2 de las
cerdas también tuvo un efecto significativo, teniendo los lechones procedentes de cerdas
infectadas (virémicas) por PCV2 el doble de riesgo de morir que los procedentes de cerdas no
infectadas (no virémicas). Estos resultados demuestran que el estatus de infeccién por PCV2 y
el titulo de anticuerpos frente a PCV2 de la cerda caracterizan, al menos en parte, el llamado

efecto camada.

Dado que el riesgo de que un cerdo muera en una granja con PCV2-SD/PMWS parece
depender en parte de la viremia frente a PCV2 de las cerdas en torno al parto, es probable que
la infeccidbn por PCV2 a edades tempranas, es decir, durante la lactacion, juegue un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad a nivel de grupo. No es posible valorar como el
balance entre viremia frente a PCV2 y titulo de anticuerpos frente a PCV2 de la cerdas
determina el resultado final de mortalidad en los lechones en una granja afectada de PCV2-
SD/PMWS. Basandose en los modelos estadisticos utilizados, el efecto de la inmunidad maternal
tiene, aparentemente, mayor influencia que el estatus de infeccion de las cerdas respecto a
PCV2 (Calsamiglia et al. en 2007).
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2.8.2.3 Enfermedad Respiratoria asociada a PCV2, PCV2-LD

Diversos estudios de campo Yy el analisis de tendencia de los casos en los laboratorios de
diagnostico de EEUU indican que el PCV2 podria jugar un importante papel en el complejo de
enfermedad respiratoria porcina (porcine respiratory disease complex, PRDC) (Thacker y
Thacker 2000; Harms et al., 2002; Kim et al., 2003d; Hansen et al., 2010c). PRDC es una
enfermedad observada principalmente en cerdos de 8 a 26 semanas de edad y esta asociada a
multiples patdégenos respiratorios incluyendo el PRRS, SIV y Mh (Thacker, 2001; Harms et al.,
2002; Choi et al., 2003). PRDC se caracteriza por una reducciéon en la tasa de crecimiento,
reduccion en la eficiencia alimentaria, aumento de los indices de conversion, anorexia, fiebre,
tos, y disnea (Thacker y Thacker, 2000; Kim et al., 2003d). Dicho complejo se considera
multifactorial-multietiologico, y en él estan involucrados tanto agentes viricos como bacterianos.
Ademas del PCV2, los principales patdgenos implicados mas frecuentemente en el PRDC son
Mh, PRRSV, virus de la Influenza Porcina (Swine Influenza virus, SIV), asi como Pasteurella
multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae (App), Streptococcus suis'y Haemophilus parasuis

(Thacker y Thanawongnuwech, 2002).

Puede producirse un solapamiento diagnoéstico entre PCV2-SD/PMWS, la neumonia
asociada a PCV2 y PRDC debido al habitual componente respiratorio del PCV2-SD/PMWS
(Harms et al., 2002; Segalés y Domingo, 2002). Ademas, casos clinicos diagnosticados como
PRDC con presencia de PCV2 en pulmdn, donde los tejidos linfoides no han sido examinados,
podrian ser, potencialmente, casos de PCV2-SD/PMWS. Por lo tanto existe un limite borroso
entre el PRDC y PCV2-SD/PMWS, debido fundamentalmente a la amplitud de la definicién del
PRDC (Segalés et al. 2005a; Tico et al., 2013).

La presencia de enfermedad respiratoria clinica prolongada y severa, neumonia
broncointersticial histiocitica con bronquiolitis y fibrosis bronquiolar, y abundante antigeno de
PCV2 asociado con las lesiones es indicativo de que el PCV2 juega un papel en el PRDC (Kim et
al., 2003d; Opriessnig et al., 2007).

La neumonia intersticial con bronquiolitis fue descrita en los primeros casos de PCV2-
SD/PMWS (Clark, 1997; Ellis et al., 1998). La neumonia asociada a PCV2 se caracteriza por una
neumonia intersticial linfohistiocitica a granulomatosa, fibroplasia o fibrosis peribronquiolar, y

bronquiolitis necrotizante y ulcerativa de leve a grave (Kim et al., 2003d; Opriessnig et al.,
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2007; Segalés, 2012). La bronquiolitis asociada a PCV2 puede parecerse a la producida por SIV

0 por el coronavirus respiratorio porcino (Opriessnig et al., 2007).

La enfermedad respiratoria asociada a PCV2 caracterizada por neumonia
broncointersticial y lesiones linfoides tipicas de PCV2-SD/PMWS ha sido reproducida en cerdos
SPF inoculados con PCV2 (Magar et al., 2000a). Posteriormente, se indujo una enfermedad
respiratoria mas leve con neumonia intersticial multifocal en cerdos nacidos por cesérea y
privados de calostro, inoculados con PCV2 (Bolin et al., 2001). También se indujo neumonia
intersticial leve y rinitis linfoplasmocitaria en cerdos convencionales inoculados con PCV2
(Rovira et al., 2002), asi como neumonia broncointersticial granulomatosa o histiocitica de leve
a moderada en cerdos convencionales cuando se utiliz6 un clon infeccioso ADN de PCV2

(Fenaux et al., 2002).

Segun la clasificacion de Segalés en 2012, la neumonia proliferativa y necrotizante
(proliferative and necrotizing pneumonia, PNP) quedaria incluida dentro de PCV2-LD. PNP es
una forma severa de neumonia intersticial descrita por primera vez en Canada en 1990 (Morin
et al., 1990). Afecta a animales entre los 15 dias y los 4 meses de edad, con un pico entre las 4
y 10 semanas. Clinicamente se caracteriza por fiebre, disnea, respiracion abdominal y
ocasionalmente tos. Los animales que sobreviven muestran adelgazamiento y retraso en el

crecimiento (Morin et al., 1990; Szeredi and Szentirmai, 2008).

Macroscépicamente se observa ausencia de colapso pulmonar, presentado los pulmones
un color rojo oscuro grisaceo, aspecto hUmedo y consistencia elastica. A nivel histolégico la PNP
se caracteriza por infiltrado intersticial linfohistiocitico con hiperplasia de neumocitos tipo 2 v,
grupos de restos celulares necroticos en la luz alveolar (Morin et al., 1990; Drolet et al., 2003).
Otras lesiones que también pueden encontrarse son membranas hialinas, infiltrado
linfoplasmocitario y macréfagos intraalveolares, necrosis  bronquiolar y células gigantes

multinucleadas (Morin et al., 1990).

Inicialmente, la etiologia de la PNP fue atribuida a una nueva cepa del virus de la
influenza porcina tipo A (swine influenza virus, SIV) (Girard et al., 1992). Posteriormente, se
aisl6 de manera repetida PRRSV a partir de lesiones de PNP en ausencia de SIV, por lo que el
PRRSV fue propuesto como el principal agente de dicha patologia (Larochelle et al., 1994). Fue

a finales de los afios 90, cuando algunos autores sugirieron la posible participacién del PCV2 en
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la PNP (Ellis et al., 1999a), y posteriormente, otro estudio indicé que la PNP era el resultado de

la coinfeccion de PRRSV y PCV2 (Pesch et al., 2000).

El papel que el PCV2 juega en la PNP es contradictorio. Mientras que el estudio llevado a
cabo por Drolet y colaboradores en 2003 en Canadd sugiere que el PRRSV es el principal
causante de la PNP, descartando al PCV2 como agente importante en su desarrollo, basandose
en que en los casos estudiados nunca se detectdé PCV2 como agente Unico, en Europa sefialan
al PCV2 como principal agente etioldgico de la PNP (Grau-Roma y Segalés, 2007; Szeredi y
Szentirmai, 2008). Sin embargo, en el estudio realizado por Morandi y colaboradores en 2010,
en Italia, el PRRSV estuvo mas asociado a las lesiones de PNP que el PCV2, aunque la
coinfeccion con ambos virus parecia incrementar la severidad de la enfermedad. Estas
diferencias en la etiologia podrian deberse a diferencias potenciales en la patogenicidad de
distintas cepas del PRRSV (Halbur et al., 1995 y 1996b) y/o PCV2 (Opriessnig et al., 2006f),

contexto epidemioldgico, susceptibilidad del hospedador y factores ambientales o de manejo.

2.8.2.4 Enteritis asociada a PCV2, PCV2-ED

Los casos de enteritis asociada a PCV2 son cada vez mas frecuentes. La mayoria de los
casos ocurre en cerdos de 6 a 16 semanas de edad (Kim et al., 2004b; Chae, 2005; Opriessnig
et al., 2007). La enteritis asociada a PCV2 es similar clinica y anatomopatologicamente a la
ileitis subaguda o cronica asociada a Lawsonia intracellularis. La mucosa intestinal esti
macroscopicamente engrosada y los linfonodos mesentéricos estdn aumentados de tamafio
(Jensen et al., 2006). EI examen microscopico confirma la presencia de enteritis granulomatosa
caracterizada por atrofia de vellosidades con infiltrado linfohistiocitico transmural, con variable
desprendimiento y/o regeneracion de las células epiteliales de las glandulas y criptas. Estas
lesiones estan frecuentemente asociadas a abundante antigeno de PCV2, que se localiza en las
células epiteliales de la mucosa afectada y en células monocito-macrofagicas en la mucosa,
submucosa, tlnica muscular, subserosa, vasos linfaticos y tejido linfoide asociado. Las placas
de Peyer presentan las lesiones histoldgicas caracteristicas de PCVD (Allan y Ellis, 2000; Jensen
et al., 2006).

Dado que se han descrito casos de enteritis asociada a PCV2 en una granja

aparentemente libre de PCV2-SD/PMWS y PDNS en animales postdestete mediante

histopatologia y aislamiento de PCV2 e ISH, pero sin presentar deplecion linfoide ni sustitucion
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histiocitica en los foliculos linfoides, se propuso que el diagnéstico de enteritis asociada a PCV2
se caracteriza solamente por, 1) si hay diarrea, 2) si las lesiones linfoides caracteristicas estan
presentes en las placas de Peyer, pero no en otros linfonodos, y 3) si antigeno o &cido nucleico

de PCV2 esta presente en las lesiones (Kim et al., 2004b).

2.8.2.5 Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina, PDNS

El sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (porcine dermatitis and nephropathy
syndrome, PDNS) puede afectar a cerdos en transicion y en cebo y, esporddicamente, a
animales adultos (Drolet et al., 1999). La prevalencia de este sindrome en las explotaciones
afectadas es relativamente baja, siendo menor de un 1%, normalmente entre un 0,05 y un
0,5% (Segalés et al., 1998). Sin embargo, se han detectado prevalencias mayores en el Reino
Unido y otros paises con un historial de mortalidad en las explotaciones afectadas oscilando
entre 0,25 y 20% (Gresham et al., 2000).

La mortalidad entre los cerdos de 3 meses de edad o mayores, se acerca al 100%,
mientras que en los cerdos afectados de entre 1,5y 3 meses de edad, es de aproximadamente
un 33% (Segalés et al., 1998). Los cerdos con enfermedad aguda severa mueren a los pocos
dias del inicio de los signos clinicos (Drolet et al., 1999). Los cerdos que sobreviven tienden a
recuperar y ganar peso de 7 a 10 dias después del comienzo del sindrome (Segalés et al.,
1998).

Los cerdos afectados de PDNS muestran anorexia, depresion, postracion, andar rigido
y/o reluctancia al movimiento, y temperatura normal o leve pirexia (Segalés et al., 1998; Drolet
et al.,, 1999). Sin embargo, el signo mas obvio en la fase aguda de la enfermedad es la
presencia de maculas y papulas de morfologia irregular y color rojo a violaceo con centro negro,
localizadas principalmente en las extremidades posteriores y zona perineal, con tendencia a
coalescer, pudiendo tener una distribucion generalizada en los animales afectados de manera
mas severa. Con el tiempo, dichas lesiones se cubren por una costra oscura y desaparecen
gradualmente, normalmente en 2-3 semanas, dejando en ocasiones cicatrices (Thibault et al.,
1998; Drolet et al., 1999).

La causa de la muerte en los cerdos afectados de PDNS es un fallo renal agudo (Smith

et al., 1993; Helie et al., 1995; Segalés et al., 1998), normalmente con un marcado aumento de
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los niveles de creatina y urea en suero (Drolet et al., 1999). En la piel, las méculas y papulas de
color rojo a oscuras se corresponden microscopicamente con tejido necrético asociado a
vasculitis necrotizante de los capilares y arteriolas de dermis e hipodermis, y amplias
hemorragias (Helie et al., 1995; Segalés et al., 1998; Thibault et al., 1998). La vasculitis
necrotizante es, ademds, una caracteristica sistémica, dado que estas lesiones se pueden
presentar en cualquier tejido, aunque son mas destacadas en la piel, pelvis renal, mesenterio y
bazo (Segalés et al., 1998; Thibault et al., 1998).

Aparte de las lesiones en piel, los cerdos que mueren de forma aguda con PDNS tienen
ambos rifiones aumentados de tamafio, los cuales presentan consistencia firme, una superficie
cortical finamente granular y edema en pelvis renal (Helie et al., 1995; Ramos-Vera et al 1997;
Segalés et al., 1998). La corteza renal presenta multiples lesiones puntiformes rojizas y de

pequefio tamaifio, similares a hemorragias petequiales.

Las lesiones microscopicas caracteristicas de PDNS son la vasculitis generalizada y
glomerulonefritis, que es indicativa de una reaccion de hipersensibilidad tipo 3, que se
caracteriza por el depésito de complejos antigeno-anticuerpo o inmunocomplejos en ciertos
tejidos. Los glomérulos estdn aumentados de tamafo, con fibrina, células inflamatorias
necroéticas y eritrocitos dentro del espacio de Bowman, lo que define una glomerulitis fibrino-
necrotizante. Histolégicamente, también se puede observar una nefritis intersticial no purulenta,
de moderada a severa, con dilatacion de los tubulos renales. Los cerdos con un curso
prolongado de la enfermedad pueden mostrar una glomerulonefritis crénica, probablemente

como resultado de la progresion del dafio glomerular inicial (Segalés et al., 1998).

Normalmente, tanto las lesiones en piel como las renales estdn de manera conjunta
presentes en el PDNS, pero en algunos casos, pueden aparecer solas, en piel o en rifiones
(Drolet et al., 1999). Los linfonodos renales, asi como otros linfonodos, pueden estar
aumentados de tamafio y de color rojo debido al drenaje de sangre desde las zonas afectadas
con hemorragias, principalmente en la piel. Microscépicamente, se pueden observar con
frecuencia lesiones similares a PCV2-SD/PMWS como deplecion linfoide y cierto grado de
infiltrado histiocitico y/o células gigantes multinucleadas en los tejido linfoides de los cerdos
afectados de PDNS (Ramos-Vera et al., 1997; Segalés et al., 1998; Thibault et al., 1998; Rosell
et al., 2000b).
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También puede haber infartos esplénicos como resultado de la vasculitis necrotizante de

arterias o arteriolas esplénicas (Wellenberg et al., 2004b).

Muchos patogenos, incluidos virus (PRRSV) (Choi y Chae, 2001; Thibault et al., 1998) y
bacterias (Pasteurella multocida, Streptococcus suis tipo 1y 2, Escherichia coli, Proteus spp.,
Haemophilus  parasuis, Actinobacillus  pleuropneumoniae,  Bordetella  bronchiseptica,
Arcanobacterium pyogenes, Staphylococcus aureus, o Salmonella spp.) (Lainson et al., 2002;

Thomson et al., 2002) han sido implicados como posibles agentes etioldgicos del PDNS.

La asociaciéon del PCV2 con el PDNS fue descrita, por primera vez, en el 2000 (Rosell et
al., 2000b). El estudio de casos de PDNS observados en Irlanda del Norte en 1990, que en esa
época era libre de PRRSV, demostré la presencia de antigeno de PCV2 asociado con

linfoadenitis granulomatosa (Allan et al., 2000b).

Un estudio caso-control de PDNS en los Paises Bajos demostré que existia una
asociacion significativa entre titulos altos de anticuerpos anti-PCV2 y el desarrollo de PDNS
sugiriendo que la base fisioldgica causante del PDNS podria ser el excesivo nivel de anticuerpos
frente a PCV2 (Wellenberg et al., 2004b). Aunque no se pudo demostrar la presencia de
antigeno de PCV2 mediante IHQ en todos los casos de PDNS, si se confirmé la presencia de
ADN de PCV2 mediante PCR en todos ellos. También se demostré que no habia presencia de
acido nucleico de PPV o PRRSV mediante PCR en muchos de los casos de PDNS (Wellenberg et
al., 2004b).

Cuando se compar6 la carga viral en suero de PCV2 en casos de PMWS y PDNS se
observ6 que los casos de PDNS tenian una cantidad significativamente menor de ADN de PCV2
en suero en relacion con cerdos con lesiones moderadas o severas de PMWS. Este estudio

también confirmé que los cerdos con PDNS estaban infectados con PCV2 (Olvera et al., 2004).

Sin embargo, un estudio mas reciente ha conseguido reproducir experimentalmente el
PDNS sin la participacion de PCV2. Segun los autores, el PDNS seria la manifestacion de una
coagulacion intravascular diseminada (CID), y representaria una coagulopatia sistémica de
comienzo subito que se expresaria clinicamente como microtrombosis de la vasculatura renal y
de la dermis. Cualquier agente etioldgico epiteliotropo y toxinas bacterianas activarian la
cascada de la coagulacion y podrian potencialmente iniciar un CID, que desencadena

posteriormente un PDNS (Krakowka et al., 2008).
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2.8.2.6 Fallo Reproductivo asociado a PCV2, PCV2-RD

Se han descrito fallos reproductivos asociados a PCV2 desde la primera descripciéon por
West y colaboradores en Canada en 1999 (West et al., 1999; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001;
O~ Connor et al., 2001). Las manifestaciones clinicas en las granjas afectadas incluyen abortos,
nacidos muertos, momificaciones fetales, y un aumento de la mortalidad predestete. Las

explotaciones afectadas son principalmente de cerdas primerizas o de nueva introduccion.

Los neonatos nacidos muertos o no viables presentan congestion pasiva cronica hepatica
e hipertrofia cardiaca con areas multifocales de decoloracion del miocardio (West et al., 1999;
O”Connor et al., 2001). La lesidn microscopica tipica en los nacidos muertos o neonatos en
infecciones naturales es una miocarditis que puede variar de no supurativa a necrotizante o
fibrética asociada con moderada-abundante cantidad de antigeno o genoma de PCV2 (West et
al., 1999; O” Connor et al., 2001; Mikami et al., 2005).

La infeccion experimental intrauterina de fetos con PCV2 dio lugar a la replicacion del
virus en los fetos y confirma que el corazén es el lugar primario de replicacién del PCV2 en los
fetos (Sanchez et al., 2001a). Cuando se inocularon fetos en el Utero a los 57, 75, y 92 dias de
gestacion, se encontrd que la replicacion del virus era significativamente mayor en los fetos
inoculados a los 57 dias de gestaciéon que a los 75 y 92 dias de gestacion. Todos los fetos
fueron sacrificados a los 21 dias postinoculacion y solo se observaron lesiones macroscépicas
consistentes en edema, congestion, hemorragias y hepatomegalia, en los fetos inoculados a los

57 dias de gestacion (Sanchez et al., 2001a).

En otro estudio, 37 fetos de 3 cerdas fueron inoculados intramuscularmente a los 86,
92, y 93 dias de gestacion, observdndose en el momento del parto, 24 lechones normales, 6
nacidos muertos, 5 débiles y 2 momificados, confirmando que el PCV2 puede infectar fetos a

término y causar alteraciones reproductivas (Johnson et al., 2002).

Estos trabajos han demostrado que las células diana del PCV2 van cambiando de
cardiomiocitos, hepatocitos y macrofagos durante la vida fetal a solo macréfagos tras el
nacimiento (Sanchez et al., 2003). Sin embargo, como en PCV2-SD/PMWS, no se sabe
realmente si los macréfagos mantienen la replicacion viral del PCV2, o simplemente acumulan

particulas viricas.
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También se ha sugerido, que los titulos altos de PCV2 en los 6rganos linfoides de fetos
infectados de forma intrauterina podrian llevar al desarrollo de lesiones histologicas similares a
aquellas observadas en cerdos con PCV2-SD/PMWS sin causar enfermedad (S&nchez et al.,
2004).

Se ha demostrado experimentalmente la transmision transplacentaria del PCV2 mediante
la inoculacion intranasal de reproductoras seronegativas a PCV2 tres semanas antes de la fecha
prevista de parto. De estas cerdas, cuatro abortaron y las otras dos parieron prematuramente,
y en los lechones nacidos vivos y mortinatos se detectd acido nucleico y antigeno de PCV2 en
tejido linfoide y no linfoide. Sin embargo, no se observaron lesiones histoldgicas linfoides
parecidas a las de PCV2-SD/PMWS ni lesiones cardiacas en los fetos procedentes de las cerdas
gue habian abortado o que habian parido prematuramente (Park et al., 2005). Esto podria
explicarse por el hecho de que la infeccion por PCV2 tuvo lugar al final de la gestacion, dado
gue las alteraciones cardiacas macroscopicas han sido descritas cuando los fetos eran

infectados a la mitad de la gestacion (Sanchez et al., 2001a).

Mas recientemente, otro estudio experimental con inoculacién intrauterina con semen
infectado con PCV2, dio lugar a fallos reproductivos (mortinatos y fetos momificados), asi como
viremia en las cerdas y lechones, detectdndose antigeno de PCV2 principalmente en el

miocardio de los lechones (Madson et al., 2009).

Aungque las descripciones experimentales son convincentes sobre el PCV2 como
patdgeno reproductivo, los datos de casos de campo sugieren que las mayorias de las granjas
de reproduccién son aparentemente inmunes y que los fallos reproductivos asociados a PCV2

son relativamente raros (Opriessnig et al., 2007).

2.8.2.7 Encefalitis y Temblor Congénito asociado a PCV2

El PCV2 ha sido asociado a sintomatologia nerviosa que incluye apatia, ataxia, pedaleo,

opistotonos, nistagmo y convulsiones (Corréa et al., 2007; Seeliger et al., 2007).

MacroscOpicamente, las lesiones observadas se centraban principalmente a nivel de
cerebelo y consistian principalmente en petequias en leptomeninges y edema (Corréa et al.,

2007), asi como hiperemia y hemorragias tanto en meninges como en parénquima
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predominantemente en la materia gris y blanca del cerebelo (Bukovsky et al., 2007; Seeliger et
al., 2007).

Las lesiones histologicas incluyen leptomeningitis, meningoencefalitis y encefalitis,
caracterizadas por vasculitis necrotizante linfohistiocitaria en arterias y venas de pequefio a
mediano calibre, hipertrofia del endotelio, infiltrado linfohistiocitico perivascular con depdsito de
fibrina, degeneracion y necrosis neuronal, espongiosis, apoptosis de células endoteliales y
edema del neuropilo todo ello a nivel de cerebelo. Ademas se ha observado, infiltrado
linfohistiocitico y vasculitis en plexos coroideos, gliosis en médula oblongada, coroiditis
linfohistiocitica, meningitis mononuclear asociada a infiltrado perivascular linfohistiocitico y

vasculitis (Bukovsky et al., 2007; Corréa et al., 2007; Seeliger et al., 2007).

En cuanto a la demostracion del PCV2, mediante IHQ se ha detectado antigeno de PCV2
en el nacleo y citoplasma de macréfagos perivasculares intralesionales, asi como en el
citoplasma de células endoteliales de los vasos de pequefio y mediano calibre tanto en zonas
afectadas como no afectadas del cerebelo y ocasionalmente en leucocitos intra y perivasculares,
asi como en células similares a fibroblastos (Allan et al., 1999a; Kennedy et al., 2000; Fenaux et
al., 2002; Corréa et al., 2007; Seeliger et al., 2007). Con la técnica de ISH se ha detectado el
genoma de PCV2 en el citoplasma de las células endoteliales de los pequefios vasos afectados,
y en menor medida en los vasos no afectados, principalmente en cerebelo, y en leucocitos
perivasculares. También en células endoteliales de las meninges y en la materia blanca de la
meédula espinal (Seeliger et al., 2007), asi como en células gliales, endoteliales y células con el
fenotipo de macréfagos perivasculares y meningeos o en macréfagos de meninges y

perivasculares, en mesencéfalo, cerebelo y médula oblongada (Bukovsky et al., 2007).

El tropismo endotelial del PCV2 detectado mediante ISH e IHQ, y la falta de
inmunocomplejos detectables en los vasos afectados apunta directamente a un dafio vascular
del PCV2 (Seeliger et al., 2007). En los casos descritos por Seelinger y colaboradores en 2007,
los datos morfologicos e inmunohistoquimicos de presencia de apoptosis en las células
endoteliales cerebelares afectadas, indicarian un papel de la apoptosis durante la infeccion del
PCV2. No obstante, no se puede descartar en este caso que la apoptosis de las células

endoteliales sea secundaria a la hipoxia local resultante del dafio vascular.
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De forma mas reciente, Drolet y colaboradores en 2011, han descrito una
meningoencefalitis linfohistiocitica-granulomatosa multifocal con células gigantes multinucleadas

asociada a PCV2 en dos cerdos en edad de sacrificio.

El temblor congénito (CT, congenital tremor) esta asociado con hipomielinogénesis o
desmielinizacion del cerebro y médula espinal. El tipo A2 es el mas comun y se ha asociado a
ADV o a infecciones virales sin identificar. Este tipo se caracteriza por contracciones clonicas de
diversa intensidad que decrecen con el tiempo, y suelen resolverse normalmente a las cuatro
semanas de edad. La mortalidad en los cerdos afectados puede llegar hasta el 50%, como

resultado de la incapacidad de los lechones para mamar (Kennedy et al., 2003; Chae, 2005).

Stevenson y colaboradores en 2001, detectaron acido nucleico y antigeno de PCV2 en el
encéfalo y médula espinal de animales con CT mediante ISH, inmunofluorescencia indirecta y
PCR, principalmente en grandes neuronas y células de Purkinje. Aunque también se detect6 en
animales clinicamente sanos, la cantidad de células positivas fue mayor en los animales con CT.
En ninguno de los dos grupos, afectados y clinicamente sanos, hubo lesiones macro ni
microscépicas (Stevenson et al., 2001). Por otro lado, otros estudios no han podido detectar
PCV2 en animales con CT (Kennedy et al., 2003; Ha et al., 2005). Por lo tanto, la asociacion
entre PCV2 y CT es, hoy en dia, controvertida y son necesarios mas estudios para aclarar el

papel del PCV2 en CT.

2.9 Diagnostico
2.9.1 Diagnostico de Enfermedad Sistémica por PCV2
Los criterios de diagnéstico de enfermedad sistémica por PCV2 (PCV2-SD/PMWS) estan muy

bien definidos (Sorden, 2000; Segalés, 2002). Se considera que un cerdo o grupo de cerdos

presentan PCV2-SD si cumplen los siguientes criterios (Sorden, 2000):
1. Signos clinicos incluyendo retraso del crecimiento y adelgazamiento, frecuentemente

con disnea y aumento del tamafio de los linfonodos inguinales, y ocasionalmente

ictericia.
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2. Presencia de lesiones histolégicas caracteristicas en los tejidos linfoides (deplecién
linfocitaria junto con inflamacion granulomatosa-linfohistiocitica y presencia de
cuerpos de inclusion en cierto numero de cerdos afectados) y/o inflamacion
granulomatosa-linfohistiocitica en otros 6rganos (pulmén, higado, rifién, intestino,
pancreas, etc.).

3. Deteccién, de moderada a elevada, de una cantidad de PCV2 en las lesiones en los

tejidos linfoides y otros tejidos de los cerdos afectados.

Para diferenciar las diferentes manifestaciones clinicas de PCVD es importante evaluar las
lesiones histopatoldgicas y la presencia de PCV2 en intestinos, pulmones, y tejidos linfoides
(Segalés, 2012).

Esta definicion de caso no excluye la presencia concomitante de otras enfermedades o
coinfecciones con PCV2-SD/PMWS. Esto también significa que ni los signos clinicos ni las
lesiones macroscépicas observadas en cerdos sospechosos de estar afectados de PCVD son
suficientes para diagnosticar la enfermedad, aunque si son indicativas. Sin embargo, la
presencia de signos clinicos, lesiones macroscépicas compatibles con PCVD y la demostracion
de elevada cantidad de PCV2 por diferentes métodos (inmunocitoquimica, captura cuantitativa
de antigenos o ELISA de captura o PCR cuantitativa) pueden ser consideradas diagnésticas en

ausencia de estudio histopatol6gico (Segalés et al., 2005a).

El diagnéstico de PCVD a nivel de granja tiene que tener en cuenta 1) el porcentaje de
cerdos diagnosticados con PCVD de todos los remitidos y 2) un aumento de la mortalidad en la
granja estudiada. Por lo general, se considera al PCVD como un problema de granja si se
diagnostica PCVD en el 50% o mas de los cerdos de una muestra representativa de la granja y
si hay un aumento significativo de la mortalidad comparada con pardmetros previos de la
granja. Se considera como PCVD esporadico si se diagnostica PCVD en menos del 50% de una
muestra representativa, simultdneamente con un aumento de la mortalidad o si se diagnostica
PCVD en més del 50% de una muestra representativa sin aumento de mortalidad de forma

simultanea (Segalés, 2006).
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2.9.2 Diagnostico de Enteritis por PCV2

El diagnostico de enteritis asociada a PCV2 se caracteriza solo:

1. si hay diarrea.
2. si las lesiones caracteristicas estan presentes en las placas de Peyer pero
no en otros linfonodos.

3. si el antigeno o acido nucleico de PCV2 esta presente en las lesiones.

Estos tres criterios por separado no son diagnosticos de enteritis asociada a PCV2 (Kim
et al., 2004b).

2.9.3 Diagnostico de PDNS

La definicion de caso de PDNS es relativamente sencilla (Smith et al., 1993; Helie et al.,
1995):

1. Presencia de lesiones necrotizantes y hemorragicas en piel, localizadas principalmente
en las extremidades posteriores y area perineal, y/o rifiones palidos y aumentados de
tamanio, con petequias corticales generalizadas.

2. Presencia de vasculitis necrotizante sistémica, y de glomerulonefritis fibrinosa vy

necrotizante.

Desde el punto de vista diagnostico, actualmente, la deteccion de PCV2 no esta incluida

dentro de los criterios diagnosticos para el PDNS.

2.9.4 Diagnostico de Enfermedad Reproductiva por PCV2

La definicion de caso para los problemas reproductivos asociados con la infeccién por PCV2
no ha sido establecida formalmente, pero teniendo en cuenta las caracteristicas clinico-
patolégicas de los casos descritos (West et al., 1999; O” Connor et al., 2001; Brunborg et al.,

2007; Pittman, 2008), deberia incluir tres criterios principales:
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1. Abortos tardios o a término y nacidos muertos, en ocasiones con una hipertrofia
evidente del corazon de los fetos.

2. Presencia de lesiones cardiacas caracterizadas por una extensa miocarditis necroética y/o
fibrosa.

3. Presencia de gran cantidad de PCV2 en las lesiones miocardicas y en otros tejidos

fetales.

2.9.5 Diagnadstico Diferencial

La lista de diagnosticos diferenciales para PCV2-SD/PMWS puede ser muy amplia
dependiendo del signo clinico dominante en cada granja. La primera y mas importante entidad
a incluir en esta lista es la forma respiratoria del PRRS, sin embargo, la amplia distribucion del
PRRSV en las mayoria de los paises hace que la diferenciacion entre PCV2-SD/PMWS y PRRS
sea muy dificil, a no ser que se use una adecuada bateria de tests laboratoriales para PRRSV y

PCV2 al mismo tiempo.

Ademas, toda enfermedad que cause adelgazamiento debe ser incluida en la lista de
diagnosticos diferenciales (Harding y Clark, 1997). Aparte del PRRS, deberian ser incluidas
condiciones como PRDC, enfermedad de Glasser, peste porcina clasica (PPC), ADV, enfermedad
del ojo azul (infeccion por Rubulavirus porcino), toxicidad por carbadox/olaquindox, colibacilosis
postdestete, disenteria porcina, espiroquetosis colénica porcina, enteropatia proliferativa
porcina, ulceracion gastrica en la pars oesophagea, y eperitrozoonosis , dependiendo del pais

de origen (Segalés et al., 2005a).

Para el PDNS se deben incluir aquellas enfermedades que causen una coloracion de la
piel de roja a roja oscura (peste porcina africana y clésica, erisipelas, salmonelosis septicémica,
infeccion por Actinobacillus suis, sindrome de estrés porcino, viruela porcina, epidermitis
exudativa, sarna sarcéptica, dermatofitosis, pitiriasis rosada y otras septicemias bacterianas),
asi como aquellas que causen hemorragias petequiales en los rifiones como la peste porcina
clasica/africana y salmonelosis septicémica. (Segalés, 2002; Thomson et al., 2002). Se debe
hacer especial énfasis en diferenciar el PDNS de la peste porcina clasica en Europa y de la

salmonelosis septicémica en Norte América (Segalés, 2002).
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La forma reproductiva asociada con el PCV2 puede ser indistinguible clinicamente de otras
enfermedades porcinas que causen abortos tardios o a término y nacidos muertos tales como
PRRSV, ADV, PPV, influenza porcina, enfermedad del ojo azul, infecciones por enterovirus, virus
de la encefalomiocarditis, peste porcina clasica, erisipelas y leptospirosis, entre otras (Segalés

et al., 2005a; Hansen et al., 2010a).

2.10 Técnicas Diagnoésticas disponibles para PCVD

La infeccion por PCV2 es ubicua en la poblacion porcina mundial. Se puede encontrar
PCV2 en cerdos sano asi como en cerdos enfermos (Allan y Ellis, 2000), por lo que el
diagndstico no puede basarse Unicamente en la deteccidn del virus o de anticuerpos frente a él
(McNeilly et al., 2002; Segalés y Domingo, 2002; Opriessnig et al., 2007). Esto hace que la
eleccion y la interpretacion de los test de diagndstico sean importantes para la confirmacion de

PCVD.

PCVD se diagnéstica por la demostracion de las lesiones caracteristicas asociadas a
antigeno o acido nucleico de PCV2 en los respectivos érganos. Actualmente, la IHQ o ISH se
consideran las pruebas principales (gold standard) para la deteccién de PCV2 como parte del
diagndstico de PCVD (Sorden, 2000).

Se ha observado una fuerte correlacién entre la cantidad de acido nucleico o antigeno
de PCV2 y la severidad de las lesiones linfoides microscépicas en el PCV2-SD/PMWS (Rosell et
al., 1999; Quintana et al., 2001). La deteccion de acido nucleico o antigeno de PCV2 en tejidos
de cerdos clinicamente sanos o cerdos enfermos sin signos clinicos ni lesiones macroscopicas
compatibles con PCV2-SD/PMWS debe ser interpretada con cautela, dado que la infeccion
subclinica de PCV2 con viremia ocurre en casi todas las granjas (McNeilly et al., 2002; Segalés

et al., 2005a).

Puesto que la cantidad de PCV2 demostrada en muestras de tejidos con lesiones es la
principal diferencia entre cerdos afectados de PCV2-SD/PMWS y cerdos infectados
subclinicamente, aquellas técnicas que permitan la cuantificacién del virus/antigeno en tejidos
y/o suero, tales como métodos de PCR cuantitativos, ELISA de captura de antigenos, ISH y

andlisis inmunohistoquimicos podrian ser potencialmente utilizadas para el diagnostico de PCVD
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clinico (McNeilly et al., 2002; Olvera et al., 2004; Chae, 2004). Esto no es aplicable al PDNS
(Olvera et al., 2004) pero si a la enfermedad reproductiva asociada a PCV2 ya que se ha

observado gran cantidad de virus/antigeno en los tejidos con lesiones (West et al., 1999).

Las técnicas de diagndstico laboratorial se pueden dividir en dos grandes grupos,
directas e indirectas. Las técnicas directas son aquellas que permiten aislar, identificar y/o
detectar el agente etiologico implicado, y entre ellas se encuentra el cultivo, IHQ, ISH y PCR,
entre otras. Las técnicas indirectas son los estudios seroldgicos (ELISA, inmunofluorescencia,
etc.), que permiten demostrar la presencia de anticuerpos especificos frente a un agente
etiol6gico determinado, conociéndose de este modo, el estado inmunitario del animal y/o de la

explotacién en general.

2.10.1 Técnicas Directas. Deteccion del virus PCV2, antigeno viral y
acido nucleico.

2.10.1.1 Inmunohistoquimica (IHQ).

Las descripciones en relacion con la IHQ para PCV2 se han realizado utilizando
anticuerpos monoclonales y policlonales en tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina
(McNeilly et al., 1999; Sorden et al., 1999). Con este método, es posible la localizacion del
antigeno en el tejido y correlacionar las lesiones con la presencia de PCV2. Se ha determinado
que es necesaria una carga viral minima estimada de 10° genomas de PCV2 por 500 ng de ADN

para dar una tincion visible en la IHQ (Brunborg et al., 2004).

La comparacion de la ISH con la IHQ en tejidos de cerdos con PCV-SD/PMWS que
habian sido almacenados hasta 6 meses en formalina tamponada al 10% antes de ser
embebidos en parafina demostr6 que ambas técnicas eran capaces de detectar antigeno o
acido nucleico en todos los tejidos examinados (McNeilly et al., 1999). En este caso la IHQ fue
mas especifica que la ISH, mientras que en otros trabajos ha sido al contrario (Kim y Chae.,
2004a; Opriessnig y Langohr, 2013), o ha dado similares resultados (Chianini et al., 2003). Esto
puede ser debido a que en el primer trabajo, se utilizé una sonda basada en la secuencia
gendmica completa del PCV1 (Kim y Chae, 2001a). Se ha descrito una sensibilidad para la IHQ

del 75,2% y una especificidad del 100% cuando se compar6 con el aislamiento viral en
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muestras procedentes de animales inoculados experimentalmente, mientras que en casos
naturales, la sensibilidad fue del 78,5% y la especificidad del 100% (Kim y Chae, 2004a).

2.10.1.2 Aislamiento Virico (AV).

Las células PK-15 mantienen la replicacién de PCV2 in vitro, y dichas células pueden ser
inoculadas con fluidos corporales u homogenizados de cerdos sospechosos de estar infectados
con PCV2 (Allan et al., 1998a; Pogranichnyy et al., 2000; McNeilly et al., 2002). El tratamiento
de las células con glucosamina ha mostrado ser efectivo en el incremento de la replicacion de
PCV2 (Tischer et al., 1987). Una de las caracteristicas del PCV2 es que no induce efecto
citopatico y, por lo tanto, para determinar la replicacion viral hay que utilizar

inmunofluorescencia o tincién de inmunoperoxidasa.

El AV no se hace de manera rutinaria para el PCV2 dado que lleva mucho tiempo, es
mas dificil y menos sensible que otras técnicas, y no es siempre eficiente ya que se requiere de
virus viable, y la autolisis de las muestras y el tiempo trascurrido desde la toma de las mismas y
su remision al laboratorio, disminuyen el éxito del AV. Las aplicaciones de uso del AV pueden
incluir determinar si el PCV2 diseminado por semen es infeccioso asi como su utilizacion en la

produccion de vacunas (Opriessnig et al., 2007; Madson y Opriessnig, 2011).

El AV cuantitativo utiliza muestras clinicas diluidas 10 veces (suero u homogenizado de
tejidos) las cuales son inoculadas en células PK-15. Este test es util para discriminar la infeccion

subclinica por PCV2 de la infeccion clinica (McNeilly et al., 2002).

2.10.1.3 Inmunofluorescencia (IF).

La IF es una técnica rapida que utiliza anticuerpos monoclonales o antisuero policlonal
para detectar antigenos en cortes en congelacion (McNeilly et al., 2001) o en suero (Magar et
al., 2000b). Allan y colaboradores en 1999, aplicaron IF en aislados de células infectadas tanto
con PCV1 como con PCV2, utilizando antisuero policlonal y anticuerpos monoclonales para

ambos virus, no detectando reaccion cruzada en las muestras analizadas (Allan et al., 1999b).
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2.10.1.4 ELISA de captura de antigenos.

Esta técnica, realizada en homogenizados de tejidos de casos de infeccion natural y
experimental, ha mostrado resultados comparables con el AV cuantitativo y la IHQ, siendo de
utilidad para diferenciar la infeccion subclinica y PCVD clinico (McNeilly et al., 2002). También
se ha desarrollado un ELISA de captura de antigenos (SERELISA PCV2 Ag Capture) optimizado
para muestras fecales, en muestras con y sin historia de PCV2-SD/PMWS (Lépez et al., 2005),

aunque el uso de este test en los EEUU ha dado resultados variables (Opriessnig et al., 2007).

2.10.1.5 Microscopia Electrénica.

Esta técnica se utiliza para demostrar la presencia de particulas viricas, en que células
se encuentra y su localizacion dentro de las mismas, asi como para estudiar la estructura y
tamano del virus (Allan et al., 1998a; Ellis et al., 1998; Kiupel et al., 1998). La microscopia
electrénica no se usa de manera rutinaria en los laboratorios de diagnéstico dado que lleva
mucho tiempo y es costosa. La sensibilidad total es baja, y tiene que haber gran cantidad de
virus en el tejido (al menos 10° particulas viricas) para poder ser detectadas (Opriessnig et al.,
2007).

2.10.1.6 Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (polymerase chain reaction, PCR).

La PCR es una técnica sensible, especifica y rapida, que puede detectar ADN de PCV2 en
muestras de tejidos frescos, congelados o fijados, asi como en diversos fluidos corporales
(sangre, heces, orina, hisopos nasales, oculares, tonsilares y semen) (Ellis et al., 1999b;
Ouardani et al., 1999; Ellis et al., 2000a; Krakowka et al., 2000; Larochelle et al., 2000; Magar
et al., 2000a; Kim y Chae, 2001b; Shibata et al., 2003).

Numerosos grupos de investigacion han desarrollado y aplicado diversos test de PCR
convencional para la deteccion de acido nucleico especifico de PCV2 (Morozov et al., 1998;
Larochelle et al., 1999b; Hamel et al., 2000; Calsamiglia et al., 2002; Quintana et al., 2002;
Shibata et al., 2003; Yang et al., 2003). Asi mismo, también se describen variaciones del test de

PCR, las cuales incluyen:
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1. PCR multiple. Se detecta mas de una secuencia diana en un solo paso de PCR. Se
ha descrito diversas PCR multiples: PCV2/PCV1 (Larochelle et al., 1999a; Ouardani et al.,
1999; Pogranichnyy et al., 2000), PCV2/PPV (Kim et al., 2001c), PCV2/PPV/ADV (Cao et
al., 2005), PCV1/PCV2/ADV/PPV (Huang et al.,, 2004), PCV2/Mh/Mycoplasma
hyorhinis/PRRSV cepa europea y americana/influenza virus tipo A (Harder y Huebert,
2004), PCV2/CSFV/ASFV/PRRSV/PPV (Giammarioli et al., 2008), PCV2/CSFV/PPV/PRRSV
(Jiang et al., 2010) y PCV2/PPV/ADV/PPRSV (Yue et al., 2009).

2. PCR anidada. Permite amplificar un segmento especifico de muy pequefio
tamafo incluido dentro de fragmentos de ADN mas extensos. Hay varias técnicas
descritas en la literatura (Larochelle et al., 2000; Kim y Chae, 2001b; Kim et al., 2004a).
3. PCR multiple anidada para la deteccion simultanea de PCV1/PCV2/PPV (Kim y
Chae, 2003a; Kim et al., 2003e) y PCV1/PCV2 (Kim et al., 2001d).

4. PCR cuantitativa a tiempo real. Permite cuantificar el nUmero de copias del
genoma de PCV2 en suero y tejido. La reaccién de PCR y deteccién estan combinadas
en un paso, lo que reduce el tiempo empleado en la técnica (Brunborg et al., 2004;
Chung et al., 2005; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Liu et al., 2000; Olvera et al.,
2004; Opriessnig et al., 2003; Rovira et al., 2002).

5. PCR multiple cuantitativa a tiempo real, para detectar y diferenciar los genotipos
2ay 2b de PCV2 (Gagnon et al., 2008).

6. PCR de transcripcién inversa. Se usa para detectar ARN de PCV2, que solo esta
presente si el PCV2 se replica. Es necesaria la transcripcion inversa del ARN para hacer

el ADN complementario para una posterior amplificacion (Yu et al., 2005).

La mayoria de los cerdos en condiciones naturales han tenido contacto con el PCV2 en

algin momento de sus vidas. Por lo tanto, el uso de la PCR, que tedricamente puede detectar

una copia del genoma, es considerada por muchos investigadores como demasiada sensible. La

demostracion de acido nucleico de PCV2 por PCR no puede sustituir la valoracion clinica de los

cerdos ni el examen microscépico de los tejidos, dado que el PCV2 es ubicuo, y muchos cerdos

pueden ser positivos a ADN especifico de PCV2 sin estar, necesariamente, clinica y

lesionalmente afectados de PCVD (Kim y Chae 2004a). Ademas, la deteccion de acido nucleico

de PCV2 en el suero o linfonodo inguinal superficial ha mostrado no tener correlacion con las

lesiones linfoides microscopicas tipicas de PCVD cuando se comparaba con la HIS (Calsamiglia
et al., 2002).
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Sin embargo, Caprioli y colaboradores observaron, mediante PCR convencional, que se
detectaba ADN de PCV2 con més frecuencia en el suero y plasma de cerdos con cantidades
moderadas y elevadas de antigeno de PCV2 en tejidos lesionados (por tanto enfermos), por lo
que la PCR podria ser una herramienta util para el diagndstico precoz de PCVD en animales

vivos (Caprioli et al., 2006).

Una excepcion podria ser el uso de la PCR para la deteccidon de acido nucleico de PCV2
en semen, y asi asegurar mejor el estatus negativo. Se han descrito varios tipos de PCR para
detectar PCV2 en semen (Larochelle et al., 2000; Kim et al., 2001d y 2003e; Pal et al., 2008).
La cantidad de acido nucleico de PCV2 en suero y tejido determinada por PCR cuantitativa a
tiempo real es predictiva del resultado clinico y de este modo, puede ser utilizada por los
veterinarios en el diagndstico tanto de clinico como experimental (Brunborg et al., 2004; Olvera
et al., 2004). Se ha demostrado que un umbral de 10’ o mayor de copias genémicas de PCV2
por mililitro de suero, se correlaciona bien con lesiones graves y enfermedad asociadas a PCV2
y, por tanto, con un mal pronéstico (Brunborg et al., 2004; Olvera et al., 2004). Un resultado
de PCR podria ser por lo tanto negativo; positivo sin PCVAD (<10° copias de ADN de PCV2);
positivo con sospecha de PCVAD (10° copias de ADN de PCV2); o positivo PCVAD (10" o més
copias de ADN de PCV2) (Brunborg et al., 2004).

Otros autores han propuesto umbrales de 10*’ (Harding et al., 2008), 10°2!
et al., 2009), 10°% (Fort et al., 2007), 10" (Segalés et al., 2005b) y 10"** (Grau-Roma et al.,

2009) copias gendmicas/ml de suero, como indicativos de PCVD. Estas variaciones dependen

(Grau-Roma

tanto del laboratorio como de la técnica empleada. Por lo tanto, esta PCR no puede sustituir al
examen histopatolégico y a la deteccidén del PCV2 en tejidos para el diagnéstico de PCVD a nivel
individual (Grau-Roma et al., 2009), pero si es de utilidad para el diagndstico a nivel de granja
(Grau-Roma et al., 2011).

Los andlisis moleculares de acidos nucleicos se han realizado habitualmente utilizando
ADN procedente de tejido fresco o congelado (Kim y Chae 2001b). En el campo del diagnostico
patoldgico, no siempre se dispone de tejido fresco o en congelacion. En la patologia veterinaria,
la fijacién en formalina es el método estandar para la preservacion de los tejidos, y son estos
los que constituyen la mayor fuente de material para los numerosos estudios a realizar sobre
enfermedades del ganado porcino (Kim y Chae, 2004a). Ademas, este método de fijacion
permite el envio a los laboratorios de muestras bien preservadas y en un estado no infeccioso
(Kim y Chae, 2001b).

68



Revision Bibliogréafica

La recuperacién de ADN de tejido fijado en formalina y embebido en parafina y el
desarrollo de la PCR para la amplificacion de regiones especificas han aumentado la posibilidad
para los andlisis moleculares de tejido embebidos en parafina, teniendo un gran impacto en el
campo del diagnostico patoldgico. De esta forma se pueden realizar estudios retrospectivos sin
necesidad de disponer de tejido fresco o congelado. En comparacion con otros métodos de
identificacion tales como aislamiento viral o ISH, la PCR de tejido fijado en formalina y
embebido en parafina es un método sencillo y sensible (Kim y Chae, 2003a). Aunque se
considera que dichos tejidos son una fuente pobre de ADN debido a los supuestos dafios que
ocurren durante el procesado de los tejidos (Greer et al., 1991b) se pueden realizar protocolos
optimizados de extraccién con pequefias modificaciones para obtener suficiente ADN de calidad

para realizar la PCR y poder realizar estudios retrospectivos.

La calidad del ADN y por tanto el éxito de la PCR va a depender de factores como
tiempo transcurrido entre la obtencion del tejido y su fijacién, tipo de fijador, tiempo de fijacion,
niveles de nucleasas, tiempo de almacenamiento del tejido en el bloque de parafina y longitud
del fragmento de ADN a amplificar (Goelz et al., 1985; Ben-Ezra et al., 1991; Greer et al.,
1991b; Greer et al., 1994).

La presencia de inhibidores de la PCR en tejidos fijados en formalina y embebidos en
parafina es un problema que frecuentemente lleva a resultados falsos negativos (An y Fleming,
1991; Bascufiana y Belak, 1996). Para eliminar estos inhibidores, algunos investigadores utilizan
complejos protocolos de purificaciéon (An y Fleming, 1991). Sin embargo, habria que sopesar su

utilizacion ya que se incrementa el riesgo de contaminacion en cada manipulacion.

Utilizando como fijador el formol tamponado al 10%, se consiguié amplificar fragmentos
de ADN de hasta 1327 pb en muestras fijadas durante 24h y embebidas en parafina, mientras
gue pasados 30 dias, solo se pudieron amplificar fragmentos de 268 pb. (Greer et al., 1991a).
Segun Bogdan y colaboradores en 2001, la fijacion de las muestras hasta 7 dias en formalina no

afect6 a la amplificacion de un fragmento de 481 pb de PCV2 (Bogdan et al., 2001).

La deteccion de PCV2 en tejido fijado en formol y embebido en parafina es un método
sencillo y sensible que permite una deteccion fiable en el diagndstico patologico (Kim y Chae,
2001b), aunque en ocasiones puede haber fallos en la amplificacion que dé lugar a falsos

negativos (Kiatipattanasakul-Banlunara et al., 2002). Hay que tener en cuenta que la deteccion
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de ADN de PCV2 por PCR solo es diagnostica de PCVD si se interpreta junto con las lesiones

histolégicas caracteristicas (Chae, 2004)

2.10.1.7 Polimorfismo de Longitud de Fragmentos de Restriccion (Restriction
fraction length polymorphism, RFLP).

En el campo de la patologia del ganado porcino, la diferenciacién de las cepas por RFLP
se hace de manera rutinaria para el PRRSV (Wesley et al., 1998) mostrando ser una
herramienta epidemioldgica Gtil para determinar si se ha introducido una nueva cepa en la
granja, aunque la estabilidad del patron RFLP de un determinado PRRSV esté en duda debido a
los continuos cambios genéticos (Cha et al., 2004). Un test PCR-RFLP basado en ORF2 usando
las enzimas HinA, HinP1l, Kpnl, Msel, y Rsal fue capaz de diferenciar distintas cepas de PCV2
(PCV2A, B, C, D, y E) (Hamel et al., 2000). Por otra parte, el uso de la enzima ANcoal sirve para
diferenciar PCV1 de PCV2 (Fenaux et al., 2000). Posteriormente, mediante una PCR-RFLP
basada en ORF2 y utilizando las enzimas Saw3Al, Banll, Nspl, Xbal, y Cfi se diferenciaron 9
patrones de PCV2 (Wen et al., 2005). Por lo general, el analisis de los patrones RFLP ofrece un
rapido medio para categorizar de forma general las cepas de PCV2; sin embargo, los genomas a
menudo varian entre si, fuera de los sitios de restriccion, por lo que se debe tener cautela con

la interpretacion de los resultados (Opriessnig et al., 2007).

2.10.1.8 Secuenciacion.

Con el analisis de secuencia es posible caracterizar la informacion genética y comparar
las cepas entre si (Choi et al., 2002; de Boisséson et al., 2004; Fenaux et al., 2000; Grierson et
al., 2004b; Kim y Lyoo, 2002). El PCV2 tiene dos genes principales que estan orientados en
direcciones opuestas y que representan el 93% de todo el genoma: gen rep (asociado a la

replicacion; ORF1) y el gen cap (capside; ORF2) (Kim y Lyoo, 2002; de Boisseson et al., 2004).

La diferencia genética entre los aislados de PCV2 se debe principalmente a la
variabilidad en ORF2 (90,1-100% de la identidad de secuencia de aminoacidos (de Boisseson et
al., 2004; Fenaux et al., 2000). EI gen ORF1 parece estar bastante conservado entre los
aislados de PCV2 (99-100% de la identidad de secuencia de aminoéacidos) (de Boisseson et al.,
2004). Para investigar posibles diferencias entre los aislados de PCV2, los laboratorios de
diagnostico e investigacion deberian secuenciar solamente el gen ORF2 o la secuencia del

genoma entero de PCV2 (de Boisseson et al., 2004; Fenaux et al., 2000). Actualmente, los
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resultados de secuenciacion pueden ser una herramienta epidemioldgica util, pero por el

momento, no permiten identificar caracteristicas de virulencia (Opriessnig et al., 2007).

2.10.1.9 Hibridacion in situ (ISH).

La ISH para PCV2 usa sondas de ADN marcadas que se corresponden con una porcion
especifica del genoma de PCV2 (Kim y Chae, 2003b; McNeilly et al., 1999; Rosell et al., 1999;
Sirinarumitr et al., 2000). Dicha técnica permite visualizar la localizacién del PCV2 en los tejidos,
proporcionando detalles de la arquitectura tisular y celular, correlacionando las lesiones con la
presencia de PCV2. Dicha técnica es menos susceptible que la IHQ a las alteraciones
estructurales causadas por la fijacion en formalina cuando se utilizan tejidos fijados en
formalina y embebidos en parafina (Kim y Chae, 2001a). Se han descrito diversas ISH para la
deteccion de mudltiples virus en una misma seccion de tejido: PCV1/PCV2 (Nawagitgul et al.,
2000; Kim y Chae, 2001a), PCV2/PRRS (Sirinarumitr et al., 2001), y PCV2/PPV (Kim y Chae,
2002).

2.10.2 Técnicas Indirectas. Deteccion de antigenos anti-PCV2. Estudios
serolégicos

La serologia se usa principalmente nivel de granja para determinar el momento de
infeccién/contacto por PCV2, mediante analisis secuencial o estudio transversal en la poblacion.
Los estudios serolégicos han mostrado que los anticuerpos frente a PCV2 estan presentes
globalmente en casi todas las granjas porcinas estudiadas y en, hasta el 100% de los cerdos en

dichas granjas (Magar et al., 2000b; Walker et al., 2000; Opriessnig et al., 2004c).

2.10.2.1 Ensayo Indirecto con Anticuerpos Fluorescentes o Inmunofluorescencia
Indirecta (indirect immunofluorescence antibody assay, IFA).

Esta técnica ha sido descrita para PCV2 por varios autores (Tischer et al., 1995a; Allan
et al., 1998a; Pogranichnyy et al., 2000). Posteriormente se ha descrito una IFA basado en
ORF2 (Racine et al., 2004). Al comparar esta nueva técnica con la IFA normal, basada en el
PCV2 completo, se determind que esta Ultima tenia solo una sensibilidad relativa del 57,1% en
comparacion con la IFA basada en la proteina ORF2 utilizada como referencia (Racine et al.,

2004). Los ensayos de inmunofluorescencia también han sido descritos para anticuerpos contra
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el PCV1 no patogeénico y parecen ser especificos (Fenaux et al., 2003). Los estudios muestran
que hay un bajo nivel de reaccion cruzada entre PCV1 y PCV2 en los ensayos IFA (Allan et al.,

1998a; Pogranichnyy et al., 2000).

2.10.2.2 Ensayo de Inmunoperoxidasa en Monocapa (indirect
immunoperoxidase monolayer assay, IPMA).

Dicha técnica es utilizada frecuentemente (Ellis et al., 1998; Blanchard et al., 2003). Una
investigacion interlaboratorial, en Europa y Canad4, compardé los resultados de IFA e IPMA en
20 muestras de suero. Los resultados revelaron una gran variacion de titulos entre los
laboratorios, siendo, de manera general, mas altos con IPMA que con IFA. Dichas diferencias
pueden atribuirse a las distintas metodologias empleadas en cada laboratorio (McNair et al.,
2004).

2.10.2.3 Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzima (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA).

El ELISA es una técnica sensible para la deteccién y medida de anticuerpos séricos. Hay
diversas publicaciones que describen ELISAs para PCV2 (Nawagitgul et al., 2002; Blanchard et
al., 2003; Liu et al., 2004;). En Europa se ha desarrollado un ELISA de captura comercial que
detecta PCV2 IgG e IgM (Ingezim® PCV 1gG/IgM, Ingenasa, Espafia). La comparacion de los
niveles de 1gG e IgM es util para determinar el momento de la infeccién por PCV2: valores de
IgM 2> IgG: infeccion temprana activa (dentro de los primeros 21 dias postinoculacién); valores
de IgM < IgG: infeccion activa ya establecida (aproximadamente entre 20 y 50 dias
postinoculacién); valores altos de 1IgG sin IgM: infeccion tardia o convaleciente
(aproximadamente 2 meses después de la infeccion) (Segalés et al., 2005c). También hay
disponible un ELISA por competicion especifico contra anticuerpos de PCV2 (SERELISA® PCV2
Ab Mono Blocking, Synbiotics Europe, Francia). Este ELISA también se puede utilizar para

detectar anticuerpos especificos de PCV2 en heces (Lépez et al., 2005).

2.10.2.4 Seroneutralizacion.

Dado que el PCV2 no induce un efecto citopatico visible en las células infectadas, la

seroneutralizacién requiere o anticuerpos fluorescentes o tincion de inmunoperoxidasa al final

72



Revision Bibliogréafica

del test para determinar la presencia o ausencia de replicacion del virus. Los requisitos para el
pretratamiento de las células para sincronizar el ciclo celular hacen que estos test de
neutralizacion de virus en suero sean dificiles de realizar, y que los valores de la lectura final

sean menos exactos (Opriessnig et al., 2007).

Se han detectado anticuerpos neutralizantes entre los 15 y 28 dias (Pogranichnyy et al.,
2000; Meerts et al., 2005b) después de la infeccién experimental por PCV2. La presencia de
anticuerpos neutralizantes se ha correlacionado con la proteccion o eliminacién de la infecciéon

por PCV2 en cerdos gnobioticos (Meerts et al., 2006).

2.11 Prevencion y Control

Las circovirosis porcinas tienen un gran impacto sobre la produccién porcina. Se ha
estimado que su coste varia entre 562-900 millones de Euros anuales para la Union Europea,
siendo el coste por animal de 2,31 a 16,19 Euros segun su presentacién sea moderada o severa
(Armstrong y Bishop, 2004; Tucker, 2006; Burch, 2007).

Las pérdidas pueden ser directas o indirectas. Las directas son debidas a cerdos no
viables, incapaces de llegar al peso de mercado. Las pérdidas indirectas vienen dadas por el
aumento en el uso de antibioticos en un intento de controlar las infecciones bacterianas
concurrentes, y los cambios en las practicas de manejo de la granja en un intento de reducir el
impacto de las PCVD (Segalés et al., 2005a). Por ello se hace necesario aplicar una serie de

estrategias de actuacion para minimizar su impacto.

2.11.1 Buenas Practicas de Manejo

Antes de la disponibilidad de vacunas para PCV2 en 2006 en Norteamérica, el éxito del
tratamiento y control de PCVD estaba principalmente enfocado en asegurar buenas préacticas de
produccion que minimizasen el estrés, eliminaran las coinfecciones o minimizaran su efecto, y
eliminaran los potenciales factores desencadenantes que inducen la estimulacién inmune y

desencadenan la progresion de infeccion por PCV2 a PCVD (Opriessnig et al., 2007).
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Estudios prospectivos llevados a cabo en Francia desde 1998, han mostrado claramente
gue se han producido cambios en el manejo de las granjas severamente afectadas de PCV2-
SD/PMWS. En este tiempo, se propuso el llamado plan de 20 puntos de Madec para el control

de PCVD en las granjas gravemente afectadas (Madec et al., 1999 y 2000).

Los principales puntos de este plan han sido resumidos en las 4 reglas de oro e incluyen
1) limitar el contacto cerdo-cerdo, 2) reduccién del estrés, 3) buena higiene y 4) buena
nutricion. Se han obtenido resultados positivos significativos cuando dichas medidas de manejo
han sido aplicadas y se han conseguido mejoras significativas en las tasas de pérdidas cuando
el grado de cumplimiento de las medidas recomendadas fue alto (Guilmoto y Wessel-Robert,
2000).

En un estudio para determinar los factores de riesgo para PCVD en 62 granjas de
Espafia se observd que, la vacunacion de las cerdas primerizas contra PRRSV aumentaba la
probabilidad de expresion de PCVD y que la vacunacién de las cerdas contra la rinitis atréfica
disminuia la probabilidad de enfermedad, aunque pudieran ser solo variables de confusién sin

una clara razon que pueda explicar estos efectos (Lopez-Soria et al., 2005).

La investigacién de los factores de manejo asociados con el estatus de las granjas,
realizado en 61 explotaciones en Manitoba, Canada, dio lugar a una fuerte asociacion entre el
incremento de la mortalidad en lechones y la infeccion por PCV2, Mh, PRRSV, diarrea causada
por £. coli K88, proximidad de otras granjas, multiples proveedores, amplio rango de edades
dentro del mismo grupo de cerdos, y el no uso de plasma seco pulverizado en la primera racidén

en la transicién (Dewey et al., 2006).

2.11.2 Desinfeccion

Una desinfeccibn adecuada de las instalaciones es otro de los puntos clave para el
control de PCVD. Se recomienda el uso, en edificios y medios de transporte, de los
desinfectantes que han mostrado ser eficaces contra el PCV2. Se ha observado una reduccion
estadisticamente significativa de los titulos viricos /7 vitro con hidréxido sédico, Virkon® S
(agente oxidante), lejia Clorox® (agente oxidante), Roccal® D Plus (amonio cuaternario),
Fulsan® (amonio cuaternario), 1-Stroke Environ® (compuesto fenélico), y Tek-Trol® (compuesto
fendlico) (Royer et al., 2001), asi como con cloro activo, aldehidos con o sin amonio cuaternario

y monopersulfato potasico en condiciones laboratoriales controladas (Martin et al., 2008).
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La efectividad real de los desinfectantes en condiciones de campo se desconoce. En las
instalaciones de la Universidad del Estado de lowa, se sigue habitualmente el siguiente
protocolo: tras retirar los animales, las salas y corrales se cubren con un producto detergente
desengrasante, aplicado en forma de espuma a una dilucion de 1:64. Tras 10 minutos, el
producto detergente desengrasante se aclara con agua caliente aplicada a presion. La
descontaminacion se realiza con la aplicacion de Virkon® S a una dilucién de 1:30 dejando
actuar el producto durante 10 minutos, seguido de un aclarado con agua caliente. Antes de la
llegada de nuevos animales, las instalaciones son nebulizadas con Clidox® S (agente oxidante) a
una dilucién de 1:5:1 y se deja secar. Para minimizar la corrosion, las instalaciones son
aclaradas con agua de 6 a 12 horas después de la nebulizacion y se dejan secar antes de

introducir nuevos cerdos (Opriessnig et al., 2007).

2.11.3 Control de Coinfecciones

Las coinfecciones juegan un importante papel en PCVD, tanto a nivel experimental como
en infecciones naturales (Allan et al., 1999a; Krakowka et al., 2000; Harms et al., 2001; Rovira
et al., 2002; Opriessnig et at., 2004b; Grau-Roma et al., 2011) y los diferentes estudios
realizados indican que el diagndéstico y control de otros agentes infecciosos encontrados en

cerdos con PCVD disminuyen la gravedad del cuadro clinico-lesional (Opriessnig et al., 2007).

Como se ha dicho anteriormente, aunque la activacion inmune puede ser un importante
factor desencadenante de PCVD y un hecho crucial en la patogenia de la enfermedad, desde el
punto de vista practico, el excluir el uso de las vacunas de los programas sanitarios puede ser
inadecuado, en la medida que el riesgo de eliminar vacunas eficaces, es mayor que el riesgo
de inducir PCVD en un bajo porcentaje de cerdos en la poblacién porcina. Por lo tanto, en base
a los resultados disponibles, los productores con granjas afectadas de PCVD deberian
determinar el momento aproximado de la infeccion por PCV2, con el objetivo de replanificar las

vacunaciones como un potencial plan para minimizar la enfermedad (Opriessnig et al., 2003).

Desde un punto de vista préactico, los intentos de controlar las PCVD mediante la
vacunacioén frente a PPV en cebaderos en EEUU, con circulacion confirmada de PPV, han sido
repetidamente exitosos (Halbur, 2001). Sin embargo, el efecto positivo de la vacunacion frente
a PPV en la reduccion de la incidencia clinica de PCV2-SD/PMWS no se ha probado
experimentalmente (Opriessnig et al., 2004a). El efecto del PRRSV puede ser eliminado o

minimizado mediante vacunacion frente a PRRSV de las granjas de cria y en los lechones,
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mejorando el estado sanitario y la productividad, reduciendo los efectos de PCVD (Mavromatis
et al., 1999; Alexopoulos et al., 2005; Kritas et al., 2007).

Un estudio evalud las pérdidas o ganancias asociadas con el uso de 3 bacterinas
comerciales de Mh con diferentes coadyuvantes en cerdos coinfectados experimentalmente con
Mh y PCV2 (Halbur et al., 2006). Un total de 296 cerdos negativos a Mh fueron asignados
aleatoriamente a uno de los 4 grupos de tratamiento. Se probaron tres vacunas comerciales,
administradas segun indicaciones del fabricante: 2 bacterinas con adyuvante oleoso, y 1
bacterina con adyuvante acuoso. El desafio frente a Mh indujo lesiones macroscépicas y
microscépicas graves en los cerdos no vacunados. Los cerdos de todos los grupos vacunados
tuvieron una media de peso corporal y una ganancia media diaria significativamente mayor a
los 100 y 131 dias postinoculacion comparados con los controles no vacunados (Halbur et al.,
2006).

Por el contrario, otro estudio de campo con 930 cerdos de cebo de 53 a 54 dias de
edad, no encontr6 diferencias en la incidencia del PCV2-SD/PMWS (pérdida de peso o
adelgazamiento, lesiones histopatolédgicas caracteristicas, antigeno de PCV2 intralesional) entre
los cerdos vacunados frente a Mh y los vacunados con placebo (Haruna et al., 2006). Se ha
demostrado que para minimizar el efecto potenciador de los productos adyuvantes de las
vacunas de Mh sobre la replicacion del PCV2 y lesiones asociadas a PCV2, los cerdos deberian
ser vacunados de 2 a 4 semanas antes de la exposicion estimada al PCV2 (Opriessnig et al.,
2006b).

Las infecciones bacterianas especificas (S.suis, H. parasuis, P. multocida, L.
intracellularis, Salmonella spp.) tienen que ser confirmadas y pueden ser minimizadas mediante
el uso de antimicrobianos y bacterinas apropiadas. El uso de clortetraciclina (Aureomycin) a una
dosis aproximada de 22mg/Kg en la comida de cerdos experimentalmente coinfectados con Mh
y PCV2, aportd pruebas de que dicho tratamiento es altamente eficaz en reducir las lesiones

producidas por la coinfeccion de PCV2 y Mh (Opriessnig et al., 2006h).

El uso de antiinflamatorios también podria ser de utilidad. Se ha demostrado que el uso
en la comida de &cido acetilsalicilico reduce significativamente la incidencia de tratamiento
antibiético en cerdos tratados comparados con cerdos no tratados en granjas, con una

mortalidad postdestete del 10 al 15% (Fruergaard et al., 2006).
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2.11.4 Estatus de Infeccion por PCV2 y Titulos Serolégicos de la Cerda
en el Parto

Se ha descrito que la infeccion por PCV2 o titulos séricos bajos frente a PCV2 en cerdas
en el momento del parto tienen un efecto significativo sobre la mortalidad total de su camada
debida a PCV2-SD/PMWS. Los lechones procedentes de cerdas infectadas (virémicas) por PCV2
tienen el doble de riesgo de morir que los procedentes de cerdas no infectadas (no virémicas),
mientras que la mortalidad en lechones procedentes de una cerda con titulos de anticuerpos
bajos, era tres veces mayor que el de lechones de cerdas con titulos medios o altos (Allan et
al., 2002b; Calsamiglia et al., 2007). Por lo tanto, aquellas medidas que incrementen la
inmunidad maternal y reduzcan la viremia en las cerdas en el momento de parto, podrian
disminuir el impacto de PCV2-SD/PMWS sobre la mortalidad de los lechones. Desde el punto de
vista practico, estas posibilidades podrian ser conseguidas potencialmente mediante la
vacunacién frente a PCV2 de cerdas y primerizas, y/o infeccion controlada de PCV2 durante el

periodo de aclimatacion (Joisel et al., 2007a).

2.11.5 Papel de la Nutricion en PCV2-SD/PMWS

En algunas granjas del Reino Unido se ha conseguido un control parcial del PCV2-
SD/PMWS mediante cambios en la dieta de los animales afectados (Donadeu et al., 2003).
Estos cambios incluyen un incremento en la densidad de nutrientes en la dieta de los cerdos
jovenes y la incorporacion de aditivos comerciales, la mayoria de ellos con efectos

antioxidantes. Sin embargo, estos resultados no han sido confirmados por otros autores.

Por otra parte, se ha demostrado que el acido linoleico conjugado y el plasma seco
pulverizado atenuan los efectos clinicos del PCV2-SD/PMWS (Bassaganya-Riera et al., 2003;
Dewey et al., 2006). También, se ha sugerido que la adicion de vitamina E y/o Selenio en la
comida podria ser beneficiosa en aquellas granjas con PCV2-SD/PMWS (Baekbo et al., 2004) ya
gue se ha comprobado que el Selenio tiene un efecto inhibitorio sobre la replicacién del PCV2 in
vitro (Pan et al., 2008). En general, aunque ciertos datos preliminares en la nutricibn en campo,
asi como en experimentos indican que ciertos factores nutricionales podrian favorecer una
disminucién en el desarrollo de PCV2-SD/PMWS, no hay suficiente informacion cientifica
disponible para establecer el efecto real de la nutricion en esta enfermedad (Segalés et al.,
2005a).
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2.11.6 Terapia Sérica

La inyeccién subcutédnea de suero hiperinmune frente a PCV2 de cerdos procedentes de
mataderos comerciales o convalecientes, en lechones en lactacion o en transicion ha tenido
éxito, reduciendo la mortalidad en diversas granjas afectadas de PCV2-SD/PMWS (Ferreira et
al., 2001; Waddilove y Marco, 2002). Sin embargo, los resultados de este procedimiento han
sido desiguales y su uso en algunas granjas no ha tenido efectos significativos (Hassing et al.,
2006; Opriessnig et al., 2006i; Thomas et al., 2007).

Es importante sefalar que se deben tomar precauciones rigurosas cuando se lleva a
cabo la terapia sérica. La recogida de sangre debe ser de la misma granja afectada para evitar
cualquier riesgo de introducir otros agentes patdgenos y el sangrado e inyecciones deben
llevarse a cabo bajo condiciones de maxima higiene (Segalés et al., 2005a). Dicha practica se

ha vuelto en gran medida irrelevante con la llegada de las vacunas (Grau-Roma et al., 2011).

2.11.7 Vacunas frente PCV2

En la actualidad existen 5 vacunas comerciales disponibles, Circovac®, Ingelvac
CircoFLEX®, Porcilis® PCV (UE)/Circumvent® PCV (EEUU), Suvaxyn® PCV one dose y Fostera®
PCV-Mh (Gillespie et al., 2009; Grau-Roma et al., 2011; Neuberger et al., 2013).

Circovac® es una vacuna inactivada con adyuvante oleoso, para uso en hembras en
edad de reproduccion. Ingelvac CircoFLEX® es una vacuna de subunidad basada en la capside
expresada en baculovirus inactivado, y se administra en lechones mayores de 3 semanas de
edad. Porcilis® PCV (UE)/Circumvent® PCV (EEUU), también es una vacuna de subunidad
basada en la cdpside expresada en baculovirus inactivado que se puede administrar a lechones
mayores de 3 dias de edad y repetir a las 3 semanas. Suvaxyn® PCV one dose es una vacuna
inactivada quimérica PCV1-2, que se administra en lechones mayores de 4 semanas de edad.
Fostera® PCV-Mh, también es una vacuna inactivada quimérica PCV1-2, que se aplica en
lechones a partir de las 3 semanas de edad. Aunque actualmente se considera que el genotipo
PCV2b es el predominante (Gagnon et al., 2007; Dupont et al., 2008; Kim et al., 2011a; Shen et
al., 2012), todas estas vacunas estan basadas en el genotipo PCV2a, y han mostrado conferir
inmunidad cruzada contra PCV2b en condiciones experimentales (Fort et al., 2008; Opriessnig
et al., 2009).
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La vacunacién de las cerdas y de las primerizas aumenta los titulos de anticuerpos
frente a PCV2 en el suero y en el calostro, protegiendo a los lechones contra el desarrollo de
PCV2-SD/PMWS (Joisel et al., 2007a y b; Opriessnig et al., 2010). Los lechones suelen ser
vacunados después de las 3 semanas de edad, que es cuando disminuyen los anticuerpos
maternales. Esto provoca una respuesta de anticuerpos neutralizantes y reduce o retrasa la

infeccion por PCV2 durante el destete o engorde (Fort et al, 2008; Opriessnig et al, 2009).

Todas estas vacunas han mostrado su eficacia tanto en condiciones naturales como
experimentales, reduciendo la incidencia de PCV2-SD/PMWS, la tasa de mortalidad, mejorando
la ganancia de peso media diaria y los indices de conversién de alimento (Fachinger et al.,
2008; Horlen et al., 2008; Kixmoler et al., 2008; Segalés et al., 2009; Pejsak et al, 2010). Asi
mismo, la vacunacién reduce el nimero de coinfecciones (Kixmdler et al., 2008) y la severidad

de las lesiones en tejidos linfoides (Segalés et al., 2009).

Estudios experimentales han mostrado que las vacunas reducen los niveles de viremia y
la severidad de las lesiones histoldgicas, incluso con la presencia de anticuerpos maternales,
por lo que pueden aplicarse antes de la edad habitual de infeccion, y usando tanto una como
dos dosis de vacuna (Fort et al., 2008 y 2009; Opriessnig et al., 2008a, 2008b y 2009;
Neuberger et al., 2013). Otro trabajo ha demostrado que la vacunacion de madres y lechones
tiene efectos similares en términos de reduccion de la carga viral, en los lechones en
crecimiento, y que la vacunacion de los lechones con la vacuna utilizada en sus madres no
afectaba a la eficacia de la misma (Opriessnig et al., 2010). Se requieren méas estudios para
valorar la posibilidad de que los anticuerpos maternales interfieran con la respuesta humoral
inducida por la vacuna (Fachinger et al., 2008, Fort et al., 2009), aunque los resultados de

estudios de campo y experimentales indican que las vacunas superan, en parte, este efecto.

Por el contrario, también hay descripciones a nivel de campo de fallos de la vacuna,
principalmente en casos en los que la exposicion a PCV2 ocurre hacia la mitad o final del cebo
en cerdos vacunados a temprana edad. Entre las posible causas para el fallo vacunal se
incluirian factores asociados a la granja, tales como falta de cumplimiento de unos correctos
protocolos de vacunacion, fallos en la dosificacion, o vacunacion de animales enfermos o
inmunocomprometidos, factores asociados a la vacuna como diferencias antigénicas entre las
cepas vacunales y las de campo, tipo de adyuvante, cantidad de antigeno PCV2 en la vacuna, y
régimen de administracion (Opriessnig et al., 2009), asi como a mutaciones del PCV2

(Opriessnig et al., 2013; Salgado et al., 2014).
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Material y Métodos

3.1 Material

En el presente estudio se utilizaron 25 animales procedentes de una explotacion de
porcinos hibridos, de 130 madres y ciclo cerrado, ubicada en Gran Canaria. Esta explotacion
tenia un plan sanitario que incluia la vacunacion de las reproductoras frente a ADV (AD live
Suivax, Fatro Iberica), MR y PPV (Parvosuin-MR, Hipra), y de los lechones frente a Mh
(Stellamune Uno, Pfizer).Presentaba un estado sanitario de nivel 2 segun los parametros
descritos por Mufiéz y colaboradores en 2007, siendo la mortalidad esperada en transicion o
postdestete para este nivel de un 1.5-2%. En dicha explotacién se produjo un aumento de la
tasa de mortalidad en lechones de 2 meses de edad llegando la misma a un 17%. Los
principales signos clinicos observados fueron retraso en el crecimiento, adelgazamiento,

taquipnea, disnea y, en algunos casos, diarrea.

Se remitieron 14 animales vivos con esta sintomatologia al Servicio de Necropsias del
Departamento de Morfologia e Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentario (IUSA) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria (ULPGC) y fueron sacrificados mediante sedacién profunda por via endovenosa con

tiobarbital (Grupo B.Braun, Barcelona, Espafia).

De estos animales, previamente al sacrificio, se extrajo sangre a partir de la vena cava

craneal, que fue depositada en tubos, con y sin anticoagulante (EDTA).

En el presente estudio también se incluyeron 11 animales hallados muertos en la
explotacidon donde se les practico la necropsia, siempre dentro de las 24 horas posteriores a su
muerte, o se trasladaron a la Facultad de Veterinaria con igual fin, igualmente, dentro de las 24

horas posteriores a su muerte.

A cada animal se le practicé una necropsia completa y reglada (King et al., 1989), y del
mismo se recogieron sistematicamente muestras para su posterior estudio. Las muestras
tomadas para su posterior estudio histologico, histoquimico e inmunohistoquimico, se fijaron en
formol tamponado al 10% durante 24-48 horas, y después se procesaron rutinariamente, en un
procesador automatico de tejidos (Leica TP-1050, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch,
Alemania) hasta su inclusion en parafina. Para los estudios microbiolégicos y de biologia
molecular las muestras tisulares y de exudados se almacenaron en congelacion a -80°C. Los

tubos con sangre sin anticoagulante se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 minutos para
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separar el suero de la fraccion celular. Dicho suero se recogié en Eppendorf y se almaceno en
congelacion a -80°C. La sangre con anticoagulante se conservo también en congelacion a
-80°C.

3.2 Métodos

3.2.1 Estudio Histologico

Las muestras fijadas en formol tamponado al 10% e incluidas en parafina se cortaron
con un microtomo (Leica RM 2135, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania) a 5 um de
grosor para, posteriormente, ser desparafinadas, rehidratadas y tefiidas con hematoxilina-
eosina (protocolo de H-E). Todas las muestras se analizaron con un microscopio éptico, con
objetivos Opticos de diferentes aumentos, con el fin de valorar las posibles lesiones y realizar un

diagnéstico histopatoldgico.

De forma especifica, en el tejido linfoide (linfonodos inguinal superficial, iliaco,
mediastinico y mesentérico, tonsila y bazo), se evalué el grado de deplecion linfoide (- normal,
+ leve pérdida de celularidad, ++ moderada, +++ severa con pérdida de la estructura
folicular), el grado de infiltrado histiocitico-granulomatoso (- ausencia, + leve infiltrado, ++
moderado, +++ severo con reemplazamiento de foliculos), y la presencia de células gigantes

multinucleadas y de cuerpos de inclusion (Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).

Para determinar en qué 6rgano-tejido linfoide (linfonodos, tonsila y bazo) habia mayor
grado de deplecion linfoide y/o de histiocitosis, a cada grado de lesion se le asigné un valor (O:
ausencia, 1: leve, 2: moderado, 3: severo), y se sumaron los valores de cada tejido en el total

de los 25 animales, por lo que la puntuacién méxima para un tejido seria 75 (3x25).
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3.2.2 Estudio Histoquimico

Para la demostracién del Cilia Associated Respiratory Bacillus (CAR-bacillus) se utilizo la
técnica argéntica de Warthin-Starry (W-S). Para ello se emplearon muestras de pulmén y
trdquea fijadas en formol tamponado al 10% e incluidas en parafina. Dichas muestras fueron
cortadas con un microtomo a 4 um de grosor para, posteriormente, aplicar sobre los cortes
tisulares la técnica (protocolo W-S). EI CAR-bacillus se visualiz6 como estructuras bacilares de
color negro en la superficie ciliar del epitelio respiratorio. La presencia de CAR-bacillus se valoré

como ausencia (-), leve (+), moderada (++), y severa (+++).

3.2.3 Estudio Inmunohistoquimico

Para la deteccion inmunohistoquimica de los diferentes agentes patdgenos se utilizaron
tejidos fijados en formol tamponado al 10%, procesados e incluidos en parafina. Dichas
muestras se cortaron en un microtomo a 3 um y se recogieron en portaobjetos tratados con
Poly-L-lysina, manteniéndolos, al menos durante 18 horas, en estufa a 37°C para lograr una
mejor adherencia del corte, a fin de evitar su desprendimiento durante la realizacién de la

técnica.

La demostracion de los antigenos se realizé utilizando la técnica del Complejo
Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako-StreptAB-Complex/HRP, Dako, Glostrup,
Dinamarca), siguiendo los métodos basicos descritos anteriormente por otros autores (Halbur et
al. 1994; McNeilly et al., 2001).

Previamente al inicio de la técnica, las muestras se desparafinaron y rehidrataron
mediante pases sucesivos por xilol y alcoholes de graduacién decreciente. La inhibicion de la
peroxidasa endogena tisular se realiz6 mediante la inmersion de los cortes en una solucion

constituida por peroxido de hidrégeno diluido en metanol al 3% durante 30 minutos.

En funcion del antigeno a detectar, se utilizaron diferentes anticuerpos primarios

monoclonales y/o sueros policlonales, y anticuerpos secundarios (Tabla 3.1y 3.2).
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Tabla 3.1. Relacion de anticuerpos primarios utilizados en el estudio.

Anticuerpo Tipo Especificidad Pretratamiento Dilucion Fuente
C2-36A9 Monoclonal Anti-PCV2 Sin pretratamiento 1/200 Ingenasa
1AC7 Monoclonal Anti-PRRSV Pronasa 8 min a 37°C 1/250 Ingenasa
Mh Policlonal Anti-Mh Pronasa 5 min 1/800 Danlizrk\)Vet.
E.Aujeszky Policlonal Anti-ADV Sin pretratamiento 1/800 Dr. Poveda

2CF2 Monoclonal Anti-ADV Sin pretratamiento 1/10 Ingenasa

Ball, H.J
Anti-Pasteurella spp. (Veterinary

Pasteurella Policlonal Mannﬁelm/a Pronasa 5 min 1/200 Researc_h
haemoliticay P. Laboratories,

multocida Stormont,

Belfast)

Tabla 3.2. Relacion de anticuerpos secundarios utilizados en el estudio.

Anticuerpo Secundario Ant_lcuer_po Dilucion Fuente
Primario
C2-36A9
(Anti-PCV2)
Anti-1gG de ratén 1AC7 Dako,
biotinado desarrollado en (Anti-PRRSV) 1/20 Glostrup,
conejo 2CE2 Dinamarca
(Anti-ADV)
Mh
. . Anti-Mh
Anti-1gG de conejo (Anti-Mh)

L . Dako,
biotinado desarrollado en E. Aujeszky 1/200 Glostru
cerdo (Anti-ADV) : P,

Dinamarca
Pasteurella

(Anti-Pasteurella spp.)
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3.2.3.1 Técnica Inmunohistoquimica para la Deteccion de Antigenos de PCV2

Para la selecciébn del anticuerpo adecuado para la detecciébn antigénica de PCV2
mediante técnicas inmunohistoquimicas, se realizd una estandarizacion preliminar utilizando 16
anticuerpos monoclonales (C2-34H6, C2-34F3, C2-36G7, C2-34F11, C2-35D11, C2-34C9, C2-
31F9, C2-33G1, C2-36A9, C2-35H1, C2-36F1, C2-36A3, C2-37E9, C2-33H4, C2-21H7, C2-23H8)
especificos contra este virus, elaborados y cedidos por los laboratorios Ingenasa S.A. (Madrid),

quienes solicitaron su valoracion para posteriormente ser comercializados.

La técnica empleada fue la Streptovidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) y revelado con
Diaminobencidina (DAB) (3,3, tetrahidrocloruro de diaminobencidina) (Sigma Chemical
Company, St. Louis MO, EEUU). La dilucion del anticuerpo primario fue de 1/1, 1/10, 1/50,
1/100 y 1/200, con y sin pretratamiento para el desenmascaramiento antigénico (recuperacion
antigénica enzimatica con proteasa y tratamiento térmico con buffer citrato). Posteriormente, se
emple6 suero normal de cabra y de conejo como procedimiento de preincubacion, y luego, se
utilizé el anticuerpo primario (anti-PCV2) que se incubd 18 horas a 4°C, o durante 4 horas a
temperatura ambiente. Las pruebas se realizaron sobre muestras, cedidas por el Dr. Segalés de
la Universidad Autonoma de Barcelona, de tonsila y linfonodo de cerdos infectados

naturalmente con PCV2, y la infeccion se confirmé mediante ISH.

El anticuerpo monoclonal seleccionado fue el C2-36A9, a una diluciéon de 1/200 en suero
normal de conejo, sin pretratamiento e incubacion de 18 horas a 4°C. Este fue el procedimiento
de eleccion al presentar los mejores resultados inmunohistoquimicos. La inmunorreaccion
positiva se detecté como un granulado de color marrén oscuro, localizado principalmente en el
citoplasma de células linfohistiociticas. Dicho anticuerpo fue el utilizado en las muestras
problema y se seleccion6 como cromogeno el 3-amino-9-aetilcarbazol (AEC) (Sigma Chemical
Company, St. Louis MO, EEUU) para minimizar las interferencias con pigmentos heméaticos
(Protocolo PCV2).

La inmunorreaccion frente al antigeno de PCV2 en los diferentes tejidos estudiados se

valor6 como ausencia (-), leve (+) (<15%), moderada (++) (15-50%), y severa (+++)
(>50%) (Modificado de Rosell et al., 1999; Quintana et al., 2001; Opriessnig y cols. 2004b).
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Para determinar en qué tejido se detectd mayor porcentaje de inmunorreaccion frente a
PCV2, se asignd un valor (0: ausencia, 1: leve, 2: moderado, 3: severo), y se sumaron los
valores de cada tejido en el total de los 25 animales, por lo que la puntuacion maxima para un
tejido seria 75 (3x25).

3.2.3.2 Criterios de Clasificacion de la Severidad de PCV2-SD/PMWS

Los criterios utilizados se basaron en el sistema de puntacién descrito por Opriessnig y
colaborares, (2004b y 2007). En nuestro estudio, se seleccionaron 6 tejidos linfoides (linfonodos
inguinal superficial, iliaco, mediastinico y mesentérico, tonsila y bazo). De cada tejido se valora
la deplecion linfoide, histiocitosis e IHQ de PCV2, dando valores de 0 a 3 para cada uno de
dichos parametros (0: ausencia, 1: leve, 2: moderado, 3: severo), por lo que la méxima
puntuaciéon de cada tejido seria 9. La puntuacion individual de los 6 tejidos se suma y se divide

entre 6. Segun el valor obtenido, los animales se dividen en cuatro categorias:

Categoria | 0: normal (sin lesiones asociadas a PCV2)
Categoria Il 1-3: leve
Categoria Ill 4-6: moderado

Categoria IV 7-9: severo

Para diagnosticar enfermedad sistémica asociada a PCV2, es necesario, al menos,
demostrar antigeno de PCV2 en mas de un tejido linfoide (linfonodo, tonsila, bazo), o en un
tejido linfoide y en, al menos, otro sistema (pulmén, higado, rifidén, intestino), o en dos
sistemas. Si se asocia abundante cantidad de antigeno de PCV2 sélo con un sistema u érgano
especifico, deberia denominarse enfermedad respiratoria asociada a PCV2, enteritis asociada a
PCV2, o fallo reproductivo asociado a PCV2, mas que enfermedad sistémica asociada a PCV2. Si
hay una cantidad limitada de antigeno de PCV2 y lesiones severas, esto es compatible con
PCVD cronica severa. Mediante la combinacion de la puntuacion de las lesiones y cantidad de
antigeno de PCV2, es posible determinar el estadio de la infeccion (Opriessnig et al., 2004b y
2007) (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Estimacion del estadio de infeccidén por PCV2.

Agudo Subagudo Crénico Resolucion
(7-14 dpi)* (10-21 dpi) (21-28 dpi) (28-49 dpi)

Deplecion 0-1 2-3 3 2-3
Histiocitosis 0-1 1 2-3 2-3
Antigeno PCV2 3 3 2-3 0-1

*dpi: dias post-infeccion con PCV2. Adaptado de Opriessnig y colaboradores, 2007.

3.2.3.3 Técnica Inmunohistoquimica para la Deteccion de Antigenos de PRRSV

Para la deteccion de antigeno del virus del sindrome respiratorio y reproductor porcino
(PRRSV), se utilizd6 un anticuerpo monoclonal identificado como 1AC7 suministrado por
Ingenasa S.A. (Madrid), a una dilucion de 1/250, con pretratamiento (proteasa al 0.1% en PBS)
mediante inmersion durante 8 minutos a 37°C, revelado con 3-amino-9-aetilcarbazol (AEC)
(Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU) (Protocolo PRRSV).

Como control positivo se utilizaron muestras de pulmén de cerdo infectado
experimentalmente con el virus del PRRS y cedidas por el Dr. Segalés de la Universidad
Autébnoma de Barcelona. En dicho control se observé inmunorreaccién granular positiva a
PRRSV de color rojo en el citoplasma de células histiociticas presentes en los septos alveolares y

en la luz de las vias aéreas.

La inmunorreaccion frente al antigeno de PRRSV en los diferentes tejidos estudiados se
valor6 como ausencia (-), leve (+) (<15%), moderada (++) (15-50%), y severa (+++)
(>50%) (modificado de Narita e Ishii, 2004).

3.2.3.4 Técnica Inmunohistoquimica para la Deteccién de Antigenos de ADV

Para la deteccién de antigeno del virus de la Enfermedad de Aujeszky (ADV, Aujeszky
Disease Virus) mediante la técnica inmunohistoquimica se utilizd un suero policlonal y un

anticuerpo monoclonal.
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Suero Policlonal

Se utilizd un suero policlonal creado en conejo contra el virus de la Enfermedad de
Aujeszky (antigenos vacunales del ADV), creado por el Dr. Poveda en la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Coérdoba. Este suero policlonal se empleé a una dilucién 1/800, sin
pretratamiento, y se reveld6 con diaminobenzidina (DAB) (3,3, tetrahidrocloruro de

diaminobencidina) (Sigma Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU) (Protocolo ADV).

Como control positivo se utilizo tejido nervioso de un cerdo inoculado
experimentalmente con ADV. En dicho control se observé inmunorreaccion granular positiva a
ADV de color marrén oscuro en el citoplasma y ndcleo de neuronas y astrocitos de la corteza

cerebral.

Anticuerpo Monoclonal

De forma previa a la aplicacién de esta técnica en las muestras problema, se procedié a
la seleccion de un anticuerpo monoclonal suministrado por Ingenasa S.A. (Madrid). Los

anticuerpos empleados se identificaron como 2CF2, 2EF1, 2CG6, 2BD1, 2AE11.

Se procedi6 a la estandarizacién de los anticuerpos utilizando la técnica SBP, revelando
con diaminobenzidina (DAB) (3,3, tetrahidrocloruro de diaminobencidina) (Sigma Chemical
Company, St. Louis MO, EEUU) a una dilucion de anticuerpo primario de 1/10, 1/50, 1/100 y
1/200, sin pretratamiento, y con pretratamiento para el desenmascaramiento antigénico
(recuperacion antigénica enzimatica con proteasa al 0,1% en PBS). La técnica se realiz6 sobre

el tejido control positivo descrito anteriormente.

Con el anticuerpo 2CF2, sin pretratamiento, y a una dilucién de 1/10, 1/50, 1/100,
1/200, se detecté inmunorreaccion positiva, (fino granulado de color marrén) en el citoplasma
y, en menor medida en el nlcleo de neuronas y astrocitos de la corteza cerebral. La dilucion
1/10 mostré una reaccién mas evidente que el resto de diluciones. No se observé reaccion con
los demdas anticuerpos. Por lo tanto, el anticuerpo 2CF2 a una dilucion de 1/10 sin
pretratamiento, y revelado con  3-amino-9-aetilcarbazol (AEC) (Sigma Sigma Chemical

Company, St. Louis MO, EEUU) fue la técnica seleccionada (Protocolo ADV).
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3.2.3.5 Técnica Inmunohistoquimica para la Deteccion de Antigenos de Mh

Para la deteccion de antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) se utiliz6 un suero
policlonal suministrado por Danish Vet. Lab., a una dilucion de 1/800 con pretratamiento
(recuperacion antigénica enzimética con proteasa al 0,1% en PBS) durante 5 minutos y
revelado con 3-amino-9-aetilcarbazol (AEC) (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU)
(Protocolo Mh).

Como control positivo se utiliz6 pulmén de cerdo inoculado experimentalmente con Mh
(Tesis doctoral Dr. Lorenzo). En dicho control se observé inmunorreaccion granular positiva a

Mh con un color rojo en la superficie del epitelio ciliado de bronquios y bronquiolos.

La inmunorreaccion frente al antigeno de Mh en pulmén y traquea se valor6 como
ausencia (-), leve (+) (<15%), moderada (++) (15-50%), y severa (+++) (>50%) (modificado

de Opriessnig et al., 2004b).

3.2.3.6 Técnica Inmunohistoquimica para la Deteccion de Antigenos de la familia
Pasteurellaceae

Para la deteccibn de antigeno de la familia Pasteurellaceae se utilizaron sueros
policlonales suministrados por el Dr. Ball (Veterinary Research Laboratories, Stormont, Belfast),
frente a Pasteurella spp, Mannheimia haemolitica (Pasteurella haemolitica), y Pasteurella
multocida a una dilucion de 1/200 con pretratamiento (recuperacion antigénica enzimatica con
proteasa al 0,1% en PBS) durante 5 minutos y revelado con 3-amino-9-aetilcarbazol (AEC)

(Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU) (Protocolo Pasteurella).

Como control positivo se utilizaron pulmones de cerdos infectados naturalmente con
Pasteurella spp, Mannheimia haemolitica, y Pasteurella multocida cuya presencia se confirmé
mediante cultivo microbiolégico. En dichos controles se observd reaccion positiva de forma
bacilar-granular de color rojo, de forma extracelular en el exudado presente en bronquios y

bronquiolos, asi como en el citoplasma de células histiociticas.
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La inmunorreaccion frente a antigenos de Pasteurella spp., Mannheimia haemolitica (P.
haemolitica), y P. multocida en pulmén se valor6 como ausencia (-), leve (+) (<15%),
moderada (++) (15-50%), y severa (+++) (>50%)

3.2.4 Estudio Microbioldgico

Muestras de diversos tejidos (pulmon, tonsila, encéfalo, rifién, higado y linfonodos) y
exudados (pericardico y articular), conservadas a -80°C, procedentes de 20 animales se
remitieron al Laboratorio de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, donde se realiz6 el correspondiente

estudio microbioldgico.

Para llevar a cabo el mismo, la superficie de las muestras se esteriliz6 mediante calor y
posteriormente se accedid al interior del tejido mediante un corte con bisturi estéril, zona de la
gue se tomaron muestras mediante un hisopo estéril. Posteriormente, estos hisopos se
utilizaron para la siembra, en condiciones de aerobiosis a 37°C durante 24 horas, en un medio

de agar Columbia con 5% de sangre de cordero (agar-sangre) (Biomerieux, Madrid, Espafa).

Tras dicho periodo de incubacion se procedié a resembrar de nuevo en agar-sangre e
incubar a 37°C, durante 24 horas, aquellas colonias de mayor crecimiento o aquellas
sospechosas de ser Streptococcus spp. ylo Pasteurella spp. Las colonias se identificaron
mediante pruebas bioquimicas basicas (Gram, oxidasa y catalasa) y galerias APl multisustrato
(Biomerieux, Madrid, Espafia). Finalmente se procedié a realizar un antibiograma de la bacteria

identificada.

Igualmente, se sembrd en un medio especifico, agar chocolate Polivitex (Biomerieux,
Madrid, Espafia), en condiciones de microaerofilia y se incubaron a 37°C durante 48 horas.
Transcurrido dicho tiempo, las colonias sospechosas de Actinobacillus spp. y/o Haemophilus
spp. se resembraron en el mismo medio de cultivo y se mantuvieron en las mismas condiciones
anteriormente descritas. 48 horas después de su incubacion, se procedié a realizar la prueba
del CAMP, sembrando las colonias en agar sangre junto con Staphylococcus aureus y se
incubaron durante 24 horas a 37°C en condiciones de microaerofilia. Cuando esta prueba

resultd negativa, la colonia se identific6 como Haemophilus spp. y, en caso contrario, se
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caracteriz6 como Actinobacillus spp. realizandose posteriormente el correspondiente

antibiograma.

3.2.5 Estudio mediante Técnicas Moleculares (PCR-ELISA)

Muestras de sangre y tejido conservadas a -80°C, fueron remitidas a los laboratorios
Ingenasa S.A. (Madrid, Espafia) para la deteccion de PCV2 y de PRRSV mediante la técnica de
PCR-ELISA (INgen PCV2 11.PCV.K5 e INgen PRRS Universal 11.PRU.K5 respectivamente). Esta
técnica consiste en la extraccion y amplificacion (PCR) del acido nucleico y el empleo de una
sonda especifica del fragmento amplificado que detecta el producto de la amplificacion fijado en

placa. El revelado se realiza mediante un anticuerpo conjugado con peroxidasa (ELISA).

Las muestras utilizadas para la deteccibn de PCV2 fueron sangre entera, pulmén,
tonsila, y pool de linfonodos (linfonodo inguinal superficial, iliaco, mediastinico y mesentérico).
Mediante la PCR se amplific6 un fragmento de 710 pb de ORF2 especifico de PCV2. Para la
deteccién de PRRSV se utilizé sangre entera, pulmén y linfonodos mediastinicos. Mediante la

PCR se amplificé un fragmento de 700 pb.

Dicha técnica consiste, primero, en una amplificacibn del material genético mediante
una PCR convencional. Posteriormente, el producto de dicha amplificacion se afiade a placas de
ELISA. Dado que los oligonucleétidos empleados en la amplificacion han sido previamente
marcados con biotina, los productos de dicha amplificacion, en caso de producirse, se uniran a
la streptavidina que tapiza los pocillos de la placa. Tras la desnaturalizacion de los fragmentos
unidos, se afiade una sonda especialmente disefiada de modo complementario a una regién
interna del fragmento amplificado previamente marcada. La hibridacion se producird en los
pocillos donde se procesen muestras positivas y se pondra de manifiesto al afladir un conjugado
peroxidasa (PO), capaz de unir especificamente la sonda marcada, que se revelara al afadir el

substrato adecuado a la PO, como se emplea rutinariamente en las técnicas de ELISA.
Los valores de densidad Optica (DO) para cada pocillo se leen en un espectrofotometro

utilizando un filtro de 450 nm. El valor DO para el Control Negativo de ELISA debe ser inferior a

0,220. El valor DO para el Control Positivo de ELISA debe ser superior a 1.
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Se consideran positivas, es decir, que contienen material genético del virus, muestras
gue desarrollen valores de DO superiores en 0,155 unidades al valor de DO del control
negativo.

Se consideran negativas, las muestras que desarrollen valores DO por debajo de este

valor.

3.2.6 Estudio Serolégico

Las muestras de suero fueron utilizadas para la deteccion, mediante la técnica de ELISA
de anticuerpos anti-ADV, anti-MR, anti-PPV, anti-PRRSV, anti-App y anti-Mh, mediante el
empleo de los kits comerciales INGEZIM ADV gE 1.1.GE.K.3, INGEZIM Mal Rojo 1.1.MR.K.1,
INGEZIM PPV 1.1.PPV.K.1, INGEZIM PRRS Europa 1.1.PRS.K.1.K, CIVTEST SUIS APP y CIVTEST

SUIS Mycoplasma hyopneumoniae, respectivamente.

El test INGEZIM ADV gE 1.1.GE.K.3 es un ELISA de bloqueo que utiliza un anticuerpo
monoclonal especifico de la proteina gE del virus de la Enfermedad de Aujeszky y presenta una
especificidad del 99,8% y una sensibilidad del 98,9%. Este test establece dos puntos de corte
(cut off) positivo y negativo. Las muestras se consideraran positivas cuando su valor de DO
(densidad 6ptica) sea igual o inferior al punto de corte positivo. Las muestras se consideraran
negativas cuando su valor de DO sea igual o superior al punto de corte negativo. Las muestras

cuyo valor de DO esté entre ambos valores se consideraran dudosas.

Para que el ensayo se considere valido, han de cumplirse las siguientes condiciones:

e El valor de DO del control negativo debe oscilar entre 0,8 y 1,4.

e Control Positivo (CP) / Control Negativo (CN) < 0,3

e El calculo de los puntos de corte se realiza aplicando la siguiente formula:
e Punto de corte Positivo= CN-[(CN-CP) x 0,4]

e Punto de corte Negativo = CN-[(CN-CP) x 0,3]

Las muestras cuya DO sea superior al punto de corte Negativo, deberan considerarse
negativas (no contienen anticuerpos especificos frente a gE). Las muestras cuya DO sea inferior
al punto de corte Positivo, se consideraran positivas. Las muestras con DO comprendida entre

ambos valores, se consideraran dudosas.
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El test INGEZIM Mal Rojo 1.1.MR.K.1 esta basado en la técnica de ELISA indirecto, que
utiliza un anticuerpo monoclonal especifico de inmunoglobulinas porcinas. Este test establece
dos puntos de corte: positivo y negativo. Las muestras cuyo valor de DO sea igual o superior al
punto de corte positivo se considerardn como positivas. Las muestras cuyo valor de DO sea
igual o inferior al punto de corte negativo seran consideradas como negativas. Las muestras

cuyo valor de DO se encuentre entre ambos puntos de corte se consideraran dudosas.

El test se considerara valido cuando la DO a 450nm del control + sea superior a 1,5y la
DO del control negativo menor de 0,3. El calculo de los puntos de corte se realiza aplicando la

siguiente formula:

e Punto de corte Positivo = Media de D.O. (Control -) + 0,2
e Punto de corte Negativo = Media de D.O. (Control -) + 0,1

Las muestras se consideraran positivas cuando el valor que se obtenga sea superior al
punto de corte Positivo y negativas cuando sea inferior al punto de corte Negativo. Las

muestras que estén entre ambos valores deberan considerarse dudosas.

El test INGEZIM PPV 1.1.PPV.K.1 es un ELISA indirecto que utiliza un anticuerpo
monoclonal especifico de inmunoglobulinas porcinas, y antigeno recombinante (proteina VP2 de
PPV). El test establece un punto de corte. Las muestras con un valor de DO mayor que el punto
de corte se consideraran positivas, y las muestras con un valor de DO menor que el punto de
corte se consideraran negativas. El titulo de la muestra sera la Gltima dilucion de la misma que

presente un valor de DO mayor que el punto de corte.

Para que el resultado se considere vélido, han de cumplirse las siguientes premisas:
¢ DO (a 405nm) Control Positivo > 1,500
¢ DO Control Negativo < 0,200

e El titulo del control positivo debe estar entre 1/1600 y 1/3200.

El punto de corte Positivo/Negativo equivale a una DO de 0,3. De manera que las
muestras con valores de DO superiores a 0.3 se consideraran positivas y por debajo de este

valor, se consideraran negativas.
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El test INGEZIM PRRS Europa 1.1.PRS.K.1.K estd basado en la técnica del ELISA
indirecto, que utiliza un anticuerpo monoclonal especifico de inmunoglobulinas porcinas, vy
antigeno recombinante (proteina N de cepas europeas de PRRSV), mostrando una especificidad
del 85% y una sensibilidad del 100%.

El test se considera valido cuando el valor de DO a 405nm del control Positivo sea
superior a 1,5 y la del control Negativo menor de 0,25. El punto de corte Positivo/Negativo es el
15% de la DO del control Positivo Las muestras con DO mayor o igual a este valor se
consideraran positivas a anticuerpos frente a PRRSV. Las muestras con DO menores de este

valor seran consideradas negativas

El test CIVTEST SUIS APP, se trata de un ELISA indirecto para la deteccién y
cuantificacibn de anticuerpos especificos frente a la exotoxina Apx | y a la proteina de
membrana Tbp2 de Actinobacillus pleuropneumoniae (ambas proteinas s6lo se expresan en

infecciones activas).

El test se considera valido si la media de la DO a 405nm del control Positivo es >0,9 y si
es 5 veces la media de la DO del control Negativo
Para la interpretacion de los resultados, es necesario calcular el valor IRPC (indice

relativo x100) mediante la siguiente formula:

IRPC= (DO de la muestra — DO media del control negativo) x 100

(DO media del control positivo — DO media del control negativo)

Una muestra sera negativa si el IRPC es menor o igual a 20, y sera positiva si es mayor
de 20, siendo del grupo 1 (serotipos menos virulentos) si esta entre 20 y 60, y del grupo 2

(serotipos mas virulentos) si es mayor de 60.
El test CIVTEST SUIS Mycoplasma hyopneumoniae es un ELISA de competicion, que

utiliza anticuerpos monoclonales frente al epitopo p74 (proteina de 74 KDa) de Mycoplasma

hyopneumoniae.
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Para validar el test se deben cumplir dos condiciones: el porcentaje de inhibicién
(%INH) del control Positivo deber ser mayor de 60, y la DO (450nm) del control Negativo
mayor de 0,800.

Para calcular el porcentaje de inhibicion se utiliza la siguiente formula:

%INH =| DO del control negativo — DO de la muestra x 100

DO del control negativo

Las muestras con un %INH superior a 50 se consideraran positivas, si es inferior a 40,

negativas, y si es menor o igual a 50 o mayor o igual a 40, dudosas.

3.3 Preparacion de los Reactivos Empleados

Formol tamponado

e 100 ml de formol 40%.

o 4 g de fosfato sédico monobasico (NaH,PO, H,O) (Sigma Chemical Company, St. Louis
MO, EEUU).

e 6,5 g fosfato sddico dibasico (Na,HPO,) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia).

e 900 ml agua destilada.

Fosfato Buffer Salino (PBS) pH 7.2

e 1 litro de H,O destilada.

e 1,48 g de fosfato sodico dibasico anhidro (Na,HPO,) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona,
Espafia).

e 0,43 g de fosfato potédsico monobasico anhidro (KH,PO,) (Panreac, Quimica S. A.,
Barcelona, Espafa).

e 7,2 g de cloruro de sodio (NaCl) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia).
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Poli-L-lysina

Disolucion en agitador magnético de 0,1 g de poli-L-lysina (Sigma Chemical Company,
St. Louis MO, EEUU) en 1000 ml de agua destilada.

Inmersion de los portaobjetos a tratar en una cestilla durante 5 minutos.

2 bafios de agua destilada de 5 minutos cada uno.

Escurrir y dejar secar a temperatura ambiente.

Desenmascaramiento antigénico con proteasa

Preparacion de una solucion de proteasa (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU) al 0,1% en PBS.

Aplicar la solucion preparada sobre las muestras a evaluar. El tiempo de aplicacion varia
segun el anticuerpo primario empleado.

2 lavados en PBS de 5 minutos cada uno, en agitacién suave.

Tampon Acetato Sodico 0,1 M pH 5,2

Diluir 1,2 ml de acido acético (CHsCOOH) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
en 210 ml de agua destilada.

Diluir 10,75 g de acetato sddico (CH;COONa) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona,
Espaiia) en 790 ml de agua destilada.

Mezclar ambas diluciones.

Solucion reveladora 3-amino-9-aetilcarbazol (AEC)
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Diluir 0,025 g de 3-amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU) en 5 ml de N,N-dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU).

Anadir 70 ml de tampodn acetato sodico 0,1 M pH 5,2 y mezclar.

Filtrar con doble papel de filtro en oscuridad.

Afadir 75 ul de peréxido de hidrégeno al 30% (Panreac, Quimica S. A., Barcelona,

Espafia) justo antes de utilizar la solucién.
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Tris Buffer Salino (TBS) pH 7,6

e 180 ml de suero salino 0,85%: mezclar 8,5 g de cloruro sédico (NaCl) (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia) en1000 ml de agua destilada.

e 20 ml de Tris madre: mezclar 60,57 g de Trizma base (Sigma Chemical Company, St.
Louis MO, EEUU) con 500 ml de agua destilada. Afadir 300-400 ml de acido clorhidrico
(CIH) 1N, hasta conseguir un pH de 7,6.

Solucion reveladora Diaminobencidina (DAB)

e Diluir 0,07 g de diaminobencidina (DAB) (3,3’, tetrahidrocloruro de diaminobencidina)
(Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU) en 200 ml de TBS.

e Filtrar con doble papel de filtro en oscuridad.

e Afadir 200 pl de peroxido de hidrégeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al

3% justo antes de utilizar la solucién.

3.4 Protocolos Empleados

Tincién de Hematoxilina-Eosina (H-E)

Protocolo de desparafinado

e Poner los cristales en estufa a 100°C, durante 30 minutos, lo que favorece la adhesion
del corte de tejido al portaobjetos y el licuado de la parafina circundante.

e 2 pases de 2 minutos por xilol.

e 2 pases de 2 minutos por alcohol de 100°.

e 1 pase de 2 minutos por alcohol de 70°.

e 3 pases de 2 minutos por agua destilada.

Bateria de Tincién

e Hematoxilina de Harris (Thermo Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUU) durante 15
minutos.
e Aclarado en agua corriente.

e 4 pases rapidos por alcohol clorhidrico.
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e Aclarado en agua corriente.

e 15 pases rapidos por agua amoniacal.

e lLavado en agua corriente durante 15 minutos.
e Eosina durante 4 minutos.

e 2 pases de 2 minutos por alcohol de 96°.

e 2 pases de 2 minutos por alcohol de 100°.

e 3 pases de 2 minutos por xilol.

e Montaje con resina DPX (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia).

Técnica de Warthin-Starry (W-S)

Soluciones utilizadas:

Agua Acidificada:
¢ 1000 ml de agua bidestilada.
¢ Afadir una solucion de &cido citrico (Probus, Badalona, Espafia) al 1% (1 mg en 100 ml de

agua destilada) hasta pH 4,0.

Nitrato de Plata al 1%o:
e 1 gde nitrato de plata (AgNO3) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafa).

¢ 100 ml de agua acidificada.

Nitrato de Plata al 2%:
e 2 g de nitrato de plata (AgNO3) (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia).

¢ 100 ml de agua acidificada.

Gelatina al 5%:
e 5 g de gelatina (Merck, Darmstadf, Alemania).

e 100 ml de agua acidificada.
Solucién de Hidroquinona al 0,15%:

e 0,15 g de hidroguinona (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU).

e 100 ml de agua acidificada.

100



Material y Métodos

Procedimiento:

e Desparafinar los cortes.

e Mantener el nitrato de plata al 2%, la gelatina al 5% y la hidroquinona al bafio Maria en
estufa a una temperatura de 54°C.

e Simultdneamente colocar en estufa a 43°C, el nitrato de plata al 1% durante 30 minutos,

con las preparaciones.

Cumplido el tiempo de incubacion de las preparaciones en la estufa, se debe preparar una

solucion compuesta por los siguientes reactivos a 54°C en las siguientes proporciones y orden de

mezcla:
¢ Nitrato de plata al 2%.................. 1,5 ml.
e Solucion de Gelatina 5%............. 3,75 ml.
e Hidroquinona al 0,15%................ 2,0 ml.

No es recomendable procesar mas de 8 muestras (incluido el control positivo y negativo), con
el fin de evitar que en el breve tiempo de quelacion de la plata en los tejidos no se sobresature,

dificultando posteriormente la visualizacion microscopica de los bacilos.

El vaso de precipitado en el que se realiza la mezcla se ha de lavar y aclarar con agua destilada

si se pretende reutilizar para otra mezcla.

e Impregnar los cortes en esta solucion y controlar al microscopio.

e Una vez que en el control positivo se observan las estructuras bacilares en la superficie del
epitelio respiratorio, se lavan rapidamente las preparaciones con agua bidestilada a 56°C.

e Contrastar con verde luz al 1% durante 2 minutos.

e Lavar con agua destilada.

e Deshidratar y montar con resina DPX (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia). Hacer
pases rapidos por alcohol de 96° controlando que no se pierde el verde. Los pases por
alcohol de 100° y xilol seran de 2 minutos, siguiendo el protocolo normal de

deshidratacion.
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Técnica Inmunohistoquimica PCV2
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Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Tratamiento de inhibicion de la peroxidasa endégena con una solucién de peroxido de
hidrogeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al 3% en metanol (Panreac,
Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 96°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 70°.

2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién en camara humeda a temperatura ambiente con suero normal de conejo
(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.

Incubacion con el anticuerpo primario monoclonal 36A9 a una dilucién de 1:200 en
suero normal de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca) al 1% en PBS, en camara humeda
durante 18 horas a 4°C.

Retirar la cAmara humeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para
atemperar las muestras.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién con el anticuerpo secundario biotinado, conejo-antiraton (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una dilucién 1:20 en suero normal de conejo (Dako, Glostrup, Dinamarca)
al 1% en PBS, en cdmara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacion con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 ul de B en 5000 pl
de PBS), en camara himeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Un lavado de 10 minutos en tampon acetato sédico 0,1 M pH 5,2.

Revelado de la reaccién por inmersion en la solucion constituida por 0,025 g de 3-
amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 5 ml de N,N-
dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 70 ml de tampdn
acetato sodico 0,1 M pH 5,2 y 75 pul de peréxido de hidrégeno al 30% (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia) durante 1-2 minutos observando el control positivo.

Lavado en agua corriente durante 5 minutos.
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e Contratincién con Hematoxilina de Mayer (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
durante 5 minutos.

e lLavado en agua corriente durante 10 minutos.

e Poner en agua destilada y realizar el montaje en medio acuoso (Immuno-Mount, Thermo

Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUU).

Técnica Inmunohistoquimica PRRSV

e Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

e Tratamiento de inhibicion de la peroxidasa end6gena con una solucién de peréxido de
hidrégeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafa) al 3% en metanol (Panreac,
Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 96°.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 70°.

e 2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

¢ Un lavado de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

¢ Desenmascaramiento antigénico con proteasa (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU) al 0,1% en PBS por inmersién durante 8 minutos a 37°C.

e Un lavado de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

e Incubacion en cdmara humeda a temperatura ambiente con suero normal de cabra
(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.

e Incubacion con el anticuerpo primario monoclonal 1AC7 a una dilucién de 1:250 en
suero normal de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca) al 1% en PBS, en cAmara humeda
durante 18 horas a 4°C.

e Retirar la cAmara himeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para
atemperar las muestras.

e 3lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

e Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado conejo-antiratén (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una diluciéon 1:20 en suero normal de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca)
al 1% en PBS, en camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e 3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

¢ Incubacion con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 pul de B en 5000 pl

de PBS), en camara humeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.
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2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Un lavado de 10 minutos en tampon acetato sédico 0,1 M pH 5,2.

Revelado de la reaccidén por inmersion en la solucion constituida por 0,025 g de 3-
amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 5 ml de N,N-
dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 70 ml de tampon
acetato sédico 0,1 M pH 5,2 y 75ul de perdxido de hidrogeno al 30% (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia), durante 2-3 minutos observando el control positivo.

Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

Contratincion con Hematoxilina de Mayer (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
durante 5 minutos.

Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

Poner en agua destilada y realizar el montaje en medio acuoso (Immuno-Mount, Thermo

Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUU).

Técnica Inmunohistoquimica Mh
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Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°

Tratamiento de inhibicion de la peroxidasa enddgena con una solucion de peroxido de
hidrégeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al 3% en metanol (Panreac,
Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°

Un pase de 5 minutos en alcohol 96°

Un pase de 5 minutos en alcohol 70°

2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

Un lavado de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Desenmascaramiento antigénico con proteasa (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU) al 0,1% en PBS durante 5 minutos.

Un lavado de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién en camara himeda a temperatura ambiente con suero normal de cabra
(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.

Incubacion con el anticuerpo primario policlonal a una dilucién de 1:800 en suero normal
de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca) al 1% en PBS, en camara humeda durante 18
horas a 4°C.

Retirar la cAmara humeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para

atemperar las muestras.
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e 3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

e Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado cerdo-anticonejo (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una dilucién 1:200 en suero normal de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca)
al 1% en PBS, en cadmara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

e 3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

e Incubacion con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 ul de B en 5000 pl
de PBS), en camara himeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

e 2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacién suave.

¢ Un lavado de 10 minutos en tampén acetato sodico 0,1 M pH 5,2.

e Revelado de la reaccion por inmersion en la solucion constituida por 0,025 g de 3-
amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 5 ml de N,N-
dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 70 ml de tamp6n
acetato sédico 0,1 M pH 5,2 y 75 ul de peréxido de hidrégeno al 30% (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia), durante 4 minutos observando el control positivo.

e Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

e Contratinciéon con Hematoxilina de Mayer (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
durante 5 minutos.

e Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

e Poner en agua destilada y realizar el montaje en medio acuoso (Immuno-Mount, Thermo

Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUV).

Técnica Inmunohistoquimica para Suero Policlonal frente a ADV

e Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 100°

e Tratamiento de inhibicion de la peroxidasa endégena con una solucién de perdxido de
hidrégeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al 3% en metanol (Panreac,
Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 100°

e Un pase de 5 minutos en alcohol 96°.

e Un pase de 5 minutos en alcohol 70°.

¢ 2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

e 2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

e Incubacion en camara hiumeda a temperatura ambiente con suero normal de cabra

(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.
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Incubacién con el anticuerpo primario policlonal Rabbit anti-Aujeszky a una dilucion de
1:800 en suero normal de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca) al 1% en PBS, en camara
hdmeda durante 18 horas a 4°C.

Retirar la camara humeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para
atemperar las muestras.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién con el anticuerpo secundario biotinado cerdo-anticonejo (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una dilucién 1:200 en suero normal de cabra (Dako, Glostrup, Dinamarca)
al 1% en PBS, en camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 ul de B en 5000 pl
de PBS), en camara humeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacién suave.

Un lavado de 10 minutos en TBS (Tris Buffer Salino) (1 parte TRIS madre/9 partes suero
salino al 0,85%).

Revelado de la reaccion por inmersion, previo filtrado, en una solucion constituida por
0,07 g de diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 200
ml de tampon TBS y 200 ul de perdxido de hidrogeno (Panreac, Quimica S. A.,
Barcelona, Espafia) al 3%. Se revela durante 5 minutos aproximadamente observando el
control positivo.

Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

Contratincion con Hematoxilina de Harris (Thermo Electron Corporation, Pittsburg PA,
EEUU) durante 30 segundos.

Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

Deshidratar mediante 2 pases de 2 minutos cada uno en alcohol de 96° y 100°.

Dos pases de 2 minutos en xilol.

Montaje con resina DPX (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafa).

Técnica Inmunohistoquimica para Anticuerpo Monoclonal frente a ADV
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Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Tratamiento de inhibicién de la peroxidasa endégena con una solucién de peréxido de
hidrégeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al 3% en metanol (Panreac,

Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.



Material y Métodos

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 96°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 70°.

2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacion en cdmara himeda a temperatura ambiente con suero normal de conejo
(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.

Incubacion con el anticuerpo primario monoclonal 2CF2 a una dilucion de 1:10 en suero
normal de conejo al 1% en PBS, en camara hiumeda durante 18 horas a 4°C.

Retirar la cAmara himeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para
atemperar las muestras.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado conejo-antiraton (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una dilucion 1:20 en suero normal de conejo al 1% en PBS, en camara
himeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacién suave.

Incubacion con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 ul de B en 5000 pl
de PBS), en camara humeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Un lavado de 10 minutos en tampo6n acetato sédico 0,1 M pH 5,2.

Revelado de la reaccién por inmersién en la solucién constituida por 0,025 g de 3-
amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 5 ml de N,N-
dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 70 ml de tampdn
acetato sodico 0,1 M pH 5,2 y 75ul de peroxido de hidrogeno al 30% (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia), durante 5 minutos, observando el control positivo.

Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

Contratincion con Hematoxilina de Mayer (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
durante 5 minutos.

Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

Poner en agua destilada y realizar el montaje en medio acuoso (Immuno-Mount, Thermo
Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUU).
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Técnica Inmunohistoquimica frente a Pasteurella spp, Manheimeia haemoliticay
Pasteurella multocida
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Un pase de 10 minutos y 2 pases de 5 minutos en xilol.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Tratamiento de inhibicion de la peroxidasa enddgena con una solucion de peroxido de
hidrogeno (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia) al 3% en metanol (Panreac,
Quimica S. A., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos en agitacion suave.

Un pase de 5 minutos en alcohol 100°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 96°.

Un pase de 5 minutos en alcohol 70°.

2 lavados de 5 minutos en agua destilada.

Un lavado de 5 minutos en PBS en agitacién suave.

Desenmascaramiento antigénico con proteasa (Sigma Chemical Company, St. Louis MO,
EEUU) al 0,1% en PBS durante 5 minutos.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién en camara himeda a temperatura ambiente con suero normal de cerdo
(Dako, Glostrup, Dinamarca) al 10% en PBS durante 30 minutos.

Incubacién con el suero primario policlonal a una diluciéon de 1:200 en suero normal de
cerdo (Dako, Glostrup, Dinamarca) al 1% en PBS, en camara humeda durante 18 horas
a 4°C.

Retirar la cAmara humeda de la nevera 1 hora antes de continuar la técnica para
atemperar las muestras.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado cerdo-anticonejo (Dako, Glostrup,
Dinamarca) a una dilucién 1:200 en suero normal de cerdo (Dako, Glostrup, Dinamarca)
al 1% en PBS, en camara humeda durante 30 minutos a temperatura ambiente.

3 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Incubacién con el Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) (Dako
StreptABComplex/HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), (45 ul de Ay 45 ul de B en 5000 pl
de PBS), en cAmara himeda y en oscuridad durante 1 hora a temperatura ambiente.

2 lavados de 5 minutos en PBS en agitacion suave.

Un lavado de 10 minutos en tampon acetato sédico 0,1 M pH 5,2.



Material y Métodos

Revelado de la reaccion por inmersion en la solucién constituida por 0,025 g de 3-
amino-9-aetilcarbazol (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 5 ml de N,N-
dimethylformamide (Sigma Chemical Company, St. Louis MO, EEUU), 70 ml de tampon
acetato sédico 0,1 M pH 5,2 y 75 pl de peréxido de hidrégeno al 30% (Panreac, Quimica
S. A., Barcelona, Espafia) durante 4 minutos observando el control positivo.

Lavado en agua corriente durante 5 minutos.

Contratincion con Hematoxilina de Mayer (Panreac, Quimica S. A., Barcelona, Espafia)
durante 5 minutos.

Lavado en agua corriente durante 10 minutos.

Poner en agua destilada y realizar el montaje en medio acuoso (Immuno-Mount, Thermo

Electron Corporation, Pittsburg PA, EEUU).
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4.1 Hallazgos Anatomopatolégicos Macroscopicos

Las principales lesiones observadas tras la realizacién de la necropsia fueron el aumento
de tamafio de los linfonodos (linfoadenomegalia), que se observd en el 84% (21) de los
animales, bien de forma generalizada o en alguno de los linfonodos estudiados (Fig. 4.1) (Tabla
4.1). El mas afectado fue el iliaco (16 animales, 64%), seguido por el inguinal superficial y
mesentérico (ambos en 14 animales, 56%), y por ultimo el mediastinico (11 animales, 44%).
Ademas, se observaron areas de necrosis en alguno de los linfonodos estudiados en 3 animales
(12%).

También fueron llamativas las lesiones a nivel pulmonar. Un total de 14 animales (56%b)
mostraron lesiones compatibles con una neumonia intersticial, caracterizadas por falta de
colapso pulmonar, una textura elastica difusa del parénquima y con una coloracion palida,
observandose, en ocasiones, la presencia de impresiones costales sobre el parénquima (Fig.
4.2. A). Nueve animales (36%) presentaron una consolidacion craneoventral del parénquima
pulmonar, estando estas areas levemente sobreelevadas y con una coloracion que variaba de
rosado oscuro a rojo-violaceo, siendo compatibles con una bronconeumonia supurativa (Fig.
4.2. B). También se observaron de forma ocasional lesiones multifocales, firmes, levemente
sobreelevadas y de color rojo-negruzca (bronconeumonia necrético-hemorragica) (Fig. 4.2. C),
un patrén lobulillar multifocal, firme, rosado oscuro dando lugar al llamado patron en “tablero
de ajedrez” (neumonia intersticial), asi como edema intersticial caracterizado por el

engrosamiento de los septos interlobulillares por material gelatinoso transparente (Fig. 4.2. D).

En 3 (12%) animales se observaron pequefios abscesos (1-2 mm) de distribucién
multifocal (Fig. 4.2. E), mostrando uno de estos animales, ademas, un absceso focal de mayor
tamano (2 cm). (Fig. 4.2. F) Otros 4 animales mostraron exudado purulento en las vias areas al
corte del parénquima pulmonar. Asi mismo 11 animales (44%) presentaban un moderado-
severo depdésito de material fibrinoso-fibroso de coloracion amarillo-blanquecino en pleura
visceral (pleuritis fibrinosa) (Fig. 4.3. A), mostrando 6 (24%) de ellos adherencias a pleura
parietal (Fig. 4.3.B). Solo 2 (8%) animales mostraron una leve exudacién serosa-serofibrinosa

en cavidad toracica.

Un total de 11 (44%) animales presentaban una leve-moderada exudacién serosa-

serofibrinosa en el saco pericardico. Ocho (32%) animales mostraron moderada-severa
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pericarditis fibrinosa-fibrinopurulenta, caracterizada por el depésito de material fibrinoso-
fibrinopurulento de color amarillento en epicardio y pericardio, produciendo, en ocasiones,
adherencias (Fig. 4.3. C y D). En 2 (8%) animales se observé atrofia serosa de la grasa

pericardica.

En cuanto a la cavidad abdominal, 6 (24%) animales presentaron de leve a severa
ascitis (Fig. 4.3. E), y 9 (36%) de leve a severa peritonitis fibrinosa, caracterizada por la
presencia de material fibrinoso amarillento en la serosa de los 6rganos abdominales (Fig. 4.3.
F). A nivel del estomago, en 2 (8%) animales se observaron Ulceras subagudas en la region
esofagica (porcion no glandular). En 7 (28%) animales se observé leve-moderada poliartritis

fibrinosa-fibrinopurulenta, con liquido articular de aspecto turbio con fibrina.

El resumen de las principales lesiones macroscopicas observadas en los animales de

estudio se recoge en las tablas 4.2y 4.3.

Fig. 4.1. Linfoadenomegalia. A: Inguinales superficiales. Caso 2. B: lliacos. Caso 9. C:

Mediastinicos. Caso 10. D: Mesentéricos. Caso 13.
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Fig. 4.2. A: Consolidacion difusa del parénquima pulmonar con ausencia de colapso
(neumonia intersticial). Caso 19. B: Consolidacién craneoventral (bronconeumonia) del
parénquima pulmonar y edema intersticial. Caso 20. C: Adherencias pleurales a pared costal
(pleuritis fibrinosa crénica) con focos necrético-hemorragicos. Caso 9. D: Consolidacién del
parénquima pulmonar con patrén en tablero de ajedrez (neumonia intersticial), y edema
intersticial. Caso 2. E: Abscesos multifocales en I6bulos pulmonares craneales. Caso 10. F:

Absceso focal en superficie ventrolateral del I6bulo caudal izquierdo. Caso 1.
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Fig. 4.3. A: Exudado fibrinoso en la superficie pleural (pleuritis fibrinosa). Caso 17. B:
Adherencias pleurales a pared costal (pleuritis fibrinosa crénica). Caso 14. C: Exudado
fibrinoso en saco pericardico (pericarditis fibrinosa). Caso 3. D: Exudado fibrinopurulento en
saco pericardico (pericarditis fibrinopurulenta). Caso 12. E: Severa ascitis y peritonitis. Caso

17. F: Poliserositis fibrinosa. Caso 17.
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Tabla 4.1. Presencia de linfoadenomegalia en los diferentes linfonodos estudiados.

Animal 1S IL MD MS
01 X X X X
02 X X X X
03 X X X X
04 X X X
05 X X
06
07 X X X X
08 X X
09 X X X
10 X
11 X X
12 X
13 X X
14 X X
15 X X X
16 X
17
18 X X X X
19 X X
20 X X
21 X X X X
22
23
24 X X X X
25 X

Total 14 16 11 14
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Tabla 4.2. Resumen de las principales lesiones macroscépicas observadas en los

animales de estudio.

Lesiones N© Animales %
Linfoadenomegalia 21 84
Linfoadenitis necrotizante 3 12
Consolidacion pulmonar difusa 14 56
Consolidacion pulmonar craneoventral 9 36
Areas pulmonares multifocales necrotizantes 1 4
Patrén pulmonar tablero ajedrez 1 4
Abscesos pulmonares 3 12
Exudado vias aéreas 4 16
Pleuritis 11 44
Adherencias con pared costal 6 24
Hidrotorax 2 8
Hidropericardio 11 44
Pericarditis 8 32
Ascitis 6 24
Peritonitis 9 36
Ulceras géstricas 2 8
Poliartritis 7 28
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4.2 Hallazgos Anatomopatolégicos Microscopicos

4.2.1 Linfonodos

Las lesiones histoldgicas observadas a nivel de linfonodos consistieron principalmente y
de forma general, en deplecion linfoide e histiocitosis y, en menor medida, en la presencia de
células gigantes multinucleadas y de cuerpos de inclusion intracitoplasméticos basofilos y
botrioides en células macrofagicas. También se observd, en algunos casos, infiltrado de

polimorfonucleares neutrofilos, asi como linfocitolisis y focos de necrosis.

La deplecion linfoide varido de leve a severa, y se caracterizaba por una pérdida de
celularidad a nivel de foliculos linfoides y de la zona parafolicular (Fig. 4.4). La histiocitosis

consistié en el infiltrado, multifocal a difuso, de células histiociticas en el parénquima linfoide,

variando el grado de leve a severo (Fig. 4.5).

; 5 . = b > s %
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Fig. 4.4. Linfonodos. A: Normal. B, C y D: Deplecién linfoide. Pérdida de celularidad con pérdida
de foliculos y despoblacién en la zona parafolicular. B. Inguinal superficial. Caso 7. HE. 2x. C. lliaco. Caso
15. HE. 4x. D. Mesentérico. Caso 4. HE. 4x.
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Fig. 4.5. Linfonodos. A y B: Histiocitosis. Infiltrado de células histiociticas en el parénquima linfoide.
A. lliaco. Caso 10. HE. 10x. B. Inguinal superficial. Caso 17. HE. 10x. C: Infiltrado de células
histiociticas a nivel centrofolicular. lliaco. Caso 11. HE. 20x. D: Histiocitosis con presencia de

células gigantes multinucleadas. Inguinal superficial. Caso 17. HE. 10x.

En 24 (96%) de los animales analizados, se observo deplecion linfoide que variaba de
leve (7), moderada (8), a severa (9). Todos los animales presentaron algun grado de
histiocitosis, 16 leve, 7 moderada y 2 intensa. En 6 animales (24%) se observaron células
gigantes multinucleadas, y en 4 (16%), cuerpos de inclusion (Fig. 4.6. A y B). Asi mismo, 15
animales (60%) presentaron infiltrado de polimorfonucleares neutrofilos en distinto grado, 5
(20%) linfocitolisis y 3 (12%) areas de necrosis (Fig. 4.7).
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En cuanto a la presencia de células gigantes multinucleadas (Tabla 4.4), estas se
observaron en los cuatro linfonodos estudiados en similar proporcion, en 4 (16%) linfonodos

inguinales superficiales, y en 3 (12%) iliacos, mediastinicos y mesentéricos.

Se observaron cuerpos de inclusion en 3 (12%) linfonodos inguinales superficiales y en

un solo (4%o) iliaco y mediastinico (Tabla 4.4).

Fig. 4.6. Linfonodos. A y B: Histiocitosis con presencia de células gigantes multinucleadas. A.
lliaco. Caso 17. HE. 10x. B. Inguinal superficial. Caso 17. HE. 10x. C y D: Cuerpos de inclusion.
Presencia de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos baséfilos en células histiociticas. C. lliaco. Caso 7.

HE. 20x. D. Inguinal superficial. Caso 7. HE. 40x.
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Tabla 4.4. Presencia de células gigantes multinucleadas y cuerpos de inclusién en

linfonodos/animal.

1S IL MD MS

Animal — cel. ol Cel. ol Cel. ol Cel. ol
gigantes gigantes gigantes gigantes
01 - - + - - - - -
02 - - - - - - - -
03 - - - - - - - -
04 - - - - - - + -
05 - + - - - - - -
06 - - - - - - - -
07 - + - + - - - -
08 - - - - - - - -
09 - - - - - - - -
10 - - - - - - - -
11 + - - - - - + -
12 - - - - - - - -
13 - - - - - - - -
14 - - - - - - - -
15 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
17 + + + - + - + -
18 z = = z = z = z
19
20
21 - - - - - - - -
22 - - - - - - - -
23 - - - - - - - -
24 - - - - - - - -
25 - - - - - - - -

IS: Inguinal superficial; IL: lliaco; MD: Mediastinico; MS: Mesentérico.
Cl: cuerpos de inclusion.

+: presencia. -: ausencia.

Un total de 15 animales (60%) mostraron linfoadenitis supurativa en alguno de los
linfonodos estudiados, caracterizada por un infiltrado, de multifocal a difuso, de
polimorfonucleares neutrofilos en el parénquima linfoide. El principal linfonodo afectado fue el
mediastinico (14 animales) y en menor medida el inguinal superficial (2 animales) y el iliaco (1
animal), y con una intensidad que variaba de leve (2 animales), moderada (5 animales), a
severa (8 animales). También se observaron areas de necrosis en 3 animales (12%), 2 en

linfonodos mediastinicos, y uno en inguinal superficial.

123



Resultados

Fig. 4.7. Linfonodos. A: Linfoadenitis supurativa. Severo y difuso infiltrado de polimorfonucleares
neutréfilos en el parénquima linfoide. Mediastinico. Caso 9. HE. 20x. B: Linfocitolisis. lliaco. Caso 11.
HE. 20x. C y D: Focos de necrosis del parénquima linfoide. A. Mediastinico. Caso 1. HE. 2x. B.

Mediastinico. Caso 6. HE. 4x.
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Otras lesiones observadas en linfonodos fueron la presencia de dilataciones quisticas y
vacuolizaciones en los senos subcapsulares, medulares y peritrabeculares, con una reaccion
granulomatosa asociada, caracterizada por un infiltrado de células macrofagicas junto con
células gigantes multinucleadas (Fig. 4.8. A, By C). En todos los casos se observd un material
cristaloide refringente, tanto en dichas dilataciones-vacuolizaciones, como en el citoplasma de
las células macrofégicas y células gigantes multinucleadas (Fig. 4.8. D, E y F). Dichas lesiones
se observaron en 12 animales (48%), 11 en los linfonodos iliacos y solo un caso en los

inguinales superficiales (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Presencia de dilataciones quisticas-vacuolizaciones en linfonodos.

Animal 1S '
Dilataciones/Vacuolas  Dilataciones/Vacuolas

07 +++
08 +++
09 +++
10 +++
11 +++
12 +++
13 +++
15 +++
17 ++
19 +++
20 ++
24 +++

IS: Inguinal superficial; IL: lliaco
+: leve. ++: moderado. +++: severo
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Fig. 4.8. Linfonodos. A y B: Dilataciones quisticas en senos subcapsulares y peritrabeculares .
A. Inguinal superficial. Caso 10. HE. 4x. B. lliaco. Caso 8. HE. 4x. C: Presencia de células gigantes
multinucleadas en la periferia de una dilatacion. Inguinal superficial. Caso 10. HE. 40x. D, Ey F:
Multiples estructuras cristaloides refringentes intra- y extracelulares, con reaccién
granulomatosa asociada y presencia de células gigantes multinucleadas. lliaco. D. Caso 12. HE.
40x. E 'y F. Caso 19. HE. 40x.
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Valoracion de la deplecion linfoide

En cuanto a la deplecién linfoide, de los 4 linfonodos estudiados, el que presentaba
deplecibn mas frecuentemente, independiente del grado, fue el linfonodo mediastinico (23
animales, 96%), seguido por el iliaco y mesentérico (22 animales, 92%), y por Ultimo el

inguinal superficial (20 animales, 83%) (Grafica 4.1).
Segun el grado de deplecion linfoide (Tabla 4.6 y Grafica 4.2), el iliaco (55) fue el que

presentd6 mayor depleciéon total seguido por el mediastinico (50), inguinal superficial (47) y

mesentérico (41).

Gréfica 4.1. Porcentaje de linfonodos con deplecion linfoide independientemente del

grado.
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IS: Inguinal Superficial. IL: lliaco. MD: Mediastinico. MS: Mesentérico.
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Tabla 4.6. Grado de deplecién linfoide por linfonodo/animal y puntuacién.

Animal IS IL MD MS

01 - - +
02 + ++ ++
03 + + -
04 +++ +++ +++ +++
05 +++ +++ +++ +++
06 +++ +++ +++ +++
07 +++ +++ + +
08 - +++ + -
09 ++ ++ +++
10 + ++ +++
11 +++ +++ +++ ++
12 - - +
13 +++ +++ +
14 - ++ ++
15 +++ +++ +++ ++
16 +++ +++ +++ +++
17 +++ +++ +++ +++
18 +++ +++ +++ +++
19 +++ +++ +++ +++
20 +++ +++ ++ +
21 ++ ++ ++ +++
22 + ++ + -
23 - - - -
24 + + + +
25 ++ ++ ++ ++

Puntuacion 47 55 50 41

IS: Inguinal superficial; IL: lliaco; MD: Mediastinico; MS: Mesentérico.

-=0; +=1; ++=2; +++=3. (Modificado de Rosell et al., 1999; Quintana et al., 2001; Opriessnig et al.,

2004).
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Grafica 4.2. Puntuacion del grado de deplecién linfoide por linfonodo.
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IS: Inguinal Superficial. IL: lliaco. MD: Mediastinico. MS: Mesentérico.

Valorando los grados de deplecion linfoide en leve, moderada y severa (Grafica 4.3) se
observé mayor porcentaje de deplecion severa (+++) en los linfonodos iliacos (54%, 13
animales), seguido por los inguinales superficiales 50% (12/24), mediastinicos 46% (11/24) y
mesentéricos 33% (8/24). En cuanto a la deplecion linfoide moderada (++), el mayor
porcentaje se observo en los linfonodos iliacos 29% (7/24), seguido de los mediastinicos 21%
(5/24) y en igual proporcion los inguinales superficiales y mesentéricos 13% (3/24). Los
linfonodos que en mayor porcentaje tuvieron un grado leve (+) de deplecion linfoide fueron los
mesentéricos 46% (11/24), seguidos de los mediastinicos 29% (7/24), inguinal superficial 21%
(5/24) e iliaco 8% (2/24).
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Grafica 4.3. Clasificacion de la deplecion linfoide por grado de intensidad y por

linfonodo.
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Un 29% de los animales (7/24) (4, 5, 6, 16, 17, 18, 19) presentaron deplecion linfoide
severa en todos los linfonodos estudiados (inguinales superficiales, iliacos, mesentéricos y
mediastinicos), mientras que el 21% (5/24) (7, 11, 13, 15, 20) presentaron deplecion linfoide
severa en al menos 2 6 3 de los ganglios valorados, incluyendo de forma constante a los

linfonodos inguinal superficial e iliaco.

Un 4% de los animales (1/24) (25) presentaron moderada deplecion linfoide en los
cuatros linfonodos, asi como otro 4% (21) en tres de ellos, siendo un 13% (2, 9, 14) los
animales que mostraron dos linfonodos con deplecion linfoide moderada incluyendo siempre al

iliaco.
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En cuanto a los animales que presentaron deplecion linfoide leve, un 4% (1/24) (24)
presentd deplecion linfoide en los cuatros linfonodos, asi como otro 4% (3) en tres de ellos. Un
21% (5/24) (1, 8, 10, 12, 22) de los animales presentd uno o dos linfonodos (principalmente
mediastinicos y mesentéricos) con deplecién linfoide leve conjuntamente con otros grados de

deplecion linfoide en los otros linfonodos.
En la grafica 4.4 se representa el grado de deplecion linfoide por animal y linfonodo.

Teniendo en cuenta que por linfonodo, la deplecion leve tiene un valor de 1, la moderada 2, y

la severa 3, la maxima puntuacion por animal serd de 12.

Grafica 4.4. Grado de deplecion linfoide por animal y linfonodo.
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Valoracion de la histiocitosis

En cuanto a la histiocitosis, de los 4 linfonodos estudiados, el mas frecuentemente
afectado, independiente del grado, fue el linfonodo iliaco (100%, 25 animales) seguido del
inguinal superficial (96%, 24 animales), mediastinico (68%, 17 animales) y mesentérico (52%,
13 animales) (Gréfica 4.5).

Grafica 4.5. Porcentaje de linfonodos con histiocitosis independientemente del

grado.
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En cuanto al grado de histiocitosis (Tabla 4.7 y Grafica 4.6), el que presentdé mayor
severidad fue el iliaco (56), seguido por el inguinal superficial (46), mediastinico (20) y

mesentérico (18).
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Tabla 4.7. Grado de histiocitosis por linfonodo y puntuacion.

Animal IS IL MD MS
01 ++ ++ - -
02 +++ ++ + -
03 + + + +
04 +++ +++ + +++
05 ++ ++ + ++
06 + ++ + +
07 ++ ++ - -
08 + + - -
09 +++ +++ + +
10 ++ +++ - -
11 +++ +++ - +
12 ++ +++ - -
13 + +++ - -
14 - +++ + -
15 +++ +++ + -
16 + ++ + +
17 ++ ++ + +
18 ++ ++ ++ +
19 ++ +++ ++ +++
20 ++ +++ + +
21 ++ ++ ++ -
22 ++ ++ + -
23 + + + +
24 ++ ++ + +
25 + + - -

Puntuacion 46 56 20 18

IS: Inguinal superficial; IL: lliaco; MD: Mediastinico; MS: Mesentérico.

-=0; +=1; ++=2; +++=3. (Modificado de Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).
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Gréfica 4.6. Puntuacion del grado de histiocitosis por linfonodo.
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Valorando los grados de histiocitosis en leve, modera y severa (Gréfica 4.7), se observo
severa (+++) histiocitosis en un 40 % (10/25) de los linfonodos iliacos, en un 20% (5/25) de
los inguinales superficiales, y en un 8% (2/25) de los linfonodos mesentéricos, no habiéndose

observado ningun caso de histiocitosis severa en los linfonodos mediastinicos.

En cuanto a la histiocitosis moderada (++), el mayor porcentaje se observé en los
linfonodos inguinales superficiales (48%, 12 animales), seguido por los iliacos (44%, 11
animales), y en menor porcentaje, en los linfonodos mediastinicos (12% 3 animales) y

mesentéricos (4%, 1 animal).

Los linfonodos que en mayor porcentaje tuvieron un grado leve (+) de histiocitosis
fueron los linfonodos mediastinicos (56%, 14 animales), seguidos de los linfonodos
mesentéricos (40%, 10 animales), inguinal superficial (28%, 7 animales) e iliaco (16%, 4

animales).
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Grafica 4.7: Clasificacidon de la histiocitosis por grado de intensidad y por linfonodo.
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En relacion a la histiocitosis intensa, ningn animal mostré dicho grado en los cuatro
linfonodos estudiados. Un 4 % (1/25) (4) de los animales lo presentd en tres de los linfonodos
valorados, y un 16% (4/25) (9,11, 15, 19) en dos, incluyendo de forma constante al linfonodo
iliaco. Por otra parte un 20 % (5/25) (2, 10, 12, 13, 14) de los animales presento histiocitosis
intensa en un solo linfonodo (inguinal superficial 6 iliaco) conjuntamente con otros linfonodos

con menor grado de histiocitosis.

Un 12 % de los animales (3/25) (5, 18, 21) presenté histiocitosis moderada en tres de
los linfonodos, incluyendo de forma constante los linfonodos inguinales superficiales e iliacos.
Un 16% (4/25) (1, 7, 17, 22) mostré dicho grado en dos linfonodos incluyendo también de
forma constante al inguinal superficial e iliaco. En este caso, tampoco ningln animal presento

histiocitosis moderada en los cuatros linfonodos valorados.

En cuanto a los animales que presentaron histiocitosis leve, un 8% (2/25) (3, 23)
presentd este grado en los cuatro linfonodos, asi como un 12% (3/25) (6, 16, 24) en tres de
ellos incluyendo de forma constante a los linfonodos mediastinicos y mesentéricos. Igualmente,
otro 12% (3/25) (8, 20, 25) de los animales presentd dos linfonodos con histiocitosis leve,

principalmente inguinal superficial e iliaco.
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En la grafica 4.8 se representa el grado de histiocitosis por animal y linfonodo. Teniendo
en cuenta que por linfonodo, la histiocitosis leve tiene un valor de 1, la moderada 2, y la severa

3, la maxima puntuacién por animal sera de 12.

Grafica 4.8. Grado de histiocitosis por animal y linfonodo.
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En la gréafica 4.9 se presenta de forma conjunta la puntuacion del grado de deplecion

linfoide e histiocitosis por linfonodo.

Grafica 4.9. Puntuacién de depleciéon linfoide e histiocitosis por linfonodo.
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4.2.2 Tonsila

El principal hallazgo fue la deplecion linfoide, en grado variable, caracterizada por una
pérdida de celularidad a nivel de foliculos linfoides y de la zona parafolicular, asi como
histiocitosis, consistente en un infiltrado, multifocal a difuso, de células histiociticas en el
parénquima linfoide. En ocasiones se observaron células gigantes multinucleadas y cuerpos de
inclusion intracitoplasméticos basdfilos y botrioides, en células macrofégicas, y, en menor
medida, linfocitolisis a nivel de centros germinales (Fig. 4.9). En cuanto al nimero de animales,
23 (92%) presentaron deplecion linfoide que variaba de leve (13 animales, 52%), moderada (2,
8%) a severa (8, 32%), y 8 (32%) histiocitosis, leve (5, 20%) y moderada (3, 12%) (Gréfica
4.10). En 3 animales (12%) se observaron células gigantes multinucleadas, y solo en 2 casos

(8%) se detectaron cuerpos de inclusion (Tabla 4.8).

Grafica 4.10. Clasificaciéon de la deplecion linfoide e histiocitosis por grado de

intensidad en tonsila.
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Fig. 4.9 Tonsila. A: Deplecion linfoide. Pérdida de celularidad a nivel de foliculos linfoides y de la
zona parafolicular. Caso 17. HE. 4x. B: Presencia de células gigantes multinucleadas. Caso 17. HE.
10x. C: Histiocitosis. Infiltrado de células histiociticas en el parénquima linfoide. Caso 17. HE. 20x. D:
Linfocitolisis a nivel centrofolicular. Caso 7. HE. 20x. E y F: Cuerpos de inclusion

intracitoplasmaticos en células histiociticas. Caso 19. HE. 40x y 60x
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Tabla 4.8. Grado de deplecidén linfoide e histiocitosis y presencia de células gigantes

multinucleadas y cuerpos de inclusion en tonsila por animal.

Animal Deplecion Histiocitosis Cél. gigantes Cl

01 + -
02 + -
03 + -
04 +++ ++
05 +++ +
06 +++ -
07 + -
08 + -
09 + -
10 + -
11 + + +
12 + -
13 + -
14 + -
15 +++ +
16 +++ +
17 +++ - +
18 +++ ++ +
19 +++ ++ + +
20 + -
21 ++ -
22 + -
23 - -
24 - -
25 ++ +

Puntuacion 41 11

-=0 (negativo); +=1 (leve); ++=2 (moderado); +++=3 (severo).
(Modificado de Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).
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4.2.3 Bazo

A nivel esplénico, la principal lesion observada fue la deplecion linfoide, difusa, y de
grado leve a severo, caracterizada por una pérdida de celularidad a nivel de foliculos linfoides y
vainas linfoides periarteriolares. De forma ocasional se observo infiltrado leve y difuso de
células histiociticas, asi como leve exudacion de fibrina con ocasionales polimorfonucleares
neutrdéfilos y células linfoplasmocitarias en la superficie de la cipsula esplénica (periesplenitis-

serositis fibrinosa) (Fig. 4.10).

De los animales del estudio, 22 (88%) presentaron deplecion linfoide que variaba de
leve (10, 40%), moderada (6, 24%) a severa (6, 24%), 2 animales (8%) presentaron

histiocitosis leve, y otros 2 (8%) periesplenitis fibrinosa (Tabla 4.9 y Gréafica 4.11).

Fig. 4.10. A: Severa deplecion linfoide esplénica, con ausencia de foliculos linfoides. Caso 4.
HE. 4x. B: Serositis fibrinosa. Leve exudacion de fibrina con ocasionales polimorfonucleares neutrofilos

y células linfoplasmocitarias en la superficie de la capsula esplénica. Caso 3. HE. 20x.
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Tabla 4.9. Grado de deplecién linfoide e histiocitosis en bazo por animal.

Animal Deplecion Histiocitosis
01 - -
02 + -
03 + -
04 +++ -
05 +++ +
06 +++ -
07 + +
08 ++ -
09 ++ -
10 + -
11 + -
12 F -
13 + -
14 + -
15 + -
16 ++ -
17 +++ -
18 +++ -
19 +++ -
20 + -
21 ++ -
22 ++ -
23 - -
24 - -
25 ++ -

Puntuacion 40 2

-=0 (negativo); +=1 (leve); ++=2 (moderado); +++=3 (severo).
(Modificado de Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).
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Grafica 4.11. Clasificacion de la deplecion linfoide e histiocitosis por grado de

intensidad en bazo.
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4.2.4 Pulmoén

Las principales lesiones en pulmoén consistieron en una bronconeumonia purulenta,
caracterizada por la presencia de infiltrado inflamatorio en la luz de bronquios, bronquiolos y
alveolos, constituido mayoritariamente por polimorfonucleares neutrofilos y, en menor medida,
células linfoplasmocitarias y macréfagos, con presencia, en ocasiones, de leucocitos
degenerados (células en grano de avena, oat cells), asi como exudacion de fibrina (Fig. 4.11.
A, B, Cy D). En algunos casos se observaron colonias bacterianas asociadas a dichas lesiones
(Fig. 4.11. Ey F).

También se observd, con similar frecuencia, la presencia de neumonia intersticial, con
engrosamiento de las paredes alveolares por infiltrado de células linfoplasmocitarias y
macrofagicas, e hiperplasia-hipertrofia de neumocitos tipo Il, con presencia, en ocasiones, de
células gigantes multinucleadas, e infiltrado de macréfagos alveolares espumosos y células
linfoplasmocitarias en la luz de los alveolos (Fig. 4.12. A, B, C y D). Asi mismo, se observaron
lesiones de neumonia intersticial con acumulo de restos necrdticos en luces alveolares, en
ocasiones con membranas hialinas y necrosis del epitelio bronquiolar, patron compatible con

neumonia proliferativa necrotizante (PNP) (Fig. 4.12. Ey F).

Otros hallazgos fueron hiperplasia del tejido linfoide asociado a bronquios (bronchus-
associated lymphoid tissue, BALT) (Fig. 4.13. A y B), fibrosis del parénquima pulmonar (Fig.
4.13. C y D) y areas de necrosis del parénquima pulmonar con formacion de abscesos (Fig.
4.14. A, B y C). También se observd pleuritis fibrinosa-fibrinopurulenta, con exudacion de
fibrina e infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos con algunas células linfoplasmocitarias y
macroéfagos, asi como restos celulares, en la pleura visceral, produciendo engrosamiento de la

misma (Fig. 4.14. D, Ey F).

En cuanto a las lesiones por animal, en los 25 animales (100%) se observé
bronconeumonia purulenta, de los cuales 22 (88%) presentaban ademés neumonia intersticial.
De igual modo se observaron lesiones compatibles con neumonia proliferativa necrotizante
(PNP) en 11 animales. Se detectd hiperplasia del BALT en 6 animales (24%), fibrosis del
parénquima pulmonar en 4 (16%), abscesos/areas de necrosis en 9 animales (36%), edema
intersticial en 7 (28%), y células gigantes multinucleadas en 3 animales (12%). En 15 animales

(60%) se observa pleuritis fibrinosa-fibrinopurulenta (Tabla 4.12).
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Fig. 4.11. A, B y C: Bronconeumonia purulenta. Severo infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos
y, en menor medida, células linfoplasmocitarias y macrofagos en la luz de bronquiolos y alveolos. A. Caso
5. HE. 4x. B. Caso 5. 20x. C. Caso 14. HE. 40x D: Presencia de células en grano de avena (oat
cells). Caso 25. HE. 20x. E y F: Presencia de colonias bacterianas en la luz de bronquiolos y

alveolos. E. Caso 6. HE. 10x. F. Caso 6. HE. 20x.
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Fig. 4.12. A: Neumonia intersticial y bronconeumonia purulenta. Caso 2. HE. 10x. B, C y D:
Neumonia intersticial. Engrosamiento de paredes alveolares por infiltrado de células
linfoplasmocitarias y macrofagicas e hiperplasia-hipertrofia de neumocitos tipo Il, con presencia de
macréfagos alveolares espumosos y algunas células linfoplasmocitarias en luces alveolares. B. Caso 9.
HE. 10x. C. Caso 2. HE. 20x. D. Presencia de células binucleadas en luces alveolares. Caso 14. HE. 40x. E
y F: Neumonia proliferativa necrotizante (PNP). Engrosamiento de paredes alveolares por
infiltrado de macréfagos y células linfoplasmocitarias, con acimulo de restos necrodticos y material

amorfo basofilo (cariorrexis) en luces alveolares. E. Caso 8. HE. 10x. F. Caso 15. HE. 20x.
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Fig. 4.13. Ay B: Hiperplasia del tejido linfoide asociado a bronquios (BALT). A. Caso 14. HE. 4x.
B. Caso 8. HE. 10x. C y D: Fibrosis del parénquima pulmonar. Caso 21. HE. 10x y 20x.
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Fig. 4.14. A, B y C: Areas de necrosis y microabscesos con presencia de colonias bacterianas.
A. Caso. 18. HE. 2x. B. Caso 10. HE. 2x. C. Caso 10. HE. 4x. D, E y F: Pleuritis fibrinopurulenta.
Infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos y fibrina en la pleura visceral. D. Caso 3. HE. 10x. HE. E. Caso
1. HE. 10x. F. Caso 3. HE. 20x.

148



Resultados

4.2.5 Corazbén

A nivel cardiaco se observo pericarditis fibrinosa-fibrinopurulenta en 8 animales (32%),
caracterizada por una moderada-severa y difusa exudacion de fibrina junto con infiltrado de
polimorfonucleares neutrofilos, células linfoplasmocitarias y macrofagos, en diferentes
proporciones, asi como restos necroticos, en el pericardio visceral, produciendo engrosamiento
del mismo (Fig. 15. A, B y C). En ocasiones, dicho infiltrado se extendia en profundidad

afectando al miocardio subyacente (Fig. 15. D). En 2 animales (8%) se observaron discretos

focos de infiltrado linfoplasmocitario en el miocardio (Tabla 4.12).

Fig. 4.15. A, B y C: Pericarditis fibrinopurulenta. Severo y difuso engrosamiento del pericardio
visceral por infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos con algunas células linfoplasmocitarias y
exudacion de fibrina. A: Caso 3. HE. 10x. B: Caso 3. HE. 20x. C: Caso 12. HE. 20x. D: Extensién del

infiltrado inflamatorio hacia el miocardio subepicardico. Caso 3. HE. 20x.
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4.2.6 Higado

En el higado se observé principalmente un leve infiltrado inflamatorio multifocal,
constituido mayoritariamente por células linfoplasmocitarias con algunos macréfagos, a nivel
periportal, y de forma ocasional, en los lobulillos hepéticos (Fig. 16. A). De forma ocasional se
observaron discretas areas de necrosis de hepatocitos con infiltrado de polimorfonucleares
neutrdéfilos y algunos macrofagos (Fig. 16. B), mientras que un caso mostr6 moderado-severo
infiltrado difuso linfohistiocitico en el parénquima hepatico, con necrosis de hepatocitos
individuales de manera multifocal (Fig. 16. C y D). También se observé una moderada-severa y
difusa exudacién de fibrina e infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos con algunas células
linfoplasmocitarias y macrdfagos, asi como restos celulares, en la capsula hepatica, produciendo
engrosamiento de la misma (perihepatitis-peritonitis fibrinopurulenta), y extendiéndose, en
ocasiones, hacia el parénquima subyacente, produciendo necrosis individual de algunos

hepatocitos (Fig. 16. Ey F).

En cuanto a las lesiones por animal, 9 (36%) presentaron hepatitis linfoplasmocitaria-
linfohistiocitica periportal, 3 (12%) hepatitis linfohistiocitica intersticial, 2 (8%) presentaron
hepatitis necrética multifocal y 4 (16%) perihepatitis fibrinosa-fibrinopurulenta (Tabla 4.10).
Segun la clasificacion de Rosell y colaboradores, del 2000, 9 de los animales de este estudio,
presentarian un estadio |, caracterizado por un leve infiltrado linfocitico-histiocitico multifocal en
torno a los espacios porta, y uno presentaria un estadio 11, con inflamacion linfohistiocitica en
el parénquima hepatico y desorganizacion de los cordones hepaticos con necrosis de

hepatocitos individuales de manera multifocal.

Tabla 4.10. Lesiones hepéticas por animal.

Animal Hepatitis periportal Hepatitis intersticial Necrosis Perihepatitis

01 X

03 X
04 X X

12
13
14
15
17
18 X X
19
20 X
21
24
25

X X X X X

>

© X X X
>
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Fig. 4.16. A: Hepatitis linfoplasmocitaria. Infiltrado linfoplasmocitario periportal. Caso 13. HE. 10x.
B: Necrosis hepatica. Foco de necrosis de hepatocitos con infiltrado de polimorfonucleares neutrdfilos
y algunos macréfagos. Caso 18. HE. 10x. C y D: Hepatitis linfohistiocitica. Infiltrado linfohistiocitico
con desorganizacion de cordones hepaticos y necrosis de hepatocitos individuales. Caso 4. HE. 10x. E y
F: Perihepatitis. Severa exudacion de fibrina con polimorfonucleares neutrofilos y algunas células
linfoplasmocitarias en la capsula hepatica extendiéndose al parénquima subyacente. E. Caso 17. HE. 10x.
F. Caso 24. HE. 10x.
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4.2.7 Aparato Digestivo

A nivel del estdbmago, las Ulceras que macroscépicamente presentaban dos animales, se
observaron como pérdida focal de todo el espesor del epitelio con severo infiltrado asociado de

polimorfonucleares neutrofilos con algunas células linfoplasmocitarias (Fig. 4.17. A).

A nivel intestinal (intestino delgado y grueso) las principales lesiones consistieron en
enteritis, observada en 23 animales (92%), y caracterizada por un leve-moderado infiltrado
difuso en la lamina propia de células linfoplasmocitarias, junto con leucocitos globulares y
polimorfonucleares eosindfilos, en cantidades variables, siendo mas numerosos estos Ultimos en
los casos en los que habia presencia de algun parasito (Balantidium spp. y/o Crytosporidium
spp.). De forma ocasional se observé moderada atrofia segmental y fusiéon de vellosidades
intestinales con pérdida del epitelio de revestimiento de las mismas. Un 8% de los animales
presentaron leve infiltrado de macréfagos en la lamina propia y otro 8%, presencia de células

gigantes multinucleadas, también en la lamina propia (Fig. 4.17. B).

En cuanto al tejido linfoide asociado a intestino (GALT, gut-associated lymphoid tissue),
se observd deplecion linfoide en 8 animales (32%), en grado variable, tanto a nivel
centrofolicular como en la zona parafolicular, y en menor medida, 3 casos (12%), histiocitosis
moderada-severa con distribucién multifocal-difusa. También se observé la presencia de células
gigantes multinucleadas (8%), y de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos basofilos

botrioides en células histiociticas (8%) (Fig. 4.17. C, D, Ey F).

El protozoo Balantidium spp. fue observado en 11 animales (44%), en leve-moderada
cantidad, siendo muy numeroso en un caso (Fig. 4.18. A y B). También se observo
Cryptosporidium spp. en dos animales (8%) (Fig. 4.18. C y D). Asi mismo, 6 animales (24%)
mostraron serositis fibrinosa, con presencia de moderada y difusa exudacion de fibrina, con
polimorfonucleares neutrofilos junto con células linfoplasmocitarias y macréfagos, asi como

restos celulares, en la superficie de la serosa intestinal (Fig. 4.18. Ey F).
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Fig. 4.17. A: Ulcera gastrica en la porcion no glandular. Caso 3. HE. 4x. B: Presencia de una
célula gigante multinucleada en la lamina propia. Caso 17. HE. 40x. C y D: Deplecién linfoide
de las placas de Peyer con histiocitosis. Caso 5. HE. 4x y 10x. E y F: Histiocitosis y cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos en células histiociticas a nivel de las placas de Peyer. E. Caso
18. HE. 20x. F. Caso 1. HE. 40x.

153



Resultados

Fig. 4.18. Ay B: Balantidium spp. Presencia de numerosos Balantidium spp. en la ldmina propia y en
vasos linfaticos. Caso 19. HE. 10x. Cy D: Cryptosporidium spp. Presencia de Cryptosporidium spp. en
el borde apical de los enterocitos. Caso 13 y 10. HE. 40x. E y F: Serositis fibrinosa. Exudaciéon de

fibrina e infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos con algunas células linfoplasmocitarias en la serosa.

Caso 3. HE. 10x y 20x.
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4.2.8 Rif6N

La principal lesion observada fue nefritis intersticial (17 animales, 68%), caracterizada
por un infiltrado leve-moderado, multifocal-coalescente, de células linfoplasmocitarias a nivel
intersticial, predominantemente afectando a la corteza (Fig. 4.19. A y B). También se observo
pielonefritis en 3 animales (12%), con moderado-severo, difuso, infiltrado inflamatorio

tubulointersticial en papila y médula renal, constituido por polimorfonucleares neutrofilos, y en

menor medida, células linfoplasmocitarias, junto con exudacion de fibrina y necrosis (Fig. 4.19.
Cy D).

Fig. 4.19. A y B: Nefritis intersticial. Infiltrado intersticial de células linfoplasmocitarias a nivel de
corteza renal. A. Caso 13. HE. 10x. B. Caso 13. HE. 20x. C y D: Pielonefritis. Severo infiltrado de
polimorfonucleares neutréfilos, con algunas células linfoplasmocitarias, exudacion de fibrina, necrosis e

hiperémia, en papila y médula renal profunda. C. Caso 18. HE. 2x. D. Caso 18. HE. 10x.
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4.2.9 Sistema Nervioso Central

A nivel del encéfalo se observd encefalitis y/o meningitis en un total de 8 animales.
Dichas lesiones estaban caracterizadas por un moderado-severo infiltrado inflamatorio
constituido por polimorfonucleares neutrofilos y/o células linfoplasmocitarias, y en ocasiones,
exudacion de fibrina, en proporciones variables. A nivel de leptomeninges, dicho infiltrado
presentaba una distribucion difusa (Fig. 4.20. A, B, C y D), mientras que a nivel del parénquima
nervioso-neuropilo, mostraba una distribucién predominantemente perivascular (Fig. 4.20. E y
F). Asi, 4 animales (16%) presentaron meningoencefalitis supurativa, 3 (12%) meningitis que
variaba de no supurativa (2) a supurativa (1), y un solo animal (4%), encefalitis no supurativa
(Tabla 4.11).

Tabla 4.11. Lesiones en encéfalo por animal.

Animal Meningitis Encefalitis
01 sup sup
12 no sup
13 no sup
14 sup
16 sup sup
17 no sup
19 sup sup
24 sup sup

sup: supurativa. no sup: no supurativa.
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Fig. 4.20. A, B, C y D: Meningitis supurativa. Severo y difuso infiltrado de polimorfonucleares
neutrdfilos, con algunas células linfoplasmacitarias, fibrina y trombosis en leptomeninges. A. Caso 1. HE.
10x. B. Caso 24. HE. 20x. C. Caso 24. HE. 10x. D. Caso 1. HE. 40x. E y F: Encefalitis supurativa.
Moderado-severo infiltrado de polimorfonucleares neutréfilos con algunas células linfoplasmocitarias a

nivel perivascular junto con hemorragias. Caso 24. HE. 20x y 40x.
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Tabla 4.12. Resumen de las principales lesiones microscépicas observadas en los

animales de estudio.

. NO
Lesiones . %0
Animales
Linfonodos 25
Deplecidn linfoide Leve 7 28
Moderada 8 32
Severa 9 36
Histiocitosis Leve 16 64
Moderada 7 28
Severa 2 8
CGM 6 24
Cuerpos Inclusion 4 16
Infiltrado PMN 15 60
Linfocitolisis 5 20
Necrosis 3 12
Dilataciones quisticas/vacuolizaciones 12 48
Tonsila 25
Deplecién linfoide Leve 13 52
Moderada 2 8
Severa 8 32
Histiocitosis Leve 5 20
Moderada 3 12
Severa 0 0
CGM 3 12
Cuerpos Inclusion 2 8
Bazo 25
Deplecién linfoide Leve 10 40
Moderada 6 24
Severa 6 24
Histiocitosis Leve 2 8
Moderada 0 0
Severa 0 0
Pulmon 25
BNP 25 100
Neumonia intersticial 22 88
PNP 11 44
Hiperplasia BALT 6 24
Fibrosis parénquima 4 16
Abscesos/necrosis 9 36
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Edema intersticial 7 28
CGM 3 12
Pleuritis Fibrinosa-Fibrinopurulenta 15 60
Corazon 25
Pericarditis Fibrinosa-Fibrinopurulenta 8 32
Miocarditis No supurativa 2 8
Higado 25
Hepatitis 12 48
Necrosis 2 8
Aparato Digestivo 25
Ulceras gastricas 2 8
Enteritis 23 92
Histiocitosis LP 2 8
CGM LP 2 8
Deplecion GALT Leve 6 24
Moderada 1 4
Severa 1 4
Histiocitosis GALT Leve 0 0
Moderada 2 8
Severa 1 4
CGM GALT 2 8
Cuerpos Inclusion GALT 2 8
Balantidium spp. 11 44
Cryptosporidium spp. 2 8
Peritonitis Fibrinosa-Fibrinopurulenta 6 24
Rifidn 25
Nefritis intersticial 17 68
Pielonefritis 3 12
SNC 25
Meningoencefalitis Supurativa 4 16
Meningitis No supurativa 2 8
Supurativa 1 4
Encefalitis No supurativa 1 4

BALT: tejido linfoide asociado a bronquios. BNP: bronconeumonia purulenta. CGM: células
gigantes multinucleadas. GALT: tejido linfoide asociado a intestino. LP: LAmina propia. PMN:

Polimorfonucleares neutréfilos. PNP: neumonia proliferativa necrotizante.
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4.3 Estudio Histoquimico

Un total de 15 animales (60%) fueron positivos a CAR-bacillus, mediante la técnica de
W-S, el cual se visualizd6 como estructuras bacilares de color negro en la superficie del epitelio
respiratorio (Fig. 4.21). En todos ellos se detect6 en trAquea, cuya presencia variaba de leve (1
animal), moderada (6) a severa (8). Solo en 3 animales (12%) se detecté en pulmén, uno leve
y dos moderada (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Resultados de W-S por animal.

Animal Pulmon Traquea
01 - +++
02 = =
03 - -
04 ++ ++
05 - n.v.
06 - n.v.
07 - +++
08 + +++
09 - +++
10 - +++
11 - +++
12 ++ ++
13 - ++
14 - ++
15 - n.v.
16 - n.v.
17 - ++
18 - +++
19 - +
20 - n.v.
21 - +++
22 - ++
23 - -
24 = =
25 - -

n.v.: no valorable. -: negativo. +: leve. ++: moderado. +++: severo
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Fig. 4.21. A: Control negativo. B: Presencia de CAR-bacillus en la superficie del epitelio

respiratorio de la traquea. Estos se ven como estructuras bacilares de color negro. Caso 8. W-S. 40x.
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4.4 Estudio Inmunohistoquimico

4.4.1 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de PCV2

Un total de 17 animales (68%) fueron positivos a la presencia de antigeno de PCV2 mediante la
técnica de inmunohistoquimica. Todos ellos presentaron inmunorreaccién en, al menos, un
linfonodo, (6 animales marcaje leve, 3 moderado, 8 severo), 16 (64%) en tonsila (6 leve, 5
moderado, 5 severo), 12 (48%) en bazo (3 leve, 4 moderado, 5 severo), 10 (40%) en pulmon
(3 leve, 4 moderado, 3 severo), también 10 (40%) en intestino (3 leve, 3 moderado, 4 severo),
6 (24%) en higado (3 leve, 3 severo), y 4 (16%) en rifidn (todos leve). En corazén y encéfalo

no se detect6 antigeno de PCV2 (Gréafica 4.12 y Tabla 4.14).

Grafica 4.12. Porcentaje de tejidos positivos a PCV2 mediante IHQ.
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Tabla 4.14. Resultados de IHQ frente a PCV2 en linfonodos, tonsila, corazon,

pulmén, higado, bazo, rifién, intestino y encéfalo.

Animal Linfonodo* Tonsila Corazén Pulmén Higado Bazo Rifiébn Intestino SNC

01 - - - - - - - - -

02 - - - - - - - - -
03 + + - - - + - - -
04 +++ +++ = +++ 4+ +++ - - -
05 +++ +++ - ++ + +++ - +++ -
06 + + - + - = - - -
07 +++ ++ - ++ - +++ - + -
08 +++ ++ - ++ - ++ - ++ -
09 + - - - - - - - -
10 ++ + = + + + - - -
11 + + - - - - - + -
12 - - - - - - - - -
13 + + - - - - + - -
14 - - - - - - - - -
15 + ++ - - - ++ - - -
16 +++ ++ = ++ = ++ = ++ -
17 +++ +++ - + + ++ + +++ -
18 +++ +++ = +++  +++ +++ + +++ =
19 +++ +++ - +++  +++ +++ + +++ -
20 ++ + - = - = - + -
21 - - - - - - - - -
22 - - - - - - - - -
23 - - - - - - - - -
24 - - - - - - - - -
25 ++ ++ - - - + - ++ -
Puntuacién 36 31 0 20 12 26 4 21 0

-=negativo (0); +=leve (1); ++=moderado (2); +++=severo (3) (Modificado de Rosell et al., 1999;
Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).

*Media de los cuatro linfonodos estudiados

En cuanto a la presencia de PCV2 a nivel de linfonodos, este se detect6 como una
reaccion granular de color rojo, principalmente en el citoplasma y, en menor medida, en el
nucleo de células de morfologia histiocitica y dendritica y, en ocasiones, en células gigantes
multinucleadas y células de naturaleza linfoide, habiendo también marcaje de cuerpos de
inclusion. La distribucion del antigeno fue principalmente difusa por el parénquima linfoide,

seguida por la localizacion centrofolicular (Fig. 4.22).
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Fig. 4.22. Linfonodos. A: Inmunorreaccion positiva frente a PCV2 el parénquima linfoide.
Mesentérico. Caso 19. IHQ PCV2. 4x. B y C: Inmunorreaccién positiva en citoplasma y nucleo de
células histiociticas y de algunos linfocitos. B. Inguinal superficial. Caso 7. IHQ PCV2. 40x. C. lliaco.
Caso 5. IHQ PCV2. 20x. D: Inmunorreaccion positiva en citoplasma de células dendriticas.
Mediastinico. Caso 25. IHQ PCV2. 40x. E: Inmunorreaccién positiva en citoplasma de células
histiociticas y en cuerpos de inclusiéon. Inguinal superficial. Caso 5. IHQ PCV2. 40x. F.
Inmunorreaccion positiva en citoplasma de células gigantes multinucleadas. Inguinal
superficial. Caso 17. IHQ PCV2. 40x
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A nivel de tonsila, la presencia de antigeno de PCV2 se visualizd6 mayoritariamente en el
citoplasma de células de morfologia histiocitica y células gigantes multinucleadas, habiendo
también marcaje de cuerpos de inclusién, y de forma ocasional en células de morfologia

histiocitica presentes en el epitelio de las criptas. La distribucion fue principalmente difusa por

el parénquima linfoide, asi como centrofolicular (Fig. 4.23).

Fig. 4.23. Tonsila. A: Inmunorreaccién positiva frente a PCV2 diseminada por el parénquima
linfoide. Caso 19. IHQ PCV2. 4x. B: Inmunorreacciéon positiva en torno a una cripta, en células
presentes en el epitelio y en el exudado en la luz de la cripta. Caso 19. IHQ PCV2. 20x. C:
Inmunorreaccidn positiva en el citoplasma y ndcleo de células histiociticas y cuerpos de
inclusién. Caso 18. IHQ PCV2. 40x. D: Inmunorreaccion positiva en células gigantes
multinucleadas. Caso 19. IHQ PCV2. 40x.
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A nivel de bazo, el antigeno de PCV2 se detectd principalmente en el citoplasma de
células de morfologia histiocitica, tanto a nivel de nddulos linfaticos como de vainas linfoides

periarteriales, asi como de forma ocasional en células histiociticas presentes en el interior de

vasos sanguineos y en senos peritrabeculares (Fig. 4.24).

Fig. 4.24. Bazo. A, B, C y D: Inmunorreaccion positiva frente a PCV2 en el citoplasma de
células de morfologia histiocitica y algunas células linfoides, en nédulos linfaticos y vainas
linfoides periarteriales. Caso 5. IHQ PCV2. 4x, 10x, 20x, 40x.

En el pulmon, el antigeno de PCV2 se observd en el citoplasma, y ocasionalmente en el
nacleo de células de morfologia histiocitica presentes en las paredes alveolares, en torno a
bronquios y bronquiolos, en el BALT, asi como en la luz de algunos bronquiolos y alvéolos.
También hubo marcaje de células epiteliales bronquiales y bronquiolares, células de morfologia

linfoide y de células gigantes multinucleadas. (Fig. 4.25).
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Fig. 4.25. Pulmdn. A: Inmunorreaccion positiva frente a PCV2 en citoplasma y nucleo de
células de morfologia histiocitica en las paredes alveolares, y en el exudado de la luz de
alveolos y bronquiolos. Caso 18. IHQ PCV2. 10x. B y C: Inmunorreaccién positiva en citoplasma
y nucleo de células de morfologia histiocitica presentes en las paredes alveolares. Caso 4. IHQ
PCV2. 40x. D: Inmunorreaccion positiva en células epiteliales bronquiolares. Caso 4. IHQ PCV2.
40x. E: Inmunorreaccion positiva en células de morfologia histiocitica presentes en el
exudado en la luz de alveolos. Caso 18. IHQ PCV2. 40x. F: Inmunorreaccion positiva en células

de morfologia histiocitica y escasos linfocitos en el BALT. Caso 8. IHQ PCV2. 40x.
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A nivel de higado, el marcaje frente al antigeno de PCV2 se observé a nivel
citoplasmatico en células de morfologia histiocitica y fusiforme, distribuidas en los sinusoides
hepaticos (células de Kupffer) y en células de morfologia histiocitica presentes a nivel de los

espacios portales y en el infiltrado inflamatorio en los lobulillos hepaticos, y en ocasiones, en el

interior de vasos sanguineos. También se observd en hepatocitos, tanto en citoplasma como en
nucleo (Fig. 4.26).

Fig. 4.26. Higado. A: Inmunorreaccién positiva frente a PCV2 en el citoplasma de células de
morfologia histiocitica y fusiformes (células de Kupffer) en los sinusoides hepaticos. Caso 19.
IHQ PCV2. 40x. B y C: Inmunorreaccion positiva en el infiltrado inflamatorio constituido por
células de morfologia histiocitica y células linfoplasmocitarias. Caso 4. IHQ PCV2. 20x y 40x. D:
Inmunorreaccion positiva en el infiltrado inflamatorio constituido por células de morfologia
histiocitica y células linfoplasmocitarias, asi como en hepatocitos, tanto en el citoplasma con
en el ndcleo. Caso 4. IHQ PCV2. 40x.
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En el rifién, el antigeno de PCV2 se visualizé en células de morfologia histiocitica

presentes en el infiltrado inflamatorio asi como en escasas células epiteliales tubulares (Fig.
4.27).

Fig. 4.27. RiAén. Inmunorreaccion positiva frente a PCV2 en el citoplasma de células
epiteliales tubulares (A) y en células de morfologia histiocitica (A y B). A: Caso 17. IHQ PCV2.
40x .B: Caso 2. IHQ PCV2. 60x

A nivel intestinal (delgado y grueso), el antigeno de PCV2 se detectdé en un 40% de los
casos y se observo principalmente en el citoplasma de células histiociticas presentes en el tejido
linfoide asociado (40%) y en la lamina propia (24%). También hubo marcaje de manera

ocasional en células gigantes multinucleadas y cuerpos de inclusion (Fig. 4.28).

Fig. 4.28. Intestino. A y B: Inmunorreaccién positiva frente a PCV2 en el citoplasma de
células de morfologia histiocitica en el tejido linfoide asociado. A: Caso 19, valvula ileocecal.
IHQ PCV2. 4x. B: Caso 17, colon. IHQ PCV2. 4x.
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Fig. 4.28 continuacion. Intestino. C: Inmunorreaccion positiva en el citoplasma de células de
morfologia histiocitica y linfoplasmocitaria en la lamina propia. Caso 19, duodeno. IHQ PCV2.
10x. D: Inmunorreaccién positiva en el citoplasma de células de morfologia histiocitica y
linfoplasmocitaria presentes en la lamina propia y en el tejido linfoide asociado. Caso 19,
vélvula ileocecal. IHQ PCV2. 10x. E: Inmunorreaccion positiva frente a PCV2 en el citoplasma de
una célula gigante multinucleada y en células de morfologia histiocitica. Caso 17, colon. IHQ
PCV2. 40x. F: Inmunorreaccion positiva en el citoplasma de células de morfologia histiocitica
y linfoplasmocitaria infiltrando la lAmina propia con presencia de Balantidium spp. Caso 19,
vélvula ileocecal. IHQ PCV2. 40x.

En cuanto a los resultados especificos por linfonodo, 15/25 (60%) animales fueron
positivos en inguinal superficial, (3 leve, 4 moderado, 8 severo), 16/25 (64%) en iliaco, (3 leve,
4 moderado, 9 severo), 14/25 (56%) en mediastinico, (2 leve, 4 moderado, 8 severo), y 14/25

(56%) en mesentérico, (6 leve, 1 moderado, 7 severo) (Tabla 4.15 y Gréafica 4.13).
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Tabla 4.15. Resultados de IHQ frente a PCV2 en linfonodos.

Animal '”gu'f“"." lliaco Mediastinico Mesentérico
Superficial

01 - - - -
02 - - - -
03 ++ + - +
04 +++ +++ +++ +++
05 +++ +++ +++ +++
06 + + - -
07 +++ +++ +++ +++
08 +++ +++ +++ +
09 - +++ - -
10 ++ ++ ++ +
11 + + + +
12 - - - -
13 - - ++ +
14 - - - -
15 ++ ++ + -
16 +++ +++ ++ +++
17 +++ +++ +++ +++
18 +++ +++ +++ +++
19 +++ +++ +++ +++
20 + ++ +++ +
21 - - - -
22 - - - -
23 - - - -
24 - - - -
25 ++ ++ ++ ++

Puntuacion 35 38 34 29

-=0 (negativo); +=1 (leve); ++=2 (moderado); +++=3 (severo). (Modificado de Rosell et al., 1999;

Quintana et al., 2001; Opriessnig et al., 2004b).
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Grafica 4.13. Cantidad de antigeno de PCV2 por animal y linfonodo.
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IS: Inguinal Superficial. IL: lliaco. MD: Mediastinico. MS: Mesentérico.
0= negativo; 1= leve; 2= moderado; 3= severo.

El linfonodo donde el PCV2 se detectdé con mayor frecuencia fue el iliaco (64%) seguido
del inguinal superficial (60%) y del mediastinico y mesentérico, estos dos ultimos en igual

porcentaje (56%).

Si tenemos en cuenta todos los tejidos estudiados la relacion quedaria: iliaco y tonsila
(ambos con un 64%), inguinal superficial (60%), mediastinico y mesentérico (ambos con un
56%), bazo (48%), pulmon (40%), aparato digestivo (32%), higado (24%), y rifion (16%)
(Gréfica 4.12).
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Segun la cantidad de antigeno de PCV2 presente en los linfonodos, el iliaco fue en el
que mayor cantidad se detectd (38/75), seguido del inguinal superficial (35/75), mediastinico

(34/75) y mesentérico (29/75) (Grafica 4.14).

Si tenemos en cuenta los tejidos linfoides estudiados, la relacion quedaria: iliaco
(38/75), inguinal superficial (35/75), mediastinico (34/75), tonsila (31/75), y mesentérico
(29/75) y bazo (26/75).

Si a esto le sumamos todos los tejidos estudiados, la relacién quedaria: iliaco (38/75),

inguinal superficial (35/75), mediastinico (34/75), tonsila (31/75), mesentérico (29/75), bazo
(26/75), digestivo (21/75), pulmén (20/75), higado (12/75) y rifién (4/75) (Grafica 4.15).

Gréfica 4.14. Puntuacioén del grado de deplecion linfoide, histiocitosis y cantidad de

antigeno de PCV2 por linfonodo.
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Grafica 4.15. Puntuacién segun la cantidad de antigeno de PCV2 en los diferentes

tejidos.
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4.4.2 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de PRRSV

Un total de 14 animales (56%) fueron positivos a la presencia de antigeno de PRRSV
mediante la técnica de inmunohistoquimica. Los 14 animales presentaron inmunorreaccion en
pulmén (4 animales reaccion leve, 5 moderada, y 5 severa), 5 en tonsila (4 leve y solo uno
moderada), 2 en linfonodos mediastinicos (ambos leve), y 2 en higado (ambos leve) (Tabla
4.16).

En el pulmén, la presencia de antigeno de PRRSV se detect6 como una reaccion
granular de color rojo en el citoplasma de células de morfologia histiocitica presentes en las
paredes alveolares asi como en el exudado en la luz de vias aéreas (Fig. 4.29. A, B, Cy D). A
nivel de tonsila, se visualizé en células de morfologia histiocitica principalmente en torno a
criptas, en nédulos linfoides y, en ocasiones, en células de morfologia histiocitica presentes en

el epitelio de las criptas (Fig. 4.29. E).
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En linfonodos, se pudo ver en células de morfologia histiocitica principalmente a nivel
centrofolicular y en menor medida en zona perifolicular o paracortical (Fig. 4.29. F). A nivel de
higado, hubo marcaje mayoritariamente en células de morfologia histiocitica, fusiforme,
dispersas por los sinusoides hepaticos (células de Kupffer) y en algunas células de morfologia
histiocitica presentes a nivel de los espacios portales y en el infiltrado inflamatorio en los

lobulillos hepaticos (Fig. 4.29. G y H).

Tabla 4.16. Resultados de IHQ frente a PRRSV.

Animal Pulmdén Tonsila MD Corazén Higado Bazo RiAén SNC

01 - - - - - - - -
02 - - - - - - - -
03 +++ - - - - - - -
04 - - - - - - - -
05 +++ - - - - - - -
06 - - - - - - - -
07 +++ + - - - - - -
08 ++ + - - - - - -
09 ++ - - - - - - -
10 + - - - - - - -
11 +++ - + - + - - -
12 ++ + - - - - - -
13 + - - - - - - -
14 + - - - - - - -
15 - - - - - - - -
16 ++ - - - - - - -
17 ++ - - - - - - -
18 +++ ++ + - + - - -
19 + + - - - - - -
20 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -
22 - - - - - - - -
23 - - - - - - - -
24 - - - - - - - -
25 - - - - - - - -

MD: linfonodo Mediastinico. +: Leve, ++: Moderado, +++: Severo

Un total de 6 animales fueron positivos exclusivamente a PRRSV, mientras que solo 2
fueron positivos exclusivamente a PCV2, siendo mas frecuente la coinfeccion PCV2-PRRSV (8

animales) (Grafica 4.16).
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Grafica 4.16. Resultados de IHQ frente a PRRSV y PCV2 en pulmén.
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Fig. 4.29. Pulmén. A: Inmunorreaccion positiva frente a antigeno de PRRSV en el citoplasma
de células de morfologia histiocitica presentes en las paredes alveolares asi como en el
exudado en la luz de vias aéreas. Caso 11. IHQ PPRSV. 10x. B: Inmunorreaccién positiva en el
citoplasma de células de morfologia histiocitica presentes en las paredes alveolares. Caso 7.
IHQ PRRSV. 20x.
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Fig. 4.29 continuacion. Cy D: Pulmén. Inmunorreaccion positiva en citoplasma de células de
morfologia histiocitica en paredes alveolares (C) y en el exudado en la luz de vias aéreas (D).
Caso 7 y 11. IHQ PRRSV. 40x. E: Tonsila. Inmunorreaccion positiva en citoplasma de células de
morfologia histiociticas en torno a criptas y en epitelio de las mismas. Caso 8. IHQ PRRSV. 40x.
F: Linfonodo mediastinico. Inmunorreaccion positiva en citoplasma de células de morfologia
histiocitica. Caso 11. IHQ PRRSV. 40x. G y H: Higado. Inmunorreaccidn positiva en citoplasma
de escasas células de morfologia histiocitica fusiforme, dispersas por los sinusoides
hepaticos. Caso 11. IHQ PRRSV. 40x.

177



Resultados

4.4.3 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de ADV

En ninguno de los animales incluidos en el estudio se detect6 la presencia de antigeno

de ADV en SNC ni en pulmén mediante la técnica inmunohistoquimica.

4.4.4 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de Mh

Solo 3 animales (12%) fueron positivos a antigenos de Mh en pulmén mediante la
técnica inmunohistoquimica, 2 con marcaje leve (caso 12 y 17) y 1 moderado (caso 7). Mh se

detecté como una inmunorreaccion granular de color rojo en el apice de los cilios o entre ellos,

del epitelio bronquial y bronquiolar (Fig. 4.30).

Fig. 4.30: Pulmén. Inmunoreaccion positiva frente a Mh en la superficie del epitelio
de un bronquiolo. Caso 7. IHQ Mh. 40x.
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4.4.5 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de Pasteurella spp.

Un total de 15 animales (60%) fueron positivos en pulmén a antigenos de Pasteurella
spp. mediante la técnica de inmunohistoquimica. De ellos, 7 presentaron inmunorreaccion leve,
otros 7 moderada, y solo uno severa (Tabla 4.17). La presencia de Pasteurella spp. se visualizd
como una reaccion de forma bacilar-granular de color rojo, tanto de forma extracelular como en
el citoplasma de células de morfologia histiocitica, en el exudado presente en bronquios,
bronquiolos y alvéolos, en paredes alveolares asi como en abscesos y focos de necrosis (Fig.
4.31).
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Fig. 4.31. Pulmon. A: Inmunorreaccion positiva frente a antigenos de Pasteurella spp. de
forma extracelular en el exudado en la luz de alveolos. Caso 20. IHQ Pasteurella spp. 40x. B:
Inmunorreaccion positiva frente a Pasteurella spp. de forma extracelular y en el citoplasma

de células de morfologia histiocitica en un foco de necrosis. Caso 14. IHQ Pasteurella spp. 40x.

4.4.6 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de Mannheimia
haemolytica

Un total de 20 animales (80%) fueron positivos en pulmén a antigenos de Mannheimia
haemolytica mediante la técnica de inmunohistoquimica. De ellos, 2 presentaron
inmunorreaccion leve, 6 moderada, y 12 severa (Tabla 4.17). La presencia de Mannheimia
haemolytica se visualiz6 como una reaccién de forma bacilar-granular de color rojo, tanto de
forma extracelular como en el citoplasma de células de morfologia histiocitica, en el exudado
presente en bronquios, bronquiolos y alvéolos, en paredes alveolares asi como en abscesos y

focos de necrosis (Fig. 4.32).
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Fig. 4.32. Pulmdén. A: Inmunorreaccidon positiva frente a antigenos de Mannheimia
haemolytica, de forma extracelular y en el citoplasma de células de morfologia histiocitica,
en el exudado en la luz bronquiolos y alveolos. Caso 17. IHQ Mannheimia haemolytica. 20x. B:
Inmunorreaccion positiva extracelular y en el citoplasma de células de morfologia
histiocitica en paredes alveolares (B). Caso 20. IHQ Mannheimia haemolytica. 20x. C:
Inmunorreaccion positiva frente a Mannheimia haemolytica en el citoplasma de células de
morfologia histiocitica. Caso 21. IHQ Mannheimia haemolytica. 40x. D: Inmunorreaccion positiva

extracelular en un foco de necrosis. Caso 10. IHQ Mannheimia haemolytica. 40x.
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4.4.7 Deteccion Inmunohistoquimica de Antigenos de Pasteurella multocida

Un total de 15 animales (60%) fueron positivos en pulmén a antigenos de Pasteurella
multocida mediante la técnica de inmunohistoquimica. De ellos, 7 presentaron inmunorreaccion
leve, 4 moderada, y otros 4 severa (Tabla 4.17). La presencia de Pasteurella multocida se
visualiz6 como una reaccién de forma bacilar-granular de color rojo, tanto de forma extracelular

como en el citoplasma de células histiociticas, en el exudado presente en bronquios,

bronquiolos y alvéolos, en paredes alveolares asi como en abscesos y focos de necrosis (Fig.
4.33).
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Fig. 4.33. Pulmén. A: Inmunorreaccion positiva frente a P. multocida, extracelular y en el
citoplasma de células de morfologia histiocitica, en el exudado en la luz de bronquiolos y
alveolos. Caso 11. IHQ A. multocida. 20x. B: Inmunorreaccidn positiva extracelular y en el
citoplasma de células de morfologia histiocitica en paredes alveolares. Caso 16. IHQ A.
multocida. 20x. C: Inmunorreaccién positiva en el citoplasma de células de morfologia
histiocitica (C). Caso 21. IHQ P. multocida. 40x. D: Inmunorreaccidn positiva extracelular en un

foco de necrosis. Caso 14. IHQ P. multocida. 20x.
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Tabla 4.17. Resultados de IHQ frente a familia Pasteurellaceae.

i Pasteurella Mannheimia .
Animal . P. multocida
spp. haemolytica
01 ++ ++ -
02 + - -
03 - ++ -
04 - - -
05 + ++ ++
06 ++ +++ +
07 - +++ -
08 - - -
09 - +++ -
10 ++ ++ +
11 + +++ +++
12 - - -
13 + - ++
14 ++ +++ +
15 + ++ +
16 ++ +++ ++
17 - +++ +
18 ++ +++ +++
19 ++ +++ +
20 +++ +++ +++
21 + +++ +++
22 - - -
23 - + +
24 - + -
25 + +++ ++

+: Leve, ++: Moderado, +++: Severo

En cuanto a las coinfecciones por los géneros estudiados de la familia Pasteurellaceae,

un total de 12 animales fueron positivos a Pasteurella spp., P. multocida, y Mannheimia

haemolytica. Un animal fue positivo a Pasteurella spp. y Mannheimia haemolytica, uno a

Pasteurella spp. y P. multocida, 2 animales a P. multociday Mannheimia haemolytica, uno, s6lo

a Pasteurella spp., y 5, solo a Mannheimia haemolytica (Tabla 4.18).
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Tabla 4.18. Coinfecciones con familia Pasteurellaceae.

N© Animales Porcentaje
Pasteurella spp. 1 4%

P. multocida 0 0%
Mannheimia haemolytica 5 20%
Pasteurella spp. + P. multocida 1 4%
Pasteurella spp. + M. haemolytica 1 4%
P. multocida + M. haemolytica 2 8%
Pasteurella spp.+ P. multocida + M. haemolytica 12 48%
Negativo 3 12%

4.5 Estudio Bacterioldgico

El cultivo microbioldgico se llevo a cabo en un total de 20 animales, y se realiz6 sobre
diferentes tipos de muestras que incluyeron pulmoén, tonsila, encéfalo, rifidn, higado, linfonodos

y exudados (pericardico y articular).

De dichos animales, 5 fueron negativos a cultivo, y en 2, se obtuvo un crecimiento no
significativo. En el resto de animales (13) se aislé un total de 13 bacterias diferentes que
incluyeron Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus suils tipo W, Streptococcus acidominimus,
Streptococcus dysgalactiae equisimilis Pasteurella spp., Pasteurella multocida, Pasteurella
pneumotropica, Mannheimia haemolytica (Pasteurella haemolytica), Haemophilus parasuis,

Escherichia coli, Escherichia coli hemolitico, Escherichia vulneris, y Enterococcus faecalls.
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Los agentes bacterianos aislados en los diferentes animales y tejidos se representan en
las tablas 4.19 y 4.20:

Tabla 4.19. Bacterias aisladas por tejido.

Animal 1 3 10 11 12 13 19 20 21 22 23 24 25

Arcanobacterium . Liquido
Pulmén A
pyogenes pericérdico

Pulmoén
Linfonodo
MD,
Str'epfococcus Pulmén Pulmén Tonsila Tonsila Pulmén Pulmén  Pulmén  Pulmén Pglmon,
suis tipo 11 Higado,
Rifién,
Encéfalo

Streptococcus .

; o Tonsila
acidominimus
Streptococcus
aysgalactiae Tonsila
equisimilis

Pasteurella spp. Pulmén Pulmén  Pulmén Tonsila

Pasteurella

multocida Al

Pasteurella

. Pulmén
pneumotropica

Mannheimia

haemolytica et

Haemophilus

’ Tonsila Pulmén Encéfalo
parasuis

Pulmén,
Tonsila

Escherichia coli

Escherichia coli

hemolitico Encéfalo

Escherichia Pulmén,
vulneris Tonsila

Enterococcus

faecalis Encéfalo

De todas las bacterias, la mas frecuentemente aislada fue Streptococcus suis tipo Il
(45%, 9 animales), seguida por Pasteurella spp. (20%, 4 animales), y por Arcanobacterium

pyogenesy Haemophilus parasuis (ambas con 15%, 3 animales).
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Tabla 4.20. Bacterias aisladas en los diferentes animales.

Animal 1 3 10 11 12 13 19 20 21 22 23 24 25

Arcanobacterium
pyogenes
Streptococcus
suis tipo 11
Streptococcus
acidominimus
Streptococcus
dysgalactiae +
equisimilis

+ +

Pasteurella spp. + + o+ +

Pasteurella
multocida
Pasteurella
pneumotropica

Mannheimia
haemolytica

Haemophilus
parasuis

Escherichia colf +

Escherichia coli
hemolitico
Escherichia
vuineris
Enterococcus
faecalls

Animales 2, 7, 8, 9, 14, 17 y 18: no crecimiento o crecimiento no significativo.

Animales 4, 5, 6, 15 y 16: cultivo no realizado
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Teniendo en cuenta solo el pulmén (20 animales), la bacteria mas frecuentemente
aislada fue Streptococcus suis tipo 1l (35%, 7 animales), seguida de Pasteurella spp. (15%, 3

animales), y de Arcanobacterium pyogenes (10%, 2 animales) (Tabla 4.21).

Tabla 4.21. Numero total y porcentaje de aislamientos en pulmon.

Ne total %
Streptococcus suis tipo 11 7 35
Pasteurella spp. 3 15
Arcanobacterium pyogenes 2 10
Mannheimia haemolytica 1 5
Pasteurella multocida 1 5
Pasteurella pneumotropica 1 5
Haemophilus parasuis 1 5
E. coli 1 5
Escherichia vuineris 1 5

Si comparamos la deteccion inmunohistoquimica de especies de la familia Pasteurellaceae
(Pasteurella spp., Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica), con el cultivo
microbioldgico, hubo coincidencia entre las dos técnicas en 5 casos. En 7 casos en los que se
detectd alguna especie mediante inmunohistoquimica, el cultivo fue negativo o no significativo
(Tabla 4.22).
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Tabla 4.22. Comparacion entre IHQ de familia Pasteurellaceae y Cultivo.

Pasteurella Mannheimia  Pasteurella

Animal spp. haemolytica multocida Cultivo

01 ++ ++ - Arcanobacterium pyogenes

02 + - - no crecimiento

03 - ++ - Streptococcus suis

07 - +++ - no crecimiento

08 - - - crecimiento no significativo

09 - +++ - crecimiento no significativo

10 ++ ++ + Streptococcus suis

11 “F +++ +++ Pasteurella spp.

12 - - - no crecimiento

Streptococcus Suis,
13 “F - ++ Haemophilus parasurs,
Arcanobacterium pyogenes

14 ++ +++ + no crecimiento

17 - +++ + no crecimiento

18 ++ +++ +++ no crecimiento

19 ++ +++ “F Pasteurella spp.
Streptococcus suis, Pasteurella

20 +++ +++ +++ . .
spp., Mannheimia haemolytica
Streptococcus suis, Pasteurella

21 + +++ +++ .

multocida

Streptococcus suis, Escherichia

22 - - - ; . .

coli, Escherichia vulneris

23 - “F “F Streptococcus suis tipo 11
crecimiento polibacteriano no

24 - + - ot

significativo
25 “F +++ ++ Pasteurella pneumotropica

4.6 Estudio con Técnicas Moleculares (PCR-ELISA)

Mediante la técnica de PCR-ELISA se determind la presencia de PCV2 y PRRSV en sangre
entera de 14 animales y en muestras tisulares congeladas a -80°C de 11 animales. Para PCV2
se utilizaron muestras de linfonodos (pool de inguinal superficial, iliaco y mediastinico), tonsila 'y

pulmén, y para PRRSV, linfonodos mediastinicos y pulmoén.
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PCV2 fue detectado en sangre de 12 animales (86%) (Tabla 4.23) y en muestras
tisulares de 9 animales (82%), detectandose principalmente en linfonodos (8 animales, 73%) y
pulmén (7 animales, 64%), mientras que en la tonsila, solo se detecté en dos animales (18%)
(Tabla 4.24).

Tabla 4.23. PCR-ELISA frente a PCV2 en sangre entera.

Animal D.O. Interpretacion
01 0,816 +
02 0,586 +
03 1,145 +
04 1,906 +
05 1,087 +
06 1,495 +
07 1,997
08 1,92
09 0,099 -
10 1,299 +
11 2,109 +
12 0,562 +
13 1,107 +
14 0,126 -

Ingenasa INgene PCV2 11.PCV.K5
Amplificaciéon C +: 1,832
Cc-:0,071
ELISA C +: 1,02
C-:0,112
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Tabla 4.24. PCR-ELISA frente a PCV2 en tejido.

Animal Muestra D.O. Interpretacion

01 Linfonodos 0,087 -
Pulmoén 0,088 -
Tonsila 0,08 -

02 Linfonodos 0,145 -
Pulmén 1,815 +
Tonsila 0,082 -

03 Linfonodos 2,143 +
Pulmén 1,515 +
Tonsila 0,076 -

07 Linfonodos 2,032 +
Pulmoén 2,098 +
Tonsila 0,297 +

08 Linfonodos 2,044 +
Pulmoén 2,015 +
Tonsila 1,626 +

09 Linfonodos 1,581 +
Pulmén 1,504 +
Tonsila 0,085 -

10 Linfonodos 1,708 +
Pulmén 1,637 +
Tonsila 0,131 -

11 Linfonodos 1,491 +
Pulmoén no realizado
Tonsila no realizado

12 Linfonodos 0,196 -
Pulmoén no realizado
Tonsila no realizado

13 Linfonodos 0,305 +
Pulmén 1,118 +
Tonsila 0,088 -

14 Linfonodos 0,673 +
Pulmén 0,09 -
Tonsila 0,094 -

Ingenasa INgene PCV2 11.PCV.K5
Amplificacién C +: 1,822

ELISA C +: 1,05

C-:0,088

C-:0,104
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PRRSV se detectd en la sangre de 9 animales (64%), siendo negativas todas las

muestras tisulares (Tabla 4.25 y 4.28).

Tabla 4.25. PCR-ELISA frente a PRRSV en sangre entera.

Animal D.O. Interpretacion
01 0,085 -
02 0,077 -
03 2,416 +
04 0,428 +
05 0,09 -
06 1,672 +
07 1,321 +
08 1,167 +
09 0,068 -
10 0,774 +
11 1,749 +
12 0,622 +
13 0,866 +
14 0,08 -

Ingenasa Ingene PRRS Universal 11.PRU.K5
Amplificacion C +: 2,015

C-: 0,061
ELISAC +: 1,14
C-: 0,059
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4.6.1 Resultados de IHQ y PCR-ELISA frente a PCV2

Cuando comparamos las dos técnicas utilizadas para la deteccion de PCV2, observamos
gue de los 7 animales que dieron positivo mediante IHQ en linfonodos, todos ellos también
fueron positivos mediante PCR-ELISA. De 4 animales que fueron negativos mediante IHQ a
PCV2 en linfonodos, 3 también fueron negativos mediante PCR-ELISA. En cuanto a la tonsila, de
7 animales negativos mediante PCR-ELISA, 4 también fueron negativos mediante IHQ, y de los
5 animales positivos mediante IHQ solo 2 lo fueron mediante PCR-ELISA. A nivel pulmonar de
los 7 animales positivos mediante PCR- ELISA, 3 también fueron positivos mediante IHQ,
mientras que de los 6 animales negativos mediante IHQ, solo dos los fueron mediante PCR-
ELISA.

Si comparamos los resultados por tejidos (Tabla 4.26), a nivel de linfonodos, de 11
animales, 7 (64%) fueron positivos mediante IHQ, y 8 (73%) mediante PCR-ELISA. En cuanto a
pulmén, de 9 animales, 3 (33%) fueron positivos mediante IHQ, y 7 (78%) mediante PCR-
ELISA. En tonsila, de 9 animales, 5 (56%) fueron positivos mediante IHQ, y solo 2 (22%)
mediante PCR-ELISA.

Tabla 4.26. IHQ y PCR-ELLISA frente a PCV2 en tejido.

PCV2
IHQ PCR IHQ PCR IHQ PCR
Animal Linfonodos Linfonodos | Pulmén Pulmon | Tonsila Tonsila

01 - - - - - -
02 - - - + - -
03 + + - + + -
07 +++ + ++ + ++ +
08 +++ + ++ + ++ +
09 + + - + = =
10 ++ + + + + -
11 + + - NR + NR
12 - - - NR - NR
13 + + - + + =
14 - + - - - -

NR: no realizado
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Teniendo en cuenta los resultados histologicos, inmunohistoquimicos y de biologia

molecular frente a PCV2, y aplicando los criterios para el diagnostico y clasificacion de PCVD
(Opriessnig et al., 2004b y 2007; Segalés 2002; Sorden 2000), de los 25 animales del estudio,
21 (84%) presentaron PCVD en diferentes fases (20% subclinica-inicial, 20% subaguda, 44%

crénica-resolucion), mientras que un 16% de los animales no presentaron PCVD (Tabla 4.27).

Tabla 4.27. Clasificacion de

los animales segun los resultados histoldgicos,

inmunohistoquimicos y de biologia molecular frente a PCV2.

Animal Fase PCVD Severidad
01 subclinico-inicial leve
02 subclinico-inicial leve
03 subclinico-inicial leve
04 crénico severo
05 cronico Severo
06 resolucion moderado
07 subagudo moderado
08 subagudo leve-moderado
09 resolucion leve-moderado
10 subagudo leve-moderado
11 resolucion moderado
12 subclinico-inicial leve
13 resolucion leve
14 subclinico-inicial leve
15 resolucion moderado
16 cronico moderado-severo
17 subagudo moderado-severo
18 crénico severo
19 cronico severo
20 cronico-resolucion moderado
21 no PCVD no PCVD
22 no PCVD no PCVD
23 no PCVD no PCVD
24 no PCVD no PCVD
25 subagudo moderado
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4.6.2 Resultados de IHQ y PCR-ELISA frente a PRRSV

A nivel de pulmén, los dos animales analizados por PCR, fueron negativos, mientras que
por IHQ fueron positivos. Asi mismo, todos los linfonodos mediastinicos analizados fueron
negativos por PCR, conaciendo con los resultados de IHQ, excepto en un caso, que fue positivo
por IHQ (Tabla 4.28).

Tabla 4.28. Resultados de IHQ y PCR-ELISA frente a PRRSV en tejido.

IHQ PCR IHQ PCR
Animal Pulmoén Pulmoén MD MD
01 - NR - -
02 - NR - -
03 +++ NR - -
04 - NR - NR
05 +++ NR - NR
06 - NR - NR
07 +++ NR - -
08 ++ NR - -
09 ++ NR - -
10 + NR - -
11 +++ - + -
12 ++ NR - -
13 + - - -
14 + NR - -
15 - NR - NR
16 ++ NR - NR
17 ++ NR - NR
18 +++ NR + NR
19 + NR - NR
20 - NR - NR
21 - NR - NR
22 - NR - NR
23 - NR - NR
24 - NR - NR
25 - NR - NR

NR.: no realizado.

MD: linfonodo mediastinico.
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4.7 Estudio Seroldgico

El estudio serolégico frente a ADV, MR, PPV y PRRSV se realiz6 sobre un total de 14
animales, mientras que para APP y Mh se realiz6 sobre 9 animales.

En 6 animales se detectaron anticuerpos anti-ADV, en 13, anticuerpos anti-PRRSV, en 6,
anticuerpos anti-Mh, y solo un animal presenté anticuerpos anti-APP.

Todos los animales analizados fueron negativos frente a anticuerpos anti-MR y anti-PPV.
4.7.1 Resultados Serologia ADV

De los 14 animales analizados, 6 (43%) resultaron positivos, indicativo de contacto con
el virus salvaje de ADV, 3 (21%) dudosos y 5 (36%) negativos (Tabla 4.29 y Gréfica 4.17).
4.7.2 Resultados Serologia MR

No se detectaron anticuerpos anti-MR en los animales analizados (Tabla 4.29 y Gréfica
4.17).

4.7.3 Resultados Serologia PPV

No se detectaron anticuerpos anti-PPV en los animales analizados (Tabla 4.29 y Gréfica 4.17).

4.7.4 Resultados Serologia PRRSV

De los 14 animales analizados, 13 (93%) fueron positivos, y solo uno (7%) negativo
(Tabla 4.29 y Gréfica 4.17).

4.7.5 Resultados Serologia APP

De los 9 animales analizados, solo uno fue positivo, y dado que el valor esta entre 20 y

60, indicaria que es positivo a los serotipos menos virulentos (Tabla 4.29 y Gréafica 4.17).
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4.7.6 Resultados Serologia Mh

De los 9 animales analizados, 6 (67%) fueron positivos y 3 (33%) negativos (Tabla 4.29

y Gréfica 4.17).

Tabla 4.29. Resultados serologia.

Animal ADV MR PPV PRRSV APP Mh
01 - - - + - +
02 + = = + = +
03 - - - + - +
04 + - - + NR NR
05 - - - + NR NR
06 dudoso - = + NR NR
07 + - - + NR NR
08 + - - - - -
09 + - - + NR NR
10 + - = + + +
11 dudoso - - + _ _
12 - - - + - +
13 - - - + - +
14 dudoso - - + - -

NR: no realizado.

Grafica 4.17. Resultados serologia.
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Discusion

5.1 Clinica

El PCV2 es uno de los virus mas pequefios que afectan a los mamiferos. Pertenece a la
familia Circoviridae, género Circovirus. Su genoma es circular, con una cadena simple de ADN, y
muestra una simetria icosaédrica y ausencia de envoltura (Crowther et al., 2003; Todd et al.,
2005). Se le considera el agente casual esencial de un grupo de enfermedades multifactoriales
agrupadas bajo el nombre de enfermedades por circovirus porcino (PCVD) (Segalés et al.,
2005a). Es uno de los patégenos del ganado porcino mas importantes a nivel mundial,
causante de grandes pérdidas econémicas en la industria porcina (Armstrong y Bishop, 2004;
Tucker, 2006; Opriessnig y Langohr, 2013; Segalés et al., 2013).

Estudios retrospectivos han detectado la infeccion por PCV2 en cerdos desde 1962
(Jacobsen et al., 2009), aunque posiblemente haya estado presente en la poblacién porcina
desde mucho antes (Opriessnig y Langohr, 2013). La primera descripcion de PMWS/PCV2-SD
se realizd en 1991 (Clark, 1996a; Harding, 1996) aunque las lesiones histopatoldgicas
caracteristicas de este sindrome junto con la presencia de antigeno de PCV2 han sido
identificadas retrospectivamente desde 1985 (Jacobsen et al., 2009). Desde entonces, este
sindrome ha sido diagnosticado en los 5 continentes (Grau-Roma et al., 2011), considerandose
ubicuo en la poblacién porcina. En Espafia, el PMWS fue descrito por primera vez en 1997
(Segalés et al., 1997), y en las Islas Canarias en el 2000 (Andrada et al., 2000). En Espafia, la

seroprevalencia esta en torno al 70% (Rodriguez-Arrioja et al., 2003b).

Dentro de las PCVD se incluyen los siguientes sindromes o manifestaciones de la
enfermedad: infeccion subclinica (PCV-2 subclinical infection, PCV2-SI) (Opriessnig et al., 2007;
Segalés, 2012), enfermedad sistémica (PCV-2 systemic disease, PCV2-SD), donde se incluiria el
PMWS (Opriessnig et al., 2007; Carman et al., 2008; Grau-Roma et al., 2011; Segalés, 2012),
enfermedad respiratoria (PCV-2 lung disease, PCV2-LD) donde se incluiria también el complejo
de enfermedad respiratoria porcina (porcine respiratory disease complex, PRDC) (Kim et al.,
2003d; Wellenberg et al., 2010; Cheng et al., 2011), y la neumonia proliferativa y necrotizante
(proliferative and necrotizing pneumonia, PNP), (Drolet et al., 2003; Grau-Roma y Segalés,
2007; Szeredi y Szentirmai, 2008), enteritis (PCV-2 enteric disease,PCV2-ED), (Kim et al.,
2004b; Jensen et al.,, 2006; Opriessnig et al., 2007), fallo reproductivo (PCV2 reproductive
disease PCV2-RD), (West et al., 1999; O"Connor et al., 2001; Mateusen et al., 2007; Madson et
al., 2009), y sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS), (Allan et al., 2000b; Rosell et
al., 2000b; Wellenberg et al., 2004b).
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La enfermedad sistémica por PCV2 (PCV2-SD) afecta principalmente a animales de 2 a 4
meses de edad, al final de la transicién e inicio del cebo (Harding et al., 1998; Segalés y
Domingo, 2002; Harding, 2004). Las tasas de morbilidad en las granjas afectadas por circovirus
varian entre 4-30%, con casos excepcionales de 50-60% (Segalés y Domingo, 2002; Segalés et
al., 2005a).

La tasa de mortalidad en la granja estudiada, en lechones de 2 meses de edad, superé el
valor esperado del 1,5-2%, llegando hasta el 17%. Dicho porcentaje estaria dentro del rango
de mortalidad de 4-20% descrito para PCV2-SD (Segalés y Domingo, 2002; Segalés et al.,
2005a).

Segun el sindrome del que se trate, se han descrito diferentes manifestaciones clinicas.
Asi, en la infecciéon subclinica (PCV2-Sl), no se observan signos clinicos evidentes aunque hay
una disminucion de la ganancia media diaria. También se ha descrito que la eficacia vacunal
frente a diversos agentes (peste porcina clasica, PRRSV) puede verse disminuida (Opriessnig et
al., 2006e; Huang et al., 2011). Esto puede ser debido al retraso en el desarrollo de la
inmunidad humoral y celular (Steiner et al., 2009), y/o a la alteracion de la actividad de las
células dendriticas (Kekarainen et al., 2010). Si bien la reduccion del rendimiento por animal es
menor en la infeccién subclinica, a nivel global y desde una perspectiva econémica, es posible
gue el impacto de PCV2-SI sea de mayor importancia para la industria porcina que los efectos

de la enfermedad clinica (Maes, 2012; Alarcon et al., 2013).

El PCV2-SD/PMWS se caracteriza clinicamente por adelgazamiento o pérdida de peso,
palidez de la piel, pelo hirsuto, distrés respiratorio, diarrea y, en ocasiones, ictericia (Harding y
Clark, 1997; Rosell et al, 1999; Krakowka et al., 2000). También es frecuente observar,
principalmente en los primeros estadios de la enfermedad, un aumento de tamafio de los
linfonodos subcutaneos, en especial, los inguinales superficiales (Harding y Clark, 1997; Rosell
et al, 1999).

En la enfermedad respiratoria (PCV2-LD) el principal signo clinico es el distrés
respiratorio, asi como tos, estornudos, disnea, descarga nasal, fiebre, y reduccion de la
ganancia media diaria (Harms et al., 2002; Kim et al., 2003d; Opriessnig y Langohr, 2013). La
neumonia proliferativa y necrotizante (PNP), afecta a animales entre los 15 dias y los 4 meses

de edad, con un pico entre las 4 y 10 semanas. Clinicamente se caracteriza por fiebre, disnea,
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respiracion abdominal y ocasionalmente tos. Los animales que sobreviven muestran

adelgazamiento y retraso en el crecimiento (Morin et al., 1990; Szeredi y Szentirmai, 2008).

La enteritis (PCV2-ED) es una de las manifestaciones clinicas menos comunmente
reconocidas. Puede darse en cualquier momento en la fase de crecimiento-cebo, siendo més
frecuente entre las 8 y 16 semanas de edad, y se caracteriza casi exclusivamente por la diarrea,
(Kim et al., 2004b; Jensen et al., 2006; Oppriessnig et al., 2007 y 2011). Es posible cierto
solapamiento diagndstico con PCV2-SD/PMWS dado que en esta Ultima también puede haber

diarrea (Segalés, 2012).

El fallo reproductivo (PCV2-RD) se considera poco frecuente y por tanto con escasa
repercusion econémica (Pensaert et al., 2004; Oppriessnig et al., 2007 y 2013). Suele afectar a
hembras primerizas o de nueva introduccién, a granjas nuevas con alto nimero de hembras, o
incluso granjas serolégicamente negativas a PCV-2 (Togashi et al., 2011). Clinicamente se
caracteriza por abortos asi como momificaciones fetales, mortinatos, y un aumento de la
mortalidad predestete (West et al., 1999; Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2001; O” Connor et al.,
2001; Brunborg et al., 2007; Mateusen et al., 2007; Pittman, 2008; Madson et al., 2009).

El sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS) se caracteriza por la presencia de
maculas y pépulas de color rojo oscuro en la piel, afectando principalmente a extremidades
posteriores y area perineal, teniendo, en algunos casos, una distribucion generalizada (Segalés
et al.,, 1998; Thibault et al., 1998; Drolet et al., 1999). Los animales afectados también
presentan anorexia, depresion, postracion, dificultad y/o reluctancia al movimiento, con

temperatura corporal normal o leve pirexia (Segalés et al., 1998; Drolet et al., 1999).

La sintomatologia de los animales analizados en el presente estudio era retraso en el
crecimiento, adelgazamiento, taquipnea, disnea y, en algunos casos, diarrea. Estos signos se
correspondian mejor con la presentacion de PCV2-SD, ya que la sintomatologia respiratoria no
era tan marcada como cabria esperar en la PCV2-LD o PNP. Ademas, el cuadro digestivo
(diarrea) afectaba a un bajo porcentaje de animales, con lo que clinicamente no reflejaria la
PCV2-ED exclusivamente. Tampoco podrian descartarse otros agentes viricos o bacterianos que

cursan con una sintomatologia similar, (p.ej. PRRSV, Mh, Pasteurella spp.).
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5.2 Hallazgos Anatomopatolégicos Macroscopicos

Las lesiones macroscopicas descritas en el PCV2-SD/PMWS son la falta de colapso
pulmonar, consolidacién craneoventral, areas multifocales de consolidacion rojo oscuras, 0 una
consistencia elastica de distribucién difusa. Hay linfoadenomegalia, principalmente de los
linfonodos inguinales superficiales, mediastinicos y mesentéricos, pudiendo haber focos de
necrosis. Los riflones muestran un punteado blanquecino multifocal de tamafo variable. El
higado puede estar aumentado o disminuido de tamafio, palido, y con una superficie finamente
granular. También puede haber Ulceras gastricas a nivel de la pars oesophagea, atrofia serosa
de la grasa y serositis. En el caso de PCV2-LD y PNP, las lesiones se limitan a los pulmones con

falta de colapso pulmonar y consolidacion del parénquima de distribucion aleatoria.

En el PCV2-ED se observa engrosamiento de la mucosa intestinal, y linfoadenomegalia
mesentérica. El PDNS se caracteriza por la presencia de maculas y papulas de morfologia
irregular y color rojo a localizadas principalmente en las extremidades posteriores y zona
perineal, con tendencia a coalescer, pudiendo tener una distribucion generalizada en los
animales afectados de manera mas severa, con hemorragia y edema subcutaneo en las areas
afectadas. Los rifiones estan aumentados de tamafio, pdlidos, con hemorragias petequiales
corticales y edema en pelvis. Los linfonodos renales e inguinales superficiales pueden estar
aumentados de tamafio (Morin et al., 1990; Rosell et al., 2000a; Segalés et al., 2004b y 2005a;
Opriessnig et al., 2007 y 2011; Segalés, 2012).

En los animales estudiados, los hallazgos macroscépicos durante la realizaciéon de la
necropsia fueron diversos y numerosos. Lo mas frecuente fue la linfoadenomegalia, bien de
forma generalizada o de alguno de los linfonodos estudiados, junto con la consolidacion difusa
del parénquima pulmonar. También se observaron abscesos pulmonares, pleuritis, pericarditis,
artritis, serositis, hidropericardio, hidrot6rax, ascitis y Ulceras gastricas, entre otros hallazgos,
lesiones, la mayoria, descritas en casos de PCV2-SD (Segalés y Domingo, 2002; Segalés et al.,
2004b). Aunque el mayor nimero de lesiones se localizaron a nivel pulmonar, se descartd un
cuadro de PCV2-LD dado que la mayoria de los animales presentaron también lesiones en otros
organos, y en el caso de PCV2-LD las lesiones se limitan a los pulmones con falta de colapso
pulmonar y consolidacion del parénquima de distribucién aleatoria (Segalés, 2012). Por ello, el

PCV2-SD fue el diagndstico presuntivo mas probable.
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Asi mismo, 15 animales mostraron serositis-poliserositis, indicativo de un cuadro de
etiologia bacteriana (infeccion por Streptococcus suis tipo 2, Haemophilus parasuis (enfermedad
de Glasser) o Mycoplasma hyorhinis) (Brown et al., 2007) que podria ser independiente de

PCV2-SD/PMWS o una complicacion bacteriana secundaria dentro del mismo.

5.3 Hallazgos Anatomopatoldégicos Microscopicos

Durante el estudio histoldgico, las principales lesiones observadas a nivel de linfonodos,
tonsila y placas de Peyer fueron la deplecion linfoide y el infiltrado histiocitico, seguido por la
presencia de células gigantes multinucleadas y de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
botrioides y baséfilos. En el bazo se detectd deplecion linfoide y en menor medida infiltrado
histiocitico. Solo en el caso de los linfonodos se detectaron focos de necrosis. Dichos hallazgos
coinciden con las lesiones histol6gicas descritas de PCVD, donde se consideran lesiones
caracteristicas del tejido linfoide (linfonodos, tonsila, bazo y placas de Peyer) la deplecion
linfoide en grado variable, con pérdida de la arquitectura folicular, infiltrado histiocitico, y
presencia de células gigantes multinucleadas. También se han descrito, en los macréfagos,
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos botrioides, basoéfilos, esféricos y bien delimitados, asi
como, de forma ocasional, necrosis de dicho tejido linfoide (Clark, 1997; Rosell et al., 1999;
Allan y Ellis, 2000; Allan et al., 2000a; Sorden, 2000).

Cuando evaluamos el grado de deplecion linfoide, el linfonodo iliaco fue el mas afectado
seguido por el mediastinico, inguinal superficial y mesentérico. En cuanto al infiltrado
histiocitico, el que presentdé mayor cantidad fue el iliaco, seguido por el inguinal superficial,
mediastinico y mesentérico. Las células gigantes multinucleadas se observaron en los 4
linfonodos estudiados en casi igual proporcién. Los cuerpos de inclusion se identificaron
mayoritariamente en el inguinal superficial seguido por el iliaco y mediastinico, no detectandose
en el mesentérico. Segun estos resultados, los linfonodos inguinales superficiales e iliacos son
los mas afectados, y serian por tanto linfonodos de eleccién para la deteccion de PCV2-
SD/PMWS, sugeridos también por otros autores (Calsamiglia et al., 2002; Kim et al., 2003c;
Chae, 2004). Esto difiere con los resultados de Mufioz y colaboradores, 2003, segun los cuales
los linfonodos mesentéricos junto con la placa de Peyer ileocecal serian las muestras de
eleccidn, si bien, estas muestras parecen solo validas para el diagnéstico de PCV-ED, y no para
el resto de PCVD.
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De forma paralela, 12 animales mostraron en los linfonodos iliacos (11) y superficiales (1)
dilataciones quisticas y vacuolas de posible naturaleza lipidica en los senos subcapsulares,
medulares y peritrabeculares, con inflamacion granulomatosa asociada. En todos ellos se
observo un material cristaloide refringente, tanto extra como intracelular. Dichas lesiones serian
consecuencia de la reaccion frente al adyuvante de alguna vacuna u otro producto terapéutico
suministrado a los animales. El hecho de que se localicen en esos linfonodos se debe a que
drenan el miembro pelviano (Saar y Getty, 2002), lugar habitual de inoculacion en lechones.
Estas lesiones coindicen con las descritas por Krakowka y colaboradores en 2001, en los
linfonodos preescapular e inguinal superficial de lechones, los cuales drenaban los puntos
donde inocularon adyuvante incompleto de Freund, observando dicha reaccion a los 10 y 30
dias postinoculacién, y las descritas también por Grasland y colaboradores, en 2005, a los 32

dias postinoculacion.

A nivel pulmonar, las lesiones observadas consistieron principalmente en bronconeumonia
purulenta, seguida por neumonia intersticial. Asi mismo, también se observaron lesiones
indicativas de PNP. Estas lesiones han sido descritas previamente en casos de PCVD, donde se
incluyen neumonia intersticial o broncointersticial, fibrosis peribronquiolar, bronquiolitis
obliterante, bronconeumonia fibrinopurulenta o catarral-purulenta, y PNP (Magar et al., 2000a;
Bolin et al., 2001; Segalés y Domingo, 2002; Segalés et al., 2005a; Szeredi y Szentirmai, 2008;
Cheng et al., 2011).

Otros hallazgos fueron pleuritis, fibrosis de paredes alveolares, hiperplasia del tejido
linfoide asociado a bronquios (BALT), y formacion de abscesos con necrosis del parénquima
pulmonar. Si bien la neumonia intersticial puede ser debida a PCV2, existen otros agentes
etioldgicos capaces de producir este tipo de lesiones (p. ej. PRRSV, SIV, coronavirus respiratorio
porcino) (Segalés et al., 2004b; Opriessnig y Langohr, 2013). Asi mismo, los casos de
bronconeumonia purulenta y abscesos se asocian a complicaciones bacterianas secundarias
(Segalés et al., 2004b) y la hiperplasia del BALT a coinfeccion con Mh (Opriessnig et al.,
2004b).

En cuanto al corazén, solo un bajo porcentaje (8%) de los animales mostraron lesiones,
consistentes en miocarditis no supurativa y pericarditis fibrinosa-fibrinopurulenta. La pericarditis
es indicativa de un proceso bacteriano, mientras que la miocarditis se describe en infecciones
viricas como PCV2 (Ellis et al., 1999b; West et al., 1999; O”Connor et al., 2001; Kawashima et
al., 2003; Mikami et al., 2005; Brunborg et al., 2007), PRRSV (Halbur et al., 1995; Rossow,
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1998; Harms et al., 2001), o parvovirus porcino (Bolt et al., 1997). En el caso de PCVD, las
lesiones a nivel cardiaco se observan principalmente en fetos, nacidos muertos o neonatos,
siendo el 6rgano de eleccion en el caso de PCV2-RD (Sanchez et al., 2001a; Brunborg et al.,
2007; Madson et al., 2009; Opriessnig y Langohr, 2013), y consisten en degeneracion y
necrosis de cardiomiocitos, fibrosis, e infiltrado linfohistiocitico (West et al., 1999; O” Connor et
al., 2001; Pescador et al.,, 2007; Madson et al., 2009). Los animales de nuestro caso que
presentaban lesiones en miocardio tenian dos meses de edad, lo cual difiere con varios autores,
aungue también se ha descrito en lechones de 4 a 7 semanas de edad infectados naturalmente
(Opriessnig et al., 2006c¢). El proceso observado de miocarditis no supurativa puede deberse a

otros agentes etioldgicos, principalmente virales.

En cuanto a las lesiones hepaticas, consistieron principalmente en infiltrado
linfohistiocitico y, en menor medida, focos discretos de necrosis de hepatocitos y perihepatitis
fibrinopurulenta. Las lesiones producidas por PCV2 a nivel del higado, se caracterizan por
infiltrado linfohistiocitico periportal o intersticial, desorganizacion de los cordones hepaticos,
vacuolizacion y necrosis de hepatocitos, cuerpos apoptoéticos, y fibrosis perilobulillar (Clark,
1997; Harding y Clark, 1997; Harms et al., 2001; Krakowka et al., 2001; Grasland et al., 2005).
Este espectro de lesiones a permitido establecer cuatro estadios en funcion de su distribucién e
intensidad (Rosell et al., 2000). Segun esta clasificacion, un 44% de los higados evaluados
presentaron un estadio |, que se caracterizd por la presencia de un leve infiltrado
linfohistiocitico multifocal periportal. En uno de los animales (4) se observé una severa necrosis
de hepatocitos individuales diseminada, con inflamacién linfohistiocitica en el parénquima y
desorganizacion de los cordones hepaticos, quedando clasificado en el estadio I11. Otro animal
(18) presentd algunos focos de necrosis de hepatocitos, con infiltrado de polimorfonucleares
neutrdéfilos, macréfagos y células linfoplasmocitarias, lo cual podria estar asociado mas con

infecciones de origen bacteriano (Stalker y Hayes, 2007).

A nivel intestinal, la mayoria de los animales mostraron una enteritis linfoplasmocitaria,
mientras que dos ellos presentaron un infiltrado histiocitico junto con células gigantes
multinucleadas, en la lamina propia. También se detect6d deplecién linfoide e histiocitosis en el
GALT, junto con presencia de cuerpos de inclusion intracitoplasméticos. Dichas lesiones se
asemejan a las descritas asociadas a PCV2, caracterizadas por un infiltrado linfohisticitico, con
presencia ocasional de células gigantes multinucleadas, en la mucosa y submucosa, atrofia y
fusion de vellosidades, junto con deplecion linfoide e infiltrado histiocitico en el GALT (Allan y
Ellis, 2000; Carrasco et al., 2000; Nunez et al., 2003; Kim et al., 2004b; Zlotowski et al., 2008).
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Asi mismo, en dos animales se observo parasitacion por Cryptosporidium spp. cuya
infeccion junto con PCV2 ha sido descrita por Nufiez y colaboradores, en 2003, y en 11
animales por Balantidium spp., protozoo muy comun en el cerdo, presente normalmente como
comensal en la luz de ciego y colon, pero que puede invadir tejidos dafiados por otras

enfermedades como disenteria o salmonelosis (Brown et al., 2007).

La principal lesién observada a nivel renal fue nefritis intersticial linfoplasmocitaria, y en
menor medida, pielonefritis. La nefritis intersticial también es la lesion renal mas frecuente
asociada a PCV2, excluyendo los casos descritos como PDNS, con un infiltrado inflamatorio que
puede variar de linfoplasmocitario a granulomatoso (Rosell et al., 1999; Segalés y Domingo,
2002; Sarli et al., 2008). También se ha descrito, principalmente en el caso de animales
infectados experimentalmente, pielitis, necrosis del epitelio tubular, hemorragia, y cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticos en epitelio tubular y macréfagos intersticiales (Kennedy et al.,
2000; Huang et al., 2008).

En un 32% de los casos se observaron lesiones a nivel del encéfalo que incluian
meningoencefalitis supurativa, meningitis supurativa, meningitis linfoplasmocitaria, y encefalitis
no supurativa. En el caso de las lesiones supurativas, éstas estarian asociadas a procesos de
etiologia bacteriana (Maxie y Youssef, 2007). Las lesiones no supurativas han sido descritas en
diferentes infecciones viricas como ADV, PRRSV o PCV2 (Corréa et al., 2007). Las lesiones por
PCV2 se consideran que ocurren de manera muy ocasional (Rosell et al., 1999), e incluyen
leptomeningitis, meningoencefalitis y encefalitis (Rosell et al., 1999; Fenaux et al., 2002; Corréa
et al., 2007), pudiéndose observar infiltrado linfohistiocitico, vasculitis y hemorragias (Corréa et
al., 2007; Seeliger et al.,, 2007). También se ha descrito meningoencefalomielitis
linfohistiocitica-granulomatosa con formacién de células gigantes multinucleadas (Drolet et al.,
2011).

5.4 Estudio Inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica (IHQ) ha demostrado ser un método de diagndstico altamente
especifico y sensible, y es especialmente ventajosa como herramienta diagnostica en las
enfermedades infecciosas. La IHQ permite la localizacion del antigeno en la lesion, aumentando
la precision diagnéstica y la comprension de la patogenia (Ramos-Vara et al., 2008). El principal
objetivo de la estandarizacion es determinar las condiciones 6ptimas (tiempo y temperatura de

incubacién, diluciones, controles, buffers, etc.) para obtener resultados reproducibles vy
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consistentes dentro del mismo laboratorio y resultados comparables entre diferentes

laboratorios (Ramos-Vara et al., 2008).

En nuestro estudio, se procedié a estandarizar la técnica IHQ para diversos anticuerpos
monoclonales especificos anti-PCV2 y anti-ADV, elaborados por los laboratorios Ingenasa S.A.,
Madrid, y seleccionar aquellos que mejor resultado dieron con el objetivo de proceder a su

comercializacion, asi como a su aplicacion en este estudio.

En el protocolo de IHQ, se utilizaron diferentes diluciones de los anticuerpos primarios
monoclonales, asi como diferentes tipos de desenmascaramiento antigénico y condiciones de
incubacion, siguiendo las recomendaciones para la estandarizacion de técnicas de IHQ (Taylor
et al.,, 2002). En cuanto a los anticuerpos anti-PCV2, los mejores resultados se obtuvieron
utilizando una dilucion de 1/200 del anticuerpo primario monoclonal C2-36A9 en suero normal
de conejo, sin desenmascaramiento antigénico, y una incubacion de 18 horas a 4°C. En relacion
a los anticuerpos anti-ADV, la inmunorreaccion positiva mas evidente se logro con el anticuerpo
primario monoclonal 2CF2 a una dilucion de 1/10 en suero normal de conejo, sin
desenmascaramiento antigénico, y una incubacion de 18 horas a 4°C. Ambos anticuerpos

fueron posteriormente comercializados recomendando los protocolos anteriormente descritos.

El diagnostico de PCVD requiere la presencia de las lesiones histoldgicas caracteristicas
junto con la presencia de antigeno o acido nucleico de PCV2 en dichas lesiones (Sorden, 2000).
Esta asociacion puede llevarse a cabo mediante la IHQ, considerada junto con la ISH como
“gold standard” en el diagndstico de PCVD (Sorden, 2000; Segalés et al., 2003a; Kim y Chae,
2004a; Ghebremariam y Gruys, 2005), utilizando sueros policlonales o anticuerpos
monoclonales para la deteccion de antigenos de PCV2, existiendo una alta correlacion entre la
severidad de la lesiones microscopicas y la cantidad de antigeno detectado (Rosell et al., 1999;
Calsamiglia et al., 2002; Chianini et al., 2003; Opriessnig et al., 2004b; Krakowka et al., 2005).
También es posible encontrar lesiones microscépicas leves y abundante cantidad de antigeno
asi como lesiones severas y escasa cantidad de antigeno, dependiendo del estadio en que se
encuentre el animal (infeccion aguda, o fase de resolucion respectivamente) (Opriessnig et al.,
2007).

Inicialmente, para la deteccion del PCV-2 se han utilizado sueros policlonales, siendo

McNeilly y colaboradores, en 2001, quienes describieron en detalle la produccion de anticuerpos

monoclonales especificos contra PCV2 sin reaccion cruzada con PCV1. Aun asi, hoy en dia se
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utilizan tanto sueros policlonales (Gagnon et al., 2008; Opriessnig et al., 2009; Harding et al.,
2010; Kim et al., 2011b; Oh et al., 2012) como anticuerpos monoclonales (Jensen et al., 2006;
Krakowka et al., 2007; Harding et al., 2008; Hansen et al., 2010a).

Un alto porcentaje de los anticuerpos primarios anti-PCV2 (policlonales y/o
monoclonales) han sido creados por los propios grupos de investigacion (Allan et al., 1994a;
Rosell et al., 1999; Sorden et al., 1999; Ellis et al., 2000a; McNeilly et al., 2001; O” Connor et al.
2001; Kawashima et al., 2003; Wellenberg et al. 2004b; Mikami et al., 2005) o cedidos por
otros grupos (Kim y Chae 2004a; Ostanello et al., 2005; Jensen et al., 2006; Harding et al.,
2008; Hansen et al., 2010a), no especificandose en algunos de estos casos el protocolo
completo utilizado, (Kennedy et al., 2003; Krakowka et al., 2004; Jensen et al., 2006) ni el
anticuerpo empleado (Kim y Chae, 2005). Asi mismo también se utilizan anticuerpos
monoclonales comerciales (Drew et al., 2004; Grierson et al., 2004a) incluido el anticuerpo

estandarizado y empleado en el presente trabajo (Seeliger et al., 2007; Szeredi et al., 2012).

Aplicando el protocolo anteriormente descrito en material y métodos, se detectd
antigeno de PCV2 en linfonodos (68%), tonsila (64%) y bazo (48%), donde se observd
mayoritariamente en el citoplasma, y en menor medida, en el nucleo de células de morfologia
histiocitica y dendritica y, en ocasiones, en células gigantes multinucleadas y cuerpos de
inclusién, habiendo también marcaje de células de naturaleza linfoide. La distribucion del
antigeno en los linfonodos y tonsila fue principalmente difusa por el parénquima linfoide,
seguida por la localizacién centrofolicular, mientras que en el bazo se localiz6 tanto en los

nddulos linfaticos como en las vainas linfoides periarteriales.

En el pulmén hubo immunoreaccion positiva en un 40% de los casos, localizandose el
marcaje en el citoplasma, y ocasionalmente en el ndcleo de células de morfologia histiocitica
presentes en las paredes alveolares, en torno a bronquios y bronquiolos, en el BALT, asi como
en la luz de algunos bronquiolos y alvéolos, en células de morfologia linfoide y células gigantes

multinucleadas, y en algunas células epiteliales bronquiales y bronquiolares.

A nivel intestinal (40%) la inmunorreacion se observé en el citoplasma de células
histiociticas presentes en el tejido linfoide asociado (40%) y en la l&dmina propia (24%), asi
como en células gigantes multinucleadas y cuerpos de inclusién. En el higado, la
inmunoreaccion se detectdé en un 24%, con marcaje citoplasmético en células de morfologia

histiocitica fusiforme (células de Kuppfer) y en células de morfologia histiocitica presentes en el
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infiltrado inflamatorio. También se observd, en menor medida, en el citoplasma y nucleo de los
hepatocitos. A nivel renal, en el 16% de los casos se observd inmunorreaccion en células de
morfologia histiocitica presentes en el infiltrado inflamatorio asi como en algunas células

epiteliales tubulares.

Dichas localizaciones coinciden con las descritas en casos de infecciones naturales (Ellis
et al., 1998; McNeilly et al., 1999; Rosell et al., 1999; Choi et al., 2000b; Sato et al., 2000;
Saoulidis et al., 2002; Chianini et al., 2003; Kim y Chae, 2004a; Haruna et al., 2006; Harding et
al., 2008; Hansen et al., 2010b; Szeredi et al. 2012) y experimentales (Allan et al., 1999a; Ellis
et al., 1999b; Allan et al., 2000d; Kennedy et al., 2000; Magar et al., 2000a; Harms et al.,
2001; Fenaux et al., 2002; Kim y Chae, 2004a; Hasslung et al., 2005) por PCV2, donde también
se ha localizado, aunque en menor medida, en células musculares lisas vasculares vy
bronquiales, y en células endoteliales en el pulmén, células epiteliales de las glandulas
submucosas bronquiales, células acinares y ductales pancreaticas, epitelio biliar, células
musculares lisas de las trabéculas esplénicas, células musculares lisas de la tanica muscular de
la mucosa y epitelio de las vellosidades intestinales, células endoteliales de los capilares de
glandula adrenal y encéfalo, células epiteliales germinales testiculares. Las variaciones en la
localizacion del virus podrian deberse a diversas causas como el estadio de la enfermedad en

gue se encuentren los animales o la cepa de PCV2 (Sato et al., 2000).

Asi mismo, las principales células donde se detecté inmunoreaccion fueron las de la linea
monocito/macrofégica, al igual que lo observado por otros autores (Choi et al., 2000b; Sato et
al., 2000; Chianini et al., 2003; Kim y Chae, 2004a) lo que apoyaria la afirmacion de que son las

principales células que contienen PCV2.

El antigeno de PCV2 se detectdé con mas frecuencia en el tejido linfoide, como cabria
esperar dado que es donde se producen las lesiones mas frecuentes y caracteristicas (Rosell et
al., 1999; Segalés y Domingo, 2002; Kim y Chae, 2004a; Hansen et al., 2010b) seguido de

pulmén, intestino e higado.

La intensidad y frecuencia de la deteccion fue muy similar en los linfonodos estudiados,
siendo levemente mayor en el IL y menor en el MS. En la mayoria de los trabajos publicados no
se comparan las lesiones o cantidad de antigeno por linfonodo, incluso no se identifican los
linfonodos estudiados (McNeilly et al., 1999; Ellis et al., 2000a), sino que se estima una media

(Harding et al., 2008; Opriessnig et al., 2006b; Fenaux et al., 2003; Harms et al., 2001;
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Ostanello et al., 2005). En los escasos trabajos que especifican los hallazgos por linfonodo, los
resultados son variables, observdndose una cantidad similar de Ag en ellos (Kawashima et al.,
2003), levemente mayor en el linfonodo mesentérico que en el inguinal (Allan et al., 2000a,
medido por inmunofluorescencia; Rosell et al., 1999, medido por ISH) o levemente mayor en el
inguinal que en el mesentérico (Rovira et al., 2002, medido por ISH). Si bien, en la mayoria de
las ocasiones suele utilizarse el IS, por ser una de las muestras mas representativas (Ha et al.,
2008; Calsamiglia et al., 2002; Kim et al., 2003c; Chae, 2004; Lin et al., 2011).

5.5 Estudios con Técnicas Moleculares (PCR- ELISA)

La PCR es considerada como la técnica méas sensible asi como especifica y rapida
(Larochelle et al., 1999a; Hamel et al., 2000; Calsamiglia et al., 2002; McNeilly et al., 2002;
Pogranichniy et al., 2002), que puede detectar ADN de PCV2 en muestras de tejidos, asi como
en diversos fluidos corporales (sangre, heces, orina, hisopos nasales, oculares y tonsilares,
semen) de animales vivos (Shibata et al., 2003; Krakowka et al., 2000; Larochelle et al., 2000;
Magar et al., 2000a). Para la deteccion de PCV2 mediante PCR convencional, se han amplificado
fragmentos de diversa longitud que pueden variar desde 260 a 1154 pb (Johnson et al., 2002;

Raye et al., 2005), siendo en nuestro caso, un fragmento de 710pb.

La deteccion de PCV2 por PCR no confirma necesariamente un diagnostico de PCVD,
dada la alta prevalencia del virus en cerdos sanos (Larochelle et al., 1999b; Kim y Chae, 2003a;
Allan y Ellis, 2000; Sorden, 2000; Segalés y Domingo, 2002; Pogranichniy et al., 2002; Quintana
et al., 2001; Rodriguez-Arrioja et al., 2000; Opriessnig et al., 2007). Por ello, un resultado
positivo en cerdos clinicamente sanos o en enfermos sin PCVD, debe ser interpretado con
cautela ya que no implica PCVD clinico, solo infeccion (Sorden, 2000; McNeilly et al., 2002;
Chae, 2004; Opriessnig et al., 2007), y la infeccion subclinica por PCV2 con viremia ocurre en la

mayoria de las granjas (Segalés y Domingo, 2002; Caprioli et al., 2006).

La deteccion de ADN de PCV2 por PCR solo es diagnéstica de PCVD si se interpreta
junto con las lesiones histolégicas caracteristicas, por lo que la PCR podria ser una herramienta
de diagnéstico alternativa para la confirmacion de PCVD (Kiatipattanasakul-Banlunara et al.,
2002; Chae, 2004; Kim y Chae, 2004a). Por otra parte, se ha observado que se detecta ADN de
PCV2 con mas frecuencia en el suero y plasma de cerdos con evidencias virologicas y

patologicas de PCVD, por lo que la PCR realizada en dichas muestras podria ser una
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herramienta Gtil para el diagndéstico precoz de PCVD en animales vivos. Sin embargo, no se ha
detectado diferencia significativa entre afectados y no afectados cuando se utiliza sangre entera
(Caprioli et al., 2006). Por ello, se han propuesto métodos cuantitativos (real-time PCR), por
medio de los cuales se observa que la carga viral en sangre es mayor en cerdos con PCVD
(Ladekjaer-Mikkelsen et al., 2002; Brunborg et al., 2004; Olvera et al., 2004), aunque en
ocasiones, se ha encontrado la misma carga viral en suero en animales con PCVD que en sanos,
lo que llevaria a especular que el PCV2 es necesario pero no siempre suficiente para producir
PCVD (Liu et al., 2000).

De los 25 animales, 12 cumplen los 3 criterios necesarios para diagnosticarlos de PCVD
(sintomatologia, lesiones histolégicas compatibles, presencia de PCV2) (Sorden, 2000). Los 13
animales restantes, cumplen los dos primeros criterios pero en ellos se ha detectado escasa
cantidad (3, 6, 9, 11, 13), o no se ha detectado antigeno de PCV2 asociado a las lesiones (1, 2,
12, 14, 21, 22, 23, 24). Atendiendo de forma conjunta a los resultados de la IHQ y de PCR-
ELISA tenemos que 3 animales fueron negativos a la IHQ, pero detectdndose ADN de PCV2 en
sangre (1, 2, 12), lo que indicaria que estan en fase virémica, siendo uno de ellos positivo
también en pulmén (2). Otro animal, negativo mediante IHQ, fue positivo mediante PCR-ELISA
solo en linfonodos (14). La explicacién a la presencia de animales con escasa cantidad de
antigeno o negativos a IHQ en los que se detect6 ADN de PCV2 (en sangre y/o tejido) podria
ser a que se encontraban en una fase muy inicial, en fase de resolucién-convalecencia, o

subclinica (Segalés et al., 2003a; Opresssnig et al., 2007; Segalés, 2012).

Aquellos animales en los que no se detect6é antigeno ni ADN, podrian padecer un cuadro
no relacionado con PCV2, ya que la deplecién linfoide e histiocitosis no son especificos de la
infeccién por PCV2, pudiendo estar causados por diferentes factores infecciosos y no infecciosos
como malestar fisico, factores nutricional, micobacterias, Mh, o PPV, entre otros (Kawashima et
al., 2007; Hansen et al., 2010b). Tres animales (3, 10 y 13) fueron positivos en tonsila
mediante IHQ pero negativos por PCR, aunque estos casos tenian escaso numero de células
positivas a PCV2-Ag. Casos similares de discrepancia (PCR-negativos/IHQ positivos, PCR-
negativos/ISH-positivos en el mismo animal) han sido descritos por varios autores (Ellis et al.,
2000a; Maldonado et al., 2004; Lusis, 2006) no pudiéndose determinar las posibles causas de
estas diferencias. En este caso, los resultados negativos a PCR-ELISA podrian ser consecuencia
de un bajo numero de copias de viriones o por degradaciéon del ADN (Greer et al., 1994;
Golenberg et al., 1996; Bogdan et al., 2001).
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En todos los animales analizados, excepto en dos (9, 14), se detecté PCV2 en sangre
mediante PCR. Uno de estos casos negativos (9), tenia lesiones histolégicas en linfonodos con
presencia de antigeno de PCV2, por lo que una posible explicacion es que estuviera en fase de
resolucion, sin viremia. El otro caso negativo (14) que tenia lesiones histolégicas en linfonodos,
los cuales fueron IHQ negativos pero PCR positivos, podria estar en fase subclinica o inicial, y
por tanto, con baja cantidad de PCV2, que si podria ser detectada por PCR y no por IHQ, dada
la mayor sensibilidad de la PCR respecto a la IHQ (McNeilly et al., 2002; Kim y Chae, 2004a;).

Resultados similares se observaron a nivel pulmonar, donde 4 animales negativos
mediante IHQ (2, 3, 9, 13), fueron positivos por PCR, siendo 3 de ellos también positivos en
sangre y uno, negativo (9). Estos datos nos indican la coexistencia de animales en diferentes
estadios de la enfermedad, tal y como ha sido observado por otros autores (Olvera et al.,
2004).

Segun la clasificacion de Opriessnig y colaboradores, en 2007, mediante la combinacion
de la puntacion de las lesiones y la cantidad de antigeno de PCV2, es posible determinar el
estadio de la infeccion en la que se encuentran los animales. Siguiendo dicha clasificacion, de
los 25 animales analizados, 19 presentarian PCVD en alguna de sus fases (subclinica, aguda,
crénica, o resolucion-convalecencia), mientras que los 4 animales restantes (21, 22, 23, 24)
tendrian un cuadro no relacionado con PCV2. Se obtuvieron algunas combinaciones que no
permitian clasificarlos en ninguna de las propuestas, y que debido a la escasa cantidad o
ausencia de antigeno y las leves lesiones histopatolégicas, se clasificaron como casos
subclinicos o en fase inicial. Esto puede ser debido a que dicha clasificacion se realiz6 con
animales inoculados experimentalmente, y por lo tanto sin tantos factores variables (edad,
coinfecciones, manejo, etc.), que hacen que los casos naturales sean mas heterogéneos y

dificiles de categorizar siguiendo los criterios de estudios experimentales.

5.6 Coinfecciones

5.6.1 PRRSV

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome, PRRS) se considera endémico en la mayoria de los paises productores de porcino

(Rossow, 1998, Cho y Dee, 2006). Se ha determinado la existencia de dos grandes genotipos
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de PRRSV, la cepa Europea (Lelystad virus) y la cepa Norteamericana (VR-2332), presentando,
ademads, una amplia variabilidad genética dentro de cada una de ellas debido a la alta tasa de
mutacion y recombinacion intragénica (Murtaugh et al., 1995; Nelsen et al., 1999; Meng et al.,
1995; Kapur et al., 1996). Los signos clinicos, de forma general, incluyen fallos reproductivos,
enfermedad respiratoria severa, retraso en el crecimiento, disminucion del rendimiento y
aumento de la mortalidad (Keffaber, 1989; Rossow, 1998), y varian ampliamente dependiendo
de la edad, el momento de la gestacion en que se encuentren, del estado inmunitario del

animal y de la cepa.

MacroscOpicamente, los hallazgos pulmonares varian desde ausencia o lesiones
minimas, a ausencia de colapso pulmonar y consolidacion multifocal o difusa del paréngquima
(Halbur et al., 1994 y 1996b, Rossow, 1998). También es frecuente observar linfoadenomegalia
generalizada, mostrando en ocasiones estructuras quisticas (Halbur et al., 1995 y 1996b;
Rossow, 1998).

Histoldégicamente, las lesiones pulmonares se caracterizan por una neumonia intersticial
con hipertrofia-hiperplasia de neumocitos tipo I, infiltrado de células mononucleares en septos
alveolares, restos celulares necréticos en luces alveolares con macréfagos y, de forma
ocasional, células sincitiales, hiperplasia del tejido linfoide peribronquial, e infiltrado
linfoplasmacitario perivascular (Halbur,et al., 1994 y 1995; Rossow et al., 1995; Rossow, 1998).

Las lesiones en tejido linfoide se caracterizan por hiperplasia e hipertrofia de los centros
germinativos, en ocasiones con necrosis, y espacios quisticos con policariocitos (Rossow et al.,
1994 y 1995; Halbur et al., 1995; Rossow, 1998) siendo estos dos ultimos hallazgos poco
frecuentes en las infecciones naturales, posiblemente como resultado del nimero de linfonodos

examinados, el tiempo postinfeccion y el tipo de virus (Rossow et al., 1995; Rossow, 1998).

En el presente trabajo, se detecté antigeno de PRRSV en un total de 14 animales (56%0),
mostrando todos ellos inmunorreaccion positiva en pulmoén, 5 (20%) en tonsila, 2 (8%) en
linfonodos mediastinicos, y 2 (8%) en higado. La inmunorreaccion frente a PRRSV se detecto
en el citoplasma de células de morfologia histiocitica, lo que coincide con lo descrito por otros
autores (Halburg et al., 1994 y 1996a; Rossow et al., 1996), dado que este virus se replica
principalmente en la células de la linea monocito/macrofagica, siendo los macrofagos alveolares
porcinos y los macréfagos intravasculares pulmonares, su principal célula diana (Wensvoort et
al., 1991; Voicu et al., 1994; Rossow et al., 1995 y 1996, Thanawongnuwech et al., 2000). La

mayor cantidad de antigeno se detectd en pulmén, y levemente en el resto de tejidos

213



Discusion

analizados, lo que coincide con lo observado tanto en infecciones naturales (Segalés et al.,

2002), como experimentales (Rossow et al., 1996; Rovira et al., 2002).

Teniendo en cuenta todos los tejidos analizados, 12 animales (48%) presentaron
coinfeccion PRRSV- PCV2, 5 (20%) solo PCV2, 2 (8%) solo PRRSV, mientras que los 6 animales

restantes (24%) fueron negativos a ambos virus.

En el pulmoén, fue mas frecuente encontrar coinfeccion PRRSV-PCV2 (8 animales) o solo
PRRSV (6), que solo PCV2 (2), aunque la cantidad de antigeno de PCV2 y PRRSV fue similar en
todos los casos. Si tenemos en cuenta también los resultados de PCR en sangre, 3 animales
serian positivos a PCV2 y 9 a ambos, no habiéndose detectado ningln animal positivo solo a
PRRSV.

Se observo la coexistencia de antigeno de PRRSV y PCV2 en 4 animales a nivel de
tonsila, en 2 en linfonodo mediastinico, y en uno a nivel hepatico, no detectdndose mayor
cantidad de PCV2-Ag asociado a la presencia de PRRSV. En general, la severidad de las lesiones
en organos linfoides y la deteccion de PCV2-Ag también fueron similares en todos los casos
(coinfeccién PCV2-PRRSV o solo PCV2). Por ello, no es posible afirmar en nuestro estudio que
PRRSV potencie la accion de PCV2, tal y como describen otros autores (Allan et al., 2000a;
Harms et al., 2001; Rovira et al., 2002), aunque si es mas frecuente la coinfeccion (50%), lo
gue coincide con otras observaciones de campo donde se observa un porcentaje que varia del
20 al 83% (Sorden et al., 1998; Allan y Ellis, 2000; Pallarés et al., 2002; Segalés y Domingo,
2002; Segalés et al., 2002; Wellenberg et al., 2004a; Ramamoorthy y Meng, 2009).

En cuanto a la severidad de las lesiones por PCV2, tampoco se han encontrado
diferencias entre animales positivos 0 negativos a PRRSV en condiciones naturales (Larochelle
et al., 2003). El que la mayor cantidad de PRRS-Ag se haya observado en pulmon, unido a su
escasa deteccion en el resto de tejidos sugiere que el PRRSV contribuye principalmente a las
lesiones pulmonares, no estando asociado a las lesiones en tejidos linfoides caracteristicas de
PCVD (Harms et al., 2001; Segalés et al., 2002; Chae, 2004).

De los 14 animales analizados, 9 (64%) fueron positivos en sangre por PCR-ELISA,
indicando que eran virémicos. De ellos, solo uno (8) fue seronegativo a PRRSV. La explicacion
para este resultado negativo podria ser la formacion de complejos antigeno-anticuerpo por

exceso de virus circulantes que lleve a titulos bajos de anticuerpos; que sea un animal
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persistentemente infectado que ha seronegativizado (Wills et al., 2003) o a un fallo en la
técnica de deteccion (falso negativo). Otra posibilidad es que estuviera inmunosuprimido debido
a la infeccion por PCV2 (Segalés et al., 2001 y 2004a; Rovira et al., 2002), pero dado que fue

positivo a ADV, esta opcién podria descartarse.

5.6.2 ADV

La enfermedad de Aujeszky, cuyo agente etioldgico es el Herpesvirus porcino tipo 1,
también conocido como el virus de la enfermedad de Aujeszky (Aujeszky disease virus, ADV)
(Lee y Wilson, 1979) es una enfermedad de declaracion obligatoria. Puede afectar a diversos
mamiferos como rumiantes, carnivoros y roedores, aunque se considera que los miembros de la
familia Suidae son los Unicos hospedadores naturales (Miller et al., 2011). El ADV se replica en
el tracto respiratorio, sistema nervioso central y érganos reproductores, causando por tanto
alteraciones respiratorias, nerviosos y reproductivas (Nauwynck et al., 2007). El cerdo muestra
una marcada resistencia dependiente de la edad frente al ADV, siendo los animales mas
jovenes los mas susceptibles y mostrando una sintomatologia nerviosa, siendo la mortalidad

cercana al 100% (Pomeranz et al., 2005; Mettenleiter et al., 2012).

En los animales destetados, la sintomatologia incluye anorexia, pérdida de peso, fiebre,

descarga nasal, estornudos, tos y dificultad respiratoria (Pomeranz et al., 2005).

MacroscOpicamente, las lesiones son inespecificas e incluyen focos de necrosis en
higado, bazo, tonsila, adrenales, linfonodos, asi como en pulmén, donde también puede haber
edema, hemorragia y consolidacion, principalmente craneoventral, del parénquima pulmonar
(Lee y Wilson, 1979; Mettenleiter et al., 2012).

Histolégicamente, las lesiones en el sistema nervioso central se caracterizan por una
meningoencefalomielitis no supurativa. A nivel pulmonar produce necrosis de bronquios,
bronquiolos y neumocitos, con infiltrado de linfocitos, macréfagos, y en menor medida, células
plasmaticas y neutréfilos, en espacios alveolares (Mettenleiter et al., 2012). También se ha
asociado al desarrollo de neumonia proliferativa necrotizante en el caso de coinfecciones con
otros virus como PCV2, PRRS o SIV (Grau-Roma y Segalés, 2007; Morandi et al., 2010).
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En este estudio, no se detectdé antigeno de ADV mediante IHQ, ni en pulmén ni en
cerebro, por lo que no se podria confirmar su participacion en las lesiones observadas y
compatibles con dicha enfermedad. En cambio, mediante serologia, de los 14 animales
analizados, 6 (43%) resultaron positivos frente a gE y 3 (21%) dudosos. Esto implica que han
tenido contacto con el virus salvaje, y por lo tanto estar en un estadio temprano de la infeccion
0 presentar una infeccion latente, ya que ninguno de los animales positivos 0 dudosos mostro
lesiones histologicas a nivel del encéfalo. De los animales positivos, 5 también son positivos a
PCV2 mediante IHQ en linfonodos u otros tejidos, lo que podria sugerir que los animales con
PCVD son mas susceptibles a otras infecciones (Rodriguez-Arrioja et al., 1999). Otros autores
han encontrado animales positivos a PCV2 mediante ISH y serolégicamente positivos a ADV
pero sin detectar antigeno de ADV en las lesiones que presentaban los animales (Quintana et

al., 2001). En el presente caso no se puede determinar el papel exacto que juega ADV.

5.6.3 PPV

El parvovirus porcino (PPV) perteneciente al género Parvovirus, es, si no el mas
importante, uno de los principales agentes etioldgicos causantes de fallos reproductivos en el
ganado porcino (van Leengoed et al., 1983). Da lugar a infertilidad, retraso en el retorno al
estro, muerte embrionaria y fetal con reabsorcion, momificacion, camadas de pequefio tamafio,
muerte neonatal, y abortos (van Leengoed et al., 1983; Truyen y Streck, 2012). El PPV se
considera, entre otros, uno de los cofactores necesarios para el desarrollo y/o aumento de la
severidad de PCVD, tanto natural como experimentalmente (Allan et al., 1999a; Ellis et al.,
1999b; Allan et al., 2000d; Choi y Chae 2000a; Ellis et al., 2000a; Kennedy et al., 2000;
Krakowka et al., 2000; Opriessnig et al., 2004a; Cao et al., 2005; Ha et al., 2008).

Sin embargo, otros autores no han encontrado un aumento del riesgo de desarrollo de
PCVD asociado a PPV (Pogranichniy et al., 2002) y dado que la coinfeccién PCV2-PPV en campo
es esporadica, no explicaria la mayoria de los casos naturales de PCVD (Segalés y Domingo,
2002). En nuestro caso, todos los animales fueron serolégicamente negativos a PPV, por lo que

se puede descartar la participacion de dicho virus en el desarrollo de PCVD en este estudio.

5.6.4 Mh
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Mycoplasma hyopneumoniae (Mh) es el agente etioldgico primario de la neumonia
enzootica porcina (Goodwin et al., 1965; Maré y Switzer, 1966) caracterizada por alta
morbilidad y baja mortalidad (Kwon et al., 2002). La neumonia enzoética no suele observarse
en animales menores de 6 semanas de edad, siendo la prevalencia particularmente alta hacia la
mitad-final del cebo (Sibila et al., 2009), y la severidad del cuadro clinico va a depender de la
cepa implicada, la presion de infeccién, la presencia de infecciones secundarias y las

condiciones ambientales (Sibila et al., 2009).

La sintomatologia clinica, en caso de que no esté complicada con patbégenos
concomitantes, se limita a tos no productiva, reduccion de la ganancia media diaria y del indice
de conversién. Cuando hay patégenos secundarios implicados, los signos clinicos incluyen
dificultad respiratoria, fiebre, y en algunos casos, muerte (Maes et al.,, 1996).
MacroscOpicamente, la neumonia enzodtica porcina se caracteriza por la consolidacion de las
porciones craneoventrales del parénquima pulmonar, con una coloracion de varia de rojo-
violaceo a grisaceo dependiendo de si estd en fase aguda o crénica, respectivamente (Strasser

et al., 1992; Sgrensen et al., 1997).

Mh coloniza la superficie luminal de las células epiteliales de bronquios y bronquiolos sin
llegar a invadir dichas células (Amanfu et al., 1984; Kwon et al., 2002; Sarradell et al., 2003).
La lesién histoldgica caracteristica asociada a Mh es la hiperplasia del tejido linfoide asociado a
bronquios (bronchus-associated lymphoid tissue, BALT), ya que Mh tiene un efecto mitogénico
en los linfocitos (Messier y Ross, 1991), aunque no se ha detectado antigeno ni acido nucleico
de Mh en el BALT hiperplasico, (Kwon et al., 2002; Sarradell et al., 2003). Sin embargo, si se ha
detectado antigeno de PCV2 en casos de coinfeccion experimental con Mh, en el BALT
(Opriessnig et al., 2004b), donde también hay células dendriticas y macrofagos (Sarradell et
al., 2003). Alguno autores describen que Mh incrementa la severidad de las lesiones asi como la
cantidad de PCV2-Ag en pulmdn y en érganos linfoides producidas por PCV2 (Opriessnig et al.,

2004b) mientras que otros no han observado este efecto sinérgico (Sibila et al., 2012).

Del total de 25 animales, 6 (7, 8, 9, 10, 12, 14) presentaron leve-moderada hiperplasia
del BALT, detectandose antigeno de Mh solo en 3 de ellos (7, 12, 17), visualizandose
principalmente en la superficie luminal del epitelio de bronquios y bronquiolos, lo que coincide
con lo descrito tanto en infecciones experimentales (Kwon et al., 2002; Opriessnig et al.,
2004b) como naturales (Kwon y Chae, 1999). En tres casos (7, 8, 10) se detect6 PCV2 en el

BALT, lo que también ha sido descrito por otros autores (Opriessnig et al., 2004b), siendo solo
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uno de ellos (7) positivo a Mh mediante IHQ. En el estudio serolégico, de los 9 animales

analizados, 6 fueron positivos (1, 2, 3, 10, 12, 13), y 3 negativos (8, 11, 14).

El que haya més animales positivos por serologia que por IHQ puede deberse a que los
anticuerpos detectados sean vacunales y/o por infeccion, mas que maternales, ya que la vida
media de estos Ultimos es de 16 dias, llegando hasta los 63 dias cuando los titulos iniciales son
altos (Sibila et al., 2009). Mediante serologia es muy dificil diferenciar entre animales vacunados
e infectados (Sibila et al., 2009). La vacunacion reduce las lesiones y la presion de infeccidn,
pero no protege frente a la infeccidon por Mh (Maes et al., 1996; Haesebrouck et al., 2004). Esto
podria explicar el bajo nUmero de animales con lesiones compatibles y la escasa severidad de

las mismas, asi como una baja carga de Mh que no seria detectable mediante IHQ.

La presencia de dos animales seronegativos con lesiones compatibles con Mh y
negativos mediante IHQ podria deberse a que dichas lesiones no estan asociadas a infeccion
por Mh, si bien no puede excluirse que sea un falso negativo por IHQ o que los animales no
hayan desarrollado una respuesta inmune.

El bajo nUmero y escasa severidad de las lesiones unido a la escasa deteccion de Mh-Ag
sugiere una baja importancia y/o participacion de este patdégeno en el presente caso, no

observandose efecto sinérgico importante entre Mh y PCV2.

5.6.5 CAR-Bacillus

El bacilo respiratorio asociado a cilios (Cilia-associated respiratory bacillus CAR-bacillus)
es una bacteria filamentosa gram-negativa que coloniza el epitelio respiratorio ciliado, y ha sido
descrita en ratas (van Zwieten et al., 1980; MacKenzie et al., 1981), ratones (Griffith et al.,
1988; Matsushita et al., 1989), conejos (Kurisu et al., 1990; Cundiff et al., 1994; Caniatti et al.,
1998), ganado vacuno (Hastie et al., 1993; Pravettoni et al., 2001), caprino (Fernandez et al.,
1996), porcino (Nietfeld et al., 1995), ciervos rojos, rebecos y corzos (Bergottini et al., 2005). El
CAR-bacillus es dificil de detectar mediante la técnica de rutina de hematoxilina-eosina,
visualizdndose mas facilmente utilizando técnicas de tincion de plata como el Warthin Starry
(W-S) (Van Zwieten et al., 1980; Kurisu et al., 1990; Nietfeld et al., 1995; Fernandez et al.,
1996).

La infeccién por CAR-bacillus, en ratas y ratones, se asocia a enfermedad respiratoria

cronica, caracterizada por bronquitis supurativa crénica y bronquiolitis (Percy y Barthold, 2007).
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En conejos produce hiperplasia del epitelio de laringe, trAdquea y bronquios, pérdida de cilios e
hiperplasia del BALT (Caniatti et al., 1998). En bovino y caprino, con pérdida de cilios y
traqueitis (Hastie et al., 1993; Orés et al., 1997; Pravettoni et al., 2001). En el ganado porcino,
se ha detectado en casos de pérdida de cilios, traqueitis y neumonia, (Nietfeld et al., 1995;
Hafner y Latimer, 1998), aunque en infecciones experimentales no ha producido lesiones
histolégicas (Nietfeld et al., 1999). Si bien el CAR-bacillus no se considera un patdégeno
primario, si puede tener un efecto adverso sobre los cilios, reduciendo el aclaramiento
mucociliar y predisponiendo y potenciando la accién de otros agentes patdgenos como
Pasteurella multocida o Mycoplasma spp. (Nietfeld et al., 1995 y 1999; Hafner y Latimer, 1998).
CAR-Bacillus se ha observado en ganado caprino infectado natural y experimentalmente con
Mycoplasma mycoides (Fernadndez et al., 1996; Orés et al., 1997), y en ganado porcino con

infeccién natural por Mh (Andrada, 2001).

En nuestro estudio y utilizando la técnica de W-S, el CAR-bacillus se visualiz6 como
estructuras bacilares-filamentosas de color negro en la superficie del epitelio respiratorio, tal y
como describen otros autores (Hafner y Latimer, 1998; Nietfeld et al., 1995 y 1999). De los 20
animales analizados, 15 (75%) fueron positivos a CAR-bacillus en la traquea, y de ellos, 3
(15%) también en pulmén, siendo la prevalencia mayor que el 46.6% descrito por Nietfeld y
colaboradores en 1995. ElI CAR-bacillus fue detectado en traqueas con lesiones histoldgicas de
traqueitis (infiltrado linfoplasmocitario en la lamina propia y/o descamacion del epitelio), y en
menor medida en traqueas sin lesiones. Esto puede indicar un papel de dicho agente en el
desarrollo de traqueitis en el ganado porcino. Su elevada deteccion a nivel de la traquea junto
con la importante presencia de patégenos pulmonares, tanto viricos como bacterianos, sugiere
que este agente puede predisponer y potenciar otras infecciones tal y como describen otros
autores (Nietfeld et al., 1995 y 1999; Hafner y Latimer, 1998; Andrada, 2001), por su efecto

adverso sobre los cilios y el aclaramiento mucociliar.

5.6.6 Bacterias

Mediante el uso de diferentes técnicas diagnésticas (cultivo microbioldgico,
inmunohistoquimica y serologia), se detectaron diversos tipos de bacterias en los animales del
presente estudio. Mediante cultivo microbiologico se detectaron varios tipos de bacterias
(Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus suis, Pasteurella spp., Haemophilus parasuis,

Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae
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equisimilis, Escherichia vulneris, Enterococcus faecalls, Pasteurella pneumotropica y
Streptococcus acidominimus) en diferentes tejidos de 13 animales de los 20 analizados (65%).
Un total de 22 animales (88%) fueron positivos mediante IHQ a la familia Pasteurellaceae,

mientras que por serologia, solo un animal (10) fue positivo a APP.

Muchas de estas bacterias (Actinobacillus pleuropneumoniae, Arcanobacterium
pyogenes, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis, Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Escherichia coli), son conocidos agentes primarios causantes de enfermedad en el
ganado porcino o son consideradas patdgenos potenciales o secundarios que pueden aislarse
de individuos sanos. En el caso de coinfecciones u otras causas que comprometan el estado
inmunitario del animal, pueden dar lugar a procesos sistémicos o agravar las lesiones causadas

por otros agentes (Ross, 2006; VanAlstine, 2012; Pors et al., 2013).

La mayoria de estas bacterias se han descrito en casos de PCVD (Sato et al., 2000; Kim
et al., 2002; Pallarés et al., 2002; Segalés y Domingo, 2002; Wellenberg et al., 2004a; Corréa
et al., 2007; McEwen et al., 2007; Opriessnig et al., 2007; Gagnon et al, 2008; Opriessnig y
Halbur, 2012), llegandose a detectar coinfeccion con alguna de estas bacterias en el 67% de los
casos (Gagnon et al, 2008). Las bacterias mas frecuentemente detectadas varian segun los
estudios, siendo principalmente Pasteurella multocida (Pallarés et al., 2002; Opriessnig vy
Halbur, 2012), Streptococcus suis (Sato et al., 2000; Pallarés et al., 2002; McEwen et al., 2007;
Gagnon et al, 2008; Opriessnig y Halbur, 2012), y Haemophilus parasuis (Kim et al., 2002).

Se considera que la coinfeccién con bacterias, principalmente gram-negativas, puede ser
un importante factor promotor de la replicacibon de PCV2 y ser uno de los cofactores

importantes que contribuyen al desarrollo de PCVD (Chang et al., 2006).

En nuestro caso, la bacteria mas frecuentemente aislada fue Streptococcus suis tipo 1l
(45%, 9 animales), seguida por Pasteurella spp. (20%, 4 animales), y por Arcanobacterium
pyogenes 'y Haemophilus parasuis (ambas con 15%, 3 animales). La bacteria mas
frecuentemente aislada en pulmén fue Streptococcus suis tipo 1l (37%, 7 animales), seguida
de Pasteurella spp. (16%, 3 animales), y de Arcanobacterium pyogenes (11%, 2 animales).
Mediante IHQ se detectd alguna especie de la familia Pasteurellaceae (Pasteurella spp.,
Pasteurella multocida'y Mannheimia haemolytica) en el pulmén de 22 animales (88%), por lo

gue éstas serian las mas frecuentes en las muestras de pulmaon.
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Teniendo en cuenta los animales que tienen cultivo e IHQ en pulmén (19 en total), 16
(84%) fueron positivos mediante IHQ a alguna especie de la familia Pasteurellaceae (10 (53%)
a Pasteurella spp., 10 (53%) a Pasteurella multocida, y 14 (74%) a Mannheimia haemolytica)
mientras que solo 6 (32%) fueron positivos mediante cultivo, 3 (16%) a Pasteurella spp., 1
(5%) a Pasteurella multocida, 1 (5%) a Mannheimia haemolytica y 1 (5%) a Pasteurella

pneumotropica.

Por lo tanto, la combinacion de diferentes técnicas, en este caso, cultivo microbiologico
e IHQ, incrementa la deteccién de casos positivos. El hecho de que se detecten mas casos
positivos mediante IHQ que por cultivo, puede deberse a la utilizacion de antibiéticos, que
disminuiria o inhibiria el crecimiento bacteriano, no asi la deteccion de antigenos (Langohr et
al., 2012). Esto también podria explicar que animales con poliserositis fueran negativos a
cultivo, aunque no puede descartarse la participacion de agentes que requieren medios de
cultivo especificos como Mycoplasma hyorhinis o Mycoplasma spp. Mannheimia haemolytica es
uno de los principales causantes de bronconeumonia en rumiantes (Caswell y Williams, 2007),

siendo escasa su descripcién en porcino.

El hecho de que en nuestro caso se haya detectado mediante IHQ en un ndmero
relativamente alto (14 animales), puede deberse a la existencia de epitopos capsulares
comunes entre diferentes especies dentro de la familia Pasteurellaceae (Angen et al., 1999), lo
que unido a la utilizacién de sueros policlonales, ha llevado a la deteccibn de un género o
especie diferente a Mannheimia haemolytica. Por ello, dichos resultados deben interpretarse

con cautela.

5.6.7 Cryptosporidium spp.

La criptosporidiosis porcina esta causada por la infeccién por Cryptosporidium spp.,
protozoo intracelular que se localiza en las microvellosidades de la superficie apical de los
enterocitos (Kennedy et al., 1977; Nufiez et al., 2003; Lindsay et al., 2012). La infeccién se
observa normalmente en cerdos entre 1-6 meses de edad, siendo poco frecuente en animales
menores de 1 mes y en adultos (Lindsay et al., 2012). La prevalencia varia, segun los estudios,
desde un 8.3% hasta un 44.3% (Hamnes et al., 2007; Farzan et al., 2011).
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La infeccibn es generalmente subclinica y no se considera un gran problema en la
produccion porcina (Kennedy et al., 1977; Nufiez et al., 2003; Lindsay et al., 2012), aunque la
coinfeccion con otros patdégenos puede aumentar la severidad de la enfermedad (Nufez et al.,
2003; Lindsay et al., 2012). Se ha descrito un caso de coinfeccion con PCV2 en un cerdo de 3
meses con historial de diarrea, donde se observé una masiva parasitacién por Cryptosporidium
parvum junto con la presencia de antigeno de PCV2 en la lamina propia del intestino y en el
tejido linfoide asociado, lo que apoyaria la hipdtesis de que los animales con PCVD presentan
un aumento de la susceptibilidad a infecciones secundarias como resultado de un estado de
inmunosupresion (Nufiez et al., 2003). En nuestro caso, se observd la presencia de
Cryptosporidium spp. en dos animales (8%) (10 y 13), en ninguno de los cuales se detectd
PCV2-Ag a nivel intestinal, y leve cantidad en linfonodos mesentéricos. Por lo tanto, su
prevalencia es levemente inferior a lo descrito, y en este caso, se puede considerar que no es

relevante en PCVD.

5.6.8 Balantidium spp.

Balantidium spp. es un protozoo ciliado de distribucion mundial, que tiene una amplia
variedad de hospedadores, siendo el cerdo uno de los principales reservorios para la infeccion
en humanos (Nakauchi, 1999). Su prevalencia en porcino puede llegar hasta casi el 100%
(Hindsbo et al., 2000). Se considera un comensal del ciego y colon de los cerdos, y aunque la
mayoria de las infecciones son subclinicas, determinadas circunstancias (estado nutricional,
flora bacteriana intestinal, carga parasitaria, otras enfermedades crénicas, etc.) pueden afectar
a la severidad de la enfermedad y causar diarrea y colitis, llegando a producir lesiones
ulcerativas e incluso la perforacion de la pared intestinal (Nakauchi, 1999; Headley et al., 2008;

Schuster y Ramirez-Avila, 2008; Lindsay et al., 2012).

En las muestras analizadas, se identifico la presencia de Balantidium spp. en 11
animales (44%). En uno de los casos (19), se observé gran cantidad de Balantidium spp. en la
mucosa, submucosa y vasos linfaticos de la valvula ileocecal y ciego, junto con un severo
marcaje frente a PCV2-Ag en la lamina propia y tejido linfoide asociado, a ese nivel. Aunque
esta coexistencia puede ser circunstancial, también podria apoyar la hipétesis de que los
animales con PCVD son mas susceptibles a infecciones secundarias resultado de un estado de
inmunosupresion. Por tanto, es probable que la exacerbacion de esta parasitacion pueda ser

debida una inmunosupresion causada por PCV2, similar a lo descrito en humanos, donde la
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balantidiasis se ha asociado también a pacientes inmunocomprometidos (Barsoum, 2004; Yazar
et al., 2004).

5.7 Integracion de Resultados

En el presente estudio, de los 25 animales analizados, 21 presentarian PCVD en alguna
de sus fases (subclinica, aguda, cronica, o resolucion-convalecencia), mientras que los 4
animales restantes (21, 22, 23, 24) tendrian un cuadro no relacionado con PCV2, utilizando
para esta caracterizacion los criterios de clasificacion desarrollados en modelos experimentales
(Opriessnig et al., 2004b y 2007). Estos datos indican la coexistencia de animales en diferentes
estadios de la enfermedad, variando las lesiones histolégicas y la cantidad de antigeno
detectado, en funcion del estadio en que se encuentren (Quintana et al., 2001; Olvera et al.,
2004; Opriessnig et al., 2007).

Las principales lesiones observadas en el tejido linfoide fueron deplecion linfoide,
infiltrado histiocitico, y en menor medida presencia de células gigantes multinucleadas y
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos botrioides, basofilos, en macréfagos. El tejido linfoide
fue donde se detect6 antigeno de PCV2 con mas frecuencia, como cabria esperar dado que es
donde se producen las lesiones mas frecuentes y caracteristicas (Rosell et al., 1999; Segalés y
Domingo, 2002; Kim y Chae, 2004a; Hansen et al., 2010b), principalmente en linfonodos
(68%), seguido de tonsila (64%) y de bazo (48%). También se detectd6 PCV2-ag en pulmon
(40%) e intestino (40%, incluido tejido linfoide asociado y mucosa) y en menor proporcion en
higado (24%) y rifidén (16%). Estos resultados confirman que el tejido linfoide es el principal
tejido diana de PCV2.

En el pulmén, el érgano més afectado en nuestro caso, las principales lesiones fueron
bronconeumonia purulenta, y neumonia intersticial, observandose también casos compatibles
con PNP. Sin embargo, solo se detecté PCV2 (mediante IHQ y/o PCR) en 3 animales (12%),
solo PRRSV-Ag también en 3 animales (12%), habiendo coinfeccion PCV2-PRRSV en 11 casos
(44%). También se detect6 Mh-Ag en 3 animales (12%), uno de los cuales era positivo a
PRRSV, y los otros dos eran positivos a PCV2 y PRRSV.

En general, la intensidad de las lesiones en 6rganos linfoides y pulmén y la deteccion de
PCV2-Ag fue similar en todos los casos (coinfeccion PCV2-PRRSV-Mh, o solo PCV2), no

observandose efecto sinérgico, lo que coincide con otros estudios (Larochelle et al., 2003; Sibila
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et al., 2012). La coinfeccion PCV2-PRRSV, fue la més frecuentemente observada y si bien no
puede demostrarse que dichas coinfecciones sean necesarias para el desarrollo de PCVD, si
juegan un importante papel, principalmente PRRSV, empeorando el cuadro clinico general
(Allan et al., 2000a; Harms et al., 2001; Rovira et al., 2002).

La seroconversion frente a la proteina gE de ADV demuestra que los animales habian
tenido contacto con el virus salvaje. Aunque no se detectdé ADV-Ag ni en pulmon ni en encéfalo,
no se puede descartar que estuvieran en un estadio temprano de la infeccion. Si bien es posible
gue la inmunidad pasiva les proteja del desarrollo de la enfermedad, no puede determinarse el
papel exacto que juega este virus en este caso. En 10 animales (40%) se observo a nivel
pulmonar lesiones compatibles con PNP. De ellos, 2 fueron positivos a PRRSV, 7 a PCV2-PRRSV
y uno negativo a ambos virus. Ademas 8 también fueron positivos a bacterias de la familia
Pasteurellaceae. Esto sugiere que, en nuestro caso, PNP parece estar mas relacionado con
PRRSV que con PCV2, pero en especial con la coinfeccion por ambos virus, lo que coincide con
lo descrito por otros autores (Pesch et al., 2000; Morandi et al., 2010). Estariamos pues, ante
un cuadro lesional multifactorial, en el que pueden estar implicados diferentes agentes
etiol6gicos que dan lugar a unas mismas lesiones morfoldgicas. Estas diferencias en la etiologia
podrian deberse a diferencias en la patogenicidad de los agentes implicados, contexto

epidemiolégico, susceptibilidad del hospedador y factores ambientales o de manejo.

Mediante el uso de diferentes técnicas diagnosticas (serologia, inmunohistoquimica y
cultivo microbioldgico), se detectaron diversos tipos de bacterias, siendo Streptococcus suis tipo
Il la mas frecuentemente aislada de forma general, mientras que la familia Pasteurellaceae fue
la mas detectada en pulmoén. Estos resultados corroboran los hallazgos macroscopicos e
histologicos observados, como poliserositis, bronconeumonia purulenta, abscesos, linfoadenitis
supurativa, etc., que son lesiones asociadas principalmente a infecciones bacterianas. Muchas
de estas bacterias son consideradas patdgenos potenciales o secundarios que en el caso de
coinfecciones, como puede ser PCV2, que comprometan el estado inmunitario del animal,
pueden dar lugar a procesos sistémicos o agravar las lesiones causadas por otros agentes. Al
mismo tiempo, se considera que la coinfeccion con bacterias, puede ser uno de los cofactores

importantes que contribuyen al desarrollo de PCVD (Chang et al., 2006).

En cuanto a CAR-bacillus, no se considera un patdégeno primario, pero puede

predisponer y potenciar la accion de otros agentes patdgenos como Pasteurella multocida o
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Mycoplasma spp. En nuestro caso, de 15 animales positivos, 13 también lo fueron a algun tipo
de bacteria, y de los 5 negativos a CAR-bacillus, los 5 fueron positivos a algun tipo de bacteria.

Respecto a la parasitaciones, en nuestro estudio, la mas frecuente fue la balantidiasis,
observandose en uno de los casos una severa parasitacion asociada con un severo marcaje
frente a PCV2 en el intestino, por lo que es posible que la infeccion por PCV2 a ese nivel

exacerbara la parasitacion.

Tomando todo en conjunto, este estudio refleja las complejas interacciones existentes
entre multiples y diversos patégenos, (principalmente PCV2, PRRSV y diversas bacterias) y sus
diferentes efectos en el desarrollo de PCVD, no siendo posible determinar la contribucion
patogénica individual de cada agente en el cuadro general. En este caso, el PCV2 puede
considerarse el agente etiolégico principal dando lugar a PCVD-SD, en asociacién con otros
virus y bacterias, principalmente PRRSV, que han contribuido de forma variable al desarrollo de

PCVD y al aumento de mortalidad en la granja.

225






6 CONCLUSIONES







Conclusiones

La estandarizacion de diversos anticuerpos monoclonales especificos anti-PCV2 y anti-
ADV, elaborados por los laboratorios Ingenasa S.A., permitié determinar las condiciones
Optimas para obtener resultados reproducibles y consistentes. Los mejores resultados se
obtuvieron con los anticuerpos monoclonales anti-PCV2 (36A9) y anti-ADV (2CF2) en

tejidos fijados en formol e incluidos en parafina.

Las principales células donde se detectdé inmunorreaccion frente a PCV2 fueron las de la
linea histiocitica. El antigeno de PCV2 se detectd con mas frecuencia en el tejido linfoide,
donde se produjeron las lesiones mas caracteristicas (histiocitosis, deplecién linfoide,
presencia de cuerpos de inclusion y células gigantes multinucleadas) seguido de pulman,

intestino, higado y rifién, no habiéndose detectado en corazén ni tejido nervioso.

La detecciébn de PCV2 en sangre permitié identificar animales virémicos en un alto
porcentaje (84%). El uso combinado de IHQ y de PCR-ELISA mejor0 la caracterizacion
del estadio de la enfermedad, permitiendo clasificar a los animales en diferentes fases:

subclinica-inicial, subaguda y crénica-resolucion.

Mediante la combinacion de la graduacion (leve, modera y severa) de las lesiones
histologicas (deplecién linfoide e histiocitosis) y de la cantidad de antigeno de PCV2
detectado en linfonodos, tonsila y bazo, se pudo definir el estadio de la infeccion en la
gque se encontraban los animales aplicando una clasificacion basada en modelos

experimentales.

La mayor severidad de lesiones histologicas se observé en el linfonodo iliaco. La
deteccién inmunohistoquimica de PCV2 fue muy similar en los linfonodos estudiados,
aunque levemente mayor en el linfonodo iliaco, lo que indica que el tejido linfoide es el
tejido diana para PCV2. La deteccion de antigeno de PCV2 en pulmén e intestino y en
menor medida en higado, junto con la presencia de lesiones histolégicas caracteristicas

contribuyé al diagndéstico de PCVD.
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10.

La utilizacion de diferentes métodos de diagndstico para la deteccion de PRRSV,
permitié identificar animales virémicos. Fue el agente virico més frecuentemente
asociado a PCV2 a nivel pulmonar, si bien no pudo demostrarse un efecto sinérgico

entre ambos virus.

La presencia de animales seropositivos a ADV ¢E indicaria el contacto con el virus
salvaje, pudiendo estar en un estadio temprano de la infeccion o con una infeccion

latente, ya que ninguno de ellos mostré lesiones histoldégicas compatibles con ADV.

Mediante analisis microbiol6gico e inmunohistoquimico se detectaron diversos tipos de
bacterias, siendo Streptococcus suis tipo 1l la mas frecuentemente aislada, mientras que
géneros de la familia Pasteurellaceae fueron los més frecuentemente detectados en
pulmén. Muchas de las bacterias detectadas son consideradas patégenos potenciales o
secundarios en el caso de coinfecciones que comprometan el estado inmunitario del
animal, como PCV2, desarrollando lesiones de poliserositis, bronconeumonia purulenta,

abscesos o linfoadenitis supurativa.

La presencia de Balantidium spp. en un elevado porcentaje, junto con un severo
marcaje frente a antigeno de PCV2 en la mucosa intestinal y tejido linfoide asociado,
apoyaria la hipotesis de que los animales con PCVD son mas susceptibles a infecciones
secundarias resultado de un estado de inmunosupresidon, aunque esta coexistencia

podria ser circunstancial dada la alta prevalencia de este parasito en el ganado porcino.

Este estudio refleja las complejas interacciones existentes entre multiples y diversos
patdégenos (principalmente PCV2, PRRSV y diversas bacterias) en el desarrollo de un
amplio espectro de lesiones, no siendo posible determinar en infeccion natural la
contribucion individual de cada agente en el cuadro general. En este caso, el PCV2 fue
el agente etiolégico méas frecuente y con mayor cantidad de antigeno presente en las
lesiones, dando lugar a PCVD-SD, en asociacion con otros virus y bacterias,
principalmente PRRSV, que han contribuido de forma variable al desarrollo clinico de

PCVD y al aumento de la mortalidad en la granja.
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Resumen

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2), perteneciente a la familia Circoviridae, es
considerado el agente causal esencial de un grupo de enfermedades multifactoriales agrupadas
bajo el nombre de enfermedades por circovirus porcino (PCVD) entre las que destaca el
Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento Postdestete (PMWS, Postweaning Multisystemic
Wasting Syndrome) también denominado enfermedad sistémica por circovirus (PCV2-SD, PCV-2
systemic disease). Es uno de los patégenos del ganado porcino més importantes a nivel

mundial, causante de grandes pérdidas econémicas en dicha industria.

Las principales lesiones histolégicas de PCVD tienen lugar en los tejidos linfoides y
consisten en deplecion linfocitaria e histiocitosis, sugiriendo un estado de inmunosupresién en

los cerdos enfermos.

Los criterios de diagnostico de PCV2-SD/PMWS estan muy bien definidos e incluyen la
presencia de signos clinicos tales como retraso del crecimiento y adelgazamiento,
frecuentemente con disnea, presencia de lesiones histoldgicas caracteristicas en los tejidos
linfoides y deteccion de moderada a elevada cantidad de PCV2 en las lesiones en los tejidos

linfoides y otros tejidos de los cerdos afectados.

Esto no excluye la presencia concomitante de otras enfermedades o coinfecciones con
PCV2-SD/PMWS, las cuales juegan un importante papel en el desarrollo de PCVD, tanto a nivel
experimental como en infecciones naturales, teniendo un efecto potenciador. Diferentes
estudios realizados indican que el diagnostico y control de otros agentes infecciosos

encontrados en cerdos con PCVD disminuyen la gravedad del cuadro clinico-lesional.

En el presente trabajo se estudiaron las posibles causas del aumento de la tasa de
mortalidad en una granja de porcino, que afectaba a lechones de dos meses de edad. Los
principales signos clinicos observados fueron retraso en el crecimiento, adelgazamiento,
taquipnea, disnea y, en algunos casos, diarrea. Se analizaron un total de 25 animales,
realizando la necropsia reglada y toma muestras de diversos tejidos asi como de sangre para su
estudio histopatoldgico, histoquimico, inmunohistoquimico, molecular, microbiolégico vy

serologico.
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Resumen

Se utilizé la técnica de inmunohistoquimica para la deteccion de PCV2, PRRSV, ADV, Mh,
Pasteurella spp., M. haemoliticay P. multocida, y la técnica de PCR-ELISA para la determinar la
presencia de PCV2 y PRRSV. Mediante serologia se analizé la existencia de anticuerpos frente a
ADV, MR, PPV, PRRSV, App y Mh. Ademas, se determiné la presencia del CAR-bacillus mediante
la técnica histoquimica de Warthin-Starry (W-S).

Se evalud el grado de deplecién linfoide, el grado de infiltrado histiocitico y la cantidad
de antigeno de PCV2 en los linfonodos inguinales superficiales, iliacos, mediastinicos y
mesentéricos, tonsila y bazo para determinar el estadio de la infeccion y severidad de
PMWS/PCV2-SD en la que se encontraban los animales, aplicando una clasificacion basada en
modelos experimentales. Asi, 21 animales presentaron PCVD en alguna de sus fases
(subclinica, aguda, crénica o resolucién-convalecencia), mientras que los 4 animales restantes

tuvieron un cuadro no relacionado con PCV2.

Las principales lesiones observadas en el tejido linfoide fueron deplecion linfoide,
infiltrado histiocitico y, en menor medida, presencia de células gigantes multinucleadas y
cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos botrioides, basofilos, en macréfagos. El tejido linfoide
fue donde mas frecuentemente se detect6d antigeno de PCV2. También se detectd antigeno de

PCV2 en pulmon e intestino y, en menor proporcién, en higado y rifién.

En el pulmon, las principales lesiones observadas fueron bronconeumonia purulenta y
neumonia intersticial, detectandose PCV2, PRRSV y Mh de forma individual, siendo mas
frecuente la coinfeccion PCV2-PRRSV. También se detectd CAR-bacillus, principalmente en
trAquea, asi como otros tipos de bacterias, siendo Streptococcus suis tipo 1l la mas
frecuentemente aislada de forma general, mientras que la familia Pasteurellaceae fue la mas

detectada en pulmoén. Asi mismo se detectaron anticuerpos frente a Mh, PRRSV, ADV y APP.

Este estudio refleja las complejas interacciones existentes entre multiples y diversos
patégenos (principalmente PCV2, PRRSV vy diversas bacterias) en el desarrollo de un amplio
espectro de lesiones, no siendo posible determinar en infeccibn natural la contribucion
individual de cada agente en el cuadro general. En este caso, el PCV2 fue el agente etiolégico
mas frecuente y con mayor cantidad de antigeno presente en las lesiones, dando lugar a PCVD-
SD, en asociacion con otros virus, principalmente PRRSV, y bacterias, que han contribuido de

forma variable al desarrollo clinico de PCVD y al aumento de la mortalidad en la granja.
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Summary

The porcine circovirus type 2 (PCV 2), member of the Circoviridae family, is
considered the main causative agent of a group of multifactor diseases, referred as
"porcine circovirus diseases" (PCVD). Diseases such as the Postweaning Multysistemic
Wasting Syndrome (PMWS), also known as PCV-2 systemic disease (PCV2-SD), are
included in this large group. PCV2 is one of the major porcine pathogens worldwide,

causing enormous economical losses in the swine industry.

The main lesions observed in PCVD occur in lymphoid tissues, causing lymphoid
depletion and histiocytosis, suggesting an immunosuppressive status in the affected

animals.

The PCV2-SD/PMWS diagnostic criteria are well established and include the
presence of clinical signs such as stunting, decreased rate of weight gain, anorexia and
often dyspnea. Furthermore, characteristic histological lesions in lymphoid tissue and a

moderate to elevated PCV2 detection in tissues are taken as diagnostic.

This does not exclude the presence of concomitant pathogens or coinfection with
PCV2-SD/PMWS, which may play an important role and aggravate the in PCVD
evolution. Detection and control of other agents has proven to decrease severity of the

clinical symptoms.

This study aimed to evaluate the causes of an increased mortality rate in 2-month-
old piglets in a pig farm. The main observed clinical signs were stunting, anorexia,
tachypnea, dyspnea and occasionally, diarrhea. Twenty five animals were necropsied
and samples from various tissues and blood were collected for histopathological,

histochemical, immunohistochemical, molecular, microbiological and serological assays.

Immunohistochemistry was performed to detect PCV2, PRRSV, ADV, Mh,
Pasteurella spp., Mannheimia haemolytica and P. multocida. Furthermore, PCR-ELISA
was used to determine PCV2 and PRRSV and serology to identify antibodies against
ADV, MR, PPV, PRRSV, App and Mh. The presence of Cilia Associated respiratory
Bacillus (CAR-bacillus) was observed through the Warthin-Starry (W-S) histochemistry

technique.
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Summary

The extent and severity of lymphoid depletion, histiocytic infiltration and amount
of PCV2 antigen were evaluated in the superficial inguinal, iliac, mediastinal and
mesenteric lymph nodes, as well as tonsil and spleen, to determine the severity of
PMWS/PCV2-SD. Twenty one individuals presented some form of PCVD (subclinic,
acute, chronic, or resolution-convalescence), while the remaining 4 had a non-related
PCV2 disease.

The main lymphoid lesions observed were lymphoid depletion, histiocytic
infiltration and, less commonly, the presence of multinucleated giant cells and
basophilic botrioid, intracitoplasmatic inclusion bodies in macrophages. PCV2 antigen
was most frequently detected in lymphoid tissue although it was also observed in lung,

intestines and, more rarely, liver and kidney.

In the lung, the main lesions observed were purulent bronchopneumonia,
interstitial pneumonia, with a low PCV2, PRRSV and Mh as single infection, but being
PCV2-PRRSV coinfection more common. CAR-bacillus was mostly found in trachea, as
well as various bacteria, being generally Streptococcus type Il the most common, while
the Pasteurellaceae family was the most frequently detected in lung. Likewise,
antibodies against Mh, PRRSV, ADV and APP were identified.

This study shows the complex interactions between various pathogens (mainly
PCV2, PRRSV and multiple bacteria), and the wide range of lesions presented. In
natural infection this hinders the possibility to determine each agent”s contribution to
the general state. In this case, PCV2 was the most consistent and frequently detected
etiologic agent in the lesions, causing PCVD-SD. This agent, along with other virus,
mainly PRRSV, and bacteria have variably contributed in PCVD development and in a

higher mortality rate in the farm.
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Abreviaturas

um: micrometro.

ul.: microlitro

Ac: anticuerpo.

ADV: Aujeszky disease virus, virus de la enfermedad de Aujeszky.

AEC: 3-amino-9-etilcarbazol.

Ag: antigeno.

App: Actinobacillus pleuropneumoniae.

AV: aislamiento virico.

BALT: bronchus-associated lymphoid tissue, tejido linfoide asociado a bronquios.
BFDV: Beak and Feather Disease Virus, virus de la enfermedad del pico y las plumas.
CAR-bacillus: Cilia-Associated Respiratory Bacillus.

CAV: Chicken Anemia Virus, virus de la anemia del pollo.

CT: congenital tremor, temblor congénito.

DAB: diamobenzidina.

DC: dendritic cell, célula dendritica.

DO: densidad 6ptica

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Inmunoensayo ligado a enzima.
g: gramo

GALT: gut-associated lymphoid tissue, tejido linfoide asociado a intestino.

H-E: Hematoxilina-Eosina.

IF: inmunofluorescencia.

IFA: indirect immunofluorescence antibody assay, inmunofluorescencia indirecta.
IHQ: inmunohistoquimica.

IL: linfonodo iliaco.

IS: linfonodo inguinal superficial.

ISH: in situ hybridization, hibridacion in situ.

IPMA: indirect immunoperoxidase monolayer assay, ensayo de inmunoperoxidasa en
monocapa.

Kb: kilobase

kDa: kilodalton

Mh: Mycoplasma hyopneumoniae.

Min: minuto

MD: linfonodo mediastinico.

ml: mililitro.
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Abreviaturas

mg: miligramo

MR: Mal rojo.

MS: linfonodo mesentérico.

NIPC: natural interferon-producing cells, células productoras de interferon natural.
nm: nandmetro

©C: Grado centigrado.

ORF: open reading frame, marco de lectura abierta.

Pb: pares de bases.

PBMC: peripheral blood mononuclear cells, células mononucleares de la sangre
periférica.

PBS: fosfato buffer salino.

PCR: polymerasa chain reaction, reaccién de polimerasa en cadena

PCV: porcine circovirus, circovirus porcino.

PCV-1: porcine circovirus type 1, circovirus porcino tipo 1.

PCV2-ED: PCV2 enteric disease, enteritis por PCV2.

PCV2-LD: PCV2 lung disease, enfermedad respiratoria por PCV2.

PCV2-RD: PCV2 reproductive disease, fallo reproductivo por PCV2.

PCV2-SD: PCV2 systemic disease, enfermedad sistémica por PCV2.

PCV2-SI: PCV2 subclinical infection, infeccién subclinica por PCV2.

PCVD: porcine circovirus diseases, enfermedades por circovirus.

pH: menos logaritmo de la concentracion de protones.

PDNS: porcine dermatitis and nephropathy syndrome, sindrome de dermatitis y
nefropatia porcina.

PMWS: postweaning multisystemic wasting syndrome, sindrome multisistémico de
adelgazamiento postdestete.

PNP: proliferative and necrotizing pneumonia, neumonia proliferativa y necrotizante.
PO: peroxidasa.

PPV: porcine parvovirus, parvovirus porcino.

PRDC: porcine respiratory disease complex, complejo de enfermedad respiratoria
porcina.

PRRS: porcine reproductive and respiratory syndrome, sindrome respiratorio y
reproductor porcino.

PRRSV: porcine reproductive and respiratory syndrome virus, virus del sindrome

respiratorio y reproductor porcino.
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Abreviaturas

RFLP: restriction fraction length polymorphism, polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion.

rpm: revoluciones por minuto.

SBP: Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa.

SIV: swine influenza virus, virus de la influenza porcina.

SNC: Sistema nervioso central.

SPF: specific pathogen free, libre de patégenos especificos.

Spp: Especies.

TBE: Tris Borate EDTA

V: voltio.

W-S: Warthin Starry.
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