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ABREVIATURAS

ADV: Aujeszky disease virus, virus de la enfermedad de Aujeszky.
ATCC-CCL33: American Type Culture Collection-CCL 33, coleccion de
cultivo tipo americano CCL-33.

BFDV: beak and feather disease virus, virus de la enfermedad del pico y
de las plumas de las psitacidas.

CaCV: canary circovirus, circovirus del canario.

Cap: proteina estructural de la capside.

CAV: chicken anemia virus, virus de la anemia del pollo.

CD25: receptor para interleukina 2.

CD4: linfocitos T cooperadores.

CDS8: linfocitos T citotoxicos.

cm’: centimetros cubicos.

CoCV o PiCV: pigeon circovirus o columbid circovirus, circovirus de la
paloma.

CsCl: cloruro de Cesio.

DNA: desoxiribonuleic acid, acido desoxiribonucleico.

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, prueba de enzima-
Inmunoensayo.

g: gramos.

GCV: goose circovirus, circovirus del ganso.

GuCV: gull circovirus, circovirus de la gaviota.

HIS: hibridacion in situ.

ICTV: The International Committee on Taxonomy of Viruses, Comité
Internacional de Taxonomia de Virus.

IFI: inmunofluorescencia indirecta.

Ig: inmunoglobulina.

IH: inmunohistoquimica.

IBR-S2: Linea celular de rifion de cerdo del Instituto Biologico de Rio-
strain 2.

IPMA: immunoperoxidase monolayer assay, técnica de inmunoperoxidasa
en monocapa celular.

kb: kilobases.

kDa: kilodalton.

MHC I: Major Histocompatibility Complex class I, complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo .

MHC II: Major Histocompatibility Complex class II, complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo II.

nm: nanometros.

nt: nucleotidos.

ORF: open reading frames, fragmentos de lectura abierta.

PCR: polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa.



PCV: porcine circovirus, circovirus porcino.

PCV1: porcine circovirus type 1, circovirus porcino tipo 1.

PCV2: porcine circovirus type 2, circovirus porcino tipo 2.

PI: post-inoculacion.

PK-15: porcine kidney-15, linea celular de rifion de cerdo.

PMWS: postweaning multisystemic wasting syndrome, sindrome
(multisistemico) de adelgazamiento postdestete.

PNP: proliferative necrotizing pneumonia, neumonia proliferativa
necrotizante.

PPV: porcine parvovirus, parvovirus porcino.

PRRSV: porcine reproductive and respiratory syndrome virus, virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino.

PSI: cells persistently infected with an Spanish PCV2 isolate, linea celular
infectada persistentemente con un aislado Espaiiol de PCV2.

Rep: proteina de replicacion virica.

RFLP: restriction fragment length polymorphism, porlimorfismo de la
longitud de un fragmento de restriccion.

RNA: ribonucleic acid, acido ribonucleico.

RPS: reins porcine clon S, linea celular de rifion de cerdo, clon S.

S: coeficiente de sedimentacion.

SDNP: sindrome de dermatitis y nefropatia porcino.

SK: swine kidney cell line, linea celular de rifién de cerdo.

SPF: specific patogens free, libre de patdogenos especificos.

ST: swine testicle cell line, linea celular de testiculo de cerdo.

TLMV: TTV-like mini virus, minivirus parecido al TTV.

TTV: Transfusion-transmitted virus, virus transmitido por transfusiones.
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1.1. Reseiia historica del circovirus porcino (PCV)

El PCV fue descrito por primera vez hace veintiocho afilos como un
virus contaminante de la linea celular de rifién de cerdo PK-15 (ATCC-
CCL33) (Tischer et al, 1974). Esta linea celular se encontraba infectada por
dos virus distintos, uno similar a un Puomavirus que fue denominado
Picornavirus-like, y otro morfolégicamente parecido a un Papovavirus
(Papovavirus-like). El  Picornavirus-like se aislaba sistematicamente de los
subcultivos de todas las lineas PK-15 y siempre estaba presente en grandes
cantidades en cada pase de células que se realizaba. Al contrario, la cantidad de
Papovavirus-like disminufa en cada pase que se realizaba en la linea celular PK-
15; durante los primeros 40 pases se detectaba el virus, pero en los siguientes
pases se aislaba en muy baja cantidad o bien desaparecia. El origen de ambos
virus era desconocido, y ninguno de los dos producia efecto citopatico sobre
esta linea celular. El Picornavirus-like se definié inicialmente como un virus
RNA, con un didmetro de 17 nm, gradiente de densidad de 1,37g/cm’ en
Cloruro de Cesio (CsCl) y termoestable.

Estudios posteriores del Picornavirus-like revelaron que se trataba de un
pequeno virus DNA de cadena sencilla y circular, sin envoltura, icosaédrico y
con un didmetro de 17 nm (Tischer ¢ al, 1982). Estos investigadores
observaron que este virus no habia sido descrito previamente y fue
denominado circovirus porcino (PCV).

Posteriormente, se realizaron estudios epidemiolégicos y de
patogenicidad del PCV, demostrandose que los cerdos presentaban
anticuerpos circulantes frente a este virus sin presentar ningin tipo de
enfermedad. También se realizaron estudios serolégicos para detectar
anticuerpos frente a PCV en conejos, vacas y en la especie humana que
resultaron negativos, por lo que se sugirié que el agente era originario de los
cerdos y aparentemente no se habia traspasado la barrera inter-especie

(Tischer et al., 1982). Mas tarde, Tischer ez al, (1995) encontraron anticuerpos
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frente a PCV1 en suero de humanos, ratones y vacas utilizando una prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y una prueba de enzima-inmunoensayo
(ELISA). La prevalencia frente a PCV1 observada en estos estudios fue del
30,2%; 12 a 69% y 35%, en humanos, ratones y vacas respectivamente. Los
investigadores sugirieron que los anticuerpos encontrados en la especie
humana, ratones y vacas podian ser debidos a posibles virus especie-
especificos con epitopos antigénicos compartidos con PCV1.

Posteriormente se realizaron estudios de patogenicidad inoculando
PCV en cerdos miniatura (minipigs), observando que éstos seroconvertian
frente al virus entre las dos y cinco semanas post-inoculaciéon (PI). De estos
minipigs se aislo el PCV de la mucosa nasal en 4 de 6 cerdos entre las 3 y 6
semanas PI, y en 3 de 6 se logré aislar el virus a partir de muestras fecales a las
13 y 14 semanas PI (Tischer ez al., 1986). Por otro lado, estudios realizados en
cerdos de engorde y reproductores determinaron que la presencia de
anticuerpos frente a PCV en granjas porcinas era comun, aunque no se
observaba ninguna patologia asociada a este virus (Dulac y Afshar, 1989;
Tischer ez al., 1995).

En el ano 1997 el PCV fue asociado a una enfermedad que afectaba a
cerdos de transicibn conocida como sindrome multisistémico de
adelgazamiento postdestete (PMWS, en inglés postweaning multisystemic wasting
syndrome) (Clark, 1997). Esta enfermedad era ya conocida desde 1991 en
Canada, pero se consideraba de etiologia desconocida (Harding, 1996; Clark,
1997; Harding y Clark, 1997; Harding ez al, 1998). Los sintomas observados
eran pérdida de peso, palidez corporal, alteraciones respiratorias y, en algunos
casos, ictericia y diarrea. Las lesiones mas frecuentemente observadas eran
neumonia intersticial y linfadenopatia generalizada, especialmente en los
noédulos linfaticos inguinales superficiales. Otras lesiones que se observaban

con menor frecuencia eran hepatitis, nefritis y pancreatitis no supurativas

(Harding, 1996; Clark, 1997; Harding y Clark, 1997; Harding ez al., 1998;
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Rosell ez al, 1999, 2000a). En los tejidos lesionados se observaba
sistematicamente una gran cantidad de antigeno y acido nucleico de PCV
(Clark, 1997; Rosell ez al., 1999).

El PCV estaba clasificado por el Comité Internacional Taxondémico de
Virus (ICTV) en una nueva familia de virus, la familia Céreoviridae (Lukert et al.,
1995). Estudios posteriores de secuenciaciéon genémica demostraron que el
PCV presente en cerdos afectados con PMWS era diferente al PCV que
infectaba persistentemente la linea celular PK-15 (Hamel e7 a/, 1998; Meehan
et al., 1998). Por ello se sugiri6 la denominacion de PCV tipo 1 (PCV1) para el
circovirus de la linea celular PK-15, considerado apatégeno, y PCV tipo 2
(PCV2) para el circovirus asociado al PMWS (Allan e a/, 1998; Mechan ef 4L,
1998). Por ello, en adelante en esta tesis, se utilizara la nomenclatura PCV1 y

PCV?2 para designar los dos agentes viricos.

1.2. Clasificacion Taxonémica

Los circovirus porcinos (PCVs) pertenecen a la familia Circoviridae, la
cual esta dividida en dos géneros, Gyrovirus y Circovirus. El género Circovirus
contiene el PCV1, el PCV2, el virus de la enfermedad del pico y de las plumas
de las psitacidas (beak and feather disease virus, BFDV) (Bassami et al, 1998,;
Niagro et al, 1998; Bassami ez al, 2001), el circovirus de la paloma (pzgeon
cereovirus, PiCV 6 columbid circovirns, CoCV) (Woods ef al., 1993; Mankertz et al.,
2000b), el circovirus del ganso (goose circovirus, GCV) (Todd ez al, 2001), el
circovirus del canario (canary circovirns, CaCV) (Phenix et al, 2001) y el
circovirus de gaviotas (gull circovirus, GuCV) (Jestin et al, 2001a). Al género
Gyrovirus pertenece el virus de la anemia del pollo (chicken anemia virus, CAV)

(Todd ez al., 1990; Pringle, 1999).
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1.3.  Similitud con otros virus

Un virus circular con organizacion genémica similar al CAV (Miyata ef
al., 1999) ha sido aislado de pacientes humanos con hepatitis relacionadas con
el uso de hemoderivados (transfusion-transmitted virus, TTV) (Nishizawa ef al.,
1997). Este virus también se ha podido detectar en pacientes sanos, por lo que
su patogenicidad no ha sido aclarada (Cleavinger ez a/, 2000). Por otro lado,
se ha detectado la presencia de genoma de TTV en sangre de chimpancés
(Okamoto et al, 2001), pollos, vacas, cerdos y ovejas (Mushahwar, 2001).
Posteriormente, en 1999, se describié otro virus muy pequefio parecido al
TTV en la especie humana, que fue denominado minivirus TTV-like (TTV-
like mini virus, TLMV) (Takahashi ez a/, 2000), constituyéndose en un nuevo
miembro de la familia Circoviridae. Estudios preliminares sobre este virus
demostraron que, al igual que el TTV, la prevalencia del virus en sangre
(detectado por PCR) de individuos sanos era de alrededor de un 75% (Biagini
et al., 2001).

1.4.  Circovirus Porcinos (PCVs)

1.4.1. Caracteristicas fisico-quimicas de los PCVs

Los circovirus porcinos son virus sin envoltura, de tamafio pequefio (15
a 16 nm de didmetro) y morfologia icosaédrica (Tischer e al, 1982; Mankertz
et al., 2000a). Su genoma consiste en una cadena de DNA sencilla y circular de
un tamafio de 1,76 kb (Tischer e al, 1982), ligada covalentemente en sus
extremos. Estos virus tienen una longitud de cadena de 1759 a 1768
nucleétidos (nt) (Meehan e al, 1997, Hamel ez al., 1998; Fenaux ez al., 2000),
un peso molecular de 36 * 2,3 kDa, una densidad de flotacion en CsCl entre
1,33 y 1,37 g/cm’ y un coeficiente de sedimentacién de 528 (Tischer ef al,

1974). Datos referidos a PCV1 indican que se trata de un virus resistente a la
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inactivaciéon por cloroformo, al pH acido y termoestable a 70°C durante 15

minutos (Allan 7 al., 1994a).

1.4.2. Caracteristicas del genoma de los PCVs

Estudios de secuenciacion han determinado que el PCV1 contiene 1759
nt, y el PCV2 1767 - 1768 nt. El genoma de PCV2 tiene aproximadamente un
69% de similitud con el del PCV1, observandose que en la primera mitad de la
cadena, entre los nt 1 al 900 existe un 82% de similitud mientras que en la
segunda mitad de la cadena, de los nt 901 al 1768, existe un 62% de similitud
entre los dos virus (Hamel ¢ al, 1998; Mechan ez al, 1998; Morozov et al.,
1998). Estudios realizados con distintos aislados de PCV2 de Canada y USA
han observado un 95-99% de similitud en la secuencia de nucle6tidos (Fenaux
et al., 2000). En otro estudio de aislados de PCV2 de Europa se observé una
similitud del 95 al 96% de su genoma (Mankertz ez al., 2000a). Aparentemente,
las variaciones detectadas en el genoma de los distintos aislados de PCV2
parecen asociarse con el origen geografico de los aislados (Fenaux e a/., 2000).

El genoma de los circovirus porcinos se caracteriza por tener una
region que codifica proteinas (fragmentos de lectura abierta: open reading frames,
ORFs), y una regiéon que contiene secuencias de nucleétidos que no codifica
proteinas pero que puede regular la transcripcion y la replicacion del virus
(Hamel ez al., 1998). Se han descrito hasta 11 ORFs potenciales en el genoma
de PCV2. La forma replicativa del PCV2 contiene varios ORFs con el
potencial para codificar proteinas mayores de 5 kDa. Los dos principales
serfan el ORF1, que codifica una proteina de 35,7 kDa involucrada en la
replicacion virica (Rep protein), vy el ORF2 que codifica para la principal
proteina estructural de la capside (Cap protein) de 27,8 kDa (Mankertz e al.,
2000, Mankertz y Hillenbrand, 2001). La similitud entre las secuencias de los
ORFs de diferentes aislados de PCV2 analizados fue aproximadamente del

90% (Fenaux ¢f al, 2000).
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Se ha observado que el ORF1 de PCV1 y PCV2 presenta una similitud
nucleotidica relativamente elevada de sus secuencias, siendo ésta de entre un
83 a 86% (Morozov et al, 1998). Esta similitud en la estructura de la proteina
Rep (producto del ORF1) podria ser la causa de la reactividad serolégica
cruzada que existe entre los dos PCVs (Progranichny ez al, 1999; Mahé ez al,
2000). Por otro lado, la similitud nucleotidica entre las secuencias de ORF2
entre PCV1 y PCV2 es de 65 a 67%, por lo que el ORF2 6 su proteina podria
ser util en la elaboracién de pruebas de diagnoéstico para diferenciar los dos
virus (Liu et al, 2000a,b; Mahé ez al., 2000; Liu ez al., 2001; Nawagitgul e al.,
2002). Las diferencias entre los genomas de PCV1 y PCV2 serfan,
aparentemente, la causa de la diferencia en virulencia entre PCV1 y PCV2

(Hamel e# al., 1998).

1.5.  Circovirus porcino tipo 1 (PCV1)

1.5.1. Epidemiologia del PCV1

1.5.1.1. Distribuciéon geografica del PCV1

Estudios serolégicos realizados por Tischer ef al, (1986), con técnicas
que no discriminaban entre anticuerpos frente a PCV1 y PCV2, mostraron un
77 a 95% de seroprevalencia frente a PCV1 en cerdos sacrificados en un
matadero en Betlin y, posteriormente, se obtuvieron resultados similares al
evaluar rebafios porcinos de otras regiones de Alemania, por lo que se
concluy6 que el PCV1 era un virus ubicuo (Tischer ef a/, 1995). Estos datos
fueron similares a los obtenidos en Estados Unidos de América (Suh e a/,
1998), Canada (Dulac y Afshar, 1989) y en el Reino Unido (Edwards y Sands,
1994), donde se obtuvieron seroprevalencias de PCV1 del 51, 55 y 86%,
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respectivamente, también utilizando técnicas que no discriminaban entre

PCV1y PCV2.

1.5.1.2. Transmision del PCV1

No existe informacién sobre la via de transmision natural de PCV1 en
los cerdos. Se ha demostrado por medio de infecciones experimentales
realizadas en cerdos que este virus se excreta a través de secreciones nasales y
heces aproximadamente hasta 2 semanas PI (Tischer e# a/., 1986). También se
ha sugerido la posible transmision vertical del virus ya que el PCV1 ha sido
aislado de lechones neonatos procedentes de madres que habfan sufrido

problemas reproductivos (Allan e# al., 1995).

1.5.2. Inmunidad y PCV1

1.5.2.1. Inmunidad humoral frente a PCV1

La seropositividad frente a PCV1 debida a los anticuerpos calostrales se
mantiene aproximadamente hasta las 9 semanas de vida, y posteriormente
éstos no se detectan hasta mas o menos las 13 semanas de vida, indicando que
existe una infeccion virica de forma natural entre las 9 y 13 semanas de vida
(Tischer ez al., 1995; Allan, 1996). Sin embargo estos estudios se realizaron con
técnicas serologicas que no discriminaban entre anticuerpos frente a PCV1 y
PCV2.

Por otro lado, estudios experimentales demostraron que winipigs
inoculados con PCV1 a los nueve meses de edad desarrollaban anticuerpos
frente al virus a una semana PI, detectados mediante IFI. Los titulos
serologicos se incrementaban rapidamente entre la tercera y quinta semana PI,

y luego disminuian pero eran detectables hasta las 39 - 47 semanas PI (Tischer

et al., 1980).
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1.5.2.2. Efecto del PCV1 sobre las células del sistema inmune

Se ha demostrado que el PCV1 es capaz de infectar in vitro a células
mononucleares de cerdo, cordero, bovino y mono mientras que no se han
logrado infectar células de aves. La replicacion del virus fue demostrada por la
presencia de antigeno viral en el nucleo de las células infectadas por medio de
una IFI (Allan ez 4/, 1994b). Las células porcinas de la linea
monocito/macréfago que presentaron mayor cantidad de células positivas a
IFI se localizaban en el pulmén y médula 6sea, y en menor proporciéon en
sangre periférica, timo y nédulos linfaticos. Los linfocitos, aparentemente, no
se infectaban con PCV1 (Allan e al., 1994b).

La infeccion con PCV1 produce alteraciones en algunas funciones
inmunolégicas de los macréfagos. Se ha descrito que los macréfagos
infectados con PCV1 incrementaron la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo I (MHC-I) a los 4 dias PI, aunque esta diferencia no
fue significativa respecto al grupo control. No obstante, a los 8 dfas PI se
observé disminucién en el numero de células que expresaban MHC-II
(McNeilly ez al, 1996). Aunque se sabe que el PCV1 causa una infeccion
asintomatica en los cerdos, es posible que la disminucién en el nimero de
células que expresan MHC-II pudiera implicar diferencias en la capacidad de
reconocer y destruir las células infectadas por el mismo virus, por lo que

podria interferir en la respuesta inmune humoral 6 celular (Tischer ¢ al, 1980;

McNeilly ez al., 1996).

1.6.  Circovirus porcino tipo 2 (PCV2)

1.6.1. Epidemiologia del PCV2
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1.6.1.1. Distribucién geografica del PCV2

Se han detectado anticuerpos frente a PCV2 en cerdos de Bélgica,
Reino Unido, Irlanda del Norte, Canada, Estados Unidos de América, Italia y
Francia, (Ellis ef al., 1998; Magar ef al., 2000; Mesu e al, 2000; Walker ez al.,
2000; Blanchard ez al, 2001; Martelli et al., 2001; Sanchez ef al., 2001). Debido
a la detecciéon de anticuerpos frente a PCV2 en todos los paises donde se han
buscado, se asume que este virus presenta una distribucion mundial.

Estudios realizados en Francia han descrito una alta seroprevalencia
frente a PCV2 en cerdas y cerdos adultos de todas las granjas evaluadas. Sin
embargo, un 93% de los lechones de 11 a 17 semanas de vida tenfan
anticuerpos frente a PCV2 en granjas con PMWS, mientras que solo un 54%

de lechones eran postitivos en granjas sin sintomas clinicos de la enfermedad

(Blanchard ez al., 2001).

1.6.1.2. Transmisién del PCV2

Se considera que la via aerdgena es la ruta mas probable de transmision
natural de PCV2 entre cerdos. En estudios experimentales se ha detectado
PCV2 en heces entre 4 y 24 dias PI (Charreyre e al, 2000; Resendes 7 al.,
2001a). Por otro lado, en lechones infectados de forma natural y/o
experimental se ha detectado la presencia de PCV2 en heces, orina, saliva y
secreciones oculares, por lo que es probable que éstas puedan ser también vias
de excrecion del virus (Krakowka e a/, 2000; Calsamiglia e# /., 2001; Resendes
et al., 2001a; Sibila ez al., 2001D).

Experimentalmente se ha detectado la excrecion de PCV2 en semen de
verracos previamente inoculados con PCV2. No obstante, se desconoce st las
cantidades de PCV2 presentes en semen pueden realmente producir la

infeccién de las cerdas, ya sea por monta natural o por inseminacion artificial

(Larochelle e# al., 2000).

11
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Las inoculaciones experimentales de PCV2 a cerdas SPF durante la
prefiez han inducido hipertermia, anorexia y dermatitis, observandose también
patologias reproductivas incluyendo lechones nacidos muertos y momias
(Cariolet ef al., 2001a). En otro estudio se inocularon cerdas con PCV2 en el
momento de la inseminacion; en este caso el virus se replicé en algunos fetos
en la segunda fase de la gestacion (después de las 8 semanas), o antes del
parto, pudiendo estar unos fetos infectados y otros no (Cariolet ez al., 2001b).
Resultados similares fueron observados en otro estudio donde el PCV2 era
inoculado en dos fetos de cada una de las cerdas del experimento (dias 57, 75
y 92 de gestacion), detectandose que el virus se reproducia en los tejidos del

feto inoculado, pero aparentemente era incapaz de transmitirse de un feto a

otro (Sanchez ef al., 2001).

1.6.2. Inmunidad y PCV2

1.6.2.1. Inmunidad humoral frente a PCV2

La dinamica de anticuerpos frente a PCV2 se comporta de forma
similar a la observada frente a PCV1 en cerdos infectados de forma natural,
observandose que los anticuerpos calostrales frente a PCV2 pueden durar
entre las 6 y las 12 semanas de edad. Asimismo la seroconversion frente a
PCV2 suele ocurrir entre la semana 8 y 14 de edad (Harding ez a/, 1998;
Blanchard ez a/., 2001 ).

Estudios experimentales han demostrado que la seroconversion frente a
PCV2 ocurre entre los 7 y 14 dias PI. Estos anticuerpos frente a PCV2 se
pueden mantener elevados un tiempo relativamente largo, que puede llegar al

menos hasta los 69 dias PI (Resendes ¢7 /., 2001b).

1.6.2.2. Efecto del PCV2 sobre las células del sistema inmune
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El PCV2 se localiza principalmente en las células de la linea
monocito/macréfago, asi como en otras células presentadoras de antigeno,
tales como las células dendriticas foliculares (Clark, 1997; Rosell ez a/, 1999;
Kennedy ez a4/, 2000). Algunos autores han observado, aunque de forma
ocasional, la infeccién de linfocitos por PCV2 (Rosell ¢ al., 1999; Shibahara ez
al., 2000). Por otra parte, se ha sugerido que la depleciéon de los 6rganos
linfoides que se observa en los casos de PMWS podria ser causada por la
apoptosis de las células B (Shibahara e 4/, 2000). También se ha observado
disminucioén de células T en los érganos afectados, asi como un incremento de
las células de la linea monocito/macrofago y de la expresion de MHC-II
(Chianint e# al., 2000).

En sangre periférica, las alteraciones son similares a las detectadas en
los organos linfoides, donde se observa una disminuciéon de linfocitos T
(especialmente linfocitos CD4" y CD8") y linfocitos B, asi como un aumento
de los monocitos circulantes (Segalés ¢z al., 2001; Darwich ez al., 2002).

Estos hallazgos sugieren que la capacidad de respuesta inmune de los
cerdos infectados por PCV2 y afectados clinicamente por PMWS esta alterada

(Domingo et al., 2001; Segalés e# al., 2001).

1.6.3. Patogenicidad del PCV2

El PCV2 es considerado el causante del PMWS (Albina ez 4/, 2001;
Bolin ez al,, 2001; Harms ez al, 2001). No obstante, el PCV2 también ha sido
asociado a otras patologias como son el sindrome de dermatitis y nefropatia
porcina (SDNP) (Rosell ¢z al, 2000b), alteraciones reproductivas (West e7 al.,
1999; Ohlinger ez al., 2000), neumonia proliferativa necrotizante (PNP) (Pesch

et al., 2000) y tremor congénito tipo A2 (Stevenson e al., 2001).

1.7.  Sindrome de adelgazamiento postdestete (PMWS)

13
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1.7.1. Epidemiologia del PMWS

1.7.1.1. Distribucion geografica del PMWS

La enfermedad se encuentra distribuida mundialmente siendo
habitualmente descrita en cerdos de transicion y engorde (Harding, 1996).

Desde la primera descripcion del PMWS en rebafios porcinos de
Canada (Harding, 1996), la enfermedad también se ha descrito en Espafia
(Segalés et al., 1997), Francia (Le Cann ef al, 1997), Reino Unido (Kennedy e#
al., 1998), Irlanda (Spillane ez a/, 1998), Italia (Marcato e al., 1999), Dinamarca
(Allan ez al, 1999b), Japon (Onuki et al, 1999), Corea (Choi y Chae, 1999),
Holanda (Wellenberg ez al, 2000), Alemania (Pesch e afl, 2000), Grecia
(Kyriakis ez al, 2000), Hungria (Kiss ez al, 2000), Lituania (Ohlinger ef al,
2000), Republica Checa (Celer y Crasova, 2001), Suiza (Borel ez al, 2001),
México (Trujano ef al., 2001), Taiwan (Chen ef al, 2000), Austria (Schmoll ez
al., 2001), Argentina (Serradell ez a/., 2002) y Filipinas (Llopart ez al., 2002). Por
otro lado, estudios retrospectivos han mostrado que la infeccién por PCV2
asociada a PMWS ya existia en Espafia desde 1986 (Rosell e# 4/, 2000c) y en
Japon desde 1989 (Mot ez al., 2000).

1.7.1.2. Comportamiento del PMWS en las granjas porcinas

El PMWS se describié inicialmente en granjas de alta sanidad en
Canada (Ellis ez al, 1998), pero la enfermedad también se ha observado en
explotaciones con manejos productivos diversos, afectando de forma muy
similar a explotaciones pequefas y grandes (Ellis ef a/, 1998; Harding ez al,
1998).

Esta enfermedad se inicia unas 2 a 3 semanas después del destete,
especialmente en cerdos de entre 8 y 13 semanas de edad (Harding y Clark,

1997; Madec et al., 2000). La morbilidad varia entre el 5 y el 10%, pudiendo
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alcanzar hasta mas del 50% (Clark y Harding, 1998). La mortalidad es variable
y suele oscilar entre el 4 y el 20%, aunque esporadicamente puede alcanzar
hasta el 60% (Clark y Harding, 1998; Segalés e a/, 2000b). E1 PMWS se ha
descrito con mayor frecuencia en lechones machos castrados, asi como en
lechones de menor peso al destete o al cambio de transicion a engorde
(Corrégé et al, 2001). La gravedad del PMWS parece estar estrechamente
relacionada con problemas de manejo tales como la introducciéon de animales
de diferentes origenes en un mismo rebafo, la alta densidad de cerdos por
corral y problemas de ventilacion (Hamel ez a/, 2000).

La seroprevalencia frente a PCV2 dentro de las granjas oscila entre el
15 y 100% independientemente de la existencia de PMWS. Se observa que los
cerdos de engorde, las cerdas y verracos presentan una prevalencia
practicamente del 100%, mientras que los cerdos con edades de entre 6 y 12

semanas de vida presentan una seroprevalencia mas baja (Allan y Ellis, 2000).

1.7.2. Sintomatologia clinica

Los signos clinicos que se observan con mayor frecuencia en cerdos
afectados con PMWS son adelgazamiento, disnea, aumento en el tamafio de
los nédulos linfaticos inguinales superficiales y, aunque con menor frecuencia,
también se puede observar palidez, diarrea e ictericia (Clark y Harding, 1998;
Harms e al., 2001). La palidez corporal se ha asociado a la presencia de ulcera
gastrica en la pars oesophagica, presentando los animales afectados una anemia

microcitica e hipocrémica (Segalés ez al., 2000a).

1.7.3. Lesiones macroscopicas
Las lesiones observadas con mayor frecuencia se encuentran en

noédulos linfaticos y pulmon, aunque también se observan en higado, rifién y

estomago (Clark 1997; Clark y Harding, 1998; Rosell ¢z a/., 1999, 2000a).
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Los nédulos linfaticos pueden presentar un aumento de tamafio y color
blanquecino (Rosell ef a/, 1999).

Las lesiones observadas en pulmén incluyen ausencia de colapso
pulmonar con un marcado patrén lobulillar y/o zonas de consolidacion
pulmonar en los lébulos medio y craneal, atribuidas a infecciones bacterianas
concomitantes (Rosell ¢# al., 1999).

En el higado se pueden observar areas de decoloracion del parénquima
con presencia de un prominente tejido conjuntivo interlobular (Rosell ez a/,
20002). En el rifién se pueden detectar multiples focos blanquecinos de
diametro variable en la corteza renal (Rosell ez a/, 1999). En el estobmago es
frecuente encontrar ulcera en la pars oesophagica (Clark y Harding, 1998; Rosell
et al, 1999), aunque este hallazgo no se asocia propiamente a la infeccién por

PCV2 sino a efectos colaterales del estado de la enfermedad.

1.7.4 Lesiones microscopicas

Las principales lesiones histologicas del PMWS se observan en los
6rganos linfoides. Estas lesiones se caracterizan por deplecion linfocitaria,
infiltracién de células histiociticas, células gigantes multinucleadas (Rosell e a/,
1999) y necrosis litica multifocal (Segalés ef al, 2000c). En cierta proporcion
de animales se observa la presencia de cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos en histiocitos (Clark, 1997, Rosell ¢f al., 1999). Ademas,
en estos Organos se suele detectar gran cantidad de acido nucleico y antigeno
de PCV2 (Rosell ¢7 al., 1999).

Los pulmones pueden presentar un grado variable de neumonia
intersticial, con infiltrado granulomatoso y/o linfohistiocitario. También se ha
observado bronconeumonia catarral purulenta, en una moderada a elevada
proporciéon de animales, asociada a infecciones bacterianas concomitantes

(Segalés et al., 1997; Rosell ez al., 1999). También puede observarse necrosis del
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epitelio de las vias aéreas que puede progresar hasta una bronquitis fibrosa
obliterante (Clark, 1997).

Hasta un 75% de los cerdos afectados de PMWS presentan lesiones de
higado, caracterizadas por una hepatitis periportal linfoplasmohistiocitaria. En
los casos mas graves, aparecen hepatocitos en apoptosis y un grado variable
de desorganizacion de los cordones hepaticos. De forma esporadica, y en
aquellos cerdos con ictericia, se puede encontrar una masiva pérdida de
hepatocitos, infiltracion inflamatoria difusa y fibrosis perilobulillar (Rosell ez
al., 2000a).

En un 50 a 75% de cerdos afectados con PMWS se ha observado

nefritis intersticial multifocal leve a moderada (Clark, 1997; Rosell e# al., 1999).

1.7.5. Diagnéstico del PMWS

El diagnoéstico del PMWS se basa en tres criterios que incluyen:
sintomatologfa clinica compatible con la enfermedad, lesiones microscopicas
caracteristicas en los 6rganos linfoides y deteccion de PCV2 en los tejidos que
presentan lesiones (Clark y Harding, 1998; Sorden, 2000; Quintana et 4L,
2001).

1.7.5.1. Deteccion de PCV2

1.7.5.1.1. Inmunohistoquimica (IH)

La IH es una técnica utilizada para detectar antigeno de PCV2 en
tejidos fijados en formol e incluidos en parafina (Rosell ez a/, 1999; Segalés ef
al., 1999; Allan y Ellis, 2000). Algunos estudios han comparado diferentes
métodos para la detecciéon de PCV2, concluyendo que la IH es una prueba de
alta sensibilidad, especifica, econémica, rapida y sencilla (Alborali ez a/, 2001).

Actualmente se disponen de anticuerpos monoclonales y policlonales frente a
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PCV2 que hacen de ésta una técnica de gran utilidad en estudios de patogenia

del PMWS (McNeilly ez af., 1999).

1.7.5.1.2.  Hibridacion in situ (HIS)

La detecciéon de acido nucleico de PCV2 mediante HIS se realiza sobre
secciones de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina. L.a HIS permite
detectar la ubicacién de acido nucleico dentro de la célula y su distribucion en
los tejidos, asi como correlacionar las lesiones microscopicas observadas con
la presencia de PCV2 (Rosell ¢# al., 2000b; Morvan ez al., 2001). Para ello se
utiliza una secuencia de DNA complementaria a la secuencia del genoma de
PCV2 (Rosell ¢t al, 1999; Choi y Chae, 1999). La HIS para la deteccion de
PCV2 tiene una sensibilidad similar a la IH (Segalés ez a/, 1999). Se han
utilizado sondas de hibridacién para la deteccion de PCV1 y PCV2 (sondas
PCV-especificas) (Allan ez al., 1998; Choi y Chae, 1999; Rosell ¢f al., 1999), y
otras sondas especificas para PCV2 (Rosell ¢ a/., 2000a; Morvan e al., 2001).

1.7.5.1.3. IFI

Esta técnica permite la deteccién de antigeno de PCV2 en cultivos
celulares mediante el uso de anticuerpos policlonales 6 monoclonales (Allan ez
al, 1999). La IFI también ha sido realizada sobre secciones de tejidos
congelados usando anticuerpos monoclonales frente a PCV2 (Alborali e 4/,
2001; McNeilly ez al, 2001). La IFI es una técnica altamente especifica,

sensible, econémica y sencilla (Alborali ez a/, 2001).

1.7.5.1.4. PCR
Mediante la técnica de PCR es posible detectar acido nucleico de PCV2

a partir de muestras de tejidos y secreciones organicas (Hamel ef a/, 2000,
Quintana ez a/, 2000; Calsamiglia ¢z al, 2001b). La técnica de PCR también

tiene la ventaja de ser altamente sensible y especifica, pero ademas de poder
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detectar el genoma, también es posible cuantificatlo (Liu e# a/, 2000a; Rovira ez
al., 2002). Los genomas detectados por medio de la PCR también pueden ser
secuenciados y, mediante la utilizaciéon de la técnica de polimorfismo de la
longitud de un fragmento de restriccion (RFLP), es posible la caracterizaciéon y
clasificaciéon de cada PCV estudiado (Morozov ¢f al., 1998; Onuki ez al., 1999;
Fenaux ¢# al., 2000; Hamel e# a/., 2000; Mankertz e al., 2000a).

1.7.5.1.5.  Aislamiento virico

La linea celular PK-15 es usualmente la mas utilizada para el aislamiento
de PCV2, aunque también es posible su replicacion en otras lineas de origen
porcino como son las diversas lineas celulares de rifién de cerdo (RPS, SK o
IBR-S2), células de testiculo de cerdo (ST) y linea celular Vero (células de
rifién de mono) (Tischer ¢t al., 1982; Edwards y Sands, 1994). El tratamiento
de las células infectadas con glucosamina es importante para lograr una
adecuada replicaciéon del virus (Tischer ez al, 1987). Al no producir efecto
citopatico sobre las células, la deteccion del virus en las células infectadas se

realiza por IFI, IH 6 PCR.

1.7.5.1.6.  Microscopia electronica

Es una técnica de uso ocasional en el diagnéstico de PCV2 debido a
que solo permite evidenciar la presencia de particulas viricas compatibles
morfolégicamente con PCV2 mediante tincion negativa (Mankertz ef al.,
2000a), identificandose como PCV2 mediante el uso de inmunotincién.
Tambien se puede observar su localizacion ultraestructural especifica en las
células, principalmente en el citoplasma de los macréfagos, como particulas
con un diametro de 15 a 16 nm, electrodensas, de forma redondeada a ovoide
con margenes irregulares (Ellis e a/., 1998; Kiupel ¢ al, 1998; Mankertz ef al.,
20004a).
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1.7.5.2. Deteccion de anticuerpos frente a PCV2

La deteccion de anticuerpos frente a PCV2 se puede realizar mediante
diferentes técnicas como son la técnica de inmunoperoxidasa en monocapa de
células APMA, mmunoperoxidase monolayer assay), IF1 y ELISA. Actualmente se
dispone de diversos ELISAs que permiten la deteccion de anticuerpos frente a
PCV2 mediante el uso de diferentes sustratos especificos frente a PCV2. Se
utilizan proteinas de la capside del virus (producto del ORF2), un cultivo
celular con PCV2 y un anticuerpo monoclonal especifico que actia como
agente reactivo competitivo (Balasch ef a/, 1999; Cottrell ez al, 1999; Mesu ef

al., 2000; Walker e# al., 2000; McNair e# al., 2001; Nawagitgul e7 al., 2002).

1.7.6.  Tratamiento y control

Actualmente no existen vacunas ni tratamientos especificos frente al
PMWS. Estudios epidemiolégicos han sugerido que la presion de infeccion es
determinante en la aparicién del PMWS (Madec ¢# a/., 2000; Royer e# al., 2001).
Estudios realizados por diferentes autores (Harding y Clark, 1997; Madec e#
al., 2000) han concluido que las medidas zootécnicas son importantes para el
control del PMWS y minimizan el impacto del PMWS en las granjas afectadas

(Guilmoto y Wessel-Robert, 2000). Estas medidas sugeridas son:
e medidas de higiene adecuadas,
e cvitar la mezcla de animales de diferentes grupos,
e separar los animales enfermos de los sanos,
e controlar la presencia de otras enfermedades,
e ventilacion adecuada,
e reducir la densidad de animales por grupo,
e sistema “todo dentro-todo fuera”,

e controlar el flujo de personal dentro de las granjas.
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La realizacion de estudios 7z vitro para evaluar la sensibilidad de PCV2 a
la inactivacion por desinfectantes, demuestra que el virus es resistente al
etanol, productos yodados, formaldehido y compuestos de clorhexidina.
Asimismo, se observé que el PCV2 es sensible a los compuestos fenolicos,
amonio cuaternario, hidréxido de sodio, hipoclorito de sodio y un compuesto
de peroximonosulfato y cloruro de sodio (Royer ¢# al, 2001). La reduccién de
la carga virica en el ambiente podria reducir o eliminar la transmision del virus
entre grupos de animales, por lo que los protocolos de desinfeccién junto con
las medidas de manejo previamente comentadas, podrian ser utiles para la

prevencion y control del PMWS (Royer ez al., 2001).
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Objetivos

Los conocimientos sobre PCV1, PCV2 y el PMWS en 1998, ano de
inicio de la presente tesis, eran escasos. Apenas dos afios antes, en 1996, se
describié por primera vez el PMWS en Canada, y en 1997 se empezaba a
diagnosticar esta enfermedad en otros pafses como USA, Francia y Espana,
demostrandose la presencia de antigeno ¢ 4acido nucleico de PCV en las
lesiones de los animales con PMWS (Daft, 1996; Clark, 1997; Segalés ez al.,
1997). Un afio después, en 1998, se logrd caracterizar el virus, demostrando
que el PCV encontrado en los animales afectados de PMWS era diferente al
PCV contaminante de la linea celular PK-15, el cual se denominaria
posteriormente PCV1 (Allan ez al, 1999). Estos resultados llevaron a la
conclusion que el PCV asociado a PMWS, que fue denominado PCV2 (Allan
et al, 1999), era el causante del sindrome.

Al inicio de ésta tesis se carecia de técnicas serologicas que permitieran
diferenciar anticuerpos frente a PCV1 y frente a PCV2, lo que representaba
una importante barrera para poder determinar la prevalencia serolégica en un
pais como Espafia, donde el PMWS se habia diagnosticado en el afio 1997 y
donde potencialmente, la enfermedad podria haber existido con anterioridad.

Por otro lado, existian evidencias de que el PCV2 estaba asociado a
cerdos que presentaban el PMWS, pero se desconocia como el virus circulaba
dentro de una explotacién porcina que presentaba animales con PMWS.

Partiendo de estos antecedentes se pretendié alcanzar los siguientes

objetivos especificos:
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e Estudiar la respuesta seroldgica frente a PCV1 y PCV2 en sueros de

cerdos con y sin PMWS.

e Realizar un estudio retrospectivo para detectar: (1) anticuerpos frente a
PCV2, (2) lesiones compatibles con PMWS en tejidos positivos a PCV2
y (3) acido nucleico de PCV2 en tejidos porcinos con y sin lesiones de
PMWS con anterioridad a 1997, ano de la primera descripciéon de

PMWS en Espafa.

e Conocer la dinamica de la infecciéon por PCV2 en cerdos de una granja

con un brote clinico de PMWS.
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Summary

A retrospective survey was performed to detect lesions of PMWS and nucleic
acid of porcine circovirus type 2 (PCV2) in archived formalin-fixed, paraffin
embedded tissues and antibodies to this virus in sera of pigs from the Spanish
livestock between the years 1985 and 1997. Presence of PCV2 nucleic acid was
detected by an in situ hybridisation (ISH) technique on tissues corresponding to 189
pigs. PCV2 antibodies were determined by an immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA) on 388 porcine serum corresponding to 265 of one to 5-month-old pigs and
123 sows, from 72 different unrelated farms. PCV2 nucleic acid was detected in
tissues from 78 out of 189 (41.3%) examined pigs. Variable amount of viral genome
was detected in association with slight to severe microscopic lymphoid lesions
consisting of lymphocyte depletion and histiocytic infiltration. The first positive case
of PMWS with typical lesions and ISH positive corresponded to a pig necropsied in
1986. PCV2 antibodies were detected in sera from 65 out of 72 (90.3%) farms. Two
hundred and eighty two out of 388 (72.7%) sera were positive by IPMA,
corresponding to 189 out of 265 (71.3%) 1 to 5-month old pigs and 93 out of 123
(75.6%) sows. Serological and pathological data of the present study indicate that
PCV2 was a enzootic infection in Spain since 1985, suggesting that the introduction
of this virus in the livestock occurred previously. Therefore, the emergence or the
highest prevalence of PMWS after 1997 in Spain is apparently due to other factors

rather than the introduction of a new virus in the swine population.
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Introduction

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is a single-stranded circular DNA virus of
pigs, which causes postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) (Allan et
al.,, 1999; Bolin et al., 2001; Harms et al., 2001). PMWS has been diagnosed in
several countries from Europe, North America and Southeast Asia (Allan and Ellis,
2000). The disease was initially detected in 1991 in Canada (Harding, 1997), while
the presence of this disease in Europe was firstly noticed in France (Brittany) in 1996
(Le Cann et al., 1997). The first PMWS cases in Spain were described in 1997
(Segalés et al., 1997); nowadays, the disease is widespread throughout the whole
Spanish territory.

PMWS affects weaned piglets with ages from five to twelve weeks of age,
and is clinically characterised by progressive loss of weight, dyspnoea, coetaneous
pallor and occasionally jaundice. Typical PMWS gross lesions include enlargement
of lymph nodes, tan-mottled, non-collapsed lungs, multiple white foci in the kidney
surface, and atrophy or enlargement of the liver (Rosell et al., 1999; Rosell et al.,
2000a). Microscopic lesions characteristic of PMWS are seen in lymphoid tissues,
including lymphocellular depletion (in both lymphoid follicles and parafollicular
areas) together with infiltration by large histiocytic cells and multinucleate giant cells
(Clark, 1997; Rosell et al., 1999). The observation of multiple amphophilic to
basophilic botryoid intracytoplasmic inclusion bodies in histiocytes allows the
establishment of a definitive diagnosis of PMWS. Also, granulomatous inflammatory
infiltrates in a wide range of tissues can be observed in severely diseased pigs.
Microscopic lesions are strongly associated to the presence of PCV2 antigen and/or

nucleic acid within the cytoplasm and/or nuclei of monocyte/macrophage lineage
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cells, dendritic follicular cells, hepatocytes and, in a lower degree, of epithelial and
endothelial cells (Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Rosell et al., 2000a).

Several tests are useful to detect retrospectively the presence of PCV2 in the
pig population. Firstly, serologic studies in archived sera may give clues about the
time of introduction of the virus in the swine population. Secondly, a virus isolation
or other viral detection techniques such as polymerase chain reaction (PCR) from
these archived sera or frozen tissues would allow to detect and characterise the virus.
Finally, techniques to detect PCV2 in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues,
such as immunohistochemistry (IHC) and/or in situ hybridisation (ISH), can be
applied to archived paraffin blocks. The later techniques have the advantage to detect
virus and simultaneously identify the currently well-known microscopic lymphoid
lesions characteristic of PMWS.

The purpose of the present study was to perform a retrospective study to
detect evidence of PCV2 nucleic acid concurrent with characteristic PMWS
microscopic lesions in archived formalin-fixed, paraffin-embedded tissues and PCV2

antibodies in sera of pigs from the Spanish livestock between years 1985 and 1997.

Materials and methods
Histopathology
Formalin-fixed, paraffin-embedded tissues corresponding to 189 pigs were
included in this study; 121 out of these 189 pigs have been preliminary evaluated
(Rosell et al., 2000). All samples were submitted as necropsies or formalin-fixed
tissues to the Pathology Department of the Veterinary School of Barcelona between
1986 and 1997 (prior to the first diagnosed case of PMWS in May 1997). The

number of studied cases per year is summarised in Table 1. Case selection criteria
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included the age of the pigs (1 to 4-month-old animals, age in which PMWS is
usually described) and the availability of, at least, lymphoid and/or lung tissues.
Paraffin-embedded tissue blocks were sectioned at 4um and stained with
haematoxylin and eosin (HE). Histopathologic examination was performed, the
lymphoid organs were assessed for depletion of lymphoid cells, infiltration by
histiocytic cells, presence of multinucleated cells (syncytia) and intracytoplasmic

inclusions. The other tissues were also evaluated for lesions.

In situ hybridisation (ISH) for the detection of PCV2
An in situ hybridisation (ISH) technique was carried out on selected tissue
samples using previously described protocols (Rosell et al., 2000a). A specific 40
nucleotide probe (5'-
CAGTAAATACGACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATG-3")
complementary to the 1085 to 1124 nucleotide sequence of ORF2 from PCV2 [7]
was used; this probe only labelled PCV2 infected cells when tested for specificity on

PCV1 and PCV2 infected cell cultures.

Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) detection of PCV2
Three hundred and eighty eight pig sera corresponding to 72 unrelated
Spanish farms (265 from 1 to 5-month-old pigs and 123 from sows) sampled
between 1985 and 1997 were used for this study. Twenty to 50 pig sera per year were
analysed, except for year 1992 from which a lower number of sera (n=3) were
available (Table 2). Serum samples were selected from bank sera at the Infectious

Disease Department from the Veterinary School of Barcelona (Barcelona, Spain) and
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the Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaria (IRTA, Barcelona, Spain). Sera
were stored frozen at -70°C until analysed.

Sera were tested to detect antibodies to PCV2 virus using a previously
described immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) technique [16]. This
technique was based on a porcine circovirus-free swine kidney (SK) continuous cell

line persistently infected with a PCV2 Spanish isolate from a PMWS-affected pig.

RESULTS
Histopathologic findings

Characteristic microscopic lesions of pigs affected with PMWS were
observed in most of the studied tissues. Histopathological evaluation revealed slight
to severe lymphocyte depletion in most of the tissues (84.4%), with infiltration by
histiocytic cells (36.7%). The first case in which these lesions were evident
corresponds to a single pig from 1986, in which moderate lymphocyte depletion
together with a slight histiocytic infiltration was observed. Marked granulomatous
inflammation was observed only in cases from 1995 onwards. Clear evidence of
intracytoplasmic inclusion bodies characteristic of PCV2 and multinucleate giant
cells (in 42.8% and 30% of the studied lymphoid tissues, respectively) were detected
in cases from 1996 and 1997, but not in the previous years. Also, a slight to moderate

lymphohistiocytic inflammation in lung, liver and/or kidney were observed.

In situ hybridisation
Results of the detection of PCV2 nucleic acid are summarised in Table 1.
PCV2 nucleic acid was detected in tissues of 78 out of 189 (41.3%) examined pigs.

The amount of PCV2 genome in tissues (lymph nodes, spleen, Peyer’s patches, lung,
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liver and kidney) was variable. Slight to large amounts of viral nucleic acid were
detected in lymph nodes (Fig. 1), Peyer’s patches and spleen. Labelling was
primarily observed in the cytoplasm of histiocytes and follicular dendritic cells.
Sporadically, small round cells, which morphologically resembled lymphocytes,
showed cytoplasmic labelling. In the lung, PCV2 nucleic acid was found in the
cytoplasm of alveolar and interstitial macrophages. PCV2 genome was sporadically
found in cytoplasm of infiltrating macrophages in the liver and kidney, and Kupffer

cells of liver.

Serology

Serologic prevalence per year and age group is summarised in Table 2. Two
hundred and eighty two out of 388 (72.7%) tested sera had antibodies to PCV2.
Sixty-five out of 72 farms had at least one seropositive pig, representing an overall
90.3% herd seroprevalence. The antibody titres obtained were variable independently
of pig age. One hundred and eighty-nine out of 265 (71.3%) sera of 1 to 5-month-old
pigs were positive, while 93 out of 123 (75.6%) sow sera were also positive.
Approximately 50% of tested sera had high titres ranging from 1:5120 to 1:20480

(data not shown).

Discussion
Data compiled in this retrospective study, (together with previously published
preliminary results) (Rosell et al., 2000b), indicate that characteristic lesions of
PMWS concurrent with presence of PCV2 nucleic acid and antibodies against PCV2
have been present in the Spanish swine population at least since 1985, twelve years

before the first description of PMWS in the country (Segalés et al., 1997). These data
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agree with retrospective studies performed in other countries, in which PCV2
antibodies and/or nucleic acid were also detected before the knowledge on the
existence of PMWS. Specifically, PCV2 antibodies have been detected in pig sera as
early as 1969 in Belgium (Sanchez et al., 2001), 1973 in Northern Ireland (Walker et
al., 2000) and 1985 in Canada (Magar et al., 2000). PCV2 nucleic acid has also been
detected in archival paraffin blocks from 1986 in the United Kingdom (Sandvik et
al., 2001) and 1989 in Japan (Mori et al., 2000) using PCR and ISH techniques,
respectively.

PMWS diagnosis is usually established based on three criteria: 1) presence of
clinical signs compatible with PMWS (mainly wasting), 2) detection of characteristic
microscopic lesions in lymphoid tissues (lymphocellular depletion together with
histiocytic infiltration), and 3) detection of PCV2 nucleic acid or antigen within the
lymphoid lesions (Quintana et al., 2001; Sorden, 2000). Available -clinical
antecedents of some of the farms (data not shown) and the presence of typical
PMWS lymphoid microscopic lesions with PCV2 detection within these lesions
indicate that the early cases described in this study would nowadays be diagnosed as
PMWS. However, these old PMWS cases were unrecognised and diagnosed as other
diseases such as Gldsser’s disease, gastric ulcers of pars oesophagea, or unspecific
colitis, complicated or not with systemic viral infections (mainly porcine
reproductive respiratory syndrome (PRRS) virus since 1991). Lymphoid depletion,
when recognised at that time, was attributed to the stress of the disease or to
management conditions, and not further studied. It is noteworthy that viral
intracytoplasmic inclusion bodies or multinucleate giant cells were not found in
PMWS cases prior to 1996; this result is not surprising since the number of pigs that

nowadays would be recognised as PMWS before that year is relatively low. On the
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other hand, activity of the Diagnostic Laboratory of the Veterinary School of
Barcelona started at 1984, and the swine case load was very low during the first three
years. Therefore, the number of pig samples corresponding to the years where no
positive cases were detected, was very low. It is also possible that other laboratories
in Spain have misidentified PMWS cases earlier than 1986. Low prevalence of the
disease in earlier times, unspecific clinical signs, and/or concurrent presence of other
infectious agents have undoubtedly helped the disease to remain undiagnosed for
many years (Rosell et al., 2000b).

At the present moment, no clear interpretation exists to explain why PMWS
was sporadic before 1997 in Spain, and generalised or highly prevalent after that
year. It has been speculated that changes of production systems over the last decade,
such as early weaning, increase in farm size, and three-site production systems,
would have created subpopulations of pigs susceptible to the developed of PCV2-
associated disease in higher numbers than before (Allan, 2001). On the other hand,
recent investigations have suggested that immunostimulation is a pivotal event in the
production of PMWS in pigs infected with PCV2 (Krakowka et al., 2001). These
authors have suggested that any introduced immunostimulus, intentional or
inadvertent, combined with pre-existent subclinical and endemic PCV2 infection
may have resulted in conditions helpful to the development of PMWS. This scenario
may occur mainly in relatively high health farms, in which the reduction of
pathogenic microflora may have unintentionally resulted in understimulated,
immunologically naive pigs (Krakowka et al., 2001).

In conclusion, serological and viral detection data of the present study
indicate that PCV2 infection was already widespread in 1985, suggesting that the

introduction of this virus in the Spanish livestock occurred previously. Also,
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pathological findings indicate that PMWS is not a new disease in Spain, since it was
present at least in 1986. Therefore, the emergence or the highest prevalence of
PMWS after 1997 in Spain is apparently due to other factors rather than the

introduction of a new virus in the swine population.
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1  Fig 1. PCV2 nucleic acid in lymph nodes with depletion of lymphoid cells.

2
3 Table 1. Number of pigs with PCV2 nucleic acid detected in tissues by ISH
Year No of pigs No of pigs with PCV2
nucleic acid
1986 2 1
1987 1 0
1988 7 0
1989 8 0
1990 10 0
1991 20 7
1992 20 3
1993 9 3
1994 2 0
1995 10 3
1996 43 21
1997 57 40
TOTAL 189 78
4
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1 Table 2. Prevalence of PCV2 antibodies in pigs in different years and age-groups

2 (adults and nursery/fattening pigs of 1-5 months of age).
Year No. of tested Group of age No. of tested  No. of positive
farms sera sera (%)
1985 6 Adults 30 25(83.3)
Nursery/Fattening 0 0
1986 6 Adults 16 12 (75)
Nursery/Fattening 15 9 (60)
1987 5 Adults 15 13 (86.7)
Nursery/Fattening 15 12 (80)
1988 6 Adults 14 6 (42.8)
Nursery/Fattening 15 10 (66.6)
1989 6 Adults 14 8 (57.1)
Nursery/Fattening 15 14 (93.3)
1990 7 Adults 20 18 (90)
Nursery/Fattening 10 4 (40)
1991 7 Adults 0 0
Nursery/Fattening 35 28 (80)
1992 1 Adults 0 0
Nursery/Fattening 3 2 (66.6)
1993 6 Adults 0 0
Nursery/Fattening 44 35(79.5)
1994 1 Adults 0 0
Nursery/Fattening 24 21 (87.5)
1995 7 Adults 0 0
Nursery/Fattening 50 26 (52)
1996 6 Adults 14 11 (78.5)
Nursery/Fattening 15 9 (60)
1997 8 Adults 0 0
Nursery/Fattening 20 19 (95)
TOTAL 72 Adults 123 93 (75.6)
Nursery/Fattening 265 189 (71.3)
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3.3. Dynamics of porcine circovirus type 2 infection in a herd
of pigs with postweaning multisystemic wasting syndrome.

American Journal of Veterinary Research (2002) 63, 354-357.

38



4. DISCUSION



Discusion

La mayoria de los estudios realizados hasta el afio 1998 revelaron que
una elevada proporciéon de explotaciones porcinas de diferentes paises
presentaban anticuerpos frente a PCV (Tischer e al., 1982; Tischer ez al., 1986;
Dulac y Afshar, 1989; Horner, 1991; Allan ez al, 1994c; Edwards y Sands,
1994; Tischer et al., 1995). En el momento de la realizacién de esos estudios el
PCV no se habia asociado a ninguna enfermedad de los cerdos. Después de la
primera descripcion del PMWS en el afio 1996 (Harding, 1996), se asocié un
PCV (el que hoy es conocido como PCV2) a las lesiones observadas en esta
patologia (Daft ez al., 1996; Clark, 1997; Segalés ez al., 1997). Por ello, se hizo
necesaria la utilizacion de una herramienta diagndstica que permitiera
diferenciar si los anticuerpos que se encontraban ampliamente distribuidos en
las poblaciones porcinas correspondian a PCV1 6 a PCV2, y, asimismo, hasta
que punto el PCV2 estaba distribuido en los cerdos de todo el mundo, tanto

en granjas afectadas como libres del PMWS.

En un primer momento se estudi6 la respuesta de un panel de sueros
porcinos frente a PCV1 y PCV2, para comprobar la reaccion frente a ambos
virus. Para ello se puso a punto una técnica de IPMA que se basaba en la
utilizaciéon de una monocapa de cultivo celular infectada con uno u otro virus.
Para la deteccion de anticuerpos frente a PCV1 se utiliz6 la linea celular PK-
15 (ATCC CCL-33) infectada persistentemente con este virus, mientras que

para PCV2 se utiliz6 una monocapa de células procedente de una linea celular
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Discusion

continua de rinén de cerdo libre de PCV1 (células PSI). La técnica de IPMA
utilizada en éste estudio permiti6 la titulacion de los sueros evaluados desde
1:20 a 1:20480.

Mediante el uso de la técnica de IPMA se detectaron anticuerpos frente
a PCV2 en cerdos de granjas afectadas con el PMWS pero también en granjas
libres de la enfermedad. Estos hallazgos demostraron que el PCV2 se
encontraba ampliamente distribuido en las granjas porcinas con historia clinica
de PMWS, dado que el porcentaje de animales seropositivos fue muy alto
(74%), y, por otra parte, se observoé la presencia de serologia frente a PCV2 en
cerdos de granjas sin PMWS. Estos resultados concuerdan con los de otros
investigadores que mediante diferentes técnicas como IFI, IPMA y ELISA,
también demostraron que los anticuerpos frente a PCV2 estaban ampliamente
distribuidos en las explotaciones porcinas de distintas partes del mundo
(Cotrell ef al, 1999; Magar e al, 2000; Mesu ez al, 2000; Walker ef al., 2000;
Blanchard ez a/., 2001; Sibila e# al., 2001a; Nawagitgul ez al., 2002).

En el primer estudio de ésta tesis se observé que el porcentaje de
cerdos seropositivos a PCV2 fue mayor que el nimero de cerdos positivos a
PCV1. Ademas, los titulos frente a PCV2 eran altos 6 muy altos, con titulos
mayoritariamente de 1/20480; por el contrario, los titulos de PCV1 eran mas
bajos, con un maximo de 1/5120. Asimismo, se observé una correlacion
estadisticamente significativa entre los titulos de anticuerpos frente al PCV1 y

el PCV2, lo que sugerfa que la positividad frente a PCV1 se trataba
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probablemente de una reaccién cruzada producida por la infeccion de PVC2.
De hecho, la reactividad cruzada entre PCV1 y PCV2 ha sido también descrita
en cerdos infectados con PCV2 de forma experimental y se ha relacionado
con el desarrollo de anticuerpos neutralizantes. Se ha sugerido que una
proteina de 35 kd, producto del ORF1, es probablemente la responsable de la
reactividad cruzada entre PCV1 y PCV2 y, al parecer, se asocia con la
induccién de anticuerpos neutralizantes (Progranichny ez a/, 2000). Debido a
las diferencias en la secuencia de aminoacidos de las proteinas de la capside de
PCV1 y PCV2, actualmente se ha podido desarrollar un ELISA que permite
detectar anticuerpos especificos frente a PCV2 sin reactividad cruzada con
PCV1 (Nawagitgul e7 al., 2002).

En este primer estudio de la tesis se sugiere que los titulos elevados
frente a PCV2 pueden coexistir con la presencia del virus en las lesiones
caracteristicas de PMWS, ya que muchos de los cerdos que contenian acido
nucleico de PCV2 en sus tejidos tenfan titulos de anticuerpos frente a PCV2
muy altos. Esto coincide con observaciones de otros autores que sugieren que
los anticuerpos frente a PCV2 no son protectivos contra el PMWS (Quintana
et al, 2001). También se ha planteado que los anticuerpos neutralizantes
podrian generarse en una fase mas avanzada de la enfermedad, pudiendo
después interrumpir o disminuir la excreciéon de PCV2. Esta hipotesis se
basarfa en el hecho que algunos cerdos en una fase mas crénica de la

enfermedad presentaban también titulos muy altos de anticuerpos frente a
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PCV2 y ya no presentaban acido nucleico de PCV2 en los tejidos (Quintana e#
al., 2001).

La técnica de IPMA presentada en esta tesis ha sido utilizada y validada
en distintos estudios. Mediante el uso de ésta técnica en sueros de cerdos de 6
a 9 semanas de edad inoculados intranasalmente con PCV2, se confirmé que
la seroconversién ocurria entre los 14 y 21 dias PI, con unos titulos que
oscilaban entre 1:320 y 1:20480, para luego incrementarse hacia el final de los
diferentes experimentos (dias 28 hasta 69 PI), a titulos de 1:5120 y mas de
1:20480 (Balasch ez al., 1999; Resendes ¢ al, 2001b; Rovira ez al., 2002).
Asimismo, esta técnica ha sido utilizada en estudios clinicos para evaluar la
dindmica de la respuesta humoral frente a PCV2, observandose que cerdos en
la fase aguda presentaban titulos altos frente a PCV2 (Quintana ez a/., 2001).
Con todo ello se concluye que la IPMA es una técnica que permite la
titulacion de anticuerpos frente a PCV2 y es una herramienta importante en
estudios epidemiolégicos. No obstante, el uso de ésta técnica como elemento
de diagnéstico es muy limitado ya que el comportamiento serolégico en
granjas con y sin PMWS es muy similar. Desde el punto de vista técnico, la
IPMA precisa una preparacion previa del cultivo celular, el virus y las placas
de 96 pocillos que supone una inversion de trabajo y personal importante. Por
ello, y con el objetivo de facilitar la preparacion de las placas y realizar lecturas

automaticas o semiautomaticas, no hay duda que las técnicas de ELISA,
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utilizando proteinas recombinantes de PCV2, seran en un futuro las técnicas

de eleccion para la deteccion de anticuerpos frente a PCV2.

La presencia del PMWS esta descrita desde 1991 en Canada y desde
1997 en Espafia (Segalés ez al, 1997). Sin embargo, no se puede descartar que
el PCV2 estuviera circulando en la poblacién porcina Espafiola con
anterioridad al ano 1997. La disponibilidad de sueros porcinos desde el ano
1985 y de tejidos porcinos desde el ano 1986, permitié la realizaciéon de un
estudio retrospectivo en Espana para la detecciéon de anticuerpos frente a
PCV2, a través de la técnica de IPMA desarrollada en el estudio antetior, asi
como deteccién de acido nucleico virico en bloques de tejidos incluidos en
parafina, a través de una técnica de HIS descrita previamente por Rosell ¢7 a/,
(1999, 2000a). Los datos obtenidos en este estudio indican que el PCV2 ha
estado presente en la poblacién porcina espaniola al menos desde 1985, doce
afios antes de la primera descripcion del PMWS en Espafia. Por otro lado, en
los tejidos utilizados en este estudio retrospectivo se observé deplecion
linfocitaria, cuerpos de inclusiéon intracitoplasmaticos, células gigantes
multinucleadas e infiltraciéon histiocitaria en los tejidos linfoides, lesiones que
son caracteristicas de lo que conocemos desde 1997 como PMWS en Espafia,
pero que para el momento del diagnéstico no fueron relacionadas con una

posible nueva enfermedad.
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En este estudio retrospectivo se detect6 la presencia de acido nucleico
de PCV2 en tejidos al menos desde el ano 19806, y la presencia de anticuerpos
frente a PCV2 en un porcentaje elevado en los sueros evaluados, al menos
desde 1985. Estos datos coinciden con otros estudios retrospectivos donde se
detecté la presencia de anticuerpos frente a PCV2 con anterioridad a la
descripciéon del PMWS. Se han detectado anticuerpos frente a PCV2 a partir
de 1969 en Bélgica (Sanchez ez al, 2001), 1973 en Irlanda del Norte (Walker ef
al., 2000), 1985 en Canada (Magar ez al, 2000) y 1987 en USA (Nawagitgul ez
al., 2002). Asimismo se ha detectado acido nucleico de PCV2 en tejidos
porcinos desde 1986 en el Reino Unido (Sandvik ez aZ, 2000) y en el afio 1989
en Japon (Mori ez al., 2000). Por otro lado, se conoce la existencia generalizada
de anticuerpos de PCV2 en cerdos de paises tales como Australia y Nueva
Zelanda, en los cuales no se ha descrito PMWS hasta el momento (Dr. R.
Morris, Massey University, New Zealand, comunicacién personal).

Como se ha descrito anteriormente, se asume que el diagnodstico de
PMWS se basa en tres criterios basicos: la presencia de sintomas clinicos
compatibles con PMWS, la deteccion de lesiones microscopicas caracteristicas
de esta enfermedad en los tejidos linfoides y, por dltimo, la deteccién de acido
nucleico 6 antigeno de PCV2 en los tejidos lesionados (Sorden, 2000;
Quintana ez al,, 2001). De esta manera, la presencia de lesiones microscépicas
en el tejido linfoide caracteristicas de PMWS y la deteccion de PCV2 en las

zonas de lesion, indican que los casos descritos en el estudio retrospectivo
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podrian actualmente ser diagnosticados como PMWS. Sin embargo en su
momento esos casos no fueron reconocidos como tales y fueron
diagnosticados como enfermedad de Glisser, ulcera gastrica de las pars
oesophagea 6 colitis inespecificas, complicadas, o no, con infecciones viricas
sistémicas (principalmente PRRSV, porcine reproductive and respiratory syndrome
virus, desde 1991). Estos datos sugieren muy claramente que, a pesar de existir
indicios patolégicos que hoy se asumen evidentes, éstos pasaron
desapercibidos por el desconocimiento de la enfermedad en ese momento. Un
factor clave por el cual estos casos iniciales de PMWS no fueron reconocidos
como una nueva entidad fue el hecho que la deplecion linfoide, que en
algunos casos si se observaron en esos diagnosticos, fue asociada a problemas
de estrés debido a condiciones de manejo u otras causas no aclaradas.
Ademas, los cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos caracteristicos de la
infecciéon por PCV2 y las células gigantes multinucleadas, hallazgos de gran
ayuda para el diagnéstico de PMWS, no estaban presentes en la mayoria de
esos casos iniciales; de hecho, estos hallazgos no fueron observados hasta el
afio 1996 en algunos animales. Por otro lado, la baja prevalencia de la
enfermedad, los sintomas clinicos relativamente inespecificos, y/o la presencia
simultanea de otras infecciones han ayudado probablemente a que la
enfermedad permaneciera sin diagnosticarse durante muchos anos.
Actualmente es muy dificil explicar porque el PMWS fue esporadico

antes de 1997 en Espafia, y en cambio posteriormente se ha presentado con
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una prevalencia relativamente alta, una de las mas altas de Europa. Se especula
que los cambios en los sistemas de produccién y de la genética en la dltima
década, tales como el incremento en el nimero de lechones/cerda/afio, el
mayor ratio de crecimiento de los animales, el incremento en el nimero de
adopciones en paridera, la mezcla de animales en el momento del destete, la
sobrepoblacion, el destete temprano, el incremento en el tamafo de las
explotaciones, y los sistemas de produccion en tres sitios, podrian haber
creado de alguna manera ain no clarificada, subpoblaciones de cerdos
susceptibles a desarrollar PMWS con mayor proporcion que en anos
anteriores (Guilmoto y Wessel-Robert, 2000). Por otro lado, investigaciones
recientes han sugerido que la reducciéon de la microflora patégena en los
rebafios porcinos combinada con la exclusiéon intencional de patdgenos
conocidos mediante el uso masivo de distintas medidas profilacticas como las
vacunaciones, podrian haber provocado una sobreestimulacion en cerdos que
previamente no habian sido expuestos a determinados patdégenos. Esta
estimulacién del sistema inmune podria haber sido un factor desencadenante
para el desarrollo del PMWS en cerdos previamente infectados de forma
subclinica y enzootica con PCV2 (Krakowka ez al., 2001; Kyriakis ez al., 2002).
Por otro lado, estudios de infecciones naturales y experimentales asocian una
mayor cantidad de PCV2 presente en los tejidos a una mayor severidad de la
presentacion clinica del PMWS (Liu ez af., 2000a; Rovira ez al, 2002), por lo

que podria sugerirse que los cambios introducidos en las explotaciones
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porcinas podrian, de alguna manera, haber favorecido una mayor capacidad de
replicacion del virus y asi poder alcanzar la cantidad de PCV2 necesaria para
desarrollar PMWS. No obstante, tampoco se pueden descartar otras
posibilidades no estudiadas hasta ahora tal como una posible seleccion

genética no intencionada de cerdos susceptibles a esta enfermedad.

La mayoria de los estudios realizados sobre infecciones atribuidas a
PCV2 han dirigido sus objetivos hacia el diagnéstico de PMWS y la
reproduccion experimental de la enfermedad, pero muy pocos han estudiado
la dinamica de la infecciéon por PCV2 dentro de una explotacioén porcina. Por
tanto, un avance crucial para la posible implementaciéon de medidas de manejo
para el control del PMWS en las granjas consiste en determinar el
comportamiento de la infeccion por PCV2 dentro de una granja con la
enfermedad. En el tercero de los estudios presentados en esta tesis se escogio
una granja con graves problemas clinicos asociados al PMWS,; y libre de otras
infecciones viricas tales como parvovirus porcino (PPV, porcine parvovirus),
PRRSV y el virus de la enfermedad de Aujeszky (ADV, Awjeszky disease virus),
para el estudio de la dinamica de la infeccién por PCV2. Los sintomas clinicos
observados en los animales afectados de ésta granja fueron similares a los
descritos por otros autores (Clark y Harding, 1998; Sorden, 2000; Quintana ez
al., 2001). Curiosamente, se observo que la mortalidad asociada al proceso era

mayor en los machos que en las hembras, teniendo en cuenta que la mayoria
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de los machos del estudio estaban castrados, se sugiere que la castracion
podria ser un factor de riesgo que contribuya al desarrollo o potenciacion de
infecciones y enfermedades, en éste caso del PMWS. Este dato ha sido
también apuntado por otros investigadores (Corrégé ef al., 2001). En el caso
de algunas granjas Espanolas afectadas con el PMWS, se ha observado una
tendencia en cuanto a mayor mortalidad debida al PMWS en los machos,
castrados y no castrados, que en las hembras. Es posible que otros factores
genéticos y hormonales también puedan estar involucrados en la
predisposicion de los machos a presentar mayores indices de mortalidad
(Bereskin ez al., 1973; Fahmy ez al., 1978; Roehe y Kalm, 2000).

La técnica de IPMA, desarrollada para detectar anticuerpos frente a
PCV1 y PCV2, también fue utilizada en éste estudio para determinar el patréon
serolégico de la infeccion natural por PCV2. En este estudio, el diagnostico de
PMWS se basé en los sintomas clinicos, lesiones histopatolégicas en 6rganos
linfoides y deteccion del virus en tejidos por HIS; adicionalmente se realizaron
serologla 'y PCR para detectar anticuerpos y genoma de PCV2,
respectivamente. El patrén serolégico observado en éste estudio fue similar al
descrito para otros virus que afectan a los cerdos, detectindose una
disminucién de los anticuerpos calostrales durante el periodo de lactacion y
transicion con los titulos mas bajos a las 7 semanas de edad y una
seroconversion en el periodo entre las 7 y 12 semanas de edad. Estos datos

coinciden con lo descrito por otros autores para PCV2, utilizando una técnica
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de ELISA de competicion (Harding ez al, 1999). Se han obtenido resultados
similares también utilizando una técnica de ELISA que utiliza la proteina
codificada por el ORF2 de PCV2 como antigeno (Blanchard ez a/, 2001).
Mediante esta dltima técnica, y en un estudio realizado en Francia, se detecto
que la seroconversion del 35% de los lechones ocurria después de la décima
semana de edad y, de estos, el 57% seroconvertian después de la semana 13 de
edad.

Los resultados de PCR indicaron que el mayor numero de cerdos
virémicos se encontraban a las 12 semanas de edad, momento en el cual los
sintomas clinicos empezaban a disminuir en intensidad. Asimismo, se observé
que el brote del PMWS coincidi6 entre las 7 y 12 semanas de vida, asociado
con el incremento del numero de cerdos virémicos. Este hecho indica que la
viremia esta estrechamente relacionada con la existencia del cuadro clinico de
PMWS, lo cual coincide con resultados de otros autores donde se han
observado mayores cantidades de PCV2, detectadas mediante PCR
cuantitativas, en cerdos con sintomatologia clinica de PMWS, que en cerdos
sanos (Liu ef al., 2000a; Rovira e al., 2002). Al realizarse la deteccion del virus
durante las siguientes semanas a la apariciéon de la enfermedad se observo que
la viremia se mantenia hasta las 28 semanas de vida en algunos cerdos, lo cual
no habfa sido descrito previamente. Lo que quedaria por dilucidar, es si la
viremia fue continua o intermitente, y si esos cerdos virémicos son capaces o

no de excretar virus infeccioso en cantidades suficientes para infectar otros
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cerdos. Los largos periodos de viremia por PCV2 en cerdos aparentemente
sanos, descritos por primera vez en éste estudio, indican que los anticuerpos
detectados por IPMA frente a PCV2 no son capaces de neutralizar el virus y
que, quizas, la produccion de anticuerpos neutralizantes pueda ser tardfa. Para
confirmar esta teorfa se deberfan haber realizado estudios de
seroneutralizacion para asi determinar la generacién o no de anticuerpos
neutralizantes durante el seguimiento de los animales hasta las 28 semanas de
vida. La dificultad de producir gran cantidad de virus en cultivos celulares ha
provocado que, al menos hasta ahora, no se hayan desarrollado y aplicado de
forma mas o menos generalizada las técnicas de seroneutralizacién viral. No
obstante, en un estudio experimental se encontré que los anticuerpos
neutralizantes se desarrollaban a partir de los 28 dias después de la infeccion
(Progranichny e# al., 2000).

Estudios realizados de casos naturales de infecciones mixtas de PCV2
con PRRSV y/o PPV han sugerido que la aparicién y la severidad del PMWS
estan relacionadas con algin tipo de interacciéon entre estos virus (Ellis ez af,
2000; Quintana ez al., 2001; Segalés et al., 2002). Estas observaciones se han
visto corroboradas en estudios experimentales, donde se ha observado que la
presencia del PRRSV o PPV, simultaneamente a la infecciéon por PCV2, han
incrementado la severidad de las lesiones del PMWS (Allan ¢7 a/., 1999a; Ellis
et al., 2000; Allan et al., 2000; Kennedy e al, 2000; Krakowka ez a/, 2000,

Harms ez al., 2001; Rovira ez al., 2002). Se ha observado que en infecciones
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mixtas del PRRSV y PCV2, la cantidad de PCV2 detectada mediante PCR
cuantitativa ha sido mayor, por lo que se piensa que la infeccion por PRRSV
promueve la replicacion de PCV2 (Allan ef a/., 2000; Rovira e# al., 2002). Uno
de estos estudios, ademas, ha descrito una mayor duracién en la viremia del
PRRSV cuando los cerdos son inoculados PRRSV y PCV2, por lo que han
sugerido que el PCV2 también puede favorecer la replicacion del PRRSV
(Rovira et al., 2002).

Este estudio, al descartar la presencia de otras infecciones viricas como
son las causadas por el PRRSV, PPV y ADYV, indica que el PCV2 es el
principal agente patégeno involucrado en el PMWS y que, aparentemente, no
necesita de otros agentes viricos para causar la enfermedad. Légicamente, no
se pueden descartar otros efectos no controlados en este estudio, tales como
una posible estimulacién del sistema inmune (Krakowka e @/, 2001, Kyriakis
et al., 2002), u otros factores actien como desencadenantes del PMWS en

cerdos infectados por PCV2.
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Conclusiones

La utilizacién de una linea celular de rifén de cerdo persistentemente
infectada con PCV2, permite la deteccion de anticuerpos frente a este virus
mediante una técnica de IPMA.

Se observé una correlacion estadisticamente significativa entre los titulos
de anticuerpos frente a PCV1 y PCV2, lo que indica que la positividad
frente a PCV1 en los sueros porcinos evaluados fue probablemente debida
a una reaccion cruzada producida por la infeccién de PCV2.

La técnica de IPMA permitié observar una elevada seroprevalencia frente a
PCV2 en cerdos con y sin PMWS. Estos resultados indican que la
infeccién por PCV2 esta ampliamente distribuida en las granjas porcinas.
El estudio serolégico retrospectivo indica que el PCV2 ha estado presente
en la poblacién porcina espafiola al menos desde 1985, doce anos antes de
la primera descripcion del PMWS en Espafia.

El estudio patolégico retrospectivo indica que el PMWS, con lesiones
microscopicas caracteristicas de la enfermedad como deplecion linfoide e
infiltraciéon de células histiociticas, existe en Espafia al menos desde 1986.
Estas lesiones estaban asociadas a la presencia de acido nucleico de PCV2
en los tejidos afectados.

En una granja convencional libre de agentes viricos comunes del cerdo
como PPV, ADV y PRRSV se encontraron casos severos de PMWS con
alta mortalidad, lo cual sugiere que el PCV2 puede ser capaz de producir el

PMWS sin la presencia de otros agentes infecciosos conocidos.
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7.

Se observo una mayor mortalidad asociada a PMWS en cerdos machos que
en hembras, lo que podria significar una mayor predisposiciéon de los
machos a sufrir el PMWS.

El patréon serologico observado en una infeccion natural de PCV2 en una
granja afectada de PMWS se caracteriz6 por una disminuciéon de los
anticuerpos calostrales durante el perfodo de lactaciéon y transicion,
observandose los titulos mas bajos a las 7 semanas de edad, y una
seroconversion entre las 7 y 12 semanas de edad.

El brote de PMWS coincide con el incremento de la viremia por PCV2
entre las 7 y 12 semanas de vida. Esto hecho indica que la viremia esta

estrechamente relacionada con la existencia del cuadro clinico de PMWS.

10. Las viremias para PCV2 observadas en los cerdos fueron de 5 hasta 21

11

semanas. Este largo periodo de viremia, de 21 semanas, en un cerdo
aparentemente sano indican que los anticuerpos detectados frente a PCV2
no son capaces de neutralizar el virus y, asimismo, que la produccién de

anticuerpos neutralizantes puede ser tardia.

.La presencia de altos titulos de anticuerpos frente a PCV2 coincidié con la

presencia de acido nucleico de PCV2 en los tejidos de los animales
evaluados, indicando que, al menos en la fase inicial de la respuesta

serolégica, los anticuerpos frente a PCV2 no son neutralizantes.
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