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RESUMEN

El propésito de este trabajo fue detectar el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP) y el
virus de la peste porcina cldsica (PPC) en muestras clinicas como: semen, sucro y tejidos, de cerdos mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa anidada (RT-PCR). En este trabajo se realizaron dos ensayos,
uno experimental en el cual se estudié la respuesta seroldgica de lechones convencionales infectados experi-
mentalmente con el virus del SRRP y al mismo tiempo sc detecté mediante la técnica de RT-PCR, la presencia
del genoma viral en los tejidos. Los resultados de este ensayo demuestran que el virus del SRRP hace viremia y
se disemina a los érganos linfoides antes que el cerdo haya producido anticuerpos. La viremia fue detectada
desde 7 dias postinoculacidon y los anticuerpos hasta cl dia 9 postinoculacion. Por otro lado, se realizé un estudio
tomando muestras al azar de semen y suero de reproductores, aparentemente sanos, en condiciones de campo de
diferentes granjas del pais. A estas muestras se les realizo estudio seroldgico, utilizando la prueba de ELISA para
el SRRP y PPC, aislamiento viral para ¢l SRRP en células MARC-145 y RT-PCR para el virus del SRRP y dela
PPC. Los resultados de este ensayo demostraron que la presencia de anticuerpos contra el virus del SRRP, no
necesariamente indican que el cerdo esté cursando o no con un proceso infeccioso, ya que sc presentan valores
S/P de ELISA variados. En cuanto al ELISA de PPC, los anticuerpos son altos en la mayoria de las muestras,
debiéndose esto probablemente a la vacunacion. No se logré aislar el virus del SRRP en las muestras de suero
mediante el cultivo celular. El ARN viral del SRRP y del virus de la PPC se detecté en el semen de algunos
reproductores, pero no se logrd detectar en sucro. Este resultado nos indica que el virus del SRRP y de la PPC
pueden encontrarse persistentemente en el semen de cerdos reproductores, pudiendo actuar como portadores
sanos, convirtiéndose en una fuente de infeccion para otros animales susceptibles.

Palabras claves: Sindrome reproductivo y respiratorio porcino, peste porcina cldsica, transcripcion reversa,
reaccion en cadena de la polimerasa anidada, ELISA.
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INTRODUCCION

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP),
es una de las enfermedades mds dramdticas y devastadoras
que afectan la industria porcina. Es una enfermedad de re-
ciente aparicion, detectada en Estados Unidos en 1987 y en
Europa en 1991 (Meulenberg, 1998; Meng, 2000). Las pér-
didas econémicas son consecuencia de una elevada tasa de
mortinatos y fetos momificados, de una disminucion en el
nimero de lechones destetos por cerda/aio, del incremento
en el intervalo entre partos, de las altas tasas de reemplazo y
de severos problemas respiratorios en el prelevante y levante-
ceba que causan retraso en el crecimiento.

Aunque la via primaria de transmision del virus del SRRP
es a través del contacto directo, recientes investigaciones en el
Reino Unido han demostrado que los reproductores pueden
transmitir el virus en el semen (Meulenberg, 1998). Esta infor-
macién es muy importante en la industria porcina en la cual la
inseminacion artificial es relevante en la produccién de nuevos
genes de un alto nivel de salud (Benfield et al., 2000).

De otro lado, la peste porcina cldsica (PPC) es una enfer-
medad infecciosa altamente contagiosa. Esta enfermedad cursa
de manera aguda con procesos hemorrigico-septicémicos o
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de forma subaguda o crénica con alteraciones clinicas y
anatomopatoldgicas variables predominando los cuadros cré-
nicos o atipicos de la enfermedad (Dhale ct al., 1992). El im-
pacto econémico en nuestro medio esta representado por la
alta mortalidad en animales no vacunados, abortos, baja ga-
nancia de peso y la presentacion de epizootias ciclicas por la
presencia de animales portadores asintomdticos. La excrecion
del virus de la PPC en el semen y su transmisién via insemi-
nacion artificial ha sido demostrada a través de la inoculacién
experimental de reproductores (Smit et al., 1999).

La inseminacion artificial en la especie porcina se ha de-
sarrollado y expandido a nivel de granjas, lo cual tiene gran
importancia, ya que este método de reproduccién se ha im-
puesto frente a la monta natural por ciertas ventajas como: la
disminucion del nimero de reproductores en la granja, utili-
zacién de reproductores de alta calidad genética, explotacion
al mdximo del manejo de lotes o grupos, obtencion de por-
centajes de fertilidad iguales o superiores a los obtenidos con
monta natural, reduccion del manejo del trabajo/monta, me-
joramiento del control de calidad del semen y mejor control
sanitario. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el
simple hecho de separar machos de hembras y de realizar la
inseminacidn artificial no controla el riesgo sanitario, si no se
toman otras medidas en paralelo (Glossop, 1995; Dee et al.,
2001). Actualmente no sc estd utilizando en el pais una técni-
cardpida, sensible y confiable para detectar los virus del SRRP
y de la PPC en el semen, por lo cual la implementacion de la
técnica RT-PCR se hace necesaria si se tienen en cuenta las
pérdidas que pueden ocasionar en una explotacion el uso de
semen contaminado con estos agentes.

El objetivo de este trabajo de investigacion fue detectar el
virus de SRRP y el virus de PPC en muestras de semen, suero
y tejidos de cerdos en condiciones experimentales y de cam-
po, mediante la técnica RT-PCR anidada, para establecer el
significado de los hallazgos en relacién con la eficiencia
reproductiva de las granjas de cria.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio Experimental: Se realizaron dos ensayos; uno se rea-
liz6 en lechones infectados experimentalmente con el virus
del SRRP, en los cuales se detectd la diseminacién del virus
del SRRP hacia diferentes érganos y a sangre y se evalud la
respuesta inmune humoral mediante la prueba de ELISA. Para
este ensayo se utilizaron 18 cerdos de seis semanas de edad
provenientes de una granja negativa al SRRP. Se selecciona-
ron 12 animales que se infectaron intranasalmente con la cepa
del SRRP VR-2332 con un inéculo que contenia 10’ TCID50/

ml (Grupo inoculado). También se incluyé un grupo control
de no tratamiento, el cual incluia 6 lechones (Grupo control).
Los animales experimentales se alojaron en unidades de ais-
lamiento totalmente separadas. Una semana antes de comen-
zar con el experimento, a todos los animales se les colecté san-
gre. Con las muestras de suero se realizé la prueba ELISA
IDEXX (IDEXX Laboratories, USA), para tener la seguridad
de que los valores S/P de anticuerpos fueran negativos. Poste-
riormente, se infectd por via intranasal con el virus del SRRP a
12 cerdos. El dia 7 de la infeccién se seleccionaron: dos ani-
males del grupo inoculado y un animal del grupo control, a los
cuales se les realizaron los siguientes procedimientos:

Se colectaron muestras de sangre, los animales se sacrifi-
caron y se tomaron: pulmones, tonsila, bazo, ganglio linfético;
en bolsas estériles y cada érgano en bolsa aparte. Todo este
procedimicnto se repitié a los 8,9, 21, 36 dias postinoculacion.
En el momento en que ya el experimento habia llegado a su
final, teniendo ya todas las muestras de suero y tejidos reco-
lectadas y guardadas a -70°C, se les realizé la prueba de ELISA
IDEXX para el SRRP y la RT-PCR anidada para el SRRP en
cada una de las muestras de suero, pulmén, tonsila,
bazo+ganglio linfdtico, colectadas segiin la evolucidn del ex-
perimento. También se tomaron en cuenta los signos clinicos
que presentaron los animales, pardimetros como: la tempera-
tura rectal, el aumento de los ganglios linfiticos y el estado
fisico de cada animal, durante los dias posteriores a la inocu-
lacion.

La segunda parte del presente trabajo se realizé en
reproductores porcinos de campo, provenientes de once gran-
jas del pais provenientes de los departamentos de: Antioquia,
Caldas, Cundinamarca, Meta y Valle, de las cuales se colecta-
ron 99 muestras de semen y 44 suero de un total de 51
reproductores. Estas muestras se utilizaron para la deteccién
del virus del SRRP por medio de la técnica de RT-PCR anidada
con cebadores dirigidos al gen ORF7 (Christopher-Hennings
etal., 1995). En el caso de la PPC se realiz6 RT-PCR anidada
con los cebadores dirigidos al gen E2, sélo con muestras de
semen (Lowings., 1996: Paton et al., 2000). A las muestras de
suero se les realizé deteccién de anticuerpos mediante la técni-
cade ELISA; ELISA IDEXX parael SRRP y ELISA Ceditest
(DLO Institute for Animal Science and Health, Holanda) para
PPC. Ademds se realizaron cultivos celulares de muestras de
suero en células MARC-145, para determinar la presencia del
virus del SRRP, evidencidndolo por medio del efecto citopatico
en las células (Horter et al., 2002).

Con los resultados de laboratorio se realizaron andlisis
estadisticos descriptivos no paramétricos comparando los re-
sultados con la epidemiologia de la enfermedad y se hicieron
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inferencias prdcticas para los productores y profesionales del
sector.

Virus: Para el ensayo experimental doce lechones fue-
ron inoculados por la via intranasal con una suspensién del
virus del SRRP de la cepa viral ATCC VR-2332 (donada por
la Universidad de Minnesota), empleando una dosis de 10’
TCID 50/ml. Esta dosis se prepar6 previo cultivo de la cepa
de referencia ATCC VR-2332 en células MARC-145.

Controles: Los controles positivos utilizados para las
pruebas de PCR realizadas para el virus del SRRP fueron la
cepa de referencia VR-2332 y la vacuna Ingelvac PRRS MLV
(Laboratorio Boehringer Ingelheim). De las dos se obtuvo
mejor resultado con la cepa VR-2332. Para la PCR de PPC
se utiliz como control positivo un ARN extraido de un tcjido
de un animal infectado con el aislamiento de desafio (Aisla-
miento Santander, ICA). Como control negativo se utilizé en
ambos casos agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

Procesamiento de las muestras: Las muestras de semen se
recolectaron en recipientes estériles, luego fueron enviadas al
laboratorio lo antes posible en refrigeracion. Cuando llega-
ron al laboratorio se alicuotaron, luego se centrifugaron a 610
g durante 20 minutos. De esta, se obtuvieron el sedimento
(fraccién celular) y el sobrenadante (liquido seminal). Este
tdltimo se dispenso en otro tubo y se guardé a -70°C. La frac-
cién celular se lavé una vez con PBS pH 7 tratado con
dietilpirocarbonato (DEPC) y luego se resuspendio en 500ml
de PBS, el cual se volvié a resuspender posteriormente con ¢l
Trizol (GIBCO BRL, Estados Unidos) para guardarlo a -70°C.
Otra forma que se ensayo fue trabajar con la fraccién celular
sin lavar, a la cual se le agrego6 directamente 1 ml de Trizol.
En resumen, la fraccién celular se utilizé para la deteccién
del virus del SRRP (Christopher-Hennings et al., 1995) y
tanto la fraccién celular como el liquido seminal para la de-
teccion del virus de PPC (Floegel et al., 2000).

Las muestras de sangre fueron centrifugadas para obtener
los sueros correspondientes. Luego se congelaron a -70°C en
alicuotas, para posteriormente realizar las pruebas de ELISA
para el SRRP y PPC y la extraccién de ARN.

ELISA para el virus del SRRP: Se siguié el protocolo pro-
puesto por el kit IDEXX Herdchek. La presencia o ausencia
de anticuerpos contra el virus del SRRP se determind calcu-
lando el coeficiente S/P de cada muestra. Si el coeficiente S/P
era superior o igual a 0.4, la muestra se clasificaba como po-
sitiva para anticuerpos SRRP.

ELISA para el virus de la PPC: Se sigui6 el protocolo pro-
puesto por el kit Ceditest CSFV. Los resultados fueron inter-
pretados como porcentaje de inhibicién (PI). PI3 50% la prue-
ba es positiva para anticuerpos contra PPC.

Cultivo Celular: Las cepas virales fueron aisladas en la linea
celular MARC-145. Las células crecieron en el medio mini-
mo esencial Eagle (Sigma, Estados Unidos), suplementado
con suero fetal bovino al 10% (Sigma, Estados Unidos) y
sulfato de gentamicina S0mg/ml. Posteriormente se inocula-
ron 100ml de suero en cada pozo y en otro pozo una dilucién
V4. La placa se llevo a adsorcion a 37°C en una atmésfera de
5% de CO2 durante 1 hora. Se adicionaron 100ml mds de
medio a los pozos inoculados y se llevé a incubar a 37°C en
una atmosfera de 5% de CO2. Las células se observaron dia-
riamente durante 4-5 dias, para obsecrvar efecto citopdtico y
realizar posteriormente inmunofluorescencia (Horter et al.,
2002).

Extraccion de ARN viral: La extraccion de ARN viral de las
muestras de tejidos y la fraccion celular del semen se realizé
por ¢l método del Trizol (GIBCO BRL, Estados Unidos), que
es una modificacién del método del tiocianato de Guadiana
descrito por Chomczynski y Sachi (1987). Para la extraccion
de los sucros y de los liquidos seminales, se sigui6 el protoco-
lo del kit de QiAmp viral RNA (Qiagen, Estados Unidos) para
purificacion de ARN viral. Se sigui6 la metodologia propues-
ta por el kit.

RT-PCR para el virus del SRRP: Sc realizé una RT-PCR
inicial de un solo paso, en la cual se agregé 1ml de ARN pre-
viamente extraido a una mezcla que contenia: MgCl2 2.6mM,
buffer de PCR 1X, dNTPs(Promega, Estados Unidos) 0.2mM,
cebadores 1 y 2 (Invitrogen Life Technologies, Estados
Unidos)cada uno en una concentracion de 0.15mM, inhibidor
Rnasin(Promega, Estados Unidos) 0.02 U/ml, MU-MLV
(Promega, Estados Unidos) 0.5 U/ml y Taq polimerasa
(Promega, Estados Unidos)0.02 U/ml y agua DEPC hasta
completar un volumen final de 50ml. Se llevé al termociclador
(Perkin Elmer Gene PCR system 2400) en las siguientes con-
diciones: 1 ciclo a 42°C por 15 minutos y 95°C por 5 minu-
tos, luego 30 ciclos con una denaturacién inicial de 95°C por
25 segundos, anillamiento a 58°C por 5 segundos y una ex-
tension a 74°C por 25 segundos y una extension final a 74°C
por 10 minutos.

Para realizar la segunda ronda de PCR, se agregaron 2ml
del producto obtenido de la RT-PCR a una mezcla que conte-
nia: MgCl12 3mM, buffer de PCR 1.6X, dNTPs(Promega, Es-
tados Unidos) 0.3mM, cebadores 3 y 4 (Invitrogen Life
Technologies, Estados Unidos) 0.3mM de cada uno y Taq
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polimerasa (Promega, Estados Unidos) 0.03 U/ml, hasta com-
pletar un volumen de S0ml con agua. Posteriormente se lleva-
ron al termociclador en las siguientes condiciones:
Denaturacion inicial de 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95°C
por 25 segundos, 60°C por 10 segundos, 74°C por 25 segun-
dos y una extension final a 74°C por 10 minutos. Las secuen-
cias de los cebadores utilizados ya han sido reportadas en la
literatura (Christopher-Hennings et al., 1995).

RT- PCR para el virus de PPC: Inicialmente se realiz6 la
transcripcion reversa de la siguiente manera: 5 ml de ARN
fueron mezclados con Iml de random hexamers (Promega,
Estados Unidos) de 30 ng/ml. Esta mezcla se desnaturalizé a
70°C durante 5 minutos en el termociclador (Perkin Elmer
Gene PCR system 2400). Luego se agregé la mezcla que con-
tenia los siguicntes reactivos: buffer RT (Promega, Estados
Unidos) X, dNTPs (Promega, Estados Unidos) 5mM,
RNAsin (Promega, Estados Unidos) 1U/ml, M-MLV
(Promega, Estados Unidos) 5 U/ml, hasta completar un volu-
men final de 20ml con agua DEPC. Esta mezcla se llevé al
termociclador a 42°C por 60 minutos y 94°C por 5 minutos.

Para la primera ronda de PCR, se tomaron 2ml de ADNc
obtenido en la RTy se le agregd luego una mezcla que contenia:
MgCI2 1.5 mM, buffer de PCR 1X, dNTPs (Promega, Esta-
dos Unidos) 0.2 mM, cebador E2a (GIBCO BRL; Estados
Unidos) y E2b (GIBCO BRL; Estados Unidos) 2mM de cada
uno. Taq polimerasa (Promega, Estados Unidos) 0.02 U/L y
se agregd agua hasta completar un volumen de 50ml. Se llevé
al termociclador, haciendo semi hot start a 80°C, con las si-
guientes condiciones: denaturacion inicial a 94°C por 5 mi-
nutos, 20 ciclos a: 94°C por | minuto, 50°C por 1 minuto,
72°C por | minuto y una extension final a 72°C por 10 minu-
tos. La segunda ronda de PCR se realizé tomando 2ml del
producto de la PCR 1, al cual se le agregé una mezcla que
contenia las mismas concentraciones de MgCI2, buffer de
PCR, dNTPs y Taq polimerasa de la primera ronda, pero en
este caso se le adicionaron los cebadores E2¢ (GIBCO BRL;
Estados Unidos) y E2d (GIBCO BRL; Estados Unidos), tam-
bién en una concentracién de 0.2 mM cada uno, se llevé al
termociclador, haciendo semi hot start a 80°C con una
denaturacién inicial a 94°C por 5 minutos y 30 ciclos a: 94°C
por 1 minuto, 60°C por | minuto, 72°C por 1 minuto y una
extensién final a 72°C por 10 minutos. Las secuencias de los
cebadores utilizados en esta prueba ya han sido descritas an-
teriormente (Lowings et al.,1996; Paton.et al., 2000).

Electroforesis: La deteccion de los productos de PCR se rea-
1iz6 en gel de agarosa al 2%, éste se colore6 con bromuro de
etidido 2 mg por 2ml.

RESULTADOS

1. Resultados lechones inoculados experimentalmente con
el virus del SRRP

Signos Clinicos

Se evidenci6 una ligera elevacion de la temperatura (valores
entre 38.7 a 39.9 °C). No obstante, los animales siguieron
ingiricndo alimento y no presentaron una marcada
linfadenopatia.

ELISA para el virus del SRRP

Alos 7y 8 dias postinoculacion, los valores S/P de anticuerpos
permanecieron negativos para el grupo inoculado y el grupo
control (Fig. 1). A partir del dia 9 postinoculacién se presen-
tan valores S/P positivos, es decir mayores de 0.4 en el grupo
inoculado. El grupo control demostré resultados negativos,
desde el primer al dltimo dia del experimento. El promedio el
dia 8 fue de 0.140+0.05, el dia 9 de 0.663+0.17, el dia 21 de
0.887+0.04 y el dia 36 de 1.335+0.20, demostrando que los
valores S/P del grupo inoculado aumentaron a medida que
pasaron los dias (Fig. 1).
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Figura 1. Resultados Prueba de ELISA en la Infeccion Experimental
dclechones convencionales con el virusdel SRRP.

Media: | Desviacion Estandar; Grupo inoculado; x Grupo control.

En los dias 7 y 8 los valores S'P permanecen negativos para el grupo
inoculado con ¢l virus. A partir del dia 9 al 36 los valores S/P aumentan,
siendo positivos. El grupo control permanecio negativo durante todo el
experimento. Los valores S/P del grupo inoculado aumentaron a medida
que pasaron los dias.

RT- PCR para el virus del SRRP

En el experimento con los lechones la RT-PCR logré detectar
el virus del SRRP en las muestras de suero, pulmén, tonsila,
ganglio linfatico+bazo, alos 7, 8, 9, 21, 36 dpi. El grupo con-
trol fue negativo para todas las muestras durante todos los
dias muestreados (Fig. 2).
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Figura 2. Deteccién del virus del SRRP mediante RT-PCR ¢n
muestras de 6rganos de algunos de los lechones inoculados
experimentalmente. 1,11 Patron de peso molecular de 100 bp.
2,12 Control negativo (agua DEPC). 3,4,6,7 tonmsilas grupo
inoculado. 5,8,9 tonsilas grupo control. 10,20 Control positivo
(cepa VR-2332). 12,13,14,15,16,18,19 bazo+ganglio linfitico
grupo inoculado. 17. bazo+ganglio linfatico grupo control.

2. Resultados SRRP reproductores de campo

ELISA para el virus del SRRP

Se obtuvieron una gran variedad de resultados de valores S/P.
En un total de 44 muestras de suero, 13 muestras fueron posi-
tivas (S/P>0.4), es decir el 29.5%. Mientras que 31 fueron
negativas (S/P<0.4), lo cual correspondia al 70.4%. Se obtu-
vo un promedio de 0.341+0.6.

Tabla 1. Deteccién del virus del SRRP por RT-PCR en el semen de cerdos de campo

Granja Depar V. i6 Nimero de muestras de
# SRRP semen positivas
1 Valle Si 2
10 Meta No 2
6 Cundinamarca Si 1
2 Caldas No 1

Cultivo Celular
Todos los sueros y sus diluciones que fueron inoculados en
las células MARC-145 dieron resultados negativos por efec-

to citopitico. Es decir no se logré ningin aislamiento viral
del SRRP.

RT- PCR para el virus del SRRP

El ensayo rcalizado en las muestras de semen dc los
reproductores en condiciones de campo, sc¢ obtuvieron resul-
tados positivos en seis de un total de 99 muestras ensayadas
(Tab. 1). Todas las muestras de sucro dicron resultados nega-
tivos. En la figura 3 se observa el producto de 236 bp obteni-
do de la cepa VR-2332, cl control negativo (agua DEPC),
muestras de semen positivas y negativas y el patrén de peso
molecular de 100 bp.

1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14

15 16

Figura 3. Deteccién del vieus del SRRP en mucstras de semen de reproductores porcinos
obtenidas en condiciones de campo por RT-PCR. 1. Patron de peso molecular de 100 bp. 2.
Control negativo (agua DEPC). 3,4 Semen negativos. 5. Semen positivo de la granjall, 6,7,8
Semen negativos. 9. Semen positivo granjal 1. 10, Semen negativo. 11,12 Semen positivos
granjal0, 13. Semen positivo granja6. 14, Semen negativo, 15. Semen positivo granja2. 16.
Control positivo (cepa VR-2332)

3. Resultados PPC reproductores de campo

ELISA para el virus de PPC

Se estudiaron 44 muestras de suero, de las cuales 31 fueron
positivas (valores 51-100%) lo cual corresponde al 71% de la
poblacién muestreada; 4 fueron sospechosas (valores entre
20-37%) el 9%, y 9 resultados negativos (valores < 51%),
que corresponde al 20% de los animales examinados.

RT- PCR para el virus de PPC

En la figura 4 se observa el producto de 271 bp que se
obtuvo en esta prueba para un resultado positivo de PPC, en
este caso el aislado Santander-ICA y el control negativo y el
patrén de peso molecular de 100 bp. En esta prueba se en-
contraron resultados positivos en tres muestras de semen de
un total de 99 ensayadas, provenientes de la granja #4 prove-
niente del departamento de Cundinamarca. Las demds mues-
tras de semen dieron resultados negativos.
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Figura 4. Deteccién del virus de la PPC en muestras de semien obtenidas de
reproductores porcinos cn condiciones de campo por RT-PCR. . Patron de peso
molecular de 100 bp. 2. Semen negativo. 3. Control positivo (Aislamiento Santander-ICA).
4. Control negativo (agua DEPC). 5,6,7 Semen positivos granjad

DISCUSION

El presente trabajo demostrd una vez mds la utilidad de la
prueba de Reaccion en cadena de la polimerasa anidada (RT-
PCR) para la deteccion de agentes virales en muestras de se-
men, suero y tejidos de animales infectados en forma natural
o experimental.

En el ensayo en los lechones infectados experimentalmente
con el virus de referencia del SRRP sc detecté del virus por
RT-PCR desde el dia 7 postinoculacidn hasta el dltimo dia del
experimento, es decir el dia 36, tanto en sangre (sucro), tejido
linfoide y pulmon. Este hallazgo contrasta con la aparicion de
anticuerpos que se encontraron desde el dia 9 postinoculacion.
Claramente se demostré que el virus se detecté por RT-PCR
antes que el cerdo empezara a producir anticuerpos. Estos
resultados estdn de acuerdo con lo reportado por otros auto-
res (Dee et al., 2002; Horter et al., 2002b) los cuales observa-
ron que el periodo de aparicién de anticuerpos es de 9 a 14
dias postinoculacion. Esto indica que la RT-PCR es una prue-
ba sensible, que puede detectar si un animal estd infectado,
sin importar si presenta o no un alto titulo de anticuerpos;
esto es importante en los estadios tempranos de la infeccion,
en los que la viremia se produce 1 a 9 dias postinfeccion
(Christopher-Hennings et al., 1995b).

Se debe destacar en este estudio experimental la relacién
que hubo entre la detecciéon del virus en el suero por RT-PCR
y los titulos serolégicos de ELISA medidos en valores S/P.
Los valores S/P obtenidos en el presente trabajo experimental
fueron comparables a la situacion natural de campo descrita

por otros autores (Cuartero et al., 2002), los cuales han de-
mostrado que no existe asociacién entre los titulos ELISA S/
Py la viremia (titulo viral). Estos hallazgos llaman la aten-
cién por la interpretacion que a nivel de campo dan los profe-
sionales a los titulos S/P de ELISA donde siempre los valores
S/P altos se usan como indicadores de viremia. En el estudio
experimental los animales examinados a pesar de que tenian
una infeccion con el virus del SRRP no presentaron cambios
clinicos significativos. Esto contrasta con lo que sucede en el
campo donde la carga de infeccién bacteriana en el medio
ambicnte es alta y el animal puede sufrir infecciones oportu-
nistas con bacterias como el Streptococcus suis o la Pasteurella
multocida tipo A, presentando una sintomatologia y retraso
en el crecimiento. Los resultados de las muestras de los 6rga-
nos linfoides como la tonsila, ganglio linfatico, bazo, reafir-
man que este virus se disemina a estos 6rganos. Por lo tanto,
los 6rganos linfoides servirfan para detectar infecciones per-
sistentes en los cerdos, pero para fines pricticos de diagndsti-
co, estas muestras no son ficiles de obtener sin evitar el sacri-
ficio de los animales; pero el semen (Christopher-Hennings et
al., 1995b; 2001b), la biopsia o el raspado de la tonsila
(Fairbanks et al., 2002), si pueden ser titiles para detectar por-
tadores persistentemente infectados.

De otro lado, por primera vez en el pais se realizé un estu-
dio para la deteccién del virus del SRRP y de la PPC en el
semen de reproductores porcinos. Los resultados de RT-PCR
con las muestras de suero fueron todos negativos, lo cual su-
giere que a pesar que tenfan lecturas S/P de ELISA un prome-
dio de 0.341£0.6, los cerdos en ese momento no estaban
virémicos.

Como se habia mencionado anteriormente, los resultados
con el cultivo celular en las células MARC-145 de muestras
de suero, fueron negativos por efecto citopdtico y por
inmunofluorescencia. Este resultado estd de acuerdo con lo
obtenido con la RT-PCR, pero cabe destacar que el cultivo
celular requiere del virus infeccioso completo y activo para
que pueda multiplicarse en las células, y por lo tanto se pueda
aislar: cuestion que no ocurre con la PCR que con sé6lo una
pequeiia cantidad de ARN viral se puede inferir si un animal
estd infectado o no. La deteccién del virus del SRRP en las
muestras de semen y no en las de suero, podria sugerir que
este virus se encuentra de forma persistente en el testiculo y
por ende en el semen lo cual ya ha sido descrito anteriormente
(Christopher-Hennings et al., 1995b; 1997; 2001a). Ademads
estos reproductores se encontraban aparentemente en buenas
condiciones de salud, sin signo de enfermedad. Se puede asu-
mir entonces que estos animales estin actuando como porta-
dores sanos, persistentemente infectados, que mantienen el
virus en la granja y pueden transmitir la infeccién a otros ani-
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males susceptibles. Estos hallazgos tienen una gran importan-
cia desde el punto de vista epidemiolégico ya que la identifi-
cacidn de portadores persistentes es esencial para el control y
prevencién de la enfermedad.

El uso de semen de reproductores infectados para la inse-
minacién de cerdas de reemplazo seronegativas ha demostra-
do la seroconversion de estos animales (Christopher-Hennings
et al., 2001b). Por lo tanto seria recomendable que en el pais
se tuviera en cuenta el monitoreo periédico de los
reproductores que se utilizan en inseminacién artificial.

Analizando la respuesta serolégica contra el virus del
SRRP mediante la prueba de ELISA-IDEXX se concluyé que
los valores S/P altos, medios o bajos, no indican que hay un
proceso infeccioso en ese momento.

En el trabajo también se detect6 el virus de la PPC en 3 de
las 99 muestras de semen pertenecientes a la granja #4 dcl
departamento de Cundinamarca. La deteccién del ARN viral
del virus de PPC indica que este virus podria ser excretado
via semen, lo cual es muy importante para la reproduccién
porcina, ya que este virus también puede ocasionar infeccion
persistente (Sierra et al., 1994; Van Oirschot et al 1999), al
igual que el virus del SRRP, sin producir sintomatologia apa-
rente. Actualmente se reconoce que los animales
persistentemente infectados pueden ser fuente de infeccion
tanto para las madres, y éstas una vez infectadas para los le-
chones concebidos con semen de estos machos, ya que el vi-
rus de la PPC produce infeccién congénita persistente, donde
los lechones nacen aparentemente sanos pero virémicos (Sie-
rra et al., 1994). El resultado de la prueba sugiere que el virus
de PPC que se detectd es vacunal, ya que la vacunacién para
PPC es obligatoria para todas las granjas porcicolas del pais
como medida de prevencion y control. Se desconoce si se
trata de virus infectivo (completo) o ARN viral. Los estudios
en la literatura no revelan casos naturales donde se haya de-
tectado el virus vacunal en el semen, s6lo demuestran que el
virus de campo si puede estar presente en el semen cuando el
virus ingresa a centros de inseminacién y puede diseminarse
a una poblacioén de cerdas que sean inseminadas, conllevando
al sindrome de cerda portadora persistente (Smit et al., 1999).

La prueba de ELISA Ceditest para PPC, demostré que el
71% de los cerdos muestreados poseen anticuerpos, lo cual
se asocia a la respuesta postvacunal. El intento de aislamiento
viral a partir de semen en cultivos celulares tiene serias difi-
cultades por la toxicidad del semen, la distribucién homogé-
nea del virus en el semen o la contaminacién bacteriana. Por
lo tanto los hallazgos del presente trabajo permiten recomen-
dar la técnica de RT-PCR para el monitoreo de reproductores

porcinos en Centros de Inseminacidn, por su alta especifici-
dad, sensibilidad, facilidad para su realizacién y ripidos re-
sultados.
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