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"iPero ti qué te crees que es
hacer una tesis de gochos...!"

Frase popular de Le6n, 1990-91.



1. INTRODUCCION



Las infecciones viricas en el ganado porcino suelen tener graves consecuencias
econ6micas en las explotaciones afectadas. La gastroenteritis transmisible porcina (GET)
puede cursar con alta mortalidad de lechones durante los primeros dias de vida, que
pueden suponer una pérdida dificil de remontar. Al hacerse enzoética, la GET da lugar
a pérdidas menos visibles, no tan drésticas, pero que hacen replantear la rentabilidad de
la explotaci6n.

En cambio, en granjas que no tienen problemas clinicos aparentes, puden
detectarse algunos virus, a los que no se les concede demasiada atencién, debido a su

escasa importancia clinica y econémica.

La aparicién de un nuevo coronavirus porcino de tropismo respiratorio, pero sin
patologia aparente asociada(CVRP), y que induce anticuerpos neutralizantes
indistinguibles de los del VGET, llamé la atencién de muchos investigadores europeos por
su interferencia con el diagnéstico de la GET. En Espaiia se ha demostrado la presencia
de ambos virus en diversas ocasiones, pero a pesar de todo, no existen suficientes estudios
acerca de su epidemiologia en nuestro pais, ni tampoco de la situacién de estas
infecciones en algunas de las d4reas més importantes en la produccién porcina, como es
el caso de Catalunya. La importancia del sector ganadero porcino en Catalunya queda
bien reflejada por su elevado censo de animales de cebo y reproductores y la alta calidad
sanitaria de las explotaciones existentes.

Ante esta situacién nos planteamos la necesidad de iniciar una serie de estudios
epidemiol6gicos en Catalunya que nos ayudara a despejar las incégnitas acerca de algunas
enfermedades de los animales domésticos, entre ellas las infecciones por el VGET y el
CVRP. '



1.1. OBJETIVOS

Determinar la prevalencia de positivos al virus de la gastroenteritis transmisible
y coronavirus respiratorio porcino en muestras de suero de animales reproductores,
utilizando para ello un ELISA de inmunocaptura.

Para diferenciar entre los sueros positivos con anticuerpos especificos frente al
VGET o s6lo al CVRP, se utilizaria un ELISA de bloqueo con anticuerpos monoclonales.

Otro objetivo fue determinar la fecha aproximada de la introduccién del CVRP
en las explotaciones porcinas de Catalunya, realizando una serologia retrospectiva con
sueros de lechones de cebo.

El estudio epidemiolégico de los resultados segtin el origen de los animales por
comarcas y provincias, tamafio de las explotaciones, y fecha de la recogida del suero,
podria contribuir a un mayor conocimiento de las infecciones, que permitiesen adoptar
mejores medidas de control.

12. PLAN DE TRABAJO

En primer lugar, realizar un muestreo de la poblacién porcina de Catalunya que
nos permitiera recoger los sueros de una forma representativa de la poblacibn, y
extrapolar los resultados.

También llevar a cabo una seleccién de sueros de lechones para el estudio
retrospectivo de las infecciones por el CVRP y el VGET en Catalunya, desde 1985.

Obtener el antigeno para las pruebas serolégicas, utilizando una cepa de VGET
poco virulenta y cultivos ST porcinos.

Estudiar todos los sueros recogidos por ELISA, técnica de inmunocaptura, para
la determinaci6én de positivos a CVRP/VGET

Determinar qué sueros son positivos al VGET y cudles sélo al CVRP, mediante
el ELISA diferencial, utilizando un monoclonal como solucién de bloqueo.

Estudio epidemiol6gico de los resultados, de acuerdo con las variables que hemos
anotado durante la recogida de las muestras.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA



La familia CORONAVIRIDAE est4 formada por diversos virus capaces de producir
alteraciones respiratorias o digestivas tanto en los animales como en el hombre. Se han
" aislado de un amplio rango de mamiferos y aves, pero es destacable la especificidad de
cada uno de ellos para infectar a un hospedador y un tejido determinados (66). Los
estudios realizados en diferentes paises demuestran que estas infecciones son de difusién

mundial.

Los coronavirus se pueden clasificar en cuatro grupos antigénicos, todos ellos
pertenecientes al género Coronavirus. En la tabla I se relacionan los de mayor interés
indicando cudl es su hospedador especifico. El virus de la diarrea epidémica porcina se
ha incluido dentro de la familia por su morfologia y propiedades fisico-quimicas, aunque
no estd asignado a ningin grupo antigénico por el momento (123). Actualmente, los
coronavirus se identifican por sus caracteristicas biolégicas y moleculares, lo que permite
establecer con m4s precision las relaciones antigénicas y de homologia del 4cido nucleico
entre las diferentes especies (138).

El genoma de los coronavirus estd constituido por una cadena sencilla de ARN,
de polaridad positiva y de 5x10° a 7x10° dalton de peso molecular, con alta capacidad de

recombinacién entre especies.

Estructuralmente son pleomérficos, de un tamafio entre 60 y 200 nm de didmetro.
La presencia en la envoltura de unas proyecciones hacia el exterior en forma de maza
(peplémeros), grandes y bien separadas, con apariencia de corona es lo que da nombre
a la familia (figura 1). Estos peplémeros tienen un tamafo aproximado de 24 nm y no
siempre resulta sencillo observarlos ya que se pierden con facilidad durante la

manipulacién en el laboratorio.

En todos los coronavirus estin presentes tres proteinas estructurales que
representan los tres antigenos principales (66, 138):

- La proteina N fosforilada, que forma la nucleocdpside junto con el ARN

genémico.



- La glicoproteina M, localizada en el interior de la doble membrana lipidica de
la envoltura del virus.

- La glicoproteina S, que constituye el peplémero y localizada también en la
envoltura. Esta proteina es responsable del ensamblaje del virus a los receptores celulares
y determina el tropismo tisular que tiene cada coronavirus, asi como la aparici6n de
anticuerpos neutralizantes durante la infeccién.

Figura 1. Representacién esquemadtica de un coronavirus



GRUPO ANTIGENICO VIRUS/ENFERMEDAD HOSPEDADOR
Gastroenteritis transmisible Cerdo
Coronavirus respiratorio porcino Cerdo
MAMIFEROS Peritonitis infecciosa felina Gato
GRUPO 1 Coronavirus canino Perro
Coronavirus humano 229E Hombre
Encefalomielitis hemaglutinante Cerdo
MAM Coronavirus canino Vaca
GRUI}(F;E:ZROS Hepatitis del raton Ratén
Coronavirus humane OC43 Hombre
AVES GRUPO 1 Bronquitis infeciosa aviar Gallina
AVES GRUPO 2 Cresta azul del pavo Pavo
SIN CLASIFICAR Diarrea epidémica porcina Cerdo

Tabla I: Clasificacion de los principales coronavirus



2.1. LOS CORONAVIRUS PORCINOS

El cerdo (Sus scrofa) es receptivo a la infeccién natural por varias especies del
género Coronavirus, y puede padecer enfermedades con cuadros clinicos de diversas
caracteristicas y gravedad. Estos agentes son:

- Virus de la gastroenteritis transmisible porcina (VGET)

- Virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP)

- Virus de la encefalomielitis hemoaglutinante o enfermedad del vémito y
desmedro de los lechones (VEH).

- Coronavirus respiratorio porcino (CVRP).

De todos ellos, el que ocasiona las pérdidas econémicas de mayor consideracién
es el VGET que causa infecciones que suelen cursar con cuadros graves de diarrea y
vémitos. Aunque son sensibles los cerdos de todas las edades, destaca la altisima
mortalidad, cercana al 100%, que produce en los lechones de menos de una semana de
vida, porcentaje que va disminuyendo con la edad, siendo baja en cerdos de més de cinco
semanas de vida. Al no existir en la préictica un tratamiento especifico ni disponer de
vacunas eficaces, la GET estd considerada como una de las enfermedades mds graves de
los lechones recién nacidos (17).

La reciente aparicién de un coronavirus porcino de tropismo respiratorio (CVRP),
antigénicamente relacionado con el VGET, y su rdpida difusién por las explotaciones
porcinas de varios paises europeos, ha producido interferencias en el diagnéstico de la

GET.

2.1.1. VIRUS DE LA GASTROENTERITIS TRANSMISIBLE PORCINA

La primera descripcién de la gastroenteritis transmisible porcina (GET) la
realizaron Doyle y Hutchings en 1946 en Estados Unidos (43) y desde entonces se ha
detectado en gran niimero de paises.

2.1.1.1. Formas clinicas de la GET

La forma epizoética, es la que se manifiesta por primera vez en una explotacién
indemne y que afecta a gran nimero de animales, caracterizada por la aparici6n sibita
de vémitos continuados y diarreas acuosas. Estos sintomas dan lugar a deshidrataci6n,
pérdida de peso rdpida y muerte en pocas horas de pricticamente el 100% de los



lechones menores de 1 semana de vida. Las madres también pueden verse afectadas, pero
con menor gravedad, aunque la reaccién febril puedé ser causa de una disminucién de la
secrecion lictea que generalmente contribuye a agravar el cuadro en los lechones de su

camada (133).

En teoria, cuando en una poblacién porcina no inmune se presenta por primera
vez la infeccién por VGET, el cuadro clinico suele ser lo suficientemente caracteristico
para permitir su identificacién, pudiendo llegar a emitir un diagnéstico de la enfermedad
atendiendo solamente a los datos epidemiolégicos, clinicos y lesionales. No obstante se
debe diferenciar de otros cuadros similares en los lechones, como el producido por el
VDEDP, los rotavirus y E. coli enterotoxigénico.

La existencia de animales portadores asintomaticos, junto con la introduccién
continuada de animales receptivos, contribuyen a que el VGET permanezca en una granja
y que la enfermedad evolucione hacia la forma enzoética (133, 120). Esto es frecuente en
granjas de ciclo cerrado con un programa de partos continuado, y que regularmente
aportan lechones para la reposicion y el cebo, los cuales se hacen sensibles a la infeccién
tras el destete. De forma similar sucede en las granjas de cebo de ciclo continuo infectadas
enzoGticamente, a las que pueden llegar periédicamente animales de otras explotaciones
indemnes a la infeccién y totalmente desprovistos de inmunidad frente al VGET (17).

En estos casos se modifica la presentacion clasica de esta infeccién y se observan
preferentemente diarreas tras el destete, ya que al cesar la ingestién de leche hay una
disminucién rdpida de la inmunidad pasiva adquirida a partir de la leche de las madres
inmunes. En la época de partos es posible ver lechones lactantes con vémitos y diarreas
graves, generalmente nacidos de madres primiparas o de reposicién no inmunes. En el
engorde, los cuadros de diarrea son mas leves, con una mortalidad baja, y se hace
necesario recurrir al laboratorio para descartar otras causas de diarrea que afectan a los
cerdos j6venes, como son la colibacilosis, la diarrea epidémica, la disenteria y las

infecciones por rotavirus.

2.1.1.2. Patogenia de la GET

Los lechones se infectan por via oral y el VGET se multiplica en las células
epiteliales del yeyuno e fleon produciendo una atrofia de las vellosidades intestinales. La
replicacién virica en el epitelio es de mayor intensidad en el caso de cepas virulentas que
de cepas atenuadas o modificadas (155). El virus excretado por las heces es una fuente de
infecci6n para la madre y otros animales de la camada (80).

En los animales adultos, sin embargo, la via de entrada més probable y el punto



inicial de multiplicaci6n es el tracto respiratorio superior (80, 147). Las cerdas infectadas
con el VGET no manifiestan sintomas y pueden eliminar el virus al ambiente,
especialmente en los meses de invierno mediante toses y estornudos (79). Posteriormente,
el virus puede llegar al aparato digestivo por ingestién de secreciones de origen
respiratorio, y al tejido mamario por via hemat6égena (81). La excrecién a través de la
leche infectada explicaria la rdpida difusion de la infeccién a toda la camada de lechones
(80).

2.1.1.3.Inmunidad desarrollada tras la infeccién por el VGET.

A) Inmunidad activa

El contacto del hospedador con el virus estimula la produccién de inmunidad
humoral y local. Los anticuerpos circulantes son detectables como minimo durante 6 meses
y son titiles para la deteccién serol6gica de animales que han estado en contacto con el
~ virus, aunque no confieren proteccién ni dan informacién precisa acerca de la inmunidad
activa local (57, 58). Los animales que se recuperan de la GET estdn protegidos frente
a una reinfecci6n gracias a la inmunidad local de la mucosa intestinal, durante un periodo
de tiempo variable, que puede depender de la edad del animal y de la gravedad de la
exposicién (133). Tras la multiplicacién en el epitelio del intestino delgado, las células
linfoides de la lamina propria secretan IgA que dan proteccion local. Probablemente, parte
de estas IgA pasan a la circulacién por lo que la deteccién de este isotipo de
inmunoglobulinas en el suero podria servir como indicador de la inmunidad activa
desarrollada por cada individuo (83).

Ademds de las IgA se ha demostrado a nivel local una inmunidad mediada por
células (25, 26, 50) que podria explicar la recuperacién de los animales tras una infeccién
intestinal por el VGET y la proteccién frente a posteriores reinfecciones.

B) Inmunidad pasiva

Las madres que se infectan a lo largo del iltimo mes de gestacién desarrollan
inmunidad, principalmente asociada a IgG e IgA, que transmiten de forma pasiva a sus
lechones, a través del calostro y de la leche. Las inmunoglobulinas ingeridas con la leche
son capaces de neutralizar al VGET presente en la luz intestinal y a esta proteccién local
de los lechones durante el periodo de lactacién se la conoce como inmunidad lactogénica

7).

Las inmunoglobulinas contenidas en el calostro son principalmente IgG
procedentes del suero de la madre (133). En cambio, la presencia de IgA en la leche se



explica por una conexién "intestinal-mamaria”, en la que los inmunocitos intestinales
maternos estimulados por la infeccién virica migran hacia la glindula mamaria para
secretar localmente IgA (132). La presencia en la leche del isotipo IgA es la que confiere
la proteccién més eficaz, ya que la concentracién de IgG disminuye con rapidez después
de la primera semana de lactacién y se destruye en su mayor parte por la accién de los
jugos géstricos, mientras que la de IgA se mantiene elevada, y no se ve afectada a su paso
por el tracto digestivo (133).

La proteccién pasiva proporcionada por la cerda a los lechones varia segin la
dosis virica que ha infectado a la madre y la fase de gestacién en el momento de la
infeccién, asi como el volumen de leche ingerido por el lechén y la frecuencia de tomas
diarias (19).

Aynaud et al. (8) postulan que las cerdas infectadas inducen una inmunidad
lactogénica que dura toda la vida econémica del animal (2-3 afios). La renovacién
paulatina de estas cerdas lleva consigo la desaparicién de inmunidad en esa granja y la
descripcién de nuevos brotes de GET.

2.1.2. CORONAVIRUS RESPIRATORIC PORCINO

La existencia de este virus se puso de manifiesto a partir de 1984 en Bélgica, tras
detectarse un aumento desproporcionado del nimero de animales con anticuerpos
neutralizantes anti-VGET en cerdos que no mostraban sintomas de vomitos y diarreas en
ninguno de los grupos de edad (121). Las investigaciones que siguieron a esta observacién
permitieron el aislamiento de un virus, indiferenciable del VGET en cuanto a morfologia
y propiedades neutralizantes, pero con marcadas diferencias de interaccién con el
hospedador, al tener modificado su tropismo hacia el aparato respiratorio (34, 35, 120,
122, 127).

Rasschaert et al. (129) demostraron algunas diferencias basicas en la secuencia de
nucleétidos del extremo 3’ del genoma del CVRP al compararlo con cepas del VGET:

- Supresi6én de 672 nucleétidos en el genoma del CVRP con respecto al VGET,
por lo que no se codifica una proteina no estructural, de funcién desconocida en el VGET.
Se cree que esta proteina podria estar relacionada con el tropismo del virus hacia las
células intestinales, ya que esta afinidad estd ausente o muy disminuida en el CVRP.

- Presencia de determinantes antigénicos existentes en el CVRP y ausentes en el
VGET. Esta diferencia permitiria diferenciar la infeccién especifica del coronavirus

respiratorio concomitante o no con la GET.



Por otra parte, la modificacién de la glicoproteina S en el CVRP, en los sitios
antigénicos que inducen la formacién de anticuerpos no neutralizantes, ha podido ser
demostrada por diferentes investigadores (15, 53, 77, 105) mediante anticuerpos

monoclonales.

El desarrollo de técnicas laboratoriales que consigan la deteccién especifica de
cada virus asi como de los anticuerpos circulantes que inducen, permitird identificar sin
interferencias las infecciones por el VGET y por el CVRP en los individuos.

2.1.2.1. Patogenia del CVRP.

En la infeccién natural, el CVRP se multiplica preferentemente en el epitelio del
tracto respiratorio. Se detecta en células epiteliales de la mucosa nasal, de la trdquea y
de los pulmones. Con menor intensidad el CVRP también se puede multiplicar en el fleon
y extenderse la infeccién cranealmente al resto del intestino delgado (34, 122, 126). La
aparicién "del CVRP en el tracto digestivo puede deberse a la ingestién de virus
procedente de la intensa multiplicacién en el aparato respiratorio o a la llegada de virus

con la sangre (122).

Su capacidad patégena no estd totalmente definida, ya que algunos autores creen
que no produce sintomas aunque si lesiones neuménicas (34, 88, 110), otros le atribuyen
alteraciones ligeras similares a la infeccién por virus influenza (46, 73, 75, 148), e incluso
se ha descrito la presentacion de neumonia grave mortal tras la infeccién experimental
de lechones SPF (108).

2.1.2.2. Inmunidad desarrollada tras la infeccién por el CVRP.

El mecanismo por el que se produce inmunidad frente al CVRP no se conoce,
pero probablemente sea similar al de la GET, existiendo en este caso una conexién entre
la mucosa respiratoria y la glindula mamaria (42).

Los animales infectados por el CVRP inducen la produccién de anticuerpos
neutralizantes indistinguibles de los inducidos por el VGET y son detectables en suero y
leche (23). Los distintos estudios de inmunidad cruzada con el VGET no han demostrado
claramente que confiera proteccién a los lechones frente a la infeccién intestinal.

Bernard et al. (13) encontraron que las madres infectadas previamente con el
CVRP conferian un grado de protecci6n a los lechones cuando se infectaban con una cepa
de VGET virulento, comparable a la inmunidad proporcionada por una cepa modificada
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vacunal (cepa 188-SG). Un argumento que exponen a favor de la proteccién cruzada es
la observacién de un descenso en el nimero de casos clinicos de GET desde la aparicién
del CVRP.

En cambio, Paton y Brown (112) creen que la alta prevalencia de infeccién por el
CVRP y la baja incidencia de GET encontradas en Europa no implica una proteccién
cruzada entre ambas infecciones, ya que en otras ocasiones la incidencia de la GET ha
fluctuado sin tener relacién con la presencia del CVRP. Estos mismos autores no hallaron
ninguna evidencia de proteccién para los lechones después de la infeccién con CVRP a
cerdas seronegativas durante la gestacion.

Segin Hooybergs et al (68), las cerdas con anticuerpos anti-CVRP no estdn
protegidas frente al VGET y sus lechones pueden sufrir la GET con las mismas
caracteristicas que los nacidos de cerdas sin anticuerpos anti-CVRP. En cambio pudieron
demostrar que la respuesta inmunol6gica frente al VGET aparece con mayor rapidez e
intensidad en los animales que poseen anticuerpos anti-CVRP, lo que seria equivalente
a una respuesta anamnésica (68, 120).

Niewstadt et al (109), opinan que una infeccién por el CVRP puede estimular la
inmunidad de las mucosas de forma que la respuesta lactogénica a la infeccién por el
VGET sea mds rdpida. La disminucién de la gravedad de los brotes de GET puede tener
esta explicacién.

2.1.3. OTROS CORONAVIRUS PORCINOS.

Entre los coronavirus especificos del cerdo se encuentran el virus de la diarrea
epidémica porcina (VDEP) y el virus de la encefalitis hemoaglutinante (VEH).

Morfol6égicamente no existen diferencias apreciables ni entre ellos ni con el VGET,
pero la identificacién precisa de cada uno puede establecerse utilizando las técnicas de
inmunofluorescencia e inmunomicroscopia electrénica (IME) (116, 124), entre otras, ya
que no se observan reacciones cruzadas.

Sin embargo, Yaling et al. (158) han demostrado que existe relaci6n antigénica
entre los diferentes antigenos N de coronavirus de diferentes grupos, empleando técnicas
de mayor sensibilidad, como la inmunotransferencia ("immunoblotting”) y la

inmunoprecipitacion.

Para detectar la existencia de infeccién por alguno de los coronavirus porcinos es
preferible utilizar el diagn6stico serol6gico, ya que los anticuerpos inducidos son
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diferenciables entre si por seroneutralizacién o ELISA.

2.1.3.1. Virus de la diarrea epidémica porcina

La infeccién por el VDEP se puede manifestar de dos formas, dependiendo de la
edad de los animales afectados. La diarrea epidémica tipo I (DEP I) se presenta en
cerdos de cebo, sin que se vean afectados los lechones menores de 4-5 semanas. En
cambio, en la diarrea epidémica tipo II (DEP II) los brotes aparecen en animales de todas
las edades, incluyendo los lechones lactantes. En este caso, la enfermedad es muy parecida
a la GET, excepto en que la transmisién entre los animales de la granja es més lenta y
la mortalidad en los lechones lactantes es menor (117).

La patogenia es similar para los dos tipos de DEP, ya que el virus se multiplica en
el citoplasma de las células epiteliales del intestino delgado y del colon en animales de
todas las edades (38). No se conocen los factores que influyen en la presentacién de la
DEP tipo I o 1L

2.1.3.2. Virus de la encefalomielitis hemoaglutinante

El VEH es el agente etiol6gico de la enfermedad del vémito y desmedro de los
lechones (3). Da lugar a dos formas clinicas en los animales menores de 3 semanas: un
cuadro de vémitos continuados y emaciaci6n, y una forma nerviosa con signos clinicos de
encefalomielitis. La enfermedad es de rara aparicién a pesar de su amplia distribucién
geogréfica, ya que los lechones suelen estar protegidos por anticuerpos calostrales y al
destete desarrollan una inmunidad activa como consecuencia de infecciones subclinicas

(119).

Este coronavirus se multiplica en el aparato respiratorio, de donde se suele aislar
sin existir ninguna sintomatologia asociada. La intensa multiplicaci6n del virus permite el
paso al sistema nervioso central a través de terminaciones nerviosas, pero sin viremia (3).
La sintomatologia es en todos los casos una consecuencia de la alteracién de diferentes
nicleos nerviosos (2).

El VEH tiene en comiin con el CVRP el tropismo por las células epiteliales del
aparato respiratorio, pero no se conoce ninguna otra caracteristica compartida entre

ambos virus.
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2.1.4. CORONAVIRUS RELACIONADOS CON EL VGET.

Otros coronavirus que tienen afinidad para multiplicarse in vivo en células
intestinales porcinas, son el VPIF y el CVC. Tras la infeccion experimental de lechones
lactantes se han observado lesiones intestinales similares a las producidas por el VGET,
aunque sin sintomatologfa asociada.

Woods et al (155) comprobaron la multiplicacién del CVC en las células
epiteliales de las criptas del fleon en lechones infectados experimentalmente.

Tras la infeccién con el VPIF, estos mismos autores observaron lesiones en el
epitelio del yeyuno e fleon del lechén, de extensi6n similar a las producidas por el VGET
virulento, pero de menor gravedad.

No hay descripciones de la infeccién natural del cerdo por estos coronavirus.

22. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES POR EL CVRP Y EL VGET

En los ultimos aiios, el incremento en la actividad del mercado ganadero entre los
distintos paises de la Comunidad Europea (C.E.) ha facilitado la amplia difusién de
agentes patégenos entre la poblacién porcina de Europa por medio de animales
portadores. En la actualidad las infecciones por coronavirus se consideran ampliamente
extendidas en los paises de Europa occidental.

2.2.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA GET.

La forma epizo6tica de la GET suele presentarse en los meses de invierno,
posiblemente porque el virus es muy estable a bajas temperaturas y est4 bien resguardado
de la luz solar (56).

El VGET se introduce en las explotaciones a partir de cerdos portadores,
disemindndose rdpidamente por toda la explotacién a partir de las heces de los cerdos
con diarrea, de forma que en el espacio de dos o tres dias el 100% de los animales pueden
estar infectados (133). En algunos casos, la aparicién de la GET no est4 relacionada con
la entrada de nuevos animales, sino con la transmisién mecdnica del virus mediante
fémites (botas, vehiculos, utensilios) contaminados en otras explotaciones.

Después de producirse un brote de GET, pueden volver a repetirse
estacionalmente nuevos brotes sin que exista reintroduccién del virus ya que los propios



animales de la granja que estdn infectados subclinicamente sirven de reservorios del
VGET (140). En estos casos el virus persiste en las unidades afectadas aunque la
diseminacién entre los animales es m4s lenta (60).

Otras especies animales podrian servir de reservorios del virus para una
explotacién o actuar de vectores de la infeccién entre diferentes granjas. Entre ellos, el
estornino puede transmitir mecdnicamente el VGET mediante sus extremidades e incluso
por sus excrementos, ya que el virus es ingerido y pasa por el intestino sin multiplicarse

(17).

Algunos carnivoros con acceso a las granjas porcinas podrian actuar también de
reservorios. Experimentalmente, Larson et al. (92) demostraron que el VGET es capaz de
multiplicarse en el intestino del perro y de eliminarse por las heces con poder infectante
para los lechones. Sin embargo, esta excrecion se observé durante un periodo no superior
a dos semanas, sin ninguna manifestacién clinica en los perros. En la infeccién
experimental del gato por la via oral, no se han detectado manifestaciones clinicas, pero
el virus se elimina con las heces entre 3 y 22 dias después de la infeccién (17). La
infeccién natural de estos y tal vez otros carnivoros, y su estado de portador asintom4tico
podria tener alguna influencia en la epidemiologia de la GET.

Las canales de cerdos infectados por el VGET pueden ser una fuente de infeccién
para cerdos sensibles. La mezcla con el alimento de un macerado a base de ganglios
linfaticos y musculo recogidos de cerdos aparentemente sanos, procedentes de un édrea
con GET enzoética (31), o bien de ganglios linféticos, misculo y médula 6sea obtenidos
de canales de cerdos infectados expuestos al VGET (49), reprodujo la enfermedad en
lechones sensibles. En paises o dreas libres de la infeccién, la importacién de canales de
cerdo refrigeradas procedentes de zonas con GET enzoética representa un riesgo
potencial que deberia tenerse en cuenta al tomar medidas de policia sanitaria (31).

2.2.2. EPIDEMIOLOGIA DEL CVRP.

La difusién del CVRP es muy rdpida, tanto dentro de una explotacién, cuando se
introduce por medio de algiin portador, como entre explotaciones mis o menos cercanas.
Esta alta difusibilidad se debe a su transmisién por via aerégena, facilitada por los
sistemas de ventilacién forzada existentes en las grandes explotaciones y por las corrientes
de aire naturales. También ha contribuido a su extensién el transporte de animales
portadores entre paises de la C.E.

Varios afos después de su aparicién, la infeccion por el CVRP puede
considerarse extendida por Europa, de tal forma que en algunos paises pricticamente el
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100% de las granjas han sido infectadas por el CVRP, entre los cuales se encuentran los
paises exportadores de ganado porcino més importantes, como Bélgica, Holanda y
Dinamarca (120). En Estados Unidos se ha detectado una variante respiratoria del VGET
antigénicamente similar a las cepas europeas de CVRP (153).

La alta prevalencia del CVRP podria haber provocado una modificacién en la
presentacién de la GET (ver 2.1.2.2.). Los animales infectados por el CVRP presentan en
el suero altas tasas de anticuerpos neutralizantes indiferenciables de los inducidos tras la
infeccién por el virus de la GET, y aunque no estén protegidos frente a la enfermedad,
si se ha demostrado una respuesta especifica més rdpida, los animales se recuperan m4s

. facilmente y el nimero de lechones muertos por camada parece ser menor (68). A favor
de esta hipétesis estd la disminucién de casos clinicos de GET en Europa tras la
descripcion del CVRP (13).

2.2.2.1. ORIGEN DEL CVRP.

La aparicién de un nuevo agente virico es siempre dificil de explicar y mucho més
de demostrar. Se han enunciado diferentes hipétesis acerca del origen del CVRP (74):

1- Una serie de mutaciones puntuales del VGET habrian producido cambios en
la parte del genoma encargada de codificar la glicoproteina S. Las diferencias en la
proteina del peplémero, que es la encargada del ensamblaje del coronavirus a las células
diana, podrian explicar el cambio de tropismo del CVRP hacia el aparato respiratorio
(129).

2- La recombinaci6n genética entre el VGET y otro coronavirus capaz de aportar
una modificacién en el genoma y alterar la glicoproteina S, en concreto en los sitios
antigénicos B y C (135). Esta recombinacién podria haber tenido lugar entre el VGET
y otro coronavirus capaz de multiplicarse en el intestino del lechén. El VDEP, el CVC o
el VPIF, cumplen este requisito y comparten teéricamente un mismo nicho ecolégico que
favoreceria la recombinacién (38, 155). Estructuralmente, la secuencia nucleotidica del
CVRP es més parecida al VPIF que al VGET (70), por lo que no se descarta la posible
recombinacién entre el coronavirus felino y el VGET en el origen del CVRP.

3- La adaptaci6n de un coronavirus heteroespecifico muy relacionado al VGET
para multiplicarse en tejidos del cerdo (74). Aunque se ha comprobado la multiplicacién
de coronavirus de origen canino y felino en el intestino del cerdo, no se ha demostrado
que estos virus tengan afinidad por otras células porcinas distintas de las intestinales.
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4- Un posible cambio de tropismo de cepas vacunales de VGET administradas por
nebulizacién y utilizadas en algunos paises europeos (120). Esta hip6tesis contrasta con
la estabilidad antigénica comprobada en cepas de VGET de distinto origen y tras varios
pases in vivo e in vitro (65, 78, 93, 135). Otro argumento en contra de esta hipétesis es que
las caracteristicas de los aislados de CVRP no coinciden con los de las cepas vacunales
empleadas, las cuales siguen conservando su tropismo intestinal (74).

Estas hip6tesis no son tnicas ni tienen porque ser excluyentes unas de otras, ya
que pueden haber sido varias las causas que dieran origen al nuevo coronavirus o incluso
podria tratarse de una sucesi6n de acontecimientos que hayan concluido con la aparicién
del CVRP (74).

2.2.3. LAS INFECCIONES POR EL VGET Y EL CVRP EN ESPANA

La elevada y sostenida prevalencia de GET en explotaciones de paises préximos
con los que se mantienen relaciones comerciales, hace sospechar que la entrada a Espaiia
del VGET y otros agentes infecciosos ha tenido lugar a través de portadores
asintomdticos, ya sean lechones con destino a cebaderos o reproductores.

La primera descripcién clinica en Espaiia de una enfermedad considerada como
GET la realiz6 Concellén en 1960 (30). Existe alguna otra referencia clinica de brotes
locales (29), aunque sin demostrar la presencia ni del virus ni de anticuerpos especificos.

A principios de los afios 80 Plana et al (125) describieron clinicamente la
enfermedad en el levante espafiol y lo confirmaron con el primer aislamiento del VGET
efectuado en Espafia, aunque esta cepa no ha sido conservada y no se han podido realizar

otros estudios.

Recientemente, Laviada et al. (95) identificaron al virus (cepa M-88) por segunda
vez a partir de un brote de diarrea. Una semana antes de iniciarse el cuadro diarreico, se
habian recibido en la granja tres lechones procedentes de Bélgica que desde su llegada
manifestaron diarrea. La aparicién de otros animales con los mismos sintomas en el resto
de la granja hizo sospechar que aquellos lechones fueron el origen de la infecci6n.

Jiménez (76) pudo detectar el VGET por radioinmunoensayo (RIA) y
contrarradioinmunoensayo (CRIA) en muestras sospechosas procedentes de Segovia y
Murcia, pero no consigui6 aislar ningin virus.

No existen muchos estudios epidemiol6gicos que aclaren cudl es la verdadera
situacién de la GET en Espafia. S6lo en los dltimos afios se ha despertado el interés por
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los coronavirus porcinos y se han llevado a cabo anilisis serolégicos encaminados a
determinar la prevalencia en la poblacién.

La primera encuesta serolégica fue realizada por Rubio et al (131) con sueros
recogidos en Castilla y Le6n en 1984-1985, no encontrando ningiin animal seropositivo
al VGET. Posteriormente, en esta misma zona, Lanza et al. (91) detectaron la presencia
de anticuerpos en sueros recogidos durante 1988, pero mediante una técnica diferencial
se consideraron positivos sélo al CVRP.

En la regién de Murcia, Cubero et al. (37) realizaron una amplia encuesta durante
1987 en la que detectaron animales seropositivos al CVRP/VGET. Utilizando una técnica
diferencial se demostr6 la presencia de anticuerpos especificos del VGET aunque con una

baja prevalencia en las explotaciones.

En la zona Centro la prevalencia de anticuerpos neutralizantes al VGET detectada
en 1989 fue elevada (159). Ante la ausencia de cuadros de diarrea, los autores
consideraron que esta respuesta era debida a la infeccién por el CVRP.

23. DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES POR EL CVRP Y EL VGET.

2.3.1. DIAGNOSTICO CLINICO DE LA GET.

La gastroenteritis transmisible es una enfermedad con un cuadro clinico los
suficientemente caracteristico que permite sospechar de su existencia en los lechones. La
aparicién de GET por primera vez en una granja se reconoce porque estdn afectadas
varias cerdas y la mayoria de los lechones lactantes. Las elevadas tasas de morbilidad y
mortalidad permiten diferenciarla de otras diarreas de etiologia infecciosa.

- En casos de GET enzodtica el cuadro clinico es distinto, con diarrea después del
destete y una disminucién neta de la ganancia de peso en los cerdos de cebo. En los
adultos y de engorde la GET enzo6tica queda muchas veces sin diagnosticar, ya que los
leves signos que manifiestan (inapetencia y diarrea de corta duraci6n) pueden pasar
desapercibidos y resulta dificil llegar al diagnéstico clinico (17).

Numerosas enfermedades cursan en el cerdo con cuadros clinicos similares a los
de la GET, entre las mds importantes estdn la DEP, las infecciones por rotavirus y por

E. coli enteropatégeno.
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2.3.2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

La importancia econ6mica y el cardcter contagioso de la GET exigen que el
diagnéstico sea rdpido, pero también especifico para que las medidas de control aplicadas

sean eficaces (128).

Un punto critico del diagnéstico es la recogida y envio de las muestras. Ante un
brote de diarrea la muestra de eleccién es un asa intestinal de yeyuno e ileon, que se
extrae de un lechén afectado de la enfermedad y se remite al laboratorio en el plazo mds
breve posible. Si se trata de detectar portadores, algunos autores (79, 114, 147) consideran
muy ttiles los raspados de tonsilas de animales adultos para intentar el aislamiento del
VGET.

Los andlisis serol6gicos estdn indicados para el diagnéstico de rebaiio, ya sea para
determinar la prevalencia de la infeccién por el VGET en una poblacién (133), o para
demostrar la presencia de animales portadores en las formas enzoéticas (120). La
deteccién de anticuerpos circulantes sélo indica un contacto anterior con el virus, pero no

informa si la infeccién es o no reciente.

2.3.2.1. Diagndstico anatomopatolégico.

Los lechones lactantes que mueren en un brote de GET estdn deshidratados y
manchados con heces. En la necropsia las lesiones estdn localizadas en el tracto digestivo.
El estémago y el intestino pueden estar, o bien distendidos por el acimulo de gas, o bien
vacios, o en ocasiones con restos de un contenido amarillento y codgulos de leche sin

digerir (17).

El intestino delgado tiene un aspecto translicido con las paredes muy adelgazadas,
lo que histolégicamente se corresponde con una destruccién del epitelio intestinal del
yeyuno e ileon y la consiguiente atrofia de las vellosidades.

Estas lesiones son indiferenciables de las que se producen tras la infeccién con

otros coronavirus porcinos.
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2.3.2.2. Técnicas para la deteccién de virus o antigeno virico.

A) Inmunofluorescencia sobre cortes de intestino.

La inmunofluorescencia directa (IFD) es una de las técnicas miés utilizadas para
llegar al diagnéstico ya que combina una alta especificidad con una gran rapidez en la
obtencién del resultado (111). El método se basa en aplicar un antisuero anti-VGET
marcado con fluoresceina sobre cortes de intestino.

Las infecciones por el VGET y el VDEP producen sintomas y lesiones similares,
pero se pueden diferenciar en la mayoria de los casos mediante antisueros especificos
aplicados a cortes de intestino (124).

Otros coronavirus relacionados antigénicamente al VGET dan reacciones por IFD
indiferenciables en cuanto a extensi6n e intensidad (155). Ignatov et al. (69), obtuvieron
mejores resultados en la IFD utilizando un conjugado anti-VPIF preparado a partir de
fluido peritoneal de un gato infectado con VPIF, en comparacién con el conjugado
preparado a partir de lechones SPF infectados con el VGET, lo que confirma, por otra
parte, la estrecha relacién entre ambos virus.

Con el mismo fundamento que la IFD se ha utilizado el método de la peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) (28, 71), con la misma sensibilidad y especificidad. Tiene el
inconveniente de presentar reacciones inespecificas con la peroxidasa endGgena de los
eosinéfilos de la lamina propria intestinal, y la interpretacién en algunos casos puede ser
confusa. Como ventajas sobre la IF, los autores destacan que la lectura puede hacerse con
un microscopio 6ptico normal y no se necesita personal entrenado en la interpretacién
de la IF (28).

B) Aislamiento e identificacion.
- Infeccién experimental de lechones desprovistos de inmunidad.

La inoculacién por via oral de material sospechoso en un lechén receptivo a la
infeccién por VGET es una prueba muy sensible para obtener un diagnéstico de campo,
ya que reproduce el cuadro de vémitos y diarreas caracteristico (17, 45). A pesar de todo,
se deberian descartar otras etiologias como causa de la diarrea haciendo un diagnéstico
diferencial similar al que se lleva a cabo ante una infeccién natural. En la préctica, el
principal inconveniente de este método es su elevado coste comparado con otras técnicas

de diagnéstico.



- Aislamiento del VGET en cultivos celulares de origen porcino.

El aislamiento del VGET en cultivos celulares se realiza a partir de muestras de
heces o macerados de intestino. La multiplicacién del VGET se consigue en cultivos
primarios de rifién de cerdo, en cultivos primarios o secundarios de tiroides porcino y en

cultivos de testiculo de cerdo.

También pueden utilizarse lineas continuas para hacer el aislamiento primario, la
mds utilizada es la linea ST (79, 157), obtenida a partir de testiculo porcino (100). El
efecto citopdtico (ECP) observado a los 3-7 dias de la infeccién con el VGET consiste en
el redondeamiento y desprendimiento de las células del tapiz, que puede favorecerse si
se afiade tripsina al medio de cultivo (67, 85), o usando cultivos viejos que acidifiquen

ligeramente el medio (133).

Al intentar el aislamiento primario, puede ser necesario realizar varios pases ciegos
antes de observar el ECP que demuestre la multiplicacién del VGET in vitro.

La confirmacién del aislamiento del VGET en el cultivo se realiza por
neutralizacién de la multiplicacién del virus, por IF o por IME, mediante el empleo de
un antisuero especifico anti-VGET (133). Un método rdpido de diagnéstico se consigue
al aplicar la IF sobre cultivos celulares infectados, ya que permite detectar la presencia del
virus a las 24 horas, cuando atin no se observa el ECP (102).

Ya que el CVRP y el VGET pueden multiplicarse en el mismo tipo de células y
también pueden aislarse de la misma muestra, es necesario usar anticuerpos monoclonales
especificos frente al VGET para diferenciarlos (111). No hay posibilidad de confusién con
el CVC o con el VPIF ya que estos virus no han conseguido multiplicarse en cultivos

celulares de origen porcino (157).
C) ELISA "sandwich" con muestras de heces.

Son varios los métodos de ELISA disefiados para la deteccién del VGET en
muestras sospechosas, pero en la mayoria de los casos se utiliza el ELISA "sandwich", o

ELISA puente de anticuerpos.

La puesta a punto de un ELISA para detectar antigeno en muestras de heces la
llevaron a cabo por primera vez Bernard et al (14), utilizando para el tapizado de las
placas una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos a las tres principales proteinas
antigénicas del VGET: S, M y N. Como conjugado se empleé un antisuero policlonal
porcino anti-VGET. La técnica result6 ser muy sensible y especifica, con un limite de
deteccién de proteina virica de 15 ng/ml. Los autores comprobaron ademds que con este



método se detectan mejor las cepas de virus de campo que las atenuadas como la cepa
Purdue-115.

Van Nieuwstadt et al. (107) utilizaron IgG de conejo anti-VGET para tapizar la
placa y capturar el antigeno de la muestra. Antes de poner el conjugado afiadieron una
mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes epitopos del virus y por tltimo
el conjugado anti-IgG de ratén. Este procedimiento permiti6 incrementar la especificidad
de la prueba disminuyendo los falsos positivos causados por factores presentes en algunos
sueros porcinos. El limite de deteccién en esta prueba fue de 31 ng/ml, siendo similar al

anterior en cuanto a sensibilidad.

Lanza (87) describe un ELISA "doble sandwich" en el que se aumenta la
especificidad de la prueba al impedir la reaccién anémala de factores reumatoides y otros,
existentes en el suero de cerdo. Para ello, la muestra se diluye con suero porcino antes de
afiadirla a la placa tapizada con IgG porcinas anti-VGET. El limite de deteccién calculado
con este ELISA fue de 3x10°, sensibilidad que fue superior a la conseguida de 7x10° al
utilizar anticuerpos monoclonales para la captura del antigeno.

Ninguno de estos autores encontraron reacciones cruzadas con otros
enteropatgenos porcinos, entre ellos rotavirus o virus de la diarrea epidémica.

Laviada et al. (95) realizaron un ELISA indirecto, que encontraron més sensible
que el ELISA "sandwich" para la deteccién de antigeno virico en heces. Emplearon un
conjugado de IgG anti-VGET marcado con biotina aplicado directamente sobre las
muestras fijadas en la placa. No citaron limite de deteccién de antigeno ni especificidad

de esta prueba.
D) Microscopia e inmunomicroscopia electrénica.

El microscopio electrénico se ha utilizado para el estudio de lesiones producidas
por el VGET (92, 152) y también para identificar al VGET en muestras de heces. Su
sensibilidad es bastante baja respecto a la IFD y su especificidad disminuye cuando se
pierden los peplémeros caracteristicos en la manipulacién de las muestras. Aunque pueda
llegar a demostrarse la peculiar estructura en corona del VGET, no sirve para emitir un
diagn6stico ya que morfolégicamente no se diferencia con el VDEP ni con otros
coronavirus potencialmente pat6genos del cerdo.

La IME se basa en la observacién de acimulos de origen virico formados en
presencia de anticuerpos especificos (134), detectando no sélo virus sino también
proteinas, lo que aumenta la sensibilidad respecto a la microscopia electr6nica
convencional (ME). El empleo de antisueros especificos permite diferenciar el tipo de



virus y descartar la presencia del VDEP, igual que en la IFD.

Van Nieuwstadt et al (106) describieron una variante en fase sélida para la IME
del VGET, mejorando hasta 100 veces mds la deteccién de virus en las heces comparado
con la ME. Los autores citan como ventaja frente a la IF que puede utilizarse para
diagnosticar la infeccién en animales vivos y no es necesario realizar cortes de intestino.

»

E) Otras técnicas.

La bisqueda de nuevos sistemas para la detecciébn del VGET en muestras
sospechosas ha facilitado la puesta a punto de otras técnicas que, aunque son titiles, no
han conseguido desplazar a las anteriores para el diagnéstico rutinario.

La hemoaglutinacion pasiva inversa (4), se ha demostrado til, pero con dos
inconvenientes de importancia: necesita antigeno purificado, y ademds la técnica resulta
muy laboriosa porque requiere la sensibilizacién previa de hematies ovinos frente al

VGET.

La inmunodifusion en gel de agarosa puede utilizarse tanto para detectar antigeno
en muestras, como anticuerpos séricos usando un antigeno sin purificar. A pesar de ser
una técnica sencilla (16), sus resuitados como prueba serol6gica guardan poca
concordancia con los de la seroneutralizacién (99).

Los avances en la tecnologia del DNA recombinante han permitido el desarrollo
de sondas de cDNA para detectar RNA virico en muestras sospechosas.

Shockley et al. (137) usaron clones con determinados fragmentos del genoma del
VGET y del coronavirus bovino (dos virus que no estdn relacionados antigénicamente),
con la finalidad de detectar RNA virico en muestras fecales mediante "dot blot". Las
sondas preparadas a partir de estos clones se marcaron con fésforo radiactivo y detectaron
hasta 25 pg de RNA del virus homdlogo, resultando negativa la hibridacién con el
coronavirus no emparentado. Al comparar esta técnica con la ME, se comprob6 que ésta
permite detectar la eliminacién de virus mds precozmente, aunque la deteccién con
sondas fue tan rdpida como el aislamiento empleando cultivos celulares. Estas sondas
pueden ser titiles para detectar la presencia de coronavirus pertenecientes al mismo grupo
antigénico, pero no son especificas de un solo virus.

Benfield e al (11), utilizaron la técnica de "dot blot" para detectar al VGET en



muestras fecales y en cultivos celulares. De las sondas utilizadas, la derivada del clon pD24
fue capaz de diferenciar el VGET de otros coronavirus relacionados, aunque Bae et al. (9)
citan que existe hibridacién débil de esta sonda con el coronavirus canino. Los ensayos
de especificidad de las diferentes sondas demostraron la hibridacién con RNAt de
levadura, pero no con el coronavirus bovino, ni con el rotavirus porcino, ni con el VEH
(11). Con respecto a la sensibilidad, estos autores concluyen que la ME o la IF son
métodos més sensibles para detectar cerdos infectados que la hibridacién con las sondas

utilizadas.

Los anticuerpos monoclonales en el diagndstico laboratorial se utilizan para
demostrar la presencia de los determinantes antigénicos del VGET para los que son
especificos. Con este fundamento se ha utilizado el ELISA sobre cultivos celulares y sobre
frotis de mucosa (141), y también se ha desarrollado una técnica de
enzimoinmunoadsorcién ("immunodot") para muestras de intestino y de heces (1), itil
para el diagnéstico de campo. El principal inconveniente en todos los casos es que se

requieren muestras frescas y, por tanto, no pueden almacenarse.

2.3.2.3. Técnicas serolégicas.

En casos de epizootia, Bohl (17) recomienda que el suero se recoja
preferentemente de animales convalecientes, o bien tomar una muestra de suero en el
periodo agudo de la enfermedad y otra en la fase de convalecencia, para observar el
incremento de la tasa de anticuerpos.

En cambio para la GET enzoética, el mismo autor considera que es mejor recoger
muestras de cerdos en cebo (entre 2 y 6 meses de edad) ya que los anticuerpos maternales
han desaparecido y la presencia de inmunidad humoral indicard una infeccién reciente

por el VGET.

En los estudios epidemiolégicos la mayoria de investigadores suelen emplear
sueros de cerdas reproductoras ya que su vida productiva es més larga, permanecen més
tiempo en la explotacién y han tenido més posibilidades de entrar en contacto con los
diversos agentes patégenos. Sin embargo, los resultados de estos andlisis deben saber
interpretarse ya que los anticuerpos circulantes persisten varios afios tras la infeccién
natural (8) y un resultado seropositivo al VGET puede indicar tanto una infeccién
reciente como una anterior ya superada (17, 149).
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A) Seroneutralizacion

La seroneutralizacién (SN) en cultivos celulares es la prueba de referencia para
el diagnéstico serolégico de la GET (111). Con ella se obtienen resultados altamente
especificos, no se necesita un gran volumen de suero y permite procesar muchas muestras
si se utiliza la técnica en microplaca (84, 146, 150).

A pesar de estas ventajas no carece de inconvenientes, especialmente a partir de
la aparicién del CVRP, ya que no es capaz de diferenciar los anticuerpos de ambas
infecciones. Ademds, este método exige tener un laboratorio dotado de material
especifico y de personal entrenado para realizar los cultivos celulares, lo que encarece la
puesta en marcha y el mantenimiento de esta prueba de diagnéstico. -

B) ELISA para la deteccién de anticuerpes.

El ELISA para la deteccién de anticuerpos anti-VGET fue utilizado por primera
vez por Balsari et al. (10). Estos autores observaron que existia una buena correlacién
entre las absorbancias obtenidas con el ELISA "sandwich" o inmunocaptura y el titulo por
SN. La sensibilidad y especificidad de esta prueba fueron més elevadas que al utilizar un
ELISA indirecto, empleando en ambos casos un antigeno no purificado.

El ELISA indirecto fue mejorado en sensibilidad y especificidad por Nelson y
Kelling (104) empleando un antigeno purificado obtenido mediante gradiente de densidad.
La respuesta inmunitaria se pudo detectar mis precozmente con el ELISA que con SN
y los titulos de anticuerpos obtenidos fueron diez veces superiores.

Bernard et al. (15) desarrollaron un ELISA de inmunocaptura empleando para el
tapizado de las placas una mezcla de tres anticuerpos monoclonales especificos de las tres
proteinas estructurales del VGET. La técnica dio una sensibilidad inferior a lo esperado
respecto a la SN, pero como ventaja los autores sefialan el poder utilizar un antigeno no
purificado, muy ficil de conseguir a partir del sobrenadante de cultivos celulares

infectados.

Hohdatsu er al (64) pusieron a punto otro ELISA indirecto, preparando un
antigeno purificado y posteriormente solubilizado con detergente para favorecer la
exposicién de los antigenos. Los resuitados de estos autores tuvieron una buena

correlacién con la SN.

Cubero et al. (36) compararon varias técnicas de ELISA escogiendo el método



indirecto con antigeno a base de virus concentrado para la realizacién de un estudio
epidemiolégico.

Lanza et al. (90) compararon el ELISA indirecto y el de inmunocaptura, ambos con
virus concentrado como antigeno, obteniendo los mejores resuitados con el ELISA
"sandwich", con un 91% de sensibilidad y un 99% de especificidad comparado con la SN.
Los titulos obtenidos con la prueba ELISA fueron entre S y 20 veces superiores a los
conseguidos con la SN.

Recientemente, Paton ez al. (113) pusieron a punto un ELISA de competicién con
el prop6sito de sustituir a la SN en el diagnéstico de rutina por su mayor rapidez y bajo
coste. En el desarrollo de la técnica utilizaron como solucién de bloqueo el anticuerpo
monoclonal 6AC3 (72) dirigido a un epitopo comiin al CVRP y al VGET. El antigeno
para tapizar las placas se prepar6 mediante un tratamiento con detergente, los sueros
problema se incubaron durante una noche y el resto del test se llevé a cabo en sélo una
hora. La sensibilidad y especificidad de este ELISA fueron muy similares a los de la SN,
aunque con los sueros positivos no hubo correlacién significativa entre los valores de
absorbancia y el titulo seroneutralizante.

2.3.2.4.- Técnicas diferenciales.

La aparicién a mediados de los afios ochenta de un coronavirus porcino (CVRP),
estrechamente emparentado con el VGET y de rdpida difusién entre las explotaciones,
sirvi6 de estimulo para la investigacién y de una metodologia capaz de diferenciar entre
los dos virus o los anticuerpos especificos de una o ambas infecciones.

La obtencién de anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes epitopos del
VGET han permitido elaborar el mapa antigénico de este virus y de otros coronavirus
relacionados y detectar las diferencias fundamentales entre ellos (32, 33, 51, 93). La
competici6n entre los anticuerpos especificos anti-VGET y los anticuerpos monoclonales
por unirse al sitio antigénico hacia el que estdn dirigidos ha sido el fundamento de las
técnicas diferenciales.

Laude et al. (94) utilizaron la inmunofluorescencia indirecta (IFI) para determinar
la capacidad de reaccién de cada anticuerpo monoclonal con cada una de las proteinas
estructurales viricas y poder elaborar el mapa antigénico. De los anticuerpos monoclonales
que obtuvieron, los de mayor interés en la puesta a punto de un ELISA de competicién
fueron los que estaban dirigidos al sitio D de la proteina S del peplémero, ya que en el
mapa antigénico este sitio aparecié conservado en las cepas del VGET y ausente en las

del CVRP estudiadas.



Garwes et al. (53) describieron la producéién de anticuerpos monoclonales anti-
VGET y su reaccién especifica con determinadas cepas del VGET y del CVRP, pero sin
citar a qué sitios antigénicos estaban dirigidos. El ELISA realizado sobre cultivos celulares
infectados empleando estos anticuerpos monoclonales di6 buenos resultados para la
diferenciacién entre ambos virus. Antes de que la técnica pueda ser utilizada de forma
rutinaria, los autores proponen hacer més ensayos para determinar si es capaz de detectar
infecciones recientes, asi como comprobar la especificidad de los anticuerpos monoclonales
con mayor nimero de cepas de VGET y CVRP.

Callebaut et al. (22) estudiaron por inmunotransferencia la reaccién de algunos
anticuerpos monoclonales con diferentes coronavirus porcinos: VGET, CVRP, VDEP y
VEH. Mediante anticuerpos monoclonales anti-VGET estudiaron el grado de relaci6n
antigénica entre el CVRP y el VGET, comprobando que los epitopos que inducen
anticuerpos neutralizantes son indistinguibles entre ambos virus. Los sitios B, Cy D de
la proteina S indujeron anticuerpos no neutralizantes que no reconocieron al CVRP, lo
que indica que estos epitopos estdn modificados o ausentes en las cepas estudiadas.

Estas diferencias en la estructura antigénica fueron aprovechadas por los mismos
autores para desarrollar un ELISA de competicion (24) empleando el anticuerpo
monoclonal 1DB12 (72), el cual reconoce diferentes cepas de campo de VGET y ninguna
de las cepas de CVRP aisladas por el momento. Los resultados obtenidos indican que la
prueba tiene una alta sensibilidad ya que pudo detectar anticuerpos especificos a las 2-3
semanas post-infeccién con un titulo similar al de SN. También fue posible detectar
anticuerpos anti-VGET en presencia de anticuerpos anti-CVRP, aunque se registraron
falsos negativos con sueros que dieron ademds titulos bajos por SN. Los autores concluyen
que el uso de una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes epitopos
especificos del VGET podria reducir el niimero de estos falsos negativos.

Con el mismo anticuerpo monoclonal, 1DB12, Brown y Paton (21) y Lanza (87),
pusieron a punto otras técnicas inmunoenzimdticas diferenciales. La especificidad de la
reaccién del 1DB12 fue comprobada previamente por Sdnchez ef al. (135) siendo capaz
de reconocer diversas cepas del VGET aisladas en Europa, América y Jap6n, mientras
que no se observé ninguna reaccién con las cepas de CVRP aisladas de diferentes paises

europeos.

Van Nieuwstadt ef al (105) demostraron que este anticuerpo monoclonal no era
capaz de reconocer la cepa Erica de VGET. De los obtenidos por estos autores sélo uno,
el 57*110 dirigido también a la proteina S del peplémero, pudo detectar todas las cepas
de VGET estudiadas, aunque con la cepa Erica los titulos fueron méis bajos y
desaparecieron mds rdpidamente tras la infeccién que con otras cepas de VGET.
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Por iltimo, Bernard et al. (13) en un estudio experimental para determinar la
protecci6n frente al VGET tras la infeccién por el CVRP, describen un ELISA diferencial
con dos anticuerpos neutralizantes, uno de ellos discriminante (44-4, especifico del VGET)
(39), y el otro no (EA4, dirigido a un epitopo comiin del sitio A de la proteina S). Con esta
prueba se logr6 determinar si un suero era positivo al CVRP y negativo al VGET
(competicién s6lo con el E4), positivo al VGET (competicién con el 44-4 y el E4), o
negativo a la infeccién por ambos virus (no compite con ninguno de los dos anticuerpos

monoclonales).

2.4. TRATAMIENTO DE LOS BROTES DE GET.

No se han obtenido agentes antiviricos que sirvan para el tratamiento especifico
de la gastroenteritis transmisible (133). La actividad antivirica del interferén-O porcino se
ha mostrado s6lo moderada frente al VGET (41), mientras que la de origen bovino no
consigui6 proteger de la infeccion experimental a lechones de 48 horas (96).

El dnico tratamiento disponible en la prictica es el sintomético, dirigido, por una
parte, a reducir la mortalidad en lechones de 3-4 dias y por otra, a impedir las
complicaciones secundarias con otros agentes infecciosos en los animales destetados.

Pritchard (127) recomienda tomar las siguientes medidas como una pauta para el
tratamiento de un brote de GET en lechones:

1) Procurar que los animales lactantes afectados estén en un ambiente célido y

S€CO.

2) Dejar agua a libre disposicién de los lechones con diarrea aguda, o en su lugar
una solucién de electrolitos o nutrientes para corregir la deshidratacién, la acidez
metabdlica y la inanicion (44).

3) Una terapia antimicrobiana es itil en cerdos de 2-5 semanas, ya que permite

controlar las infecciones concurrentes de E. coli.

En ocasiones, la incorporaci6n de clortetraciclina en el alimento ha dado como
resultado una mejora de la condicién fisica en cerdos afectados de méds de 11 dias de edad

(151).

En casos de GET aguda, otra medida aconsejada por varios autores (127, 143) es
suministrar leche de cerdas inmunes a GET a aquellos lechones sensibles o que ya

manifiesten diarrea.



2.5. PROFILAXIS Y CONTROL DE LA GET

2.5.1. ANTE UNA PIARA LIBRE DE GET

En dreas libres de GET, pero con riesgo de introducir animales portadores
procedentes de otras zonas infectadas, las medidas de profilaxis aconsejables son
dnicamente de tipo sanitario. Entre otras, Aynaud et al (6) recomiendan controlar las
entradas y salidas de personas, animales y vehiculos en toda la explotacién, la desinfeccién
periédica de utensilios, locales y vehiculos, y serologia negativa al VGET en los animales
destinados a la reposicién. Actualmente, las reacciones cruzadas con anticuerpos anti-
CVRP hacen necesario el empleo ademds de una prueba diferencial.

2.5.2. ANTE UNA EPIZOOTIA DE GET

Si se ha producido por primera vez la entrada del virus en la explotacién, las
medidas a tener en cuenta se orientan a impedir que se convierta en una infeccién
enzo6tica. En este caso la mayoria de los autores (63, 145, 154) son partidarios de poner
la granja en cuarentena, sin permitir la entrada o salida de animales e impedir la
diseminaci6n de la infecci6én fuera de la granja por medio de la limpieza y desinfeccién
de vehiculos, ropa y utensilios que puedan introducirse en otras explotaciones, asi como
la destruccién de los caddveres. Posteriormente, se deberfa asegurar la exposicién virica
de todos los animales, pero especialmente de las cerdas destinadas a la reproduccién, para
favorecer el desarrollo de inmunidad protectora. Esta medida no es aconsejable para las
cerdas gestantes a las que les falte menos de 2 semanas para el parto, las cuales deben
mantenerse aisladas del resto.

Como pautas complementarias también es recomendable desinfectar la paridera
después de cada parto y antes de introducir otra cerda, asi como esperar tres o cuatro
meses antes de introducir nuevos animales receptivos que al infectarse perpetuarian la
infeccién en la granja. Templeton y Carpenter (145) aconsejan adquirir al principio del
brote, animales de diferentes edades que sirvan para la reposicién durante el periodo de
cuarentena. Cuando ya no se detecten mis casos de GET en lechones se pueden
introducir animales centinelas y controlarlos serolégicamente para poder considerar que
la granja est4 libre del VGET.



2.5.3. ANTE UNA ENZOOTIA DE GET

Cuando la GET se ha convertido en un problema enzo6tico, Paul et al (115)
consideran que la mejor medida que puede adoptarse es interrumpir el ciclo infeccioso
del VGET impidiendo el aporte peridédico de nuevos animales receptivos a la sala de
engorde, lo que se consigue al anular el ciclo continuo de partos y practicar el "todo
dentro-todo fuera".

Esta forma de actuar también debe acompaiarse de la inmunizacién activa de
todos los animales, incluso verracos y cerdas primiparas, para que desarrollen o reactiven
la proteccién especifica (115, 145). Para ello, se suele dar con el pienso un macerado de
intestino obtenido de un lechén con diarrea o mezclarlo directamente con las heces de
animales con sintomas. A pesar de conseguir unos buenos niveles de proteccién esta
practica no deja de tener unos riesgos (47) que deben valorarse antes de ponerla en
marcha. Por un lado, la dosis infectante que se suministra a cada animal es desconocida,
puede introducirse involuntariamente otro patégeno no detectado hasta el momento,
existe el riesgo de desarrollar o mantener una GET enzodtica y ademds la infeccién

puede extenderse a otras granjas vecinas.

Se han ensayado diversos tipos de vacunas con las cuales se pretende conseguir el
mismo efecto que tras la exposicién al virus virulento (47, 59), pero sin los riesgos

mencionados.

2.5.4. TIPOS DE VACUNAS EXISTENTES

Las propiedades que deberia cumplir la vacuna ideal frente a la GET son revisadas
por Paul et al. (115) destacando las siguientes caracteristicas:

- Que sea capaz de proteger frente a todas las cepas de VGET.

- Su poder inmunégeno deberia ser elevado para todos los animales vacunados,
y producir un aumento de IgA en la leche de las cerdas en lactacién.

- La via de administracién no deberia alterar sus propiedades

Los factores que influyen en el grado de proteccién de los lechones dependen en
parte de que la vacuna tenga estas propiedades, pero también depende de factores
relacionados con el animal, como la cantidad de IgA secretada por la leche de la madre,
asi como el volumen y frecuencia de ingestién del lechén (6, 61).

-



A) Vacunas a base de virus atenuado.

Pueden administrarse por via oral y/o intramuscular y en algunos casos por via
intramamaria. Las vacunas que se dan por via oral a lechones son capaces de inducir
proteccién activa, sin interferir con la inmunidad pasiva adquirida con la leche ( 48). En
cambio las vacunas aplicadas por via intramuscular en las madres sélo confieren una
inmunidad esencialmente por IgG y de baja concentracién (18). La via intramamaria se
ha utilizado para probar una vacuna a base de virus vivo modificado (cepa Nouzilly),
aunque los resultados indican que la respuesta inmune es a base de IgG en altas
concentraciones (7).

La falta de una respuesta adecuada por parte de este tipo de vacunas se atribuyen
a su baja capacidad de multiplicacién in vivo (6) lo que se traduce en una menor
estimulacién del tejido linfoide intestinal (132), y a su fragilidad en el aparato digestivo
inactivindose gran parte de la dosis vacunal.

El ensayo de una vacuna heter6loga, a base de CVC, en cerdas gestantes produjo
una respuesta de anticuerpos neutralizantes frente al CVC y al VGET detectables en
suero, calostro y leche, que protegi6 escasamente a los lechones tras la infeccion
experimental con el VGET (156). Los porcentajes de morbilidad y mortalidad fueron
similares a los observados en el grupo inmunizado con una vacuna homéloga.

B) Vacunas a base de virus inactivado.

En las madres se han utilizado por via intramuscular y en los lechones por via
intraperitoneal. Ya que es necesaria la replicacién del virus en el intestino para estimular
la inmunidad, estas vacunas no son satisfactorias ni resultan itiles para vacunar cerdas en

explotaciones infectadas (8).

Tanto en las vacunas atenuadas como en las inactivadas la eficacia demostrada es
variable, pero la inmunidad inducida nunca es de la misma calidad que la estimulada por

el virus virulento (103).

C) Vacunas de virus modificado.

Se ha conseguido obtener variantes del VGET virulento mediante su manipulacién
en el laboratorio (534 T-2 35 ). Los ensayos clinicos de este tipo de vacunas demuestran
que son capaces de disminuir los indices de morbilidad y mortalidad en los animales
vacunados, aunque se deben seguir algunas condiciones, relacionadas con la via de



administracién y con la pauta o dosificacién de la vacunacién, es decir, s6lo la via oral
ha demostrado ser eficaz para inmunizar a las cerdas gestantes, siendo necesaria la

revacunacién antes del parto (5).

D) Vacunas de subunidades.

La identificacién de las fracciones mds inmunégenas del VGET es el punto de
partida para obtener vacunas de subunidades eficaces (115). Se ha comprobado que en la
glicoproteina S del peplémero se localizan los principales sitios antigénicos del virus (40),
y los epitopos responsables de inducir los anticuerpos neutralizantes tras la infeccién (54).
Una fraccién proteica de 23 kd obtenida a partir de la proteina S del VGET, fue capaz
de inducir inmunidad lactogénica tras la inoculacién intramamaria, consiguiendo disminuir
los porcentajes de morbilidad y mortalidad en los lechones lactantes (55)

Las vacunas de subunidades estdn actualmente en fase de estudio y podrian ser
las utilizadas en un futuro préximo, aunque todavia hace falta disponer de la tecnologia
capaz de producirlas a gran escala para que resulten econémicas y encontrar el vector
mds apropiado para su expresion en el cerdo, entre lo cuales se han propuesto el virus
vaccinia, el baculovirus y las levaduras (52, 115).
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3. MATERIAL Y METODOS



3.1. POBLACION PORCINA DE CATALUNYA

El censo de ganado porcino en Catalunya asciende a cerca de 4,8 millones de
animales, segun las estadisticas ganaderas realizadas en 1988 por la Seccié Territorial de
Programes i Estadistica del Departament d’Agricultura Ramaderia i Pesca de la
Generalitat de Catalunya (D.A.R.P.). Esta cifra se ha mantenido sin grandes oscilaciones
durante los tltimos afios, lo que indica la gran estabilidad de este sector ganadero. La
poblacién porcina de Catalunya supone un 28% del censo total en Espana (16,9 millones
de animales), y un 2,5% del total en los paises de la C.E. (190,4 millones) (101).

Del total de animales censados, alrededor de 500.000 son cerdas reproductoras y
mds de 4 millones se reparten entre lechones con un peso inferior a 20 kg y cerdos de
engorde (tabla IT). Estos datos se han obtenido a partir de las estadisticas ganaderas
realizadas por el D.A.R.P. en 1988.

CERDOS DE ENGORDE 4.221.457
REPRODUCTORES 537.007
TOTAL ANIMALES 4.758.464

Tabla II: Censo porcino en Catalufa.

3.1.1. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GANADO PORCINO EN CATALUNYA

La distribucién del ganado porcino en las cuatro provincias catalanas no es
uniforme, ya que Lleida y Barcelona poseen entre ambas més de tres millones de cabezas,

como puede observarse en la tabla III.
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ENGORDE REPRODUCTORES TOTAL

GIRONA 706.934 83.062 789.996
LLEIDA 2.148.423 207.352 2.355.775
TARRAGONA 440.841 63.688 504.529
BARCELONA 925.259 183.085 1.108.344

Tabla III: Distribuci6n del censo porcino por provincias.

Pero dentro de cada provincia también existen diferencias notables en la
distribucién, concentrdndose el mayor nimero de animales en las siguientes comarcas:
Noguera, Segria, Urgell y Pla d’Urgell en la provincia de Lleida; Bages y Osona en
Barcelona; y Alt Emporda en Girona (figura 2). La distribucién de reproductoras es casi
idéntica en proporcion, excepto para las comarcas de Urgell y Pla d’Urgell que concentran
un gran ndmero de cerdos de cebo procedentes de otras zonas (figura 3).

El censo de explotaciones destinadas a la reproduccién sigue un patrén parecido
al de individuos. Sin embargo, existen diferencias en algunas comarcas atribuibles al
distinto tamafio de las granjas, como por ejemplo en la comarca del Montsia (Tarragona),
con un censo total de porcino de mds de 100 mil animales y sélo 62 explotaciones de
reproduccién. En la tabla V y en la figura 4 se puede observar la distribucién comarcal
de las explotaciones.
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Alta Ribagorca

Figura 2: Censo total de porcino por comarca.

menos de 50.000 animales
50.000-100.000 animales

100.000-200.000 animales

200.000-685.000 animales
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Alta Ribagorca

Figura 3: Censo total de reproductoras por comarca.

menos de 5.000 reproductoras

5.000-10.000 reproductoras

10.000-20.000 reproductoras

20.000-75.000 reproductoras
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Alta Ribagorga

Figura 4: Nimero total de explotaciones de reproductoras por comarca.




3.2. MUESTRAS DE SUERO

Las muestras de suero obtenidas a partir de animales reproductores son de gran
interés para llevar a cabo los estudios epidemiol6gicos. Al permanecer varios afos en la
granja, estos animales tienen mayores probabilidades de entrar en contacto con cualquier
agente infeccioso, y, por tanto, se consideran los mejores indicadores del paso de una
infeccién en la poblacién que es objeto de estudio.

Si lo que se pretende es detectar una infeccién reciente en una poblacién resulta
mds interesante escoger muestras de lechones a partir de 2 meses de vida, ya que a esta
edad han perdido la inmunidad calostral y la detecci6n de anticuerpos circulantes indicaria
una infeccién reciente en los animales. ‘

Para realizar e} estudio epidemiol6gico se planted la elaboracién de tres muestreos
complementarios:

A) En primer lugar, se llevé a cabo una encuesta preliminar en animales de
desvieje, con la tinica finalidad de calcular Ia prevalencia inicial, dato necesario para poder
determinar el tamaio de la muestra en la encuesta epidemiolégica posterior.

B) Para conocer la distribucién del CVRP y el VGET en Cataluiia se realiz6é un
segundo muestreo en las explotaciones de reproductores.

C) Por iltimo, con el fin de establecer en qué momento el nuevo coronavirus
porcino apareci6 en Catalunya y determinar la evolucién de la infeccién por
CVRP/VGET a lo largo de varios afios, se utiliz6 una coleccién de sueros conservados
a -20°C y obtenidos de lechones de ocho semanas de vida.

3.2.1. MUESTRAS DE SUERO DE ANIMALES DE DESVIEJE

Ante la ausencia de datos recientes acerca de las infecciones por CVRP/VGET
en Catalunya se realiz6 una encuesta previa durante los meses de junio, julio y agosto de
1990. Se utilizaron 125 muestras de suero de cerdas de desvieje, recogidas en el momento
del sacrificio en un matadero industrial situado en la provincia de Barcelona. Al matadero
llegaban animales de diferentes puntos de Espaiia, pero se recogieron muestras de sangre
s6lo de los procedentes de comarcas catalanas.

De las 115 muestras positivas a CVRP/VGET se examin6 una submuestra de 66
animales para comprobar la presencia de anticuerpos especificos frente al VGET. El
mimero y procedencia de los animales estd indicado en la Tabla IV.



SUEROS ENCUESTA  SUEROS ENCUESTA

COMARCA ANTI-CVRP ANTI-VGET
BAIX CAMP 2% 8
OSONA 16 9
SOLSONES 2% 10
OTRAS COMARCAS 59 39

TOTAL 125 | 66

Tabla IV: Muestras de animales de desvieje.

Una vez contrastadas con sueros de referencia, algunas de estas muestras se
emplearon como sueros testigos (positivo o negativo) en las pruebas inmunoenziméticas,
lo que ademds nos permiti6 comprobar la repetitividad de los resultados en estas
técnicas.

3.2.2. MUESTRAS DE SUERO DE REPRODUCTORAS

Para realizar la encuesta epidemiolégica se tuvo en cuenta el censo de granjas
porcinas elaborado por el D.A.R.P. durante el afio 1988, en el que se especifica el nimero
de explotaciones por comarca. En este censo, las granjas estdn clasificadas en nueve
estratos, numerados del 0 al 8, segiin el nimero de reproductores que contengan.

Se hizo un muestreo estratificado en funcién del nimero de reproductores por
explotacién, para poder comparar las posibles diferencias de los resultados segin el
tamaio de la granja. En nuestro estudio se consideraron tres estratos:

- Estrato pequefio (P), granjas de tipo tradicional con menos de 20 animales
reproductores, correspondiéndose con los estratos 1 y 2 del censo porcino. El
estrato 0 incluye granjas con menos de 5 animales y no se incluyé en nuestro
estudio para facilitar la recogida de muestras.

- Estrato mediano (M), entre 20 y 99 reproductores, incluyendo los estratos 3 y 4
del censo.

- Estrato grande (G), granjas con mis de 100 reproductores, equivalente al
conjunto de los estratos 5, 6, 7 y 8 del censo.

-



El nimero total de explotaciones en las comarcas incluidas en el estudio, segiin
los datos del censo porcino, se indica en la tabla V, clasificadas segin el estrato

correspondiente.
N2 DE EXPLOTACIONES
COMARCA P M G TOTAL
ALT CAMP 0 45 27 72
ALT EMPORDA 425 271 52 748
ALT URGELL 82 32 0 114
ANOIA 99 111 32 242
BAGES 391 325 79 795
BAIX CAMP 0 88 61 149
BAIX EMPORDA 264 150 38 452
BERGUEDA 202 145 43 390
GARRIGUES 0 60 49 109
GARROTXA 196 70 0 266
GIRONES 170 95 35 300
LA SELVA ) 72 44 25 141
NOGUERA 486 509 105 1.100
OSONA 821 780 217 1.818
PALLARS - JUSSA 142 137 43 322
PLA D’URGELL 181 186 4 411
PLA DE L’ESTANY 222 114 0 336
RIBERA D’EBRE 0 30 21 51
SEGARRA 109 165 47 321
SEGRIA 356 630 155 1.141
SOLSONES 208 132 21 361
URGELL 180 202 42 424
VALLES OCCIDENTAL 79 80 23 182
VALLES ORIENTAL 251 167 45 463
TOTAL 4.936 4.568 1.204 10.708

Tabla V: Censo de granjas de reproductoras por estrato y comarcas. P: estrato pequeiio (5 - 19
rep.); M: estrato mediano (20 - 99 rep.); G: estrato grande (> 100 rep.).



3.2.2.1. Muestreo de las explotaciones

Para calcular el nimero de explotaciones que debia contener la muestra de cada
estrato, se tuvieron en cuenta los valores de prevalencia obtenidos en el estudio preliminar
con sueros de matadero (92% para el CVRP/VGET y 29% para el VGET). La precisién
deseada fue del 4% para detectar la infecci6n por el CVRP/VGET y del 6% para el
VGET, y el nivel de confianza fue del 95% para ambas.

Con el fin de obtener una muestra que se ajustase a estos valores se calcularon 187
explotaciones para cada uno de los estratos Py M y 168 para el estrato G. Este tamafio
de muestra debia permitir extrapolar los resultados a la poblacién total de granjas, con
una precisién del 3,5% para la infeccién por el VGET, y del 2,4% para la infeccién por
CVRP/VGET, considerando las prevalencias de la encuesta previa y un nivel de confianza
del 95% La fraccién de la encuesta fue del 3,2%, 4,8% y 14,9% para los estratos P, M y
G respectivamente, y del 4,9% respecto al total de granjas.

En el muestreo por comarcas, se asigné a cada una de ellas un nimero de granjas
que fuera proporcional al nimero total existente en cada comarca y para cada estrato.
Para facilitar la obtencién de muestras se descartaron del estudio aquellas comarcas que
tuvieran un nimero de granjas inferior al 1% del ndmero total de explotaciones para cada
estrato (en total 17 comarcas) y aquéllas que dieron como resultado sélo un estrato para
estudiar (dos comarcas: Alt Penedes y Conca de Barber3).

En la tabla VI se expresa el nimero de granjas muestreadas, con algunas
variaciones finales respecto al planteamiento inicial, que dependieron de la oportunidad
en el momento de recoger las muestras en los laboratorios.

3.2.2.2. Célculo del nimero de muestras por explotacién

El nimero de muestras para analizar en cada explotacién de los estratos My G
se calcul6 en 7-8 sueros, segiin el tamafio de la granja de procedencia, niimero suficiente
para detectar un positivo en caso de que existiera la infeccién en la granja, con un nivel
de confianza del 95% y suponiendo una prevalencia de infeccién por CVRP/VGET en
la explotacién, del 33% como minimo. En las explotaciones del estrato P el nimero de
muestras necesarias fue inferior a 6 para el mismo nivel de confianza.

La recogida de los sueros y de los datos correspondientes a las explotaciones de
origen fue facilitada por los laboratorios comarcales del D.A.R.P. En las granjas pequefas
el nimero de muestras disponibles fue en algin caso inferior al calculado, pero siempre
se obtuvieron como minimo dos sueros de cada explotacién.



Ne¢ DE EXPLOTACIONES

COMARCA P M G TOTAL
ALT CAMP 1 3 5 9
ALT EMPORDA 16 1 4 31
ALT URGELL 1 1 0 2
ANOIA 4 6 6 16
BAGES 11 11 11 33
BAIX CAMP 0 4 1 15
BAIX EMPORDA 12 16 3 31
BERGUEDA 7 6 6 19
GARRIGUES 0 4 5 9
GARROTXA 8 6 0 14
GIRONES 7 4 4 15
LA SELVA 7 7 5 19
NOGUERA 19 31 15 65
OSONA 30 31 31 92
PALLARS - JUSSA 0 0 2 2
PLA D'URGELL 7 9 4 20
PLA DE L’ESTANY 7 6 1 14
RIBERA D’EBRE 0 1 5 6
SEGARRA 4 7 6 17
SEGRIA 9 26 18 53
SOLSONES 9 6 3 18
URGELL 8 8 7 23
VALLES OCCIDENTAL 5 10 6 21
VALLES ORIENTAL 10 9 6 25
TOTAL 182 223 164 569

Tabla VI: Muestreo de granjas de reproductoras. P: estrato pequedo (5 - 19 rep.); M:
estrato mediano (20 - 99 rep.); G: estrato grande (> 100 rep.).



3.2.3. MUESTRAS DE SUERO DE LECHONES

Con el fin de llevar a cabo diversos estudios relacionados con la produccién
porcina, se habian venido recogiendo, a lo largo de varios afios, sueros de lechones de 8
semanas de edad procedentes de explotaciones con un buen nivel sanitario localizadas en
distintas comarcas de las provincias de Barcelona, Girona y Lleida. Una parte de cada
suero se conservd a -20°C y se clasificaron atendiendo a la fecha de recogida de la

muestra.

De esta coleccién de sueros, se seleccionaron 464, obtenidos durante el periodo
comprendido entre mayo de 1985 (los m4s antiguos que fue posible encontrar) y julio de
1989. Estas muestras se recogieron en un centro destinado a probar reproductores
(denominado "granja 1") y que recibia periédicamente animales procedentes de otras
explotaciones porcinas de toda Catalunya para ser contrastados. En el caso de que llegara
una hembra gestante se conservaba hasta el momento del parto y sus lechones se
mantenian en el centro durante todo el periodo de cebo. Las peculiares caracteristicas de
esta granja eran, a nuestro modo de ver, id6neas para el estudio retrospectivo, ya que en
caso de existir alguna de las dos infecciones se detectaria m4s ficilmente en la poblacién.

Desde mayo de 1985 hasta diciembre de 1986 se escogieron 424 muestras para
realizar el estudio retrospectivo (tabla VII).

FECHA DE RECOGIDA NUMERO DE MUESTRAS

MAYO 52 ‘
JULIO 29

1985 NOVIEMBRE 50
DICIEMBRE 28
ENERO 4%
MARZO 25
ABRIL 28
JUNIO 56

198  SEPTIEMBRE 27
OCTUBRE 35
NOVIEMBRE 23
DICIEMBRE 2%
TOTAL 424

Tabla VII: Estudio retrospectivo con sueros de la granja 1.



El estudio retrospectivo se complement6 con las otras 40 muestras recogidas en
la granja 1 hasta julio de 1989 (tabla VIII) y con 80 muestras més de lechones procedentes
de seis explotaciones, todas con un buen nivel sanitario y localizadas en diferentes
comarcas catalanas, lo que permiti6 hacer un seguimiento mas amplio en la poblacién.
Para ello se escogieron los sueros segin la fecha de obtencién de la muestra, durante un
espacio de tiempo comprendido entre abril de 1987 y enero de 1989. En la figura 5
aparecen los diferentes periodos de tiempo estudiados para cada granja y el nimero de
muestras recogidas de cada una en total. Las granjas 2, 3 y 4 suministraron animales a la
granja 1 en diferentes momentos del periodo estudiado, pero se han incluido como
muestras de la granja 1.

PERIODO ESTUDIADO NUMERQO DE MUESTRAS
ENERO - MARZO 3
1987 ABRIL - JUNIO 4
JULIO - SEPTIEMBRE 2
OCTUBRE - DICIEMBRE 10

ENERO - MARZO
1988 ABRIL - JUNIO
OCTUBRE - DICIEMBRE

ENERO - MARZO
ABRIL - JUNIO

TOTAL

1989

8 LW ek

- Tabla VIII: Seguimiento de anticuerpos anti-CVRP en la granja 1.
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33. ANALISIS ESTADISTICO . ™ [kr v
A A

Se utiliz6 el paquete de programas Epi-Info, versién 5', para elaborar la base de

datos (programa EPED y programa AN{}I',YSIS), callg:ular el tamafio de la muestra en los

diferentes apartados sefialados (programa STATCALC) y realizar el anilisis estadistico

de los resuitados (programa ANALYSIS). . !
'* |

- - — e e _— e

Para calcular el tamafio de muestra necesario se aplicé la férmula (82):

) i
]
'

if _nf -
siendo n = tamano'de la muestra -
N = tamafio de la muestra para una poblacién infinita
P = nimero de individuos de la poblacién

La muestra para una poblacion infinita (N) se determiné mediante la féormula:

N=ZZ b*xg
D2

siendo Z = 1.96 para un nivel de confianza del 95%
p = prevalencia esperada

q=1p
D = nivel de precisién

'Dean, AD, Dean, JA, Burton AH, Dicker RC. Epi Info, Version
5: a word processing, database, and statistics program for
epidemiology on micro-computers. USD, Incorporated, Stone

Mountain, Georgia, 1990.



3.4. TECNICAS LABORATORIALES PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Para determinar la seroprevalencia de la infecciébn por CYRP/VGET se escogi6
el ELISA de inmunocaptura, descrito por Lanza et al (90).

De cada granja positiva se tomé una muestra de dos sueros para realizar un
ELISA diferencial capaz de discernir los anticuerpos especificos frente a VGET. En este
caso se utiliz6 la prueba descrita por Callebaut et al (24) con algunas modificaciones
introducidas por Lanza (87).

3.4.1. OBTENCION DEL ANTIGENO PARA ELISA

Se empled un antigeno concentrado obtenido a partir del sobrenadante de cultivo
de células de testiculo porcino (linea celular ST) infectadas con el VGET, cepa Purdue-
115. Este antigeno es f4cil de elaborar, no precisa purificacién y las cantidades obtenidas
permiten estudiar un gran niimero de muestras por ELISA.

La cepa virica fue facilitada por J. Plana (Laboratorios Cyanamid-Sobrino, La Vall
de Bianya-Olot), y como in6culo se utiliz6 el sobrenadante de cultivos celulares infectados
con el virus y conservados en alicuotas a -70°C.

Preparacién de cultivos de células ST.

La multiplicacién del virus de la GET se llev6 a cabo sobre la linea celular ST de
testiculo de cerdo (100).

Para el mantenimiento de las células ST se utiliz6 Dulbecco’s MEM (GIBCO) con
1 g/l de glucosa. El medio deshidratado se reconstituyé con agua desmineralizada y
desionizada (sistema milli-Q de MILLIPORE) al que se le aiiadi6 0,85 g/I de bicarbonato
sédico siguiendo las instrucciones del fabricante. Al medir el pH se ajust6 a un valor por
debajo del pH final (7.00-7.4), ya que después de filtrar el medio ese valor aumenta
ligeramente. El medio llevaba incorporado un indicador (rojo fenol) para controlar el pH
visualmente y cuando fue necesario corregirlo se utilizaron soluciones estériles de NaOH
IN o CIH 3%

) El medio de cultivo se esterilizé por filtracién a través de un filtro Sterivex-GS
(MILLIPORE) de 0,22 pm de didmetro de poro y se afiadi6é una solucién de 100 U.L./ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (FLOW) antes de usarlo.



Para la obtencion del tapiz celular se emple6 este medio de cultivo adicionado de
10% de suero fetal bovino (GIBCO), inactivado a 56°C durante treinta minutos y
conservado a -20°C hasta su empleo.

Infeccion de los cultivos

Las células se mantuvieron en estufa a 37°C, en frascos de 75 cm? (COSTAR)
hasta obtener una monocapa de células confluentes, a las 48-72 horas. En ese momento
se elimin6 el medio de crecimiento, se lavé tres veces el tapiz celular con PBS-CMF (libre
de calcio y magnesio) y se inocul6 1 ml de suspensién del virus de la GET. Los frascos
se pusieron en la estufa a 37°C y, cada quince minutos aproximadamente, se mecieron
para repartir homogéneamente el virus por el tapiz celular y favorecer la infeccién.

Al cabo de hora y media o dos horas se aifiadi6 el medio de mantenimiento,
consistente en el mismo medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las células, pero
sin suero fetal bovino, y se incubaron 48 horas mas a 37°C. Los frascos se observaron al
cabo de 24 y 48 horas en un microscopio invertido hasta comprobar que el efecto
citopdtico era del 80-90%, consistente en redondeamiento de las células, aparicién de
nucleos refringentes y desprendimiento del tapiz. Los cultivos se sometieron a un proceso
de congelacién a -20°C y descongelacién a temperatura ambiente.

A continuacién se reunié todo el medio infectado en un vaso de precipitado
colocado en un bafio de hielo y se someti6 a tres ciclos de ultrasonidos de diez segundos
cada uno, en un aparato BRANSON B-12 conectado a media potencia, con el fin de
romper la pared celular y permitir la liberacién del virus sin dafiar su estructura.

Seguidamente se centrifug6 a bajas revoluciones (2.500 rpm durante diez minutos)
para eliminar la mayor cantidad posible de restos celulares, y se almacené a -20°C.

Concentracion del virus

El sobrenadante almacenado se descongelé a temperatura ambiente y en la
oscuridad para impedir que la luz pudiera inactivar el virus. Se llenaron ocho tubos para
proceder a la concentraci6n del virus en una ultracentrifuga BECKMAN L8-70M con un
rotor 70Ti, a 100.000 g (31.000 rpm) durante una hora a 4°C. El sedimento obtenido en
cada tubo se resuspendié con 1 ml de PBS-CMF durante una noche a 4°C. Finalmente,
se reunieron todas las suspensiones en un solo tubo que se coloc6 en un baio de hielo
y se someti6 a cuatro ciclos de ultrasonidos de diez segundos con el aparato conectado

a media potencia.



El volumen de la suspensién obtenida se duplic6 afiadiendo la misma cantidad de
glicerol para conservarlo en estado liquido congelado a -20°C. El antigeno asi obtenido
estuvo ya dispuesto para ser titulado por ELISA.

Titulaciéon del antigeno

Para determinar la dilucién 6ptima del antigeno obtenido en cada lote, se hicieron
diferentes diluciones, desde 1/10 hasta 1/320, en PBS pH 7,2, con 10% de suero fetal
bovino (SFB) y 0,2% de tween-80 y se utilizaron en un ELISA de inmunocaptura
empleando sueros de control conocidos. Se eligié aquella dilucién que di6 la maxima
diferencia entre el suero positivo y el negativo y detect6 el positivo débil dando una
absorbancia superior a 0.100.

3.4.2. ELISA DE INMUNOCAPTURA

El ELISA de inmunocaptura se realiza en placas de poliestireno de 96 pocillos,
tapizadas con dos anticuerpos monoclonales (Acm) producidos contra la cepa Purdue del
virus de la GET, lo que permite utilizar un antigeno semipurificado como el descrito
anteriormente. El antigeno se fija a la placa de forma especifica, de modo que al efectuar
el lavado tras la incubacién, se elimina la mayor parte de impurezas procedentes de los
restos celulares. Esta prueba se emple6 para detectar sueros positivos a CVRP/VGET.

Metodologia

Los principales pasos de la técnica estdn esquematizados en la figura'7.

El tapizado de la placa (NUNC MAXISORP) se realizé con una mezcla a partes
iguales de dos anticuerpos monoclonales (77):

- 6AC3: Acm neutralizante, dirigido contra el sitio antigénico A, subsitio C de la
proteina S del VGET, compartido por coronavirus del grupo del VGET.

- 1DB12: Acm no neutralizante, dirigido contra el sitio antigénico B de la proteina
S, especifico del VGET.

Los Acm se diluyeron a 1/20.000 en tamp6n carbonato-bicarbonato pH 9,6 y se
dispensaron 100 pl/pocillo.
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Tras la incubacién en estufa a 37°C toda la noche con la placa sellada, se
realizaron tres lavados con una solucién de agua destilada més 0,01% de tween-80, antes
de afadir el antigeno y el control de antigeno en filas alternadas. Los lavados se realizaron
utilizando un lavador de microplacas (TITERTEK) que dispensaba y succionaba la
solucién de lavado autométicamente.

Como testigo de antigeno se utiliz6 el tampén de dilucién a base de PBS de pH
7,2, 11% de SFB y 0,2% de tween-80.

En cada pocillo de las columnas 4, 6, 8, 10 y 12 se aiiadieron 100 pl de antigeno
asi como a los pocillos A hasta D de la columna 2. La misma cantidad de testigo de
antigeno se deposit6 en las columnas 1, 3, 5, 7, 9 y 11, y en los pocilios E hasta H de la
columna 2.

La placa asi preparada se dej6 incubar durante cinco horas en un bafio de agua
a 37°C y después se lavé cuatro veces con la solucién de lavado.

Los sueros se diluyeron en una placa aparte antes de aiiadirlos a la placa de
ELISA con antigeno. Para ello se pusieron en cada pocilio 30 ul de PBS y 10 pl de cada
uno de los sueros problema y de los sueros testigo, obteniendo la dilucién de suero de 1/4.
Después se inactivaron a 56°C en bafio maria durante treinta minutos y las placas se
centrifugaron a 3.000 rpm durante quince minutos para clarificar los sueros. Esto fue
particularmente 1til en el caso de sueros hemoliticos.

Tras la incubacién del antigeno se depositaron en cada pocillo 90 ul de tamp6n
de dilucién de sueros, consistente en PBS 0,5 M CINa con un 10% de SFB y un 1% de
tween-80, y a continuacién se afiadieron 10 pl de cada suero diluido a 1/4, de forma que
la dilucién final en la placa de ELISA fue de 1/40.

En cada placa se incluyeron cuatro sueros testigo, dos positivos y dos negativos,
colocados en la columna 2, en los pocillos A a D con antigeno y en los pocillos E a H con
testigo de antigeno. La columna 1 sirvi6 para hacer de blanco en la lectura y sélo se puso
tamp6n de dilucién de sueros. En el resto de columnas se colocaron los sueros problema,
uno por cada dos pocillos contiguos con antigeno y con testigo de antigeno. Un esquema
de la disposicién de los reactivos, sueros problema y sueros control estd representado en

la figura 8.

La placa con los sueros se incubé en bafio a 37°C durante dos horas y
transcurrido este tiempo se lavé cuatro veces.



Antes de anadir el conjugado de conejo anti-cerdo marcado con peroxidasa
(RAsw/IgG H+L/PO, NORDIC) se titul6 probando diluciones de 1/1.500 a 1/4.000. La
dilucién més adecuada fue de 1/2.000 usdndose el mismo tampén que para los sueros.

La placa con el conjugado se incub6 una hora y después se lavé seis veces.

Como sustrato enzimdtico se emple6 peréxido de hidrégeno al 0,005% y como
cromégeno 4cido 5-amino salicilico en tampén fosfato-EDTA. La solucién se prepar6
inmediatamente antes de usarla mezclando 110 pl de H,0, al 0,05% con 11 ml de 5-amino
salicflico (1 mg/ml).

La placa se dej6 incubando toda la noche a 4°Cy, antes de leer los resultados, se
agit6 durante quince minutos en la oscuridad para homogeneizar el color en los pocillos.
La lectura se realizé en un espectrofotémetro para microplacas (MULTISKAN-II) a 450
nm tomando como blanco la columna 1.

Interpretacion

El valor ELISA de cada suero se calcul6 como la diferencia entre la absorbancia
obtenida en el pocillo con antigeno y el pocillo con testigo de antigeno.

El valor umbral de este ELISA de inmunocaptura es de 0.100, es decir, aquellos
sueros con un valor ELISA igual o por encima del umbral se consideraron positivos al
CVRP/VGET y por debajo de este valor negativos (90).
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3.4.3. ELISA DIFERENCIAL

Con el ELISA de inmunocaptura, al igual que con la prueba cldsica de
seroneutralizaci6n, es imposible diferenciar qué sueros son positivos al VGET, por lo que
se hace necesario emplear una segunda prueba diferencial.

La obtencién y caracterizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos a diferentes
epitopos del VGET (22, 77) ha permitido el desarrollo de un ELISA de competici6n para
unirse a un epitopo especifico del VGET, entre los anticuerpos presentes en el suero y un
anticuerpo monoclonal dirigido contra ese sitio antigénico caracteristico del VGET (24).

En este caso se utiliz6 el monoclonal 1IDB12 que reconoce un epitopo de la
proteina S del VGET que no aparece en las cepas de CVRP estudiadas hasta el momento
(135). Los sueros positivos al VGET compiten con el monoclonal por ia unién con el sitio
antigénico, mientras que los sueros positivos al CVRP carecen de anticuerpos dirigidos
contra ese epitopo y por tanto no hay competencia en la unién del monoclonal con el
antigeno.

Purificacién de las inmunoglobulinas porcinas anti-VGET.

Para el tapizado de la placa se utilizaron IgG porcinas anti-VGET, conseguidas tras
la purificacién de un suero hiperinmune que se obtuvo a partir de la inoculacién
experimental de un lechén con la cepa Purdue de VGET. Este suero fue obtenido por el
Dr. I. Lanza (Dpto. Patologia Animal (Sanidad Animal), Le6n) en un estudio anterior y
nos facilité amablemente el volumen restante.

Preparacion del suero

El suero se adsorbi6 con un cultivo de células ST no infectadas y sometidas a un
proceso de congelacién-descongelacién y tratamiento por ultrasonidos. Se mezclaron a
partes iguales el suero y el cultivo de células, incubindose durante una hora a 37°Cy en
rotacién continua. Seguidamente se centrifug6 a 1.600 g durante quince minutos, se
recogié el sobrenadante y se esterilizé a través de un filtro de 0,22 pm de didmetro.
Finalmente, el pH se ajust6 a 7,00 con tampé6n fosfato 20 mM.

Preparacién de la columna de cromatografia
Para la fase estacionaria en la cromatografia de afinidad se utiliz6 Protein G

Sepharose 4 Fast Flow (PHARMACIA 17 - 0618 -01), de alta afinidad para unirse a las
IgG de origen porcino. Se tomaron aproximadamente 2 ml de proteina G y se pusieron



en una columna de 10 x 0,8 cm (BIO-RAD), previamente lavada con agua estéril.

Una vez compactada, la columna se equilibré con tamp6n fosfato 20 mM y se
conecté a un monitor de absorbancia (GILSON HOLOCHROME), ajustado a una
longitud de onda de 280 nm y a un colector de fracciones (GILSON), programado para
recoger voliimenes de 2 ml.

Tras aplicar la muestra de suero, se observé en el cromatograma un primer pico
correspondiente a las proteinas séricas no retenidas. Se procedi6 al lavado de 1a columna
con solucién tampén fosfato hasta que la absorbancia volvi6 a la linea base del gréafico.

Para conseguir la elucién de las inmunoglobulinas unidas a la proteina G se
provoc6 un cambio brusco de pH afnadiendo tamp6n de elucién pH 2,7. En ese momento
el cromatograma registré un pico de absorbancia correspondiente al paso de las IgG. Para
neutralizar la acidez del tamp6n empleado, se aiiadieron unas gotas de solucién tris-HCI,
pH 9, en los tubos correspondientes a las fracciones con IgG.

- Las fracciones recogidas que presentaron mayor absorbancia se mezclaron y se
diluyeron a 1/2 con glicerol, guarddndose a -20°C hasta su utilizacién.

Titulacién de las IgG porcinas anti-VGET.

La dilucién 6ptima de IgG anti-VGET para el tapizado de las placas se determin6
haciendo diluciones desde 1/20 hasta 1/3.200. A lo largo del estudio se utiliz6 una
solucién de IgG diluida a 1/320 en tampén carbonato-bicarbonato de pH 9,6.

Metodologia

El desarrollo de la prueba puede dividirse en tres apartados principales,
representados en la figura 9.

1) Tapizado de placas

Se utilizaron placas de alta capacidad de adsorcién de proteinas (COSTAR HIGH
BINDING). Se dispensaron 100 pl de las IgG especificas anti-VGET diluidas 1/320 en
tamp6n carbonato-bicarbonato (pH 9,6) y se dej6 incubar toda la noche en estufa a 37°C
con la placa sellada. '

Se lavé tres veces con una solucién de lavado a base de PBS de pH 7,2 con 0.02%
SFB y 0,01% de tween-80.

[~qe]
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2) Reacci6n antigeno-anticuerpo

En todos los pocillos se depositaron 100 pl de antigeno diluido a su concentracién
6ptima en PBS, 10% de SFB y 0,2% de tween-80, que result6 ser el doble de la utilizada
en el ELISA de inmunocaptura, por lo que no fue necesario volver a titularlo cada vez que
se prepar6 un lote de antigeno.

Se dej6 en un bafo de agua a 37°C durante tres horas con la placa sellada y se
hicieron cuatro lavados.

Los sueros positivos en el ELISA de inmunocaptura y los sueros de control se
inactivaron previamente a 56°C, durante treinta minutos y luego se centrifugaron a 3.000
rpm durante diez minutos para clarificarlos.

En la placa con antigeno ya lavada se afadié en cada pocillo:

- 10 pl de SFB.
- 20 ul de PBS 0,5 M CINa con un 1% de tween-80.

Las tres primeras columnas se utilizaron como testigo:

--En la columna 1 se depositaron 20 pl/pocillo, en dos pocillos contiguos, de un
suero hiperinmune a VGET, un suero débilmente positivo a VGET, un suero positivo a

CVRP y un suero negativo.

- En las columnas 2 y 3 se afiadié un suero hiperinmune a VGET en diluciones
dobles desde 1/20 a 1/2.560.

- En el resto de columnas de la 4 a la 12 se depositaron 20 ul/pocillo de los sueros
problema en dos pocillos contiguos. La dilucién de cada suero fue de 1/2,5 en PBS salino,
SFB y tween-80.

Se dej6 la placa sellada toda la noche a temperatura ambiente y en oscuridad.

3) Etapa de bloqueo

Sin lavar la placa ni quitar los sueros, se afiadi6 a cada pocillo 50 pl de una
solucién de Acm 1DB12, diluido a 1/175.000 en PBS 0,5 M CINa y 0,2% de tween-80. El
volumen final por pocillo fue de 100 pl y se doblaron las diluciones de los sueros problema
(de 1/2,5 a 1/5) y del mAb (1/350.000).

60



Se procedi6 a la incubacién durante noventa minutos a 37°C en bafo maria y se
lavé cuatro veces.

Se afiadi6 el conjugado anti-monoclonal, obtenido en cabra, dirigido hacia las
inmunoglobulinas de ratén y marcado con peroxidasa (Goat-anti Mouse IgG1/HRPO,
NORDIC). La concentracién Optima se determiné previamente por titulacién de
diluciones entre 1/2.000 y 1/4.000, dando los mejores resultados a 1/3.500. Como
diluyente se emple6 una solucién de PBS 0,5 M CINa, con un 0,2% de tween-80 y un 5%
de suero de cerdo negativo a VGET/CVRP.

Lectura e interpretacion

Tras incubar la placa a 37°C durante una hora exactamente, se lavé la placa seis
veces y se aiadi6 el sustrato-cromdgeno, siguiendo Ia misma pauta que la indicada para
el ELISA de inmunocaptura.

La placa se dej6 reaccionar a 4°C durante siete u ocho horas y antes de la lectura
se agité unos quince minutos.

Se tomaron como blanco de la placa los pocillos A1 y A2, los cuales contenfan el
suero hiperinmune positivo y que bloquearon completamente la unién del monoclonal al
antigeno.

En cada placa de este ELISA, se calcul6 el valor umbral de los sueros positivos
como €l 45% de la absorbancia media obtenida en los pocillos con suero testigo al CVRP.
El célculo tiene en cuenta que para que un suero sea considerado positivo al VGET debe
bloquear como minimo un 55% la unién del Acm, y ya que los sueros positivos al CVRP
pueden producir cierto bloqueo de la unién al ocupar otros sitios en la superficie
antigénica del virus, en el cdlculo del valor umbral se utiliz6 un suero positivo al CVRP
con una absorbancia igual al promedio de la obtenida con una coleccién de sueros
positivos al CVRP, pero no al VGET.

Si la media de las absorbancias de cada suero da un resultado inferior al valor
umbral, se clasifica como positivo al VGET, y si es superior se considera positivo al
CVRP, pero negativo al VGET.

" Valor umbral de la placa = 0,45 x absorbancia media del suero testigo positivo al CVRP




4. RESULTADOS



4.1. RESULTADOS DE LA ENCUESTA PRELIMINAR EN CERDAS DE DESVIEJE

De las 125 muestras de suero recogidas en matadero y examinadas por ELISA de
inmunocaptura, 115 fueron positivas al CVRP/VGET, lo que representa un 92,0% de
prevalencia a la infeccibn por alguno de los dos coronavirus o por ambos
simultdneamente.

Para comprobar la existencia o no de anticuerpos anti-VGET en la poblacién
estudiada, se seleccionaron 66 muestras a partir de los sueros positivos para analizarlas
por ELISA diferencial. En este caso, 19 sueros (28,8%) fueron positivos especificamente
al VGET.

Los resultados obtenidos en ambas pruebas y en relacién con el origen de los
animales se resumen en la tabla IX.

COMARCA POSITIVOS al POSITIVOS al
ELISA de inmunocaptura ELISA diferencial
BAIX CAMP 24/26 (92,3%)* 2/8 (25,0%)
OSONA 10/16 (62,5%) 1/9 (11,1%)
SOLSONES 22/24 (91,7%) 3/10 (30,0%)
Otras 59/59 (100%) 13/36 (36,1%)
TOTAL 115/125 (92,0%) ‘ 19/66 (28,8%)

Tabla IX: Resultados al ELISA de inmunocaptura y al ELISA diferencial en cerdas de
desvieje en relacion al origen. *: n? de positivos/n? sueros examinados y porcentaje.

Al carecer de otros datos en Catalunya, los resultados totales obtenidos en ambos
ELISA se consideraron una estimacién aproximada de la prevalencia por estas infecciones
en la poblacién, y a partir de ellos se calcul6 el tamafio de muestra necesario para realizar
el estudio epidemiolégico en granjas de reproductoras de Catalunya (ver 3.2.2.).



42. RESULTADOS AL ELISA DE INMUNOCAPTURA EN SUEROS DE
REPRODUCTORAS

4.2.1. RESULTADOS GLOBALES

A) Prevalencia de infecciones por el CVRP/VGET.

Los sueros estudiados por ELISA de inmunocaptura se clasificaron como positivos
o negativos en relacién al valor umbral de la prueba, es decir, absorbancias netas iguales
o superiores a 0.100 corresponden a sueros positivos, e inferiores a ese valor a sueros

negativos.

De los 3734 sueros examinados, el 91,01% fueron positivos con un nivel de
precisién de 0,9 %, lo que extrapolado a la poblaci6n total de reproductoras de Catalunya
(537.007 animales) supone una prevalencia de infeccién por el CVRP/VGET de 90,19-

92,01 %

91,1% * 0,91 sueros positivos
8,9% + 0,91 sueros negativos

N® sueros
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Figura 11: Prevalencia global de infeccién por el CVRP/VGET



B) Los diferentes valores de absorbancia obtenidos en las lecturas de los sueros
estudiados por ELISA de inmunocaptura se agruparon arbitrariamente en rangos de
absorbancia con incrementos de 0.200 entre cada uno. El niimero y el porcentaje de
sueros positivos para cada rango de absorbancias, asi como los sueros negativos se muestra

en la tabla X.

RANGO FRECUENCIA
NEGATIVOS < 0,100 ' 333 (8,9%)
0,100 - 0,299 343 (92%)
0,300 - 0,499 549 (14,7%)
POSITIVOS 0,500 - 0,699 588 (15,7%)
0,700 - 0,899 750 (20,1%)
> 0,900 1171 (31,4%)

Tabla X: Rango de absorbancias, niimero y porcentaje de los sueros estudiados por
ELISA de inmunocaptura.

En la figura 12 se representa la suma de sueros incluidos en cada rango de
absorbancia. Se puede observar que la mayoria de los sueros negativos se acumulan en
absorbancias bajas o negativas, inferiores a 0,030, es decir, se desvian hacia la izquierda.
En cambio, los sueros positivos se desplazan hacia-la derecha en absorbancias muy altas,
superiores a 0,900, quedando pocas muestras alrededor del valor umbral de la prueba.

La absorbancia media de los sueros positivos es de 0,720, con una desviacién
estdndar de 0,28. Los valores de absorbancia no siguen una distribucién normal, por tanto
se ha usado el test de Kruskal-Wallis para el andlisis de la varianza de los valores de
absorbancia con cada variable estudiada.

A
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4.2.2. RESULTADOS SEGUN EL TAMANO DE LA EXPLOTACION

A) Prevalencia de las infecciones por CYRP/VGET

Las prevalencias de los sueros clasificados segin el tamafio de la explotacién de
origen se indican en la tabla XI y la figura 13. En ambas puede apreciarse que a medida
que aumenta el tamaiio de la granja se incrementa el porcentaje de sueros positivos con
diferencias estadisticamente significativas. En la tabla XI se especifica la precisién
calculada para los resultados de cada tipo de explotacién. |

POSITIVOS NEGATIVOS
G* 1245 (97,6%+0,8) 31 (24%)
M 1512 (91,3%+1,4) 144 (8,7%)
P 644 (80,3%+2.74) 158 (19,7%)

£ = 181,03 p<0,001

Tabla XI: Resultados al ELISA de inmunocaptura segiin el tamaiio de
la granja. * G: granjas con més de 100 animales. M: granjas entre 20
y 100 animales. P: granjas con menos de 20 animales.

[INegativos Ovrositivos

Prevalencia
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100%
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Figura 13:; Prevalencia segin el tamaiio de la explotaci6n.



La fuerza de asociacién entre una variable determinada como factor de riesgo y
la aparicién o no de anticuerpos, se ha valorado mediante el riesgo relativo (R.R.) y la
razén de ventajas mds conocida como odds ratio (O.R.).

Se han calculado estos pardmetros y sus intervalos correspondientes para un 95%
de confianza, comparando los resultados de los sueros pertenecientes a cada tipo de
explotacién con todos los demds (tabla XII). Las granjas con mé4s de 100 reproductoras
tienen un riesgo relativo 1,11 de presentar animales positivos al CYRP/VGET, mientras
que las granjas con menos de 20 animales tienen un riesgo relativo de 0,85, que al incluir
intervalos inferiores a 1 supone que presentan menos infeccién que los otros grupos.

RR. OR. o
G* 1,11 (1,09-1,13) 560 (3,79-831) 98,63 p<0,001
M 1,00 (0,98-1,02) 1,05 (0,83-1,33) 014 p=07 (ns.)
P 085 (0,82-0,88) 026 (0,20-0,33) 14620 p<0,001

Tabla XII: Valores de R.R. y O.R,, y sus intervalos correspondientes para un 95% de
confianza, de la presentacién de sueros positivos en cada tipo de explotaci6n frente al resto.
* G: granjas con més de 100 animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas con
menos de 20 animales.

B) Absorbancias de los positivos

El andlisis de la varianza de los niveles de absorbancia de los sueros positivos
demuestra que también hay diferencias significativas segiin el tamafio de la explotacién
(tabla XTII, figura 14).

Media Desviacion estindar

G* 0,73 0,282
M 0,70 0,277
P 0,72 0,289

H=1739 p<005

Tabla XIII: Anilisis de la varianza para las absorbancias de los sueros
positivos segiin el tamafio de la explotacién. * G: granjas con mas de 100
animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas con menos de 20
animales.
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Figura 14: Absorbancia media estindar de los sueros para cada tipo de explotacién y
desviacién.

Comparando entre si los sueros de cada tipo de explotaci6n se observa que sélo
difieren en los niveles de absorbancia las granjas grandes respecto a las medianas (tabla

XIV):

G* M P
G* - 6,97 0,160
M - - 2,595

Tabla XIV: Valores de la H de Kruskal-Wallis para las diferencias en las
absorbancias de los sueros positivos seglin el tamaiio de la explotacién. * G:
granjas con més de 100 animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas
con menos de 20 animales. ' p<0,01; % n.s.



Al agrupar los sueros con absorbancias superiores o inferiores a la media también
se observan estas diferencias (tabla XV).

_——
—

> 0,72 <072
G* 31 (58,7%) 514 (413%)
M 789 (52,2%) 723 (47,8%)
P 352 (54,7%) 292 (453%)

x> =118 p <001

Tabla XV: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores a la
media segin el tamafio de la explotacion. * G: granjas con mas de 100
animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas con menos de 20
animales.

Confirmada la existencia de diferencias entre los niveles de absorbancia para cada
tipo de explotacién, se ha estratificado la muestra en relacién a la época del afio en la
que se recogieron los sueros para comprobar si existe alguna interaccién. Los resultados
se han representado graficamente en la figura 15, y aparecen detallados en las tablas XV,
XVII, XVIII y XIX.

Durante el primer trimestre, los sueros con niveles de absorbancia mas altos
pertenecen a explotaciones grandes y el porcentaje va disminuyendo con el tamaiio,
aunque en todos los tipos de granja se puede observar que la mayoria de sueros tienen
valores ELISA superiores a 0,72.

En el segundo trimestre existen diferencias significativas, ya que también las
granjas grandes tienen mayores niveles de absorbancia que el resto, pero en cambio se ha
comprobado que la mayoria de los sueros tienen valores ELISA por debajo de la media.

La tendencia en el tercer trimestre es similar a lo observado en el primero, es
decir, més del 50% de los sueros tienen absorbancias superiores a la media, y ademas los
sueros de las explotaciones grandes tienen niveles de absorbancia més altos que los
recogidos en las medianas’y pequeias.

En el cuarto trimestre, las absorbancias son superiores a la media en todas las
explotaciones y no se observan diferencias significativas entre ellas.
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Figura 15: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores a la media, para cada éppoca
del aiio y segiin el tipo de explotacién.



> 0,72 | < 0,72

G* 2 (702%) 39 (29,8%)
M 136 (61,8%) 84 (382%)
P 111 (550%) 91 (45,0%)

X’ =78 p <005

Tabla XVI: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores a
la media durante el primer trimestre. * G: granjas con mas de 100 animales;
M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas con menos de 20 animales.

> 0,72 <072

G 163 (32,2%) 343 (67,8%)
M 187 (30,6%) 425 (69,4%)
P 0 (23%) 139 (77,1%)

% =625 p <005

Tabla XVII: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores a
la media durante el segundo trimestre.

> 0,72 <072

G 197 (743%) 68 (25,7%)
M 293 (65,1%) 157 (34,9%)
P 58 (674%) 28 (32,6%)

X’ =662 p< 005

Tabla XVIII: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores
a la media durante el tercer trimestre.

> 0,72 < 0,72
G 219 (81,3%) 64 (18,7%)
M 1713 (75,2%) 57 (248%)
P 143 (80,8%) 34 (19.2%)

x> =345 p = 0178 (ns.)

Tabla XIX: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores a
la media durante el cuarto trimestre.



4.2.3. RESULTADOS SEGUN LA PROVINCIA DE ORIGEN

A) Prevalencia de las infecciones por CVRP/VGET

Se han observado diferencias en la prevalencia segin la provincia de origen, siendo
la mds alta para los sueros procedentes de Tarragona y la mds baja para los sueros

recogidos en Girona (tabla XX, figura 16).

POSITIVOS NEGATIVOS
Girona 723 (88,3%) 9% (11,7%)
Lieida 1351 (92,8%) 105 (7.2%)
Tarragona 210 (95,5%) 10 (4,5%)
Barcelona 1117 (90,2%) 122 (9,8%)

Tabla XX: Resultados al ELISA de inmunocaptura para los sueros segiin su

provincia de origen.
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Figura 16: Prevalencia segin la provincia de origen.




Los valores de R.R. y O.R. con sus valores de x* correspondientes a cada provincia
estdn indicados en la tabla XXI. Se ha observado una asociacién estadisticamente
significativa entre los sueros procedentes de Girona, Lleida y Tarragona y la aparicién de
anticuerpos al CVRP/VGET.

R.R. O.R. x?
Girona 0,96 (0,94-0,99) 0,67 (0,51-0,87) 9,71 p<0,001
Lleida 1,03 (1,01-1,05) 143 (1,11-1,84) 822 p<0,01
Tarragona 1,05 (1,02-1,08) 2,13 (1,08-433) 495 p<0,05
Barcelona 0,98 (0,96-1,01) 0,85 (0,66-1,08) 1,80 p= (ns.)

Tabla XXI: Valores de R.R. y O.R,, y sus intervalos correspondientes para un 95% de
confianza, para cada provincia de origen y la presentacion de sueros positivos.

B) Absorbancias de los sueros positivos

El andlisis de la varianza muestra diferencias altamente significativas en las
absorbancias de los sueros de las cuatro provincias (tabla XX1I, figura 17). Tarragona es
la provincia con mayores niveles de absorbancia de media y la que muestra menor
desviacién estdndar, mientras que Barcelona es la que tiene la media mds baja:

Media Desviacion estindar

Girona 0,67 0,278
Lleida 0,78 0,274
Tarragona 0,84 0,200
Barcelona 0,63 0,277

H = 242233 p<0,001

Tabla XXII: Célculo de la media y la desviacién estdndar para las
absorbancias de los sueros positivos segiin la provincia de origen.
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Figura 17: Absorbancia media estdndar de los sueros para cada provincia y desviacion.



La distribucién de sueros positivos segun la absorbancia media también refleja
esas diferencias para la provincia de origen. En este caso, se comprueba que Tarragona
y Lleida tienen un mayor porcentaje de sueros con absorbancias superiores a la media,
mientras que Girona y Barcelona tienen mds del 50% de sueros con absorbancias
inferiores a la media (Tabla XXIII).

> 0,72 < 0,72
Girona 354 (49,0%) 369 (51,0%)
Lleida 892 (66,0%) 459 (34,0%)
Tarragona 169 (80,5%) 41 (19,5%)
Barcelona 457 (40,9%) 660 (59,1%)

= 22166 p < 0,001

Tabla XXIII: Frecuencia de sueros con absorbancias superiores o inferiores
a la media segin la provincia de origen.

Las muestras positivas difieren en su nivel de absorbancia para cada provincia de
origen, excepto entre Lleida y Tarragona, tal como se comprueba al comparar los
diferentes niveles de absorbancia de las cuatro provincias entre si (Tabla XXIV).

Girona Lleida Tarragona Barcelona

Girona ; 92,5! 7,911 6,49
Lleida - - 0,907 174,857
Tarragona - - - 93,770

Barcelona - - 7 - -

Tabla XXIV: Valores de la H de Kruskal-Wallis para las diferencias en las
absorbancias de los sueros positivos segtin la provincia de origen. ' p<0,001; 2
p<0,5;® n.s.



4.2.4. RESULTADOS SEGUN LA COMARCA DE ORIGEN

A) Prevalencia de las infecciones por CYRP/VGET

El total de sueros examinados en cada comarca y el porcentaje correspondiente a
los positivos y negativos a la infeccién por el CVRP/VGET se detalla en la tabla XXV.

COMARCA Pos. (%) Neg. (%) Total
ALT CAMP 65 (100,0) 0 (00) 65
ALT EMPORDA 166 (89,7) 19 (103) 185
ALT URGELL 5 (333) 10 (66,7) 15
ANOIA 8 (87.8) 12 (122) 98
BAGES 198 (95.2) 10 (48) 208 °
BAIX CAMP 113 (942) 7 (58) 120
BAIX EMPORDA 189 (85,5 32 (14,5 21
BERGUEDA 84 (718) 33 (282) 117
GARRIGUES 66 (9L7) 6 (83) 7
GARROTXA 77 (83,7) 15 (163) 92
GIRONES 98 (94,2) 6 (58) 104
LA SELVA 111 (84,7 20 (153) 131
NOGUERA 409 (925) 3 (75 442
OSONA 503 (93,0) 38 (7,0 541
PALLARS - JUSSA 13 (813) 3 (188) 16
PLA D'URGELL 131 (97,0 4 (30) 135
PLA DE L’ESTANY 82 (953) 4 47 86
RIBERA D’EBRE 32 (914) 3 (86) 35
SEGARRA 104 (91,2) 10 (898) 114
SEGRIA 365 (97,1) 11 (29) 376
SOLSONES 102 (84,3) 19 (15,7 121
URGELL 156 (94,5) 9 (55 165
VALLES OCCIDENTAL 118 (87,4) 17 (12,6) 135
VALLES ORIENTAL 128 (91,4) 12 (86) 140
Total 333 3.401 3.734

¥’ = 19531 p<0,001

Tabla XXIV: Resultados al ELISA de inmunocaptura segin la comarca de origen.
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Figura 18: Agrupacién de comarcas segin la prevalencia al CVRP/VGET.
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Se han agrupado las comarcas de forma arbitraria en tres grupos (A, By C) en
relacién a su nivel de prevalencia, tal como se represnta en la figura 18:

En el grupo A se han incluido las comarcas con las prevalencias mds altas,
superiores al 92%: Alt Camp, Bages, Baix Camp, Girones, Noguera, Osona, Pla d’Urgell,
Pla de ’Estany, Segria y Urgell.

En el grupo B estdn las comarcas del Alt Emporda, Anoia, Baix Emporda,
Garrigues, Segarra, Vallés Occidental y Valles Oriental, con prevalencias entre el 85 y el

92%

Por tltimo, al grupo C se han asignado las comarcas restantes, con prevalencias
inferiores al 85%: Alt Urgell, Bergueda, Garrotxa, La Selva, Pallars-Jussa y Solsones.

Estos tres grupos se han comparado en una tabla de contingencia con los cuatro
grupos de comarcas (1, 2, 3 y 4) del censo de reproductoras (ver figura 3, en material y
métodos), observando que las comarcas con mayor nimero de reproductoras (tipo 4)
también tienen prevalencias mdés altas (grupo A). El nimero y porcentaje de sueros
correspondientes a cada grupo de comarcas estdn reflejados en la tabla XXVI 'y en la

figura 19.
A (>9%) B (85%-92%)  C(<85%)
< 5 mil 0 35 (70,0) 15 (30,0)
5-10 mil 151 (21,0) 207 (288) 360 (50,1)
10 - 20 mil 524 (43,1) 573 (472) 117 (9,6)
> 20 mil 1.567 (89.5) 185 (10,5) 0

X’ = 1916,57 p<0,001

Tabla XXVI: Namero y porcentaje de sueros en cada grupo de comarcas segin el censo y
segtin el nivel de prevalencia al ELISA de inmunocaptura.
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Figura 19: Frecuencia de sueros segiin grupos de comarcas segin censo.




B) Absorbancias de los positivos

Manteniendo los grupos de comarcas segn el censo de reproductoras del punto
anterior, se han observado diferencias significativas en relacién a las absorbancias de los
sueros positivos mediante el andlisis de la varianza (tabla XXVII, figura 20). La media
mds baja corresponde a las comarcas con un censo entre 5 y 10 mil reproductoras, aunque
también son las que presentan variaciones a la media m4s importantes. En la figura 20
se puede ver que los niveles de absorbancia méximos para este grupo de comarcas estdn
préximos a los de las comarcas con censo superior y medias més altas.

Media  Desviacion estindar

< 5 mil 0,791 0,246
5-10 mil 0,652 0,313
10 - 20 mil 0,730 0,273
> 20 mil 0,723 0,271

H = 30,824 p<0,001

Tabla XXVII: Analisis de la varianza para las absorbancias de los sueros
positivos para cada grupo comarcal segtin el censo.
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Figura 20: Absorbancia media de los sueros para cada comarca segiin el censo de
reproductoras.



4.2.5. RESULTADOS SEGUN LA EPOCA DEL ANO

A) Prevalencia de las infecciones por el CVRP/VGET

Todas las muestras para el estudio epidemiol6gico se recogieron a lo largo del aiio
1991 y para facilitar el estudio estadistico se agruparon en cuatro trimestres, coincidentes

en buena parte con las estaciones del aiio.

En el célculo de la prevalencia en las diferentes épocas consideradas se observaron
diferencias significativas, con un incremento paulatino del porcentaje de positivos en los

tres primeros trimestres (tabla XXVIII y figura 21).

POSITIVOS NEGATIVOS
1* trimestre 553 (87,6%) 78 (12,4%)
29 trimestre 1297 (90,0%) 144 (10,0%)
3° trimestre 801 (93,57%) 5 (6,5%)
49 trimestre 750 (932%) 55 (68%)

¥ = 21,57 p<0,001

Tabla XXVIII: Resultados al ELISA de inmunocaptura para los sueros segiin la

época del afio.
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Figura 21: Prevalencia segin el trimestre del afio.



Para cada tipo de explotacién segin el tamafio se calcul6 la prevalencia en cada
trimestre y los resultados totales se presentan en la figura 22. El andlisis estratificado de
los resultados de los sueros segiin el tamaiio de la granja aparece en las tablas XXIX,

XXX y XXXI.

POSITIVOS NEGATIVOS
1 trimestre 202 (74,8%) 68 (252%)
22 trimestre 179 (78,5%) 49 (21,5%)
37 trimestre 86 (827%) 18 (17,3%)
42 trimestre 177 (88,5%) 23 (11,5%)

X = 1447 p<0,01

Tabla XXIX: Resuitados al ELISA de inmunocaptura para los sueros segin el
periodo del afio para los sueros pertenecientes a granjas pequeias.

POSITIVOS NEGATIVOS

1 trimestre 220 (96,5%) 8 (3,5%)
29 trimestre 612 (88,1%) 83 (1,9%)
3 trimestre 450 (93,8%) 30 (6,2%)
42 trimestre 230 (90,9%) 23 (9,1%)

x> = 20,62 p<0,001

Tabla XXX: Resultados al ELISA de inmunocaptura para los sueros segiin el
trimestre del afio para los sueros pertenecientes a granjas medianas.

POSITIVOS 7 NEGATIVOS
1 trimestre 131 (98,5%) 2 (25%)
22 trimestre 506 (97,7%) 12 (23%)
3 trimestre 265 (97,1%) 8 (29%)
42 trimestre 343 (97.4%) 9 (26%)

¥ =08 p=085(ns.)

Tabla XXXI: Resultados al ELISA de inmunocaptura para los sueros segtn el
trimestre del afio para los sueros pertenecientes a granjas granjas.



‘uomejo[dxa ap ody |9 unSos erouseaslq gz eIndiyg

uoloejodxa ap odrig

%588 %606 %Y L6 alijsawi open)

%.'C8 %8'€6 %l°L6 afisawiil} 182181

%S'8. %188 %L L6 alisawil} opunbag

%8 %596 %SG 86 allsawll} Jswid
euanbayg euelipopn apuean

7

7777

BIOUI[BADI

aljsawIly) OjIen)Ry 91)SaWLly 130437
21)soWd}) opundag) o4)SouwIll} Jawlid




En las granjas pequeiias la proporcién de positivos avanza con el tiempo con
diferencias estadisticamente significativas. Para las granjas medianas también hay
diferencias significativas entre los distintos periodos. Es destacable una menor prevalencia
durante el segundo trimestre en los sueros de este tipo de granjas. En cambio, no hay
diferencias apreciables para la prevalencia en las granjas de més de 100 reproductoras,
en todo el afio la proporcién de sueros positivos al ELISA de inmunocaptura es muy alta
y similar.

Se ha comprobado una mayor asociacién entre los sueros recogidos en el tercer
o en el cuarto trimestre y la presentacién de positivos, mientras que el primer trimestre
parece ser un factor protector a la aparicién de positivos respecto a las demds épocas
(tabla XXX1I):

R.R. OR. X’
1 trimestre 0,95 (0,93-0,99) 0,63 (0,48-0,84) 10,58 p<0,001
22 trimestre 0,98 (0,96-1,00) 0,81 (0,64-1,02) 313 p=0,08 (ns.)
3* trimestre 1,03 (1,01-1,06) 1,51 (1,12-2,08) 7,40 p<0,01
42 trimestre 1,03 (1,01-1,05) 1,43 (1,05-1.96) 517 p<0,05

Tabla XXXII: Valores de R.R. y O.R,, y sus intervalos correspondientes para un 95% de
confianza, para cada trimestre del afio y la presentacién de sueros positivos.

B) Absorbancias de los positivos

El andlisis de la varianza nos muestra que los niveles de absorbancia no son
homogéneos para las cuatro épocas del afio, con valores sensiblemente inferiores a la
media en los sueros recogidos en primavera (tabla XXXIII, figura 23).

Media Desviacién estindar

1° trimestre 0,74 0,244
29 trimestre 0,57 0,268
3 trimestre 0,80 0,279
42 trimestre 0,84 0,222

H = 556,79 p<0,001

Tabla XXXIII: Anélisis de la varianza para las absorbancias de los sueros
positivos segin la época del afio.
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Figura 23: Absorbancia media de los sueros para cada época del afio.

Los porcentajes de sueros positivos con absorbancias superiores o inferiores a la
media en relacién a la época del afio también reflejan estas diferencias.

Hemos observado diferencias significativas en los valores de absorbancia para cada
estacion del afio respecto a todas las demds, excepto para el verano y el otofio (tabla
XXXIV). En estos dos periodos los valores ELISA son mis altos, lo que coincide con los
mayores niveles de prevalencia encontrados en estas dos épocas.

1 trimestre 29 trimestre 3% trimestre 42 trimestre

1°" trimestre - 173,328! 31,110 70,279"
22 trimestre - - 312,795 461,98
3 trimestre - - - 3,624*
42 trimestre - - - -

Tabla XXXIV: Valores de la H de Kruskal-Wallis para las diferencias en las
absorbancias de los sueros positivos segfin la época del afio. ' p<0,001; ? n.s.



43. RESULTADOS AL ELISA DE INMUNOCAPTURA EN EXPLOTACIONES DE
REPRODUCTORAS

4.3.1. PREVALENCIA DE INFECCION POR EL CVRP/VGET

En las 569 granjas estudiadas, 550 presentaron algin suero positivo (96,7%) y s6lo
19 estaban libres de anticuerpos en las muestras analizadas (figura 24). La extrapolacién
de estos datos a la poblacién total de granjas de reproductoras, segiin el censo que hemos
considerado (10.708 explotaciones), permite una precisién del 1,4%, es decir, que la
poblacién estudiada presenta una prevalencia de infeccién por el VGET/CVRP entre

96,3% y 98,1% de las granjas.

96,7% * 1,4 granjas positivas
3,3% * 1,4 granjas negativas

+

N°® granjas
600 550
500 -
100 -t
400
200
0 |

O Negativas Orositivas

Figura 24: Resultados para el total de granjas en el ELISA de inmunocaptura.



4.3.2. RESULTADOS SEGUN EL TAMANO DE LAS GRANJAS

Al estudiar la prevalencia de granjas infectadas en relacién al tipo de explotacién
se ha observado que a medida que aumenta el tamafio de la granja también aumenta la
prevalencia de infeccién por alguno o por ambos coronavirus estudiados (tabla XXXV,
figura 25).

POSITIVAS NEGATIVAS
G* 164 (100%) 0
M 219 (98.2%) 4 (1,8%)
P

167 (91,8%) 15 (8,2%)

2 = 2087 p<0,001

Tabla XXXV: Granjas positivas y negativas al ELISA de
inmunocaptura seglin el tamafio de la explotacién. * G: granjas con
mas de 100 animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas
con menos de 20 animales.

En relacién al censo de granjas que hemos considerado, la precisién de estos
valores de prevalencia se ha calculado en 3,2y 3,9 para las explotaciones de tipo mediano
y pequeiio respectivamente. Esto supone que todas las granjas grandes (1.204), entre 4.340
y 4.632 de las de tamano mediano y entre 4.339 y 4.724 de las de menos de 20
reproductoras, tienen al menos un animal con anticuerpos frente al CVRP/VGET (tabla
XXXVI).

N2 granjas Prevalencia Precisi6n
G* 1.204 100,0% -
M 4.568 98,2% + 32
P 4936 91,8% + 39

Tabla XXXV: Precision estimada para la prevalencia en las granjas de la poblacién estudiada, segiin
el tamafio de la explotacion. * G: granjas con mas de 100 animales; M: granjas entre 20 y 100
animales; P: granjas con menos de 20 animales.
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4.3.3. RESULTADOS SEGUN EL ORIGEN DE LAS EXPLOTACIONES

La alta prevalencia de infeccién por el VGET/CVRP en las granjas no permite
calcular la x? para detectar las posibles diferencias segiin las comarcas de origen. Por eso,
hemos agrupado las comarcas en cuatro categorias segiin el censo de reproductoras para
hacer posible este céiculo.

No se han observado diferencias significativas entre las granjas estudiadas
atendiendo al tipo de comarca ni tampoco a su provincia de origen.

4.3.4. RESULTADOS SEGUN LA EPOCA DEL ANO

El pequeiio tamaiio de la muestra de granjas negativas no permite calcular la chi
cuadrado para los cuatro periodos considerados. Se han agrupado las granjas estudiadas
en el primer semestre del afio y las estudiadas durante el segundo semestre sin observar
diferencias significativas en la presentacién de granjas positivas.



4.4. RESULTADOS POR ELISA DIFERENCIAL
44.1. RESULTADOS AL ELISA DIFERENCIAL EN SUEROS DE REPRODUCTORAS

. De cada una de las 550 granjas ;;ositivas al ELISA de inmunocaptura se tomaron
dos sueros positivos para el anélisis por ELISA diferencial, lo que represent6 una muestra
de 1.100 sueros. Se clasificaron como positivos al VGET si el porcentaje de competicién
con el anticuerpo monoclonal especifico (1DB12) fue superior al 55%, y como positivos
al CVRP cuando la competicién fue inferior a ese valor, tal como se ha descrito en el
apartado 3.3.3.

Para las explotaciones en las que se obtuvieron resultados distintos en los dos
sueros se estudiaron el total de muestras recogidas en esas granjas, lo que representaron
533 sueros més. Del total de 1.633 sueros analizados por ELISA diferencial los resultados

fueron:

403 (24,7%) sueros positivos al VGET
1.230 (75,3%) sueros positivos al CVRP

Este resultado no excluye la posibilidad de que los sueros positivos al VGET
también tuvieran anticuerpos debidos a la infeccién por el CVRP, pero hasta la fecha no
se dispone de ningin método para poder detectar y diferenciar los dos tipos de
anticuerpos. Ademds, entre los sueros positivos s6lo al CVRP pueden haber falsos
negativos al VGET, ya que la competicién con el monoclonal puede haber sido inferior
al 55%

Estos resultados no pueden extrapolarse a la poblacién de reproductores ya que
los sueros no se obtuvieron al azar y la muestra no es totalmente representativa.



4.4.2. RESULTADOS AL ELISA DIFERENCIAL EN EXPLOTACIONES

Se han reunido las 569 explotaciones estudiadas en cuatro grupos de acuerdo a los
resultados obtenidos (tabla XXXVI, figura 26), considerando que la deteccién de un suero
positivo al CVRP o al VGET era indicativo de que la granja estaba infectada por el virus
correspondiente.

s
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N2 granjas Prevalencia
Negativas 19 3,3%
Positivas 550 96,7%
CVRP 37N 65,2%
VGET , 49 8,6%
CVRP+VGET 130 22.8%

Tabla XXXVI: Resultados para el total de las granjas estudiadas.

En el primer grupo estin todas las granjas negativas, es decir, aquellas
explotaciones donde todos los sueros estudiados por ELISA de inmunocaptura dieron
absorbancias inferiores a 0.100. Estos sueros no se analizaron por ELISA diferencial
aunque se tuvieron en cuenta para el célculo de las prevalencias.

El otro grupo se incluyen las granjas positivas s6lo al CVRP, si los dos sueros
estudiados por ELISA diferencial dieron este resultado.

Otro grupo es el de las granjas consideradas positivas s6lo al VGET, con el mismo
criterio que en el caso anterior.

Y por tltimo, se han sumado todas las granjas con sueros positivos a ambos virus.
S6lo en este caso, se analizaron por ELISA diferencial el resto de los sueros obtenidos en
cada explotacién que ademds habian resultado positivos al CVRP/VGET por ELISA de
inmunocaptura.

El nivel de precisién calculado para los resultados de las granjas negativas es del
1,4, lo que significa que en la poblacién de granjas estudiadas sean negativas entre 203 y
503 del total. En el caso de las positivas se han sumado las granjas con infeccién por los
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Figura 26: Resultados para el total de granjas estudiadas.



dos coronavirus a cada uno de los otros dos grupos, de manera que la prevalencia de
infeccién por el CVRP es como minimo de 88,0% 2,6 (entre 9.133 y 9.691 granjas) y para
el VGET es de 31,5%+3,7 (entre 2.955 y 3.748 granjas).

31,5% + 3,7 granjas positivas al VGET
88,0% * 2,6 granjas positivas al CVRP
3,3% % 1,4 granjas negativas

4.4.2.1. Prevalencia de las granjas segin el tamaiio de la explotacién

La prevalencia de infeccion se ha calculado para cada posible estado de infeccién
y segin el tamaio de la granja. Los resultados se muestran en la tabla XXXVII.

— =

PRCV VGET PRCV+VGET NEGATIVOS

G* 105 (64%) 19 (11,6%) 40 (24,4%) 0
M 147 (65.9%) 18 (8,1%) 54 (242%) 4 (1,8%)
__P 119 (65,4%) 12 (6,6%) 36 (19,8%) 15 (82%)

Tabla XXXVII: Prevalencia de cada infeccién segin el tamaiio de la granja. * G: granjas con mas
de 100 animales; M: granjas entre 20 y 100 animales; P: granjas con menos de 20 animales.

No se han demostrado diferencias estadisticamente significativas entre las granjas
positivas por ELISA de inmunocaptura comparando las que tienen algin suero positivo
al VGET frente a las demis.

4.4.2.2. Asociacién entre el tamafio de la granja y la infeccién por el CVRP o el
VGET.

- Infeccion por el VGET.

Se han tenido en cuenta todas las granjas con algiin suero positivo al VGET, con
independencia de otros resultados, no observdndose ninguna relacién entre el tamafio de
la granja y la aparicién o no de anticuerpos especificos.



- Infeccién por el CVRP,

Al comparar las granjas s6lo con sueros positivos al CVRP frente a las infectadas
por VGET no se ha comprobado una asociacién estadistica entre este tipo de granjas y
la ausencia de anticuerpos anti-VGET.

4.4.2.3. Célculo de la prevalencia dentro de las granjas.

Los resultados de los sueros obtenidos en las explotaciones clasificadas segtin el
tipo de infecci6n, excluyendo las negativas, se han resumido en la tabla XXXVIIl y en la
figura 27:

RESULTADOS DE LOS SUEROS

TIPO DE INFECCION ELISA INMUNOCAPTURA ELISA DIFERENCIAL
EN LA EXPLOTACION CVRP/VGET NEGATIVOS CVRP VGET
CVRP 1.503 203 720 0
VGET 243 14 0 9
CVRP+VGET 21 32 510 304
- TOTAL 1.768 249 1.230 403

Tabla XXXVIII: Resultados finales de los sueros para las granjas positivas segiin el tipo de infecci6n
en la explotacién.

Para el célculo de las prevalencias dentro de las granjas sélo se han tenido en
cuenta los sueros analizados por ELISA diferencial, y los sueros negativos en ELISA de
inmunocaptura, es decir el niimero de muestras con resultado positivo a uno u otro virus
dividido por el total de sueros estudiados en ese tipo de explotaciones.

- Prevalencia en las granjas positivas al VGET:

403/959 = 42,0%

- Prevalencia en las granjas positivas al CVRP:

720/923= 78,0% en las granjas con infeccién s6lo por CVRP.
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- En las granjas con infecci6n por los dos coronavirus, la prevalencia atribuible al
CVRP es como minimo de:

510/846= 60,3%

L]

- Mientras que la prevalencia atribuible sélo al VGET en estas granjas fue:

304/846 = 35,93%

4.4.2.4. Prevalencia del VGET segiin el tamaiio de la explotacién.

Para obtener este dato s6lo se han utilizado los resultados obtenidos en las granjas
con anticuerpos frente a los dos coronavirus, ya que se han analizado todos los sueros
recogidos en estas explotaciones y pueden ser representativos de las granjas de la
poblacién con infecciones por ambos virus. No hay diferencias significativas en la
prevalencia del VGET segiin el tamaiio de la granja cuando hay anticuerpos frente a
ambas infecciones. ‘

4.4.3. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE COMPETICION DE LOS SUEROS
POSITIVOS AL VGET.

Se ha calculado el porcentaje de competicién para los sueros clasificados como
positivos al VGET, obteniendo una media de competicién de 0,64 (64%) y una desviacién
estdndar de 0,09 (9%). Estos porcentajes de competicién no siguen una distribucién
normal (figura 28) por lo que hemos considerado los resultados del test de Kruskal-Wallis
para el andlisis de la varianza.

No se han detectado diferencias segin el tamafio de la granja ni tampoco por la
comarca ni la provincia de origen de los sueros.
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44.3.1. Epoca del afio

El anélisis de la varianza de los porcentajes de competicién segtin el momento de
recogida de las muestras indica que si hay diferencias significativas para la época del afio.
En primavera los sueros positivos al VGET tienen porcentajes de competicién inferiores

al resto del afio (Tabla XXXIX, figura 29).

Media Desviacién estandar

1 trimestre 0,665 0,100
22 trimestre 0,624 0,069
3 trimestre 0,666 0,103
42 trimestre 0,641 0,079

H=13132 p<001

Tabla XXXIX: Anilisis de la varianza para los porcentajes de competicién de
los sueros positivos al VGET en cada periodo estudiado.
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Figura 29: Porcentaje de competicién medio para cada trimestre del afio.
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4.4.3.2. Presencia de anticuerpos en la granja

Se han comparado las granjas que sélo presentaron anticuerpos frente al VGET
con las que tuvieron también animales infectados por el CVRP, detectindose diferencias
significativas para los porcentajes de competici6n (tabla XL, figura 30).

Media Desviacién estdndar

VGET 0,657 0,087
CVRP+VGET 0,639 0,085

H = 4870 p<0,05

Tabla XL: Anilisis de la varianza para los porcenta;es de competxcnén de los
sueros segiin el tipo de infeccién de la granja

Porcentaje de compelicion
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Figura 30: Porcentaje de competicién medio segin el tipo de infeccién en la granja.

17



4.5. RESULTADOS DEL ESTUDIO RETROSPECTIVO DE LAS INFECCIONES POR
EL CVRP Y EL VGET.

De los 424 sueros recogidos en la granja 1 se detectaron 64 sueros positivos al
ELISA de inmunocaptura, todos ellos a partir de septiembre de 1986, no habiéndose
detectado ningtin suero positivo anterior a esa fecha. La distribucién de las muestras
negativas y positivas segiin el momento de su recogida se detallan en la tabla XLI y se
representan en la figura 31.

PERIODO ESTUDIADO POSITIVOS  NEGATIVOS
1985 MAYO-DICIEMBRE 0 159
ENERO-JUNIO 0 . 154
SEPTIEMBRE 7 20
1986 OCTUBRE 35 0
NOVIEMBRE 4 20
DICIEMBRE 18 7

Tabla XLI: Resultados del estudio retrospectivo en la "granja 1" durante el periodo estudiado.

A partir de los 64 sueros positivos se analiz6 una muestra de 23 sueros mediante
el ELISA de competici6n, para detectar anticuerpos especificos frente a VGET, en caso
de que existiera la infeccién, con un nivel de confianza del 99%. Todos los sueros dieron
resultado negativo en la prueba diferencial, por lo que los anticuerpos detectados en los
lechones mediante el ELISA de inmunocaptura se atribuyeron a la infeccién por el CVRP.

El estudio complementario realizado con otros 120 sueros de lechones para
detectar anticuerpos anti-CVRP/VGET muestra una continuidad en la apariciéon de
seropositivos durante el periodo estudiado. En la tabla XLII se indican el nimero de
sueros positivos y negativos seglin la granja de procedencia, mientras que en la figura 32
se representan el total de sueros positivos y negativos por cada periodo estudiado.
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Granja Positivos Negativos Prevalencia

1 22 18 55,0%

2 6 14 30,0%

3 12 12 50,0%

4 11 12 47,8%

5 1 3 25,0%

6 0 4 0,0%

7 4 1 80,0%
Total 56 64 46,7%

i

Tabla XLII: Distribucién de los sueros positivos y negativos al ELISA de inmunocaptura,
segtin la granja de origen, indicando la prevalencia de los positivos.
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Figura 32: Estudio retrospectivo en varias granjas de cebo.
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5. DISCUSION



5.1. DISCUSION DE LA METODOLOGIA EMPLEADA

En los estudios epidemiol6gicos, asi como en el diagn6stico rutinario, es normal
acumular un elevado nimero de sueros para analizar, lo que requiere que la técnica
elegida, ademds de fiable, sea sencilla de realizar, rdpida en la obtencién de resultados
y lo més econémica posible. La técnica de referencia para el diagndstico serolégico de
la GET es la SN en placas de microtitulacién, descrita por Toma et al (146), utilizada en
la mayoria de los sondeos serol6gicos y los anilisis de rutina. Permite probar un gran
niimero de sueros al mismo tiempo, pero tiene como inconvenientes que tarda més de
48 horas en dar los resultados, exige el empleo de cultivos celulares, resulta cara por el
tipo de material que se necesita, y adem4s no diferencia entre los anticuerpos frente al
VGET o al CVRP. En nuestro caso, al utilizar sueros porcinos recogidos por medio de
campaias de saneamiento, obteniamos muy poco volumen de muestra y no siempre
estaban en las debidas condiciones, ya que muchas veces presentaban hemélisis y signos
de contaminaci6n en las épocas calurosas, lo que los hubiera hecho inservibles para la SN.

Entre los métodos existentes para el diagnéstico de las infecciones por el
VGET/CVRP, escogimos el ELISA puesto que retine las caracteristicas apropiadas para
realizar estudios epidemiolégicos: es rdpida, los sueros pueden utilizarse aunque tengan
signos de hem6lisis, puede automatizarse y resulta econémica.

En el ELISA de inmunocaptura desarrollado por Lanza ez al (90), se utilizan dos
Acm, dirigidos a diferentes epitopos de la proteina S del VGET, para el tapizado de las
placas. Estos autores calcularon para la prueba una sensibilidad del 96% y una
especificidad del 99% en comparacién con la SN, por lo que consideramos que era el
procedimiento de eleccién para seleccionar los sueros positivos al CVRP/VGET. El
método se sigui6 exactamente igual a lo descrito por sus autores, lo que nos permitié usar
un antigeno concentrado de ficil elaboracién, que se fij6 a la placa sin necesidad de
purificarlo, gracias a su unién especifica con los Acm del tapizado previo. Otros autores
(10, 15), también destacan esta ventaja comparado con el ELISA indirecto, en el que se
utiliza un antigeno purificado para incrementar la especificidad.
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En los resultados globales de nuestro estudio epidemiol6gico, hemos apreciado una
diferencia clara entre las absorbancias netas de los sueros positivos y las de los negativos,
por lo que la posibilidad de obtener resultados falsos en uno u otro sentido es
relativamente baja.

Para detectar los anticuerpos especificos del VGET es necesario emplear una
técnica diferencial con Acm capaces de reconocer epitopos del VGET, que a su vez estén
ausentes o modificados en el CVRP. En nuestro caso, la eleccién del Acm 1DB12 como
discriminante en el ELISA diferencial se basé en la especifidad demostrada por Sdnchez
et al. (135) para reaccionar s6lo con cepas del VGET y nunca con cepas de CVRP o de
otros coronavirus relacionados.

Van Nieuwstadt et al (105) demostraron que la cepa Erica del VGET no pudo ser
reconocida por este Acm. Nosotros no tenemos ninguna referencia de que esta cepa se
haya detectado fuera de Holanda, por lo que es poco probable que se encuentre de forma
predominante en la poblacién porcina. En cualquier caso, creemos que su presencia no
alteraria los resultados que hemos obtenido.

Callebaut ef al. (24) indicaron que la sensibilidad de este ELISA de competicién
es baja, pero que quizé se podria incrementar el nimero de detecciones de seropositivos
utilizando otro Acm que reconociera algtn epitopo especifico del VGET, mejor expuesto
en la superficie del virus y que no se bloqueara inespecificamente por la unién de
anticuerpos anti-CVRP.

Ya que hemos comprobado una elevada prevalencia de animales seropositivos al
CVRP, cabe esperar que una gran parte de los sueros porcinos reaccionen
inespecificamente en las pruebas diferenciales, aunque con menor intensidad que los
sueros que poseen anticuerpos frente al VGET. Por este motivo, es necesario "exigir" a
los sueros positivos al VGET un porcentaje de competicién superior al de la media del
esperado para los sueros positivos al CVRP. Callebaut et al (24), calcularon en un 55%
el porcentaje minimo de competicién de los sueros positivos al VGET, incrementando la
especificidad de los resultados, pero disminuyendo su sensibilidad para detectar a los
sueros débilmente positivos, que de esta forma pueden considerarse erréneamente como
sueros positivos s6lo al CVRP.

En otras pruebas diferenciales, los Acm utilizados como discriminantes también
estdn dirigidos a la proteina S, y son no neutralizantes, igual que el Acm 1DB12, por lo
que se puede esperar un rendimiento similar para todas estas pruebas, es decir una buena
especificidad, pero una sensibilidad baja. Por eso, estas técnicas diferenciales deben
utilizarse m4s como prueba diagn6stica del conjunto de una granja, que como andlisis
individual, aunque en este caso puede ser itil recoger dos muestras de suero del mismo
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animal en el intervalo de varias semanas antes de emitir un dictamen, o incluso combinar
el diagnéstico serol6gico con la deteccién del virus en las tonsilas o en las heces.

Por el momento, parece dificil determinar la prevalencia real de animales positivos
especificamente a cada uno de los virus utilizando sé6lo técnicas serol6gicas. Se necesitaria
algiin método capaz de detectar los anticuerpos frente al CVRP independientemente de
la presencia de anticuerpos anti-VGET en el mismo suero.

5.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS GLOBALES

El alto porcentaje de animales positivos al ELISA de inmunocaptura, (91,1%), asf
como el de las granjas (96,7%), indican la gran difusién de las infecciones por el
CVRP/VGET en las granjas porcinas de toda Catalunya.

Estas prevalencias tan elevadas de anticuerpos nos hace suponer que la mayor
parte de la respuesta inmunolégica se debe a la infeccién por el CVRP, igual que lo
descrito por otros autores en algunos paises europeos (12, 20, 75, 121), los cuales citan
porcentajes de infeccién anormalmente elevados sin aumento correlativo de los casos
clinicos de GET.

En cambio, contrasta con las prevalencias encontradas en nuestro pais en dos
estudios epidemiolégicos recientes, ya que en 1987, Cubero et al (37) sélo encontraron
una prevalencia del 15,61% de animales y del 22,29% de las granjas en la regién de
Murcia, mientras que un afio después, Lanza et al (91) cita un 30,5% de animales y el
60% de las granjas positivas en Castilla y Le6n. Estas prevalencias bajas para el CVRP
en comparacion con lo observado en otros paises y nuestros propios resultados, indican
que posiblemente la infeccién estaba en aquellas fechas en fase de propagacién y si se
repitiera el estudio en aquellas zonas, la prevalencia encontrada en la actualidad seria

probablemente muy superior.

53. DISCUSION DE LOS RESULTADOS EN EL ESTUDIO RETROSPECTIVO

La aparicién de altas tasas de anticuerpos anti-CVRP/VGET en ausencia de
diarrea se describi6 por primera vez en Bélgica en 1984 (121) y poco tiempo después en
la mayoria de las explotaciones de paises vecinos. La diseminacién por via aerégena y el
intercambio de cerdos portadores contribuy6 a la rdpida diseminacién del CVRP.

Consideramos que podia tener interés hacer un estudio retrospectivo de la
infeccién por el CVRP en dos fases, utilizando para ambas una coleccién de sueros de
lechones de granjas catalanas. La primera fase tenia como meta determinar en qué
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momento comenzaron a detectarse anticuerpos frente al CVRP y diferenciarlos de los
producidos por el VGET en sueros recogidos en una explotacién (denominada por
nosotros granja 1), y en la segunda etapa se pretendia hacer un estudio a lo largo de
varios afios para observar la continuidad o no de la infeccién en sueros de siete
explotaciones distintas.

La granja 1 no es de tipo convencional ya que recibe periédicamente animales de
distinta procedencia, a los que se extrae sangre para realizar estudios de diversa indole.
Por este motivo se €ligi6 para el estudio retrospectivo ya que los resultados obtenidos en
este establecimiento podian representar la situacién inmunolégica de las explotaciones
porcinas de Catalunya. No se pudo precisar el origen exacto de cada suero, pero en
cambio si se conocia que los sueros seleccionados procedian siempre de granjas catalanas
en buen estado sanitario. Las colecciones de sueros, obtenidos a partir de lechones de
diversa procedencia reunidos en el mismo establecimiento, resultan muy dtiles para los
estudios epidemiol6gicos de enfermedades infecciosas. Maes y Haelterman (97), pudieron
demostrar que este tipo de explotaciones pueden servir como fuente de contagio del
VGET entre los lechones reunidos.

En nuestro estudio retrospectivo, no podemos asegurar que la infeccién por el
CVRP se iniciara en la misma granja, pero la fdcil transmisién de este virus
probablemente contribuy6 a que, tras la llegada de algunos animales infectados, la
explotacién se convirtiera en un foco de infeccién con la permanencia de portadores.

Los primeros sueros positivos fueron detectados en la "granja 1" en septiembre de
1986, cuando ya se habia extendido la infeccién a una buena parte de los paises de Europa
occidental. Ademds, esta fecha coincide con el inicio de las relaciones comerciales con la
Comunidad Europea y la importacién de gran niimero de lechones destinados al cebo, lo
que hace suponer que la introduccién no fue por via aerégena, a partir de paises vecinos,
sino m4s bien por medio de portadores. Una vez en nuestro pais la difusién aérea si que
habria cobrado importancia en la rdpida extensién del CVRP.

En los estudios serolégicos de diferentes agentes diarreicos realizados durante el
otofio-invierno de 1988/89 en Espaiia (130), no se detectaron anticuerpos anti-VGET por
seroneutralizaci6n. Se asume que tampoco se habia generalizado la infeccién por el CVRP
entre las explotaciones estudiadas, tanto de animales de cebo de ciclo abierto como de
ciclo cerrado y procedentes de diversas provincias espafiolas, aunque no se detalla su
origen en el trabajo. En cambio, Lanza et al (91) ya observaron seroconversién sélo
frente al CVRP en muestras de reproductoras recogidas durante 1988. En la regién de
Murcia, Cubero et al. (37) detectaron también la existencia de anticuerpos anti-CVRP en
sueros recogidos durante 1987. Yus ez al (159), en un estudio desarrollado en 1989 con
muestras recogidas en un matadero en Segovia, atribuyeron los anticuerpos detectados por
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SN a la infeccién por el CVRP, aunque no realizaron ningin método diferencial.

Con estas referencias previas, podemos considerar que el estudio retrospectivo en
lechones nos ha permitido determinar con bastante certeza que el inicio de la infeccién
por el CVRP en Catalunya fue en los meses previos a septiembre de 1986. La deteccion
de sueros positivos alrededor de esta fecha coincide con la introduccién en Cataluiia de
ganado porcino vivo destinado a cebo o a mejora y procedente de paises de la C.E.
Nuestros resultados sugieren que el CVRP se introdujo en las granjas porcinas de
Cataluna a partir de cerdos portadores procedentes de paises con alta prevalencia de
infeccién por el CVRP.

En el estudio posterior a lo largo de varios afios con otros 120 sueros de lechones,
queda reflejada la progresiva aparicién y persistencia de sueros positivos al ELISA de
inmunocaptura en varias granjas porcinas, distantes entre si y sin brotes de diarrea
durante el periodo estudiado.

5.4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS AL CVRP

Aunque parte de los sueros positivos en el ELISA de inmunocaptura han resultado
ser especificamente positivos al VGET en el ELISA diferencial, no se puede descartar que
los animales estuvieran infectados simultineamente por ambos virus, y que la prevalencia
calculada para ambos virus probablemente se corresponda también con el porcentaje de
infeccién sélo por el CVREP, algo que no es posible demostrar.

Las posibles consecuencias de la infeccién por el CVRP, sola o asociada a otros
agentes patogenos del tracto respiratorio, no estdn precisadas, aunque quizd seria més
interesante estudiar su evoluci6n en las granjas de cebo, donde los problemas respiratorios
y los consiguientes retrasos en el crecimiento son causa de grandes pérdidas econ6micas
(46, 88, 98). En las explotaciones de reproductoras no se han apreciado signos de ningtin
tipo, excepto la aparicién de anticuerpos y la interferencia con el diagnéstico de la GET,
pero no se le ha dado especial importancia en la clinica porcina.

Considerando las absorbancias netas de las lecturas en €] ELISA de inmunocaptura
como una buena aproximacién al titulo de los sueros por SN (87), hemos observado un
gran nimero de positivos con absorbancias muy elevadas que podrian indicar una
infeccién reciente, o mejor aun, reinfecciones periédicas que mantuvieran altos titulos de
anticuerpos a lo largo del periodo estudiado.



5.4.1. TAMANO DE LA EXPLOTACION

Los valores de prevalencia superiores corresponden a sueros pertenecientes a
explotaciones con més de 100 reproductoras, y a medida que disminuye el tamaiio de la
granja desciende el porcentaje de positivos, con diferencias de significativas
estadisticamente. Las granjas grandes presentan un valor de R.R. de 1,11, es decir que en
este tipo de explotaciones existe un riesgo de 1,11 veces mayor de estar infectadas por el
CVRP en relacién a las dem4s. Para las granjas pequeiias el valor de R.R. fue de 0,85,
y por tanto estas granjas presentan una menor prevalencia en relacién a las demis.

Estos resultados coinciden con lo encontrado en estudios similares (37, 62, 87) y
también nos indican que resulta m4s ficil que se introduzca la infeccién en las granjas
de tipo industrial que en las familiares. Esta diferente distribucién de la prevalencia puede
explicarse porque las granjas con un nimero grande de animales reponen reproductoras
con mayor frecuencia, incrementando la posibilidad de introducir cerdas portadoras. En
cambio, las explotaciones pequeiias, de cardcter familiar, suelen autoabastecerse con su
propia produccién, y en algunos casos la reposicién se hace a partir de granjas industriales
vecinas. Asi se explicaria que primero se haya generalizado la infeccién por el CVRP en
las explotaciones grandes y el avance en las pequefias sea més lento.

Hemos observado que el 100% de las granjas grandes y el 91% de las pequefias
poseen algin animal con anticuerpos, lo que confirma la difusi6n casi total del CVRP a
todo tipo de granjas en Catalunya. La transmisién por via aerégena ha facilitado la
diseminaci6n del virus entre granjas mas o menos cercanas, sin que sea siempre necesaria
la introducci6én de portadores (120). Se trata de una infeccién que no puede atribuirse a
malas condiciones en la explotaci6n y su presencia no parece condicionada al control de

portadores tnicamente.

Hemos observado escasas diferencias en los niveles de absorbancia de los sueros
positivos, aunque resultan significativamente superiores para las granjas grandes respecto
a las demds durante los tres primeros trimestres del afio. En cambio, en el dltimo periodo
del aiio, las absorbancias no tienen diferencias destacables por el tamaiio de explotacién.
Podemos interpretar que, en las granjas grandes, la infeccién ha estado presente a lo largo
de todo el afio con altos niveles de absorbancia, mientras que en las pequeiias, el nivel de
infeccién se ha ido incrementando hasta alcanzar al de las explotaciones mis grandes.



5.4.2. ORIGEN DE LOS SUEROS

La irregular distribucién del censo porcino en las cuatro provincias no esti
acompafiada de importantes diferencias en la aparicién de sueros positivos, lo que es
légico después de las altas prevalencias encontradas para la poblacién.

A pesar de que Tarragona es la provincia con un menor niimero de explotaciones
y animales destinados a la reproduccién, ha presentado el mayor indice de prevalencia,
con R.R. y O.R. significativos para la aparicién de anticuerpos respecto a las otras
provincias. Lo mismo sucede con Lleida, que es la que posee el mayor censo de porcino
de toda Catalunya, siendo la mayoria cerdos para engorde. En cambio, Girona es la
provincia que ha presentado una prevalencia total m4s baja, inferior al 90%

El anlisis de la varianza de las absorbancias de los sueros positivos ha permitido
demostrar que Tarragona posee también los sueros con absorbancias superiores,
significativamente diferentes a Barcelona y Girona, mientras que Barcelona es la provincia
cuyos sueros tienen los niveles de absorbancia inferiores, con diferencias significativas a
los de las otras tres provincias. Esto hace sospechar que el virus, a pesar de encontrarse
muy extendido, no estd en la misma fase de infecci6én en las cuatro provincias. La
introduccién de cerdos para cebo en Tarragona y Lleida procedentes de otras dreas
infectadas o incluso el paso de camiones de transporte de ganado por las carreteras de
estas provincias podrian ser las causas de reinfecciones. En cambio en Barcelona, el mayor
nimero de las explotaciones son de reproductoras de ciclo cerrado y apartadas de las
principales rutas de transporte de ganado procedentes de Europa, por lo que seria mas
dificil un contacto repetido con el virus.

Para poder estudiar la relacién de la infeccién con las comarcas de origen,
agrupamos arbitrariamente las que tienen un censo de reproductoras similar. De los cuatro
grupos comarcales, el que reunia las de censo entre 20 y 75 mil cerdas, fue el que tuvo
mayores indices de prevalencia comparativamente al resto. Este grupo, junto al
inmediatamente inferior (comarcas entre 10 y 20 mil reproductoras) dio una media de los
niveles de absorbancia superior al de las comarcas con menos de 10 mil reproductoras.
Parece evidente que en las comarcas con mayor censo Ia posibilidad de contactos con el
virus es mayor, lo que puede atribuirse casi con certeza al mayor nimero de animales.
Henningsen et al (62) observaron que el riesgo de infecci6én era mayor en granjas
adyacentes a explotaciones positivas.



5.4.3. EPOCA DEL ANO

Al estudiar esta variable en relacién a los resultados obtenidos .nos hemos
encontrado que al no haber recogido la muestra homogéneamente en las cuatro provincias
a lo largo del afio, se puede haber introducido algin elemento de confusién, por lo que
los resultados deben interpretarse con cautela. '

Para el total de las muestras se observ6 un aumento paulatino de la prevalencia
en los tres primeros trimestres y una estabilidad entre los dos tdltimos. Esto podria indicar
una avance de la infeccién, o bien una reinfeccién de los animales, durante los tres
primeros trimestres llegando al equilibrio en el iltimo periodo. El mismo efecto se
observa para los niveles de absorbancia, con diferencias significativas entre todos los
periodos excepto para los dos tltimos, los cuales presentan altos valores de prevalencia
y absorbancia media.

No hemos comprobado, por tanto, una estacionalidad de la infeccién, tal como
sefialan otros autores en estudios epidemiolégicos similares. Asi, Lanza (87) observé una
prevalencia progresivamente mayor a lo largo del aiio, lo que atribuyé a los inicios de la
extension del CVRP en las explotaciones de Castilla y Le6n. En otros estudios (121) se
ha sefalado que la infeccién por el CVRP no sigue unos patrones determinados para
todas las explotaciones, ya que mientras en unas la presencia de infeccién es constante,
en otras desaparece y puede volver a reintroducirse més adelante. En un estudio
retrospectivo con sueros recogidos en 1984, Brown y Paton (21) citan que la
seroconversién al CVRP se detect6 en una explotacién en ausencia de sintomas de GET,
desapareciendo sin extenderse a otras granjas, hasta que en 1986 volvié a revelarse un
incremento de anticuerpos, esta vez en un mayor nimero de granjas.

La prevalencia a lo largo del aio segin el tamaio de la explotacion, revela que
en las granjas pequefias el porcentaje de sueros positivos era sensiblemente inferior al
principio del estudio (74,8%) y que fue aumentando a lo largo del afio hasta alcanzar el
88,5%, pero sin llegar a los mismos niveles que en explotaciones de mayor niimero de
animales. Esto confirmaria los resultados comentados anteriormente para el tamaiio de
la explotacién, con prevalencias totales superiores para las grandes y m4s bajas para las
pequenias.

En el segundo trimestre del aiio hemos observado una prevalencia inferior a la del
primer trimestre en las granjas de tamaiio intermedio. El andlisis estratificado segiin la
provincia de origen nos indica que en este periodo el origen de los sueros es la causa de
la variacién en la prevalencia y no la época del ano considerada. De esta forma,
comprobamos que la mayor parte de los sueros recogidos durante el segundo trimestre
procedian de Barcelona, mientras que no se obtuvo ninguno de Tarragona. Todo ello ha



producido un descenso de la prevalencia en este periodo, pero que no puede atribuirse
a una estacionalidad, sino al origen de las muestras.

No hemos encontrado diferencias al comparar el nimero de granjas positivas
segtin la época del afio, probablemente porque la muestra ha sido pequeiia en relacién
a la alta prevalencia encontrada. Si se ha observado en los cdiculos una tendencia a
incrementar el porcentaje de granjas positivas a lo largo de 1991.

5.5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS AL ELISA DIFERENCIAL

De la muestra seleccionada a partir de los sueros positivos por ELISA de
inmunocaptura, el 24,7% tenian anticuerpos especificos frente al VGET. Ya que los sueros
no se seleccionaron al azar, este dato no sirve para extrapolar la prevalencia al total de
la poblacién aunqhe si es indicativo de la presencia con valores de consideracién de la
infeccién por el VGET en reproductoras de Catalunya.

Se debe tener en cuenta que la prevalencia podria ser mayor, ya que la técnica
empleada tiene una baja sensibilidad y pueden haberse producido falsos negativos, pero
también podria ser inferior si consideramos que ninguno més de los sueros positivos por
ELISA de inmunocaptura hubiera sido positivo al VGET, y en este caso, la prevalencia
podria disminuir al 11,8% de los sueros recogidos. Estos datos son sélo especulativos,pero
confirman de todas formas la existencia de la infeccién por el VGET.

En cambio, la prevalencia minima al CVRP si que puede considerarse como el
porcentaje restante en el ELISA diferencial, es decir, al menos el 75,3% de los sueros
tienen anticuerpos sé6lo debidos al CVRP y no poseen anticuerpos especificos al VGET.
Probablemente este porcentaje sea superior ya que los sueros positivos al VGET pueden
serlo también al CVRP.

5.5.1. PREVALENCIA DE LAS GRANIJAS

En nuestro estudio epidemiolégico nos ha parecido més interesante tener en
cuenta los resultados de la prevalencia de granjas, las cuales si forman una muestra
representativa de las explotaciones de Catalunya.

De las granjas positivas por ELISA de inmunocaptura, el 31,5% presentaron
anticuerpos frente al VGET, con o sin la presencia de anticuerpos anti-CVRP, siendo este
valor la prevalencia minima de granjas infectadas por el VGET.



Las granjas pequefas tienen menor indice de infeccién que las medianas o
grandes, aunque no se ha observado una asociacién estadistica entre el tamaiio de la
granja y la aparicién o no de anticuerpos especificos. Esto significa que todas las
explotaciones estdn expuestas por igual al VGET.

En cambio, los datos de granjas infectadas s6lo por el CVRP nos estdin dando
informacién, no tanto de la prevalencia de infecci6n por este virus, sino mds bien de la
no infeccién por el VGET, a pesar de ser positivas al ELISA de inmunocaptura. Al
encontrar una prevalencia relativamente elevada de explotaciones con infeccién por el
VGET estamos disminuyendo la prevalencia del CVRP al descartar la posible infeccién
simultdnea, por lo que los resultados no pueden interpretarse literaimente. La presencia
de anticuerpos s6lo frente al CVRP en granjas positivas no muestra variaciones de
relevancia estadistica entre los tres tipos de explotaciones consideradas, es decir, que
tenemos las mismas posibilidades de encontrar una granja que no esté infectada por el
VGET sea cuél sea su tamaiio.

5.5.2. PREVALENCIA DENTRO DE LAS GRANJAS

Para el célculo de la prevalencia dentro de cada tipo de granja sélo debemos
considerar los resultados obtenidos en las positivas a ambos virus, en las cuales se han
estudiado todos los sueros recogidos. La prevalencia obtenida, un 35,93% es equivalente
a la encontrada en otros estudios realizados en 4reas con GET enzo6tica, sin presencia
de brotes atribuibles a la enfermedad cldsica y en granjas con animales aparentemente
sanos (86). Este valor es representativo de aquellas granjas con anticuerpos frente al
CVRP/VGET, que probablemente engloban la mayoria de las explotaciones positivas al
VGET. En Catalunya, este porcentaje de infeccién en las granjas de reproductoras puede
ser la causa de algunos casos de diarrea en lechones nacidos de cerdas jévenes, que han
tenido poco contacto con el virus y no pueden proteger con las IgA de la leche a sus crias.
De esta forma se consigue perpetuar la situacién a una enfermedad enzoética cuya
difusi6én més lenta no permite la inmunizacién activa de todos los animales.

El tamaiio de la explotacién no parece influir en la prevalencia atribuible sélo al
VGET en las granjas con anticuerpos frente a ambos virus.



5.5.3 PORCENTAJE DE COMPETICION

En los sueros positivos al VGET se ha calculado el porcentaje de competicién en
relacién al porcentaje establecido para el suero testigo positivo al CVRP. Este dato puede
indicarnos el grado de positividad de cada suero, ya que es de esperar un mayor bloqueo
de la unién del monoclonal cuanto mayor sea el titulo de ese suero.

No parecen existir variaciones importantes en el porcentaje de competicién si
tenemos en cuenta el tamafio de la explotacién ni el origen de los sueros. En cambio, si
que se ha observado una media algo inferior y una desviacién estdndar muy pequefia para
los sueros positivos del segundo trimestre estudiado, de dificil explicacién con los pocos

datos que hemos recogido.

Los sueros positivos obtenidos en granjas infectadas inicamente por el VGET
tienen un porcentaje de competicién superior a las que tienen infeccion por ambos virus.
Creemos que la competicién entre los anticuerpos anti-CVRP y anti-VGET, podria
interferir en parte con la unién especifica de todos los anticuerpos anti-VGET, de la
misma forma que se ha detectado un porcentaje de bloqueo inespecifico para la uni6én de
los Acm con el antigeno en los sueros positivos al CVRP.



6. CONCLUSIONES



PRIMERA: La infecci6n por el coronavirus respiratorio porcino y/o el virus

de la gastroenteritis transmisible (CVRP/VGET) est4 muy extendida por toda

Catalunya, ya que se han detectado como positivas entre el 90,2 y el 92,0% de las
cerdas reproductoras, y entre el 96,3 y el 98,1% de las granjas de reproductoras.

SEGUNDA: La prevalencia de infeccién por el CYVRP/VGET es mayor en
las explotaciones con més de 100 reproductoras que en el resto. En las granjas con
menos de 20 cerdas hemos observado que la infeccién avanz6 a lo largo del afio
1991, hasta alcanzar los mismos niveles de infeccién que en las demds granjas. En
las comarcas con mayor censo de reproductoras se registran los indices de
prevalencia mas altos.

TERCERA: Cerca de una cuarta parte de los sueros examinados por ELISA
diferencial son positivos especificamente al VGET (24,7%), mientras que el resto
de los sueros estudiados se han considerado positivos s6lo al CVRP.

CUARTA: La prevalencia minima de granjas infectadas por el VGET, con
o sin participacién del CVRP, es del 31,5%. Dentro de las granjas infectadas por
ambos virus la prevalencia de sueros positivos al VGET se ha calculado en 35,9%.

QUINTA: La infeccién por el CVRP se detecté por primera vez en sueros
de lechones recogidos en septiembre de 1986. A partir de esta fecha hemos
comprobado que la infecci6n se mantiene en la poblacién hasta el final del estudio
retrospectivo, en julio de 1989.

Y SEXTA: Las pruebas serolégicas no diferenciales, como el ELISA de
inmunocaptura, no tienen utilidad para la detecci6n de animales seronegativos al
VGET en las granjas porcinas de Catalunya, debido a la altisima prevalencia de
infeccién por el CVRP. En la mayoria de los casos es necesario emplear una
técnica diferencial, como el ELISA de competici6n. | ‘
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7. RESUMEN



Se ha realizado un muestreo estratificado de las explotaciones de reproductoras
porcinas para determinar la prevalencia de las infecciones por el coronavirus respiratorio
porcino (CVRP) y el virus de la gastroenteritis transmisible porcina (VGET) en
Catalunya. Al carecer de datos en esta zona, se hizo un estudio previo en sueros de
matadero para determinar su prevalencia, y a partir de estos datos se elabor6 el muestreo.
Las muestras de suero se estudiaron para la presencia de anticuerpos frente al CVRP y/o
VGET, mediante un ELISA de inmunocaptura, obteniendo una alta prevalencia de
infecci6n (91,1% de los sueros y 96,7% de las granjas). De los sueros que dieron positivo
a esta primera prueba laboratorial, se seleccion6 una muestra de sueros de cada una de
las granjas positivas para determinar la presencia de anticuerpos especificos frente al
VGET. Se obtuvo una prevalencia de anticuerpos anti-VGET del 24,7% de los sueros y
del 31,5% de las granjas.

En el estudio epidemiol6gico, comprobamos que la presencia de anticuerpos frente
a ambas infecciones est4 relacionado con una poblacién elevada de animales, tanto si se
trata de explotaciones de gran tamafio, como de comarcas con un alto censo de ganado
porcino. En las explotaciones de mds de 20 animales la infeccién por el CVRP estd
estabilizada; sin embargo, en las menores se observa una progresién de la infeccién a lo
largo del periodo estudiado. No hemos detectado estacionalidad de la infeccién por el
virus respiratorio y esto sugiere que persiste en las explotaciones durante todo el afo
mediante cerdos portadores.

Simultdneamente, llevamos a cabo un estudio retrospectivo en sueros de lechones
de diversa procedencia para determinar la fecha m4s probable de introduccién del CVRP
en Catalunya, encontrando los primeros positivos en septiembre de 1986.

1~
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