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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

BFDV: Virus de la enfermedad del pico y de las plumas de los psitacidos (Beak and feather
disease virus).

CaCV: Circovirus del canario (Canary circovirus).

CADN: ADN complementario.

CAV: Virus de la anemia del pollo (Chicken anemia virus).

cbp: Cuanto baste para.

d.d.g.: Dias de gestacion.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

DIG: Digoxigenina (esteroide que se obtiene de Digitalis purpurea y Digitalis lanata).
EDTA: Acido etilendiamino tetraécetico (Ethylendiaminetetraacetic acid).
EG. Enteritis granulomatosa.

ELISA: Andlisis de la enzima ligada a un inmunoabsorbente inerte (Enzime Linked
Inmunosorbent Assay).

EtOH: Alcohol etilico.

FR: Falla reproductiva.

GCV: Circovirus del ganso (Goose circovirus).

HIS: Hibridacion in situ.

HP: Histopatologia.

IHQ: Inmunohistoquimica.

M: Mol 0 moles.

MgCl,: Cloruro de magnesio.

ml: Mililitros.

mM: Milimolar.

nm: Nanometros.

ORF: Marcos de lectura abierta (Open reading frames).

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
PCV: Circovirus porcino (Porcine circovirus).

PCV1: Circovirus porcino tipo 1 (Porcine circovirus type 1).

PCV2: Circovirus porcino tipo 2 (Porcine circovirus type 2).

PDNS: Sindrome de dermatitis y nefropatia porcina.

pH: Potencial de hidrogeniones.

PK-15: Linea celular de rifién de cerdo.



PMWS: Sindrome multisistémico y de adelgazamiento post-destete (Postweaning multisystemic
wasting sindrome).

PPV: Parvovirus porcino.

PRDC: Enfermedad del complejo respiratorio porcino.

rpm: Revoluciones por minuto.

PRRSV: Virus del sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo.

SDS: Duodecil sulfato de sodio (Sodium dodecyl sulfate).

Tag: Thermus aquaticus.

tPA: Templado de Activador de Plasmindgeno Tisular.

U: Unidades.

pl: Microlitros.



RESUMEN

La circovirosis porcina causada por el Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) afecta
especialmente a cerdos de transicion y engorde y a cerdas reproductoras produciendo retraso en
el crecimiento y falla reproductiva, respectivamente. En general el PCV2 provoca retraso en el
crecimiento y una mayor susceptibilidad a diversas infecciones produciendo una elevada
mortalidad en lechones y un incremento en peérdidas fetales en hembras reproductoras. En
México ha sido reportada en lechones neonatos y en animales con PMWS, PDNS vy enteritis
granulomatosa. Con el proposito de evaluar la correlacion entre lesiones histopatologicas y
patrones de hibridacion in situ (HIS) se obtuvieron muestras de nodo linfatico, bazo y tonsila de
30 cerdos procedentes de diferentes granjas del pais los cuales presentaron manifestaciones
clinicas sugestivas de circovirosis. Las muestras se fijaron en formalina amortiguada al 10%, se
procesaron y se incluyeron en parafina para obtener secciones de tejido. Se realiz6 la evaluacion
histopatolégica para identificar las lesiones microscopicas caracteristicas de circovirosis y definir
un patron histopatoldgico y se efectud la HIS para la deteccion de PCV2 en las lesiones
referidas. Los resultados obtenidos de ambas evaluaciones se correlacionaron para evaluar el
valor diagnéstico de la histopatologia (HP) frente a la HIS mediante el calculo de los valores de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, entre otros. Posteriormente, de los casos
positivos reales se determiné el sindrome asociado a circovirosis y se correlaciono la severidad
de los criterios histopatolégicos con el patron de HIS encontrado. La HP revel6 que diversos
grados de deplecion linfoide fueron observadas en todos los tejidos linfoides evaluados y que la
mayoria de los casos negativos por HP no presentaron sincitios celulares. Adicionalmente, las
lesiones caracteristicas fueron mas consistentes y severas en los nodos linfaticos. La HP
presentd una sensibilidad del 100%, una especificidad del 71.42 %, un indice de falsos negativos
del 0 % y un indice de falsos positivos del 0.28% aunado a un alto valor predictivo positivo (92.0
%) y un excelente valor predictivo negativo (100%). Las lesiones de circovirosis fueron mas
severas y difusas en los casos de PMWS mientras que en PDNS fueron leves a moderadas y
correlacionaron con patrones de HIS difusos y multifocales, respectivamente. Con base a lo
anterior, se determin6 que a diferencia de la deplecion linfoide (la cual estuvo presente tanto en
casos positivos como negativos), la presencia de sincitios celulares tuvo alto criterio diagndstico
para confirmar o descartar circovirosis porcina y que las muestras de nodo linfaticos tiene un
mayor valor diagnostico por presentar consistentemente las lesiones caracteristicas aunada a la
deteccion del PCV2 en las mismas. La alta sensibilidad, los altos valores predictivos tanto
positivo como negativo y los bajos indices de falsos positivos y falsos negativos nos indican que

la evaluacion microscdpica constituye una excelente prueba de tamizaje para la realizacion de



una posterior deteccion del PCV2 por HIS. Sin embargo, la especificidad obtenida revela que a
pesar de que las lesiones son altamente sugestivas de circovirosis, existe la posibilidad de que
lesiones similares sean ocasionadas por otro agente patégeno que genere una respuesta
granulomatosa y enfatiza la necesidad de demostrar la presencia del PCV2 como prueba
confirmatoria. Con respecto a los patrones de HIS, los resultados obtenidos estan en
congruencia con lo reportado en estudios previos y confirman que la distribucion del virus
presenta una alta correlacion con el grado de severidad de las lesiones producidas por PCV2.
Debido a que el diagndstico de los sindromes asociados a circovirosis porcina debe
incluir la presencia de signos clinicos compatibles y el diagnostico de lesiones microscopicas
caracteristicas con la deteccion del PCV2 en las mismas es importante realizar una eficiente

evaluacion HP con el fin de reducir lo mas posible la proporcion de resultados falsos positivos.



INTRODUCCION

Antecedentes

El Circovirus porcino (PCV) es un agente infeccioso que se descubrid en los Gltimos
afios, de facil difusion y que infecta a la especie porcina. EI PCV fue descrito como un virus
contaminante de la linea celular de rifion de cerdo PK-15 (Tischer et al., 1982). Hasta el
momento se han caracterizado dos tipos distintos, el Circovirus tipo 1 (PCV1), apatogeno para el
cerdo, y el Circovirus tipo 2 (PCV2) el cual es antigénica y genomicamente distinto al anterior
(Bassami et al., 1998). EI PCV2 fue descrito inicialmente en Saskatchewan (Canada) en 1991 en
casos de sindrome de emaciacion multisistémica post-destete 0 postweaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS) en inglés (Harding, 1996). Actualmente por consenso, el PMWS es el
proceso clinico en el cual se ha aceptado la relacion etiopatogénica con el PCV2 (Hamel et al.,
1998). EI PMWS afecta especialmente a cerdos de transicion y engorde, provocando retraso en
el crecimiento, alteraciones respiratorias, palidez corporal y elevada mortalidad (Rosell et al.,
1999). Desde su primera descripcion, este sindrome ha sido descrito en la mayor parte de zonas
del mundo donde la produccion porcina es una actividad econémica importante (Allan y Ellis,
2000).
Etiologia

El PCV pertenece a la familia Circoviridae, la cual esta dividida en dos géneros;
Gyrovirus y Circovirus (McNulty et al., 2000). El Gnico miembro del género Gyrovirus es el virus
de la anemia del pollo (CAV) (Kato et al., 1995) y el género Circovirus contiene el virus de la
enfermedad del pico y de las plumas (BFDV) (Bassami et al., 1998), el circovirus del ganso
(GCV) (Todd et al., 2001), el circovirus del canario (CaCV) (Phenix et al., 2001); ademas del
PCV1 (Mankertz et al., 1997), y PCV2 (Hamel et al., 1998). El circovirus es un virus no envuelto
e icosaédrico, pequefio (15 a 16 nm de didmetro), cadena de ADN sencilla y circular (1.76 Kb)
(Tischer et al., 1982). EI ADN del virus tiene una longitud de 1759 a 1768 nucleotidos (nt)
(Meehan et al., 1997; Hamel et al., 1998; Fenaux et al., 2000). EI PCV2 contiene seis marcos de
lectura abiertos (ORFs) (Mankertz et al., 1997). Los dos principales serian el ORF1 que codifica
para una proteina de 37.5 kDa involucrada en la replicacion viral y el ORF2 que codifica para una
proteina estructural de la capside de 27.8 kDa considerada la mas importante (Mankertz et al.,
2000).



Distribucion

El PCV2 presenta una distribucion mundial, como se menciond anteriormente es el
agente causal de PMWS en cerdos, donde clinicamente afecta la condicion corporal,
principalmente en animales después del destete y durante la engorda (Harding, 1996, Allan, et.
al. 2000; Segalés, et. al. 2002). También se ha asociado a casos de sindrome de dermatitis y
nefropatia porcina (PDNS), enfermedad del complejo respiratorio porcino (PRDC), falla
reproductiva (FR) y enteritis granulomatosa (EG), entre otros (Chae, 2004).
Sindromes asociados a circovirosis porcina.

Debido a las caracteristicas particulares del PCV2, no se puede descartar que la
aparicion de los sintomas clinicos y lesiones esté relacionada con otros factores como el estrés 'y
las condiciones inmunoldgicas del animal. En este sentido, también se ha confirmado que la

presencia de otros microorganismos concomitantes con PCV2, favorece la aparicion de formas

clinicas y lesiones més severas asociadas a PCV2 (Segalés, et. al. 2002).

PMWS: Se ha descrito una participacion primaria del PCV2 en el PMWS por ser asociado
consistentemente a cuadros patoldgicos de la enfermedad (Choi, et. al. 1999; Choi, et. al, 2000;
Rosell et. al. 1999; Saoulidis, et. al. 2002; Segalés, et. al. 2002) misma que origina signos
clinicos bastante inespecificos y no siempre evidentes, caracterizados por adelgazamiento
rapido, palidez de la piel, leve a moderada, hipertermia, letargo, depresion y emaciacion, en

algunos casos ictericia, aumento de tamafo de linfonodos (inguinales, maxilares, mesentéricos y

mediastinicos principalmente), aparicion de trastornos respiratorios leves o moderados y una
mayor susceptibilidad a infecciones bacterianas (Allan, et. al. 2000; Kim, et. al. 2001; Segalés, et.
al. 2002). El PMWS frecuentemente se ve en combinacion con otros patégenos virales y
bacterianos tal como el virus del sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo (PRRSV), virus
de la influenza porcina, parvovirus porcino (PPV), Haemophilus parasuis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Streptococcus suis y Mycoplasma hyopneumoniae (Kim et al., 2001). Estas
coinfecciones pueden confundir y complicar la presentacion clinica. Microscopicamente se
observa deplecion linfocitaria variable en organos linfoides, necrosis celular de hepatocitos y
procesos inflamatorios mononucleares de intensidad leve a moderada en distintos tejidos,
principalmente los linfonodos, pulmdn, intestino, higado, rifidn y corazén. En dichos procesos es
caracteristica la abundante infiltracion de macrdéfagos que con frecuencia forman sincitios
celulares y que ocasionalmente llegan a exhibir cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos
basofilicos maltiples en racimos en tejidos linfoides y otros tejidos (Allan, et. al. 2000; Segalés, et.
al. 2002).



PDNS: Se considera al PDNS como otra patologia asociada a la infeccion por PCV2 el cual
fue descrito por primera vez en el Reino Unido en 1993 (Smith, et. al. 1993). Desde entonces
han sido reportados casos en Canada, Espafia, Italia, Chile, Holanda, Sudéfrica, Estados Unidos
de América y Francia (Helie, et. al. 1995, Van Halderen, et. al. 1995, Ramos-Vara, et. al., Sierra,
et. al. 1997, Solignac, 1997, Segalés et. al. 1998). Los cerdos afectados generalmente tienen
una edad de 12 a 14 semanas, aunque también se presenta en cerdos de engorda de mayor
edad y en cerdos de reemplazo de forma discreta (Chae, 2004); los animales afectados se
caracterizan por tener un curso afebril 0 un curso febril medio, depresion y edema subcutaneo en
la region ventrocaudal, pérdida severa de peso y anorexia (Chae, 2004). El curso de la
enfermedad es corto y la mayoria de los cerdos infectados mueren dentro de los tres primeros
dias. La mortalidad en los cerdos afectados es aproximadamente de un 20% (Duran et al., 1997).
En animales muy afectados, se encuentran lesiones multifocales en piel, circunscritas, rojo
oscuro de forma circular a irregular con un didmetro de 1 a 2 mm en los miembros pelvianos y en
el area perianal, asi como; rifiones palidos y aumentados de tamafio con hemorragias
petequiales corticales (Higgins, 1993). Microscopicamente hay una vasculitis sistémica
necrotizante, una glomerulitis exudativa y necrotizante, y una nefritis intersticial (Higgins 1993,
Helie et. al. 1995, Segalés et. al. 1998, Thibault et. al. 1998). La patdgenia de este sindrome es
desconocida, pero las lesiones microscépicas y la presencia de depositos de inmunoglobulina y
de factores de complemento en el bazo y glomérulo renal sugieren que puede ser clasificado
como una reaccion sistémica de hipersensibilidad tipo Il (Higgins 1993, Helie et. al. 1995, Sierra
et. al. 1997). La etiologia aun no esté bien definida, pero hay una fuerte asociacion del PCV2
como posible causante de la enfermedad lo cual es reforzado por las fuertes similitudes entre las
lesiones de PMWS y PDNS como son la deplecidn linfoide, la presencia de sincitios, infiltracion
inflamatoria granulomatosa en tejido linfoide y neumonia intersticial (Allan et. al. 1998) aunado a
la frecuente deteccion del PCV2 por hibridacion in situ en lesiones de tejido linfoide (Rosell et. al.
2000; Saoulidis et. al. 2002; Segales et. al. 2002, Garcia Reyna et al., 2003).

PRDC: La enfermedad del complejo respiratorio porcino es un problema de salud serio en
cerdos de engorda de entre 16 y 22 semanas de edad y en cerdas reproductoras. Se caracteriza
por un crecimiento lento, baja eficiencia alimenticia, letargia, anorexia, fiebre, tos y disnea
(Thacker 2001). El papel que juega el PCV2 en PRDC envuelve una interaccion o sinergismo
con otros factores respiratorios patdgenos. Los signos clinicos que se observan en campo son
no especificos y variables. En cerdas y marranos de engorda con PCV2 asociado a PRDC se

caracteriza por bajo crecimiento, tos prolongada y disnea que es refractaria a la terapia con



antibidticos. Esto es también un incremento en la mortalidad por una o mdltiples infecciones
bacterianas concurrentes. Histologicamente lo mas llamativo consistente de la asociacion de
PCV2 — PRDC son la neumonia broncointersticial con fibrosis peribronquial y peribronquiolar (
Chae, 2004 ).

FR: Recientemente, el PCV2 ha sido asociado al desarrollo de falla reproductiva en cerdas,
asociado a muertes fetales y desérdenes en lechones neonatales. Lo anterior ha sido
relacionado principalmente en co-infeccion con otros agentes etiol6gicos tales como parvovirus
porcino y virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) por lo que el consenso
general es que el PCV2 por si solo no causa falla reproductiva y necesita la participacion de otro
agente infeccioso (Segalés, et. al. 2002). Consistentemente los signos clinicos en granjas
afectadas incluye un aumento de abortos, de fetos nacidos muertos y momias (Josephson and
Charbonneau, 2001; Kim et al., 2004; Ladekjaer- Mikkelsen et al., 2001; O’ Connor et al., 2001;
West et al., 1999). Esta falla reproductiva se caracteriza por abortos casi al término de la
gestacion con expulsion de fetos nacidos muertos o cerdos prematuros. Los abortos a la mitad
de la gestacion producen fetos momificados y también ha sido reportada la muerte embrionaria
en un estudio reciente en Corea (Kim et al., 2004). Sin embargo, la deteccion de PCV2 en
mortinatos y recién nacidos y la transmision transplacentaria del virus en ausencia de otros
agentes infecciosos y en condiciones experimentales controladas sugieren una participacion
primaria del PCV2 (Sénchez et al., 2001; Pensaert et al., 2004; Nielsen et al., 2004). También, de
manera experimental la inoculacion fetal con PCV2 resulté en fallas reproductivas manifestadas
por nacidos muertos, momificaciones parciales y lechones nacidos débiles junto con cerdos
clinicamente normales (Jonson et al., 2002). Se ha demostrado que el PCV2 puede replicar en el
corazon, pulmén, higado, rifiones, encéfalo, bazo y linfonodos de fetos inoculados
intrafetalmente a los 57, 75 y 92 dias de gestacion (d.d.g). Dentro de las lesiones fetales y
neonatales mas consistentes se encuentran la miocarditiis no supurativa y la encefalitis no
supurativa asociada a la deteccion de antigenos de PCV2 (Nielsen et al, 2004). Adicionalmente,
las lesiones mas severas y la deteccion de antigeno viral fueron encontradas en lechones
infectados a los 57 d.d.g. (Sanchez et al., 2001; Pensaert et al, 2004) justo antes del desarrollo
de inmunocompetencia fetal la cual esta descrita a los 70 d.d.g. (Pensaert et al, 2004). También
se ha detectado la presencia de PCV2 en lechones nacidos vivos a partir de madres infectadas
(Allan et al, 2000; Nielsen et al., 2004). La transmision transplacentaria fue confirmada en
lechones nacidos vivos con titulos de anticuerpos frente a PCV2 precalostrales nacidos a partir

de una cerda con anticuerpos positivos frente PCV2 e inoculada intranasalmente con PCV2 a los



92 dias de gestacion. En ese mismo experimento, no se observé transmision transplacentaria en
la cerda con anticuerpos positivos frente PCV2 e inoculada intranasalmente con PCV2 a los 72
dias de gestacion (Nielsen et al., 2004). Puesto que ambas cerdas fueron inoculadas
posteriormente al desarrollo de la inmunocompetencia fetal, es posible que los titulos de
anticuerpos maternos hayan marcado la diferencia. Los titulos de anticuerpos frente a PCV2
(31,250) de la cerda inoculada a los 72 d.d.g. fueron considerablemente mayores que los de la
cerda inoculada a los 92 d.d.g (6,250). Lo anterior sugiere que la inmunidad materna puede
limitar el desarrollo de viremia y consecuentemente puede disminuir las posibilidades de
transmision vertical por lo que la evaluacion de la serologia frente a PCV2 e incluso la
inmunizacion contra PCV2 previa a la inseminacion artificial puede resultar de gran utilidad en el

manejo reproductivo y sanitario de las granjas porcinas (Nielsen et al., 2004).

EG. La enteritis granulomatosa es otra manifestacion clinica de la infeccion por PCV2. Hasta
el momento so6lo 10 casos han sido reportados en ocho piaras de cerdos presentandose una
morbilidad del 10 al 20% con una mortalidad del 50 al 60%. La enfermedad se presenta en
cerdos entre 40 y 70 dias edad los cuales presentan diarrea amarillenta que progresa a negro
con retardo del crecimiento. La terapia antibiotica ha sido inefectiva en todos los casos. La
caracteristica histopatologica predominante y consistentemente observada es la inflamacion
granulomatosa y deplecion linfoide de las placas de Peyer en intestino grueso y delgado. La
inflamacion granulomatosa se caracteriza por infiltracion de células epitelioides y células
gigantes multinucleadas. Otra caracteristica histopatoldgica tipica fue la presencia de cuerpos de
inclusion intracitoplasmaticos anfofilicos o basdfilos largos, mdltiples en forma de racimos
observados en el citoplasma de macrofagos y células gigantes multinucleadas. En dichas
lesiones se aprecian sefiales de hibridacion positivas a PCV2 en el citoplasma de células
histiociticas y células gigantes multinucleadas. Por tal motivo los tres criterios para el diagndstico
de PCV2 asociado a enteritis granulomatosa son la presencia de diarrea, la presencia de
lesiones microscopicas caracteristicas en las placas de Peyer, sin afectar los linfonodos y
detectar la presencia de PCV2 dentro de esas lesiones. Lo anterior dificulta la diferenciacion
entre el PCV2 asociado con enteritis y el PMWS clinica e histopatoldgicamente. Si las lesiones
microscopicas caracteristicas de circovirosis porcina son observadas en linfonodos el caso
definitivamente debe diagnosticarse como PMWS. De cualquier modo es necesario realizar
estudios posteriores para determinar si la enteritis granulomatosa asociada a PCV2 constituye

una entidad patologica diferente clinicamente para que la enfermedad sea considerada en el



diagnostico diferencial de enfermedades diarreicas en cerdos en crecimiento y a término que no

responden al tratamiento con antibiéticos (Chae, 2004).
Circovirosis en México

La presencia de PCV2 en México ha sido reportada en animales con PMWS y PDNS
(Trujano, et al, 2001; Garcia-Reyna et al., 2003; Garcia-Reyna et al. 2004a) mediante hibridacion
in situ (HIS) en tejidos afectados con lesiones caracteristicas de circovirosis porcina. Con
respecto a la falla reproductiva, se han observado muertes neonatales de lechones de alrededor
de 3 dias de nacidos en camadas selectas de granjas de cerdos sin historia ni evidencia
serologica de enfermedades que cursan con trastornos reproductivos tales como PRRS y
parvovirosis. Los lechones de dichas camadas presentaron lesiones sugestivas de circovirosis
fetal y neonatal tales como miocarditis, hepatitis y encefalitis no supurativas. Adicionalmente, en
tejido linfoide se observd una marcada apoptosis multifocal significativamente diferente a la
observada en lechones sanos de la misma edad. En dichos lechones se detect6 la presencia de
PCV2 por aislamiento viral, PCR (Garcia-Reyna et al., 2004a, Garcia-Reyna et al., 2004c) e

hibridacion in situ y en la granja referida es comun la frecuencia de camadas afectadas.

Transmision y patogenia

Se considera que la via aerdgena es la ruta mas probable de transmisién natural de PCV2
entre cerdos (Resendes et al., 2001a). En lechones infectados de forma natural o experimental
se ha detectado en heces, orina, saliva y secreciones oculares; por lo que es probable que éstas
puedan ser vias de excrecion del virus (Krakowka et al., 2000; Calsamiglia et al., 2001;
Resendes et al., 2001; Sibila et al., 2001b).

El PCV2 se localiza principalmente en las células de la linea monocito/macréfago, asi como
en otras células presentadoras de antigeno (Rosell et al., 1999). En sangre periférica las
alteraciones son similares a las detectadas en los 6rganos linfoides, donde se observa una
disminucion en linfocitos T (especialmente linfocitos CD4+ y CD8+) y linfocitos B, asi como un
aumento de los monocitos circulantes (Segalés et al., 2000; Darwich et al., 2000). En el PMWS,
la enfermedad se inicia unas 2-3 semanas después del destete, en cerdos de entre 8-13
semanas de edad (Harding y Clark, 1997; Madec et al., 2000) y la morbilidad varia entre 5y 10%
(Clark y Harding, 1998) con mortalidad variable que oscila entre 4 y 20% (Clark y Harding, 1998;
Segalés et al., 2000b).

Diagnostico



La deteccion de PCV2 en si mismo no necesariamente confirma el diagnostico de
circovirosis porcina ya que debe hacer frente a tres criterios: (i) presencia de signos clinicos
compatibles, (i) presencia de lesiones microscopicas caracteristicas vy (iii) la presencia de PCV2
con estas lesiones. Estos tres criterios separados no son diagndstico de circovirosis porcina
(Choi and Chae, 1999; Choi et al., 2000; Kim and Chae, 2001b).

Las técnicas que se utilizan actualmente son:

e Aislamiento virico (células susceptibles).

El aislamiento de PCV1 y PCV2 se realiza por inoculacion de macerados de muestras
sospechosas sobre cultivos primarios de macrofagos y lineas celulares sensibles de rifion de
cerdo, como la linea PK-15, asegurandose que éstas no se encuentran persistentemente
infectadas. Como los Circovirus no producen efecto citopatico, la replicacion viral se observa
mediante el empleo de técnicas de deteccion viral, principalmente inmunohistoquimica o PCR.

(http://www.sanidadanimal.info/curso/5/5-circovirus.htm).

Tabla 1.
Lineas celulares mas importantes susceptibles a la infeccién por PCV1y PCV2.

LINEAS CELULARES MAS IMPORTANTES SUSCEPTIBLES A LA INFECCION
POR PCVI Y POV2

T PK15 (rinon de cerdo )

PCY1
l PEK (rifion de embrion de cerdo)
sKk-H (testienlo de cordo)
PK15 (rinon de cerdo)?
PCyv2 IBRS2 (rinon de cerdo)

SK (rindn de mono)
ST (testiculo de cerdo)
Vero (rinon de mono)

* Foka Waoa colularse sncnenin oo sdontamente Infoctada, con ovcapoicn de algnnos dlones.

(http://www.sanidadanimal.info/curso/5/5-circovirus.htm)

e ELISA (deteccion de anticuerpos especificos).
Recientemente se ha desarrollado un ELISA de captura que emplea anticuerpo monoclonal

especifico de PCV2. Este ELISA detecta positivamente aislados de PCV2 de distintos paises,



con resultados de positividad comparables a los titulos de infectividad de estos virus, en cultivos
celulares de PK15. La sensibilidad de este método es algo inferior a las técnica de IHQ y como
era de esperar, significativamente menor a la obtenida empleando distintos métodos de PCR
descritos, ya que el ELISA requiere de la presencia de grandes cantidades de antigenos virales
en la muestra. Este hecho, a priori podria suponer una desventaja del método, pero sin embargo
un estudio reciente demuestra que tiene capacidad para detectar todos los animales
experimentalmente inoculados con PCV2 y que manifiestan signos clinicos de enfermedad o

lesiones histoldgicas, donde existen grandes cantidades de virus en tejidos.

¢ Inmunohistoquimica (deteccion de antigenos virales).

Permite la deteccion de antigenos virales sobre improntas de tejido fijadas en acetona,
cortes de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina, o cultivos celulares inoculados. ES una
técnica rapida, emplea de 5 a 6 horas hasta la obtencion de resultados, y de sensibilidad muy
elevada, en algunos estudios incluso superior a la hibridacion in situ. La técnica emplea un
anticuerpo policlonal o monoclonal especifico frente a cada Circovirus en cuestion, que reacciona
con los antigenos virales de la muestra. La deteccion se realiza mediante un anticuerpo

secundario conjugado con una enzima o complejo enzimatico.

e PCR.

La técnica de PCR permite la deteccién de PCV1 o de PCV2 por amplificacion de un
fragmento especifico de su acido nucleico, a partir de muestras de suero o macerados de
6rganos de los animales sospechosos, asi como tejidos embebidos en parafina. Se han
desarrollado distintas técnicas de deteccion viroldgica por PCR para Circovirus porcinos, entre
las que cabe destacar la PCR mudiltiple, método que permite la deteccion simultanea y
caracterizacion de PCV1 y PCV2 en una sola reaccién de PCR. La reaccién de PCR en este
caso emplea dos parejas de “primers” o iniciadores para PCV1y PCV2, que amplifican productos
especificos de 180 y 300 pb respectivamente. Hay que tener en cuenta que un mismo animal
puede resultar infectado por ambos tipos de Circovirus a un mismo tiempo. Las técnicas de PCR
son répidas, especificas y permiten realizar un diagnéstico fiable de la presencia de PCV1 ylo
PCV2, asi como llevar a cabo los estudios epidemioldgicos a gran escala, que estan permitiendo
conocer la incidencia real de estos virus entre la poblacion porcina y clarificar su importancia real
como patégeno concomitante. Su elevada sensibilidad limita sin embargo su uso como
herramienta diagnostica de patdgenos endémicos, que como PCV2 con frecuencia cursan de

forma subclinica. Un resultado positivo de PCV2 por PCR en animales enfermos no significa



necesariamente que la enfermedad esté relacionada con PCV2. El desarrollo de técnicas de
PCR cuantitativas podria en este caso aportar una mayor informacion diagnostica.

e Hibridacion in situ.

Permite la deteccion del genoma viral directamente sobre los tejidos infectados. La técnica
se realiza de forma similar a la IHQ, utilizando sondas de DNA especificas que hibridan con
fragmentos de genoma presentes en muestras sospechosas de contener PCV1 y/o PCV2,
dependiendo de la sonda empleada. La sonda normalmente lleva una molécula diana anclada,
que sera posteriormente reconocida por un anticuerpo especifico conjugado con una enzima o
un complejo enzimatico. La sensibilidad de la técnica respecto a la técnica de

Inmunohistoquimica depende de la sonda empleada (http://www.sanidadanimal.info/curso/5/5-

circovirus.htm).




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Correlacionar las lesiones histopatoldgicas con los resultados de la hibridacion in situ
con el fin de determinar el valor diagnostico de la histopatologia como prueba de

tamizaje en el diagnostico de circovirosis porcina.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar la evaluacion HP de tejidos linfoides de casos compatibles con circovirosis
porcina para determinar la presencia de lesiones caracteristicas y determinar el grado de

severidad de las mismas en los diferentes tejidos linfoides colectados.
e Implementar un protocolo de Hibridacion in situ para el diagndstico de PCV2.

e Correlacionar las lesiones histopatoldgicas con los resultados de la hibridacion in situ
con el fin de establecer un patron histolégico y determinar el mejor criterio microscopico
para el diagnostico de circovirosis porcina.

e Determinar el patrén de HIS en los diferentes sindromes asociados a circovirosis porcina

diagnosticados en el estudio.



MARCO TEORICO

En la actualidad, el diagnéstico especifico de enfermedades infecciosas es prioritario
porque permite la implementacion adecuada de programas de control y prevencion, establece la
prevalencia de enfermedades en cada especie animal o region geografica determinada y detecta

a las enfermedades de reciente descripcion.

La hibridacion in situ (HIS) es la deteccion especifica de la presencia de acidos nucleicos
en secciones de tejidos, la cual combina a la perfeccion los conocimientos bésicos de
histopatologia con las modernas técnicas de biologia molecular. La HIS es particularmente Util en
el diagndstico de enfermedades infecciosas debido a su alta especificidad y sensibilidad. Los
métodos modernos indirectos de HIS utilizan digoxigenina (DIG) como marcador. La DIG es un
esteroide que se obtiene de Digitalis purpurea y Digitalis lanata. Debido a que éstas son la Unica
fuente natural de DIG, los anticuerpos contra DIG no se unen a otro material biolégico. Esto
permite que las sondas hibridizadas puedan ser detectadas con alta afinidad por los anticuerpos
anti-DIG conjugados con fosfatasa alcalina, peroxidasa, fluoresceina u oro coloidal (Boehringer
Mannheim 1996; Brown, C. 1998; Herrington, et. al. 1992; Mullink, et. al. 1989; Speel, et. al.
1994).

En las reacciones de hibridacién la estabilidad de la union entre la sonda y el acido
nucleico blanco tiene un papel muy importante. La fuerza de los hibridos disminuye en el
siguiente orden: ARN-ARN, DNA-RNA, ADN-ADN (Brown, C. 1998). La sensibilidad de la HIS

depende del tipo de sonda de acido nucleico empleada para la deteccion.

Los tipos de sondas empleadas en la HIS pueden ser cadenas cortas de
oligonucleotidos, preferentemente de 20-25 bases, que se denominan oligosondas, sondas de
ADN complementario (CADN) generado mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y
ribosondas. Las sondas obtenidas por PCR tienen la ventaja de que su produccion es
relativamente facil y automatizada y permite la optimizacién del tamafio de las sondas de
hibridacion. Adicionalmente, estas sondas pueden marcarse de manera eficiente mediante la
incorporacion de nuclettidos marcados durante la PCR por lo que se puede producir grandes
cantidades de sondas a partir de cantidades minimas de ADN gendmico o de plasmidos
linearizados. En la PCR, los dos iniciadores hibridizan en secuencias especificas de los extremos
opuestos de las cadenas de ADN. Posteriormente, una polimerasa termoestable (Tag
polimerasa) amplifica los dos iniciadores en una serie repetitiva de ciclos lo cual resulta en una

acumulacion exponencial de copias. Ademas, el tamafio de la sonda amplificada puede ser



definido en las terminaciones 5’ de los iniciadores permitiendo una produccion sencilla de sondas

de un tamafio requerido (Boehringer Mannheim. 1996).

La deteccion de &cido nucleico viral durante la latencia puede ser efectuado por HIS
utilizando sondas de &cido nucleico dirigidas a genes que son abundantes durante la replicacion
viral y que son transcritos con alta frecuencia debido a que la sensibilidad de la HIS depende
considerablemente de tener un nimero adecuado de copias de &cido nucleico viral, arriba de 20-
50, en las células infectadas. Lo anterior es una gran ventaja de la HIS pues detecta una célula
infectada con un alto nimero de copias de acido nucleico o unas cuantas células (3-4) con la
cantidad adecuada de &cido nucleico viral. Otros métodos de biologia molecular como el
southern y northern blot fallan la deteccion en dichas condiciones y en los casos donde se
obtiene una sensibilidad similar, la HIS proporciona la ventaja adicional de localizar con precision
el acido nucleico viral en los tejidos, correlacionando los cambios morfoldgicos con la infeccion
viral (Brown, C. 1998).



MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Para la correlacion de lesiones histopatologicas y patrones de hibridacion in situ se
utilizaron tejidos linfoides de 30 lechones con manifestaciones clinicas sugestivas de circovirosis
porcina, las cuales consistieron en retraso en el crecimiento, emaciacion progresiva, depresion y

aumento de tamafio de linfonodos superficiales acompafiados en la mayoria de los casos con

trastornos respiratorios leves o moderados. Adicionalmente, también fueron incluidos lechones
que presentaron la mayoria de los signos descritos con presencia de dermatitis necrotizante
multifocal. Los tejidos se fijaron en formalina amortiguada al 10% con inclusién en parafina para
el diagndstico histopatologico de lesiones compatibles con circovirosis porcina considerando la
presencia de deplecion linfoide, proliferacion histiocitica, sincitios celulares y cuerpos de
inclusion caracteristicos. Posteriormente, en ensayos ciegos, los tejidos se sometieron a
protocolos de hibridacion in situ utilizando una sonda especifica para PCV2 derivada de PCR y
marcada con digoxigenina, con el fin de establecer los patrones de distribucion del virus. Los
resultados de ambas evaluaciones se agruparon en un cuadro de 2X2 para determinar los
valores de especificidad, sensibilidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo del
estudio histopatolégico frente a la hibridacion in situ. Adicionalmente se realizd de manera
descriptiva mediante el uso de tablas los patrones histolégicos y de hibridacion in situ que

resultaron mas relevantes para el diagndstico de circovirosis porcina.
Patologia

Se procesaron muestras de bazo, tonsilas, linfonodos superficiales y placas de Peyer.
Los tejidos se fijaron inmediatamente en formalina amortiguada al 10% durante 24-48 horas para
su inclusion en parafina mediante métodos rutinarios. De los bloques se obtuvieron secciones de

tres um y se utilizaron para la tincién de hematoloxilina y eosina y protocolos de HIS.

Extraccion de ADN

Para la obtencion del templado para la PCR empleada para la sintesis de la sonda se
realizaron cortes con un grosor de tres micras a partir de bloques de parafina de tejidos que
exhibieron las lesiones caracteristicas de circovirosis porcina. Los cortes se colocaron en tubos
Eppendorf de dos mililitros estériles y se desparafinaron en dos pases de xilol (1000 pl) de 5
minutos cada uno, se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos en cada pase y se
rehidrataron en un pase de 5 minutos en alcohol etilico absoluto (EtOH 100%), se centrifugaron a

12000 rpm durante 5 minutos y un pase de EtOH al 70%, se centrifugaron a 12000 rpm durante



5 minutos. Se decanto el EtOH al 70%. Posteriormente, se dejé secar la muestra a temperatura
ambiente o en estufa (36° C), hasta eliminar cualquier residuo de alcohol y se agregaron 500 pl
del amortiguador de digestion (Tris 10mM pH 8.5, EDTA 1mM, Tween 20 al 0.5% con 200 pg/ml
de proteinasa K) y se incubo por 3 horas a 56° C para lograr la desnaturalizacion de las
proteinas. Transcurrido el tiempo de incubaciéon se agregd 700 pl de alcohol isoamilico-
cloroformo (1:24), se agito por 10 segundos y se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos teniendo
como objetivo acabar de digerir las proteinas y separarlas del ADN. Posteriormente, se transfirio
el sobrenadante a otro tubo Eppendorf estéril, evitando tomar la interfase, se agreg6 350 ul de
isopropanol y se mantuvo a -20° C por 30 minutos seguido de una centrifugacion durante 10
minutos a 12000 rpm. Se decanto el sobrenadante y posteriormente se lavo el boton obtenido
con 500 pl de EtOH 70% y después con 500 ul de EtOH 100%, centrifugando a 12000 rpm
durante 5 minutos entre cada lavado. Se decanto el sobrenadante. EI ADN se dejo secar y se
resuspendio en 35-40 ul de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) o agua grado biologia
molecular (Eppendorf, Hamburg, Germany) y se congel6 a -20° C hasta su uso. La concentracion
del ADN gendmico se cuantifico por medio de un espectrofotometro.

Produccion y Marcaje de la sonda

La produccién de la sonda de cADN se obtuvo mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en un volumen total de 50 pl utilizando los iniciadores PCV7 y PCV10
publicados por Rosell, et al. 1999 con condiciones de amplificacién pre-establecidas en el
laboratorio utilizando un marcaje directo utilizando un kit comercial (PCR DIG Probe synthesis
Kit, Roche Biochemical, Diagnostic, Mannheim, Germany). Durante el marcaje de la sonda se
emplearon dos controles, uno no marcado en los que se utilizé el mismo templado de CVP2
empleado en la sonda marcada y otro marcado (control de marcaje) en el que se utilizé el
templado de Activador de Plasmindgeno Tisular (tPA) proporcionado en el kit comercial. Los
tubos fueron identificados y se realizaron las mezclas como se describe en la tabla 1.
Posteriormente, una vez realizadas las mezclas se procedio a la PCR utilizando un termociclador
MasterCycler (Eppendorf, Hamburg, Germany), empleando las condiciones de amplificacion
referidas en la tabla 2. La visualizacién de los productos amplificados se realizé por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% con solucion amortiguadora Tris 1M, acido bérico anhidro 1M, Naz
EDTA 2H,0 20M (TBE, Promega Corp. Madison, WI, USA) tefiido con 4 ul de bromuro de etidio
(Promega Corp. Madison, WI, USA). En el llenado se los pozos se utilizaron 5 pl de cada mezcla
con 5 pl del amortiguador de corrida (Glycerol 50% v/v, Nao EDTA 2H,0 100mM, duodecil sulfato

de sodio 1% wi/v, azul de bromofenol 0.1% w/v) y un marcador de peso molecular (PCR marker,



Promega Corp, Madison WI, USA). El gel se corrio a 90 volts durante 40-50 minutos y los
productos se visualizaron en un transiluminador de luz UV (Apollo, Instrumentation, Claremont
CA.,USA).



TABLA 2.

Condiciones de amplificacion seleccionadas para la reaccion (marcaje de la sonda ADN).

1 2 3
REACTIVO Sonda | Sonda no | Control de

marcada | marcada | Marcaje
Amortiguador de PCR 10X con MgCl (15 mM) Sul Sul Sul
Mezcla de marcaje
(2mM de dGTP, dATP, y dCTP, 1.3 mM dTTP y 0.7Mm|  5ul | - 5ul
dUTP-DIG)
Solucién dNTP (2mM dGTP, dATP, dCTP y dTTP de
cadauno) 3T R —
Iniciador sentido (+) PCV2 (7.67 ng/ul) 0.5ul 0.5u | -
Iniciador antisentido (-) PCV2 (7.2 ng/ul) 0.5ul 0.5ul | -
Templado PCV2 (Concentracién 2 ug) 4.5ul 4.5u | -
Iniciador sentido (+)tPA | e | e Sul
Iniciador antisentido (-)tPA | e | S5ul
TempladotPA | e | e Sul
Mezcla de Enzima (3.5U/pl) 0.75ul 0.75ul 0.75ul
H20 bidestilada estéril 33.75ul | 33.75ul | 29.25ul




TABLA 3.

Programa de amplificacion PCR para PCV2.

TEMPERATURAS | TIEMPO |CICLOS| PROCESO
98°C 3 min. 1 Pre-PCR
95°C 30 seg. 35 | Desnaturalizacion
58°C 1 min. 35 Alineacion
72°C 90 seg. 35 Extension
72°C 5 min. 1 Extension Final
4°C Variable 1 Conservacion




Hibridacion in situ
Desparafinizacion

Los cortes de tejidos de tres um se colocaron en portaobjetos Probe On Plus (Fisher
Scientific, Pittsburg, USA). Las laminillas se calentaron en una plancha a 60° C por 30 minutos
aproximadamente, se colocaron en las canastillas y se desparafinaron de manera rutinaria con

xilol realizando 3 pases de 5 minutos cada uno y se rehidrataron en gradientes de EtOH; dos
veces durante 5 minutos en EtOH 100%, dos minutos en EtOH 95% y 2 minutos en EtOH70%.

Digestion

Se colocaron las laminillas en el soporte de la estacion de trabajo Fischer Microprobe
(Fisher Scientific, Pittsburg, USA) y se introducieron en Automation buffer™ 1x (Biomeda Corp.,
Foster City CA. USA) durante un minuto, se secaron en papel absorbente. Posteriormente se
digirieron con pepsina al 0.25% pH 2.0 por 10 minutos a 37° C y posteriormente 8 minutos a
105° C, en una estacion de trabajo Fisher Microprobe, se secaron. La digestion se detuvo con 4

lavados en automation buffer™ 1x secando entre cada uno de ellos, se introducieron en

formamida al 100%, 5 minutos a 1059 C, se secaron.
Hibridacion
La hibridacion se realizé con 2l de la sonda de cDNA especifica para PCV2 y 200ul de

solucion de hibridacion para cada par de laminillas y se incubo 5 minutos a 105 °C e

inmediatamente 60 minutos a 37°C.
Deteccion

Las laminillas se lavan 3 veces en solucion salina de citratos al 0.5x, (Promega Corp.
Madison, WI, USA), 3 veces en solucion salina de citratos al 0.2x, secando entre cada lavado.
Posteriormente se incubaron con la solucion salina de citratos al 0.2x por 5 minutos a 370 C,
secar. Las laminillas se introducen en amortiguador 1 (NaCl 0.15M, Tris HCI 0.1M, pH 7.5)
suplementado con 0.3% de Triton X-100 (Fisher Scientific, Pittsburg, PA) y 1% de suero de

borrego, secar.

La deteccidn se realizé6 mediante la incubacion por 45 minutos a 379 C con anti-DIG-AP
(Roche Applied Sciences, Mannheim, Germany), dilucién 1:500 en amortiguador 1 con 0.3% de
Triton-X-100 y 1% de suero de borrego secar, lavar 6 veces en amortiguador 1, secando entre
cada uno de ellos. Remover las laminillas del soporte y agitarlas en Automation buffer™ durante

2 minutos. Colocar nuevamente las laminillas en el soporte (revisar que no se formen burbujas),



secar. Se introducen las laminillas en amortiguador 2 (MgClz 0.06M, NaCl 0.12M, Tris 0.1M pH
9.5) suplementado en el momento de ser utilizado con Tween 20 al 0.4% (Hycel de México SA.
De CV), y Brij 35 (Fisher Scientific, Pittsburg, USA) al 0.25%.

Revelado

Se realiza una mezcla de amortiguador 2 con NBT-BCIP (Roche Applied Sciences,
Mannheim, Germany) incubandose durante 30-60 minutos hasta que se revele. Detener la

reaccion con agua destilada, secar y remover las laminillas del soporte.
Tefiido y Montaje

Se introducen las laminillas en verde rapido durante 5 minutos, se realiza 1 pase en
agua destilada, 1 pase en EtOH 70%, 1 pase en EtOH 95% y 1 pase en EtOH 100%.
Posteriormente las laminillas se montan en medio permanente con Entellan (Merk, Hamburg,

Germany).

Anélisis de resultados

Los valores obtenidos de las evaluaciones histopatolégicas y de la HIS se agruparon en
un cuadro de contingencia de 2X2 para el calculo de los valores de sensibilidad, especificidad,
indice predictivo positivo, indice predictivo negativo, indice de falsos positivos e indice de falsos

negativos de la prueba de HP frente a la HIS utilizando las siguientes formulas (Duncan, 2005):

HIS
Positivo Negativo Total
Positivo a b a+b
HP
Negativo c d c+d
TOta| a+c b + d Gran total

e Positivo verdadero (a) = Proporcion de tejidos HP positivos, en donde el resultado de
HIS sera positivo.

e Falso positivo (b) = Proporcidn de tejidos HP positivos, en donde el resultado de HIS
sera negativo.

e Falso negativo (c)= Proporcion de tejidos HP negativos, en donde el resultado de HIS

sera positivo.



Negativo verdadero (d) = Proporcion de tejidos HP negativo, en donde el resultado de

HIS sera negativo.

Sensibilidad = & x 100
a+c
Especificidad= x 100
b+d
indice de falsos negativos (I.F.N.)= ¢ =%
a+c
indice de falsos positivos (I.F.P)= b . %
b+d
Valor predictivo positivo (V.P.P.) = 24100
a+b
d

Valor predictivo negativo (V.P.N.) = x 100

c+d



RESULTADOS

Los tejidos linfoides procedentes de los 30 lechones con signos clinicos sugestivos de
circovirosis porcina se evaluaron histologicamente para establecer los criterios microscopicos
descritos en la metodologia. Dichos hallazgos y grados de severidad de las lesiones observadas
se agrupan en la tabla 4. De este modo, los 30 nodos linfaticos que se evaluaron presentaron
diversos grados de deplecion linfoide siendo en su mayoria de moderada a severa (M/S) a
severa (25/30). Asi mismo la proliferacion histiocitica que presentaron fue de moderado a M/S
(16/30) y la presencia de sincitios en este tejido vario de leve a moderado (18/30). Se remitieron
28 muestras de bazo las cuales presentaron deplecion linfoide con proliferacion histiocitica de
moderada a M/S (25/28 y 20/28, respectivamente) y presencia de sincitios leve a moderada
(19/28). De los 30 casos evaluados sdlo en 12 se remitieron tonsilas las cuales presentaron
deplecion linfoide leve a moderada (11/12) y proliferacion histiocitica leve (6/12). La presencia de
sincitios en tonsilas fue leve (5/12). Las figuras representativas de los criterios histologicos
evaluados se aprecian en las figuras 1, 2, y 3. La presencia de cuerpos de inclusion
intracitoplasméticos caracteristicos de circovirosis se observd sélo en el 10% de los casos
evaluados y se observaron tanto en bazo como en nodos linfaticos (Figura 4).

Los resultados obtenidos de la evaluacion histopatoldgica y de la HIS se presentan en la
tabla de contingencia de 2x2 (tabla 5). Con base a estos resultados y aplicando las férmulas se
obtuvo un 100% de sensibilidad, 71.42 % de especificidad, un indice de falsos negativos del 0 %
y un indice de falsos positivos del 0.28%. El valor predictivo positivo fue de 92.0 % y el valor
predictivo negativo correspondio al 100%. Cabe sefialar que los cinco casos negativos
verdaderos (negativos por ambas pruebas) corresponden a los casos que resultaron negativos a
la presencia de sincitios celulares en nodos linfaticos, bazo y tonsilas (tabla 4). Los dos casos
falsos positivos por histopatologia presentaron proliferacion histiocitica y presencia de sincitios
leve.

Una vez que se realizaron las evaluaciones microscopicas de los tejidos linfoides con los
datos de historia clinica y las lesiones observadas en otros tejidos derivadas de vasculitis
necrotizante (dermatitis y glomerulitis supurativa) se diagnostico el sindrome asociado a
circovirosis de los casos positivos para determinar el patrén de HIS que presentaron. Los casos
asi agrupados se muestran en la tabla 6. De este modo, el 60% de los casos evaluados
corresponden a PMWS los cuales de manera caracteristica exhibieron una deplecién linfoide
severa con proliferacion histiocitica moderada, presencia de sincitios moderada a severa y un
patron de HIS de distribucion difusa. Las imégenes representativas de los casos de PMWS se
aprecian en las figuras 5, 6, 7'y 8. Por otro lado, el 16.6% de los casos corresponde a PDNS los



cuales exhibieron una deplecion linfoide moderada-severa, proliferacion histiocitica leve-
moderada, presencia leve de sincitios y una distribucion multifocal de la sefial de hibridacion

(figuras 9, 10, 11, 12). El 23.33% restante corresponde a los casos que resultaron negativos a la
HIS.



TABLA 4.

Resumen de los hallazgos histopatoldgicos y grado de severidad en los diferentes tejidos

linfoides incluidos en el estudio

Hallazgos NL* Bazo Tonsila
microscopicos 30 Casos 28 Casos 12 Casos
Grado No. Grado No. Grado No.
Leve 1 |Leve 1 |Leve 3
Moderado 4 | Moderado 12 | Moderado 8
Deplecion linfoide M/S** 8 | MIS 13 | MIS 0
Severo 17 | Severo 2 | Severo 1
Negativo 0 | Negativo 0 | Negativo 0
Leve 4 | Leve 1 |Leve 6
Proliferacion Moderado 8 | Moderado 8 | Moderado 3
Histiocitica M/S 8 | MIS 12 | MIS 0
Severo 6 | Severo 4 | Severo 0
Negativo 4 | Negativo 3 | Negativo 3
Leve 12 | Leve 12 | Leve 5
Moderado 6 | Moderado 7 | Moderado 1
Sincitios M/S 6 | MIS 2 | MIS 0
Severo 1 | Severo 1 | Severo 0
Negativo 5 | Negativo 6 | Negativo 6

*NL = Nodo linfatico
** M/S= Moderado/ Severo



TABLA 5.

Cuadro de contingencia de 2X2 para los valores obtenidos de las evaluaciones

histopatoldgicas y de los resultados de la HIS

HIS”
Positivo Negativo Total
Positivo 23 2 o5
HP*
Negativo 0 5
5
Total 23 7 30
Gran total

*HIS= Hibridacion in situ

"HP = Histopatologia



TABLA 6.
Resumen de los hallazgos histopatoldgicos evaluados en los tejidos linfoides y los
patrones de HIS con respecto a los sindromes asociados a circovirosis porcina

diagnosticados en el estudio.

Hallazgos PMWS PDNS
Microscopicos 18 Casos (60%) 5 Casos (16.6%)
Deplecion linfoide Severa Moderada-severa
Proliferacion histiocitica Moderada Leve-moderada
Sincitios Moderada-severa Leve
Distribucion del virus en HIS Difuso Multifocal

El 23.33% restante de los casos corresponde a los 7 casos negativos a la prueba de hibridacion

in situ.




Figura 1. Deplecion linfoide severa con proliferacion histiocitica leve- moderada difusa.
Bazo. Hematoxilina Eosina 10x. PMWS.

Figura 2. Deplecion linfoide severa con proliferacion histiocitica leve- moderada.
Bazo. Hematoxilina Eosina 40x. PMWS.

Figura 3. Sincitios
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Figura 5. Deplecion linfoide difusa severa con proliferacion histiocitica moderada.

Linfonodo. Hematoxilina Eosina 10X.

Figura 6. En este acercamiento se observa claramente un sincitio en un campo de
deplecion linfoide. Linfonodo. Hematoxilina Eosina 40X.



Figura 7. Sefial de hibridacion intensa difusa.
Linfonodo. Hibridacion in situ. Tincion verde rapido 10X.

Figura 8. Sefial de hibridacion intensa en citoplasma.
Linfonodo. Hibridacion in situ. Tincion verde rapido 40X.

Figura 9. Sefial de hibridacion intensa difusa.

Bazo. Hibridacion in situ. PMWS. Tincién verde répido 10x.



Figura 10. Se observa deplecion moderada con proliferacidn histiocitica difusa leve-
moderada ademas de sincitios.

Linfonodo. PDNS. Hematoxilina Eosina 10X.

Figura 11. Acercamiento de sincitios en el extremo superior izquierdo.

Linfonodo. PDNS. Hematoxilina Eosina 40X.
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Figura 12. Sefal de hibridacién multifocal muy intensa.

Linfonodo. Hibridacion in situ. PDNS. Tincion verde rapido 10X.



Figura 13. Sefal de hibridacion intensa intracitoplasmatica.

Linfonodo. Hibridacion in situ PDNS. Tincion verde rapido 40X.
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Figura 14. Deplecion linfoide leve- moderada con proliferacion histiocitica leve multifocal.

Tonsila. PDNS. Hematoxilina Eosina 10x.

Figura 15. Sefial de hibridacion multifocal intensa.

Tonsila. Hibridacion in situ. PDNS. Tincion verde rapidol0x.



Figura 16. Sefal de hibridacion intracitoplasmatico.

Tonsila. Hibridacién in situ. Tincion verde rapido 40x



DISCUSION

En el diagnostico de PCV2 los tejidos frescos o congelados no siempre son disponibles
para el diagnostico. Por otro lado, la fijacion en formol e inclusion en parafina es un método
estandar de conservacion de tejidos que permite utilizarlos inmediatamente o conservarlos por
afos para su posterior uso en procedimientos diagnosticos (Chae., 2004). Tal es el caso de la
histopatologia y de la hibridacion in situ los cuales forman parte de los principales criterios
diagndsticos de la circovirosis.

El PCV2 se caracteriza histopatologicamente por inflamacion granulomatosa con
presencia de células gigantes multinucleadas (sincitios celulares) y un nimero variable de
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos basofilicos maltiples (Kim y Chae, 2004). Estos Ultimos
se reportan en el 10% de los casos (Rosell et al., 1999). La deteccion del PCV2 habitualmente se
observa en el citoplasma, y mas raramente en el nicleo de macréfagos y células gigantes
multinucleadas de los tejidos linfoides de cerdos afectados de circovirosis porcina (Clark, 1997,
Rosell et al., 1999; Krakowka et al., 2000). Por otro lado, a pesar de la marcada deplecion
linfocitaria observada en casos intensos de circovirosis porcina, el PCV2 no se detecta
practicamente en linfocitos. Desde un punto de vista clinico, existe una marcada correlacion
entre la severidad de la sintomatologia clinica, la intensidad de las lesiones microscdpicas en
6rganos linfoides y la cantidad de PCV2 en las mismas (Krakowka et al., 2001; Quintana et al.,
2001, Rovira et al., 2002).

Por tal motivo, en el presente trabajo la evaluacion microscopica y la deteccion de PCV2
se realizaron en tejidos linfoides puesto que son el blanco de infeccion por PCV2. Se encontro
que en todos los tejidos linfoides evaluados (nodo linfatico, bazo y tonsila) que se determinaron
positivos a circovirosis por HP se presentaron los criterios microscopicos de deplecion linfoide,
proliferacion histiocitica y en la mayoria de los casos la presencia de sincitios. Por otro lado, los
cuerpos de inclusion, aunque caracteristicos, al igual que en otros estudios no constituyeron un
criterio diagndstico importante para descartar o confirmar la circovirosis porcina ya que solo se
presentaron en un bajo porcentaje de los casos (10%). De este modo los resultados de

histopatologia estan en congruencia con lo descrito en la literatura.

Con respecto al grado de severidad y la distribucion de lesiones en tejido linfoide en los
casos de circovirosis porcina se menciona que probablemente depende del estado de la
enfermedad en los cerdos afectados (Rossell et al. 1999) y de la carga viral en los tejidos
infectados (Chae, 2004; Huerta., G. 2005). En el presente estudio se observo que las muestras

de nodo linfatico presentaron consistentemente deplecion linfoide de forma severa, proliferacion



histiocitica moderada y presencia moderada a severa de sincitios celulares mientras que de
manera general las muestras de bazo exhibieron una tendencia a presentar lesiones méas
moderadas e incluso leves. Las lesiones en tonsilas fueron mas inconsistentes ya que el rango
de lesiones fue muy variado aunque con una tendencia moderada; sin embargo hay considerar
que sdlo se evaluaron 12 cortes de tonsilas. En estudios similares, la deteccion de PCV2 en
lesiones caracteristicas fue mayor en nodos linfaticos (Rosell, et al.1999). Por tal motivo, las
muestras de nodos linfaticos tienen un mayor valor diagndstico por presentar consistentemente y
con mayor severidad las lesiones caracteristicas ya que esto incrementa la probabilidad de
deteccion del PCV2 en las mismas.

La deplecion linfoide es una lesion que se observa en diversas enfermedades virales que
conducen a inmunosupresion tales como la infeccion por el virus de PRRS (Rosell, C., Segalés,
J., 1999, Choi and Chae., 2001) o incluso en casos de fiebre porcina clasica (Morrilla, G. A.,
Carvajal. V. M., 2003), entre otros. Sin embargo, también forma parte de los criterios histologicos
descritos para circovirosis (Rosell et. al. 1999) y estuvo presente en todos los casos evaluados
en la presente revision; es decir se observo tanto en casos positivos como en casos negativos
por HIS. Por tal motivo, la deplecion linfoide a pesar de ser un criterio microscopico importante
en el diagndstico de circovirosis porcina por si sola no debe ser considerada como un fuerte
criterio de diagnostico HP. Por otro lado, es importante remarcar que los negativos verdaderos
de este estudio fueron aquellos en los que no estuvieron presentes los sincitios celulares en
nodos linfaticos, bazo y tonsilas y que los Unicos 2 casos falsos positivos por histopatologia
fueron muy escasas la presencia de sincitios ademas de una baja proporcion de infiltrado
histiocitico. Este hallazgo revela que a diferencia de la deplecion linfoide la presencia de sincitios
celulares en compaiiia de una fuerte presencia de infiltrados histiociticos representa un criterio
de alto valor diagnéstico para confirmar o descartar circovirosis porcina mediante la evaluacion
histopatoldgica. Sin embargo, debido al tamafio de la poblacion evaluada este hallazgo debe ser
validado en estudios posteriores y con un nimero mayor de casos.

De cualquier modo, el diagndstico definitivo de enfermedad relacionada con PCV2 esta
basado en la deteccion de antigeno y/o acido nucleico asociada con las lesiones de los cerdos
enfermos. La infeccion por PCV2 actualmente debe ser considerada en todos los casos en los
que se presente retraso en el crecimiento, independientemente del diagnéstico presuntivo
obtenido por el examen clinico. La hibridacion in situ en tejidos se utiliza para detectar acido
nucleico de PCV2. Los protocolos de HIS empleados para la deteccion de PCV2 utilizan
oligosondas y sondas de cDNA derivadas de la PCR (Rosell et. al. 1999; Choi et. al. 2000;
Segalés et al. 2002, Huerta, 2005) y es uno de los métodos mas populares y contundentes de la



participacion del PCV2 en los sindromes descritos debido a que se puede detectar la presencia
del virus asociado a las lesiones caracteristicas. Adicionalmente, la identificacion especifica de
PCV2 en tejidos lesionados puede realizarse por IHQ de tejidos fijados con formalina y

embebidos en parafina.

En este punto, hay que enfatizar que la mayor problemética inherente a la demostracion
de la participacion del PCV2 en los sindromes asociados es la alta prevalencia del virus en
cerdos clinicamente sanos (Segalés, 2002). Por un lado se tiene que el aislamiento viral es
laborioso y requiere varias semanas para perfeccionarlo (Kim y Chae; 2004) y que la PCR a
pesar de ser referida como un método més sensible para la deteccion de PCV2 que la IHQ y la
HIS (Kim y Chae, 2004), s6lo demuestra la presencia de DNA de PCV2 en los tejidos linfoides
mientras que la HIS y la IHQ revelan el &cido nucleico y antigenos de PCV2; respectivamente, en
macrofagos de tejidos lesionados (Rosell, C., et all 1999). Por tal motivo el aislamiento viral y la
PCR de tejidos no representan métodos de confirmacion de circovirosis porcina y la informacion
obtenida mediante la HIS y la IHQ es mas representativa del proceso infeccioso ya que estos
métodos muestran una localizacion celular del virus y/o un nivel relativo de expresion de gene
viral especifico en secciones de tejido. Por lo tanto, en una condicion en la que las lesiones
microscopicas caracteristicas son un importante criterio para el diagnostico sobresalen las

ventajas de la HIS e la IHQ como las técnicas mas adecuadas para este fin (Kim y Chae; 2004).

El valor diagndstico de la HIS y la IHQ en el establecimiento de un diagndstico
confirmativo de circovirosis ha sido investigado. Al realizar una comparacién de ambas pruebas
para la deteccion de PCV2 en tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina se demostro
que la HIS es méas sensible en el diagnéstico de PCV2 (Kim y Chae, 2004). Sin embargo, hasta
el momento no existen estudios que comparen el valor diagnostico de la HP frente a técnicas de
deteccion de PCV2 en secciones de tejidos ni mucho menos que exploren la eficiencia de la HP
como prueba de tamizaje de los casos compatibles con circovirosis porcina y establezcan los
criterios microscopicos de diagnostico méas relevantes que disminuyan la proporcion de

diagndsticos falsos.

Por tal motivo, en el presente trabajo se utilizd a la HIS como estandar de oro para
confirmar la presencia y participacion del PCV2 en los tejidos afectados y compararla con los
resultados obtenidos por HP. Adicionalmente, se eligio esta prueba debido a que proporciona un
detalle celular y arquitectura histoldgica mas definidos (Chae, 2004). De este modo se cubrieron

los tres requisitos para el diagnostico de circovirosis porcina (i) Manifestaciones clinicas clasicas



(i) presencia de lesiones microscopicas caracteristicas,  (iii) la presencia de PCV2 dentro de las
lesiones (Choi and Chae, 1999; Choi et al., 2000; Kim and Chae, 2001b).

La alta sensibilidad, los altos valores predictivos tanto positivo como negativo y los bajos
indices de falsos positivos y negativos nos indican que la evaluacion microscdpica constituye una
excelente prueba de tamizaje para la realizacion de una posterior deteccion del PCV2 por HIS.
Sin embargo, la especificidad obtenida revela que a pesar de que las lesiones son altamente
sugestivas de circovirosis, existe la posibilidad de que lesiones similares sean ocasionadas por
otro agente patdgeno que genere una respuesta granulomatosa y enfatiza la necesidad de

demostrar la presencia del PCV2 como prueba confirmatoria.

Los resultados obtenidos revelan que las sefiales de hibridacion de PMWS y PDNS
muestran una distribucion similar a las descritas en la literatura (Rosell et. al. 1999; Choi et. al.
2000; Segales et al. 2002). La distribucion de la deteccion del PCV2 es mas difusa en PMWS
que en PDNS y se menciona que esta relacionado con que la enfermedad de PMWS es més
aguda dando por resultado lesiones mas marcadas sugiriendo una mayor presencia del virus en
los tejidos. En los casos de PDNS, la reaccion sistémica de hipersensibilidad tipo 11l asociada a
la presencia de depdsitos de inmunoglobulina y de factores de complemento en el bazo y
glomérulo que desencadena la patologia caracteristica sugiere que no son necesarias grandes
cargas virales para el desarrollo de la enfermedad (Higgins, 1993, Helie, et. al. 1995, Sierra, et.
al. 1997). De este modo la distribucion del virus y por lo tanto de las sefiales de hibridacion es

maés discreta y multifocal.

Con respecto a los patrones de HIS, los resultados obtenidos estan en congruencia con
lo reportado en estudios previos y confirman que la distribucion del virus presenta una alta
correlacion con el grado de severidad de las lesiones producidas por PCV2.

Debido a que el diagnostico de los sindromes asociados a circovirosis porcina debe
incluir la presencia de signos clinicos compatibles y el diagnostico de lesiones microscopicas
caracteristicas con la deteccion del PCV2 en las mismas es importante realizar una eficiente

evaluacion HP con el fin de reducir lo mas posible la proporcion de resultados falsos positivos.



CONCLUSION

Las lesiones microscopicas de circovirosis porcina en los tejidos linfoides evaluados

corresponden a las citadas por la bibliografia.

Las lesiones en nodos linfaticos fueron mas consistentes y representativas de la
infeccion por PCV2 al presentar un mayor grado de severidad. Por lo tanto debe
considerarse como la muestra de tejido linfoide de eleccion para el diagnostico

confirmativo de PCV2.

Los sincitios celulares son el mejor criterio microscopico para confirmar o descartar

circovirosis porcina.
La implementacion del protocolo de HIS detectd de manera eficaz la presencia de PCV2

El grado de severidad de las lesiones histopatoldgicas fue mayor en los casos de PMWS
que en los de PDNS y es directamente proporcional a la distribucién del PCV2 en los
tejidos produciendo patrones de HIS caracteristicos.

La HP es una excelente prueba de tamizaje en el diagndstico de circovirosis porcina ya
que presenta una alta sensibilidad y un elevado valor predictivo acompafiado por un
bajo indice de falsos positivo. Sin embargo, la especificidad es moderada y resalta la

importancia de realizar un diagnéstico confirmatorio por HIS.
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