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RESUMEN

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2)
que ha sido asociado al sindrome de
emaciacién multisistémico postdestete
(PMWYS), generalmente es diagnosticado
conjuntamente con otros agentes
infecciosos en cerdos. El virus del
sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV) es probablemente el
méas frecuentemente asociado a estos
casos. Aunado a ello, se ha sugerido una
potencial relacién entre ambos agentes,
basandose en infecciones experimentales.
Tomando en cuenta que ambos virus,
PRRSV y PCV2, han sido detectados
en Venezuela, es posible que la
coinfeccién por estos agentes ocurra de
forma natural bajo condiciones de campo
en el pais; en razén de lo cual, el objetivo
del presente trabajo fue describir los signos
clinicos, las lesiones macroscépicas y
microscépicas, asi como la deteccién de
ambos virus en cerdos naturalmente
coinfectados en Venezuela.

Entre noviembre del 2001 vy

noviembre del 2002, fueron estudiados

ABSTRACT

Porcine circovirus type 2 (PCV2) is
usually found concomitantly with other
agents in postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS). Among
them, porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) is probably the
most frequent one. Furthermore, a
potential synergy between those agents has
been suggested based on experimental
infections. Taking into account that both
PRRSV and PCV2 have been detected
in Venezuela, it is possible that
coinfections by these viral agents occur
under field conditions. Therefore, the
purpose of this work was to describe the
clinical signs, gross lesions observed,
histopathological findings and detection of
both PCV2 and PRRSV in pigs
naturally co-infected with these viruses in
Venezuela.

Between november 2001 and
november 2002, twenty seven 6-12 week-
old pigs, taken from eleven farms with 300
to 1500 sows were studied. Herds were
located in the states of Aragua, Carabobo,
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27 cerdos entre 6 y 12 semanas de edad,
provenientes de 11 granjas, las cuales
presentaron capacidades entre 300 y
1.500 madpres, estando ubicadas en los
estados Aragua, Carabobo, Cojedes,
Meérida, Yaracuy y Zulia. Los signos
clinicos y las lesiones macro y
microscépicas de los cerdos seleccionados
fueron registradas. Muestras de tonsila,
pulmén, nédulos linfaticos, bazo, higado,
intestino y rinén, fueron fijadas en
formalina bufferada al 10% para la
realizacién del examen histopatolégico.
Los casos compatibles con PMWS
fueron procesados segiin la técnica de
hibridacién in situ (HIS) para detectar
PCV2, realizdndose inmunohistoquimica
(IHQ) para PRRSV a las muestras
positivas a PCV2, de manera de detectar
aquellos casos de co—infeccién viral.

De los 27 cerdos con signos clinicos
como retraso en el crecimiento y disnea,
10 evidenciaron lesiones microscépicas
consistentes con PMWS, de estos
tltimos, cinco resultaron positivos a la
prueba de HIS, tres de ellos (dos con
PMWS y uno con infeccién subclinica de
PCV2) se encontraron positivos a
PRRSV mediante la prueba de IHQ,
siempre con identificacién del agente en
macréfagos alveolares.

(Palabras clave: Cerdo, SRRP,

circoviridae, infeccién, Venezuela.)

INTRODUCCION

A finales de los anos 70, se encontré
un virus contaminante de algunas lineas
celulares de rinén de cerdo PKI15,
llamado actualmente Circovirus Porcino
Tipo I (PCV1, por sus siglas en inglés),
este mostré no ser patogénico en cerdos
infectados experimentalmente (Tischer et

Cojedes, Mérida, Yaracuy and Zulia.
Clinical signs and macroscopic lesions of
selected pigs were registered. Samples of
tonsil, lung, lymph nodes, spleen, liver,
intestine and kidney were fixed by
immersion in 10% buffered formalin for
histopathological examination. Those
cases compatibles with PMWS were
further processed by in situ hybridization
(ISH) to detect PCV2. Finally
immunohystochemestry (IHC) for
PRRSV detection was only performed
in the PCV2 positives samples in order
to detect those cases of viral co-infection.

“Ten out of 27 pigs with clinical signs,
growth retardation and respiratory signs,
showed microscopic lesions compatible
with those of PMWS, five out of these
last 10 were positive to ISH to detect
PCV2. IHC to detect PRRSV antigen
was performed in those 5 PCV2 positive
cases. hree of them (two with PMWS
and the third with a PCV2 subclinical
infection) were found positive to the

PRRSV IHC test; labeled cells consisted

of alveolar macrophages.

(Key words: Swine, PRRS,

circoviridae, infection, Venezuela.)

al., 1986). La enfermedad que

actualmente se conoce como Sindrome de
Emaciacién Multisistémico Postdestete o
PMWS (por sus siglas en inglés), fue
observada inicialmente en el oeste de
Canada en 1991 y reportada por primera
vez en 1996 (Clark, 1996; Harding,
1996). Luego se logré aislar el Circovirus

Porcino tipo 2 (PCV2) a partir de tejidos
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de un cerdo con el PMWS, utilizando un
cultivo celular PK15 libre de PCV1
(Ellis et al., 1998).

En Venezuela, los veterinarios de
campo habian encontrado evidencias
clinicas del PMWS hace algunos anos y
es en el afio 2002 cuando se reportan
oficialmente los primeros casos de
PMWS asociados a PCV?2, el cual fue
detectado mediante la técnica de
hibridacién in situ (HIS) (Sogbe et al.,
2002).

El virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSYV, por sus
siglas en inglés) fue detectado en
Venezuela en 1996 mediante la técnica
de inmunohistoquimica (IHQ) (Diaz et
al., 1999). Recientemente se ha aislado
y caracterizado el virus del PRRS en el
pais (De Jests, 2003). La alta prevalencia
del PRRS evidenciada a través de
estudios serolégicos (77% de los rebafios)
en el ano 2000 (Cano et al., 2002) y el
gran impacto que produjo sobre los
parametros productivos, lo han convertido
en una de las principales limitantes
sanitarias en el pais, por lo que se
considera que el estudio de esta
enfermedad y su asociacién con otros
agentes etiolégicos, son necesarios para
comprender la patogenia del virus y
avanzar en el control y erradicacién de la
enfermedad.

LLa asociacién e interaccién del
PRRSV con otros agentes patégenos del
cerdo, tales como Mycoplasma
hyopneumoniae, Streptococcus suis y
Actinobacillus pleuropneumoniae, ha sido
previamente estudiada. A pesar de las
dificultades para reproducir el PMWS en
condiciones experimentales, algunos de
los modelos que han logrado reproducir
los signos clinicos de la enfermedad, han
utilizado la coinfeccién con agentes como
el PRRSV o el parvovirus porcino,
especulandose el papel de otros agentes

patégenos en el desarrollo del PMWS
(Allan et al., 1999; Krakowka et al.,
2000; Harms et al., 2001; Rovira et al.,
2002).

Durante el afio 2000, se diagnosticé
neumonia en 3.163 cerdos en el
Laboratorio de Diagnéstico de la
Universidad de lowa, EUA. El PCV2
resulté6 ser el agente mas comunmente
detectado en combinacién con otro agente,
en el 56% de los casos se encontré

concomitante con PRRSV (Harms et
al., 2002). Otro estudio realizado por
Segalés et al. (2002), detecté el antigeno
de PRRSV mediante IHQ en 23,8%
de 277 cerdos diagnosticados con
PMWS, sugiriendo que el PRRSV no
es esencial para el desarrollo de PMWS.

En el marco de una linea de
investigacién sobre la presencia,
distribucién, presentacién, impacto e
interacciones del PCV2 con otros agentes
(en Venezuela); asi como por tratarse de un
tépico de reciente significacién y ante la
ausencia de informacién en los paises
tropicales, se plantea un estudio sobre el
PMWS, sus asociaciones y su forma de
presentacién en las granjas comerciales
venezolanas. El objetivo de esta fase de
la investigacién fue determinar si los
cerdos afectados con PMWS pueden ser
infectados simultdneamente por el

PRRSV.
MATERIALES Y METODOS

En el periodo entre noviembre de
2001 y noviembre de 2002, fueron
evaluadas un total de once granjas
comerciales, ubicadas en los estados
Aragua, Carabobo, Cojedes, Mérida,
Yaracuy y Zulia. En estas granjas se
reporté la presencia de lechones entre seis
y doce semanas de edad, con severo
retraso en el crecimiento y
desmejoramiento de la condicién corporal
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siendo éste el criterio utilizado para incluir
a las explotaciones en el estudio. Las
granjas tenian un promedio entre 300 y
1500 cerdas en produccién. El nivel de
manejo y el estatus sanitario de los
rebanos era variable, con sistemas de ciclo
completo, flujo continuo, miltiples sitios
y manejo todo-dentro-todo fuera.

Se seleccionaron 27 cerdos a los cuales
se les tom6é muestras de tonsila, pulmén,
nédulos linfaticos mediastinicos,
mesentéricos e inguinales superficiales,
bazo, higado, rifién e intestino (fleon-ciego).

Todas las muestras de tejidos fueron
fijadas en formalina bufferada al 10% y
fueron procesadas para estudio
histopatolégico en el Laboratorio de
Diagnéstico Anatomopatolégico adscrito a
la Catedra de Patologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad
Central de Venezuela, Campus Maracay.

El diagnéstico presuntivo de PMWS
se basé en los signos clinicos resefiados,
las lesiones macroscépicas y los hallazgos
microscopicos, para asi seleccionar a partir
de los 27 cerdos, diez casos para la
deteccién del acido nucléico del PCV2
mediante la técnica de HIS.

Los cinco casos que resultaron positivos
mediante la técnica de HIS para PCV2,
se incluyeron para realizar la prueba de
Inmunoperoxidasa (complejo avidina-
biotina) a fin de detectar la presencia del
virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino. LLas muestras fueron
procesadas para ambas técnicas a partir de
bloques de parafina en la Unidad de
Anatomia Patolégica de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Auténoma
de Barcelona, Espana.

RESuULTADOS Y DISCcUSION
Estudio clinico

Los signos clinicos més frecuentemente
observados y determinantes en la seleccién

Figura 1. Cerdo de 12 semanas de edad (flecha)
con severo retraso en el crecimiento con respecto al
grupo de contemporaneos

de los cerdos para la necropsia fueron:
retraso del crecimiento o emaciacién
(Figura 1), consistente con el 96% de los
cerdos, aumento de tamafio de los nédulos
linfaticos inguinales superficiales (70%),
disnea (67%) y palidez de la piel (67%).
Estos criterios de seleccién se basaron en
la presentacién clinica del PMWS
referida por diferentes autores (Harding
et al., 1998; Ellis et al,, 1998; Allan et
al., 1999; Krakowka et al., 2000; Harms
et al., 2001; Sorden y Halbur, 2002;
Segalés y Domingo, 2002).

Estudio de necropsia

El aumento de tamafio de al menos
un nédulo linfatico (Figura 2) fue el
hallazgo mas comin a la necropsia, (un
74% de los casos), siendo superior al
reportado por Segalés y Domingo (2002);
esta diferencia podria deberse a la presencia
de otros agentes virales como el PRRSV,
que también produce linfoadenomegalia
(Done y Paton, 1995; Rossow, 1998). La
ausencia de colapso pulmonar se observé
en el 67% de los casos, considerandose una
lesién caracteristica de PMWS y PRRS
(Segalés y Domingo, 2002; Jones-Lang et
al., 1997). Aunado a lo descrito, el 59%
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Figura 2. Nédulos linfaticos inguinales superficiales
aumentados de tamafio (flecha), de un lechén de 9
semanas de edad

de los casos revisados presenté
consolidacién pulmonar, principalmente
de los lébulos craneal y medial, lo que
generalmente se relaciona con
bronconeumonia de origen bacteriano. En
el 100% de las granjas incluidas en el
presente estudio, se diagnosticé
serol6gicamente Mycoplasma
hyopneumoniae. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Segalés y Domingo
en el 2002, quienes obtuvieron 58,9% de
consolidacién pulmonar en casos de PCV2.
Otros investigadores asocian esta
consolidacién craneal del pulmén con el

PRRSV (Done y Paton, 1995; Rossow,
1998). Se pudo detectar que el 37% de
los cerdos presentaban el higado
marcadamente palido y de consistencia
friable, siendo valores superiores con
relacién a los obtenidos en 2002 por
Segalés y Domingo (2,86% de atrofia
hepatica); sin embargo, en un estudio
microscépico realizado a 100 casos de
PMWS por Rosell et al. (2000), se
sefiala 88% de hepatitis.

Se presenté 22% de serositis en
diferentes grados y ubicacién (pleuritis,
pericarditis o peritonitis); lo que coincide
con lo indicado por Segalés y Domingo

(2002), donde encontraron 24,18% de
serositis en los animales evaluados.

En la mayoria de los casos, esta serositis
se le ha atribuido a agentes bacterianos
secundarios, Haemophilus parasuis,
Streptococcus suis, Pasteurella multocida,
rutinariamente aislados en la mayoria de las
granjas incluidas en el estudio. Este
hallazgo frecuente en casos de campo, podria
deberse a que el PCV2 y el PRRSV, son
agentes Inmunosupresores que facilitan la
multiplicacién de estas bacterias en el tracto
respiratorio; sin embargo, otros autores no
han encontrado interaccién clara entre el
PRRSV vy Pasteurella multocida o
Haemophilus parasuis (Carvalho et
al.,1997; Segalés et al.,1999).

De los 27 lechones a los que se les
practicé la necropsia, se detect6 19% de
tlceras gastricas, principalmente ubicadas
en la pars esofdgica del estémago. Este
porcentaje es menor al encontrado por
Segalés y Domingo en el 2002
(27,25%); se podria inferir que el grupo
etario sujeto a estudio (lechones de 6 a
12 semanas), pudo ser un factor
determinante en este valor en particular,
considerando que Segalés y Domingo
(2002) incluyeron en su investigacién
cerdos de todas las edades.

Estudio histopatolégico

El hallazgo microscépico més
relevante fue la neumonitis intersticial
(56%). Este porcentaje fue menor al
resefiado por Segalés y Domingo (2002),
no obstante, esta patologia ha sido un
hallazgo constante en los experimentos
que han logrado reproducir el PMWS
mediante inoculacién de PCV2 y
PRRSV a los cerdos (Harms et al.,
2001; Rovira et al., 2002). En la
mayoria de los casos de infeccién por
PRRSV, se presenta neumonitis
intersticial crénica (Done y Paton, 1995;
Rossow et al., 1996), no obstante, es
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interesante recordar que esta lesién
también ha sido asociada a infecciones por
PCV2, virus de la enfermedad de
Aujeszky, virus de la influenza porcina y
coronavirus respiratorio porcino (Harms
et al., 2002; Jones-Lang et al., 1997,
Rodriguez-Arrioja et al., 1999).

Es importante sefialar que en la
mayoria de los casos en los que se observé
macroscépicamente ausencia de colapso
pulmonar, al estudio histolégico se
diagnostic6 neumonitis intersticial crénica,
por lo que pudiese establecerse una
relacién de ambos hallazgos (Figura 3).

En el tejido linfoide estudiado (ténsilas,
placas de Peyer y nédulos linfaticos
traqueobronquiales, mesentéricos e
inguinales superficiales), se detecté
deplecién linfoide en el 48% de los casos
(Figura 4), infiltrado inflamatorio
histiocitico en el 4 1%, presencia de células
sincitiales o multinucleadas gigantes en el
37% y cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos esféricos fuertemente
basofilicos, principalmente en macréfagos,
en el 19% de los casos bajo estudio. Estos
hallazgos también fueron obtenidos por

Segalés y Domingo (2002), en un
estudio retrospectivo de casos positivos
para PCV2; los porcentajes de ocurrencia
para estas lesiones senaladas en dicho
estudio fueron mayores, sin embargo, en
la presente investigacién 5 animales de los
13 que presentaron deplecién linfoide,
fueron diagnosticados posteriormente
como PMWS. En casos de coinfeccién
natural o experimental de PCV2 y
PRRSV se senala deplecién linfoide
(Harms et al., 2001; Rovira et al., 2002;
Harms et al., 2002).

En ninguno de los cerdos se observé
hiperplasia linfoide, a pesar que en
infecciones por el PRRSV s
frecuentemente indicado (Done y Paton,
1995; Rossow et al., 1996); esto pudiera
explicarse en que al momento de
seleccionar los cerdos para el presente
estudio, (basado en los signos clinicos
consistentes con PRRSV), éstos se
encontraban en la fase crénica de la
entidad, fase en la cual la hiperplasia
linfoide ya no es observada.

En el 37% de los casos, se reporté
degeneracién hepatica, la cual podria estar

Figura 3. Micrografia digitalizada de pulmén,
neumonitis intersticial crénica: nétese el infiltrado
inflamatorio mononuclear que ocupa los septa
interalveolares. HE.: 40x

Figura 4. Micrografia digitalizada de Placas de
Peyer donde se aprecia deplecién linfoide marcada
con infiltrado histiocitario. HE: 100x
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relacionada con la infeccién por PCV2
(Segalés et al.,, 2002; Segalés y
Domingo, 2002) y co-infeccion PCV2
— PRRSV (Harms et al., 2001); podria
especularse sobre la participacién de
micotoxinas o formacos, para lo cual se
requeririan estudios complementarios.

En ninguno de los casos se observé
nefritis intersticial, contrastando con la
literatura consultada, donde se resefia una
proporcién de 39,12% (Segalés y
Domingo, 2002).

Hibridacién in situ (HIS)

El 4cido nucléico del PCV2 fue
detectado en cinco de diez casos
evaluados; en los cinco se evidencié el
ADN del virus en el nédulo linfatico
inguinal superficial, en dos en el bazo y
s6lo uno en pulmén, rinén, placas de
Peyer (Ileon-ciego) o higado; la
determinacién del ADN viral en estos
tejidos coincide con lo registrado por
diferentes autores (Quintana et al., 2001;
Harms et al., 2002; Segalés et al.,
2002). El acido nucléico de PCV2 no
fue detectado en el miocardio ni en el
pancreas.

Se pudo observar una correlacién
entre la cantidad de acido nucléico
detectado y la severidad de las lesiones

microscépicas en tejido linfoide, lo cual
coincide con Quintana et al. (2001);
mientras mas severa fue la deplecién
linfoide observada en la histopatologia,
mayor fue la cantidad de marcaje para
ADN de PCV2.

Al relacionar los signos clinicos y
las lesiones microscépicas observadas
en esos cinco cerdos positivos en la
prueba de HIS, se pudo establecer el
diagnéstico definitivo de circovirosis
porcina (PMWS). Dichos cerdos
tenfan 6, 8 (tres cerdos) y 11 semanas
de edad y eran provenientes de cuatro
granjas comerciales de cuatro estados
de Venezuela (Tabla 1). Es de hacer
notar que uno de los casos positivos a
PMWS provenia de una granja
seronegativa a PRRS.

Por otra parte, el hecho que s6lo
cinco cerdos de 27 se les diagnosticara
PMWS, a pesar de haber sido
seleccionados por la presentacién clinica
reportada en la literatura, nos sugiere
que otros agentes o factores podrian
estar asociados a esta condicién de
desmejoramiento de la condicién
corporal, emaciacién y disnea en cerdos
entre 6 y 12 semanas de edad en las
granjas comerciales de Venezuela.

Tabla 1. Distribucién de los Casos Positivos de PCV2 y PRRSV

Cédigo por Positivos Positivos a
Grania Estado PCV2 PCV2/ Tipo de explotacién
! PRRSV
I Aragua 1 | Ciclo Completo—Flujo Continuo
2 Carabobo 2 2 Ciclo Completo—Flujo Continuo
4 Yaracuy | 0 Miiltiples Sitios (Tres sitios)
9 Meérida | 0 Ciclo Completo—Flujo Continuo
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OOy

Figura 5. Micrografia digitalizada de pulmén:
Inmunohistoquimica (IHQ) positiva para el PRRSV
(marcaje color pardo), contraste con eosina. IHQ:

40x

Inmunohistoquimica (IHQ)

De los cinco cerdos diagnosticados
con PMWS, en tres de ellos se detect6 el
antigeno del PRRSV en la prueba de
IHQ. En todos los casos positivos el
antigeno fue detectado en el pulmén,
generalmente asociado a macréfagos
alveolares, como puede observarse en la
Figura 5. Esto coincide ampliamente por
lo referido en la literatura (Magar et al.,
1993; Larochelle y Magar, 1995;
Rossow et al., 1996). Sélo en un caso,
el antigeno viral fue detectado en placas
de Peyer (Ileon-ciego).

Estos resultados, confirman lo sefalado
anteriormente sobre la presencia del

PRRSV en Venezuela (Rolo et al., 1998;
Cano etal., 2002; De Jestis, 2003).
de

Descripcién de los casos
coinfeccion PCV2/PRRSV
En tres cerdos se detecté tanto el 4cido
nucléico del PCV2 por HIS como el
antigeno del PRRSV mediante IHQ;
sus edades fueron de seis semanas (1) y
de ocho semanas (2) (Tabla 1). Estos
animales, presentaron severo retraso en
el crecimiento, depresién, disnea y

adenomegalia inguinal superficial. El caso
001 (lechén de granja ubicada en el Estado
Aragua) presenté emaciacién severa y el
002A(lechén de granja ubicada en el
Estado Carabobo) palidez de la piel, signos
clinicos que coinciden con lo reportado en
la literatura (Harms et al., 2001; Rovira et
al.,2002; Harms et al., 2002). En ninguno
de los casos se detect6 ictericia como lo resena
Harms et al. (2001).

A la necropsia se observé ausencia de
colapso pulmonar y presencia de zonas
congestivas en la superficie pulmonar. El
caso 002B (lechén de granja ubicada en el
Estado Carabobo) presenté adenomegalia
traqueobronquial, en concordancia con lo
descrito por Harms et al. (2001); Rovira et
al. (2002) y Harms et al. (2002). En dos
de los cerdos (001 y 002B) se detectaron
zonas de consolidacién en los 16bulos apical
e intermedio del pulmén y en el caso 002B
una pleurtis leve, lo que posiblemente
podria asociarse por la infeccién por agentes
bacterianos secundarios.

Al estudio histopatolégico, se
diagnosticé6 neumonitis intersticial en los
tres casos, aunque en uno de ellos (002B)
se evidencié también una
bronconeumonia catarral purulenta;
observandose una deplecién linfoide de
leve a moderada. Estos dos hallazgos en
pulmén y tejido linfoide se corresponden
con los descritos con anterioridad (Harms

et al., 2001; Rovira et al., 2002; Harms
et al., 2002).

CONCLUSIONES

La deteccién del 4cido nucléico de
PCV2, en cinco cerdos provenientes de
cuatro granjas de cuatro estados de
Venezuela, mediante la técnica de HIS
permiti6 realizar el diagnéstico definitivo
de PMWS al relacionarla con la
presentacién de signos clinicos y las
lesiones microscépicas.
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Se detects el antigeno del PRRSV
mediante la técnica de IHQ, en tres
cerdos provenientes de dos granjas
comerciales de dos estados de Venezuela.

Se evidencié que los cerdos puede
estar infectados simultdneamente de forma
natural con el PCV2 y el PRRSV bajo
las condiciones de produccién en el
trépico.

Se evidenciaron los signos clinicos
(retraso en el crecimiento, aumento de
tamafnio de los nédulos linfaticos
inguinales superficiales y disnea), las
lesiones macroscépicas (ausencia de
colapso pulmonar y zonas congestivas en
superficie pulmonar) y las lesiones
microscépicas (deplecién linfoide y
neumonitis intersticial), caracteristicas de
coinfecciones por PCV2/PRRSV en el
trépico.

Las lesiones hepéaticas descritas
pudiesen estar relacionadas con varios
factores que estén interactuando en este
6rgano, como micotoxinas, t6xicos u otros
virus, para lo cual se sugeririan estudios
especificos a fin de establecer los agentes
que pudieran estar relacionados con este
hallazgo de Necropsia.
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