SOAD NACIONAL AUTONOM4 p
(e ¥engg

=3¢ ‘—-'

Universidad Nacional Auténoma De México

Facultad De Estudios Superiores Cuautitlin

Estandarizacion e implementacién de una técnica
de PCR en Tiempo Real para la determinacién de
la carga viral de Circovirus Porcino Tipo 2
(PCV2) en corazones fetales procedentes de falla
reproductiva en cerdas.

Tesis

Que para obtener el titulo de:
Médica Veterinaria Zootecnista

Presenta:

Lilian Monserrat Ramos Santes

Asesora: Dra. Lucia Angélica Garcia Camacho

Coasesor: M. en C. Alejandro Vargas Ruiz

Cuautitlan Izcalli, Estado de México 2016




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



" _ FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DAD DE ADWNTﬁ“RACIﬁ"N ESCOLAR

DEPARTAMENTO DE EXAMINES PROFESIONALLS

. N A, M.
cUiTAD DE ESTUDIOS

VM'!EIF- DAD NAQ,!ONAE.

AVFRCMA DE ASUNTOY' v‘(ﬁ%%—”thATomo
MEXICO TR T
M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE i

ATN: LA. LAURA MARGARITA C 'AZA.R FIGUEROA

Jefa del I)t.p‘n famento de Examencs

Profesional&Sidé T FES Cuantitlan.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccién de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos La Tesis:

Estandarizacion e implementacion de una técnica de PCR en Tiempo Real para la determinacion de la carga
viral de Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2) en corazones fetales procedentes de falla reproductiva en cerdas.

Quiz presenta la pasante: LILIAN MONSERRAT RAMOS SANTES
Ceon numero de cuenta: 30815105-7 para obtener el Titulo de: Médica Veterinaria Zootecnista

Considerando que dicho trabajo relne los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE . )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 21 de octubre de 2016.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA

PRESIDENTE Dra. Lucia Angélica Garcia Camacho

S e e R
U, r{uyu naireZ Aivarez

QECRETARIO Dra. Cynthia Gonzalez Ruiz

Le IPLENTE _MV.Z Jesis Aruro Sandoval Romero

2do SUPLENTE MV.Z AlmaNoemi Montes De Oca Chavez | %

NOTA: Los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesion 1I (a rt. 127).
En caso de que algin miembro del jurado no pueda asistir al examen profesional deberd dar aviso por anticipado al de
(Art 127 REP)

LMCF/ntm*

tamento.



“Todos las personas adultas fueron alguna vez nifios
(aunque pocas de ellas lo recuerden)”.
Le Petit Prince

Antomne de Saint-Fxupéry



AGRADECIMIENTOS

Este es uno de los momentos més felices de mi vida y quiero agradecer y compartir
con quien ha estado conmigo toda mi vida, quien me crio, cuido y es uno de mis ejemplos a
seguir: mi madre; una mujer como ninguna, de caracter fuerte y corazén humilde, siempre
trabajando para sacarnos adelante y muy a pesar de los malos ratos tu siempre tenias un
abrazo y un beso que llegan al alma. Tus consejos e incluso regafios eran exactos, de ti
aprendi lo importante que es dar siempre tu mayor esfuerzo para uno mismo y nuestros
seres queridos. TU confiaste en todo lo que sofié y me ayudaste siempre que lo necesite.
Podemos pasar muchos males pero tu amor lo cura todo.

Agradezco también a la Universidad Nacional Autonoma de México, quien me
acogio desde los estudios de bachillerato y posteriormente la licenciatura en mi alma mater
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan que me lleno de sabiduria, conocimiento y
grandes momentos.

A mis asesores la Doctora Lucia Angélica Garcia Camacho y el Maestro en
Ciencias Alejandro Vargas Ruiz, quienes no solo fueron mis mentores en este camino, sino
también mis amigos, consejeros y maestros; quienes con paciencia y su tiempo lograron
que este trabajo se concluyera, les tengo mucho carifio y respeto.

A mi querido y amado ingeniero David; es increible como dos personas tan
diferentes los puede unir el amor y la admiracién. Gracias por todo este tiempo juntos y por
apoyarme en esto, aungque muchas veces no sabias de lo que hablaba tu siempre escuchabas
atentamente; gracias por creer en mi, soportarme cuando yo menos podia, darme animos y
sobre todo darme mucho amor y carifio cuando lo necesite, cuando senti que ya no podia tl
estabas a mi lado. Te amo demasiado.

A mis queridos jefes, amigos y padres, la M.V.Z. Elisa Miranda Cortés y el M. en
C. Ismael Hernandez Avalos quienes me adoptaron y me han ensefiado muchos afios la
dedicacion, el trabajo y el esfuerzo para lograr cada dia ser mejor y ayudar a muchos
animalitos, gracias por confiar en mi y aceptarme en Can&Cat, en esa fenomenal familia
donde tuve el gusto de formar amistades valiosas como la de sus padres Eli, Alex,
Armando, Thaor, Andri, Nani, Alma, etc. Espero nunca en la vida defraudarlos y prometo
poner en préactica todo lo aprendido.

Por su tiempo para revisar este trabajo y ayudarme a mejorarlo, a la Dra. Cynthia
Gonzélez Ruiz, a la M.V.Z. Alma Montes de Oca Chéavez, al Dr. Hugo Ramirez Alvarez y
al M.V.Z. Jesus Sandoval Romero.

Por ultimo pero no menos importantes, los fabulosos amigos que hice en esta
aventurada travesia llamada Medicina Veterinaria y Zootecnia, Angie, Jessi, Dani, Dulce,
Yuli... y asi una pequefia pero muy querida lista.



VI.

VII.

VIII.

INDICE

INICE v, 1
RESUMEN. .. 3
N 02 (T4 1 1S 4
Indice de figuras Y tablas. .........c...eeen e 6
INtrOdUCCION. ... e e e 7
5.1 Generalidades del CIrCOVITUS. ..........ooiiuiitiiii e 7
5.2 Antecedentes de la enfermedad asociada a Circovirus porcino......................... 10
5.3 Patogenia de la enfermedad asociada a Circovirus porcino..................c.oeeeuene. 12
5.4 Falla Reproductiva asociada a circovirus porcino tipo 2..........c.oevvvrevnenennnn. 13

5.5 Diagnostico de la enfermedad asociada a circovirus porcino............................ 16

5.6. Uso de PCR en tiempo real para el diagndstico de PCV2 y su asociacion con

POV A DD 17
5.7 Prevencion de PCV2. ... ..o, 18
JUSHITICACION. ..o e 20
(@] o] 5 A7 21
Material Y MEOUOS. .......coueeeriiieiieieeee e et 22
8.1 DiSefo EXPEIIMENTAL........ccceieiieieieee e ens 22
8.2 Seleccion de MUESITAS .......eueieint ettt 22
8.3 Extraccion de ADN. ... ..o i 22
8.4 Amplificacion de ADN por PCR.........o.iuiiiiiiiiiiiiee e 23
8.5 Amplificacion de ADN por qPCR...... ..o 26
8.6 Visualizacion en gel de agarosa...........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiieee e 27
8.7 Analisis de resultados. ... ..ot 28




RESUITATOS ...t e et e e e e e e ee e e e e e e e e e e eeeeeeeneeeeeeeees 29

DHSCUSTON ...ttt e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e 38
CONCIUSTONES . . . e e e e ettt e 42
BIbIIOGIrafia .......ovieeieee e 43




Il. RESUMEN

La falla reproductiva asociada a circovirus porcino tipo 2 (FR-PCV2) es una
presentacion clinica de la enfermedad asociada a PCV2 (PCVAD) que se caracteriza por
incrementos de abortos, mortinatos y mortalidad neonatal. La deteccion de PCV2 se ha
demostrado en mortinatos y recién nacidos aunado a la transmision transplacentaria del
virus en ausencia de otros agentes infecciosos. Las lesiones fetales y neonatales mas
consistentes son la miocarditis y la encefalitis no supurativa asociada a la detecciéon de
PCV2 en dichas lesiones. Se ha demostrado que existe una alta carga viral de PCV2 en
casos de FR-PCV2. Con la finalidad de estandarizar una técnica de PCR en tiempo real que
coadyuve al estudio de la FR-PCV2 en México, se utilizaron 15 muestras de miocardio
fetal procedente de cerdas positivas a PCV2 por PCR punto final. Por lo cual se determiné
que la temperatura de alineacion, concentracion de MgCl, y de iniciadores optimas para la
amplificacion de un producto de 145 pb fueron de 60° C, 1.5 mM y 50 pM,
respectivamente.  Posteriormente, las condiciones de amplificacion se optimizaron en
tiempo real para la determinacion de la carga viral de 15 corazones fetales con estatus pre-
determinado de FR-PCV2. Los puntos de cruce (Cp) se observaron entre los ciclos 30-32
con curvas de desnaturalizacion definidas. La cuantificacion relativa revel6 una baja carga
viral de los tejidos cardiacos evaluados. Los resultados demuestran que el protocolo
validado es eficaz y sensible para la determinacion de la carga viral de PCV2 en tejido

cardiaco por lo que sera de utilidad para el estudio de la FR-PCV2.




I11. ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucléico.
ADV: Virus de la enfermedad de Aujesky (por sus siglas en inglés, Aujeszky Disease Virus).
Cbp: Cuanto baste para.
CSFV: Virus de la fiebre porcina clésica (por sus siglas en inglés, Classical Swine Fever Virus).
Cp: Punto de cruce (por sus siglas en inglés, cross- point)
EDTA:Acido etileno-diamino tetraacético (por sus siglas en inglés Ethylendiaminetetraacetic acid).
EMCV: Virus de la encefalomiocarditis (por sus siglas en inglés, Encephalomyocarditis Virus).
EtOH: Alcohol etilico.
FR: Falla reproductiva.
FR-PCV2: Falla reproductiva asociada a PCV2.
g.b.m.: Grado biologia molecular.
HIS: Hibridacion in situ.
HP: Histopatologia.
HPRT: Hipoxantina fosforibosiltransferasa
IHQ: Inmunohistoquimica.
M: Mol o moles.
MgCl,: Cloruro de magnesio.
ml: Mililitros.
mM: Milimolar.
MPB: Marcador de peso molecular.
NTC: Control sin templete (por sus siglas en inglés, Non templete control).
ORF: Marcos de lectura abierta (por sus siglas en inglés, Open reading frames).
pb: Pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés, Polymerase chain reaction).




PCV: Circovirus porcino (por sus siglas en inglés porcine circovirus).

PCVAD: Enfermedad asociada a circovirus porcino (por sus siglas en inglés, porcine circovirus

associated disease)
PCV1: Circovirus porcino tipo 1 (por sus siglas en inglés, porcine circovirus type 1).
PCV2: Circovirus porcino tipo 2 (por sus siglas en inglés, porcine circovirus type 2).

PDNS: Sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (por sus siglas en inglés porcine dermatitis and

nephropathy syndrome).

PEV: Enterovirus porcino.

pH: Potencial de hidrogeniones.
PK-15: Linea celular de rifion de cerdo.

PNP: Neumonia necrotizante proliferativa (por sus siglas en inglés, proliferative necrotizing

pneumonia).
pM: Picomol

PMWS: Sindrome multisistémico de emaciacion post-destete (por sus siglas en inglés, postweaning

multisystemic wasting syndrome).
PPV: Parvovirus porcino (por sus siglas en inglés, porcine parvovirus).
rpm: Revoluciones por minuto.

PRRSV: Virus del sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo (por sus siglas en inglés, porcine

reproductive and respiratory syndrome virus).

SDS: Duodecil sulfato de sddio (por sus siglas en inglés, Sodium dodecyl sulfate).
Taq: Thermus aguaticus.

U: Unidades.

pl: Microlitros.
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V. INTRODUCCION

5.1 Generalidades del circovirus

El circovirus porcino (PCV) pertenece a la familia Circoviridae dentro del género
Circovirus. ElI PCV presenta un ADN circular pequefio no envuelto de cadena sencilla de
aproximadamente 1800 pares de bases que contiene seis marcos de lectura abiertos (ORFs)
y se replica de forma auténoma en células de mamiferos (Yoon et al., 2003; Chae, 2004;
Schmoll et al., 2008). EI PCV fue originalmente identificado como contaminante de lineas
celulares de rifidén de cerdo (PK-15). Posteriormente, al ser caracterizado se determind que
existen dos tipo de virus los cuales se clasificaron como PCV1 y PCV2 (Charles et al.,
2002; Chae, 2004; Meetrs et al., 2005, Madson et al., 2011).

El PCV1 es un contaminante persistente de lineas celulares PK-15 y hasta la fecha
no ha sido asociado con el desarrollo de la enfermedad dado que la inoculacién
experimental de cerdos no promueve enfermedad clinica. Por tanto, se considera que el
PCV1 no es virulento. En contraste, el PCV2 se identifica como patégeno porcino virulento
(Bogdan et al., 2001; Chae, 2004) y ha sido recuperado a partir de tejidos positivos a
PMWS en Europa, Asiay América del Norte. Por secuenciacion, se demostré que el PCV2
difiere significativamente del PCV1 avirulento en la secuencia de la proteina de la
nucleocapside. Mundialmente, se ha determinado una alta homologia (>96%) entre las
secuencias de diferentes tejidos aislados de PCV2, pero no asi con las secuencias del PCV1
con las que presenta una similitud aproximada del 62%. Lo anterior ha sugerido que los
aislados de PCV2 derivan de un solo genotipo de virus patégeno. Asi mismo, se ha
planteado la hipétesis de que diferentes cepas de PCV2 pueden ser responsables de

diferentes presentaciones de enfermedades (Chae, 2004).

El PCV2 genera persistencia viral, ya que la infeccion es de larga duracion en el
huésped, rara vez causa enfermedad aguda y el propio virus es genéticamente estable
(Villarreal et al., 2000). Comunmente, los cerdos se infectan por cepas del mismo genotipo,
aunque la coinfeccion con varios tipos ha sido también reportado (Grau-Roma et al., 2008).
Se ha sugerido que el PCV2 puede generar cuasiespecies que se define como un grupo de




virus gque se encuentran en el mismo huésped y que sufren mutaciones genéticas con el

tiempo. La tasa de evolucion rapida apoya dicha hip6tesis (Firth et al., 2009).

El tropismo del PCV2 a los tejidos linfoides es bien reconocido, acumulandose en
grandes cantidades en el citoplasma de los macrofagos en los foliculos linfoides (Sorden et
al, 2000), cardiomiocitos y hepatocitos (Sanchez, et al.; 2003), timo, bazo, higado, rifion,
nodulos linfaticos, mucosa nasal, pulmon, intestino delgado, médula Osea, encéfalo y
testiculo (Nielsen et al., 2004). Adicionalmente, por ser uno de los virus mas pequefios
conocidos (Todd et al.,, 2005), el PCV2 carece de enzimas virales propias para su
replicacion, por lo tanto, depende de las enzimas de la célula huésped presentes durante la
fase de sintesis del ciclo celular para completar el ciclo de replicacion (Tischer et al., 1987).

La region intergénica contiene el origen de replicacion con una estructura de
horquilla que incluye una secuencia palindrémica de ocho nucledtidos en ambos lados y
estd bordeado por dos marcos de lectura abierta, ORF1 y ORF2 (figura 1). EI ORF1 se
encuentra en la cadena positiva y codifica las proteinas Rep y Rep' implicadas en la
iniciacion de la replicacion. EI ORF2 esté situado en la hebra negativa de la replicacion del
genoma de PCV2 de doble cadena y codifica la proteina Cap que compone la cépside del

virus (Faurez et al, 2009).

La sintesis del filamento principal y la cadena retrasada se desacopla y la
replicacion de circulo rodante es tanto unidireccional y asimétrica. Después de la infeccion
de células permisivas, la sintesis de la cadena retardada que implica un mecanismo que no
ha sido totalmente esclarecido en el PCV (figura 2), comienza a partir del ADN de una sola
hebra positiva viral. Esto produce la forma superenrollada de doble cadena de replicacion
(RF) del genoma (Faurez et al, 2009). A partir de entonces, un complejo de proteina
iniciadora RCR se une a la estructura de la horquilla y desestabiliza el origen de replicacion
(Cheung et al., 2003).
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Figura 1. Representacion del genoma de PCV-2. Flecha negra: Open Reading Frame 1 (ORF1), se
encuentra en la cadena positiva, que codifica la proteina Rep y el Rep'. Flecha gris: Open Reading Frame 2
(ORF2), se encuentra en la cadena negativa, que codifica la proteina Cap. Entre ORF1 y ORF2 existen
regiones intergénicas. El origen de replicacidon se encuentra en la region intergénica entre los comienzos
de los dos ORFs. H1, H2, H3 y H4 son hexameros (Faurez et al., 2009).

Este complejo estd compuesto por proteinas Rep y Rep' recién sintetizados en los
PCV o de homodimeros de las proteinas Rep como se ha descrito en algunos plasmidos y
geminivirus. La proteina iniciadora RCR de la horquilla se corta para generar un extremo 3
'OH libre y la unién covalente entre el complejo y de la extremidad del genoma viral 5'. La
ADN polimerasa de la célula huésped inicia la replicacion del ADN viral desde el extremo
3 'OH libre. Cuando la unidad 1 del genoma ha sido replicado, el complejo Rep cierra la
horquilla de forma covalente. Esto conduce a la liberacién de una molécula de ADN
circular positiva de una sola hebra parental y una molécula de ADN de doble cadena
circular compuesta de la hebra parental negativo y la cadena positiva de nueva sintesis. La
molécula de ADN de cadena sencilla sera encapsidada o, como en los geminivirus,
participara en un segundo ciclo de replicacion (Faurez et al., 2009). Un incremento de 3a 5

veces de ADN de doble cadena se observo para geminivirus en la ausencia o inactivacion




de proteinas Cap (Padidam et al, 1999). Sin embargo, los mecanismos que gobiernan la

regulacion de estas dos posibilidades son desconocidos (Faurez et al, 2009).

Figura 2. Modelo de replicacion circulo rodante de virus de cadena simple. Hebra negra: cadena
parental positiva y genoma viral. Hebra azul: Cadena retardada negativa. Hebra roja: cadena lider
positivo. A y B: la conversion del genoma viral hebra uUnica en el ADN de doble hebra replicativa
intermedio se produce en la célula. c y d: REP complejo se une a la estructura de la horquilla, que es el
origen de replicacidn e inicia la replicaciéon por separar el ADN. d y e: celula DNA polimerasa inicia la
replicacion de ADN viral a partir de la extremidad 3 'OH libre y el complejo REP todavia se une el extremo
5'. F y G: después de una ronda de replicacion, el complejo REP cierra el ADN y libera una sola cadena de
ADN y un ADN de doble cadena. h ', h "y h"': el ADN se puede utilizar para la replicacion o puede
encapsularse (Faurez et al., 2009).

5.2. Antecedentes de la enfermedad asociada a circovirus porcino

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) fue descrito por primera vez en 1996, cuando se
identificd la infeccion en piaras libres de patdgenos especificos en el oeste de Canada.
Posteriormente se informd de un nuevo sindrome, denominado sindrome multisistémico de
emaciacion post-destete (PMWS) (Chae, 2004). Desde la identificacion de PCV2 y su
aceptaciobn como agente causal del PMWS, el PCV2 ha sido asociado en otras
manifestaciones clinicas que afectan a los cerdos. En general, los sindromes clinicos y
enfermedades asociadas con infecciones de PCV2 se dividen en manifestaciones prenatales

y post-natales. En el primer caso, la infecciébn por PCV2 estd vinculada a fallos

( 1
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reproductivos (Kim et al., 2004; Chae, 2004). En el segundo, se encuentran el PMWS y la
enteritis granulomatosa las cuales afectan a cerdos en etapas de iniciacion y a cerdos de
mayor edad en etapa de crecimiento y finalizacion, respectivamente. Adicionalmente, se
reconoce al circovirus como uno de los agentes importantes que participan en el desarrollo
del Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina (PDNS) y que presenta un papel
importante dentro de las etiologias del complejo respiratorio porcino (Chae, 2005). La
infeccion por PCV2 es ubicua dentro de la poblacion porcina, por tanto, se ve en los cerdos
de todas las edades y géneros. La seropositividad de ganado porcino se ha detectado en
diferentes paises alrededor del mundo y se han encontrado enfermedades asociadas a PCV2

en las cuales pueden variar en su gravedad (Schmoll et al., 2008).

El analisis de la secuencia de los genes de ORF1 y ORF2 ha revelado que el grado
de variacion de nucleotidos es mayor en el ORF2, el cual codifica la principal proteina
estructural de la capside. Por tal motivo, se sugiere que puede existir una relacién entre la
variacion de la proteina de la capside y la patogenicidad de PCV2 debido a que cualquier
modificacion importante de la capside viral puede alterar el tropismo tisular y/o las
interacciones virus-huésped (Chae, 2004). En regiones de Inglaterra, Irlanda y otros paises,
el PDNS es mas frecuente que el PMWS. Por otro lado, se ha sugerido que el PCV2 aislado
de falla reproductiva y de PDNS puede ser fenotipica o genéticamente diferente de PCV2
asociado a PMWS (Chae, 2004; Pittman, 2007).

El PCV2 es un agente infeccioso que causa importantes pérdidas econdémicas a los
porcicultores de todo el mundo. A partir de 15 analisis genémicos del PCV2 recuperados de
piaras en 3 estados de los Estados Unidos que padecian "casos esporadicos de una
enfermedad de comienzo agudo de alta mortalidad”, se describié en 4 de estos la
identificacion de 2 genogrupos de PCV2. Asi mismo, se determind que estas diferencias
presentaron  relacion verdaderamente significativas con respecto a la gravedad de la
enfermedad (Allan et al., 2007). Con base a dicho hallazgo, se realizaron analisis
filogéneticos que han demostrado que los aislados de PCV2 se pueden dividir en dos
genogrupos principales que ahora se conocen comunmente como PCV2a y PCV2Db
(Opriessing et al., 2008; Shen et al., 2010).

Debido a la diversidad de presentaciones clinicas en las que el PCV2 ha sido

vinculado, el término de enfermedad asociada a circovirus porcino (por sus siglas en inglés
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PCVAD) es comunmente utilizado por consenso. La PCVAD incluye tanto la enfermedad
subclinica y clinica (Shen et al., 2010; Madson et al., 2011).

Se ha detectado que los brotes de PCVAD mas importantes y de mayor
preocupacion en Canada, Carolina del Norte y el medio Oeste de Estados Unidos han sido
provocados por el genogrupo PCV2b, de los cuales se confirma mayor prevalencia de ADN
en el suero de calostro de cerdas y en la mayoria de las granjas con problemas de abortos,
éstos lechones que nacieron débiles 0 muertos eran predominantemente positivos a PCV2b.
Se cree que lo que produce ésto es la trasmision de PCV2 en los hatos de cria y que puede
provocar una exposicion del genogrupo PCV2b continuamente creciente entre los hatos
productores (Shen et al., 2010).

Estudios han comparado la virulencia de PCVV2a 'y PCV2b en cerdos convencionales
libres de patdgenos especificos, quedando en comin acuerdo que en los brotes graves de

PCVAD se ha aislado con mayor frecuencia el genogrupo PCV2b (Opriessing et al., 2008).

5.3. Patogenia de la enfermedad asociada a circovirus porcino

La via de entrada de PMWS es oronasal, cuando los cerdos entran en contacto
directo con cerdos infectados, su diseminacion es multisistémica a partir de los ganglios
linfaticos y se puede transmitir horizontalmente por contacto directo a través de via
oronasal, fecal, y vias urinarias. Por otro lado, en FR-PCVAD la viremia en las cerdas es el
mecanismo probable de transmision vertical a los fetos y también se puede detectar PCV2
en el semen de verracos infectados, como se demuestra por la presencia de antigenos
virales en el miocardio de los fetos nacidos muertos y momificados, asi como los lechones
nacidos vivos; dichos animales pueden servir potencialmente como fuente de transmision
de PCV2 en FR-PCVAD (Shen et al., 2010).

La PCVAD es considerada una enfermedad multifactorial en la que la presencia del
virus es necesario para desencadenar la enfermedad clinica. Esta situacion y la ubicuidad
del PCV2 hacen que el diagndstico de la enfermedad sea dificil, sin embargo se puede
lograr a través de la deteccion de virus o anticuerpos. La coinfeccién con el PPV vy el
PRRSV provoca lesiones mas graves, a veces con signos clinicos comparables a los

observados en situaciones de campo. De hecho, en condiciones de campo, el PCV2 infecta
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solo. Dentro de los posibles factores desencadenantes de PMWS vy falla reproductiva en
cerdos infectados por PCV2, la infeccion por PRRSV es considerada un importante factor
de riesgo (Fraile et al., 2009). EI aumento de tasas de deteccion de PCV2 en casos de
neumonia necrotizante y proliferativa (PNP) son reflejo de altas incidencias de la infeccion

en cerdos de engorda que son independientes de la enfermedad (Drolet et al., 2003).

5.4. Falla reproductiva asociada a circovirus porcino tipo 2

Se reconocen dos clases principales de falla reproductiva tardia en cerdas. La
primera clase esta representada por agentes infecciosos que causan la infeccion primaria del
tracto reproductivo (considerado responsable de un 30-40% de abortos, fetos momificados
y mortinatos) y dentro de la segunda clase se incluyen toxinas, tensiones ambientales y
nutricionales, y enfermedad sistémica (de origen infeccioso y no infeccioso). Dentro de la
primera categoria se incluyen los virus que se caracterizan por promover muerte fetal
debido al ataque directo al feto y/o de la placenta tales como el virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), el parvovirus porcino (PPV), el virus de la
enfermedad Aujeszky (ADV), el virus de la fiebre porcina clasica (o del colera porcino por
sus siglas en inglés/HCV), el enterovirus porcino (PEV) y el virus de la encefalomiocarditis
(EMCV) asi como el PCV2 (Maldonado et al., 2005; Schmoll et al., 2008).

En falla reproductiva, la transmision de la cerda a la camada es principalmente via
vertical (o transplacentaria). Las infecciones transplacentarias con diferentes virus ocurren
con regularidad en las cerdas, la patogénesis y el resultado con cada uno de ellos puede ser
muy variable. Virus de la fiebre porcina clésica (CSFV), PRRSV, PPV, PEV, EMCV vy el
ADV son conocidos por ser capaces de cruzar la barrera placentaria. En cada uno de estos
casos, la transmision vertical es una consecuencia de una infeccion primaria inicial en la
cerda seguido de viremia, el virus se propaga por la circulacion materna a los tejidos
fetales, en estos casos, el efecto sobre la continuacion de la gestacion dependera de la
cantidad de fetos que se infectan durante la viremia materna, la rapidez con la que el virus
se propaga de fetos infectados a los fetos no infectados dentro del Gtero y el numero de
fetos que permanecen vivos (Pensaert et al.; 2004). Estudios realizados muestran que PCV2
es capaz de replicarse y causar lesiones en los fetos despues de la inoculacion intrafetal, se

demostro que el corazén contiene el mayor nimero de células infectadas por el virus lo que
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confirma que este 6rgano es el principal sitio de la replicacion de PCV2 en los fetos. La
disminucion del nimero de cardiomiocitos infectados en los fetos difiere segln el tiempo
de gestacion; ademas se puede observar lesiones macroscépicas en los fetos infectados en
gestacion media, lo cual indica que las lesiones eran una consecuencia de una amplia
replicacion del virus y que puede estar relacionado con la ausencia de inmunocompetencia

fetal en esta etapa (Sanchez et al; 2001, Sanchez et al; 2003).

La falla reproductiva asociada al PCV2 (FR-PCV2) fue descrita por primera vez a
finales de 1990 en Canada (West et al., 1999), su presentacion es variable al momento en
que ocurre la infeccion viral, debido al estado de los anticuerpos y la duracion de la viremia
en el animal. La manifestacion clinica méas consistente de FR-PCV2 se basa en el

incremento de nacidos muertos y fetos momificados en el parto (O'Connor et al., 2001).

La presencia de PCV2 en fetos y lechones neonatales sugiere que la transmision
vertical puede ser un medio importante de transmision viral, este modo de transmision
puede estar relacionado no s6lo para el fracaso reproductivo, sino también para el
desarrollo de la enfermedad multisistémica més tarde en la vida de los cerdos infectados
(Bogdan et al., 2001; O’ Connor et al., 2001; Charles et al., 2002). La diseminacién inicial
de PCV2 esté ligada a la movilidad de las células infectadas, generalizandose la infeccion
al sistema linfoide y a numerosos 6rganos. La presencia subsiguiente de virus en sangre que
puede durar meses, contribuye a la diseminacion de PCV2. Los datos existentes, sugieren
que en las infecciones subclinicas por PCV2 mantienen una baja carga viral del virus que se
encuentra en sangre y en los drganos linfoides durante al menos unas 10 semanas. Se ha
confirmado la transmisién transplacentaria y presencia de PCV2 en mortinatos y recién
nacidos (Nielsen et al., 2004, Ritzmann et al. 2005).

En ocasiones, las cerdas jovenes de reemplazo localizadas fuera de las instalaciones
en los centros de aclimatacion pueden mostrar signos clinicos de infeccion por PCV2
sistémica y pueden indicar posiblemente problemas reproductivos inminentes después de su
introduccion al hato de cria. Estudios confirman que durante un brote de fracaso
reproductivo asociado a PCV2, un pequefio porcentaje de cerdas jovenes en una unidad de
desarrollo que suministra la granja muestran signos clinicos de neumonia, diarrea y falla
sistémica (Pittman, 2007; Madson et al., 2011). Este fracaso reproductivo se caracteriza por

mala implantacion, resultado de un cambio irregular del estro, que en ocasiones puede
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producir reabsorcion embrionaria, fallas durante la gestacion que terminan en aborto, la
reduccion de tamafio de la camada debido al aumento del nimero de lechones no viables en
el parto y abortos de fetos nacidos muertos cerca de plazo o lechones prematuros. Aborto
en gestacion temprana, fetos momificados, muerte embrionaria temprana también se
observo en estudios realizados en Corea (Madson et al., 2009; Kim et al., 2004). Sin
embargo, la presentacion clinica de abortos, fetos momificados y nacidos muertos en
operaciones porcinas debe distinguirse de la infeccion por otros agentes, incluyendo el
virus del PRRSV, PPV, ADV, PEV y otros (Madson et al., 2011).

La falta de deteccion de fallas en la reproduccién asociada a PCV2 en 1999 era
probablemente debido a que no existian pruebas para la deteccion de PCV2 y al
desconocimiento de la patogénesis de la infeccion viral que se refiere a las hembras
prefiadas. Por otra parte, los signos clinicos pueden ser evidentes en el animal. El aborto no
es una caracteristica comun y no todos los fetos son infectados en el Utero; por lo tanto, el
fracaso reproductivo asociado a PCV2 probablemente fue mal diagnosticado debido a las

similitudes de PPV-asociado a fracaso reproductivo (Madson et al., 2009).

Antigenos de PCV2 se demostraron en lesiones del miocardio y el virus fue aislado
en tejidos de corazones afectados o combinado de pulmén y el bazo de nacidos muertos y
algunos lechones neonatales (Pensaert, 2004). PCV2 es ubicuo y todos los animales en las
granjas convencionales son seropositivos en el momento de la madurez sexual (Labarque et
al., 2000; Sanchez et al, 2001). La inmunidad de la cerda no juega un papel en el feto, ya
que, los factores inmunes especificos no atraviesan la barrera placentaria de la madre hacia
el feto durante la gestacion (Tizard, 1996). Estos experimentos mostraron que PCV2 causa
patologia fetal y muerte sin afectar a la fisiologia materna o la gestacion; el virus, una vez
en contacto con los tejidos fetales causa la muerte fetal con o sin respuesta inmune fetal en
funcion de la edad de gestacion, la propagacion intrauterina del virus se produce con
bastante lentitud y puede ser la razon de la progresion ininterrumpida de la gestacion
(Pensaert, 2004).

Una asociacién entre PCV2 y el fracaso reproductivo se ha demostrado de forma
limitada experimentalmente inoculando virus en el Gtero. El &cido nucleico de PCV2 se ha
demostrado en el semen de verracos infectados experimentalmente, que plantea la

posibilidad de infeccion de los fetos por PCV2 a través de la inseminacion artificial y la
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posible falla reproductiva. El efecto de la infeccion por PCV2 en el desarrollo
inmunologico del feto también es de interés, ya que el virus se sabe que acttan sobre los
linfocitos (Yoon et al., 2003).

Los resultados de un estudio sobre la distribucion de ADN de PCV2 en el tracto
reproductivo, demuestran que los ovocitos y embriones de cerdas con anticuerpos positivos
a PCV2 pueden estar asociados con diferentes tejidos del tracto reproductivo. Aunque la
presencia de PCV2 se ha demostrado en los casos de mortinatos, aun no se determina la

cantidad de ADN viral presente en los animales afectados (Brunborg et al., 2007).

5.5. Diagnostico de la enfermedad asociada a circovirus porcino

Para el diagndstico de PCVAD necesariamente se deben cubrir 3 criterios: la
presencia de signos clinicos compatibles, lesiones microscopicas caracteristicas y la
presencia del virus en estas lesiones (Kim et al., 2001; Calsamiglia, 2002; Chae 2005). En
tejidos, el PCV2 puede ser detectado por inmunohistoquimica (IHQ), Hibridacion in situ
(HIS), inmunofluorescencia indirecta (IFA), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
aislamiento viral (Calsamiglia et al., 2002). Los productos de ADN generados mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tienen la ventaja de que su produccion es
relativamente fécil y automatizada, permitiendo un eficiente marcaje simultaneo y la
optimizacion del tamafio de las sondas de hibridacion. La incorporacién de nucleétidos
marcados durante el PCR puede producir grandes cantidades de sondas a partir de
cantidades minimas de ADN gendmico o de plasmidos linearizados. En la PCR, los dos
iniciadores hibridan 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. La incorporacion de nuclet6tidos marcados durante la PCR puede producir
grandes cantidades de productos a partir de cantidades minimas de ADN genomico o de
plasmidos linearizados. Ademas, el tamafio de los productos amplificados puede ser
definido en las terminaciones 5’ de los iniciadores permitiendo una produccion sencilla de

sondas de un tamafio requerido (Boehringer, 1996).
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5.6. Uso de PCR en tiempo real para el diagnostico de PCV2 y su asociacion con
PCVAD

La PCR en Tiempo Real (PCR-RT) es una excelente herramienta de diagnostico de
respuesta inmediata, éste sistema se llama asi debido a que las amplificaciones acumuladas
pueden ser directamente controladas durante el proceso de amplificacion de ADN. La
cuantificacion de ADN se basa en la determinacion del ciclo umbral cuando el producto
amplificado por el PCR se detecta por primera vez, cuanto mayor sea el nimero de copias
de ADN de entrada inicial, se detecta cuanto antes el producto de amplificacion (Yang et
al., 2007).

En comparacion con la PCR convencional y el ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA), la PCR-RT ofrece una manera eficaz de detectar fragmentos
especificos, rapida y cuantitativamente; y al mismo tiempo, los resultados falsos positivos y
la contaminacion se pueden prevenir con eficacia. EIl principal problema con la PCR
convencional es la contaminacion de los productos cuando se examinan en geles; por esta
razon se comienza a utilizar mas ampliamente la PCR-RT, ya que utiliza TagMan que tiene
una mayor sensibilidad, se realiza en un tubo cerrado, no requiere electroforesis post PCR y
requiere menos tiempo (Yang et al., 2007; Zhao et al., 2010). La mayoria de los ensayos de
PCR-RT para la deteccion de PCV2 utilizan una sonda de hibridacion como método de
deteccidn y se aplican principalmente en muestras de suero. Los iniciadores suelen basarse
en cepas de PCV2 locales (Yang et al., 2007). La principal region conservada de PCV2 se
encuentra en el ORF2 por lo que constituye un marco de referencia ideal para detectar al
virus. Esta regién muestra una alta diversidad entre el PCV1y el PCV2 (Zhao et al., 2010).

Ademas las expectativas han aumentado con la adopcion tecnologica de PCR-RT
cuantitativa (QPCR), debido a que se puede determinar la cantidad relativa de ADN de
PCV2 en las muestras; esto tiene un potencial bioldgico importante porque las
concentraciones de ADN del virus en los tejidos son positivamente relacionados con la
disminucion severa de linfocitos sistémicos y de células reticuloendoteliales infiltradas en
los ganglios linfaticos (Harding et al., 2008). La causa y la epidemiologia de PCVAD se
han investigado y debatido. Debido a la ubiquidad del virus y que la infeccion por PCV2

es un requisito, se postula que otros cofactores son necesarios para activar o inducir la
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enfermedad (Harding et al., 2008). Lo anterior sugiere que puede existir una relacion entre
la cantidad de ADN de PCV2 en el suero y el higado, principalmente, y la gravedad de la
PCVAD (Mclntosh et al., 2009).

Por otro lado, la carga de PCV2 en heces determinada por PCR-RT es
significativamente mayor en cerdos jovenes procedentes de granjas afectadas por PCV2
que de cerdos de granjas no afectadas, mientras que en verracos y progenitoras, en la etapa
de maternidad se detectan cargas similares de PCV2 en las heces. Se postula que
posiblemente la diferencia en la carga viral observada en los jovenes se asocia a la
exposicion temprana de PCV2 o a la dosis infecciosa por parte de la madre a la que fueron
expuestos cuando eran lechones (Mclintosh et al., 2008). Se espera que en las aplicaciones
futuras de la PCR-RT el rendimiento e interpretacion de los ensayos mejore para que sean
usados en laboratorios de diagndstico y poder incluir medidas de eficacia en la vacunacion,
el tratamiento y bioseguridad para PCVAD, con el fin de dar mas recomendaciones a los
veterinarios y productores porcicolas (Harding et al., 2008; MclIntosh et al., 2008).

5.7. Prevencién de PCV2

Desde la primera descripcion de PMWS vy la participacion de PCV2 como el agente
causal primario, se han disefiado vacunas eficaces para la prevencion de PCV2. Dichos
inmunogenos incluyen vacunas inactivadas, vacunas de ADN Yy vacunas recombinantes de
subunidades que expresan proteinas virales de PCV2. Un elemento importante en la
creacion de éstas es la identificacion de la proteina Cap como el principal inmunégeno, que
induce la proteccion contra la estimulacion subsiguiente con PCV2; esto contrasta con la
proteina Rep, que es débilmente inmunogénica (Opriessnig et al., 2008). Sin embargo, en
un estudio se demostrd que la proteina Rep es casi tan inmunogénica como la proteina Cap
basado en perfiles de anticuerpos de cerdos infectados procedentes de diferentes granjas
(Pérez-Martin et al., 2008). Las vacunas subunitarias dan lugar a seroconversion de PCV2 y
posterior a la exposicion promueven la eliminacion del virus. Se ha demostrado que las
vacunas basadas en el ORF2 fueron superiores para activar las células T CD8" y promover
respuestas de anticuerpos neutralizantes frente al virus, sugiriendo un papel crucial del
ORF2 en la proteccion inducida por la vacuna contra PCV2 (Opriessnig et al., 2008;
Kekareinen et al., 2010).
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Desde 2004, una serie de vacunas comerciales estan disponibles para el mercado
porcino en todo el mundo (Opriessnig et al., 2007). La primera vacuna en el mercado fue
CIRCOVAC® (Merial), una vacuna con adyuvante oleoso basado en PCV2 inactivado para
uso en cerdas adultas y cerdas jovenes, de dos a cuatro semanas antes del parto. Los otros
productos comerciales son vacunas recombinantes disefiadas para usarse en cerdos en
crecimiento, alrededor de dos a cuatro semanas de edad o mas. Ingelvac CircoFLEX se
administra en una sola dosis, mientras que Porcilis PCV® / Circumvent® (Intervet-
Schering Plough) se aplica en dos dosis. Ambas son vacunas de subunidades basadas en el
producto de la ORF2 expresada por sistemas de baculovirus. Una cuarta vacuna es Suvaxyn
PCV2 One Dose®, que se basa en un virus quimerico inactivado que lleva el gen de la
capside inmunogénica ORF2 de PCV2 en un esqueleto del genoma de PCV1 no patdgeno.

Las cuatro vacunas se basan en cepas de genotipo PCV2a (Kekarainen et al., 2010).

Los datos de estudios de campo han demostrado que todos las vacunas comerciales
muestran una eficacia clara, una considerable reduccién de las pérdidas productivas
asociadas al PCV2 en cerdos en crecimiento, ya sea vacunado o procedentes de granjas de
cria vacunadas; por lo tanto, la mejora gradual de ganancia y conversion alimenticia diaria,
disminucion de las tasas de mortalidad y la reduccion del costo de los medicamentos son
algunos de los beneficios observados en las granjas vacunadas (Fachinger et al, 2008;
Segalés et al, 2009; Kekarainen et al., 2010).

En general se cree que la base principal de la eficacia de la vacuna de PCV2 se basa
en el efecto protector de anticuerpos anti-PCV2, ya sea adquirido pasivamente o inducido
activamente (Opriessnig et al., 2009). Sin embargo, las respuestas de anticuerpos bajos, asi
como la falta de desarrollo de anticuerpos después de la vacunacidén, no siempre se
correlacionan por falta de proteccion. La inmunidad celular se propone como la més
importante para la defensa protectora (Kekarainen et al., 2010). Los niveles de anticuerpos
maternos PCV2 son un determinante importante de la respuesta de un lechén a la infeccion
por PCV2, cuanto mayores sean los niveles de anticuerpos maternos mayor proteccion
tendran los lechones (McKeown et al., 2005). La capacidad de PCV2a de promover
proteccion cruzada contra la infeccion de casos de PCV2b esté respaldada por el éxito de
las vacunas comerciales de PCV2 introducidas en el campo. Todas las vacunas comerciales
disponibles en la actualidad se basan en PCV2a y sin embargo son muy exitosos en la

reduccion de la morbilidad y mortalidad en los granjas con PCVAD, la que ahora se detecta
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mas comunmente es PCV2b. Anteriormente en el 2005 granjas de América fueron
seropositivas antes de la apariciéon de los brotes de PCVAD vy sin embargo los rebafios
aparentemente no estaban protegidos, por lo cual pasaron a un estadio de PCVAD mas

grave (Opriessnig et al., 2009).

VI. JUSTIFICACION

La falla reproductiva es probablemente la enfermedad producida asociada a la
infeccion por PCV2 con mayor impacto econdmico ya que incrementa notablemente la
mortalidad y la proporcion de lechones no viables y por causar pérdidas en la ganancia de
peso media e indice de conversion. En México, la FR-PCV2 ha sido descrita desde el 2004
en casos de muertes neonatales de lechones de alrededor de tres dias de nacidos en piaras
selectas de granjas de cerdos sin la participacion del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino y el parvovirus porcino. En dichas camadas se observo miocarditis,
hepatitis y encefalitis no supurativas, lesiones caracteristicas de circovirosis fetal y
neonatal, y se detectd la presencia de PCV2 por aislamiento viral, PCR e HIS (Garcia-
Reyna et al., 2004a, Garcia-Camacho et al. 2006, Garcia-Reyna, 2006). Asi mismo, se han
detectado casos bien documentados de FR-PCV2 en cerdas en diferentes estados de la
Republica Mexicana (Quintero et al., 2010) en los que se determind que la evidencia de
necrosis y miocarditis en fetos y neonatos por histopatologia es una buena prueba tamiz con
respecto a su relacion con el resultado de la hibridacién in situ, pero que la asociacion de
FR-PCV2 debe ser confirmada por HIS y/o PCR anidada. En dicho estudio, se detectaron
39% casos compatibles con FR-PCV2 con base a los criterios diagnosticos y 47% de
transmision transplacentaria (Enriquez et al., 2010, Enriquez, 2009). Dichos pardmetros son
mas altos que los descritos en otros paises (Maldonado et al., 2005, Lyoo et al., 2001,
Ritzmann et al., 2005). Asi mismo, se determind que la severidad de la lesion es
dependiente de la edad y que la distribucion de PCV2 en los corazones fetales por HIS fue
sugestiva de una baja carga viral misma que puede ser confirmada por PCR en tiempo real
(Enriquez et al., 2010, Enriquez, 2009). Por tal motivo, el presente trabajo tiene como
objetivo estandarizar una técnica de PCR en tiempo real para la determinacion de la carga

viral de PCV2 con la finalidad de proporcionar datos cuantitativos de casos de FR-PCV2.
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VIl. OBJETIVOS

GENERAL
Estandarizar e implementar una técnica de PCR en tiempo real para determinar de la carga
viral de Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) en corazones fetales procedentes de falla

reproductiva en cerdas.

PARTICULARES

e Determinar la temperatura de alineacion Optima de los oligonucleétidos para la
amplificacion de un segmento de ORF2 de PCV2 y del gen constitutivo
Hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT1) por PCR punto final.

e Determinar la concentracion optima de MgCl, para la amplificacién de PCV2 y del
gen constitutivo Hipoxantina fosforibosiltransferasa (HPRT1) por PCR punto final.

e Determinar la concentracién éptima de templado de ADN para la PCR en tiempo
real.

e Determinar la concentracion optima de iniciadores para la PCR en tiempo real.

e Implementar la técnica de PCR en tiempo real para la determinacién de la carga

viral en corazones de fetos procedentes de casos de FR-PCV2.
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VIII. MATERIALES Y METODO

8.1 Disefio experimental

El estudio se realizd en el Laboratorio A de Patologia Molecular Veterinaria de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan Campo 4 (FESC C4), ubicada en la Carretera Cuautitlan — Teoloyucan Km 2.5
San Sebastidn Xhala Cuautitlan lzcalli, Estado de México. Para la estandarizacion de la
técnica de gPCR, se utilizaron 15 muestras de miocardio fetal procedente de cerdas
positivas a PCV2 por PCR punto final. Una vez estandarizada la técnica se implemento
para determinar la carga viral de éstas 15 muestras con estatus pre-determinado de FR-
PCV2 con base a los criterios diagnosticos: signos clinicos de falla reproductiva,
miocarditis no supurativa e hibridacion in situ (HIS) positiva de forma aleatoria (Chae,
2005).

8.2 Seleccion de muestras de FR-PCV2

Se realizo la seleccion de tejido cardiaco incluido en parafina procedente de fetos
abortados de cerdas que presentaron signologia de FR-PCV2 del archivo de muestras del
laboratorio de Patologia Molecular Veterinaria de la FES-Cuautitlan, UNAM. Dichas
muestras fueron recolectadas de distintos estados de la Republica Mexicana como Yucatan,
Sonora, Veracruz, Guadalajara, Michoacan, Guanajuato. A estas muestras se les identificd
el status de PCV2 por HIS y PCR punto final.

8.3 Extraccion de ADN

A los corazones fetales seleccionados incluidos en parafina, se les realizaron cortes
de 20 micras los cuales se colocaron en tubos conicos de la marca Eppendorf de 2 ml
estériles para realizar la extraccion de ADN por un procedimiento estandar de precipitacion
en alcohol (Enriquez, 2009). Las muestras se desparafinizaron mediante tres pases de xilol
(1000 pl) de 5 minutos cada uno, centrifugando a 12000 rpm durante 5 minutos en cada
pase y se rehidrataron en un pase de 5 minutos en alcohol etilico absoluto (EtOH 100%) y
se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos y un pase de EtOH al 70%, se centrifugo a

12000 rpm durante 5 minutos. Se decantd el EtOH al 70% y posteriormente, se coloco en el
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concentrator 5301 a 30°C durante 8 minutos para eliminar el exceso de alcohol y secar la
muestra. Acto seguido, se agregaron 500 pl del buffer de digestion (Tris 10mM pH 8.5,
EDTA 1mM, Tween 20, 0.5% con 200 pg/ml de proteinasa K) y se incubo por 20 horas a
56° C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se inactivo la enzima a 99°C durante 20
minutos para centrifugar a 12,000 rpm durante 5 minutos y se agregé 700 pl de cloroformo
isoamilico (concentracion 1:24) y se centrifugo nuevamente a 12000 rpm por 5 minutos.
Después de este paso, la fase superior de la mezcla se retir6 y se transfirio a un nuevo tubo
Eppendorf, evitando tomar la interface y se agregaron 350 ul de isopropanol y se mantuvo
a -20°C durante toda la noche, la muestra se descongelo para realizar una centrifugacion
durante 10 minutos a 12000 rpm, se decant0 el sobrenadante y se agregd 500 pl de EtOH al
70%. La muestra se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 minutos, se elimin6 el EtOH al 70%
y se agreg6 500 ul de EtOH al 100% para centrifugar nuevamente a 12,000 rpm durante 5
minutos. Una vez que se elimind el EtOH al 100%, se colocaron las muestras en el
concentrator 5301 a 30°C durante 8 minutos para eliminar el exceso de alcohol y se secaron
perfectamente las muestras. Finalmente, la muestra de ADN se resuspendié en 40 pl de
agua grado molecular y se almacend a -20°C hasta su uso. La concentracion de las muestras
se cuantific6 mediante espectrofotometria (Biophotometer, Eppendorf, Hamburg,

Germany).

8.4 Amplificacion de ADN por PCR punto final

Para la PCR se utilizaron los iniciadores descritos en la Tabla 1. Posteriormente se
programé en el termociclador (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany) y se
determind la temperatura de alineacion Optima mediante un gradiente de temperatura (57°,
58°, 599, 60° y 61° C) con base a la Ty, promedio de los iniciadores (Tabla 2) y se realizaron
curvas de concentracion de Cloruro de Magnesio MgCl, (1.5, 2.0, 2.5, 3.0 mM) para
determinar la concentraciéon éptima. Se realiz6 la PCR a un volumen de 50ul: 50 ng de
ADN (1 pl), 50 pM de cada uno de los iniciadores P1 y P2 (1 pl de cada uno), 10 pl de
amortiguador de reaccion de PCR a 1X de concentracion (5X GoTaq Flexi Buffer), 0.2 mM
de dNTPs (1 pl), 1.5 mM de MgCl; (3 pl), 2.5 U de Taq polimerasa (GoTag, Promega
Corp., Madison WI., USA) (0.5 ul) y agua grado biologia molecular cbp 50 ul. La

composicion de la mezcla de la PCR se muestra en la Tabla 3 y sus condiciones de
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amplificacion en la Tabla 4; mientras que la composicién de la mezcla del HPRT1 se

muestra en la Tabla 5 y sus condiciones de amplificacion en la Tabla 6.

Tabla 1.
HPRT1

Secuencias de los iniciadores para la amplificacion de PCV2 y del gen

Iniciadores

Tamario del producto

Fw 5-ATAA CCCAGCCCTTCTCCTACC-3'

PCV2 | Rn 5-GGCCTA CGTGGTCTACATTTCC-3' 145 pb
Fw 5-TTG CTG ACC TGC TGG ATT AC-3’
HPRT1 | Rn 5-CTG ACC AAG GAA AGC AAA GT-3 229 pb

Tabla 2. Gradientes de temperatura utilizados (59.5°C +/- 1.5° C)

O

010 O

O

O

O

O100]0

58.0*

58.1 | 58.2 | 58.6

58.8

59.2*

59.6

60.1* | 60.4 | 60.8 | 61.0*

61.2

* Temperaturas de alineacion probadas en la PCR

Tabla 3. Composicion de la mezcla de PCR para PCV2.

Reactivos Concentracion
Amortiguador de reaccion PCR 1X
MqgCl, 1.5mM
DNTP’s 0.2mM
Iniciador sentido 1
Iniciador antisentido 1
Taq polimerasa 2.5 U/ ul
ADN 50 ng
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Agua g.b.m cbp 50 pl

e g.b.m: grado biologia molecular

Tabla 4. Condiciones de amplificacion de un segmento del gen ORF2 de PCV2 por
PCR

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS REACION
(°C) (segundos)
95 300 1 Pre-
desnaturalizacion
94 60 35 Desnaturalizacion
60 60 35 Alineacion
72 30 35 Elongacion
Repetir desde el
paso 2
72 600 1 Elongacion final
4 Conservacion

Tabla 5. Composicion de la mezcla de PCR para la amplificacion del gen HPRTL1.

Reactivos Concentracion
Amortiguador de reaccion PCR 1X
MgCl, 1.5 mM
DNTP’s 0.2mM
Iniciador sentido 50 pM
Iniciador antisentido 50 pM
Taq polimerasa 25U/ ul
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ADN 50 ng

Agua g.b.m cbp 50 pl

e g.b.m: grado biologia molecular

Tabla 6. Condiciones de amplificacion para la PCR del gen HPRT1

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS REACCION
(°C) (segundos)
95 300 1 Pre-
desnaturalizacion
94 30 35 Desnaturalizacion
50 30 35 Alineacion
72 30 35 Elongacién
Repetir desde el
paso 2
72 600 1 Elongacion final
4 Conservacién

8.5 Amplificacién de ADN por PCR cuantitativa (QPCR)

Previo a la estandarizacion de la gPCR, la temperatura de alineacion y la
concentracion de MgCl; e iniciadores 6ptimos para la amplificacién se determinaron por
PCR punto final utilizando las siguientes condiciones: un paso de desnaturalizacion inicial
de 94°C durante 300 segundos, seguido de un paso de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C durante 60 segundos; alineacién a 60 °C por 60 segundos, un paso de elongacion a 72
°C por 30 segundos, y un ciclo de elongacion final de 72 °C durante 600 segundos. La
qPCR se realizo en reacciones de 25 pl en un equipo Agilent Technologies Stratagene Mx
3005P usando QuantifastSYBR Green Master Mix (QIAGEN, USA) como sistema de
amplificacion y deteccion y 50 ng de ADN. Se realizaron curvas para determinar la

concentracion éptima de los iniciadores. Cada muestra se ejecut6 por triplicado y con una
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reaccion control sin templete de ADN (NTC, Non Template Control) en placas dpticas de 8
pozos (UltraFlux® Low Profile 8-strip 0.1 mL w/8-strip of Flat cap). Posterior a la
activacion de la enzima a 94°C por 5 minutos, se siguieron las condiciones estandar de
amplificacion siguiendo 35 ciclos de desnaturalizacion a 60°C por 30segundos, alineacion
y elongacion a 72°C por 30segundos. Posterior a la amplificacion, se incrementd la
temperatura de 65°C a 95°C para construir una curva de disociacion y se determiné la

especificidad del producto amplificado.

Tabla 7. Composicion de la mezcla de la qPCR para la amplificacion de un segmento
del gen ORF2 de PCV2

Reactivos Volumen en pl
QuantifastSYBR Green Master Mix 12,5
Iniciador sentido 1
Iniciador antisentido 1
ADN 1
Agua g.b.m 95
Volumen total 25

e 0.b.m: grado biologia molecular

8.6 Visualizacion de los productos de amplificacion en gel de agarosa

La visualizacion de los productos de amplificacion de la PCR se realiz6 por
electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. El gel se preparé con 1 gramo
de agarosa (Promega Corp., Madison WI., USA) en 49 ml de amortiguador TBE 1X
(Promega Corp., Madison WI., USA) La mezcla se coloco en horno de microondas en
potencia alta en ciclos de 15 segundos sin alcanzar ebullicion hasta la disolucion. Acto
seguido, se agrego bromuro de etidio (2.5ug/ml). La camara horizontal de electroforesis
(Owl separation systems, Inc. Portsmuth, NH, USA) se cargé como sigue: Se tomaron 4 pl
del producto de la PCR y se agregaron 4ul del amortiguador de carga (Loading buffer,
Promega Corp., Madison WI., USA) y la mezcla total se depositd en los pozos seleccionados
del gel de agarosa al 2%. En el primer carril consistentemente se cargaron 4ul de marcador
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de pares de bases (PCR Markers y/o 1Kb marker, Promega Corp., Madison WI., USA) el
cual se diluyé de la manera descrita. Posteriormente, se realiz6 la electroforesis a 80 volts
por una hora y las bandas se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta (Apollo,
Instrumentation, Calif, USA). Los resultados de la electroforesis se documentaron usando
el programa Doc-It Software (UVP, Cambridge UK) utilizando una cémara digital
(Olympus camera, Tokyo, Japan).

8.7 Anélisis de resultados

Para la determinacion de la carga viral de PCV2 se utilizd el método de
cuantificacion relativa, comparando del punto de cruce (cross- point/CP) de la muestra
desconocida con una muestra blanco (Non Template Control). Todas las cuantificaciones
de las muestras desconocidas y de la muestra blanco fueron normalizadas con un control
interno. En este estudio se utilizé el gen constitutivo (housekeeping) hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HPRT). Primero, el Cp de la muestra y del Cp control interno
HPRT (Cp HPRT) fueron determinados para cada muestra para el calculo de la ACp el cual
resulta de la diferencia del Cp de la muestra y Cp HPRT. Posteriormente, al ACp de cada
muestra se resta el ACp del blanco. Esta diferencia es llamada AACp y la cantidad relativa
se calcula por 2-AACp. Asi, la diferencia en la expresion de la muestra se expresa como n-

veces relativa al calibrador.

Las ecuaciones para calcular AACp en el método de cuantificacion relativa son:
Cp de la muestra —CpHPRT = ACp.

ACp de la muestra —ACp del blanco = AACp.

Cantidad relativa = 2 24

Los resultados de los triplicados se expresaron como la media + el error estandar.
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IX. RESULTADOS

Con base a las condiciones descritas para la amplificacion de secuencias de PCV2
con los iniciadores utilizados (Yang et al. 2007), se obtuvieron productos de 145 pb los
cuales corresponden al tamafio esperado. Sin embargo, en los primeros ensayos las bandas
no presentaron una buena definicion (Figura 3). Posteriormente, se procedié a la
amplificacion utilizando un gradiente de temperatura en la cual se observaron bandas
moderadamente definidas de 145 pb en la temperatura de 58, 59.2, 60.1, 61° C (Figura 4).
Con base al gradiente, se selecciond la temperatura de 60.1° C como temperatura dptima de

alineacion.

Con respecto a la composicion de la mezcla de PCR, se realizaron curvas de
concentracion de MgCl, e iniciadores. La amplificacion con base a una curva de
concentracion de MgCl, reveld bandas bien definidas de 145 pb en las concentraciones de
1.5 mM vy 2.25 mM (Figura 5) por lo que se eligié la de 1.5 mM como concentracion
optima de MgCl,. La concentracion 6ptima de iniciadores fue de 50 pM. Asi mismo, se
determind que la concentracién minima de deteccion de templado fue de 20 ng, por lo que
se selecciond una concentracion estdndar de 50 ng para la amplificacion por PCR punto
final.

Asi mismo, para la cuantificacion relativa de la carga viral de PCV2, se
estandarizaron la composicion de la mezcla de PCR y la temperatura 6ptima de alineacion
para la amplificacion del gen constitutivo hipoxantin-guanin fosforibosil transferasa 1
(HPRT1) por PCR punto final. Se determin6é que las concentraciones de MgCl, y de
iniciadores asi como temperatura de alineacion para dicha amplificacion fueron de 1.5 mM,
40pM vy 50° C, respectivamente. El gel representativo de la amplificacion de secuencias
HPRT1 con un tamafio de 225 pb se presenta en la Figura 6.
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Figura 3. Amplificaciéon de secuencias del gen ORF2 de PCV2 por PCR con base a las condiciones
descritas previamente (Yang et al. 2007). Gel de agarosa al 1.5%. En el primer carril se muestra el
marcador de pares de bases (MPB), en las lineas (L) 1 a 4 se aprecia mala visualizaciéon de productos

amplificados de 145 pb .

58° 59.2° 60.1°

Figura 4. Gradiente de temperatura para la amplificacion del gen ORF2 de PCV2. Gel de agarosa al
1.5%. En el primer carril se muestra el marcador de pares de bases (MPB), las lineas (L) 1 a 4
corresponden a las temperaturas del gradiente en grados centigrados (58, 59.2, 60.1, 61,
respectivamente). Se muestran productos amplificados de PCV2 (145pb).
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L5mM 1L75mM 2ZmM 2.25mM

Figura 5. Curva de concentracién de MgCl, para la amplificacién del gen ORF2 de PCV2. Gel de
agarosa 1.5%. En el primer carril, marcador de pares de bases (MPB), las lineas (L) 1 a 4 corresponden
a las concentraciones de Cloruro de Magnesio de 1.5, 1.75, 2 y 2.5 mM, respectivamente. Se muestran

productos amplificados de PCV2 (145pb).

Figura 6. Amplificacién de secuencias del gen endégeno HPRT1. Gel de agarosa al 1.5%. En el primer
carril se encuentra el marcador de pares de bases (MPB). En la linea L1 se visualiza producto

amplificado de 229 pb del gen HPRT1.
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Las condiciones de amplificacion determinadas en las técnicas de la PCR punto
final para la amplificacion de secuencias del gen ORF2 de PCV2 por PCR (Figura 7) y del
gen HPRT1 (Figura 8) se utilizaron para la optimizaciéon de la gPCR. Con dichas
condiciones, se realizaron curvas de concentracion de templado y de iniciadores para la
determinacion de la concentracion minima de deteccion. Con base a los resultados de las
curvas, para ambos protocolos se eligié una concentracién de 50 ng y concentraciones de
iniciadores de 50pM y 40pM para PCV2 y para el gen de HPRTL1, respectivamente. De este
modo, las condiciones finales de amplificacion para la cuantificacion relativa de la carga
viral de PCV2 y del gen enddgeno fueron: concentracion de MgCI2 de 1.5mM,
concentracion de iniciadores de 50pM vy concentracion de templado de 50 ng con
temperaturas de alineacion de 60°C y de 50°C para PCV2 y del gen HPRT],
respectivamente. Las curvas representativas de amplificacion de PCV2 y del gen HPRT1
por gPCR se muestran en las Figuras 9 y 10, respectivamente, se anexa también una curva
comparativa entre PMWS y muestras de FR-PCV2 (Figura 11). Asi mismo, se realizaron de
curvas de disociacion para determinar la especificidad de los productos de PCV2 por gPCR
(Figura 12) y de HPRT1 (Figura 13). En las curvas de disociacién de PCV2, se observaron
picos inespecificos pequefios de amplificacion. Por tal motivo, los productos amplificados
por gPCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa, observandose Unicamente
productos de 145 pb para PCV2.

La implementacion de la técnica de gPCR para la deteccion de PCV2 en los 15
casos de FR-PCV2 reveld que todos los casos de tejido cardiaco con estatus positivo de
PCV2 por PCR punto final fueron positivos por gPCR. Las Figuras 14 y 15 muestran los
resultados de electroforesis en gel de agarosa correspondiente a 10 casos de FR-PCV2 por
PCR en punto final y de los productos amplificados por qPCR, respectivamente. De cada
muestra se realizo la amplificacion del gen constitutivo y se determind la carga viral. Los
resultados de la cuantificacion relativa se presentan en la Tabla 7. En general, la carga viral

de los casos fue baja.
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Figura 7. Condiciones de amplificacion del gen ORF2 de PCV2 por gPCR. Se indican el tiempo
estimado del programa de gPCR para la amplificacion de los productos (flecha azul), el rango de
temperatura (Y-axis, flecha roja), los segmentos del perfil de amplificacion (flecha verde), y las
temperaturas especificas de cada segmento (flecha negra).
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Figura 8. Condiciones de amplificacion del gen HPRT1 por qPCR. Se indican el tiempo estimado del
programa de gPCR para la amplificacion de los productos (flecha azul), el rango de temperatura (Y-
axis, flecha roja), los segmentos del perfil de amplificacion (flecha verde), y las temperaturas especificas
de cada segmento (flecha negra).
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Figura 9. Curva de amplificacion de PCV2 por gPCR. Se puede observar el Cp (Punto de cruce
[cross-point) de muestras plenamente identificadas y el NTC (non-templete control/reaccién

control sin templete de ADNY/).

Amplification Plots
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Figura 10. Curva de amplificacion del gen HPRT1 por qPCR. Se puede observar el Cp (cross-
point /punto de cruce) de muestras plenamente identificadas y el NTC (non-templete
control/reaccion control sin templete de ADNY/).
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Amplification Plots
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Figura 11. Curva de amplificacion comparativa entre un caso de PMWS y casos de FR-PCV2.
Se puede observar el Cp (cross- point /punto de cruce) de muestras plenamente identificadas y
el NTC (non-templete control/reaccion control sin templete de ADNY/).

Figura 12. Curva de disociacion de la amplificacion del gen ORF2 de PCV2 por qPCR. Al lado derecho de la
curva se observa un pico discreto sugestivo de producto inespecifico.
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Figura 13. Curva de disociacion del gen HPRT1 por gPCR.
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Figura 14. Amplificacion de secuencias del gen ORF2 de PCV?2 en tejido cardiaco procedente de casos
de FR-PCV2 por PCR de punto final. Gel de agarosa al 1.5%. En el primer carril se muestra el
marcador de pares de bases (MPB), en las lineas (L) 1 al 10 se visualizan productos amplificados de 145
pb.
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Figura 15. Visualizacién de secuencias del gen ORF2 de PCV2 amplificadas por gPCR a partir de casos
de FR-PCV2. Gel de agarosa al 1.5%. En el primer carril se muestra el marcador de pares de bases
(MPB), en las lineas (L) 1 al 10 se aprecian productos amplificados de 145 pb.

Tabla 8. Cuantificacion de la carga viral asociado a células en casos de FR-PCV?2

Muestra 2 M Expresion
1 49.52 10 1%
2 45.88 10 1o°t
3 50.21 10 17
4 47.21 10 o7
5 82.13 10 M
6 174.85 10 #*#
7 09.78 10 %90
8 27.28 10 1%®
9 47.17 10 o7
10 91.77 10 1%
11 11.47 10 19
12 167.73 10 %
13 106.89 10°%%
14 138.14 10 0
15 125.36 10 *9%
PMWS 11585.23 10 4%
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X. DISCUSION

Con la técnica de PCR es posible amplificar un segmento de ADN de manera
exponencial, ya que después de cada ciclo se duplica la cantidad de ADN cuando la
reaccion ocurre con méaxima eficiencia. Sin embargo, en la préctica estas reacciones
alcanzan su meseta ya que se agotan los reactivos después de varios ciclos; ademas los
productos se pueden autohibridar. Lo anterior dificulta la cuantificacion de ADN inicial
mediante la determinacion de la concentracion final de ADN. Debido a estas limitaciones
es que surgio la necesidad de disefiar un método de PCR cuantitativa (QPCR) cuyo
fundamento consiste en amplificar el ADN eficientemente y crear una correlacion entre el
ADN que se forma durante la fase exponencial y el ADN inicial, por lo que es mas sencillo
cuantificar éste ultimo. En los ultimos afios, la gPCR ha demostrado ser una metodologia
valida y ampliamente utilizada en investigacion bioldgica ya que puede detectar y
cuantificar cantidades muy pequefias de secuencias especificas de acidos nucleicos. Como
herramienta de investigacion, la principal aplicacion de esta tecnologia es la rapida y
precisa valoracion de cambios en la expresion de genes. Su simplicidad, especificidad y
sensibilidad junto con su potencial como técnica en aplicaciones futuras y la evolucion
hacia nuevos conocimientos de la quimica, ademas de la confiabilidad en la
instrumentacién y protocolos mejorados, han hecho del gPCR una tecnologia altamente

competitiva para la deteccion de ADN (Rodriguez et al, 2006).

En el presente trabajo, se utilizaron iniciadores previamente validados (Yang et al.,
2007) para la amplificacion de secuencias de nucle6tidos del ORF2 de PCV2 en casos de
PMWS. La eleccion de secuencias del ORF2 para el estudio de la PCVAD principalmente
se basa en el alto grado de diversidad que esta region presenta y que sirve para la
diferenciacion entre el PCV1y el PCV2 (Qiang et al. 2000, Brunborg et al., 2004, Zhao and
Shen, 2010). Adicionalmente, se sugiere que en esta zona se determina la patogenicidad
debido a que codifica la proteina de la capside (Zhao and Shen, 2010). Por otro lado, la
amplificacion de secuencias del ORF2 del PCV2 han sido utilizadas para la determinacion
de carga viral en casos de falla reproductiva en cerdas (Brunborg et al., 2007). Con base a
los elementos descritos, se eligieron dichos iniciadores con la finalidad de probar su
eficiencia para la determinacion de la carga viral de PCV2 en tejido cardiaco procedente de

casos de FR-PCV2 previamente validados por HIS y PCR punto final.

( 1
| 38 )



Por otra parte, los iniciadores utilizados para la amplificacion de secuencias de HPRT1
han sido validados en muestras provenientes de ganado bovino (Favila, 2010), ovino y
caprino e incluso de murciélago (Rodriguez, 2008). En el presente trabajo, se demostré que
dichos iniciadores pueden emplearse en tejido porcino, incluyendo tejidos fetales, lo
anterior es relevante dado que la expresion génica suele ser menor en tejidos fetales y no

todos los genes constitutivos arrojan resultados positivos.

Con base al rendimiento estandar mediante la utilizacion de equipos de reactivos para la
extraccion de ADN a partir de tejidos incluidos en parafina, se obtuvo una recuperacion de
ADN mayor con el método tradicional de precipitacion utilizado en el presente trabajo. A
pesar de ser una técnica laboriosa y demorada, la disponibilidad de esta técnica de
extraccion tradicional reduce considerablemente el costo de los experimentos y se puede
emplear en el caso de que los equipos comerciales no sean abastecidos con celeridad en el

laboratorio.

A pesar de la disponibilidad de una gran variedad de técnicas de la PCR en sus
diferentes variedades se requiere la estandarizacion de las condiciones de amplificacion en
el termociclador disponible en cada laboratorio. En este trabajo, se determinaron las
condiciones Optimas de amplificacion por PCR punto final antes de validarla en el
termociclador en tiempo real para reducir los costos. En primera instancia, se probaron las
condiciones de amplificacion descritas en la literatura para los iniciadores empleados,
sugiriendo que la temperatura descrita no era la éptima para la obtencion de productos bien
definidos. En este rubro la utilizacién del gradiente de temperatura fue determinante para la

eleccion de la temperatura 6ptima de alineacion.

Con respecto a la concentracion de Cloruro de Magnesio, se describe que es relevante
ya gue la eficiencia de la enzima ADN polimerasa es dependiente de magnesio y determina
la fidelidad de la misma, pero puede ser contraproducente si se utiliza en alta concentracion
dado que estabilizan la doble cadena de ADN e interfieren con la alineacion de los
iniciadores (Cateses et al., 1997). Por ende, es crucial la determinacion de la concentracion
optima de Cloruro de Magnesio. La amplificacion de bandas positivas en las
concentraciones de 1.5mM y de 2.25mM constituye un hallazgo interesante ya que
generalmente la amplificacibn de productos presenta una relacion inversamente

proporcional a la concentracion de MgCl, (Favila, 2010). Posiblemente, la falta de
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amplificacion que se aprecio en la concentracion de 2.0 mM haya sido producto de un error
de pipeteo. Sin embargo, se opt6 por la eleccion de la concentracion de 1.5mM debido a
que representa una concentracion estandar misma que es empleada en las mezclas maestras
comerciales. La concentracion 6ptima de iniciadores y de templado fueron acordes con los

estandares actuales.

La principal meta de la gPCR es distinguir y cuantificar de manera sensible y especifica
una secuencia de ADN en una muestra incluso cuando ésta se presenta en baja
concentracion. En el presente trabajo, la sensibilidad constituia un punto importante ya que
la carga viral estimada en casos de FR-PCV2 es muy baja, particularmente en tejido
cardiaco (Sanchez et al., 2003; Pensaert et al., 2004) en comparacién con la que se observa
en casos de PMWS que concentra mucha carga viral en linfonodos y en higado, lo cual esta
relacionado con el curso de la enfermedad, la severidad de las lesiones y la distribucion del
virus en los tejidos por HIS (Rosell et al., 1999). Asi mismo, el patron de HIS que se
obtuvo a partir de las muestras seleccionadas en este trabajo para la implementacién de la
técnica estandarizada, era compatible con un baja carga viral dado que las sefiales de

hibridacion fueron escasas, aleatorio y en focos pequefios (Enriquez, 2009).

Con base a lo anterior, los iniciadores utilizados habian mostrado eficiencia para la
amplificacion de secuencias de PCV2 a partir de tejidos frescos con alta carga viral ya que
procedian de cerdos entre 21 a 90 dias de edad con signologia de PMWS (Yang et al.,
2007). En este estudio, los iniciadores también demostraron ser especificos con base a las
curvas de disociacion y sensibles en la deteccidon de cargas virales muy bajas en tejido
cardiaco con estatus positivo de PCV2, ya que se observo una concordancia perfecta. Otro
indicador de la carga viral en los tejidos se realiza al observar el ciclo de inicio de la
amplificacion (que corresponde al Cp). En la amplificacién comparativa (Figura 11), se
observa claramente que la muestra del caso de PMWS comienza su amplificacion entre los

ciclos 18-20 mientras que los de FR-PCV?2 inicia entre los ciclos 26-30.

Cabe sefialar, que con el uso de estos iniciadores se observo un producto inespecifico en
las curvas de disociacion. En la publicacion original este hallazgo también fue descrito,
mismo que se interpretdé como la presencia de formacién de dimeros entre los iniciadores lo
que fue mas frecuente conforme la carga viral era mas baja (Yang et al., 2007). Lo

anterior, constituye una limitante dado que en los tejidos fetales procedentes de FR-PCV?2
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se espera una carga viral muy baja. No obstante, la técnica pudo detectar todos los casos

con estatus positivo de PCV2.

En varias publicaciones, se utiliza un plasmido de PCV2 como control positivo para
incrementar la sensibilidad y obtener los resultados por cuantificacion absoluta (YYang et al.,
2007; Qiang et al., 2000; Brunborg et al., 2004; Zhao y Shen et al., 2010). En este trabajo,
se opto por la cuantificacion relativa, utilizando como calibrador una muestra negativa a
PCV2 y a un gen constitutivo por ser un método consensuado de bajo costo que permite la

determinacion de la carga viral.
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XI. CONCLUSIONES

Se establecieron las condiciones Optimas para la amplificacién de productos de
PCV2 mediante la PCR punto final y la qPCR.

Los iniciadores utilizados para la amplificacion de secuencias de los productos de
HPRT1 pueden ser utilizados en tejido cardiaco fetal porcino.

Se observd concordancia diagnostica perfecta entre la PCR punto final y la qPCR
para la deteccion de secuencias parciales del gen ORF2 de PCV2.

Se logré optimizar el uso de los iniciadores en casos de FR-PCV2 a pesar de tener
cargas virales muy bajas, demostrando alta sensibilidad.
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