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RESUMEN
AGUAYO AVALOS OSCAR. Diagnostico histopatologico e inmunohistoquimico de
agentes virales involucrados en el Complejo Respiratorio Porcino en casos de campo. (Bajo

la direccion de MC Mireya Juarez Ramirez y MC Juan Carlos Angeles Hernandez)

La histopatologia es una de las técnicas utilizadas para diagnosticar los agentes participantes
en el complejo respiratorio porcino, sin embargo, se piensa que debido a las interacciones
entre los multiples agentes, la identificacion de las lesiones se dificulta. En este trabajo, se
realizo el andlisis microscopico detallado de las lesiones pulmonares caracteristicas de la
infeccion por virus de Influenza Porcina (SIV), Virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo del Cerdo (PRRSV) y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV-2) en 122 casos de
campo de Complejo Respiratorio Porcino y para conocer su certeza diagnostica se
contrastaron los resultados con una técnica semi-cuantitativa, la inmunohistoquimica. Con la
histopatologia se encontraron 34 casos (27%) de SIV, siendo la lesion mas comun la
hiperplasia epitelial, 27 (22.1%) de PRRSV con la presencia de restos celulares y macréfagos
necroticos en la luz alveolar en todos los casos y 14 (11.4%) de PCV-2 con necrosis fibrinoide
de vasos sanguineos en la mayoria de los casos. Mientras que con la inmunohistoquimica se
encontrd el antigeno de SIV en 119 casos (97.5%), en ninguno de ellos en epitelio bronquial
y bronquiolar, el de PRRSV en 99 casos (81.1%), destacando su presencia en epitelio
bronquial degenerado (no mencionado en la literatura) y el de PCV-2 en 36 casos (29.5%),
en neumocitos, epitelio bronquial y células linfaticas. El analisis por medio de la prueba de
Ji cuadrada arrojo que los resultados de ambas pruebas no estan relacionados para ninguno
de los tres agentes, siendo la magnitud de la diferencia mas grande en el caso de SIV, seguido

de PRRSV y por ultimo PCV-2.



1. INTRODUCCION

La histopatologia y la inmunohistoquimica son dos de las técnicas utilizadas en el campo de
la anatomia patoldgica para el diagndstico de enfermedades infecciosas; ambas se basan en
la examinacion microscopica de secciones de tejido en busca de evidencia de la presencia de
los agentes infecciosos, la primera por medio de las lesiones provocadas por estos y la

segunda por la demostracion de antigenos especificos en los tejidos. 2

El presente trabajo consiste en el diagndstico mediante ambas técnicas de tres agentes virales:
Circovirus porcino tipo 2 (PCV2), virus de influenza porcina (SIV) y virus del Sindrome
Respiratorio y Reproductivo del cerdo (PRRSV) y la relacion entre los resultados de ambas

pruebas.

El estudio de métodos diagnosticos de estos tres agentes virales es muy importante debido a
que son los principales agentes primarios del Complejo Respiratorio Porcino (CRP),
considerado el problema mas desafiante y con mayor importancia econdémica de la industria
porcina,’® posicionada como uno de los subsectores pecuarios mas importantes en México y

el Mundo.*

1.1 Situacion de la industria porcina mundial y nacional.

El aumento en la produccion alimenticia mundial observado desde los afios ochenta se ha
sustentado principalmente en el sector pecuario, el cual ha mostrado mayor crecimiento que
el sector agricola debido a cambios en las tendencias de consumo y a mayor demanda de la
creciente poblacion en los paises en desarrollo.*

Uno de los subsectores que mas ha crecido es la industria porcina, la cual produjo 115.5

millones de toneladas en el 2014 y provee la carne de mayor consumo en el mundo (Fig. 1).



Figura 1. Origen de la carne consumida en el mundo (FAO, 2012) 3

La carne de cerdo es la carne de mayor consumo en el mundo debido a la gran preferencia
que se tiene por esta en regiones con alta densidad de poblacién, como China.’

En México, la produccion porcina ha seguido la misma tendencia de crecimiento que la
observada en el resto del mundo (Fig.2), lo cual ha posicionado a este subsector pecuario en
el tercer lugar en la produccion de carne durante el 2014 con 1 290 591 toneladas, detras de
la industria carnica avicola y la produccion de carne de bovino, con 2 879 686y 1 827 152 T

respectivamente.

Figura 2. Produccion de carne de cerdo en México del 1993 a 2013.(FAO 2013)7

Este importante aumento en la produccion porcina en México en los ultimos 20 afios esta

sustentado en el aumento del inventario porcino, que llegd a 16 098 680 en el 2014; ademas



de la optimizacion de recursos que permiten producir la mayor cantidad posible de carne por
animal, ambos avances se han dado gracias al cambio de condiciones extensivas a intensivas
o industriales.*¢ Estos sistemas de produccion se caracterizan por brindar alimento formulado
con altas concentraciones de energia y nutrientes como nitrégeno y fosforo y elevados indices
de digestibilidad en sistemas completamente estabulados, con elevada densidad de poblaciéon
en instalaciones cerradas y en regiones productoras geograficamente definidas, lo que lleva
a que las unidades de produccion estén cercanas unas de otras.>’

Las zonas de produccion intensiva en México se encuentran en los estados de Jalisco, Sonora
Michoacan, Guanajuato y Yucatan e incorporan importantes cambios en todas la areas de la
zootecnia, sin embargo, a la par de la mejora que estos han traido a los parametros
productivos, las caracteristicas propias de estos sistemas de produccion han propiciado
condiciones sanitarias, comerciales y ambientales que han generado desafios para la industria

mundial y nacional como el surgimiento o el cambio en la dinamica de las enfermedades,

dentro de las cuales las respiratorias son de las mas importantes.

1.2 Impacto de las enfermedades respiratorias en la produccion porcina

Las enfermedades respiratorias son consideradas el problema mas desafiante que enfrenta la
industria porcina moderna, con una importancia econdmica tal, que representan del 10 al
14% del gasto total generado por enfermedades.?

La magnitud de los gastos por estas enfermedades se sitia alrededor de 5.42 USD por animal
por afio en algunos estudios®’ y es resultado de la suma de las pérdidas por mortalidad,
disminucién en ganancia de peso, aumento del consumo de alimento y de los gastos propios
del control como vacunacidn, tratamiento, procedimientos de limpieza y horas de trabajo

extra.’>



La suma de los elementos ambientales y agentes infecciosos que producen enfermedad
respiratoria, es conocida como Complejo Respiratorio Porcino (CRP) y comprende
diversas interacciones en las cuales cada uno de los elementos juega un papel determinante

en la presentacion, severidad y lesiones observadas. !’

1.3 Complejo Respiratorio Porcino (CRP)

El CRP incluye numerosos agentes infecciosos virales y bacterianos, dichos agentes
presentan diversos sistemas de interaccion en los que pueden actuar de manera primaria tal
como lo hacen los virus de Influenza Porcina (SIV), del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo del cerdo (PRRSV), Circovirus Porcino tipo 2 (PCV-2) y bacterias como
Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuroneumoniae; o de manera secundaria
bacterias como Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida y Streptococcus suis.!!

De manera general, se considera que los agentes primarios debilitan los mecanismos de
inmunidad innata del organismo hospedero, y los secundarios son organismos que forman
parte de la flora normal del organismo o estan presentes de manera comun en el ambiente,
pero que son capaces de proliferar y causar infeccion solo cuando dichos mecanismos estan
afectados.!”? Un ejemplo de este tipo de interaccion es la que se da entre un virus o
Mycoplasma y una bacteria que forma parte de la flora normal del aparato respiratorio, tal es
el caso de la Neumonia enzodtica, donde Mycoplasma hyopneumoniae y Pasteurella
multocida, actuando en combinacion, causan dafios mas severos; sin embargo, son
reconocidos otros modelos de interaccion como el dado entre virus-bacteria pero en el cual
la bacteria involucrada es un microorganismo que normalmente coloniza otros tejidos
diferentes al tracto respiratorio, un ejemplo de esta interaccion ocurre entre PRRSV y

Salmonella choleraesuis. Finalmente un tercer tipo de interaccion es la que se da entre



agentes considerados primarios como Micoplasma-virus o virus-virus, un ejemplo de esto
es la interaccion que se da entre Mycoplasma hyopneumoniae y SIV.!°
En la siguiente seccion se describirdn los agentes infecciosos del CRP haciendo mayor

énfasis en los agentes virales objeto de este estudio.

1.3.1 Influenzavirus A (SIV)

Los virus de influenza pertenecen a la familia Orthomyxoviridae y se clasifican en los tipos
A, B y C segin la naturaleza antigénica de dos moléculas, la proteina matriz (M1) y la
nucleoproteina (NP), de estos tipos, es el Influenzavirus A el que causa enfermedad en los
cerdos, ademas de otras especies entre las que se encuentran aves, caballos y humanos. El
Influenzavirus A, a su vez, es dividido en subtipos seglin las variantes antigénicas de dos de
sus glicoproteinas de superficie, la hemaglutinina (HA) y la Neuraminidasa (NA), para las
cuales existen 18 y 11 variantes, respectivamente. Los subtipos de Influenzavirus A causantes
de enfermedad en los cerdos son HIN1, HIN2 y H3N2 !1.13.14

La particula viral es esférica o pleomorfica con 80-120 nm de didmetro y envoltura derivada
de la célula huésped, en la cual se encuentran proyecciones espaciadas de manera estrecha
de 10 a 12 nm de longitud correspondientes a la HA y NA. En la envoltura se encuentran
también las proteinas M2, que son tetrameros que forman un canal idnico; debajo de esta se
encuentra la proteina M1, la cual es la principal proteina estructural y se encuentra rodeando
a las moléculas de RNA, que a su vez se encuentran relacionadas cada una con la
nucleoproteina (NP), dos polimerasas basicas (PB1 y PB2) y una polimerasa acida (PA)'.

(Fig. 3)



Figura 3. Estructura de Influenzavirus A (Hiromoto T, Kawaoka Y., 2005). 15

El genoma de Influenzavirus A esta compuesto por 8 segmentos de RNA lineal de una cadena
en sentido negativo (ssRNA-); la naturaleza segmentada del genoma del virus permite mayor
recombinacion y es uno de los principales factores que promueven su variabilidad antigénica.
La entrada del virus es por via aerégena y las principales células blanco son las células
epiteliales de vias aéreas superiores e inferiores. Al entrar en contacto con la célula, la HA
se une con los residuos de acido sidlico terminales de las glicoproteinas y glucolipidos de la
membrana celular,'® la afinidad de las HA es variable y se ha observado que los virus que
circulan en las aves tienen mayor afinidad por el 4cido sialico de conformacion a2,3, mientras
que los virus adaptados a la infeccion en mamiferos son mas afines a la molécula con
conformacion a2,6."® Estudios anteriores demostraban la presencia de ambas conformaciones
de 4cido sidlico en el epitelio respiratorio del cerdo, sin embargo, estudios mas recientes han
concluido que la conformacion a2,3 es escasa en el epitelio traqueal del cerdo y que ademas
la distribucion de las dos conformaciones de acido sialico en el epitelio respiratorio humano
es similar a la encontrada en el cerdo, lo cual descarta a este ultimo como un huésped

intermedio obligado para las infecciones por virus aviares en humanos.'?



La unidén de la HA con el 4cido sialico desencadena el proceso de endocitosis mediado por
receptor, dentro del endosoma la disminucion del pH genera dos fendmenos: el cambio
conformacional en la HA provoca la fusion de la membrana viral con la membrana endocitica
y la activacion de los canales i6nicos formados por la proteina M2 aumentan la concentracioén
de protones dentro de la particula viral, lo cual provoca la disociacion de la proteina M1 con
el RNA; de esta manera el RNA liberado de su interaccion con la principal proteina
estructural es capaz de pasar del endosoma al citoplasma de la célula, para finalmente llegar
al nucleo donde comenzara su transcripcion.!®

La via de excrecion del virus es por medio de aerosoles generados por tos o estornudos, el
contacto directo de cerdo a cerdo y los ambientes cerrados favorecen la transmision. El
periodo de incubacion es corto (de 24 a 72 horas), y la excrecion ha sido detectada desde las
24 horas hasta 7-10 dias post infeccion.!>!3

La mayor parte del dano causado por los Influenzavirus A es atribuible a la destruccion de
las células infectadas por medio de la supresion de la expresion de algunos genes, sin
embargo, la infeccion y la necrosis desencadenan la inmunidad innata y adaptativa, cuyos
mecanismos, en especial la secrecion de citocinas como TNF-q, IL-6 e IL-1 de manera
desmedida, provoca dafio y destruccion de las células epiteliales de las vias aéreas.'

La morbilidad observada es cercana al 100%, sin embargo, infecciones simples sin factores
u otros agentes complicantes provocan mortalidad de apenas 1%. La recuperacion comienza

5-7 dias después del inicio de la enfermedad y se da de manera subita.>!'?



1.3.2 Virus del Sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo
(PRRSYV)

También llamado “arterivirus porcino”, fue identificado en 1991 y encontrado como
responsable de la que hasta ese afio fue llamada “enfermedad misteriosa”, la cual causaba
desde 1989 manifestaciones clinicas como afectaciones reproductivas, neumonias post
destete y disminucion general en la productividad. Estudios retrospectivos han demostrado
seropositividad incluso en muestras de afios anteriores a la asociacion de las manifestaciones
clinicas con la enfermedad misteriosa, siendo las muestras positivas mas antiguas del afio
1979 en Canad4.'®

Pertenece al género Arterivirus de la familia Arteriviridae, dentro del orden Nidovirales, con
dos variedades genéticas identificadas: genotipo europeo (tipo 1 o Lelystad) y genotipo
Americano (tipo 2 0 16244B).16:17

La particula viral es esférica, de alrededor de 50-65 nm de didmetro y cuenta con envoltura
lipidica, en la cual se encuentran las proteinas E, GP2, GP3, GP4, GP5 y M. Al interior de
esta se encuentra la nucleocapside cubica de 25-35 nm de didmetro, formada por la proteina

N. (Fig.4) ',

Fig.4. Esquema que muestra la estructura y los principales componentes de
PRRSV.(MacLachlan,Duvobi,2011)4
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El genoma de los Arterivirus, comprendidos también por el virus de arteritis equina (da
nombre al género), el virus elevador de lactato-deshidrogenasa (en ratones) y el virus de la
fiebre hemorragica de los simios, consiste en una sola molécula lineal de RNA de cadena
simple en sentido positivo (ssSRNA+), el del genotipo europeo consta de 15.1 kb y el
americano de 15.4 kb.!814

El PRRSV tiene tropismo muy restringido igual que el resto de los Arterivirus tanto en
especies como en células que afecta. El blanco del virus son los macrofagos, sin embargo, la
informacion sobre que proteinas estructurales y de las que se encuentran en la envoltura
median el reconocimiento y la entrada del virus a la célula es limitada; se ha encontrado que
glicoproteinas que contienen 4cido sidlico en la envoltura viral y moléculas parecidas a la
heparina estdn implicadas en la adhesion del virus a los macrofagos, mientras que la
internalizacion de las particulas virales es por medio de endocitosis mediada por clatrinas, y
parece estar dada por la interaccion de la sialoadhesina (CD169, una lectina propia de los
macrofagos) y el heterodimero GP5/M en la superficie de la particula viral. El papel de otras
moléculas, tanto virales como de los macréfagos en el proceso de internalizacion del virus
permanece incierta.!”

La patogenia del virus estd basada sobre todo en la induccién de la apoptosis en los
macrofagos, y es acentuada por la induccion de esta en células adyacentes que no estan
infectadas por el virus (apoptosis indirecta); otros mecanismos de dafio por la infeccion son
la induccion de citocinas y la reduccion en la funcion de los macrofagos.

Las vias de eliminacioén detectadas son saliva, secreciones nasales, orina, semen y heces; la
transmision vertical estd bien documentada y se sabe que la mayoria de las cepas del virus

son eficientes para pasar a la placenta solo en el lltimo tercio de la gestacion.!®
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El virus tiene multiples vias de entrada, entre las que se encuentran la intranasal, oral,
intramuscular, intrauterina (durante inseminacion artificial) y vaginal; las practicas de
manejo empleadas en el campo proveen vias de entrada parenteral que son altamente eficaces
para la transmision del virus, como el aretado o muesqueo, corte de cola y descolmille y
aplicacion de medicamentos y biologicos.

Los sistemas de produccion intensivos acentuan conductas normales de los cerdos, como las
peleas por jerarquia, que resultan en la inoculacion de saliva de un animal a otro por medio
de mordidas, cortadas, abrasiones, y lesiones en orejas y cola. Ademas, practicas zootécnicas
que predominan en la industria, como la inseminacion artificial, pueden representar la via de
entrada de una granja a otra.!®!?

Las infecciones por Arterivirus en general, son cronicas y pueden cursar durante largo tiempo
de manera asintomatica, esta es la razon por la cual PRRS es una enfermedad altamente
persistente y con una gran circulacion en las granjas; la severidad de la enfermedad y las
lesiones observadas depende de la experiencia inmunologica de la granja ante la cepa

implicada y la patogenicidad de esta. '*16

1.3.3 Circovirus porcino tipo 2 (PCV-2)
Pertenece al género Circovirus dentro de la familia Circoviridae, es responsable de las

llamadas “enfermedades asociadas a circovirus porcino” o PCVD por sus siglas en inglés,?
entre las que se encuentran el sindrome multisistémico post destete, el sindrome de dermatitis
y nefropatia porcino, fallas reproductivas, enteritis granulomatosa, epidermitis exudativa,
linfadenitis necrotizante, tremores congénitos y como parte del Complejo Respiratorio
Porcino (CRP). 2!

Las particulas virales son muy pequeiias, de alrededor de 20-25 nm de diametro, lo que lo

coloca como el virus conocido mas pequeiio que es capaz de replicarse de manera autbnoma
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en mamiferos.?? Es un virus no envuelto cuyo genoma consta de una cadena sencilla de DNA
en disposicion circular con alrededor de 1.8 kb. Se considera que todas las cepas secuenciadas
alrededor del mundo pertenecen a un mismo grupo con una homologia genética de mas del
93% .21

Debido a que el reducido genoma del virus no codifica enzimas propias para la replicacion
del virus como las polimerasas, este tiene tropismo por células de rapida multiplicaciéon; en
vida prenatal, de los dias 40 al 70, es capaz de replicarse en cardiomiocitos, hepatocitos y en
macrofagos, en la etapa fetal disminuyen sus posibles células blanco. En la vida postnatal, en
cerdos de cualquier edad, es capaz de infectar principalmente linfoblastos y macréfagos; a
mayor numero de linfoblastos en un organismo, mayor es la replicacion del virus.?

La adhesion del virus a las células blanco se da por medio de glucosaminoglucanos como el
heparan sulfato y condroitin sulfato, los cuales forman parte de glicoproteinas en la superficie
celular. Regiones con residuos expuestos de lisina y arginina en la c4pside viral parecen ser
los responsables de la adhesién con las moléculas mencionadas en la superficie celular.?®

El mecanismo de internalizacion del virus en sus células blanco esta dilucidado solo
parcialmente; se sabe que es por medio de endocitosis dependiente de clatrinas y que es un
proceso muy ineficiente (solo logra entrar al 50% de las células con las que establece
contacto) y lento. La salida de las particulas virales de los endosomas al citoplasma es
dependiente de cambios en el pH, sin embargo, se ha observado que a pesar de lograr entrar
en células de la linea fagocitico-mononuclear, no existe replicacion dentro de estas.*>*

El conocimiento del papel del PCV-2 en el desarrollo de los diferentes sindromes en los que
esta involucrado ha cambiado en los tltimos afos; de inicio se consider6 que la coinfeccion

generada por otros agentes generaba inmunosupresion que facilitaba los mecanismos de

patogenia del virus,”® sin embargo, estudios recientes han encontrado que la
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inmunoestimulacion por parte de otros agentes o, incluso, la inoculacion de sustancias en un
animal crénicamente infectado y asintomatico, genera la apariciéon de signos clinicos y
lesiones caracteristicas, ademas de aumento de titulos de anticuerpos contra el virus. Esto ha
llevado a pensar que debido a la dependencia del virus de enzimas que participan en la
replicacion celular como las DNA polimerasas, la multiplicacion de precursores de células
linfaticas (principal célula en la cual el virus es capaz de entrar y replicarse) provocada por
la inmunoestimulacion promueve la replicacion del agente.?

La replicacion del virus en sus células blanco tiene efecto citopatico sobre estas, sin embargo,
la expresion de los signos clinicos y la afectacion a los parametros productivos parece estar
dada en mayor medida por la respuesta inmune hacia el virus, la cual genera dafios a células
adyacentes y secrecion excesiva y sostenida de citocinas proinflamatorias, lo cual lleva al
animal a un estado catabodlico prolongado que puede explicar, al menos, los signos resultantes
del PMWS. 224

PCV-2 ha sido detectado por medio de PCR en précticamente todas las excreciones y
secreciones, y la via de entrada mas probable es la oronasal. Las diferentes manifestaciones
clinicas de la enfermedad son resultado de la interaccion de multiples factores y la presencia
de PCV-2 resulta un factor para la expresion de la totalidad de los signos clinicos.

La enfermedad se considera ubicua, la prevalencia puede ser muy alta y no ser detectada a

nivel clinico debido a la presentacion subclinica persistente.

1.3.4 Agentes bacterianos primarios del CRP
Ademas de los agentes virales primarios del CRP, existen agentes bacterianos cuya infeccion

debilita los mecanismos de inmunidad innata conforme a las interacciones mencionadas

anteriormente y otros que funcionan como agentes complicantes. Debido a la alta prevalencia
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y la influencia que tienen sobre la presentacion de lesiones y de la enfermedad clinica, son
mencionadas de manera breve a continuacion.

Mycoplasma hyopneumoniae. Es ¢l agente bacteriano primario causal de la Neumonia
Enzodtica del cerdo, es considerado el agente respiratorio que provoca las mayores pérdidas
econdmicas en la produccion porcina debido a su alta prevalencia y por el papel principal
que juega en la presentacion del complejo respiratorio porcino.?

M. hyopneumoniae se adhiere a los cilios de las células del epitelio respiratorio, provocando
ciliostasis y pérdida de estos, asi como desprendimiento de células epiteliales y caliciformes.
La colonizacion de las vias respiratorias compromete seriamente la funcion del aparato
mucociliar para limpiar las vias aéreas de particulas y patdgenos potenciales, especialmente
bacterias, ademads, la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8 y TNF-a por
parte de los macréfagos en respuesta a la infeccion genera dafio tisular, lo cual afecta aiin
mas a los mecanismos de inmunidad innata.

Actinobacillus pleuroneumoniae. Este agente es el causante de la Pleurobronconeumonia
contagiosa del cerdo, enfermedad presente en practicamente todos los paises productores de
cerdo. Ocasiona lesiones tan severas que llevan a la muerte del animal o a la afectacion
permanente de la funcion respiratoria incluso de animales recuperados.®®*’

Es un cocobacilo Gram negativo que cuenta con los siguientes factores de virulencia:
fimbrias y adhesinas que permiten que la bacteria se adhiera a células endoteliales y
alveolares, y citotoxinas como APx que provocan necrosis en neutrofilos, macréfagos,
células epiteliales y endoteliales, provocando la extravasacion de los elementos sanguineos
y trombosis, ademds de afectar la funcion de macrofagos alveolares y de la carpeta

mucociliar.?®



15
1.3.5 Agentes bacterianos secundarios del CRP
Se considera que los agentes secundarios son agravantes de la enfermedad respiratoria y
generan lesiones de tipo supurativo sobre todo en lobulos craneoventrales que dificultan el
diagnoéstico histopatologico de los agentes primarios,?’ ademas de estas lesiones generales,
en lo particular Haemophilus parasuis genera la enfermedad de Glésser, que consiste en

28,11

poliserositis que en pulmones se manifiesta como pleuritis fibrinosa,”™"" mientras que dentro

del género Streptococcus la especie suis provoca ademdas meningitis y septicemia.!'!?’

1.4 Diagnostico de los agentes del CRP

Debido a los multiples agentes que pueden estar interactuando en la enfermedad respiratoria,
el diagnostico etioldgico de estas en la produccion porcina es desafiante y se basa en una
combinacion de historia clinica, registros productivos, analisis de laboratorio y estudios post
mortem, tanto en necropsias como en revisiones en rastro.>

Los datos clinicos y productivos son indicativos de la presencia y severidad de enfermedad
respiratoria en la poblacion, sin embargo, la inespecificidad de los signos provee poca
informacion sobre los agentes participantes. Por su parte, los analisis de laboratorio
(serologia, PCR, RT-PCR) y el aislamiento microbioldgico proveen evidencia inequivoca de
la presencia del agente en el organismo, aunque no necesariamente de la participacion de este
en la enfermedad respiratoria. Un ejemplo del caso anterior se da con dos de los agentes
virales objeto de este trabajo, PRRSV y PCV-2, los cuales pueden afectar otros aparatos aparte
del respiratorio y ademas estar presentes de manera cronica en una poblacion, de esta manera
pueden ser detectados por medio de serologia o incluso ser aislados pero no se tiene la certeza

de su participacion en el proceso mérbido respiratorio.?’
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Los estudios post-mortem, por su parte, permiten observar los cambios tisulares de la
enfermedad respiratoria a nivel macroscopico y microscopico y contrastarlas con lo descrito
en la literatura para sugerir la participaciéon de uno u otro agente.>

El método diagndstico basado en la observacion de las lesiones microscopicas es llamado
histopatologia (HP) y provee evidencia sugerente del efecto de algun agente sobre el tejido,
sin embargo, la confirmacion de la presencia de este directamente sobre el tejido asociado a
dicho dafio, es lo que permite llegar al diagnostico definitivo. Esta ultima evidencia es
provista por técnicas como la inmunohistoquimica (IHQ), que permite establecer la
localizacion tisular e incluso celular de uno o varios antigenos de un agente en especifico.!
Ambas técnicas, la HP y la IHQ, las cuales son herramientas ampliamente utilizadas en el
campo de la Anatomia Patoldgica, son explicadas en los siguientes apartados junto con sus
ventajas y limitaciones, asi como los elementos requeridos para establecer un diagndstico

para los tres agentes virales objeto de este trabajo.

1.4.1 Histopatologia (HP)

Consiste en la revision sistematica y ordenada por medio de microscopia oOptica de cortes de
tejido procesados mediante la técnica histoldgica para buscar cambios morfoldgicos
(lesiones) e incluso observar el agente responsable de estos.>!

Las muestras para llevar a cabo esta técnica son obtenidas de animales muertos (necropsia)
y fijadas en formaldehido al 10%, para después pasar por el procesamiento histologico el
cual consiste en enjuague del fijador, deshidratado, aclarado, impregnacion e inclusion en
bloques de parafina.3? Del bloque se obtiene un corte de 5 micrometros con micrétomo, el
cual es desparafinado y montado en una laminilla y tefiildo en forma rutinaria con
Hematoxilina y Eosina (H y E). La hematoxilina es una base que tifie de manera preferencial

los 4cidos de la célula de azul, debido a que la mayoria de los componentes 4cidos de la
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c¢lula son DNA y RNA, el ntcleo y las regiones del citoplasma ricas en ribosomas se tifien
de azul oscuro; por su parte, la Eosina es un acido que tifie los componentes basicos de la
célula de rosa, y en virtud de que la mayoria de los componentes del citoplasma tienen pH
basico, la mayor parte de este se tifie de una tonalidad rosada.

El contraste que se obtiene con H y E hace de esta tincion la mejor para histopatologia
rutinaria, la cual consiste en la identificacion de cambios en la estructura normal de los
tejidos (lesiones), en este caso los pulmones.** Estas lesiones funcionan como evidencias
para establecer la naturaleza o causa de la enfermedad, y en el caso de las enfermedades
infecciosas, llegar incluso a identificar el agente.

En el caso de las enfermedades virales, se pueden observar cambios morfoldgicos celulares
causados por el ciclo de replicacion del virus, asi como la respuesta inmune asociada a la
infeccion, e incluso la formacion de cuerpos de inclusion. Las lesiones a nivel celular y tisular
que permiten sugerir la infeccién por SIV, PRRSV y PCV-2 estan caracterizadas en la

literatura y se mencionan a continuacion.

1.4.1.1 Lesiones caracteristicas de SIV, PRRSV y PCV-2.

PCV-2yPRRSV, dos de los agentes objeto de este trabajo, generan lesiones en varios érganos
y sistemas, y solo SIV se encuentra mayormente restringido al aparato respiratorio'?, sin
embargo, debido al enfoque de este trabajo sobre el diagndstico de CRP, se enlistaran solo
las lesiones microscdpicas en pulmones.

SIV. Existen numerosos estudios que relacionan la patogenia con las lesiones
histopatologicas en los pulmones de cerdos infectados de manera experimental y en casos de
campo, los cuales determinan que la lesion microscopica caracteristica es bronquitis y
bronquiolitis necrdtica en fases tempranas (24-48 horas PI), aplanamiento del epitelio (48-

72 horas PI), hiperplasia de epitelio columnar de bronquios y bronquiolos (72 h PI).!3 En vias
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aéreas severamente dafiadas, la proliferacion de fibroblastos de la lamina propia expuesta
genera formacion de polipos y bronquiolitis obliterante.!> Ademas del dafio al epitelio
respiratorio, de manera simultdnea ocurren cambios en los alvéolos; las paredes alveolares
cercanas a los bronquios y bronquiolos se observan engrosadas por congestion y edema, los
neumocitos tipo I y II se hinchan y se observa un ligero infiltrado polimorfonuclear (24 horas
PI), el cual se vuelve predominantemente mononuclear, conformado sobre todo por
macrofagos y restos de neumocitos hinchados (48 horas PI). Si la infeccion cede, al cabo de
unas dos semanas PI se observa la recuperacion del epitelio bronquial y solo se observa
infiltrado linfocitico peribronquiolar.'!!

PRRSV. Las lesiones histoldgicas que se observan en los pulmones son engrosamiento de
los septos alveolares por infiltrado formado por linfocitos y macrofagos. En la luz alveolar
se observa infiltrado formado por linfocitos, macrofagos, y escasos neutréfilos, ademas de
células epiteliales degeneradas y necréticas.!! Se observa hiperplasia de neumocitos tipo Il y
el epitelio bronquiolar no est4 afectado. Se observa infiltrado linfoplasmocitico e histiocitico
con localizacion perivascular y en algunos casos se presenta necrosis endotelial.

En los linfonodos, tonsilas y bazo, se observan hiperplasia folicular paracortical y apoptosis
de linfocitos, también se pueden llegar a observar células multinucleadas.'!’

PCV-2. Las lesiones pulmonares microscopicas de la infeccion por Circovirus porcino tipo
2 corresponden a engrosamiento de los septos alveolares por abundante cantidad de
macrofagos, células epitelioides y células multinucleadas, con ligera cantidad de linfocitos,
acompanada de hiperplasia de neumocitos tipo II; el infiltrado histiocitico y linfocitico se
agrega también alrededor de vasos sanguineos y bronquiolos. En los linfonodos, placas de

Peyer y el bazo se observa despoblacion linfoide, con aumento en el nimero de macréfagos

en los foliculos y formacion de células gigantes multinucleadas, se observan cuerpos de
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inclusion basofilicos multiples en el citoplasma de los macrofagos, dichos cuerpos de
inclusion son llamados botrioides y asemejan racimos de uvas, dichas inclusiones son rara

vez vistas en células epiteliales bronquiales y renales.'’

1.4.1.2 Limitaciones de la histopatologia
Muchas de las lesiones mencionadas para cada agente en el apartado anterior han sido

descritas, en su mayoria, a partir de estudios individuales sobre la patogenia de cada agente,
es decir, representan las lesiones de cada uno de ellos actuando de manera individual, muchas
veces bajo condiciones experimentales.

Los diferentes tipos de interacciones en casos de campo de CRP (seccion 1.3) generan
lesiones mas complejas que dificultan el establecimiento del diagnostico etioldgico por
histopatologia, ademas, existen pocos estudios sobre los cambios tisulares generados por los
agentes en conjunto.'?

Debido a lo anterior, la histopatologia se vale de técnicas complementarias que permiten
detectar moléculas especificas a grupos de agentes o a alguno de estos en particular, una de

las técnicas mas utilizadas y viables es la IHQ.

1.4.2 Inmunohistoquimica
La inmunohistoquimica es una técnica utilizada para localizar antigenos especificos en

secciones de tejido obtenidas mediante la técnica histologica de rutina,*? basado en la
interaccion antigeno anticuerpo. Los anticuerpos especificos contra el antigeno de interés son
visualizados por medio de una sefial de color, comunmente generada por la accion de una
enzima sobre un cromogeno, lo que permite evaluar la prueba mediante microscopia optica
simple. La principal ventaja de los resultados de esta prueba cualitativa o semi-cuantitativa

es que permite observar el contexto alrededor del antigeno buscado, es decir, los cambios
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celulares o tisulares en los tejidos en los que se encuentre el antigeno, por lo cual resulta un

excelente complemento a la histopatologia.

Las muestras que se utilizan para IHQ siguen el mismo procedimiento que las utilizadas para

histopatologia hasta el montaje de las secciones de tejido en las laminillas, sin embargo, es

importante considerar una condicion: se recomienda que el tiempo de fijacién en formol al

10% no sobrepase las 24 horas para no provocar una pérdida definitiva de los determinantes

antigénicos en el tejido.!

Una vez montado el tejido en la laminilla, el procedimiento es a grandes rasgos el siguiente:

a)

b)

d)

Recuperacion antigénica: se utilizan enzimas o procedimientos fisicos para habilitar
los antigenos que hayan podido sufrir dafio en el proceso de fijacion.

Bloqueo de enzimas enddgenas: normalmente se busca bloquear las peroxidasas
propias del tejido para que estas no interfieran con las reacciones posteriores que
daran el color visible a la prueba.

Aplicacion de anticuerpo primario: Se emplea un anticuerpo contra el antigeno que
se busca, este anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal.

Aplicacion de anticuerpo secundario: debe de ser especifico contra el anticuerpo
primario y lleva unida la enzima responsable de generar el color en el siguiente paso.
Aplicacion del cromogeno: se aplica una sustancia quimica la cual, al reaccionar con
la enzima unida al anticuerpo secundario, cambia de color haciendo visible la
ubicacion de los complejos Antigeno-Anticuerpo primario-Anticuerpo secundario.
Contratincion. Se utiliza hematoxilina (colorante bésico) para visualizar los

componentes de la célula y la arquitectura tisular.



21

El nimero de anticuerpos utilizados y el tipo de sistema de deteccion de la union antigeno
anticuerpo dan lugar a distintas variantes de este proceso, las cuales han sido utilizadas segiin
han evolucionado a través del tiempo o por presentar ciertas particularidades.

La primera clasificacion viene en funcién del nimero de anticuerpos utilizados: en la técnica
conocida como directa, se utiliza solo el anticuerpo contra el antigeno buscado, y este ya se
encuentra unido a la enzima que reaccionara con el cromédgeno o a una particula que marca
directamente. Mientras que, en la técnica conocida como indirecta, posterior a la aplicacion
del anticuerpo primario se utiliza un anticuerpo secundario especifico contra el primario, el
cual ya se encuentra unido al antigeno, es este anticuerpo secundario el que tiene unida la

enzima responsable de oxidar al cromogeno. (Fig. 5)

Fig. 5. IHQ directa e indirecta. (Petersen & Pedersen, 2013)

Dentro de la técnica indirecta, hay varios métodos de deteccion, entre los que se encuentran
el sistema avidina-biotina, el método basado en polimeros (Envision ™), amplificacion de
sefial catalizada y amplificacion por fluorescil tiramida.*

En cuanto a los anticuerpos utilizados, los primarios pueden ser monoclonales o
policlonales, los monoclonales son una solucion que contiene anticuerpos dirigidos
unicamente contra un epitope, es decir, una molécula especifica, estos son cominmente

fabricados en ratones a los cuales se les implanta un hibridoma creado a partir de una clona
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de linfocitos que producen el anticuerpo contra la molécula buscada, el hibridoma se implanta
en la cavidad peritoneal y los anticuerpos son obtenidos drenando el liquido de la cavidad.**
La ventaja de un anticuerpo monoclonal es mayor especificidad, consistencia en los
resultados y pureza de la solucion, sin embargo, también pueden ser poco afines y con
sensibilidad reducida, asi como ver afectada su utilidad si el epitope blanco tiene algun ligero
cambio conformacional. Los anticuerpos policlonales son obtenidos generalmente por medio
de técnicas de inmunizacion tradicionales llevadas a cabo en conejos, que consisten en
inocular de manera repetida en el animal el agente para el cual se quieren producir los
anticuerpos, para obtener de su suero la mezcla de anticuerpos que iran dirigidos no solo
contra un epitope, sino contra todos los determinantes antigénicos que existan en el agente.
Los anticuerpos policlonales tienen la ventaja de mayor afinidad y sensibilidad debido a que
tienen la capacidad de unirse con varios epitopes, lo cual permite disminuir los efectos
negativos sobre los antigenos en procesos como la fijacion y el resto del procesamiento, sin
embargo, también pueden presentar reaccion cruzada con otros agentes que no sean el que se

busca o dar un marcaje menos claro y con mayor fondo.**

1.4.2.1 Utilizacion de la inmunohistoquimica para el
diagnéstico de SIV, PCV-2y PRRSV

La inmunohistoquimica esta indicada como uno de los métodos diagnosticos para SIV y
PRRSV segtin los manuales de procedimientos de ambas enfermedades, detallados en la lista
de enfermedades de la OIE. ¢ Asi mismo, se encuentran en el grupo 3 del acuerdo mediante
el cual se enlistan las enfermedades y plagas de los animales, exéticas y endémicas de
notificacion obligatoria en los Estados Unidos Mexicanos. Ademads, estd recomendada por la
literatura®?* para establecer la presencia de estos dos agentes y PCV-2 en el caso de

presentacion de lesiones sugerentes de infeccion viral pulmonar.
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En experimentos hechos con anticuerpos monoclonales contra la proteina de la cépside y
otros hechos con anticuerpos policlonales, el antigeno viral de PCV-2 ha sido encontrado en
el citoplasma de macréfagos alveolares y en el citoplasma y nucleo de gran cantidad de
células, entre las que se encuentran células endoteliales y otras células cercanas a los vasos
sanguineos como musculares lisas y leucocitos en la capa media, asociados a grados variables
de dafio en los vasos sanguineos.???’

La localizacion de PRRSV, observada a partir de ensayos de IHQ con anticuerpos
monoclonales contra la nucleocdpside, se ha descrito en el citoplasma de macréfagos
alveolares y ocasionalmente en células multinucleadas en los alvéolos, se observo marcaje
también en células mononucleares en los septos engrosados y en neumocitos tipo 11.3%!7

En cuanto a la distribucion tisular de SIV, ensayos con anticuerpos monoclonales contra la
nucleoproteina (NP) han arrojado que la localizacion del antigeno viral se encuentra en el
citoplasma de las células epiteliales bronquiales y bronquiolares degeneradas por el efecto
del virus, células de las glandulas bronquiales, macréfagos alveolares y en algunas células

mononucleares del infiltrado adyacente.?%4!3

1.5 Justificacion

Se sabe que la histopatologia como herramienta diagnoéstica tiene varias limitaciones en la
identificacion de los agentes etiologicos virales del CRP, por lo cual es indispensable
complementar los hallazgos histologicos con técnicas como la [HQ, sin embargo, no se han
obtenido datos numéricos que apoyen la idea de la insuficiencia diagndstica de la
histopatologia, asi como de la utilidad y caracteristicas de la [HQ para estos tres agentes. El
presente es un estudio potente de 122 casos de campo diagnosticados por ambas técnicas que
permitira establecer de forma cuantitativa y con parametros numeéricos la certeza diagndstica

de la histopatologia para el diagnostico de SIV, PCV-2 y PRRSV al compararla con la IHQ.
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El conocimiento de estos parametros permitira sugerir o descartar la necesidad de utilizar la
IHQ a pesar de representar un mayor gasto para el laboratorio de diagnéstico o el productor.
Ademas, el estudio brindara elementos suficientes para convencer a los médicos y
productores de la importancia de realizar el diagndstico integral para orientar las medidas

adecuadas para el control de los agentes participantes en cada caso.

2. HIPOTESIS

Hipdtesis nula: El diagnostico etiologico viral de los 122 casos obtenido mediante

histopatologia coincidira con el obtenido mediante inmunohistoquimica.

Hipétesis alterna: El diagnostico etiologico viral de los 122 casos obtenido mediante

histopatologia no tendra relacion con el obtenido mediante inmunohistoquimica.

3. OBJETIVO GENERAL

-Determinar los agentes virales involucrados en 122 casos de neumonia porcina mediante

histopatologia e inmunohistoquimica y relacionar los hallazgos de ambas técnicas.

3.1 Objetivos especificos

1. Clasificar y gradificar histologicamente los casos de neumonia porcina.

2. Determinar los agentes virales involucrados en los casos de complejo respiratorio

porcino mediante la identificacion de lesiones microscopicas caracteristicas.

3. Identificar los agentes virales involucrados en los casos de complejo respiratorio porcino

mediante inmunohistoquimica indirecta y determinar su localizacion histolédgica.

4. Analizar estadisticamente la relacion entre los resultados de ambas técnicas.
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4. MATERIALES Y METODOS

Para este estudio se utilizaron muestras de 122 aparatos respiratorios de cerdos con
diagnostico presuntivo de neumonia bacteriana remitidos al Departamento de Medicina y
Zootecnia de Cerdos de la FMVZ-UNAM. Dichas muestras fueron colectadas de enero de
2013 a enero de 2014. La edad, género, fin zootécnico, y otros datos relacionados con la
ubicacion y caracteristicas de la explotacion no se incluyen en este estudio, ya que en la

mayor parte de los casos la informacion estaba incompleta.

4.1 y 4.2 Histopatologia

Se colectaron muestras de cada uno de los l6bulos pulmonares de los 122 aparatos
respiratorios las cuales fueron conservadas en formol al 10% y procesadas por las técnicas
de rutina de inclusién en parafina y tincién con hematoxilina y eosina.*'** Los cortes
histologicos fueron evaluados mediante el uso de microscopia dptica de manera sistematica
y ordenada, realizdndose lo siguiente en concordancia con los objetivos especificos
planteados:
1. Para determinar la severidad de la enfermedad respiratoria, se determind el tipo de
neumonia en cada caso (Cuadro 1) y se gradifico utilizando 5 campos escogidos de

manera aleatoria en cada fragmento de tejido.

Cuadro 1. Criterios histologicos para designar el tipo de lesion histoldgica principal.

Clasificacidn histoldgica de las neumonias?’*!

Neumonia intersticial Septos alveolares engrosados por infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear (agudo) o
mononuclear (crénico).

Bronconeumonia supurativa Abundantes neutrdéfilos y neutréfilos
degenerados en el espacio alveolar y vias
terminales (bronquiolo respiratorio y
bronquiolo terminal).
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Pleuritis

Infiltrado inflamatorio en la serosa que
recubre el pulmoén, el cual puede ser
polimorfonuclear, mononuclear, fibrinoso,

hemorragico o combinaciones de estas.

2. Se registro la presencia o ausencia de lesiones en bronquios y bronquiolos, alvéolos

y vasculatura, con especial énfasis en las lesiones mencionadas en el Cuadro 2, las

cuales son exclusivas para cada uno de los agentes segln la literatura y permitieron

determinar la positividad o negatividad a PCV-2, SIV y PRRSV en cada uno de los

casos mediante la técnica de histopatologia.

Cuadro 2. Lesiones pulmonares utilizadas para asignar un caso positivo a cada uno de

los agentes mediante histopatologia.

Agente

Lesiones consideradas para determinar
caso positivo

Referencia

PCV-2

Neumonia intersticial granulomatosa,
Necrosis fibrinoide vascular. Cuerpos de
inclusion botrioides en macréfagos vy
epitelio bronquial*.

42,11,43,37,27

SIvV

Bronquitis y bronquiolitis necrdtica,
aplanamiento del epitelio. Displasia y/o
hiperplasia epitelial.

13,11

PRRSV

Abundantes células necrdticas en luz
alveolar. Epitelio alveolar intacto.

27,11

*Los cuerpos de inclusiéon

son raros, sobre todo en epitelio bronquial y bronquiolar; su
presencia determinard un caso positivo para circovirus pero la ausencia no serd
determinante para descartar este agente.

4.3 Inmunohistoquimica

De los bloques de parafina de los 122 casos se realizaron cortes de 3 micrometros de grosor,

los cuales fueron montados en laminillas electrocargadas para inmunohistoquimica para la

deteccion de SIV, PCV-2y PRRSV.
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A continuacion, se presenta de manera breve el procedimiento detallado en los Anexos 1 al
3; en los casos que no se especifique lo contrario, el procedimiento fue el mismo para los tres
agentes:

Desparafinacion e hidratacion

Se desparafinaron los cortes por medio de calor y bafios en concentraciones decrecientes de
alcohol.

Recuperacion antigénica

Se realiz6 la recuperacion antigénica con calor (3 min potencia 5 en horno de microondas,
inmersos en solucidon recuperadora y dentro de una olla de presion con agua hasta la marca
indicada) para SIV y PRRSV y con proteasa al 0.5% durante 10 minutos a 37°C en camara
hiimeda para PCV-2.

Bloqueo de peroxidasa endégena

El bloqueo se llevdo a cabo con una solucién de peroxido de hidrogeno y metanol en
proporcién 1:8 durante 30 min.

Bloqueo de proteinas endégenas

El bloqueo de inmunoglobulinas endogenas se realizd con una solucién de leche
sveltty®:amortiguador, incubando a 37°C durante 30 min.

Anticuerpos primarios

Se realizd la incubacién en un horno con anticuerpo primario (SIV: Anticuerpo monoclonal
anti-nucleoproteina dilucion 1:800; PRRSV: Anticuerpo Monoclonal anti-nucleocapside

dilucién 1:200 PCV-2: Anticuerpo policlonal dilucion 1:500) durante toda la noche a 4°C.
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Anticuerpo secundario

Para SIV y PRRSV, la unién antigeno anticuerpo-primario fue demostrada por medio de un
anticuerpo secundario anti-IgG de raton conjugado con un polimero marcado con peroxidasa
del rabano (envision® Flex/HRP), mientras que para PCV-2 se utilizd6 un anticuerpo
secundario anti-IgG porcino conjugado con peroxidasa del rabano.

Revelado

Se utilizaron 50 ul de diaminobencidina (DAB) (1ml de sustrato buffer DM823 + 1 gota de
DMB) sobre los tejidos. Para establecer el tiempo de revelado se evalud el control positivo
después de aplicar DAB y se establecio el tiempo en el momento que el marcaje era
claramente apreciable (café ocre) y sin marcaje inespecifico (fondo). El resto de las laminillas
se revelaron con ese tiempo.

Contratincion

Finalmente, los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina para brindar contraste y facilitar la
evaluacion microscopica.

Controles positivos

Para SIV y PCV-2, se utilizaron secciones de tejido de casos previos con positividad
conocida, mientras que para PRRSV, se utilizaron secciones de tejido pulmonar provenientes
de animales inoculados experimentalmente.

Controles negativos

Se utilizaron secciones de los mismos casos que los controles positivos, los cuales fueron
cubiertos con solucion amortiguadora (PCV-2: carbonatos; SIV: PBS; PRRSV:TRIS) en

lugar de anticuerpo primario.



29
4.3.1 Evaluacion

Para la evaluacion de las laminillas procesadas se revisaron primero los controles positivos
y negativos para dar validez a cada una de las corridas de la prueba, posteriormente se reviso
de manera minuciosa cada una de las laminillas procesadas para los tres agentes en los 122
Ccasos.

Se determind un caso positivo cuando se observo marcaje café ocre granular intracelular que
no estuviera rodeado por marcaje de fondo.

Se registr6 el marcaje observado por medio de fotomicroscopio.

4.4 Analisis estadistico

Larelacion entre las frecuencias de casos positivos y negativos obtenidos se estudié mediante
la aprueba de asociacion Ji- cuadrada, esta prueba permitié establecer o descartar la
independencia de los conjuntos de datos binomiales con la prueba utilizada para obtenerlos.
El primer paso fue calcular la utilidad de esta prueba tomando en cuenta indicadores
calculados a partir de las caracteristicas de la muestra utilizada, lo cual se muestra en el

siguiente apartado:

4.4.1 Potencia de la prueba estadistica
Se determin6 un nimero de casos adecuado mediante el programa G-Power para saber si el

tamafio de muestra utilizada en el presente estudio era suficiente para realizar una prueba
fiable; el programa necesita la siguiente informacion para poder determinar el numero de
unidades de estudio a utilizar:

Familia de la distribucién: Ji cuadrada

Estadistico de prueba: Tabla de contingencia

Valor de a: 0.05
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Tamafo del efecto: 0.30

Grados de libertad: 1

Al no existir antecedentes en la revision de literatura con datos estadisticos que permitan
calcular el tamafio del efecto se considerd un valor bajo de 0.30 y se probaron dos tamafios
de efecto mas: 0.35 y 0.40, para determinar el nimero de casos necesarios para lograr una

potencia de al menos 0.90.

Figura 6. Relacion entre la potencia estadistica y el nimero de réplicas del experimento planteado

¥? tests - Goodness-of-fit tests: Contingency tables
Df = 1. a err prob = 0.05

Tamario del efecto

=0.35

Tamano de la muestra

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95

Potencia (1-B)

En la figura 6 se puede observar que con 120 réplicas en el estudio se obtiene una potencia estadistica
de 0.91 por lo cual se determind que el tamafio de muestra utilizado (122) era adecuado. Para los

valores exacto de tamafio de muestra consultar anexo 4

4.4.2 Analisis de los datos

Los datos obtenidos del presente estudio son de naturaleza binomial medidos en una escala
nominal cualitativa con dos categorias mutuamente excluyentes: positivo y negativo para

ambas pruebas.
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Cada uno de los 122 casos funciondé como un ensayo de Bernoulli y el conjunto de estos
resultd en un proceso, a partir del cual fue posible estimar pardmetros para establecer una
distribucion binomial de probabilidad para cada una de las pruebas.

La prueba de Ji-cuadrada, realizada para identificar las diferencias entre las distribuciones
obtenidas de ambas pruebas diagnoésticas se obtuvo utilizando la Férmula 1 y también
mediante el paquete estadistico R (entradas: anexo 5)

Formula 1: Ji-cuadrada

2 _ v [0)-E@)I? [Cni+y)-Ep)?
X% =L E(y;) + 2 E(ni-y;) M

Donde: yi = valor observado, E(yi)=valor esperado; con una distribucion Ji cuadrada con (k-
1) grados de libertad, k es el nimero de categorias.

Para realizar la prueba de hipotesis, se compara el valor de Ji-cuadrada obtenido con el valor
critico de tablas de una prueba con significancia a=0.05 y 1 grado de libertad (2 categorias k
— 1), el cual es de 7.879. Si el valor obtenido era mayor al de tablas, se determind que existia
suficiente evidencia para rechazar la hipdtesis de nulidad o independencia.

El valor esperado E(yi) de positivos y negativos fue calculado a partir de la proporcion obtenida

mediante las formulas 2 y 3.

Foérmula 2: Proporcion esperada de casos positivos (p,):

Y1
Po= 5o @)

Donde:

y1= casos positivos obtenidos de ambas pruebas
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n;= total de casos de las dos pruebas

Férmula 3 Proporcion esperada de casos negativos (qo)

qO=1 — Po (3)

Con los datos ingresados al programa R se realizd otra prueba de asociacion, la F de Fisher
(Entradas:Anexo 5), ademés del odds ratio (razén de momios) para conocer la magnitud de la

diferencia.

Finalmente, tomando a la inmunohistoquimica como prueba diagnostica de referencia debido a que

permite conocer con certeza la positividad y negatividad de cada caso y a que tiene una sensibilidad

139

similar al aislamiento viral °° se obtuvieron los siguientes indicadores de la histopatologia como

método diagndstico para los tres agentes.

Sensibilidad. Verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos negativos) x 100

Especificidad. Verdaderos negativos / (verdaderos negativos + falsos positivos) x 100

VPP (valor predictivo positive). Verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos positivos) x

100.

VPN (valor predictivo negativo). Verdaderos negativos / (verdaderos negativos + falsos negativos)

x 100.

En donde:

-Verdaderos positivos: Casos con lesiones caracteristicas y positivos a la IHQ.

-Falsos negativos: Casos sin lesiones caracteristicas pero positivos a la IHQ.

-Verdaderos negativos: Casos sin lesiones y negativos a la IHQ.

-Falsos positivos: Casos con lesiones caracteristicas pero negativos a la ITHQ.
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5. RESULTADOS

5.1 Clasificacion y gradificacion histologica de los 122 casos de CRP

De acuerdo a los criterios establecidos en el cuadro 1, la mayoria de los casos (94%)
presentaron neumonia intersticial predominantemente moderada, por su parte, la
bronconeumonia se presentd en menos de la mitad de los casos, la mayoria de ellos de

intensidad moderada. La pleuritis se present6 en 44% de los casos. (Cuadro 3)

Cuadro 3. Frecuencia de las lesiones principales en los 122 casos de CRP
Frecuencia Frecuencia relativa Frecuencia relativa
(n=122) lesién principal (%) severidad/lesién
principal
Neumonia intersticial 115 94
Grave 25 23
Moderada 49 42
Leve 41 35
Bronconeumonia 45 37
Grave 10 22
Moderada 19 42
Leve 16 35
Pleuritis a4 36
Grave 8 18
Moderada 19 43
Leve 17 38

Como puede suponerse al observar el cuadro 3, existieron casos que presentaban mas de
una de las lesiones principales, de hecho, en cuanto a las dos lesiones observadas en el
parénquima (neumonia intersticial y bronconeumonia), la neumonia intersticial se presentd
sola en 70 casos (57%), y la lesion compuesta, conocida como bronconeumonia intersticial
en 48 ocasiones (39%), por su parte, la bronconeumonia sola no se presenté en ningun caso.
En cuanto a la pleuritis, de los 44 casos que presentaron esta lesidn 24 fueron en conjunto

con neumonia intersticial (20%) y 20 presentaron la pleuritis acompafiada de
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bronconeumonia y neumonia intersticial (16%), no se presentd en ninglin caso como lesién
simple.

5.2 Diagnostico mediante histopatologia

El ntimero de casos en los que se encontraron las lesiones enumeradas en el Cuadro 2. se
muestran en los siguientes apartados junto con sus imagenes representativas, el total de casos
positivos para cada agente se muestra en el Cuadro 7.

SIv

El aumento en el nimero de células (hiperplasia) del epitelio cilindrico pseudoestratificado
ciliado con células caliciformes fue el observado mas frecuentemente (21.3%), seguido de
bronquitis necrotica con el 16.3% de los casos; por su parte, el cambio de epitelio cilindrico
pseudoestratificado a ciibico simple (atenuacion epitelio) se presento en el 9% de los casos y
el cambio de epitelio respiratorio hacia un tejido diferente y poco funcional (displasia) fue
observada en el 5.7% de los casos. (Cuadro 4, Fig. 7)

PRRSV

La presencia de neumocitos tipo I descamados y tumefactos acompafiados de restos celulares
en los espacios alveolares, junto con macrofagos necrdticos constituyeron las dos lesiones
para identificar los casos positivos; ambas se encontraron juntas en el 20.4% de los casos.

(Cuadro 5, Fig.8)
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Cuadro 4
Frecuencia de casos con las lesiones utilizadas para determinar casos positivos de
SIV

Frecuencia (n=122) %
Hiperplasia epitelial bronquial 26 21.3
o bronquiolar
Bronquitis necrdtica 20 16.3
Atenuacion epitelial bronquial 11 9
o bronquiolar
Displasia epitelial bronquial o 7 5.7
bronquiolar

Figura 7. Pulmén H y E (40x). Lesiones caracteristicas de SIV a.Hiperplasia epitelial b.
Bronquitis necrética. c. Atenuacion epitelial. d.Displasia epitelial.
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Cuadro 5
Frecuencia de casos con las lesiones utilizadas para determinar casos positivos de
PRRSV
Frecuencia (n=122) %
Abundantes restos celulares 25 204
en luz alveolar
Abundantes macréfagos 25 20.4

alveolares necréticos

Figura 8.Pulmén H y E (40x) Lesiones caracteristicas de PRRSV. a. Alveolitis
histiocitica y linfocitica con restos celulares b. Alveolitis histiocitica con multiples
macrofagos necroticos.

PCV-2

La necrosis fibrinoide de vasos linfaticos y sanguineos, presente sobre todo en vasos

de poco calibre, fue observada en el 11.4% de los casos. Por su parte, la neumonia
intersticial granulomatosa se present6 en el 3.2% de los casos. (Cuadro 6, Fig. 9)

Los cuerpos de inclusion botrioides en el citoplasma de células epiteliales o en macrofagos
es una de las lesiones mas representativas de la infeccion, sin embargo, no se observd en

ninguno de los casos.
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Cuadro 6
Frecuencia de casos con las lesiones utilizadas para determinar casos positivos de
PCV2

Frecuencia (n=122) %
Necrosis fibrinoide 14 11.4
Neumonia intersticial 4 3.2
granulomatosa
Cuerpos de inclusion en 0 0

epitelio o macréfagos

Figura 9. Pulmoén H y E. (40x) a. Necrosis fibrinoide en vaso sanguineo. b.Necrosis
fibrinoide vaso linfatico. ¢. Neumonia intersticial granulomatosa d. Cuerpos botrioides
en Macrofagos. Linfonodo*. *No se observaron en los 122 casos estudiados, la imagen
fue obtenida de un caso positivo por histopatologia solo para ejemplificar la lesion.
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5.3 Diagnostico mediante inmunohistoquimica

El nimero de casos determinado por IHQ se muestra en el cuadro 7 junto con el total de

casos positivos obtenidos mediante histopatologia.

Cuadro 7 Casos positivos determinados por Histopatologia y por IHQ

Histopatologia % Inmunohistoquimica %
(IHQ)
SIv 34 27.8 119 97.5
PRRSV 27 22.1 99 81.1
PCV-2 14 11.4 36 29.5

La mayoria de los casos presentaron inmunopositividad para mas de uno de los agentes, las

diferentes combinaciones se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Frecuencia de las asociaciones entre SIV, PRRSV y PCV-2 en 122
pulmones de cerdo.

Frecuencia n=120 Frecuencia relativa

SIvV 14 11.6
SIV+PRRSV 68 56.6
SIV+PCV2 8 6.6
SIV+PRRSV+PCV2 27 22.5
PRRSV 2 1.6
PRRSV+PCV2 1 0.8
PCV2 0 0

Negativo a los tres 0 0

Total 120* 1

*2 casos no fueron evaluados mediante IHQ para PCV2 y no fueron incluidos en este conteo.

5.3.1 Localizacion de los antigenos
SIv

La inmunopositividad fue abundante y clara en fibroblastos de los septos interlobulillares y
perivascular, neumocitos, células endoteliales y macréfagos alveolares. (Fig. 10)

PCV-2

La inmunopositividad fue localizada en el citoplasma de células epiteliales bronquiolares y

glandulares en la submucosa de los bronquios, en neumocitos en los septos y descamados,
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asi como en restos celulares en los espacios alveolares y en el ntcleo y citoplasma de
linfocitos en el tejido linfoide asociado a bronquios. (Fig. 11)

PRRSV

La inmunopositividad fue clara en el citoplasma de células epiteliales bronquiales y
bronquiolares, en el epitelio de las glandulas submucosas de bronquios, y con menor
frecuencia en el citoplasma de macrofagos alveolares moderadamente degenerados y en

neumocitos. (Fig.12)
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Figura 10. Pulmon. Inmunopositividad para nucleoproteina de SIV.a) Marcaje
claro en estroma alrededor de vasos linfaticos. 10x b) Septos alveolares engrosados.10x ¢)
fibroblastos en el septo interlobulillar.40x d) Neumocitos.40x e) células endoteliales de vasos
linfaticos. 40x f) Epitelio hiperplasico inmunonegativo.40x (IHQ Método indirecto con
anticuerpo primario monoclonal y polimero envision flex ™, cromégeno DAB,
contratincion con Hematoxilina.)
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Figura 11. Pulmon 40x. Inmunopositividad para antigenos de PCV-2. a) Cé¢lulas
epiteliales bronquiolares. b) Neumocitos tipo I ¢) Glandula submucosa bronquial y
c¢lulas mononucleares adyacentes. d) Células dispersas en infiltrado inflamatorio
peribronquial. e) Células linfoides del tejido linfoide asociado a bronquios (BALT).
f) Neumocitos descamados en la luz alveolar. (IHQ método indirecto con
anticuerpo primario policlonal y anticuerpo secundario conjugado con HRP,
cromoigeno DAB, contratincion con hematoxilina)
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Figura 12. Pulmén 40x. Inmunopositividad para proteina de nucleocapside de
PRRSYV. a) Epitelio bronquial y glandulas submucosas bronquiales b)
Neumocitos y macrofagos alveolares. ¢) Neumocitos. d) Porcion apical de células
epiteliales de glandulas submucosas bronquiales. (IHQ. Método indireto con
anticuerpo primario monoclonal y polimero envision Flex™, cromdégeno DAB,
contratincion con hematoxilina)

5.4 Analisis estadistico

Con el objetivo de evaluar si existia independencia de los resultados con la prueba utilizada
se llevd a cabo una prueba de Ji cuadrada a partir de los datos escritos en las tablas de
contingencia (Cuadros 9,10, 11) utilizando las férmulas 1,2 y 3 para los tres agentes.

SIV

Proporcion esperada de casos positivos (Férmula 2)

344119 153

= = . 2
122 + 122 244 06

Po=
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Proporcion esperada de casos negativos (Formula 3)

qo=1—10.62
q,-0.38
Cuadro 9. Tabla de contingencia SIV
Numero de animales Esperados
Prueba Positiva Negativa Total Positivas Negativas
Histopatologia | 34 88 122 (0.62)(122)=75.64 | (0.38)(122)=46.36
IHQ 119 3 122 (0.62)(122)=75.64 | (0.38)(122)=46.36

Ji- cuadrada (Féormula 1)

¥% = Z [34 — 75.64]2 .\ [119 — 75.64]2 . [88 — 46.36]° . [3 — 46.36]°
Ly, 75.64 75.64 46.36 46.36

X% =122.9229 + 25.0625 + 37.4 + 40.5 = 125.88

Debido a que nuestro valor de Ji-cuadrada es mayor al de tablas con (2-1)=1 grados de
libertad y una significancia de 0=0.05 se rechaza la hipotesis de independencia, lo que
significa que la proporcion de casos positivos y negativos es dependiente de la prueba
utilizada para el diagndstico de SIV.

PRRSV
Proporcion esperada de casos positivos (Formula 2)

27+99 126
122 + 122 244

Do= = 0.51

Proporcion esperada de casos negativos (Foérmula 3)
qo-1—0.51
q,-0.49
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Cuadro 10. Tabla de contingencia PRRSV

Numero de animales Esperados
Prueba Positiva Negativa Total Positivas Negativas
Histopatologia | 27 95 122 (0.51)(122)=62.22 | (0.49)(122)=59.78
IHQ 99 23 122 (0.51)(122)=62.22 | (0.49)(122)=59.78

Ji-cuadrada (Formula 1)
[27 —62.22]> [99 —62.22]> [95—59.78]*> [23 —59.78]?

2
B 62.22 * 62.22 * 59.78 * 59.78

X?=19.93 4+ 21.74 + 20.75 + 22.62 = 85.04

El valor de tablas de Ji-cuadrada es 7.879 y al igual que en el caso anterior, se rechaza la
hipdtesis de independencia, lo que indica que el nimero de casos positivos y negativos es

dependiente de la prueba utilizada.

PCV-2
Proporcion esperada de casos positivos (Formula 2)
14 + 36 50
Po= 1224122 244~ 020
Proporcion esperada de casos negativos (Formula 3)
q,-1—0.20
q,-0.80
Cuadro 11. Tabla de contingencia PCV-2
Numero de animales Esperados
Prueba Positiva Negativa Total Positivas Negativas
Histopatologia | 14 108 122 (0.20)(122)=24.4 | (0.80)(122)=97.6
IHQ 36 86 122 (0.20)(122)=24.4 | (0.80)(122)=97.6

Ji-cuadrada (Férmula 1)

[14 — 24.4]*> [36 —24.4]> [108—97.6]> [86 —97.6]?

2
- 24.4 + 24.4 + 97.6 + 97.6

X2 =443+551+1.10+ 1.37 = 12.41
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Para PCV-2, los resultados son también dependientes de la prueba utilizada, debido a que la
Ji-cuadrada calculada es mayor que la Ji-cuadrada de tablas con (2-1)=1 grados de libertad y

una significancia de a=0.05 .

En el cuadro 12, se observa que los resultados de la Ji-cuadrada obtenidos con el programa
R son muy similares a los calculados manualmente, ademas se muestran los resultados de

una prueba de asociacion adicional (F de Fisher) y del “Odds Ratio”.

Cuadro 12. Resultados de Ji-cuadrada, F de Fisher y Odds Ratio, obtenidos por
medio del programa R studio.

SIV PRRSV PCV-2
Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Histopatologia 34 88 27 95 14 108
Inmunohistoquimica 119 3 99 23 36 86
Jl-cuadrada 126.61 85.07 12.17
Valor de P 0.001 0.001 0.005
Odds ratio 102.66 15.14 3.22
Prueba de Fisher 0.001 0.001 0.001

El Odds Ratio da magnitud a la diferencia entre ambos métodos diagnosticos, asi, para SIV,
es 102 veces mas probable encontrar un caso positivo por medio de IHQ, para PRRSV es 15
veces mas probable y para PCV-2 3 veces. Tomando como prueba diagnostica de referencia
laTHQ se llevo a cabo el calculo de 4 indicadores de la histopatologia mostrados en el cuadro

13.

Cuadro 13 . Indicadores de la histopatologia como prueba diagndstica para los tres
agentes.

Histopatologia Sensibilidad Especificidad VPP VPN

SIvV 34/119 (29%) 3/3 (100%) 34/34 (100%) 3/88 (3.4%)
PRRSV 22/99 (22%) 17/23 (74%) 22/28 (78%) 17/94 (18%)
PCV-2 5/40 (12%) 73/82 (89%) 5/14 (36%) 73/108 (68%)
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6. DISCUSION

Las lesiones histologicas caracteristicas de infeccion por SIV, PRRSV y PCV-2 han sido
descritas en la literatura reciente y en los textos de referencia en patologia y son el marco de
referencia para sugerir la infeccion por estos agentes virales, sin embargo, en la practica de
la patologia diagndstica veterinaria, comunmente se dificulta la identificacion de estas
lesiones en el tejido pulmonar. Esta dificultad se ha evidenciado en estudios hechos en casos
de campo, en los cuales se pretendian identificar lesiones de agentes parte del CRP
diagnosticados mediante PCR!** y no se encontré asociaciéon entre los patdgenos
encontrados y lesiones histopatoldgicas. Los resultados del presente trabajo, en el cual se
comparo el diagndstico por histopatologia con una prueba complementaria semicuantitativa,
la IHQ, apoyaron los resultados de estos estudios al arrojar una diferencia significativa entre

las dos técnicas para el diagnostico de los tres agentes virales en una muestra de 122 casos.

La etiologia multiple del CRP,**!° con interacciones complejas que pueden ser aditivas o
sinérgicas, aunado a otros factores como el curso de la infeccion, estado inmunologico del
animal e incluso las condiciones ambientales,* provoca respuestas tisulares diversas y
variables que dificultan la observacion de las lesiones caracteristicas en las que se basa la

histopatologia,*!* independientemente del criterio y destreza del observador.

La clasificacion y gradificacion de las lesiones principales (Cuadro 3) es utilizada para
sugerir de manera general la naturaleza (virus, bacteria) de los patdgenos que se encuentran
en cada caso sin llegar a un diagndstico definitivo; se determind el numero de casos con
neumonia intersticial, la cual es la lesion microscopica general sugerente de infeccion viral
en el tejido pulmonar, asi como el nimero de casos con bronconeumonia supurativa que es

sugerente de infeccion bacteriana secundaria y ademas es uno de los elementos principales
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que enmascaran y dificultan la observacion de lesiones en casos de CRP.*>!!

La neumonia intersticial se observo en 115 de 122 casos, el 42% de estos casos de intensidad
moderada, lo que sugiere que la mayoria de los casos cursaron con infeccidon viral, sin
embargo, es importante mencionar que Mycoplasma hyopneumoniae, cuyo diagnostico no es
considerado en este estudio, es altamente prevalente y produce también este tipo de lesion
con severidad leve a moderada.?” El hecho de que la mayoria de los casos presenten evidencia
general de infeccion viral es compatible con el papel de los virus como agentes primarios en
el modelo simple de interaccion del CRP,!%% el cual establece que el inicio de la enfermedad
respiratoria es generado por la afectacion de la inmunidad innata por parte de los agentes

virales o Mycoplasma.

Este esquema de interaccion, el cual considera que la enfermedad progresa al ocurrir
infeccion con agentes bacterianos oportunistas, fue respaldado por la evidencia microscopica
en 39% de los casos al encontrar neumonia intersticial en conjunto con bronconeumonia,
mientras que la mayoria de los casos (57%) presentaron solo neumonia intersticial sin la
presencia de bronconeumonia. La infeccion viral simple o multiple o por mycoplasma-virus

es el modelo de interaccion apoyado por la evidencia microscopica en estos casos.

Para el Objetivo 2, se buscaron lesiones especificas (Cuadro 2) para determinar la infeccion
por cada uno de los tres agentes. La lista consistid solo de unas pocas lesiones por agente
debido a que algunas de estas descritas en varios estudios como la hiperplasia de neumocitos
tipo II, hiperplasia de BALT, peribronquitis linfohistiocitica, peribronquiolitis
linfohistiocitica y perivasculitis linfocitica eran mencionadas para mas de uno de los tres

agentes, por lo cual se considerd que estas no serian utiles para discriminar cada caso.
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Para el caso de SIV, la lesion mas comunmente observada (hiperplasia epitelial) aparece,

segtin estudios detallados de las lesiones producidas por el virus'

, alas 72 horas post-
infeccion, mientras que la lesion considerada el marco de la infeccion (Bronquitis necrotica),
cuyo tiempo de aparicion es a las 24-48 horas post-infeccion fue observada en solo 20 casos.

La atenuacion epitelial bronquiolar y la displasia de este mismo tejido, son propias de 48-72

PL

La frecuencia mayor de lesiones que aparecen de forma subaguda o crénica concuerda con
el hecho de que la mayoria de los subtipos de influenza porcina que circulan en las granjas
generan alta prevalencia pero baja mortalidad®” a menos que se compliquen con otros agentes
primarios o secundarios. Teniendo en cuenta el tiempo que estos factores complicantes tardan
en aparecer, es esperado que las lesiones observadas en animales cuya causa de muerte sea
la enfermedad respiratoria, como los recolectados para este estudio, lleven un tiempo

cursando la infeccion por el virus.

Las lesiones consideradas marco de la infeccion por SIV son claras y practicamente no se
dificulta su observacion a pesar de la reaccion inflamatoria exacerbada o compleja provocada
por otros agentes, por lo cual una revision cuidadosa del tejido debe permitir la observacion

de estas.

En cuanto a PRRSV, el conocimiento sobre la patogenia y el tropismo del virus difiere
ligeramente de los hallazgos mencionados por la literatura para caracterizar la infeccion por
este virus; mientras que el dafio celular en los macrofagos ocurre principalmente por la
induccion de la apoptosis, el hallazgo microscopico referido por la literatura®® es la presencia

de restos celulares necroticos, en especial macrofagos, en la luz alveolar.
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La presencia de macrofagos alveolares necrdticos y neumocitos descamados y tumefactos
sobre la presencia de figuras sugerentes de apoptosis en macrofagos podria explicarse por el
efecto en mayor extension sobre el tejido pulmonar por la sobreexpresion de citocinas como

IL-1, IL-6, TNF-a, e IFN-y, registrado en la infeccion por las cepas més virulentas.*®

La identificacion de las lesiones utilizadas para diagnosticar PRRSV por histopatologia
fueron las mas dificiles de identificar cuando se encontraban en conjunto con lesiones propias
de complicaciéon bacteriana como la bronconeumonia y alveolitis supurativa o
linfoplasmocitica, ademas, distinguir neumocitos tumefactos y descamados con histiocitos

necroéticos resulto dificil.

Para PCV-2, en 14 casos las lesiones vasculares fueron observadas en vasos linfaticos y
sanguineos de bajo calibre sobre todo en el estroma, estas son explicadas por efecto citopatico
directo del virus sobre células endoteliales, miocitos de la capa media y/o pericitos; otros
posibles mecanismos de dafio vascular en la infeccion por PCV2 son el efecto de la
sobresecrecion de citocinas por células infectadas y la exacerbada reaccidon inmune
consecuente, o por mecanismos humorales como el depdsito o la formacion in situ de

complejos inmunes.>”4

La neumonia intersticial granulomatosa, caracterizada por la formacion de células gigantes
multinucleadas,?’ fue un hallazgo raro, ademas, la lesién mds representativa de la infeccion
por PCV?2 registrada en la literatura, que es la formacion de cuerpos de inclusion botrioides,
los cuales tienen forma de racimo de uva y son encontrados en el citoplasma de macréfagos'!
y con menor frecuencia en células epiteliales alveolares,** no fue encontrada en ninguno de

los 122 casos estudiados.
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La revision exclusiva de tejido pulmonar en el presente estudio pudo haber limitado el
hallazgo de los cuerpos de inclusion debido a que estos son considerados muy raros en el
epitelio bronquial y bronquiolar, sin embargo, aunque excede el alcance de este trabajo, se
examinaron microscopicamente los linfonodos regionales de los casos en los que se tuvieran
disponibles, no encontrandose cuerpos de inclusion en ninguno de ellos, sin embargo, es
importante considerar que la presencia de cuerpos de inclusion en cualquiera de los 6rganos
y sistemas afectados por PCV-2 es mucho menos comun actualmente de lo que era en el

tiempo que surgi6 la enfermedad.*

El procedimiento de inmunohistoquimica (IHQ) correspondiente al Objetivo 3 permitid
establecer los casos positivos para cada agente al observar el marcaje sobre los antigenos
buscados. Ademas de la clara diferencia en la frecuencia de casos positivos arrojados por la
IHQ con la histopatologia, la cual sera discutida mas adelante, la ITHQ arroj6 datos

interesantes sobre la interaccion virus-virus que se exponen a continuacion.

Con esta técnica, se pudo caracterizar el tercer modelo de interaccion'® en los 122 casos, el
cual se da entre agentes primarios del CRP, ya sea entre virus o virus-Mycoplasma. En los
122 casos, la interaccion mas frecuente (SIV-PRRSV) apoya los datos epidemiologicos que
establecen que SIV presenta morbilidad cercana al 100% y que PRRSV se considera ubicuo
en los paises con produccion industrial de cerdos. Se han encontrado diferentes efectos sobre
la presentacion de la enfermedad respiratoria segiin el orden de infeccion por los dos
agentes® y el intervalo entre la infeccion por cada uno,* lo cual es imposible de saber en
este estudio. Sin embargo, un dato importante es que se considera que a pesar de que la
infeccion dual provoca efectos sinérgicos,!! la infeccion por PRRSV disminuye la replicacion

de SIV, probablemente por la secrecion de citocinas como IFNo.*>* Esta disminucién en la
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replicacion de SIV, puede interferir no solo en su patogenia, sino también en la presentacion
de lesiones caracteristicas de este virus e incluso en la localizacion de la inmunopositividad,

revisada mas adelante.

En cuanto a PCV-2, no fue encontrado ningun caso con infeccidon inica por este virus, lo cual
puede ser explicado a pesar de su alta prevalencia en la produccién porcina®® por el hecho de
que la replicacion del virus es potenciada por la activacion de la respuesta inmune hacia otro

agente y la multiplicacion de células precursoras linfaticas,?*°

por lo cual no se observaria
expresion de la enfermedad respiratoria por la infeccion simple por PCV-2. La participacion
de este agente se observé la mayoria de las veces junto con los otros dos virus estudiados (27
casos), interaccidon que se sabe es la que mas potencializa la replicacion y distribucion de

PCV-2* y concuerda con la dependencia del agente de la activacién de la respuesta inmune

para replicarse.

Algunos de los hallazgos mas importantes ocurrieron al determinar la localizacion celular de
los antigenos de los tres agentes; la nucleoproteina de SIV se encontr6 en fibroblastos, células
endoteliales, células musculares lisas de la capa media de vasos sanguineos, neumocitos y
macrofagos. Esta inmunopositividad fue validada por los controles positivos y negativos y
difiere de lo descrito en la literatura, en donde las células epiteliales bronquiales y
bronquiolares son las que presentan inmunopositividad en la mayoria de los casos. Esta
inmunopositividad no fue encontrada en el epitelio bronquial y bronquiolar en ninguno de

los casos, incluso en los que presentaban degeneracion y necrosis epitelial.

El marcaje en fibroblastos no es mencionado en las descripciones mas detalladas sobre

ensayos de THQ ni como una célula que esté implicada en la patogenia del virus.!**° Para
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explicar la ausencia de inmunopositividad en epitelio y su presencia abundante en
fibroblastos, debemos considerar los datos de estos estudios que relacionaron los hallazgos
con diferentes tiempos PI, los cuales situaron el tiempo de eliminacion del virus a los 7 dias
post infeccion. Este rapido tiempo de eliminacion del virus, junto con los datos sobre la
patogenia que sitian al dafio epitelial bronquial y bronquiolar como uno de los primeros
efectos por la infeccion por SIV, sugieren que los casos de campo evaluados en este estudio
llevaron un curso de enfermedad al menos mayor a los 7 dias, tiempo en el cual el virus fue
eliminado de células labiles como el epitelio pero permanecio en células estables, como los
fibroblastos. Los casos con dafio epitelial pero sin inmunopositividad en estas células hacen
pensar que estos dafios eran causados por otro agente, dentro de los cuales Mycoplasma es el

més probable.?

En los mismos estudios sobre la patogenia de SI1V, se registr6 dafio endotelial que se atribuyd
a la exacerbacion de la respuesta inflamatoria y secrecion de citocinas, sin que fuera
demostrada la replicacion o la presencia del antigeno en estas células. Sin embargo, particulas
virales han sido observadas en el citoplasma de estas células por medio de microscopia

electrénica de transmision.

La localizacion de la proteina de la nucleocapside de PRRSV difiri6 considerablemente con
lo descrito en la literatura: la inmunopositividad fue observada de manera clara y abundante
en el citoplasma de células epiteliales bronquiales, bronquiolares y glandulares, ademas, el
epitelio con marcaje claro se observo tumefacto, en algunos casos vacuolado y con ausencia

parcial de cilios.

El marcaje y degeneracion de las células epiteliales no coincide con el rango de células blanco
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consideradas, sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos moleculares de
reconocimiento de las células blanco por el virus y el mecanismo de entrada no estan

16,17

claramente entendidas, por lo que no se puede descartar la participacion de las células

epiteliales en la replicacion y propagacion del virus.

El ensayo llevado a cabo con anticuerpos policlonales para PCV-2 fue el menos claro de los
tres y en muchos casos el marcaje de fondo no permitié confirmar casos sospechosos, lo que
pudo haber llevado a subestimar la cantidad de casos positivos para este agente. El tropismo

23,37,47

del virus por gran cantidad de células y la patogenia estudiada coincide con la

inmunopositividad observada en este trabajo.

Si bien existe la nocion en el &mbito del diagndstico anatomopatologico que la determinacion
de la etiologia primaria de CRP es complicada por medio de histopatologia, no se tiene una
magnitud numérica obtenida de un nimero amplio de casos ni se han examinado a detalle las

causas de esta dificultad.

El analisis estadistico de ambas pruebas diagnosticas arrojé qué para los tres agentes, los
resultados son dependientes de la prueba utilizada, es decir, que son diferentes de manera
significativa y el resultado sera diferente seglin el método utilizado y no por la presencia o
ausencia del agente, la magnitud de esta diferencia (dada por el Odds Ratio) es un punto muy

importante a considerar.

Al examinar el caso de SIV, la magnitud de la diferencia es tal, que practicamente resulta
que en una misma muestra que fuera lo suficientemente amplia, por cada caso de influenza
diagnosticado por histopatologia, se podrian detectar 102 casos por medio de THQ que

escaparon a la primera prueba. Tal diferencia hace evidente que es necesaria la utilizacion de
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pruebas complementarias como la THQ.

Las pruebas para PRRSV y PCV-2 arrojaron la misma falta de correspondencia, incluso la
menor magnitud de la diferencia para PCV-2 indica que ain es 4 veces mdas probable
encontrar un caso positivo por medio de IHQ. Ademas, como se indica en el apartado de
histopatologia, la lesion que mas veces permitié sugerir a PCV-2 por histopatologia fueron
las lesiones vasculares en vasos sanguineos muy pequenios en los septos, las cuales resultaron

dificiles de observar.

Finalmente, fue posible determinar la sensibilidad y especificidad, proporciones que hablan
de la habilidad diagnodstica de la histopatologia y que no han sido determinados en otro
estudio. Para los tres agentes, la especificidad fue considerablemente més alta debido a que
fueron muy pocos casos en los que fueron observadas las lesiones. Estos datos apoyan la falta

de coincidencia entre las pruebas determinada por la prueba de Ji-cuadrada.

5. CONCLUSIONES

e En las condiciones de campo caracteristicas de los 122 casos utilizados en este
trabajo los resultados del diagnostico histopatoldgico son significativamente
diferentes de los obtenidos mediante la demostracion de los antigenos virales en los
tejidos mediante THQ.

e A pesar de que estos datos sugieren que la evidencia histopatoldgica no es
suficiente para llegar al diagndstico etioldgico final, esta permitié determinar, de
manera general, que la mayoria de los casos cursaban con infeccidon solamente por

parte de agentes virales o bacterias-virus.
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e Las lesiones pulmonares microscopicas caracterizadas en la literatura no son
representativas y utiles para sugerir la infeccion por SIV, PRRSV y PCV2, a
diferencia de lo observado en estudios experimentales en los que no existe
interaccion con otros agentes.

e La inmunopositividad de SIV y PRRSV fue clara e intensa pero su localizacion fue
diferente a lo reportado previamente, en cuanto a PCV-2 el marcaje no fue tan claro
y presentd marcaje de fondo que en algunos casos dificulto la interpretacion. Para
respaldar estos resultados, sera util llevar a cabo otras técnicas moleculares que
permiten localizar a los agentes en los tejidos, como la hibridacion in situ.

e Con los resultados de este estudio, podemos determinar que la utilidad de la
histopatologia radica solo en orientar la utilizaciéon de pruebas diagnésticas
complementarias, como la IHQ, hacia los grandes grupos de patéogenos (virus y
bacterias) en funcion de las lesiones generales, sin embargo, quedo clara la poca

utilidad que esta tiene para llegar por si sola a un diagndstico etioldgico definitivo.

6. PERSPECTIVAS

La inspeccion exclusiva de tejido pulmonar en el presente estudio pudo haber limitado la
capacidad diagnostica de la histopatologia, es necesario, sobre todo para los dos virus que
provocan enfermedad multisistémica (PRRSV y PCV-2), realizar un estudio similar que
incluya otros tejidos como los linfonodos o que se complemente con otros 6rganos
afectados por estas enfermedades para llegar a conclusiones definitivas sobre el diagnostico
por medio de esta técnica. Para respaldar los datos sobre la habilidad diagndstica de la

histopatologia (sensibilidad y especificidad), sera conveniente realizar una comparacion
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similar, pero identificando a los agentes por medio de otra técnica de biologia molecular

como PCR, la cual puede ser llevada a cabo también en tejidos incluidos en parafina.

La localizacion tisular de los antigenos resultd diferente a lo esperado segun la patogenia y
a estudios previos, por lo cual seria conveniente llevar a cabo otra técnica que permita
determinar la localizacion del agente, pero con otro fundamento; la hibridacion in Situ seria
adecuada ya que permite determinar la localizacion del agente pero basandose en la

busqueda de secuencias de acidos nucleicos especificas.

Definitivamente, conocer los datos de los animales incluidos en el estudio, como historia
clinica, signologia, edad, estado productivo y estatus inmunologico respecto a las
enfermedades buscadas, permitird conocer la muestra utilizada y decidir si es posible
trasladar los datos obtenidos a la poblacion porcina en general o solo a cierto sector o etapa
productiva. Ademas, permitira relacionar las diferentes interacciones virales determinadas
mediante IHQ con la afectacion a los parametros productivos y por consiguiente la

importancia econdmica.
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Anexo 1. Protocolo IHQ anti-nucleoproteina de Virus de Influenza Porcina (SIV)

Desparafinacién:

En horno a 60° C durante una hora O

Xilol un cambiode 100 O
Alcohol absoluto un cambio de 100 &
Alcohol al 96 % un cambio de 100 &
Alcohol al 70 % un cambio de 100 O
Alcohol al 50 % un cambiode 100 O

Lavar con PBS, un cambio de 100 O

Recuperacion antigénica:

Colocar las laminillas en solucién Target Retrieval Solution (diluida 1:50 en agua destilada) en un vaso coplin de plastico

cerrado dentro de la olla con 400 ml de agua destilada en el horno de microondas por 3 minutos potencia 5 O

Lavar con PBS, un cambiode 5 O

Bloqueo de peroxidasa:

Peroxido de Hidrogeno + metanol en relacién 1:8", un cambio de 30'a TA O

Lavar con PBS, un cambio de & O

Bloqueo de inmunoglobulinas endégenas:

Decantar el PBS y agregar 50pl de leche Svelty® al 0.5 % e incubar en camara himeda durante 30’ en estufa a 37° C

Lavar con PBS, un cambiode 5 O

Incubacién con el anticuerpo primario:

Decantar el PBS y agregar 50l de anticuerpo primario anti-nucleoproteina dilucién 1:800, incubar en cdmara himeda durante

todalanochea4°C O

Lavar con PBS, un cambio de 10° O
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Incubacién con el anticuerpo secundario:

Agregar 50ul de POLIMERO ENVISION FLEX/HRP (DM 822), incubar en camara humeda durante 20’ a temperatura

ambiente O

Lavar con PBS, un cambio de 15° O

Revelado:

Preparar DAB (1ml de Sustrato buffer DM823 + 1 gota de DMB) O

Revelar las laminillas aplicando 50ul de DAB. O

Observar la reaccion del colorante al microscopio y establecer el tiempo de reaccion 5" maximo.

Tiempos de revelado

Colocar las laminillas en agua destilada para detener la reaccion O
Lavar con agua destilada, tres cambiosde 5 0O 0O O

Contratincién:

Aplicaciéon de Hematoxilina™® como contraste durante 17 O

Lavar con agua 10 pases O

Lavar con agua amoniacal 10 pases O

Lavar con agua 10 pases O

Alcohol 70% 10 pases O

Alcohol 80% 10 pases O

Alcohol 96% 10 pases O

Alcohol absoluto 10 pases O

Xilol 10 pases O

Montaje con resina sintética O
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Anexo 2: Protocolo IHQ Anti-nucleocapside de Virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo del Cerdo (PRRSYV)

Desparafinacion:

En horno a 60° C durante una hora O

Xilol un cambio de 100 O
Alcohol absoluto un cambio de 10 a
Alcohol al 96 % un cambiode 100 O
Alcohol al 70 % un cambiode 100 O
Alcohol al 50 % un cambiode 100 O

Lavar con TRIS, un cambio de 100 O

Recuperacion antigénica:

Colocar las laminillas en solucién Target Retrieval Solution (diluida 1:50 en agua destilada) en un vaso coplin de plastico

cerrado dentro de la olla con 400 ml de agua destilada en el horno de microondas por 3 minutos potencia 5 O

Lavar con TRIS, un cambiode 5° O

Bloqueo de peroxidasa:

Peroxido de Hidrogeno + metanol en relacion 1:8", un cambiode 30 aTA O

Lavar con TRIS, un cambio de 5’ O

Bloqueo de inmunoglobulinas endégenas:

Decantar el TRIS y agregar 50ul de leche Svelty® al 0.5 % e incubar en camara himeda durante 30" en estufa a 37° C

Lavar con TRIS, un cambio de 5’ O

Incubacién con el anticuerpo primario / potencializador

Decantar el TRIS y agregar 50ul de anticuerpo primario anti-nucleocapside dilucion 1:200, incubar en camara himeda durante

todalanochea4°C O

Lavar con TRIS, un cambiode 100 O
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Incubacién con el anticuerpo secundario:

Agregar 50ul de POLIMERO ENVISION FLEX/HRP (DM 822), incubar en camara humeda durante 20’ a temperatura

ambiente O

Lavar con TRIS, un cambiode 15 O

Revelado:

Preparar DAB (1ml de Sustrato buffer DM823 + 1 gota de DMB) O

Revelar las laminillas aplicando 50ul de DAB. O

Observar la reaccién del colorante al microscopio y establecer el tiempo de reaccién 5" maximo.

Tiempos de revelado

Colocar las laminillas en agua destilada para detener la reaccion O
Lavar con agua destilada, tres cambiosde 5 0O O O

Contratincién:

Aplicaciéon de Hematoxilina™® como contraste durante 17 O

Lavar con agua 10 pases O

Lavar con agua amoniacal 10 pases O

Lavar con agua 10 pases O

Alcohol 70% 10 pases O

Alcohol 80% 10 pases O

Alcohol 96% 10 pases O

Alcohol absoluto 10 pases O

Xilol 10 pases O

Montaje con resina sintética O
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Anexo 3. Protocolo IHQ anti particula completa de Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2)

Desparafinacién:

En horno a 60° C durante una hora

Xilol un cambiode 100 &
Alcohol absoluto un cambiode 100 &
Alcohol al 96 % un cambio de 100 &
Alcohol al 70 % un cambio de 100 &
Alcohol al 50 % un cambio de 100 &

Lavar con CARBONATOS , un cambio de 10’ O

Recuperacion antigénica:

Aplicar 50ul de proteasa e incubar en camara humeda durante 10’ en estufa a 37° C

Lavar con CARBONATOS, un cambio de 5’ a

Bloqueo de peroxidasa:

Peréxido de Hidrégeno + metanol en relacion 1:7, un cambio de 30" a TA

Lavar con CARBONATOS, un cambio de 5’ O

Bloqueo de inmunoglobulinas endégenas:

Decantar los CARBONATOS y agregar 50ul de leche Svelty al 0.5 % e incubar en camara hiumeda durante 30’ en estufa a

37°C

Lavar con CARBONATOS, un cambio de 5’ O

Incubacién con el anticuerpo primario 1:500

Decantar los CARBONATOS vy agregar 50ul de anticuerpo primario anti-circovirus ( 1:500 / CARBONATOS ), incubar en

camara hiumeda durante toda la noche a 4 °C

Lavar con CARBONATOS, un cambio de 10’ O

Incubacién con el anticuerpo secundario 1:500

Agregar 50ul de anticuerpo secundario anti-porcino ( 1:500 / carbonatos ), incubar en camara himeda durante 30’ en estufa

a37°C
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Lavar con CARBONATOS, un cambio de 15’ |

Revelado:

Preparar DAB (1ml de Sustrato buffer DM823 + 1 gota de DMB), revelar las laminillas aplicando 50ul de DAB. Observar la

reaccion del colorante al microscopio y establecer el tiempo de reaccién 5’ maximo.

Tiempos de revelado

Colocar las laminillas en agua destilada para detener la reaccion m]
Lavar con agua destilada, tres cambiosde 5 O O O

Contratincién:

Aplicacion de Hematoxilina como contraste durante 1’ O

Lavar con agua 10 pases O

Lavar con agua amoniacal 10 pases |

Lavar con agua 10 pases O

Alcohol 70% 10 pases |

Alcohol 80% 10 pases a

Alcohol 96% 10 pases a

Alcohol absoluto 10 pases O

Xilol 10 pases O

Montaje con resina sintética O
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Anexo 4. Efecto del tamafio de muestra (n) sobre la potencia del estudio planteado

Tamafio de efecto Tamano de efecto Tamario de efecto

Potencia (1-p)

0.30 0.35 0.40
0.600000 54.428599 39.988359 30.616087
0.610000 55.713690 40.932507 31.338951
0.620000 57.023312 41.894678 32.075613
0.630000 58.358866 42.875902 32.826862
0.640000 59.721861 43.877286 33.593547
0.650000 61.113928 44.900029 34.376585
0.660000 62.536832 45.945428 35.176968
0.670000 63.992490 47.014890 35.995775
0.680000 65.482987 48.109949 36.834180
0.690000 67.010600 49.232277 37.693462
0.700000 68.577822 50.383706 38.575025
0.710000 70.187391 51.566246 39.480407
0.720000 71.842323 52.782115 40.411307
0.730000 73.545956 54.033764 41.369600
0.740000 75.301993 55.323913 42.357371
0.750000 77.114561 56.655596 43.376941
0.760000 78.988282 58.032207 44.430909
0.770000 80.928352 59.457564 45.522198
0.780000 82.940645 60.935984 46.654113
0.790000 85.031837 62.472370 47.830408
0.800000 87.209561 64.072331 49.055378
0.810000 89.482602 65.742320 50.333964
0.820000 91.861141 67.489818 51.671892
0.830000 94.357074 69.323564 53.075854
0.840000 96.984420 71.253859 54.553736
0.850000 99.759867 73.292963 56.114925
0.860000 102.703499 75.455632 57.770718
0.870000 105.839792 77.759847 59.534883
0.880000 109.199010 80.227844 61.424443
0.890000 112.819194 82.887571 63.460796
0.900000 116.749105 85.774852 65.671371
0.910000 88.936679 68.092145
0.920000 125.816244 92.436424 70.771637
0.930000 131.160120 96.362537 73.777567
0.940000 137.259766 100.843910 77.208618
0.950000 144.385657 106.079258 81.216932

*Tamano de muestra utilizado en el estudio.
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Anexo 5. Procedimiento para el calculo de la prueba de Ji- cuadrada y F de fisher
usando el paquete R studio.

1. Calculo de la prueba de Ji cuadrada para SIV
-Ordenes
library(MASS)
> SIVji=matrix(c(34,119,88,3), nrow=2)
> SIVji
L110.2]
[1,] 34 88
[2,] 119 3
>chisq.test(SIV)
-Resultados
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity
correction
data: SIV

X-squared = 123.66, df = 1, p-value < 2.2e-16

2.Calculo de la prueba de Ji cuadrada para PRRSV
-Ordenes
> PRRSV=matrix(c(27,99,95,23), nrow=2)
> PRRSV
L11[.2]
[1,] 27 95
[2,] 99 23

> chisq.test(PRRSV)
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-Resultados

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity
correction

data: PRRSV

X-squared = 82.728, df = 1, p-value < 2.2e-16

3. Calculo de la prueba de Ji cuadrada para PCV-2.
-Ordenes
> PCV.2=matrix(c(14,36,108,86), nrow=2)
>PCV.2
11 [.2]
[1,] 14 108
[2,] 36 86
-Resultados
> chisq.test(PCV.2)
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity
correction
data: PCV.2

X-squared = 11.093, df = 1, p-value = 0.0008665

4. Calculo de la prueba exacta de Fisher para SIV
-Ordenes

SIV=matrix(c(34,119,88,3), nrow=2)

> SIV

[.11[,2]
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[1,] 34 88

[2,] 119 3

fisher.test(SIV)

-Resultados

Fisher's Exact Test for Count Data
data: SIV

p-value <2.2e-16

alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0.001906256 0.033065976
sample estimates:

odds ratio

0.009986427

5. Calculo de la prueba exacta de Fisher para PRRSV.
-Ordenes
> PRRSV=matrix(c(27,99, 95,23), nrow=2)
> PRRSV
L1112
[1,] 27 95
[2,] 99 23
>Fisher.test(PRRSV)
-Resultados
Fisher's Exact Test for Count Data
data: PRRSV

p-value <2.2e-16
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alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:
0.03368792 0.12848301
sample estimates:
odds ratio
0.06703923
6. Calculo de la prueba exacta de Fisher para PCV-2
-Ordenes
PCV.2=matrix(c(14,36,108,86), nrow=2)
>PCV.2
L110.2]
[1,] 14 108
[2,] 36 86

» fisher.test(PCV.2)
-Resultados

Fisher's Exact Test for Count Data

data: PCV.2

p-value = 0.0007542

alternative hypothesis: true odds ratio is not equal to 1
95 percent confidence interval:

0.1452322 0.6359215

sample estimates:

odds ratio

0.3111519
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