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LISTA DE ABREVIATURAS

A: Adenina.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

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

C: Citosina.

c: Concentracion del “primer”.

CaCV: Canary circovirus, circovirus del canario.

cbp: Cuanto baste para.

CAV: Chicken anemia virus, virus de la anemia del pollo.

CRP: Complejo respiratorio porcino.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid, acido etilendiamino tetraacetico
ELISA: Enzime Liked Immunosorbent Assay, Analisis de la enzima ligada a un
inmunoabsorbente inerte.

FPC: Fiebre porcina clasica.

G: Guanina.

GCV: Goose circovirus, circovirus del ganso.

GuCV: Gull circovirus, circovirus de la gaviota.

H: Entalpia.

HIS: Hibridacioén in situ.
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[IF: Inmunofluorescencia indirecta.

IHQ: Inmunohistoquimica.

IPMA: Inmunoperoxidasa en monocapa.

KDa: Kilo daltons.

M: Moles.

m: Masa.

MgCl,: Cloruro de magnesio.

ml: Mililitros.

mg: Miligramos.

mM: Milimolar.

ul: Microlitros.

um: Micrometro.

nm: Nanémetro.

nt: Nucleotidos.

ORF: Open reading framers, fragmentos de lectura abierta.
PCR: Polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa.
PCV: Porcine circovirus, circovirus porcino.

PCV-1: Porcine circovirus type 1, circovirus porcino tipo 1.
PCV-2: Porcine circovirus type 2, circovirus porcino tipo 2.
PDNS: Sindrome de dermatitis y nefropatia porcina.

pH: Potencial de hidrogeniones.

PiCV: Pigeon circovirus, circovirus de la paloma.
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PK-15: Porcine kidney-15, linea celular de rifion de cerdo.

PMWS: Postweaning multisistemic wasting syndrome, Sindrome multisistemico y
de adelgazamiento postdestete.

PPV: Parvovirus porcino.

PRRS: Sindrome respiratorio reproductivo porcino.

g: Carga.

rpm: Revoluciones por minuto.

R: Constante molar.

S: Entropia.

SDS: Sodium dodecyl sulfate, Duodecil sulfato de sodio.

T: Timina.

Taq : Thermus aquaticus.

Tm: Temperatura de fusion.

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase[TdT]-mediated dUTP Nick End
Labeling.

U: Unidades.
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» Estandarizar la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa a partir de

muestras de tejidos congelados de cerdos infectados con PCV-2.
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1.CIRCOVIRUS PORCINO TIPO 2 (PCV-2)

El PCV-2 es un virus que fue aislado por primera vez en 1998 , afecta a la
produccion porcina alrededor de todo el mundo. Este virus se asocia como agente
causal del sindrome multisisttmico y de adelgazamiento pos-destete
(Postweaning multisystemic wasting sindrome, PMWS) y desde ese entonces se

ha relacionado con otros sindromes presentes en el cerdo (Ellis et al., 1998).

2. CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El PCV-2 es un miembro de la familia Circoviridae del género Circovirus. En
el genero Circovirus se incluyen al circovirus porcino tipo 1 (PCV-1) que se ha
descrito como un contaminante no citopatico apatégeno para el cerdo y al PCV-2
el cual es antigénica y gendmicamente distinto al anterior y que ha demostrado ser

patdégeno en esta especie (Bassami et al., 1998; Niagro et al., 1998).

Fig. 1 Microfotografia electronica
del circovirus porcino tipo 2
Tomada de www.syva.es
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Dentro del genero Circovirus también se encuentran: el virus de la
enfermedad del pico y de las plumas de los psitacidos (BFDV) (Bassami et al.,
1998), el circovirus de la paloma ( PiCV o CoCV) (Woods et al., 1993; Mankertz et
al., 2000), el circovirus del ganso (GCV) (Todd et al., 2001), el circovirus del
canario (CaCV) (Phenix et al., 2001) y el circovirus de la gaviota (GuCV) (Jestin et
al., 2001).

El PCV-2 posee un virion de ADN rodeado por una proteina viral simple la
cual da lugar a una molécula circular de cadena sencilla de aproximadamente
1800 bases (Tischer et al., 1974; Meehan et al., 1997; Hamel et al., 1998; Fenaux
et al., 2000; Chae, 2005). Los Circovirus porcinos son estables en el medio
ambiente y resisten temperaturas de 60° C hasta por 30 minutos y a la inactivacion
a pH entre 3-9 (Segalés et al., 2000).

El genoma del Circovirus se caracteriza por tener regiones dentro de su
secuencia que codifican para determinadas proteinas virales. Estas regiones
codificables se denominan marcos de lectura abiertos (open reading frames:
ORFs). Por otro lado la secuencia puede tener regiones que no codifican para
proteinas pero sin embargo regulan la trascripcion y la replicacion del virus (Fig. 1)
(Hamel et al., 1988). Para el PCV-2 se han descrito hasta 11 ORFs potenciales. La
forma replicativa del PCV-2 contiene varios ORFs con el potencial para codificar
proteinas mayores de 5 kDa. Los dos principales serian el ORF1 que codifica una
proteina de 37.5 kDa involucrada en la replicacion viral y el ORF2 que codifica
para una proteina estructural de la capside de 27.8 kDa considerada la mas
importante (Mankertz et al., 2000).

3. SINDROME MULTISISTEMICO Y DE ADELGAZAMIENTO
POS-DESTETE
El sindrome multisistémico y de adelgazamiento pos-destete (PMWS) se

describid por primera vez en Canada en 1991 (Allan et al., 2000; Segalés et al.,
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2002) y desde entonces se ha extendido a la mayor parte del mundo en donde la

produccion porcina es una actividad econdmica importante (Allan y Ellis, 2000).

Entre los paises afectados destacan Canada, Estados Unidos de América,
Alemania, Francia, Espana, ltalia, Gran Bretana, Dinamarca, Suecia, Bélgica,
Holanda, Taiwan, Corea del Sur y Japon (Segalés et al.,, 2002). ElI PMWS se
describid principalmente como una infeccidn subclinica (Allan et al., 2000; Segalés
et al.,, 2002) en la actualidad se considera al circovirus porcino tipo 2 (PCV-2)
como el agente causal del PMWS al ser detectado consistentemente en lesiones
caracteristicas de la enfermedad (Choi et al., 1999; Rosell et al., 1999; Choi et al.,
2000; Kennedy et al, 2000; Saoulidis et al., 2002; Segalés et al., 2002). En México
los primeros signos clinicos de PMWS se observan en algunas granjas del Estado
de México y se reportan oficialmente asociados a la presencia del PCV-2 (Trujano
et al., 2001).

El PMWS clinicamente afecta la condicion corporal en los cerdos
principalmente en animales después del destete y durante la engorda (Harding,
1996). Los signos clinicos que se observan con mayor frecuencia son: pérdida de
peso, adelgazamiento, palidez corporal, alteraciones respiratorias, aumento de
tamano de los linfonodos (en especial los mandibulares e inguinales) y en algunos
casos ictericia, y diarrea. (Harms et al., 2001; Darwich et al., 2004). Las
manifestaciones de la infeccion por PCV-2 son generalmente de tipo subclinico.
Experimentalmente la infeccion con PCV-2 origina cuadros clinicos inespecificos y
no siempre evidentes (Allan et al., 2000)

Esta enfermedad se inicia unas 2-3 semanas después del destete en cerdos
entre 8 -13 semanas de edad (Harding y ClarK,1997; Madec et al., 2000). La
morbilidad varia entre 5y 10% y la mortalidad es variable la cual oscila entre el 4-
20% (Segalés et al., 2000b).

Se considera que la via aerégena es la ruta mas probable de transmision
natural de PCV-2 entre cerdos. En estudios experimentales se ha detectado al

PCV-2 en heces entre 4 y 24 dias post infeccion (p.i.) (Resendes et al., 2001a), en
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lechones infectados de forma natural o experimental se ha detectado en heces,

orina, saliva y secreciones oculares; por lo que es probable que estas puedan ser

las vias de excrecion del virus (Krakowka et al., 2000; Resendes et al., 2001;
Sibila et al., 2001b).

Las lesiones a la necropsia mas frecuentes son neumonia intersticial y
linfadenopatia generalizada, principalmente en los linfonodos inguinales, otras
lesiones que se observan con menor frecuencia son, hepatitis, nefritis vy
pancreatitis no supurativas (Harding,1996; Clark,1997; Harding y Clark, 1997;
Harding, 1998; Rosell et al., 1999).

Las lesiones microscopicas caracteristicas son: deplecion linfocitaria,
infiltracién de células histiociticas, presencia de células gigantes multinucleadas
(Rosell et al., 1999) y necrosis coagulativa multifocal en diversos tejidos (Segalés
et al., 2000c).

3.1 Patogenia

La patogenia de la circovirosis porcina no es del todo bien conocida. En
condiciones naturales la entrada del virus se produce por via oronasal y
experimentalmente se consiguio infectar cerdos por via parenteral y oral (Segalés
et al., 2000). En cuanto al mecanismo patogeno, el PCV-2 se localiza
principalmente en las células de la linea monocito/macréfago, asi como en otras
células presentadoras de antigeno (Clark, 1999; Rosell et al., 1999; Kenendy et
al., 2000). EI PCV-2 se suele encontrar habitualmente en el citoplasma y mas
raramente en el nucleo de macrofagos, células dendriticas y células gigantes
multinucleadas de los tejidos linfoides de cerdos afectados de circovirosis porcina
(Clark, 1997; Rosell et al., 1999; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2000). El
virus se detecta en macréfagos de otras localizaciones del organismo como
macrofagocitos hepaticos estrellados, macrofagos pulmonares alveolares o
intersticiales y macréfagos en infiltrados inflamatorios de multiples 6rganos. La

replicacion del virus tiene lugar en el nucleo de las células infectadas y es
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caracteristica el hallazgo de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos (Rosell et
al., 1999; Kennedy et al., 2000; Krakowka et al., 2000). Adicionalmente, el tejido

linfoide presenta una marcada deplecién linfocitaria. EI mecanismo por el cual se

genera una deplecion linfocitaria en casos de circovirosis porcina tampoco se ha
establecido. Se ha sugerido que esta deplecion se podria generar por una via
indirecta en la cual estan involucrados diferentes procesos como la apoptosis, el
desequilibrio de citocinas y/o la alteracion en la migracion de linfocitos. Esta
hipotesis se basa en el hecho de que un bajo numero de linfocitos se encuentran
infectados con PCV-2 mientras que un numero relativamente elevado de estas
células exhiben apoptosis con base a los hallazgos de la técnica de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase[TdT]-mediated dUTP Nick End Labeling) y
de su visualizacion en microscopia electronica de transmision a partir de tejidos de
cerdos con infeccidon natural por PCV-2 (Shibahara et al., 2000). No obstante,
estos datos no han sido corroborados en estudios experimentales de infeccidén por
PCV-2 en cerdos gnotobidticos en los cuales aparentemente la apoptdsis no

jugaba un papel relevante en los linfocitos (Krakowka et al., 2002).

Desde un punto de vista clinico se da una marcada correlacion entre
severidad de la sintomatologia clinica, intensidad de las lesiones microscopicas en
organos linfoides y cantidad de PCV-2 en ellas (Krakowka et al., 2001; Quintana et
al., 2001; Rovira et al., 2002). En sangre periférica las alteraciones son similares a
las detectadas en los 6rganos linfoides, donde se observa una disminucion en
linfocitos T (especialmente linfocitos CD4+ y CD8+) y linfocitos B asi como un

aumento de los monocitos circulantes (Segalés et al., 2000; Darwich et al., 2002).

Desde el inicio de la infeccion por PCV-2, este es eliminado a través de
heces, orina y secreciones nasales, durante meses. También se ha detectado en
semen de verracos aparentemente sanos, no se han realizado estudios que

confirmen su transmisién por esta via, aun que debe de tomarse en cuenta la
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transmision del virus debido a las practicas habituales de inseminacién artificial. La
presencia de PCV-2 en cavidad nasal es un hecho muy frecuente en cerdos
sanos, con 0O sin viremia a juzgar por los resultados de técnicas de PCR sobre

hisopos nasales (Segalés, 2002).

3.2 Transmision

El movimiento de animales entre explotaciones es con toda probabilidad la
causa mas importante de entrada del virus. Puede ser transportado de forma
mecanica a través de camiones, ropa, calzado, material y equipamiento, e incluso
también probablemente por roedores y pajaros. Una vez presente en una
explotacion, la transmision mas probable es por contacto directo entre cerdos
enfermos y sanos. La transmision se ve favorecida en explotaciones con alta
densidad de cerdos por naves, en produccion continua y con practicas de manejo
donde no se realiza un sistema: "todo dentro - todo fuera". (Segalés et al., 2002;
Sanchez-Vizcaino, 2003)

3.3 Tratamiento y control

Es dificil tratar esta enfermedad ya que los diferentes factores de riesgo no
son siempre los mismos en cada granja, debiendo determinar cuales son los
prioritarios para cada una y corregirlos de forma conjunta. Lo importante es
reconocer los factores de riesgo tanto a nivel de manejo como ambientales,
nutricionales y de bioseguridad (donde se recomienda unicamente los tratamientos
terapéuticos para el control de las infecciones recurrentes y bacterianas
secundarias que previamente se deben identificar).

Actualmente no existen vacunas ni tratamientos especificos para la
circovirosis. Estudios epidemioldgicos han sugerido que la aparicion de distintas
infecciones es determinante en la presentacién de esta enfermedad (Madec et al.,
2000; Royer et al., 2001). Estudios realizados por diversos autores (Harding y

Clark, 1997; Madec et al., 2000) han concluido que las medidas zootécnicas y de
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bioseguridad son importantes para el control de PMWS y minimizan el impacto del
PMWS en las granjas afectadas (Guilmoto y Wessel-Rober, 2000). Estas medidas
sugeridas son:

. Evitar mezcla de animales de diferentes grupos.

" Separar los animales enfermos de los sanos.

. Controlar la presencia de otras enfermedades.

" Ventilacién adecuada.

" Controlar el flujo de personas dentro de la granja.

. Reducir la densidad de animales por grupo.

. Vaciado sanitario.

" Todo dentro todo fuera.
La realizacion de estudios in vitro para evaluar la sensibilidad de PCV-2 a la
inactivacion de desinfectantes, demuestra que el virus es resistente al etanol,
productos yodados, formaldehidos y compuestos de clorhexidina. También se
observé que el PCV-2 es sensible a los compuestos fendlicos, cuaternarios de
amonio, hidroxido de sodio, hipoclorito de sodio y un compuesto de
peroximonosulfato y cloruro de sodio. La reduccién de la carga virica en el
ambiente podria reducir o eliminar la transmision del virus entre grupos de
animales por lo que los protocolos de desinfeccion junto con las medidas de
manejo y bioseguridad arriba sefialadas podrian ser utiles para la prevencién y el

control del virus (Royer et al., 2001).

4. OTROS SINDROMES ASOCIADOS AL PCV-2

4.1 Sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS)

El PDNS se describié por primera vez en el Reino Unido en 1993 (Smith et
al., 1993). Este sindrome mortal afecta a cerdos principalmente entre 1.5-4 meses
de edad aunque también se ha descrito en cerdos de finalizacién (Smith et al.,

1993; Thibault et al., 1998). EI PDNS presenta caracteristicamente una vasculitis
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sistémica con un tropismo marcado en la piel y los rifones aunque probablemente
también otros 6rganos puedan ser afectados (Duran et al., 1997; Thibault et al.,
1998; Choi y Chae, 2001). Macroscopicamente las lesiones de la piel consisten en
maculas redondas, irregulares, purpuras y papulas que se coalecen fuera del
perineo y distal a los miembros en forma de parches irregulares. Las lesiones en la
piel se notan cerca de los cuartos posteriores miembros y abdomen pero con
mayor progreso involucran al térax, flancos y orejas. Los rifiones estan
agrandados con la corteza renal palida y con hemorragias petequiales de
aproximadamente 2-4 mm de diametro. Los linfonodos renales e inguinales
usualmente se encuentran agrandados y rojos (Ramos-Vara et al., 1997).

Microscopicamente las lesiones consisten en vasculitis necrotizante severa
que afecta la dermis, presencia de neutréfilos con fragmentos nucleares, necrosis
y ulceracion de la epidermis y glomerulonefritis fibrinonecrotizante (Smith et al.,
1993; Duran et al., 1997; Thibault et al.,1998; Choi y Chae, 2001). En linfonodos
se observa deplecion linfoide y presencia de células gigantes multinucleadas
(sincitios) en la corteza y paracorteza. Las lesiones microscépicas de PDNS con la
recurrente deteccion de inmunoglobulinas y factores del complemento asi como
dafio a vasos sanguineos Yy glomérulos renales es sugestivo de una
hipersensibilidad de tipo Ill y que puede ser el mecanismo patogénico posible de
PDNS( Rosell et al., 2000).

4.2 Falla reproductiva asociada a PCV-2

Recientemente el PCV-2 se ha adicionado a la lista de virus que causan
infeccion transplacentaria. El primer reporte se presenté en Canada donde se aislé
el PCV-2 de cerdos abortados (West et al., 1999; Pensaert et al., 2004). Esta falla
reproductiva se caracteriza por abortos a término, nacidos muertos cercanos a
termino 6 a cerdos prematuros, abortos a media gestacion, momificacion y muerte
embrionaria (Kim et al., 2004). La presencia del PCV-2 se asoci6 directamente a
una miocarditis degenerativa con un infiltrado de linfocitos y macréfagos ademas

de fibrosis (West et al., 1999), la cual se considera la lesion mas significativa. En
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pulmén se ha observado neumonia con infiltracion de células mononucleares en
espacios alveolares (Ladekjar-Mikkelsen et al.,, 2001; Kim et al, 2004) y
congestion hepatica crénica (O’Connor et al., 2001; Ellis et al., 2004). La severidad
de las lesiones depende de la edad del feto al momento de la infeccion, esto se
debe a que el virus replica en las células (principalmente macréfagos) del
hospedero donde existe una gran actividad mitotica (Sanchez et al., 2003;
Pensaert et al., 2004).

La presencia de PCV-2 en semen de verracos se ha demostrado utilizando la
prueba de PCR en fluido seminal y fracciones de células no espermaticas (Kim et
al., 2001, 2003c; Larochelle et al., 2000). Esto sugiere que el semen puede ser un

vehiculo significativo para la transmision de PCV-2 (Kim et al., 2001).

4.3 Complejo respiratorio porcino (CRP)

Este es un serio problema de salud en cerdos de 16 - 22 meses que se
caracteriza por crecimiento lento, letargo, anorexia, fiebre, tos, disnea y resistencia
a la terapia antibiética (Halbur, 1998; Thacker, 2001). La neumonia en cerdos con
Complejo Respiratorio Porcino (CRP) es una combinacion de agentes virales y
bacterianos tales como el PCV-2, PRRS, Influenza porcina, Mycoplasma
hyopneumoniae, A. pleuroneumoniae o Pasteurella multocida, (Halbur, 1998;
Thacker, 2001). La identificacion de PCV-2 en la neumonia proliferativa
necrotizante ha hecho que algunos autores sugieran que el PCV-2 podria
predisponer al CRP (Ellis et al., 1999a).

Las lesiones al microscopio para PCV-2 asociadas a CRP son neumonia
broncointersticial multifocal con fibrosis peribronquial y peribronquiolar. De
moderada a marcada fibrosis multifocal peribronquial y peribronquiolar presentes
en el espacio intersticial de la lamina propia del pulmén, el septo alveolar
marcadamente engrosado por infiltracion de macrofagos y en menor numero de
linfocitos y células plasmaticas. La mayor parte del septo alveolar se encuentra

hipertréfico con neumocitos tipo Il y espacios alveolares que contienen restos
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necroticos. Los signos de hibridaciéon positiva para PCV-2 son detectados en los

macrofagos intersticiales (Kim et al., 2003b).

Se consideran cuatro criterios basicos para el diagnéstico de PCV-2 asociado
a CRP:

1. La presencia de signos respiratorios (disnea prolongada y resistencia a la

antibidtico terapia).

2. La presencia de lesiones pulmonares microscopicas caracteristicas.

3. La deteccion de PCV-2 en aquellas lesiones.

4. La ausencia de lesiones caracteristicas microscopicas del PMWS en los

tejidos linfoides.

4.4 Enteritis granulomatosa

La enteritis granulomatosa es otra manifestacion clinica de la infeccion por
PCV-2. La enfermedad se presenta en cerdos entre 40-70 dias edad. Los signos
clinicos son: diarrea de color amarillento que puede progresar a negro, retardo del
crecimiento y terapia antibidtica inefectiva. La mas consistente y predominante
caracteristica histopatolégica observada en esos casos es la inflamacion
granulomatosa y la deplecién linfoide en nodulos linfoides del intestino grueso y
delgado. La inflamacion granulomatosa se caracteriza por infiltracion de células
epiteloides y células gigantes multinucleadas. Otra caracteristica histopatoldgica
tipica es la presencia de cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos como multiples
racimos basofilos observados en el citoplasma de células histiociticas y células
gigantes multinucleadas. El diagnostico de PCV-2 asociado con enteritis

granulomatosa es realizado en base a tres criterios:

1. La presencia de diarrea
2. La presencia de lesiones caracteristicas microscopicas en los nodulos
linfoides del intestino delgado, pero no en los nodos linfoides.

3. Presencia de PCV-2 dentro de esas lesiones.
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4.5 Epidermitis exudativa

La epidermitis exudativa es una enfermedad aguda y progresiva, la cual
puede ser fatal por pioderma superficial. EI Staphylococcus hyicus es el agente
causal de la epidermitis exudativa pero son necesarios factores predisponentes
para la aparicion de la enfermedad (Aarestrup y Wegener, 1997; Andersen et al.,
1993 Tanabe et al., 1996). La piel de los cerdos afectados es cubierta con un
exudado odorifero de suero y cebo proporcionando una apariencia sucia y grasosa
(Johnes, 1956; Mebus et al., 1968). La enfermedad afecta cerdos entre 5 - 35 dias
de edad, algunos casos ocurren en cerdos mas grandes. La morbilidad varia del
10% al 100% y la mortalidad del 5% al 90% con un promedio del 25%(Kim y Chae,
2004).

Los resultados de la supervivencia indican que el PCV-2 y el Parvovirus
porcino (PPV) son altamente prevalentes en cerdos con epidermitis exudativa (Kim
y Chae, 2004). Otro argumento puede ser que la epidermitis exudativa pueda ser
concomitante con PCV-2 y PPV por que ambos virus son altamente prevalentes
en las poblaciones de cerdos, asi mismo no se han encontrado PMWS en ninguno
de los cerdos estudiados; aquellos con epidermitis exudativa mostraron un alto
numero de PCV-2 y PPV en células infectadas en las lesiones de la piel, pero un
bajo numero de células positivas a PCV-2 en el tejido linfoide. PCV-2 y PPV se
han manifestado como cofactores en la reproduccion experimental de epidermitis
exudativa (Whitaker et al., 1990).

4.6 Linfadenitis necrotizante

Esta es una nueva manifestacion clinica de infecciéon por PCV-2. A la
necropsia, se encuentran principalmente los linfonodos inguinales
homogéneamente blancos con una superficie lisa. Las lesiones microscopicas
predominantes de los linfonodos son necrosis folicular principalmente en el centro
de estos, focos necréticos de una a diez células mostrando picnosis y cariorrexis

son comunmente encontradas en el centro de los foliculos y en menor
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concentracion alrededor de los tejidos linforeticulares. La inflamacion
granulomatosa y la presencia de cuerpos de inclusidn intracitoplasmaticos son
caracteristicas histopatologicas del PMWS pero no son vistas en los nodos
linfoides. Los cuerpos apoptdticos de varios tamafios se muestran al hacer la
prueba de TUNEL. EI ADN de PCV-2 y el antigeno se detectan consistentemente
en las células necroticas por Hibridacion in situ (HIS) e Inmunohistoquimica (IHQ).
Las células apoptdticas son mas abundantes que las células afectadas por PCV-2
en todas las secciones de los linfonodos (Chae, 2005). No puede ser una regla
que el PCV-2 este incidentalmente presente en lesiones necrotizantes de
linfonodos. Los antigenos de PCV-2 se presentan en las lesiones necroticas
sugiriendo que el antigeno de PCV-2 estd asociado con la linfoadenitis
necrotizante (Chae, 2005).

4.7 Tremor congénito

El tremor congénito en los cerdos esta asociado con la desmielinizacion del
cerebro y la corteza de la medula espinal. Casos de tremor congénito con lesiones
histoldgicas visibles son clasificadas como de tipo A, y donde las lesiones no son
aparentes se refiere como el tipo B (Done y Harding, 1967). Posibles causas
incluyen Fiebre porcina clasica (FPC) (tipo A1), virus de la pseudorabia (Aujeszky)
o infecciones virales desconocidas (tipo A2), ligadas al sexo (tipo A3) o
autosomicas (tipo A4), por genes recesivos e intoxicaciones por triclorfon (tipo A5).
El tipo A2 es la forma mas comun del tremor congénito, generalmente se resuelve
a las 4 semanas de edad. La mortalidad en los cerdos afectados puede ser mayor
a 50%. La asociacion de PCV-2 con el tremor congénito es controversial. Hians y
Luker (1994) fueron los primeros en reportar una asociacion potencial y
posteriormente la observacion de acidos nucleicos y antigenos de PCV-2 en el
celebro y médula espinal de los cerdos afectados utilizando HIS, la fluorescencia
directa y la PCR (Stevenson et al., 2001). Asi mismo un estudio reciente no apoya

la hipétesis de que PCV-1 y PCV-2 estan relacionados con el temor congénito,
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siendo necesarios futuros estudios para resolver la situacion (Kennedy et al.,
2003).
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5. DIAGNOSTICO DE PCV-2

Para el diagnéstico de PMWS se deben de considerar los siguientes criterios:

1) La presencia de un cuadro clinico compatible con PMWS.

2) La presencia de las lesiones histopatologicas caracteristicas mencionadas
previamente sobre todo las del tejido linfoide.

3) La deteccién del PCV-2 junto a las lesiones sobre los tejidos de los cerdos
afectados.

En todos los casos de PMWS el PCV-2 se presenta en una cantidad variable
al menos en un tejido, siempre estrechamente asociada con las lesiones
microscopicas caracteristicas, de las cuales se consideran dos principalmente, la
lesidn granulomatosa y la presencia de cuerpos de inclusiéon intracitoplasmaticos
globulares.

Los nddos linfoides mandibulares e inguinales se consideran las muestras
clave para establecer el diagndstico de PMWS. Sin embargo para la evaluacion
adecuada de un caso de infeccion por PCV-2 y otras infecciones concomitantes es
necesario realizar la revision de nodos linfoides en general sumados a tonsila
palatina, bazo, intestino, pulmones, higado y rifiédn. Se debe de considerar en la
mayoria de los casos el realizar la necropsia del animal afectado mejorara el
diagnostico global (C. Chae, 2004)

Las lesiones histologicas asociadas al PCV-2 se deben de correlacionar a la
deteccion de antigenos o ADN viral. Para este fin se han desarrollado diversos
métodos de deteccion en donde la utilizacién de la hibridacién in situ (HIS) y la
inmunohistoquimica (IHQ) son las técnicas mas rutinarias. El antigeno o los acidos
nucleicos del PCV-2 en cerdos afectados por PMWS se encuentran
frecuentemente en el citoplasma de los histiocitos, células gigantes multinucleadas
(también llamadas sincitios) y otras lineas de monocitos/macréfagos tales como

macrofagos alveolares, macrofagocitos hepaticos y células dendriticas foliculares



L NLAMN
CUAUTITLAN

(C. Chae, 2004; C. Chae, 2005). Esporadicamente es posible detectar proteina o
acidos nucleicos virales en el citoplasma del epitelio respiratorio, renal, endotelio
vascular, linfocitos, acines pancreaticos y nucleos de lineas de
monocitos/macréfagos, células musculares lisas, hepatocitos y enterocitos.

Existe una fuerte correlacion entre la cantidad de antigeno o acidos nucleicos
del PCV-2 y la severidad de las lesiones linfoides microscopicas. Sin embargo, es
posible encontrar acidos nucleicos o antigenos de PCV-2 en tejidos de cerdos
clinicamente saludables, en estos casos la cantidad de virus y la intensidad de las
lesiones histopatologicas son muy bajas. Los resultados positivos en cerdos
clinicamente sanos o cerdos enfermos sin PMWS deben ser interpretados con
precaucion debido a que la infeccidn subclinica de PCV-2 con viremia
comunmente ocurre en la mayoria de las granjas, aunado a esto, los cerdos
infectados recientemente o cerdos en una fase de convalecencia de PMWS
pueden no presentar las lesiones microscépicas tipicas o ser de baja intensidad.
En este caso el acido nucleico o el antigeno del PCV-2 en el tejido linfoide puede
detectarse en cantidades muy bajas. Estos hallazgos tienen una implicacion
importante durante la seleccién del animal adecuado para propdésitos diagnésticos
(C. Chae, 2004).

Una de las técnicas mas utilizadas para la deteccion de acidos nucleicos del
PCV-2 es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que ha demostrado ser
una de las técnicas mas sensibles.

Se debe de considerar que el PCV-2 puede estar presente en granjas con o
sin signologia de PMWS, por lo tanto, la utilizacion de la PCR para el diagnoéstico
de este sindrome no es suficiente. Por otro lado, la utilizacion de PCR cuantitativo
puede ayudar en el diagnostico de la enfermedad en vivo donde la cantidad de
PCV-2 es muy alta en cerdos con PMWS, comparados con cerdos infectados
subclinicamente.

La PCR se utiliza como técnica para probar rutas potenciales de excrecién
viral. EI PCV-2 se ha detectado al menos en secreciones nasales, oculares,

bronquiales y tonsilares asi como en orina, semen y heces. En algunos estudios
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se sugiere que el alto numero de rutas de excrecion aumenta la probabilidad de

que los cerdos manifiesten PMWS.

Como se ha mencionado para el diagnostico de PCV-2 se requieren de
técnicas que permiten la deteccion del virus en asociacion con las lesiones
histologicas. En este sentido se han empelado técnicas tales como la HIQ o la
HIS. Recordemos que la deteccion de PCV-2 no implica que exista PMWS. La HIQ
y HIS permiten la localizacion del PCV-2 en células o tejidos infectados, de esta
manera estos métodos proporcionan del detalle celular y la arquitectura de las
lesiones histoldgicas comparadas con la presencia del virus. Cabe mencionar que
también la deteccion se puede realizar mediante el aislamiento viral, sin embargo,
esta practica se realiza basicamente con fines de investigacion.

Existen otros métodos para el monitoreo del PCV-2 en una granja. Entre
estos, se utilizan las técnicas seroldgicas para la deteccién de anticuerpos contra
PCV-2, de las cuales se reportan a la inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA),
inmunofluorescencia indirecta (IIF) y diversas variantes de ELISA. Se debe de
considerar que el PCV-2 es ubicuo y que los patrones de seroconversion son
relativamente similares entre granjas afectadas y no afectadas con PMWS, esto
hace cuestionable la utilizacion de la serologia para el diagnostico de la
enfermedad y por otro lado en su mayoria son técnicas no utilizadas

comercialmente (Darwich et al., 2004).

5.1 Biologia molecular para el diagndstico

El campo de la biologia molecular proporciona herramientas de laboratorio
de gran utilidad para el diagndstico de enfermedades virales. Dentro de estas
destaca la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) la cual proporciona una alta
sensibilidad y especificidad asi como rapidez en la deteccion de acidos nucleicos
virales. Para dicho efecto, la toma y conservacion de tejidos sospechosos asi
como la correcta manipulacién de los acidos nucleicos virales dentro del

laboratorio es crucial para la deteccidn del genoma viral (Catases et al., 1997).
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5.2 Extraccion y purificacién de &cido desoxirribonucleico (ADN)

Para la deteccién del virus, la extraccion de ADN debe tener las siguientes

caracteristicas:

> romper a las células y liberar al ADN
> remover o desactivar a las enzimas que degradan al ADN
> separar al ADN de las proteinas y de otras moléculas

contaminantes.

Para llevar acabo estos procedimientos generalmente se utiliza calor y un
detergente como Tween 20 o SDS para desactivar a las enzimas que degradan al
ADN y romper las células. También se utilizan enzimas para digerir las proteinas,
las mas comunmente empleadas son proteinasa Ky la Tripsina. También se utiliza
la precipitacion con alcohol-isoamilico y cloroformo para separar al ADN de los

otros contaminantes.

5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa.

La PCR es un proceso biolégico molecular descrito por primera vez en 1985
(Saiki et al., 1985) que consiste en la amplificacion in vitro de ADN. Con este
proceso la insuficiente cantidad de ADN ya no es un problema en los
procedimientos de Biologia Molecular ni en los procedimientos de diagndstico
basados en la deteccién de ADN. La técnica se basa en la replicacién del ADN
realizada por ADN polimerasas. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena
complementaria de ADN en el sentido 5°- 3" usando un molde de cadena sencilla,
pero a partir de una region de doble cadena. Para crear esta region de doble
cadena se usan los denominados “iniciadores” 6 “primers”. Los cuales son una
pareja de oligonucledtidos sintetizados de manera que sean complementarios a

cada uno de los extremos 3" del fragmento de ADN que se desea amplificar en



L NLAMN
CUAUTITLAN

una serie aproximada de 25-35 ciclos. Partiendo de este principio, la reaccidn en
Cadena de la Polimerasa se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres
etapas:

12 Temperatura de desnaturalizacion: Mediante una temperatura alta, el
ADN se separa en dos hebras. La renaturalizacion se producira cuando la
temperatura disminuya.

22 Temperatura de alineacion: En esta fase se lleva a cabo la hibridacion de
los “iniciadores” a la zona 3” con las secuencias de ADN complementarias de cada
una de las hebras del fragmento que deseemos amplificar

32 Temperatura de extensién: De la hibridacidon descrita anteriormente se
procede a la sintesis de ADN a partir de la muestra por medio de una ADN

polimerasa termoestable

5.4 Factores que modifican las condiciones de amplificacion:

5.4.1 Iniciadores (“primers”)

El diseno de los “iniciadores” es muy importante pues la falla de estos nos
puede llevar a una nula amplificacién del producto debido a amplificacion no
especifica o a la formacion de dimeros de “iniciadores” que puedan competir con
la amplificacion del producto deseado.

Las variables mas importantes y especificas para tener en cuenta en un buen
disefio de “iniciadores” son: el tamafo de los “iniciadores” el cual influye en la
especificidad, en la temperatura de fusién y en el tiempo necesario para la
hibridacion de los “iniciadores” a su secuencia complementaria. Los “iniciadores”
de 18 a 24 bases son muy especificos de secuencia, siempre que la temperatura

de hibridacion sea optima.

La relacién entre temperatura de hibridacion y temperatura de fusion es muy
importante en la PCR. Como regla general la temperatura de hibridacion debe ser

5 - 8° C mas baja que la de fusién. Por tanto, si queremos un “primer” con una
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temperatura de hibridacion de al menos 50°C, corresponderia a un “primer” con
una temperatura de fusion de (Tm ~ 55-58°C). A menudo, la temperatura de
hibridaciéon asi determinada no es O&ptima y es necesario determinarla

empiricamente. Se puede hacer facilmente con un termociclador con gradiente.

5.4.2 Temperatura de fusion (Tm)

Es importante tener en cuenta que en una reaccién de PCR hay dos
“iniciadores” los cuales al disefiarse se deben de tener en cuenta, de manera que
tengan temperaturas de fusion similares. Si los “iniciadores” no tienen Tm
parecidas, la amplificacion sera menos eficiente o incluso puede no funcionar ya
que el “primer’ con la Tm mas alta hibridara mal o inespecificamente a bajas
temperaturas mientras que el “primer” con la Tm mas baja puede que no funcione

a temperaturas mas altas.

Las temperaturas de fusidén de los “iniciadores” se calculan de una manera

muy exacta con calculos termodinamicos usando la siguiente formula:
Tmeprimer = AH [AS+ R In (¢c/4)] —273.15°C + 16.6 log 10 [K+]

donde H es la entalpia y S la entropia para la formacion de la hélice, R es la
constante molar y c es la concentracion del “primer” . Pero lo mas sencillo es usar
cualquiera de los paquetes de software para el disefo de “iniciadores” del
mercado. Por suerte, una buena aproximacién (generalmente valida para
“iniciadores” en el rango de 18—-24 bases) a la Tm se puede calcular con la féormula

de Wallace:
Tm= 2(A+T)+(G+C)

Ademas hay que tener cuidado de que la Tm del producto sea lo

suficientemente baja para asegurar que esté totalmente desnaturalizada a 92°C.
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Este parametro ayudara a asegurar una PCR mas eficiente, pero no siempre es

necesario para amplificar por PCR. En general, productos entre 100—-600 pares de

bases se amplifican eficientemente en muchas reacciones de PCR. En caso de

duda, la Tm del producto puede calcularse con la férmula:

Tm = 81.5 + 16.6 log10[K+] + 0.41 (%G+C)-675/tamafio.

Bajo condiciones estandar de PCR de 50 mM KCL, se reduce a:

Tm = 59.9 + 0.41 (%G+C) — 675/tamafio

5.4.3 Especificidad

La especificidad de los “iniciadores” depende de su tamafo. Es evidente
que hay mas combinaciones de “iniciadores” de 24 bases que de 15 bases. Con
todo, debemos elegir “iniciadores” que tengan una secuencia unica en el molde de
DNA que queremos amplificar. Como la Taq Polimerasa es activa en un amplio
rango de temperaturas, puede extender los “iniciadores” a temperaturas bajas de
hibridacién. Si la temperatura es demasiado baja, puede suceder una hibridacién
no especifica que sera extendida por la polimerasa con que haya una pequefia
homologia en el extremo 3’ de los “iniciadores”. En general, una temperatura de

fusion de 55°C a 72°C es la mas adecuada.

5.4.4 Complementariedad en la secuencia de los “iniciadores”

Es muy importante que los “iniciadores” no tengan homologia intra-"primer”
en mas de 3 pares de bases. Si un “iniciador” tiene una region de auto-homologia,
se pueden formar estructuras parcialmente de doble cadena que interferiran con la

hibridacion al molde.
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Otro peligro es la homologia entre los dos “iniciadores”. Homologia parcial en
las regiones medias de dos “iniciadores” puede interferir con la hibridacion. Si la
homologia ocurriese en el extremo 3' de cada “primer”, se dara la formacion de

dimeros de “primer’ que impediran la formacién del producto por competicion.

5.4.5 Contenido en G/C y extensiones de polipirimidinas (T, C) o polipurinas
(A, G)

La composicion de bases de los “iniciadores” deberia ser del 45% al 55% en
GC. La secuencia del “primer” deberia elegirse de manera que no contenga zonas
de poliG o poliC que puedan llevar a hibridacion no especifica. Hay que evitar
también las zonas ricas en poli A y poli T ya que es por donde puede
deshibridarse el complejo molde—"primer”, lo que llevaria a una menor eficiencia
de amplificacién. También hay que evitar secuencias ricas en polipirimidinas (T,
C) y polipurinas (A, G). Idealmente el “primer” debera tener una mezcla casi al
azar de nucledtidos, un contenido en GC del 50% y ~ 20 bases (la Tm estaria en
el rango de 56°C — 62°C).

5.4.6 Nucleo6tidos

La concentracion de nucledtidos (ANTP) utilizada en la PCR varia entre 20 y
200 uM y deben estar equilibrados entre ellos. Hay estrategias que utilizan dNTP
marcados radiactivamente que seran incorporados en el transcurso de la PCR y

que favoreceran la deteccion del producto final.

5.4.7 Polimerasa termoestable

La mas empleada es la Thermus aquaticus (Taq), bacteria termofilica que
habita en fuentes termales a una temperatura de entre 70°C y 80°C. Se obtiene en

forma de proteina recombinante expresada en E. Coli. Presenta una actividad
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maxima entre los 72°C y 80°C que corresponde a la temperatura de la fase de
extension o sintesis de ADN que es de 72°C. Las cantidades Optimas de la enzima
estan comprendidas entre 1 y 2.5 unidades para un volumen final de incubacion
de 50 U/ml. Una cantidad excesiva puede conducir a la amplificacion de productos

no especificos.

5.4.8 Magnesio

El MgCl; (cloruro de magnesio) es un factor citrico indispensable en la PCR.
Influye sobre la hibridacion de los “iniciadores”, sobre la especificidad del producto
de amplificacién y sobre la actividad y la fidelidad de la Taqg polimerasa. La
concentracion final de MgCl, se determina empiricamente y suele situarse entre 1
y 4 mM. La PCR no funciona sin suficientes iones de magnesio, pero una cantidad
excesiva puede ser el origen de productos amplificados inespecificos (Catases et
al., 1997).

5.5 Visualizacion de los productos de la PCR

5.5.1 Electroforesis en geles de agarosa

Las moléculas con carga eléctrica que se presentan en una solucién acuosa
sometida a un campo eléctrico se atraen hacia el polo opuesto a su carga neta, un
proceso conocido como electroforesis.

La electroforesis se utiliza en el laboratorio para separar macromoléculas en
solucion, en forma analitica (es decir, sblo para verlas) o preparativa (para
purificarlas). Los acidos nucleicos tienen un fosfato cargado negativamente por
nucledtido. Como el peso molecular de los cuatro nucledtidos es similar, la
relacion g/m (carga/masa) es independiente de la secuencia y el tamafio de la
molécula. Por lo tanto la aceleracién impuesta por la fuerza eléctrica es igual para

cualquier molécula de acido nucleico. La unica diferencia en velocidad de
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migracion estara dada por diferencias en la fuerza de rozamiento, o sea de su
forma y de su tamafo, entonces las distintas moléculas tendran una velocidad que
s6lo dependera de su tamano, es decir, de su longitud en pares de bases. Durante
la electroforesis, las moléculas se separarian unas de otras por difusion,
impidiendo el analisis. Para lograr una separacion eficiente, se utiliza un medio
soporte que aumente considerablemente la friccion recibida por las
macromoléculas y reduzca la difusion a un minimo. Este medio suele ser una red
molecular de algun polimero organico, conocida como gel, por su consistencia
gelatinosa. La agarosa tiene una consistencia similar a la de la gelatina cuando se
utiliza para este proposito un derivado del agar-agar, un polisacarido extraido de
un alga que forma al disolverlo, una red estabilizada por interacciones no
covalentes. Las mezclas de ADN de distinto tamafio migran a través del gel
durante un cierto tiempo y se obtiene una separacion. La agarosa esta compuesta
de cadenas de azucares y las bandas de ADN de diferentes tamanos se detectan
utilizando un tinte que se le afade al gel que generalmente es Bromuro de etidio,
el cual permite la observacion de las moléculas de ADN a través de la radiacion

ultravioleta.
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6. SELECCION DE MUESTRAS

Durante la estandarizacion de la técnica de PCR para la identificacion del
PCV-2, se utilizaron muestras de tejido linfoide (linfonodo, bazo y tonsila)
provenientes de casos clinicos de PMWS. Las muestras de tejido linfoide se
conservaron en congelacion a -20° C hasta su uso y se fijaron en formol al 10% y
se incluyeron en parafina con el fin de realizar la extraccion de ADN viral.
Adicionalmente, las muestras incluidas en parafina fueron cortadas y tefiidas con
HE (hematoxilina-eosina) para histopatologia con el fin de corroborar la presencia
de lesiones caracteristicas asociadas a PCV-2.

6.1 Testigos positivos y negativos

Testigos positivos de bloques de parafina. Linfonodos incluidos en
parafina provenientes de un caso de PDNS se evaluaron como positivos al PCV-2
mediante la técnica de Hibridacion in situ (Realizado por: Dr. Joaquim Segalés,
Universidad de Barcelona, Espafia) y se utilizaron como testigos para este trabajo.

Testigos negativos de bloques de parafina. Se utilizaron bloques
histoldgicos provenientes de animales clinicamente sanos utilizados para pruebas
biolégicas del virus de la Fiebre Porcina Clasica (CENASA, Tecamac, Edo. de
México). Dichas muestras se evaluaron histolégicamente también para determinar
la ausencia de lesiones histolégicas compatibles con PMWS.

Testigos positivos de muestras congeladas. Se utilizaron muestras de
tejidos linfoides positivas a PCV-2 por Hibridacion in situ (Realizada por: Dra.
Lucia Garcia Camacho, FESC-Cuautittan, UNAM) provenientes de cerdos con
diagnastico clinico e histolégico de PMWS.

Testigos negativos de muestras congeladas. Se utilizo el tejido linfoide de
animales clinicamente sanos y corroborando a la histologia la ausencia de

lesiones compatibles con circovirosis porcina.
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7. EXTRACCION DE ADN

7.1 Muestras congeladas

Para la extraccion de ADN de las muestras congeladas se utilizaron
aproximadamente 0.5 cm® de tejido y se colocaron en un mortero de porcelana
estéril. El tejido se corté en pedazos lo mas pequefios posibles con una navaja de
bisturi. Se agregaron 6 ml del amortiguador de digestiéon (10mM TRIS [pH 8.5],
1mM EDTA, 0.5% SDS) y la muestra se macer6 a 4°C dentro de una campana de
flujo laminar. EI macerado se colocé en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml y se
centrifugd a 3 500 rpm durante 10 minutos en una microcentrifuga HARMLE
LabotTechnik mod. Z160M. El sobrenadante se colocé en tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml estériles, se agregaron 5ul de “Proteinasa K” (20 mg/ml,
GIBCO) y se incubaron en bafio Maria a 56°C durante tres horas. Para inactivar la
proteinasa K se incubd el tubo a 100°C por 5 minutos Se agregaron 800 ul de
alcohol-isoamilico-cloroformo (1:24), se agité el tubo durante 10 segundos. y la
muestra se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4° C. El sobrenadante se
transfirid a otro tubo (evitando tomar la interfase), se agregaron 350 ul de
isopropanol agitando para homogenizar, se almaceno a -20° C durante 3 horas 6
toda la noche y posteriormente se centrifug6 a 12 000 rpm durante 10 minutos a 4°
C. El isopropanol se desechd y el botén de ADN se lavo tres veces con 500 ul de
etanol al 70 %, centrifugando a 12 000 rpm durante 3 minutos a 4° C. Se retiré
todo el etanol del tercer lavado sin tocar el botdén de la muestra de ADN y este se
secO en una incubadora a 37°C durante toda la noche (Sambrook et al., 1989).

El ADN se resuspendi6 en 35ul de agua milli-Q tratada con

Dietilpirocarbonato (H,O-DEPC) y se congel6 a -20° C hasta su uso
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7.2 Procedimiento para bloques de parafina

Del tejido linfoide incluido en parafina, se utilizaron cortes de 20 um y se
colocaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Para disolver la parafina, se
agregd 1 ml de Xileno al tubo, el cual se mantuvo en agitacion suave durante 5
minutos y posteriormente se centrifugé a 12 000 rpm, 5 minutos a temperatura
ambiente, decantando el sobrenadante para repetir el procedimiento durante 3
veces. Se agreg6 1 ml de etanol absoluto a la muestra permitiendo reposar por 5
minutos, se centrifugdé a 12 000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente y se
decantd para agregar 1 ml de etanol al 70%. El tubo se agit6 suavemente, se
centrifugd a 12 000 rpm por 3 minutos a 20° C, se retird el sobrenadante hasta el
limite mas cercano con el tejido y se secé en una incubadora a 37° C durante 3
horas.

Se adicionaron 5ul de Proteinasa K en 500ul de amortiguador de digestion
(10mM TRIS [pH 8.5], ImM EDTA, 0.5% SDS) y se incubd en bafio Maria a 56°
C por 3 horas (Sambrook et al., 1989).

Nota. Los pasos siguientes para la extraccion del ADN se realizaron como se
menciona anteriormente en el procedimiento de separacion de ADN para tejidos

congelados.

7.3 Cuantificaciéon de ADN

Después de la extraccion de ADN, la cuantificacion del mismo se realiz6 por
espectrofotometria utilizando el equipo Eppendorf, Biophotometer V mod. 6131-
23077. Para este fin, se prepararon diluciones 1:100 de la muestra del ADN

problema utilizando agua destilada.
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8. INICIADORES

Para la designacion de iniciadores en este trabajo se evalud la secuencia
sentido del virus PCV-1 con nimero de acceso al GenBank Y09921 (Mankertz et
al., 1997). El primer sentido 5’-GATGTTTCCAAGATGGCTGCG -3’ para la amplificacion
del PCV-2 se seleccion6 de la base 671-691 y el primer antisentido
5’-GAAAGGAACCGACCAGCAGAAT-3’ se tomod de la base 1067-1088 (Fig. 2). Cada
uno de 21 y 22 bases respectivamente, los cuales al utilizarse durante la
amplificacion derivan un inserto de 417 bases. El fragmento amplificado se
encuentra enclavado en el ORF2 que como se menciond anteriormente, codifica
para una proteina estructural de la capside de 27.8 kDa que se considera la mas

importante antigénicamente
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ctrttttgtt
taaattctct
cattttggag
gccacagctg
gtttgggggt
agtagttaat
agataacaac
attcatattt
cgcctgaggg
gctgcgagta
tacccgtctt
ttctccggag
tccttggeca
acttcggcag
cgcaacccca
aaatacggga
aagagggtag
acaaggtgaa
agcagaataa

ggaaccaggg

ctttggtgac
ctgaactttt
tcatagtggg
gcgacaccta
ttgttgtttt
accggtatcc
ttttgattac
tagaagctct

caacggaggt

atcacatcgt aatggttttt

gaattgtaca
cgcatagccg
gtttctttta
gaagtacctg
ataggggtca
agtggaccca
agcctttcta
ggggaggaac
tcctectttt
tcggcgcecat

gatgtttcca

taaatagtca
aggcctgtgt
ttatttgggt
gagtggtagg
taggccaagt
acacctcttt
atacggtagt
tggccgatgt
atggtgatta
ctgtaacggt

agatggctgc

atttttattt
gccttaccac
gctcgacatt
ggaaccattc
taaagggctg
tggtggaggg
cattagaggt
attggaaagg
tgaatctgag
caaattcttt
ttctgaaggc

gggggcgggt

cgtcatccta
cggcagcacc
taagaggtgg
gcttccaatc
aactgctcac
gtggtatttt
agaatactgc
gaagcgcagc
tgtagccgag
gaaagtgagc
cccgeecggt
ctggaagcct
ggatgatttt
attgactgta
cagcaatcag
ctatcggagg

acccgaaggc

taaaagtgaa
tcggcagegt
gtgttcaccc
tccetttttg
ctccaggggt
ggtgcccget
agtaaagaag
gacctgtcta
cagttccctg
gggaagatgc
tgtgggaaga
agtagaaata
tatggctggt
gagactaaag
gccecccagg
attactactt

cgatttgaag

1741 ataaaataaa

agaagtgcgc
cagtgaaaat
ttaataatcc
attattttgt
ttgctaattt
gccacatcga
gccacatact
ctgctgtgag
taacgtatgt
agcagcgtga
gccagtggge
agtggtggga
taccttggga
gcggtactgt
aatggtactc
tgcaattttg
cagtggaccc

ttactgagt

atttagaggg tcttttagga

ataattttgg
ggtgtgggta
aattgtttgg
ccttatggtg
ggttacaaag
gatggggtct
taggggtagg
gtggttaaca
agaaaggcgg
ggggtgtgcc
ccttcttcty
tgctgtagta
gccaagcaag
ttccgaggag
ttgcggagag
tgctaagaag

gaaagcgaaa

gctgtggctg
tttaaatgga
tccagctcag
tggcgggagg
ttggcatcca
ctggggtaaa
gggttggtgc
tgccaagatg
caattgaaga
aaatatggtc
cggtaacgcc
ttaccagcgc
aaaagcggcc
gagaaaaaca
gaaggtttgg
cagactttta

ggaaccgacc

tatcgagtgt
tacccttttg
gagaaatttc
ttggaagaca
ccgtaatttt
tggatatcat
tgatctactg
tccttttttg
ctcaactgct
gaagactgct

accctgtgcc

ggagctccgc
gagacggggt
cgcgggctgg
gctgtacacg
gctgagccta
ggagaagaag
agactgtgtg
gctcgcagta
gtcccagctg
ggagaacaat

cttttcccat

AP

Fig 2. Secuencia gendmica viral completa en sentido 5 — 3’ del virus PCV-1 nimero de
acceso al GenBank Y09921 (Mankertz et al., 1997). El “primer” sentido (A) para la amplificacién
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del PCV-2 se seleccion6 de la base 671-691 (21 bases), el “primer” antisentido (B) se tomd de la
base 1067-1088 (22 bases).
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Fig. 3. Esquema de genoma del PCV-2. Se aprecian los diferentes marcos de lectura (ORF)
dentro del genoma. Del lado izquierdo de la secuencia se aprecia el ORF2 de donde se
seleccionaron los primer para la amplificacién del PCV-2 (Tomado de Jin y Young, 2002).

9. AMPLIFICACION (PCR)

En la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se utilizaron los iniciadores
sentido 5’-GATGTTTCCAAGATGGCTGCG-3'’ y antisentido 5'-
GAAAGGAACCGACCAGCAGAAT-3' que amplifican un fragmento de 417 bases. La
PCR se desarrollé a un volumen de 30 pl , utilizando desde 1.25 Unidades (U) de
Taqg polimerasa hasta ajustar a 0.6 (5U/ul-Promega cat. M166B), 3ul de
amortiguador de reaccién de PCR (10X-Promega cat. M190G), 1 ul de Cloruro de
Magnesio (25 mM-Promega cat. A351H), 200 mM de una mezcla de DNTP s
(dATP 10mM, dCTP 10mM, dGTP 10mM y dTTP 10mM- Applied Biosystem Gene
Amp ® DNA PCR) y 0.25 ul de cada iniciador (20 OD) (Tabla 1). Las condiciones
de amplificacidén se ajustaron a una temperatura de pre-desnaturalizacion de 95°C
y posteriormente 35 ciclos con una desnaturalizacion de 95°C, 30 segundos,
alineacion de 58°C por 1 minuto, extension de 72°C por 1.30 minutos y al finalizar
los 35 ciclos una extension larga a 72°C para almacenar a 4°C (Rossell et al.,
2000) (Tabla 2). Se utilizaron 2 pg de muestra obtenido de cada extraccion de
ADN de las muestras. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Eppendorf mod. 5331(MasterCycler gradient)
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REACTIVO

H.0-DEPC

Amortiguador de
reaccion PCR (10X)

MgCl; 25mM

DNTP’s 10mM c/u

Primer sentido

Primer antisentido

Taq Polimerasa 5U/pl.

ADN (templado)

VOLUMEN TOTAL

VOLUMEN
Se ajusta al volumen total

3.0 l.

1.0 pl.
0.6 ul
0.25 pl.
0.25 pl.
0.6 pl.
2 Ug.
30 pl.

Tabla 1. Condiciones de amplificacién seleccionadas para la reaccion PCR. El volumen de
muestra (ADN) se ajusta de acuerdo a la evaluacion por espectrofotometria (segin Rossell et al.,

2000).

TEMPERATURA
95° C
95° C
58°C
72° C
72° C

4°C

TIEMPO

3 minutos

30 segundos
1 minuto

1.5 minutos
5 minutos

oC

CICLOS REACCION
1 Pre-
desnaturalizacion
35 Desnaturalizacion
35 Alineacion
35 Extension
1 Extension final

Conservacion

Tabla 2. Programa de amplificaciéon PCR para PCV-2.
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Al terminar, la muestra se conservd a 4° C en el termociclador y

posteriormente se congel6é a -20° C hasta su uso.

10. EVALUACION ELECTROFORETICA

Para la visualizacion de los productos amplificados por PCR se utilizaron
geles de agarosa al 1.5%. Para ello, se pesé 1.5 g de agarosa ultra pura y se
disolvié en 100 ml de TAE 1x (TAE 10X: Tris base 48.4g [400mM], Na EDTA 2H,0
7.4g [20mM], Sodio 16.4g [200mM], Acetato anhidro, Glacial 17.0g [296mM], Acido
acético, Agua desionizada cuanto baste para (cbp) 1 litro, pH 7.8 ) 6 TBE 1x (TBE
10X : Tris base 121.1g [1M], acido bérico anhydro 61.8g [1M], Na, EDTA 2H,0
7.4g [20mM)], agua deionizada cbp 1litro pH final 8.3).

Una vez disuelta la agarosa, se le agregé 1 ul. de Bromuro de Etidio
(0.625mg/ml Promega cat. H5041) y se homogenizé suavemente para vertir en la
camara de electroforesis (Apolo Instrumentation mod. 75.710). Una vez
solidificada la agarosa se adiciond el amortiguador de corrimiento TBE 1X 6 TAE
1X y el corrimiento se realizé utilizando una fuente de poder (Labnet, Internacional
Inc. mod 300 plus) a 30 mili amperes por aproximadamente 30 minutos.

Para la observacion del corrimiento electroforético se utilizd un
transluminador (SYNGene mod. BTS20M) y para la documentacion de las
imagenes se utilizé el software (Biol-Imagin Systems Ultra-Violet version 2.4.3)

utilizando una camara (Biol-Imagin Systems mod. 97-0105-01).
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En este trabajo se estandarizd la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa a partir de muestras de tejidos congelados y embebidos en parafina
provenientes de cerdos infectados con PCV-2 con el propdsito de aplicar la técnica
de PCR como prueba de diagndéstico para determinar la presencia de PCV-2 en
tejidos congelados de cerdos con sospecha de circovirosis.

Durante esta técnica se utilizaron iniciadores que permiten la amplificacion de
un fragmento de 417pb correspondiente a la secuencia del virus PCV-2. Durante
la estandarizacion se utilizaron muestras de tejidos congelados y muestras de
tejidos incluidos en parafina testigos positivos y negativos, asi como muestras de
campo con lesiones histologicas asociadas al PCV-2. Estas muestras se trataron
para la extraccion de ADN, segun lo especifica el material y métodos y se
utilizaron como templete para ajustar las condiciones de amplificacion.

Se consideré durante la estandarizacién la cantidad de enzima Taq
polimerasa minima para desarrollar la prueba favorablemente, asi como la
cantidad de ADN de la muestra en el que se permitiera la observacion constante
de la banda de amplificacién. Por otro lado se consider6 como importante la
cantidad de iniciadores y la cantidad de sales (MgCl,) que se agregaron a la
reaccion. De tal manera que las cantidades y concentraciones establecidas se
describen como sigue:

En el caso de las sales de MgCl, para la estandarizacién de la PCR se
manejaron concentraciones de 3 a 1 pl hasta determinar la cantidad de 1pl de
MgCl, (25 mM) (Fig. 4). Durante el corrimiento de los productos de PCR en geles
de agarosa se detectd que a mayor concentracion de sales la amplificacion se
pierde y/o se observa un barrido en el corrimiento que impide la observacion de
las bandas amplificadas.

Los iniciadores utilizados en este trabajo se manejaron a las concentraciones
de 0.5, 0.25, 0.20 y 0.15 pl, estableciendo una cantidad de 0.25ul (20 OD) como
Optima para la reaccion de PCR (Fig. 5 y Fig. 6).
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La concentracion de la enzima Taq polimerasa determinada como la mas
recomendable en el presente trabajo fue de 0.5 pl sin embargo al revisar
protocolos adicionales de PCR comparando la concentracion de 2.5U contra 3U se
encontré que la visualizacion de las bandas mejoraban considerablemente (dato
no mostrado) por lo que se determino esta ultima concentracion como la optima
(Fig. 7).

En el caso del ADN que se utilizO como muestra para la amplificacion por
PCR se determin6 que la cantidad recomendada para amplificacion seria de 2 ug.
La utilizacion de cantidades mayores de la muestra de ADN determinaron en la
mayoria de los casos gran numero de bandas parésitas no diferenciables con la
banda de amplificacion de 417 pb esperada para PCV-2.

Al considerar finalizada la estandarizacion de las condiciones de
amplificacion para la PCR, se utiliz6 el ADN extraido de los testigos positivos
(ADN extraido de muestras embebidas en parafina y ADN proveniente de una
muestra congelada) y testigos negativos y se sometieron a una amplificacién
(segun referencia en material y métodos) utilizando como prueba dos muestras de
campo provenientes de casos clinicos de PMWS en el que se corroboraron las

lesiones histologicas caracteristicas del PCV2 (Fig. 9).
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Fig. 4. Evaluacién de la concentracion de MgCl, Se utilizaron muestras de ADN positivas a
PCV-2 amplificadas con 3 pul de MgCl, (25mM). El exceso de magnesio se evidencia en los carriles
1 a 5 por el barrido de ADN que se observa en la parte alta de los carriles. La observacion de los
productos amplificados se pierde en condiciones de sales aumentadas. El carril 3 muestra una
banda de amplificacién (flecha) de aproximadamente 400bp al final del barrido. EI peso molecular
(PM) utilizado como referencia es un marcador que contiene fragmentos con diferencia de 100
pares de bases (pb).

1000-

500-
400-

Fig. 5. Amplificacion por PCR de ADN de muestras positivas a PCV-2 para la evaluacion de
la concentracidn de iniciadores a 0.5, 0.25, 0.20 y 0.15 pl (7.5 ng/ml c/u) (carriles 1, 2, 3y 4
respectivamente). La concentracion de 0.25 pl (carril 2, flecha)) se selecciond para futuras
amplificaciones. El peso molecular (PM) utilizado es un marcador de 100 pares de bases (pb).
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1000-

500-
400-

Fig. 6. Amplificacién por PCR del ADN de muestras positivas a PCV-2 para evaluar la
concentracién de 0.25ul en dos diferentes muestras. El carril 2 y 3 muestran amplificacién positiva.
El peso molecular (PM) utilizado es un marcador de 100 pares de bases (pb).

1000-

500-
400-

Fig. 7. Amplificacion por PCR del ADN positivo a PCV-2 para evaluar la enzima Taq
polimerasa (5 U/ul) utilizando diferentes cantidades de la misma | pl, 0.5 pl, 0.25 pl'y 0.12 pl (carril
1, 2, 3y 4 respectivamente). Se utilizaron como constante 2 pg de muestra. La mejor amplificacion
se observa a 0.5 pl (carril 3, flecha). El barrido por debajo de los productos amplificados
corresponde a exceso de iniciadores. El peso molecular (PM) es un marcador de 100 pares de
bases (pb).
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Fig. 8. Amplificacion por PCR de la extraccion de ADN de 3 muestras de linfonodos incluidos
en parafina con lesién histopatolégica coincidente con PCV-2. En el primer carril muestra el
marcador de peso molecular (PM) que es un marcador de 100 pares de bases (pb). El carril 1, es
una muestra desnaturalizada durante el proceso de extraccion de ADN. El carril 2 y 3 muestran un
producto de aproximadamente 400 pb que corresponde a el tamafio de fragmento esperado dentro
de la amplificacion. El barrido por debajo de los productos 2 y 3 amplificados corresponde a exceso

de iniciadores a diferentes concentraciones.

Bb ) 2ue3:o4: 5
—

400-

Fig. 9. Electroforesis de los productos de amplificacion por PCR para PCV-2. El primer carril
muestra el marcador de PM (100pb), el carril 1 corresponde a una muestra de campo (caso clinico
PCV-2). Los carriles 2 y 3 son dos testigos positivos (caso positivo a PCV-2 detectado por H. in situ
en Espafia y caso clinico positivo a PCV-2 con PDNS detectado en México respectivamente). El
carril 4 es un testigo negativo de tejido de cerdo. El carril 5 muestra la amplificacién positiva de un

caso de campo.
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En el diagnostico de PCV-2 se requieren de técnicas que permiten la
deteccién del virus en asociaciéon con el cuadro clinico y las lesiones histologicas
caracteristicas producidas en los casos de circovirosis porcina. Una de las
técnicas mas utilizadas para la deteccién de acidos nucleicos del PCV-2 es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que ha demostrado ser una de las

técnicas mas sensible.

Algunos autores han desarrollado técnicas de deteccion del PCV-2 como son
la inmunofluorescencia indirecta y el aislamiento viral (Allan, G., y Ellis, J., 2000),
la hibridacion in situ, la inmunohistoquimica y la PCR, en las cuales existen
multiples estudios de comparacion entre la deteccion de PCV-2 y su correlacion
con la enfermedad clinica y presencia de lesiones en distintos 6rganos. (Choi, C. y
Chae, C., 1999; Choi, C. et al., 2000; Rosell, C., et al, 1999; Larochelle, R., et al.,
2000; Segalés, J., et al, 2002). La PCR, en diversas investigaciones se ha
implementado también como prueba base para probar rutas potenciales de
excrecion viral. (Casamiglia, M., et al., 2002; Hamel, A., 2000; Krakowka, S.,
2000).

En México los casos de circovirosis porcina son detectados cada dia con
mas frecuencia y no existen laboratorios de referencia que cuenten con un
diagnéstico rapido y especifico de la enfermedad. En este trabajo se planteé como
objetivo estandarizar la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa a partir de
muestras de tejidos congelados de cerdos infectados con PCV-2 y aplicar la
técnica como prueba de diagndéstico para determinar la presencia de PCV-2 en

tejidos congelados de cerdos sospechosos a esta enfermedad.

La PCR es un método in vitro de gran sensibilidad, una amplia especificidad,
versatilidad y sencillez que permite sintetizar enzimaticamente secuencias
definidas de ADN en forma selectiva y rapida a partir de minimas cantidades del

agente viral. La PCR tiene la capacidad de obtener ADN de muestras procesadas
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mediante diversas técnicas (embebidas en parafina, fijadas en formol, congelados
etc..) de donde se ha obtenido ADN viable de muestras hasta con ocho meses de
procesado el tejido como lo menciona Kiatipattanasakul-banlunara, W., et al., 2002
o Kimy Chae , 2001, 2003

Durante la extraccion de ADN de muestras congeladas comparada con la
extraccion de muestras fijadas en formalina y embebidas en parafina, se observé
que el ADN almacenado a -20°C de las muestras congeladas tuvo una mayor
viabilidad y mejor respuesta a la amplificacion que el de muestras embebidas en

parafina.

La cantidad de templado utilizado en este trabajo se estandariz6 a 2ug para
evitar la aparicion de bandas parasitas. Aunque autores como Kiatipattanasakul-
banlunara, W., et al., 2002, maneja la cantidad de 3ug. Otros protocolos
comerciales de extraccion de ADN para PCR (Promega) utilizan 0.01lug de
templado siempre y cuando el templado fuera puro, en este trabajo consideramos

gue la extraccion de ADN tiene componentes de los tejidos del cerdo.

Kim, J., et al., en el 2001 utilizaron 1.25mM de MgClI, para poder incrementar
el nivel de amplificacion y ayudar a la enzima Taq. Por otro lado, Wang, Ch., en el
2003 utilizé 1.5 mM en una mezcla de un kit comercial. En nuestro estudio
utiizamos 1.0ul a una concentracion de 25Mm de MgCl, ya que con esta
concentracion las sales no interferian con la visualizacion de las bandas

amplificadas.

La concentracion éptimas de Taq polimerasa utilizadas en la estandarizacion
de esta prueba fueron de 3.0 U. La actividad de este enzima se ve influenciada por
la concentracién de dNTPs, de Mg?* y de algunos iones monovalentes de manera
que concentraciones elevadas de los mismos inhiben dicha actividad por lo tanto
el cambio de estos reactivos y concentraciones por su parte dan lugar a un ajuste

de Taq para una buena reaccién y cantidades como 2.5 U de Taq utilizadas en el
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protocolo de Kim, J., et al., 2001, 2003, no fueron convenientes para este trabajo.
Datos relacionados con la influencia de ciertos reactivos que se emplean antes de
la amplificacion y que alteran la actividad de la Taq por ejemplo concentraciones
1M de urea estimulan la actividad, el SDS a bajas concentraciones que la inhibe al

igual que concentraciones mayores del 10% de etanol ( Entrala, C. 2002).

Las condiciones de amplificacion de la PCR es un punto importante dentro
de la PCR ya que depende del juego de temperaturas principalmente de
desnaturalizacién, alineaciéon y extension, de este modo, en este trabajo se
utilizaron variaciones de temperatura entre dos protocolos diferentes de
amplificacion. En este sentido, se ajustaron las condiciones de amplificacion de el
protocolo siguiente: pre-desnaturalizacion de 95° C por 3 minutos,
desnaturalizaciéon de 95° C por 3 segundos, alineacién de 58° C por 1 minutos,
extensiéon 72° C por 90 segundos y una extension final 72° C por 5 minutos
utiizadas (M. C. Romel Hernandez Bello -CINVESTAV) y las utilizadas en el
protocolo de Rossell et al., en el 2000. Cabe sefialar que se conservé la misma
temperatura de alineacion, sin embargo el protocolo de Rossell et al., 2000 di6

mejores resultados a la observacion clara de las bandas.
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El analisis por PCR es una herramienta que permite la deteccién del virus
PCV-2 y es una herramienta util que aumenta la sensibilidad y especificidad en el
diagnostico de la Circovirosis siempre y cuando se correlacione adecuadamente
con una evaluaciéon clinica de la enfermedad y la presencia de las lesiones

histoldgicas caracteristicas en los tejidos linfoides afectados.

Analizando los datos obtenidos dentro del presente trabajo se concluye que
las condiciones optimas para poder efectuar con eficacia la técnica de PCR es un
programa de amplificacion que consta de 35 ciclos dentro de los cuales la
desnaturalizacién fue a una temperatura de 95°C por 30 segundos, la alineaciéon

fue a una temperatura de 58°C por 1 minuto y la extensién a 72°C por 5 minutos.

Para optimizar las condiciones de amplificacién dentro de la reaccidén se opto por
un volumen total de 30ul, de los cuales 3.0ul fueron de Amortiguador de reaccion
PCR, 1.0ul de MgCl, (25 mM), 0.6ul de DNTP’s (10mM c/u), 0.25ul de cada
iniciador, 0.6ul de la enzima Taq polimerasa (5U/ul), 2ug de templado y H,O-
DEPC chp 30yl.
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