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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue describir la dindmica
de la respuesta humoral especifica y la frecuencia de
variantes del virus del PRRS en tres granjas con
diferentes estrategias de control. Treinta cerdos en
cada granja fueron estudiados. Los animales se
muestrearon y los sueros se procesaron mediante
ELISA y RT-PCR in tiempo real usando tecnologia
Sybr Green para detectar las variantes del virus del
PRRS. La media de los valores de S/P, RT-PCR y
temperatura de desnaturalizacion se compararon a los
21, 49, 77,105 y 160 dias de edad. Los cerdos de las
granja A fueron positivos a la prueba de ELISA en
todas las edades; en la granja B los cerdos fueron
positivos a los 77, 105 y 160 dias de edad, y los
cerdos de la granja C fueron positivos a los 105 y 160
dias de edad. Las temperaturas de desnaturalizacion,
mostraron  cuatro  diferentes  tiempos  de
desnaturalizacion en cada granja, correspondiendo a
cuatro tipos de virus: virus vacunal, inéculo y dos
tipos silvestres de virus. En conclusion, las diferentes
estrategias utilizadas en las granjas indujeron una
respuesta inmune en la mayoria de los animales. En la
granja A se obtuvieron las medias mas altas de S/P.
Las estrategias de control no evitaron la presencia de
variantes del virus del PRRS por lo que pudieran
representar un riesgo para la poblacién animal.
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SUMMARY

The objectives of this study were to describe the
dynamic of specific humoral response and frequency
of variants of PRRS virus in three farms with
different strategies of control. Thirty pigs in each
farm were studied. The animals were sampled and
sera were processed by ELISA and RT-PCR real time
using Sybr Green technology to detect PRRS virus
variants. The mean of S/P value, RT-PCR positive
and melting temperature were compared at 21, 49,
77,105 and 160 days of age. The pigs from farm A
were positive to the ELISA test at all ages; in farm B
pigs were positive at 77, 105 and 160 days of age, and
the pigs from farm C were positive at 105 and 160
days of age. Melting curve analysis, showed four
different melting times in each farm corresponding to
four types of viruses: vaccine virus, inoculum and
two wild type viruses. The different strategies used in
the farms induced an immune response in most
animals. The highest S/P were obtained in farm A.
The strategies of control did not avoid the presence of
variants of PRRS virus, which might represent a risk
for the animal population.
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INTRODUCCION

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS) es una enfermedad de distribucién mundial
con efectos devastadores en la industria porcina. En
Estado Unidos las pérdidas estimadas en la industria
porcina debidas a esta enfermedad son alrededor de
$560 millones de ddlares al afio (Neuman et al.,
2005).

Esta enfermedad es causada por un virus RNA del
género Arterivirus, de la familia Arteviridae. Debido
a las diferencias en la secuencia de sus nucleotidos se
han clasificado en dos genotipos, el tipo Europeo y el
tipo Americano, compartiendo aproximadamente
63% de identidad a nivel gendmico (Allende et al.,
1999). Este virus tiene la capacidad de mutar
rapidamente por lo que se pueden encontrar variantes
del mismo en una sola granja e incluso en un mismo
animal (Goldberg et al., 2003). Como consecuencia
de estas mutaciones la respuesta inmune y la
virulencia del virus de PRRS puede variar.

Diferentes estrategias de control han sido utilizadas
contra esta enfermedad con el fin de estabilizar la
respuesta inmune de los animales a través de la
produccion de anticuerpos y de reducir la presencia y
circulacion de variantes en las poblaciones animales.
Existen pruebas diagndsticas para evaluar lo anterior,
como la prueba de Ensayo de Inmunoabsorbancia
Ligado a Enzimas (ELISA) utilizada para detectar la
presencia de anticuerpos, asi como para conocer la
dinamica de circulacién en la poblacién animal, y por
otro lado las técnicas moleculares que se utilizan para
la deteccion del virus y variantes como es el caso de
la prueba de RT-PCR en tiempo real, utilizando la
técnica SYBR Green (Egli et al., 2001; Wasilk et al.,
2004; Chung et al., 2005).

Entre las estrategias de control se mencionan, el uso
de vacunas con virus vivos atenuados (MLV), el uso
de autdgenos (inoculos) con cepas obtenidas de la
misma granja y la infeccion natural de los animales
(Batista et al., 2004; Fano et al., 2004). La principal
caracteristica de las estrategias de control es la
produccion de las granjas de sus propios reemplazos.
A pesar del uso, generalizado, de estas estrategias, en
México y en Yucatan existe poca informacién sobre
el éxito o fracaso de las mismas. Los objetivos del
presente estudio fueron evaluar la respuesta humoral
especifica y la determinar la frecuencia de variantes
del virus de PRRS en cerdos de la linea de
produccion, en tres grajas porcinas con diferentes
esquemas de control.
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MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

El estudio se realizé en tres granjas en el estado de
Yucatdn, México, localizado al sureste de México,
entre las coordenadas 19° 30° y 21° 35” latitud norte y
87° 30" y 90° 24’ longitud oeste del meridiano de
Greenwich. El Estado limita al norte con el Golfo de
Meéxico, al suroeste con el estado de Campeche vy al
sureste con el estado de Quintana Roo. El clima de la
region es tropical subhtimedo (Awg) con régimen de
lluvias en verano (mayo a octubre), precipitacién
pluvial anual de 997 mm (rango de 700 a 2000
milimetros), temperatura media de 26.5° C (rango de
7 a 42° C), humedad relativa entre 61 y 87% y vientos
predominantes de norte a sureste. Yucatan esta libre
del virus de la enfermedad de Aujeszky y Fiebre
Porcina Clasica

Granjas de estudio

Las granjas de estudio fueron seleccionadas por
conveniencia teniendo una poblacion promedio de
2000 vientres cada una e instalaciones tecnificadas.
La alimentacion fue a base de alimento comercial y el
destete se realizaba aproximadamente a los 21 dias de
edad; teniendo programas de limpieza y desinfeccion.
El personal era exclusivo de cada &rea. Las tres
granjas tenian programas de vacunacion y medicacién
seglin las enfermedades presentes en cada granja. La
reproduccion de las piaras se realizaba mediante
inseminacion artificial y la tasa de reemplazo anual
era de 40% con hembras provenientes del area de
engorda (auto remplazo). Las tres granjas
denominadas como A, B y C eran positivas al virus
de PRRS y cada una utilizaba un método diferente de
control contra el virus del PRRS.

En la granja A se utilizaba una vacuna comercial con
virus vivo atenuado (Ingelvac ® PRRS MLV de Lab.
Boehringer Ingelheim) con aplicacién masiva en el
hato reproductor cada 4 meses y a los cerdos a los 21
dias de edad en la linea de produccion (destete y
engorda). Los reemplazos eran seleccionados a las 18
semanas de edad del area de engorda y eran llevados
a un area de cuarentena donde recibian doble
vacunacion con el virus del PRRS a intervalos de 4
semanas y posteriormente eran integrados al hato
reproductor cuando tenian una edad de 210 dias y un
promedio de peso de 140 kg.

En la granja B la estrategia se basd en el monitoreo
serolégico al ingreso y al final del periodo de
aclimatacion de los reemplazos (con un intervalo de
10 a 12 semanas). Los criterios de inclusion al hato
reproductor dependieron de si el animal era positivo
cuando menos en alguno de los dos muestreos,
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asegurando asi una previa exposicion. El otro criterio
era que hubiera 30% o mas de animales seropositivos
en la prueba de ELISA (kit CIVTEST SUIS PRRS
AJIS de laboratorios HIPRA). De igual forma se
consideraba una edad de no menos de 210 dias y un
peso de 140 kg.

La granja C utilizaba in6culos de sueros positivos al
virus de PRRS obtenidos de animales previamente
clasificados como positivos, mediante la prueba de
RT-PCR en tiempo real. Estos tenian un proceso de
almacenamiento y crioconservacion. Posteriormente,
de acuerdo a la carga viral, se preparaban dosis
individuales para ser inoculadas a cerdos de 70 dias
de edad en la linea de produccién. Posteriormente, los
remplazos permanecian en un area de cuarentena y
eran introducidos al hato reproductor a los 210 dias
de edad con un peso de 140 Kg.

Disefio del estudio

Se realiz6 un estudio prospectivo longitudinal en 30
animales de cada granja. El tamafio de muestra fue
obtenido considerando un nivel de prevalencia de
variantes del virus del PRRS igual o mayor al 10%
por granja y un nivel de confianza de 95% (Dean et
al., 1995). Los animales fueron identificados
individualmente en la oreja. Se tomaron muestras de
sangre de los animales en los dias 21, 49, 77, 105 y
160 de edad. Las muestras se obtuvieron por puncion
de la vena yugular. Las muestras fueron almacenadas
en neveras de unicel con refrigerantes y enviadas al
laboratorio para realizar la separacion de suero y
almacenadas en alicuotas.

Andlisis de Laboratorio

Para detectar anticuerpos contra el virus de PRRS se
utilizé el kit comercial (IDEXX HerdCheck PRRS,
USA) que es una prueba de ensayo de
inmunoabsorbancia ligado a enzimas (ELISA). Se
realizd una dilucion de 1:40 y posteriormente se
siguid el protocolo recomendado por el fabricante. El
punto de corte para determinar un suero positivo fue
el coeficiente del valor de la absorbancia de la
muestra sobre el valor de la absorbancia del suero
control positivo (S/P) de modo que coeficientes S/P
>0.40 fueron considerados positivos. La prueba tenia
97.4% de sensibilidad y 99.6% de especificidad. La
prueba de ELISA se realiz6 en los laboratorios de
Investigacion Aplicada S.A. de C.V. en Tehuacén,
Puebla.

La extraccion de RNA se realizo a partir de 200ul de
suero, utilizando el reactivo de extraccion RNA
Wiz™ de Ambion® RNA Company™. El protocolo
se realizd de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante (IDEXX HerdChek PRRS 2XR test kit
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Handbook. USA). La prueba de RT-PCR en tiempo
real se realizé utilizando el kit comercial QuantiTect®
SYBR® Green RT-PCR de QIAGEN®, siguiendo el
protocolo descrito por el fabricante (QuantiTect®
SYBR® Green RT-PCR Handbook, USA). Se
formaron grupos de 5 muestras de suero cada uno. Se
utilizaron iniciadores, disefiados a partir de la
secuencia del marco de lectura abierta (ORF 7)
correspondiente a la sepa Americana y Europea:
sentido (forward) 5’-
GGGGAATGGCCAGYCAGTCAA-3’ y antisentido
(reverse) 5’- GCCAGRGGAAAATGKGGCTTCTC-
3. La mezcla de reaccion fue constituida por
iniciadores a una concentracion final de 1uM, 10 pl
de SYBR Green RT-PCR Master Mix, 0.2 pL de
Quanti Tect RT mix y 8.8 ul de la muestra;
obteniendo un volumen final de 20ul. La
transcripcién reversa se realiz6 a 50°C por 30 min, y
posteriormente se realizé una preincubacion a 95°C
por 15 min. EIl protocolo de corrida constd de 40
ciclos de 95°C por 15 seg (desnaturalizacion), 60°C
por 20 seg (alineacion) y 72°C por 20 seg (extension)
colocando en este Gltimo paso los canales de lectura
FAM/Sybr.

Posteriormente, con el fin de determinar las variantes
del virus de PRRS a través del andlisis de curvas de
desnaturalizacion, los grupos de muestras que
resultaron positivos a la corrida con ORF7, se
analizaron nuevamente de manera individual por la
prueba de RT-PCR en tiempo real utilizando como
iniciadores la secuencia del ORF 5: sentido (forward)
5’- GTGGTGTATCGTGCCGTTCT-3’) y antisentido
(reverse) 5°- GCCATTCAGCTCACATAGCG-3". La
mezcla de reaccidn fue constituida por los iniciadores
a una concentracion final de 0.5 puM, 10 ul de SYBR
Green RT-PCR Master Mix, 0.2 uL. de Quanti Tect
RT mix y 8.8 pl de la muestra; obteniendo un
volumen final de 20upl. La prueba transcriptasa
reversa se realizd a 50°C por 30 min, posteriormente
se realizd una preincubacion a 95°C por 15 min. El
protocolo de corrida consto de 40 ciclos de 95°C por
15 seg (desnaturalizacién), 50°C por 20 seg
(alineacion) y 72°C por 20 seg (extension) colocando
en este ultimo paso los canales de lectura FAM/Sybr.
El protocolo de curvas de desnaturalizacidn consisti6
en rampas de 60°C a 95°C, incrementos de 0.5°C en
cada paso, con intervalos de 5 seg.

En ambas amplificaciones se utiliz6 el SYBR Green
RT-PCR Master Mix del kit comercial el cual
contiene: HotStarTag® DNA Polimerasa, QuantiTect
SYBR Green RT-PCR Buffer, dNTP’s, SYBR Green
I, ROX (colorante de referencia) y 5 uM de MgCI2.
Se utiliz6 como control positivo la vacuna comercial
con virus vivo modificado (Ingelvac ® PRRS MLV
de Lab. Boehringer Ingelheim) y el indculo de suero
positivo al virus de PRRS. Para establecer la curva
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estdndar de los controles positivos se realizaron 20
repeticiones.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados utilizando estadistica
descriptiva y analitica. Los promedios de valores de
S/P fueron comparados a partir de los 77 dias de edad
mediante andlisis de varianza y pruebas de Tukey
para comparaciones multiples de medias (SPSS,
2006).

Las temperaturas de desnaturalizacion (Tm), fueron
ordenadas y agrupadas considerando 2°C de
diferencia entre variantes de acuerdo a los criterios
descritos por Pham et al. (2005). Las curvas de
desnaturalizacién de los grupos fueron comparadas a
través de pruebas no paramétricas de Kolmogorov-
Smirnov y Mann Whitney. La similitud entre las
temperaturas de desnaturalizacién fue evaluada
mediante analisis de similitudes (ANOSIM) de una
via usando como variable independiente los valores
temperatura de las variantes (Clarke y Gorley, 2001).
Estos analisis se basaron en matrices de similitud de
Bray-Curtis construidas con las temperaturas de las
variantes no transformadas. El valor de Ranosim
generado por ANOSIM es una medida relativa de las
variantes definidas a priori que se encuentra entre -1

y 1. Un valor de cero indicando que no hay
diferencias entre las variantes, mientras que un valor
de uno indica que las variantes son diferentes (Clarke
y Gorley, 2001; Clarke y Walmirck, 2001). La
significancia estadistica se prob6 con 10,000
permutaciones y se utilizd un escalonamiento
multidimensional no métrico (nMDS) con la finalidad
de observar gréficamente las diferencias entre
variantes del virus detectadas por ANOSIM.
Asimismo, se implementd de manera conjunta un
analisis de clusters con la finalidad de apoyar los
resultados observados en el nMDS. Todos los analisis
previamente mencionados fueron realizados con el
programa Primer 5 (Clarke y Gorley, 2001).

RESULTADOS

Ensayo de Inmunoabsorbancia ligado a enzimas
(ELISA)

Los resultados de la prueba de ELISA mostraron que
en la granjas A los mayores porcentaje de animales
positivos y promedios de S/P se encontraron a los 77
y 105 dias de edad; en la granja B a los 160 dias, y en
la granja C a los 105 (Tabla 1). Los promedios de S/P
de los animales de la granja A fueron mayores que los
obtenidos en las granjas By C a 77, 105 y 160 dias de
edad (p<0.05).

Tabla 1. Promedios de coeficientes S/P por edad y porcentaje de cerdos positivos a la prueba de ELISA.

21 dias 49 dias 77 dias 105 dias 160 dias
Granja Media % (+) Media % MediaS/IP % Media % Media % (+)
S/P S/P (+) (+) S/P (+) S/P
A (vacuna) 0.249 16.7 0.543 60.0 1.29 100 1.51 100 1.27 93
B 0.076 0 0.016 0 0.732 67.7 0.691 82.1 0.934 96.6
(remplazo)
C (indculo) 0 0 0 0 0.040 0 0.852 94.3 0.556 65.7

Tabla 2. Numero y clasificacién de animales positivos a la prueba de RT-PCR en tiempo real, por edad y por granja.

Granja Edad V1 V2 V3 V4 Total
49 1 1

A 105 5 1* 5
160 2 1 2% 4

B 49 1 1 2
77 3 3 1* 6
77 3* 21 22

C 105 1 1
160 2 2

Total 43

V1y V4= variantes de campo; V2= Indculo; V3 = Vacuna; Total= Total de animales positivos; *Animales con mas

de una variante.



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 17 (2014): 39 - 47
RT-PCR en tiempo real

Se obtuvieron 43 animales positivos de los 90,
distribuidos en las tres granjas. La edad en la que se
presentd el mayor nimero de animales positivos fue
diferente en cada granja (Tabla 2).

Seguln los rangos establecidos de las temperaturas de
desnaturalizacién, se encontraron cuatro variantes del

virus de PRRS (p< 0.05); una correspondiente al
indculo, otra a la vacuna y dos silvestres (Figuras 1,
2, 3). En las tres granjas se presentaron tres de las
cuatro variantes del virus de PRRS; sin embargo, la
frecuencia de presentacion y el tipo de variante vario
entre las granjas (Tabla 2). En las tres granjas, se
observd la presencia de mas de una variante de PRRS
en un mismo animal.
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Figura 1. Distribucion de las curvas de desnaturalizacion correspondientes a cada variante encontrada.
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Figura 2.- Mapas de ordenamiento multidimensional de similitud (MDS)
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Figura 3.- Dendograma de la clasificacion de variantes segun la temperatura de desnaturalizacion y granjas en las
cuales se encontraron dichas variantes (G1= Granja A, G2=Granja B, G3= Granja C).

DISCUSION

Los mayores porcentajes de animales positivos se
observaron en los dias 28, 56 y 35 después de la
inmunizacién con el virus vacunal (Granja A),
infeccion  natural (Granja B) e indculo
respectivamente (Granja C), respectivamente. Estos
resultados concuerdan con los de Zuckermann et al.
(2007), quienes encontraron que los animales que
recibieron una dosis de vacuna con virus Vivo
modificado (MLV), seroconvirtieron a los 28 dias
postvacunacion y se mantuvieron seropositivos hasta
el final del estudio (42 dias), con valores de S/P entre
1.20 y 1.40. Similares resultados han sido reportados
por otros autores (Diaz et al., 2006; Osorio et al.,
1998; Cano et al., 2007).

El resultado en la granja C, concuerda con un estudio
en el cual los animales inoculados con virus de
campo, mostraron seroconversion a los 35 dias post
inoculacion y se mantuvieron asi hasta los 63 dias
post inoculacion (Cano et al., 2007). Asimismo,
Batista et al. (2004) encontraron que en animales
inoculados con virus de campo, éstos fueron positivos
a la prueba de ELISA a partir del dia 14
postinoculacion y se mantuvieron hasta el dia 135
incrementando  paulatinamente  los titulos de
anticuerpos. Sin embargo, en ese estudio, al realizar
la prueba de seroneutralizacion se observo que so6lo el
50% de los animales fueron positivos a los 14 dias
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postinoculacion, y hasta el dia 50 postinoculacion se
encontr6 al 100% de los animales positivos. Estos
resultados concuerdan con otros estudios en los que
se han observado que los anticuerpos neutralizantes
(AN) aparecen a partir de la tercera semana post-
inoculacion; sin embargo, existen estudios que
muestran la presencia de AN en la segunda semana
post-inoculacién. Estas diferencias en la presencia de
AN se deben a la variabilidad en la respuesta de los
cerdos al virus del PRRS. En algunos cerdos no es
posible detectar niveles significativos de AN durante
todo el ensayo; sin embargo, los AN que se producen
pueden permanecer durante periodos prolongados
pero con titulos bajos (Loemba et al., 1996; Yoon et
al., 1995; Mateu y Diaz, 2008).

Se ha descrito que la respuesta de las células T
especificas contra el virus del PRRS también varia en
cuanto a su aparicién y esto puede deberse a la
variedad de cepas existentes (Meier et al., 2003). Con
respecto a lo anterior, en este estudio también se
evalué la frecuencia de variantes del virus del PRRS a
través de las curvas de desnaturalizacion y la relacién
de éstas variantes con la presencia de anticuerpos. Las

diferencias entre las temperaturas de
desnaturalizacion para cada variante descrita
coinciden con  diferentes estudios de la

genotipificacion del virus del PRRS, encontrandose
diferencias menores a los 10°C entre el genotipo
Americano y el Europeo (Martinez et al., 2008;
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Lurchachaiwong et al., 2008). Garcia et al. (2007)
plantea el uso de Sybr Green como una alternativa
para el diagnostico répido del virus de PRRS,
encontrando una temperatura de desnaturalizacion del
producto amplificado de PCR similar al reportado por
otros autores y el encontrado en el presente trabajo.

Con respecto a la relacion entre los animales positivos
a RT-PCR en tiempo real, el nimero de variantes y la
presencia de anticuerpos; en la granja A, Unicamente
se encontr6 un cerdo positivo a los 49 dias de vida
(28 dias post vacunacién) y se obtuvo un resultado
muy diferente en la prueba de ELISA como se
menciond anteriormente. Esto es similar a los
reportados por Zuckermann et al. (2007) quienes no
encontraron viremia de los 32 a los 42 dias post
vacunacion en cerdos vacunados con virus Vivos
modificados. Asi mismo, estos autores encontraron
particulas virales en tejidos de los mismo cerdos
vacunados, después del desafio con otra cepa viral.
Sin embargo, la carga viral fue menor en ese grupo en
comparacion con el grupo de animales no vacunados.
Otros autores (Cano et al., 2007; Nodelinjk et al.,
2001) han demostrado que el uso de la vacuna MLV
reduce significativamente las lesiones y signos
clinicos, se reduce la proporcién de cerdos infectados
en forma persistente, y el tiempo de excrecion viral,
utilizando cepas homologas del virus vacunal. Sin
embargo, es claro que la vacuna no previene la
reinfeccidn con cepas homélogas, sélo disminuye los
signos de la enfermedad. Con respecto a cepas
heter6logas, se presenta el mismo escenario pero la
proteccion es menor. En el presente estudio se
observd una mayor cantidad de cerdos positivos al
virus del PRRS por RT-PCR en tiempo real a los 105
y 160 dias de edad, es decir a los 84 y 139 dias post
vacunacion y al mismo tiempo la aparicion de una
nueva variante (Tm = 85.3 y 84.1) diferente a la
vacunal y al inéculo. Esto explicaria los porcentajes
elevados de cerdos positivos a la prueba de ELISA 'y
los titulos elevados a estas edades quizas producidos
por las nuevas variantes o bien por cierta proteccion
heter6loga que pudiera producir la vacuna lo cual
coincide con lo reportado por Cano et al. (2007).

En la granja B se encontraron animales positivos a los
49 dias de vida, lo cual indica una infeccidn natural;
sin embargo, la presencia de anticuerpos se observo
56 dias después. También se encontraron variaciones
en las temperaturas de desnaturalizacion a partir de
los 49 hasta los 77 dias de edad, es decir que en esta
granja existia una circulaciéon temprana de diferentes
variantes del PRRS y que no existe una fuerte
respuesta inmunoldgica especifica ya que el promedio
de valores de S/P no rebaso el valor de 0.934 durante
todo el estudio. Utilizando el gen ORF 5 se
determind, en este estudio, que existen variantes del
virus en una sola granja durante una infeccién natural,
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llamadas cuasiespecies. Asi mismo, los valores bajos
de S/P en la granja B en comparacion con las otras
granjas podria explicarse a que el gen ORF 5 es el
epitope encargado de la produccion de anticuerpos
neutralizantes y al existir variaciones en dicho gen la
respuesta puede verse disminuida. Contrario a esto,
Opriessnig et al. (2005) mencionan que la homologia
entre las secuencias del ORF 5 de diferentes aislados
y la MLV no es un indicativo del grado de proteccion
de la misma. Esto pudiera explicar lo que ocurre en
los animales de la granja A.

En el caso de los animales inoculados con virus de
campo (Granja C), se obtuvieron resultados positivos
a RT-PCR en tiempo real a los 7 dias post inoculacion
con 3 Tm diferentes, manteniendo menor cantidad de
animales positivos hasta los 90 dias post infeccion.
Sin embargo, la respuesta inmunolégica fue similar al
de los animales vacunados, es decir, rapida y
uniforme. A pesar de esto, los animales continuaron
virémicos y con titulos bajos a los 160 dias de vida, lo
cual podria representar un riesgo ya que en las tres
granjas los animales monitoreados eran reemplazos y
podrian crearse sub-poblaciones que conlleven a la
diseminacion y mayor persistencia del virus. Los
resultados en la granja C son similares a los
encontrados en un estudio anterior en el que al
inocular hembras de reemplazo negativas al virus del
PRRS durante su crecimiento, se encontré que los
anticuerpos declinaban a los 41 dias post infeccién; a
Su vez esta préctica puede ser riesgosa ya que no se
tiene un control sobre el contenido del in6culo ya que
éste pudiera contener otros patégenos, cantidades
variables del virus y variantes del mismo (Batista et
al., 2002).

CONCLUSIONES

Las diferentes estrategias utilizadas en las granjas
indujeron respuesta inmune en la mayoria de los
animales. En la granja A se obtuvieron las medias
mas altas de S/P. Las estrategias de control no
evitaron la presencia de variantes del virus del PRRS
por lo que pudieran representar un riesgo para la
poblacién animal.

REFERENCIAS

Allende, R., Lewis, Lu, Z., Rock J.F., Kutish, A., Ali,
A., Doster, A.R, Osorio, F.A. 1999. North

American and European porcine
reproductive and respiratory syndrome
viruses differ in non-structural protein

coding regions. Journal of Genetics and
Virology 80:307-315.

Batista, L., Pijoan C., Torremorell, M. 2002.
Experimental injection of gilts with porcine
reproductive and respiratory syndrome virus



Go6mez-Ruiz et al., 2014

(PRRSV) during acclimatization. Journal of
Swine Health and Production 10: 147-150

Batista, L., Pijoan C., Dee, S.A, Olin, M., Molitor, T.,
Joo, H.S., Xiao, Z., Mourtaugh, M. 2004.
Virological and immunological responses to
porcine  reproductive and  respiratory
syndrome virus in large population of gilts.
Canadian Journal of Veterinary Research 66:
196-200.

Cano, J.P., Dee, S.A., Murtaugh, M.P., Pijoan, C.B.
2007. Impact of a modified-live porcine
reproductive and respiratory syndrome virus
vaccine intervention on a population of pigs
infected with a heterologous isolate. VVaccine
25:4382-4391.

Chung, W.B., Chan, W.H., Chaung, H.C., Lien, Y.,
Wu, C.C., Huang, Y.L. 2005. Real-time PCR
for quantization of porcine reproductive and
respiratory syndrome virus and porcine
circovirus type 2 in naturally-infected and
challenged pigs. Journal of Virological
Methods 124:11-19.

Clarke, K.R. and Gorley, R.N. 2001. PRIMER v 5:
User Manual Tutorial. PRIMER-E Ltd,
Plymouth.

K.R., Warwick, R.M. 2001. A further
biodiversity index applicable to species lists:
variation in taxonomic distinctness. Marine
Ecology Progress Series 216, 265-278.

Dean, A.G., Dean, J.A., Coulombier, D., Brendel,
K.A., Smith, D.C., Burton, A.H., Dicker,
R.C., Sullivan, K., Fagan, R.F., Arner, T.G.,
1995. Epi Info Version 6: A Word-
processing, Database, and Statistics Program
for Public Health on IBM-compatible
Microcomputers.  Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA.

Clarke,

Diaz, 1., Darwich, L., Pappaterra, G., Pujols, J.,
Mateu, E. 2006. Different European-type
vaccines against porcine reproductive and
respiratory syndrome virus have different

immunological  properties and  confer
different protection to pigs. Virology 351,
249-259

Egli, C., Thur, B., Liu, L., Hofmann, M.A. 2001.
Quantitative TagMan RT-PCR for the
detection and differentiation of European and
North  American strains of porcine
reproductive and respiratory syndrome virus.
Journal of Virological Methods 98:63-75.

Fano, E., Olea, L., Pijoan, C. 2004. Eradication of
porcine  reproductive and  respiratory
syndrome virus by serum inoculation of

46

naive gilts. Canadian Journal of Veterinary
Research 69:71-74.

Garcia, A.R., Prieto, V.R., Zunzunegui, D.K. 2007.
Aplicacion de la RT-PCR en tiempo real
para el diagnoéstico de PRRS. Revista
Complutense de Ciencias Veterinarias
1(2):646-653

Goldberg, T.L., Lowe, J.F., Milburn, S.M., Firkings,
L.D. 2003. Quasispecies variation of porcine
reproductive and respiratory syndrome virus
during natural infection. Virology 317:197-
207.

H.D., Mounir, S., Mardassi, H.,
Archambault, D., Dea, S. 1996. Kinetics of
humoral immune response to the major
structural ~ proteins of the  porcine
reproductive and respiratory syndrome virus.
Archives of Virology 141:751-761.

Lurchachaiwong, W., Payungporn, S,
Srisatidnarakul, U., Mungkundar, C.,
Theamboonlers, A., and Y. Poovorawan, Y.
2008. Rapid  detection and strain
identification of porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV) by real-
time RT-PCR. Letters in  Applied
Microbiology 46: 55-60.

Martinez, E., Riera, P., Sitja, M., Fang, Y., Olivera,
S., Maldonado, J. 2008. Simultaneous
detection and genotyping of porcine
reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSV) by real-time RT-PCR and
amplicon melting curve analysis using
SYBR Green. Research Veterinary Sciences
85:184-193

Mateu, E., Diaz, I. 2008. The Challenge of PRRS
immunology. Veterinary Journal 177:345-
351

Meier, W.A., Galeota, J., Osorio, F.A., Husmann,
R.J., Schnitzlein, W.M., Zuckermann,F.A.
2003. Gradual development of the
interferon-gamma response of swine to
porcine  reproductive and  respiratory
syndrome virus infection or vaccination.
Virology 309:18-31.

Neumann, E.J., Klebendtein, J.B., Johnson, C.D.,
Mabry, JW., Bush, E.J., Seitzinger, A.H.,
Green, A.L., Zimmerman, J. 2005.
Assessment of economic impact of porcine
reproductive and respiratory syndrome in
swine production in United States. Journal of
the  American  Veterinary Medical
Association 227:385-392.

Loemba,



Tropical and Subtropical Agroecosystems, 17 (2014): 39 - 47

Nodelinjk, G., De Jong, M.C., Van Leengoed, L.A.,

Wensvoort, G., Pol, J.M., Steverink, P.J.
2001. A quantitative assessment of the,
Verheijden, J.H. effectiveness of PRRSV
vaccination in pigs under experimental
conditions. Vaccine 19: 3636-3644

Opriessnig, T., Pallarés, F.J., Nilubol, D., Vincent,

AM., Thacker, E.l., Vaughn, E.M., Roof,
M., 2005. Genomic homology of ORF 5
gene sequence between modified live
vaccine virus and porcine reproductive and
respiratory syndrome virus challenge isolates
is not predictive of vaccine efficacy. Journal
of Swine Health and Production 13(5):246-
253.

Osorio, F.A., Zuckermann, F., Wills, R., Meier, W.,

Christian, S., Galeota, J., Doster, A. 1998.
PRRSV: comparison of commercial vaccines
in their ability to induce protection against
current PRRSV strains of high virulence.
Allen D. Leman Swine Conference 25, 176—
182.

Pham H.M., Konnai ,S., Usui, T., Chang, K.S.,

Murata, S., Mase, M., Ohashi, K., Onuma,
M. 2005. Rapid detection and differentiation
of Newcastle disease virus by real-time PCR
with melting-curve analysis. Archives of
Virology 150(12):2429-2438.

SPSS version 15 para Windows Guia del usuario.

SPSS Inc. Chicago IL. USA; 2006

Wasilk, A., Callahan, J.D., Christopher-Hennings, J.,

Yoon,

Gay, T.A.,, Fang, Y., Dammen, et al. 2004.
Detection of US, Lelystad, and European-
like porcine reproductive and respiratory
syndrome viruses and relative quantitation in
boar semen and serum samples by real-time
PCR. Journal of Clinical Microbiology 42:
4453-4461.

KJ., Zimmerman, JJ., Sweson, S.L.,
Mcginley, M.J., Eernisse, K.A., Brevik, A.,
Rhinehart, L.L., Frey, M.L., Hill, H.T., Platt,
K.B. 1995. Characterization of the humoral
immune response to porcine reproductive
and respiratory syndrome (PRRS) virus
infection. Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation 7:305-312.

Zuckermann, F., Garcia, A., Diaz, L., Christopher-

Hennings, J., Dosters, A., Brito, M., Osorio,
F. 2007. Assessment of the efficacy of
commercial porcine reproductive and
respiratory  syndrome virus (PRRSV)
vaccines based on measurement of serologic
response, frequency of gamma-INF-
producing cells and virological parameters of
protection upon challenge. Veterinary
Microbiology 123:69-85.

Submitted August 18, 2012 — Accepted March 13, 2014
Revised received March 20, 2014

47


http://www.springerlink.com/content/?Author=H.+M.+Pham
http://www.springerlink.com/content/?Author=S.+Konnai
http://www.springerlink.com/content/?Author=T.+Usui
http://www.springerlink.com/content/?Author=K.+S.+Chang
http://www.springerlink.com/content/?Author=S.+Murata
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+Mase
http://www.springerlink.com/content/?Author=K.+Ohashi
http://www.springerlink.com/content/?Author=M.+Onuma
http://www.springerlink.com/content/u2667221766740h1/
http://www.springerlink.com/content/u2667221766740h1/
http://www.springerlink.com/content/u2667221766740h1/

