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RESuMEN

La circovirosis porcina es un sindrome infecto-
contagioso, causado por el circovirus porcino tipo
2 (PCV-2), que se manifiesta principalmente como
una enfermedad de lechones recién destetados, cau-
sando dermatitis, neuropatias, fallas reproductivas,
neumonia y encefalitis. Los objetivos de esta investi-
gacion fueron validar una técnica de PCR para detec-
ci6n de PCV-2 en sueros porcinos y la aplicacién de
la técnica validada en muestras de sueros porcinos
para deteccién del PCV-2. Se encontrd, después de la
aplicacién de 2 diferentes PCRs, que el 100% de los
animales fueron negativos a PCV-2; ademas, la PCR
dirigida a una regién entre las ORF 1 y 2 del virus
se present6 como més sensible al ser comparada a
otra PCR dirigida al gen de la proteina de la capside.
Se concluy6 que la PCR es una técnica valida para
la deteccién de PCV-2 en sueros porcinos y que la

poblacién muestreada era libre del virus.
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VALIDATION AND APLICATION OF A
POLYMERASE CHAIN REAcTION (PCR)
TO DETECT PORCINE CIRCOVIRUS TYPE
2 (PCV-2) IN SWINE SERA

ABSTRACT

Porcine circovirosis is an infectious-contagious syn-
drome caused by porcine circovirus type 2 (PCV-2)
found mainly in recently weaned piglets causing
dermatitis, neurological and reproductive disorders,
pneumonia and encephalitis. The objectives of the
present study were to validate a Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique to detect PCV-2 in swine
serum and to apply the validated technique in swine
serum samples to detect PCV-2. After the application
of two different PCRs, 100% of the surveyed animals
were negative to PCV-2; furthermore, the PCR targe-
ted to a region between ORFs 1 and 2 of the virus
was found more sensitive when compared to another
PCR targeted to the capsid protein gene. As a con-
clusion, PCR is a valid technique to detect PCV-2 in
swine serum and the surveyed population was free

of the virus.
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INTRODUCCION

La circovirosis porcina es un sindrome infecto conta-
gioso, causada por el circovirus porcino tipo 2 (PCV-2),
que se manifiesta principalmente como una enferme-
dad de lechones recién destetados, en esta dolencia
se presentan dermatitis, neuropatias, fallas reproduc-

tivas, neumonia y encefalitis (Harding, 2004).

La primera enfermedad asociada con PCV-2 fue el
sindrome del desmedro multisistémico postdestete,
conocida por sus siglas en inglés como PMWS (Post-
Weaning Multisystemic Wasting Syndrome) (Staeble
et al., 2005). Los signos fundamentales de PMWS in-
cluyen caquexia, disnea, hipertrofia de los nédulos
linfaticos, diarrea, palidez e ictericia, se presenta con
mayor frecuencia en porcinos entre 7 y 15 semanas
de edad, en la fase postdestete (Harding, 2004).

En su forma endémica el PMWS presenta bajas mor-
bilidades y mortalidades, no obstante, en brotes epi-
démicos se pueden elevar en tres o cuatro veces en
la fase postdestete (Harding, 2004). Esta enfermedad
fue reportada en Canadéd, Estados Unidos, México,
Argentina, Brasil, Corea del Sur, Japén y en diversos
paises de Europa (Castro et al.,, 2004; Chae, 2004).
Aunque en Colombia existen rumores de la presen-
cia de PCV-2, no se encuentran publicaciones cienti-

ficas sobre la situacién actual en el pais.

Los patrones de lesiones histopatolégicas encontra-
das en caso de PMWS, incluyen una inflamacion
granulomatosa, que sugiere que la patogenia y la
progresion de la enfermedad estan asociadas con in-

filtracién por mondcitos y macréfagos (Chae, 2004).

El Sindrome de Nefropatia y Dermatitis Porcino
(PDNS, Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndro-
me), descrita por primera vez en el Reino Unido y
caracterizada por un proceso patolégico vascular in-
munomediado, acompafiada por una dermatitis, se

manifiesta con lesiones en piel de color rojo o pir-

pura, que forman placas o parches en la piel (infartos
multifocales) de forma irregular o circular (Smith et
al., 1993; White y Higgins, 1993).

Los disturbios en la reproduccién causados por
PCV-2 ocurren de modo esporadico durante brotes de
PMWS, se manifiestan en forma de abortos y aumen-
to de las tasas de mortinatos y momias, pudiendo en-
contrar PCV-2 en diversos tejidos fetales, sugiriendo
la posibilidad de transmisién vertical o el desarrollo
de inmunotolerancia en los lechones (Harms, 1999;
Jolie et al., 2000; Harding, 2004).

Los procesos patolégicos del tracto respiratorio de
porcinos causados por PCV-2 sin la ocurrencia de
los signos clasicos de PMWS reciben el nombre de
Complejo Respiratério Porcino (PRDC, Porcine Res-
piratory Disease Complex), caracterizado morfolé-
gicamente por neumonia proliferativa necrotisante
(PNP). La PNP, histopatolégicamente, se caracteriza
por una bronquiolitis necrotisante que se presenta
en los cerdos en la etapa del destete y en la fase de
terminacién (Morin et al,, 1990; Harding, 2004). La
PRDC es un sindrome respiratorio multietiolégico,
que envuelve PCV-2, PRRSV (Virus del Sindrome Re-
productivo y Respiratorio Porcino), virus de influen-
za porcina, Mycoplasma hyopneumoniae y Pneumo-
cistis carinii (Ellis et al., 1998; Harms et al., 2001).

Una forma diferente de manifestacién de la infec-
cién por PCV-2 es el proceso patolédgico del sistema
nervioso central; en las neuronas cerebelares, ence-
falicas y medulares, el PCV-2 conlleva a tremores
congeénitos y lesiones en meninges (Stevenson, 1999;
Wellenberg, 2000).

En porcinos en la fase de crecimiento-terminacién, una
manifestacién clinica de infeccién por PCV-2 distinta
al PMWS es la enteritis granulomatosa, caracterizada
por infiltracién de macréfagos y células gigantes multi-
nucleadas en placas de Peyer, con inclusiones citoplas-

maticas en células inflamatorias (Kim et al., 2004).

8 / Luisa Fernanda Villadiego Marmolejo / Laura Y. Villarreal Buitrago / Leonardo J. Richtzenhain / Paulo E. Brandao



Esta diversidad de manifestaciones clinicas de in-
feccién por PCV-2 se originan, no solamente, en las
diferentes edades de los animales, sino también en
las coinfecciones observadas y en las asociaciones
intrinsecas del PCV-2 con otros patégenos. Por ejem-
plo, en el caso de PMWS, ocurre sinergismo entre o
PCV-2 y parvovirus porcino (PPV), posiblemente por
la potencializacién de la replicacién de PCV-2 en ma-
crofagos (Ellis et al., 2004). En disturbios reproducti-
vos, hay también la asociacién PCV-2 y PPV, ademas
de PRRSV y virus de encefalomiocarditis (O’Connor
et al., 2001).

En casos de procesos entéricos, hepéaticos y renales
a los cuales puede estar relacionado el PCV-2 con
PRRSV, Aujeszky, virus de hepatitis E y PPV (Ellis et
al., 2004). Ademas de esto, como ya ha sido descri-
to, la patogenia del PRDC y la asociacién de PCV-2
con otros virus, bacterias o protozoarios (Ellis et al.,
1998; Harms et al., 2001).

Las infecciones mixtas por PCV y coronavirus, tam-
bién se han descrito (Bersano et al., 2003), lo que
demuestra la complejidad epidemioldgica de la pato-

logia de circovirosis porcina.

En la actualidad el conocimiento acerca de la comple-
ja patogenia, los multiples factores de riesgo, como,
por ejemplo, edades susceptibles, la cadena de trans-
misién y las interacciones microecolégicas con PCV-2
en cerdos permite comprender, sdlo en parte, el verda-

dero impacto de las circovirosis en porcinos.

Los diagnésticos de las enfermedades asociadas a
PCV-2 deben siempre basarse, no sélo en la detec-
cién del virus o de su ADN en un animal, sino que es
obligatorio relacionarlo siempre con la presencia de
sintomas clinicos de la enfermedad en cuestién y las

lesiones histopatolégicas (Chae, 2004).

Basandose en técnicas como ELISA, imunofluores-

cencia directa e imunoperoxidasa, se puede realizar
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el diagnostico indirecto de circovirosis porcina por
medio de la deteccién de anticuerpos séricos como
herramienta de estudios seroepidemiolégicos (Allan
et al., 1999; Nawagitgul et al., 2002; Rodriguez-Arrio-
ja et al., 2000).

El diagnéstico directo de circovirosis puede ser reali-
zado con hibridizacién in situ e imunohistoquimica,
las cuales permiten la asociacién entre la presencia de
PCV y lesiones del tejido (Choi y Chae, 2000; Segalés
et al.,, 2004) y reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), que puede ser aplicada para la deteccion del
virus en muestras de suero, tejido y heces (Liu et al.,
2002; Shinata et al., 2003; Calsamiglia et al., 2002).

En Colombia, aunque se sospeche en el campo de la
ocurrencia de PCV-2, faltan investigaciones mas exac-
tas para confirmar esta sospecha y estudiar la posible

implicacién del virus en la porcicultura nacional.

Asi, la presente investigacion tuvo por objetivos va-
lidar la técnica de PCR para la deteccién de PCV-2
en sueros porcinos y aplicarla a una poblaciéon de

porcinos con histérico desconocido.
MATERIALES Y METODOS
ConTroLES pPosiTivos PARA PCV-2

Como controles positivos para PCV-2 se utilizaron
muestras de tejido porcino (suspensiones de mez-
clas o pools de rifiones, higado y bazo) previamente
diagnosticadas como positivas para el virus (Castro,
2005), nombradas como 08/04, 15/04 y 03/02.

SENSIBILIDAD ANALITICA

Para la evaluacion de la sensibilidad analitica de las
PCRs descritas abajo, se diluy6 la muestra control
positivo 08/04 en agua ultra-pura (AUP) y en suero
fetal bovino (SFB, Cultilab®, Brasil) desde 1:10 hasta
1: 100.000 con el factor 10.

Validacién y aplicacién de una técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

para la deteccién de circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) en muestras de suero porcino / 9
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SuEROS

Para la fase de aplicacién de las PCRs para PCV-2,
se utilizaron 16 muestras de suero porcino, dispo-
nibles en el Departamento de Medicina Veterinéria
Preventiva a Salud Animal de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y Zootecnia de la Universidade de
Séo Paulo (VPS-FMVZ-USP) (muestras m 311/05 4,
m 311/05 7, m 311/05 9, m 311/05 10, m 311/05 11,
m 311/05 12, m 311/05 13, m 311/05 14, m 311/05 15,
m 311/05 16, m 311/05 17, m 311/05 20, m 311/05 21,
m 311/05 22, m 311/05 23, m 311/05 24), tomadas de
piaras brasileras. Dichas muestras jamas habian sido

examinadas para PCV-2.

ExTrAccion b ADN

La extraccién de ADN de las diluciones de la mues-
tra 08/04, de los controles positivos 15/04 y 03/02, de
AUP y SFB (controles negativos) y de los 16 sueros
porcinos se realizé segin Chomkcynski et al. (1993).
El ADN extraido de esta forma fue congelado a -80°C
hasta la realizacién de las PCRs.

REACCION EN CADENA POR LA POLIMERASA
PARA EL GEN DE LA PROTEiNA DE LA CAPSIDE
(PCR-CAP)

Se evalu6 la aplicabilidad de una PCR especifica para
el PCV-2 dirigida al gen codificador de la proteina de
la capside del virus, descrito por Yu et al. (2005) para
la amplificacién de un segmento de 986 pares de bases
(pb). La secuencia de los primers es la siguiente: CapF
(senso0): 5’ GAGTCAAGAACAGGTTTGGGTG3 y CapR
(anti-senso) 5’ AGACTCCCGCTCTCCAACAAG?Y'.

La reaccién se compuso de 1 x PCR Buffer (Invi-
trogen®), deoxinucleésideos-trifosfato (ANTPs) 0,2
mM, cloruro de magnésio 1,5mM, 1uM de cada uno
de los primers, 2,5 U de Platinum Tagq DNA polime-
rasa (Invitrogen®), 9,75 uL. de AUP y 2,5ul. de los

respectivos ADN, para una reaccién final de 25ulL,

llevandose al termociclador para una desnaturaliza-
ci6n inicial de 5 minutos (min) a 94°C seguida de
40 ciclos de 94°C/ 30 segundos (seg), 63°C/ 45 seg y
72°C/ 1 min; después de los ciclos, se concluyé con

una extensién final de 72 °C/ 10 min.

Al final de la etapa de PCR, se realiz6 la electrofo-
resis en gel de agarosa a 1% coloreado con bromuro
de etidio para la deteccién del fragmento esperado
de 986 pb.

REAccION EN CADENA POR LA POLIMERASA
PARA LA REGION ENTRE Los ORFS 1 v 2
(PCR-U)

Se evalud la aplicabilidad de una PCR especifica para
el PCV-2, con el objetivo de compararla con la PCR-
CAP dirigida alaamplificacién de un segmento de 476
pb para una region localizada entre las ORFS 1y 2 del
PCV-2, entre los nucledtidos 1584 y 828 del genoma
del virus segin describié Castro (2005). La secuen-
cia de los primers es la siguiente: Fa2 (senso, ORF-1):
5’ ATTACCAGCAATCAGACCCCGT3’; Ra2 (antisen-
so, ORF-2): 5’CAACCCTTCTCCTACCACTCC3’.

La reaccién se compuso de 1 x PCR Buffer (Invi-
trogen®), deoxinucleésideos-trifosfato (ANTPs) 0,2
mM, cloruro de magnésio 1,5mM, 1uM de cada uno
de los primers, 0,75 U de Platinum Taq DNA poli-
merasa (Invitrogen®), 10,1uL. de AUP y 2,5ulL. de los
respectivos ADNs, para una reaccion final de 25uL,
llevandose al termociclador para una desnaturaliza-
cion inicial de 5 min a 95°C seguida de 40 ciclos de
95°C/ 30 seg, 51°C/ 30 seg y 72°C/ 30 seg; después
de los ciclos, se concluyé con una extension final de
72°C/ 5 min.

Al final de la etapa de PCR, se realiz6 la electrofo-
resis en gel de agarosa a 1% corado con bromuro de
etidio para la deteccién del fragmento esperado de
476 pb.
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REesuLTADOS

PCR-CAP

La electroforesis de las diluciones de la muestra AL
08/04 mostro6 positividad hasta 1:10.000 en SFB (Fi-
gura 1) y hasta 1:10 en agua AUP. La realizacién de
la PCR-CAP en los 16 sueros porcinos, disponibles
VPS-FMVZ-USP mostro6 gran cantidad de amplifica-
ciones inespecificas y ninguna result6 positiva para
la presencia de PCV-2. En cuanto a los controles ne-

gativos (SFB y AUP) no se observ6 ninguna banda.

Ficura 1. ELECTROFORESIS DE DILUCIONES EN SFB DE
LA MuesTRA AL 08/04 con PCR-CAP. MAaRrcADOR
Tamano MoLecuLar 100pe = MTn. (ConTROL
necATIVO (N)= SFB; ControL posiTivo (+)=AL
08/04

ar 10

100 1,000
<——984 pb

10,000 100,000 N

-
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PCR-U

La prueba mostré una positividad en las diluciones
en SFB hasta 1:100.000 y en agua hasta 1:1.000 (Fi-
gura 2). Las reacciones referentes a los controles ne-

gativos no resultaron en ninguna banda.

En la fase de aplicacion todas las muestras de suero
mostraron reacciones inespecificas sin reacciones

especificas, es decir, fueron negativas para PCV-2.

Ficura 2. ELEcTROFORESIS PCR-U 1 PARA DILUCIONES
1:10 v 1:100 1:100 en H,O v 1:100, 1:1.000,
1:10.000, 1:20.000 en SFB. (ConTROL NEGATIVO
(N)= uLTtrA-PURA; ConTROL POsITIVO (+)= AL
08/04 vy 3/02.

100 1,000 10,000 N 3/02
SFB SFB. SFB

b b bh bt -« 476pb

20,000 10 100 1,000 N N N 08/04
SFB H,0 H0 HO

Discusion

Se investigd la aplicabilidad de una PCR para PCV-2
en sueros porcinos, para este proposito se utilizaron
dos (2) diferentes pares de primers especificos para
PCV-2. En la PCR-CAP los resultados de 984 pb, en
los pools, mostraron la eficacia de los primers, al am-

plificar la secuencia del tamafio esperado.

Validacién y aplicacién de una técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para la deteccién de circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) en muestras de suero porcino / 171
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Al comparar los resultados de las diluciones en agua
y en SFB es evidente que la sensibilidad de la prueba
es mayor en el segundo. Esto puede estar determina-
do por el efecto cargador de ADN (Meinkoth y Wahl,
1984; Maniatis, 1989) que existe en el SFB. En el sue-
ro se encuentran grandes cantidades de ADN, el cual
se precipitara en la etapa de extraccién, favoreciendo
la precipitacién de una mayor diversidad de ADN vi-
ral; por el contrario el agua ultra-pura, no posee tal
efecto al encontrarse libre de patégenos y células en

general por los procesos a los que es sometida.

La aplicacién de la prueba en los sueros mostré una
gran cantidad de bandas inespecificas, lo cual podria
estar explicado al tomar en cuenta la gran cantidad
de ADN que se encontraba en las muestras, una po-
sible pérdida de sensibilidad o el hecho de las mues-
tras ser negativas. La dltima de las opciones, parece
ser la mas razonable, ya que al ser negativa la mues-
tra, los componentes de la PCR amplifican fragmen-
tos errados y llevan a la visualizacién de fragmentos

inespecificos.

En la PCR-U los resultados de 476 pb, en los pools,
mostraron la eficacia de los primers, al amplificar la

secuencia del tamano esperado.

Se evaluaron las diluciones en SFB y en agua, de la
misma extracciéon de la PCR-CAP. La sensibilidad
alcanzada en las diluciones en agua fue de nuevo
menor que las de SFB, posiblemente por el efecto

cargador.

La aplicacién de la PCR-U en los sueros mostré una
banda inespecifica de la misma altura en todas las
muestras de suero, para esclarecer la presencia de es-
tas bandas es apropiado realizar el secuenciamiento
de estas y observar a qué corresponden, para descar-
tar la posibilidad de una variacion en el segmento de
PCV-2 que se buscaba o si este evento se trata sim-
plemente de un gen que se encuentra en el genoma

de los porcinos.

Al comparar la PCR-CAP y la PCR-U es evidente que
esta altima posee mayor sensibilidad tanto en agua
como en SFB, esto puede ser debido a la diferencia
en la cantidad de pares de bases para amplificar (para
la PCR-CAP son 984 pb, en comparacion con 476 pb
en la PCR-U), ya que un segmento menor de pares
de bases se encuentra bioquimicamente favorecido.
Ademas, un segmento extenso es apropiado para el
secuenciamiento de un gen y uno pequefio para el
diagnéstico, sin contar con que la reaccién mas efi-

ciente es la segunda.

Sumaéandose los resultados hasta ahora presentados
con las discusiones expuestas anteriormente, queda
claro que la PCR mas efectiva para la deteccién de
PCV-2 en sueros porcinos es la PCR acd nombrada
PCR-U, pues posee mayor sensibilidad analitica y

menor produccién de bandas inespecificas.

En cuanto a la aplicacién de las PCR a una poblacién
de sueros porcinos, la frecuencia de ocurrencia de
PCV-2 fue de 0%, una vez que no se detecté ninguna
de las muestras como positiva. Una de las posibili-
dades, ademas de la de ser estos porcinos realmente
libres de PCV-2, es que los animales muestreados no
estuvieran en viremia cuando se realizé la toma de
los sueros, aunque tuvieran el virus en otras partes
de su organismo. En apoyo a esta hipoétesis, se ha
reportado que la viremia en porcinos dura desde la
séptima hasta la dieciseisava semana de vida (Franga
et al., 2005). Ademas, la frecuencia de deteccion de
PCV-2 en sueros porcinos es muy variable (Calsami-
glia et al., 2002; Liu et al., 2002).

Por tltimo, hay que considerar que las PCRs emplea-
das en la presente investigacién, aunque tedricamen-
te hayan sido demostradas como sensibles, pueden
haber fallado al no detectar bajos titulos de PCV-2 en

los sueros estudiados.

Dado que no se tenian los antecedentes de los por-

cinos muestreados, la toma de muestras se dio al
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azar, lo que puede haber disminuido la probabilidad
de deteccién de animales virémicos. Asi, es intere-
sante que se asocie la PCR-U con las observaciones
clinicas como pérdida de peso progresivo, ictericia,
vémito, tos, lesiones en piel y diarrea, comtinmente
asociados a infecciones por PCV-2 (Calsamiglia et al.,
2002) para la toma de muestras en estudios seroepi-

demiolégicos.

El presente trabajo dio una puerta de entrada a inves-
tigaciones futuras acerca del estado epidemiolégico de
una regién o una poblacién de porcinos en cuanto al
PCV-2, ya que el empleo de una PCR en suero puede
brindar informaciones valiosas para el control de en-

fermedades a las cuales este virus ha sido asociado.
CoNncLUSIONES

Se validé una técnica de reacciéon en cadena por la
polimerasa (PCR) para deteccién de circovirus por-
cino tipo 2 (PCV-2) en sueros de porcinos. Se puede
concluir que pools de érganos positivos para PCV-2
son una fuente efectiva de virus para validacion de
técnicas de PCR.

La PCR-U se mostr6 més sensible para la deteccién de

PCV-2 y debe ser de eleccién en estudios posteriores.

La aplicacién de PCR en muestras de sueros de por-
cinos para deteccién del PCV-2 demostré 100% de

animales negativos.
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RECOMENDACIONES

Es importante que la reacciéon de PCR que se valid6
en la presente investigacion sea aplicada a una mas
amplia y diversificada poblacién de porcinos, con
el objetivo de tomar informaciones epidemiolégicas
que puedan ayudar en el control de las enfermeda-

des asociadas al Circovirus porcino 2.

Es aconsejable que, a continuacion de éste o de simi-
lares estudios, se realice la secuenciacién de ampli-
ficaciones inespecificas, para elucidar su origen, y
de amplificaciones especificas, para la comparaciéon

entre diversas cepas de PCV-2.

El sector de suinocultura precisa de mas investiga-
ciones en el drea de salud y prevencién para que se
pueda incrementar la produccién y generar mayor

consumo de carne suina.

Se invita a una mayor comunicacién entre el sector
productivo y los investigadores para entender mejor
las necesidades de los porcicultores y realizar inves-

tigaciones que conlleven a una rentabilidad mejor.

Se recomienda que el gobierno, las universidades,
las instituciones de investigacién y las asociaciones
de porcicultores desarrollen proyectos conjuntos y
amplien los convenios nacionales e internacionales,

para incrementar el desarrollo del sector.
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