ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR PARA DIAGNOSTICO DE CIRCOVIRUS PORCINO
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INTRODUCCION.

En México existen reportes de la infeccion por
Circovirus Porcino tipo 2 (PCV-2) asociada al
Sindrome Multisistémico y de Adelgazamiento
Postdestete (PMWS)'. Desde el punto de vista
clinico el diagnostico diferencial con otras
enfermedades puede ser muy extenso, en este
sentido las lesiones histopatologicas
caracteristicas del tejido linfoide orientan mucho
el diagnostico. Sin embargo el diagnostico preciso
se debe acompaiiar con la deteccion del virus en
los tejidos de los cerdos afectados. El tejido
linfoide es de eleccion para detectar el PCV-2,
donde el virus puede estar presente en cantidades
variables dependiendo de grado de infeccion.

Para detectar al PCV-2 en tejidos se han
desarrollado métodos que permiten correlacionar
la presencia del virus con la presencia de lesiones.
A este respecto las técnicas de Hibridacion in situ,
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la
inmunohistoquimica son utilizadas ampliamente
para determinar la presencia de ADN viral o sus
proteinas ya sea en el citoplasma de histiocitos,
células gigantes multinucleadas y algunas lineas
de macrofagos entre otras células.

OBJETIVOS.

El objetivo de este trabajo fue el de estandarizar
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
para la deteccion del PCV-2 a partir de muestras
de tejidos de cerdo congelados.

MATERIAL Y METODOS.

Durante la estandarizacion se utiliz0 como
control una muestra de tejido linfoide de cerdo de
destete PCV-2 identificado como positivo por
Hibridacion in situ (Segalés, 2003, datos no
reportados). Otras muestras utilizadas en la
estandarizacion provienen de dos casos clinicos de
tejidos de cerdos sugestivos de ser infectados por
el PCV-2 de acuerdo a los criterios histologicos
reportados por Rosell y cols (1999).

El tejido linfoide, pulmoén y rifion de muestras
mencionadas se maceraron y se digirieron con
Proteinasa K durante 3 horas a 50°C. La
extraccion del ADN se realizd con cloroformo-
fenol y la precipitacion con etanol.

En el presente trabajo se utilizaron los
oligonucleotidos PCV-7 y PCV-10 reportados por
Rossell en 1999. El volumen de reaccion de
amplificacion se llevo a 30 pl el cual consto de
TAq polimerasa con 1.25 U, buffer para PCR 1x,
Cloruro de magnesio 1.5 mM, una mezcla de
dNTP’s 200 uM y 05 uM de cada
oligonucleotido. La amplificacion del producto se

desarrolld en un termociclador Perkin Elmer y las
condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 95°C, 3 minutos y 35 ciclos de 95°C
por 30 seg, 58°C, 1 min y 72°C, 1.30 seg. Para
finalizar 5 min de extension a 72°. El producto de
amplificacion se revelo en geles de agarosa al 1%
con Bromuro de Etidio y la observacion de los
resultados se revel6 en un transiluminador con luz
UVv.

RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en el gel de agarosa
mostraron un producto de amplificacién de aprox
400 pares de bases, lo que coincide con el tamafio
esperado seglin lo reportado por Rossell y cols.
(1999).

DISCUSION.

Un punto en discusiéon en la identificacion del
PCV-2 por PCR es la similitud que tiene su
secuencia con la secuencia del PCV-1, el cual
pertenece a la misma familia y es un contaminante
identificado en células PK-15. En wuna
amplificacion por PCR  utilizando  los
oligonucleodtidos antes mencionados se obtienen
productos semejantes para el PCV-2 (428 pares de
bases) y para el PCV-1 (418 pb). Para resolver
estas diferencias es posible analizar los productos
amplificados en ensayos de digestion enzimatica
utilizando endonucleasas como la Hae 111y Hha |
las cuales cortan en sitios especificos que
permiten diferenciar entre PCV-1 y PCV-2
respectivamente °.

Por otro lado la utilizacion del PCR para el
diagnostico del PCV-2 no es necesariamente
suficiente. Es necesario también desarrollar
métodos de PCR cuantitativos que diferencien las

presentaciones clinicas de los cuadros
subclinicos.
CONCLUSIONES.

Los métodos moleculares son una herramienta
muy util en el diagnostico ya que permiten
identificar con mayor especificidad la presencia
de un agente infeccioso. El analisis de casos
clinicos en campo sospechosos a la infeccion por
el PCV-2 sera una herramienta util para reconocer
la evolucion de esta enfermedad en nuestro pais.
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