This watermark does not appear in the registered version - http://www.clicktoconvert.com
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INTRODUCCION

La Peste (fiebre) Porcina Clasica (PPCo FPC) es una enfermedad viral altamente
contagiosa que causa importantes pérdidas econdmicas en la industria porcina a nivel
mundial. El agente causal del FPC es el virus de la Fiebre Porcina Clasica (VFPC),
perteneciente al género Pestivirus, familia Flaviviridae. Este virus afecta cerdos
domésticos, silvestres y jabalies, causandoles un severo Sindrome hemorragico
generalizado como una de las manifestaciones mas importantes de la forma aguda de la
enfermedad.

El genoma del VFPC esta formado por ARN de cadena sencilla, polaridad positiva de
aproximadamente 12.3 Kb, el cual contiene un marco de lectura abierto (ORF) que esta
flanqueado por dos regiones no codificantes (UTR) en los extremos 5 y 3. Este ORF
codifica para una sola poliproteina que después de suftrir una serie de clivajes origina las
proteinas virales maduras. Dentro de las estructurales, sobresale la glicoproteina E2 como
la mas importante, ya que estimula la produccion de anticuerpos neutralizantes en el
hospedero y es considerada como la mas inmunogénica, encontrando hacia su extremo 3
una de las regiones mas variables entre los pestivirus. Los genes que codifican para las
proteinas no estructurales se localizan en el extremo 3, comprenden dos tercios del genoma
e incluyen el gen de la polimerasa NS5B y los otros componentes del genoma.

La enfermedad puede ocurrir en forma aguda o crénica y se caracteriza clinicamente por la
presentacion de fiebre y hemorragias pudiendo causar alta mortalidad en animales no
inmunizados. La situacion de la enfermedad en el continente americano muestra paises
libres de la enfermedad (Estados Unidos, Canada y Chile), paises con areas libres como
Meéxico y Brasil y paises con problemas endémicos y presentacion de la enfermedad en
forma esporadica como Colombia o Venezuela.

Esta situacion contrasta, con el continente Europeo donde no se vacuna, de tal modo que
todos los animales de casos positivos se sacrifican y se imponen medidas sanitarias junto
con un seguimiento epidemioldgico del brote.
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Teniendo en cuenta que los planes de erradicacion se deben fundamentar sobre un
diagndstico preciso que elimine la posibilidad de falsos positivos o negativos; se hace
imprescindible utilizar técnicas de Biologia molecular para el reconocimiento de cerdos
afectados con cepas de baja virulencia, las cuales son dificiles de reconocer clinicamente o
a través de pruebas convencionales, lo que constituye un foco residual del virus en el
campo, siendo un riesgo para los propositos de erradicacion.

En el laboratorio se han desarrollado pruebas de diagnostico para la deteccion de
anticuerpos especificos contra el virus, para la deteccion del virus vivo en cultivos
celulares, deteccion del antigeno viral o la deteccion del 4cido nucleico viral. Las pruebas
serologicas como la prueba de Elisa o la prueba de NPLA (neutralizacion) se utilizan
generalmente para el seguimiento de granjas expuestas al virus de campo o el virus
vacunal. También estas pruebas se utilizan para la certificacién de cerdos para el comercio
internacional.

Uno de los inconvenientes de las pruebas seroldgicas es el tiempo que transcurre entre la
exposicion del cerdo al virus de campo o vacunal y la aparicion de la respuesta mediada por
anticuerpos. En general los anticuerpos especificos solo se detectan hasta 3 a 4 semanas
después de la exposicion. En el caso de la infeccion de campo, entonces del cerdo infectado
estaria eliminando virus aun sin seroconvertir, perpetuando asi el problema en el campo. La
prueba de diagndstico ideal para FPC es aquella que permite la deteccion de animales
infectados lo més temprano posible.

Por consiguiente, en el caso de nuestros paises donde se estan desarrollando planes de
control y erradicacion, surge la necesidad de identificar en forma precisa los aislamientos
individuales del virus de la FPC, estableciendo la secuencia exacta de los nucledtidos del
genoma viral como una herramienta para entender el éxito o las fallas del diagnostico en los
planes de control y/o erradicacion.

En afios recientes la amplificacion especifica de ciertos fragmentos del genoma viral por
medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ha facilitado la tipificacion de los
virus mediante el andlisis de las secuencias virales para complementar la caracterizacion
serologica, permitiendo asi el seguimiento de los brotes de campo y el estudio de los
patrones de evolucion viral.

El proposito de este articulo es describir la importancia de la utilizacion de los métodos
moleculares para el diagnostico del virus del FPC y el seguimiento epidemiologico de los
virus de campo de FPC y mostrar su aplicaciéon tomando como ejemplo la caracterizacion
de cepas de FPC colombianas.

. Cual es la aplicacion practica de la clasificacion genética de los virus de la FPC?.

La clasificacion genética de las diferentes cepas del virus de FPC, establece las relaciones
entre diferentes aislados (cepas), lo cual es util para determinar los patrones de trazabilidad
(diseminacion) del virus y es un reflejo de la diversidad y su extensa distribucion genética.
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Este método de tipificacion genética se ha utilizado para demostrar 1) la diseminacion del
virus a partir de una fuente original de introduccion, 2) la transmision del agente viral entre
el cerdo doméstico y cerdos silvestres, 3) la transmision viral a través de las fronteras entre
paises, 4) los brotes de enfermedad asociados a cierto grupo del virus, 5) la persistencia de
ciertas variantes en particular y 6) la diferencia entre cepas de campo y virus vacunales.

De otro lado, se reconoce que la técnica de RT-PCR es la herramienta diagndstica mas
poderosa para la deteccion temprana de la infeccion con el VFPC en animales vivos. En
casos experimentales mediante la inoculacion de cerdos con cepas de baja, moderada y alta
virulencia, la técnica de PCR permitio la deteccion del virus tres dias postinfeccion.
Actualmente existe un método de PCR de tiempo real que permite un diagndstico en solo 3
horas.

. Como se efectua el diagnostico del virus de la FPC por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa?.

La deteccion del virus en cerdos vivos se efectia por una combinacion de métodos, uno
para detectar el antigeno viral y otros para aislar el virus de las fracciones de la sangre. En
los cerdos vivos se colecta sangre con anticoagulante y sin anticoagulante para la obtencion
de leucocitos, plasma y suero. La deteccion del virus se hace fundamentalmente en tejidos
como bazo, ganglio linfatico, iledn, rifion y amigdala por medio de la Inmunofluorescencia
indirecta o inmunoperoxidasa en secciones congeladas (criostato) de estos 6rganos o por
medio de Elisa de captura usando sangre con anticoagulante.

El aislamiento viral en cultivos celulares se considera la prueba de “estandar de oro” pero
puede tomar entre 24 a 72 horas o hasta 1 semana, dependiendo de la concentracion de
virus en la muestra. De otro lado como se menciono, la aparicion de anticuerpos en los
animales no ocurre sino hasta 3-4 semanas después de la infeccion, debido a la accion
Inmunosupresora del virus.

En general se considera que la deteccion del virus en muestras clinicas es mas eficiente con
RT-PCR anidada. Esta metodologia es mas sensible que el aislamiento viral. En un estudio
comparativo de diversas técnicas de diagnoéstico, se demostré que RT-PCR (anidada)
detecta un cerdo infectado 2.8 dias mas temprano que el aislamiento viral cuando se utiliza
sangre completa.

Para el diagnoéstico o deteccion del genoma viral, se requiere primero lo obtencion del ARN
viral o material genético del virus del FPC que esta presente en leucocitos sanguineos o en
los tejidos corporales de los animales afectados (bazo, ganglio linfaticos etc). Se extrae el
ARN vy se purifica de los especimenes de campo, por métodos convencionales ya
establecidos y conocidos. El ARN viral presente en los tejidos se amplifica ciento de veces
por medio de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR), pero primero se necesita
obtener una copia de ADN de este ARN, puesto que el PCR trabaja solo con ADN.
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Para tal efecto, luego mediante una transcripcidon reversa (con una enzima transcriptasa
reversa) se obtiene una cDNA, la cual sirve de base para la amplificacion por PCR vy asi
confirmar la presencia de un fragmento del genoma viral en los tejidos afectados.

Luego del DNA del fragmento obtenido se puede utilizar la secuenciacion mediante
procedimientos bioquimicos usando un secuenciador automatico para determinar asi la
secuencias nucleotidicas de una cepa viral en particular (figura 1).

La tipificacion y clasificacion de los pestivirus basada en anticuerpos o analisis de perfiles
restriccion es menos discriminatorio que el analisis de las secuencias de nucleotidos, ya que
esta ultima no solo proporciona una herramienta poderosa para diferenciar y agrupar los
pestivirus, sino que también es usada como una metodologia util para estudiar y analizar la
epidemiologia durante los brotes de FPC.

Las tres regiones del genoma del virus de la FPC que mas se han utilizado para estudios de
secuenciacion y estudios filogenéticos son:

1- La mitad (190 nt) de la proteina E; hacia la region N terminal, la cual es una zona
muy variable entre las diferentes proteinas de los pestivirus.

2- Un fragmento de 150 nucleotidos de la region 5 UTR

3- Un fragmento de 409 nucleotidos del gene NS5B

Aislamiento viral, muestras de sangre, suero o tejido
Linfoide.

Extraccion de RNA, RT-PCR anidado, purificacion
Del producto amplificado

Secuenciacion de nucleotidos

Analisis por alineamiento
Multiple o prediccion de la secuencia de
Aminoéacidos

MATRIZ de rDENTIDAD

ANALISIS FILOGENETICO

Dendrograma preparado con los
Resultados del analisis
Filogenético

Figura 1. el andlisis de las secuencias de nucleotidos de aislamientos del virus de FPV, se
pueden dividir en 3 etapas o fases. La primera es la coleccion de muestras clinicas. La
segunda es la deteccion del RNA gendmico por un método molecular y la tercera es el
analisis de las secuencias del fragmento del genoma viral.
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Para diagnostico también se ha utilizado la deteccion de fragmentos conservados de las
regiones anteriormente descritas.

. Como se lleva a cabo el uso de la interpretacion de las secuencias del virus de PPC?

Una vez se obtiene un fragmento del gen E; de 271 Pb por medio de RT-PCR anidada, se
procede a la purificacion y secuenciacion automatizada de los productos de PCR.

La informacién mas 1til se obtiene generalmente mediante comparaciones de las secuencias
que se estan examinando (cepas de campo en particular), con una base de datos que tenga
secuencias de virus vacunales, cepas de referencia internacional como la cepa China, cepa
Alfort, Brescia etc. Que estan con las bases de datos del genBank con otras secuencias de
cepas de campo. Este andlisis se realiza mediante alineacion de las secuencias
(alineamiento multiple) para buscar similaridad entre ellas. El alineamiento (matriz de
identidad) proporciona un porcentaje de similaridad como resultado de las comparaciones
entre dos o mas cepas de FPC. El alineamiento de las secuencias también produce
informacion visual sobre secuencias consenso (idénticas), pues al ordenar el set de
secuencias se puede observar y comparar base por base la comparacion de la secuencia de
nucleotidos en su posicion individual dentro de un gene de interés. Este examen mediante
un programa de computador (Blast andlysis) identifica mediante puntos las secuencias
consenso (que son iguales o idénticas), mientras que las bases que son diferentes se
representan por una letra simbolo para nucleotidos. Una simple revision visual del
alineamiento multiple entonces nos permite ver la relacion general que existe entre varias
cepas y los cambios especificos que han ocurrido por sustituciones en algunos sitios.

El alineamiento de secuencias es muy util para el monitoreo de cepas de FPC en una
poblacién en un tiempo determinado. Esto puede ayudar a diferenciar multiples cepas y
puede facilitar la deteccion del origen de un brote debido a la aparicion de una nueva cepa
viral. Asi se puede conocer la relacion epidemiologica que existe entre cepas que circulan
dentro y entre granjas de una zona geografica (figura 1).

Para los estudios filogenéticos y la construccion de dendrogramas se han utilizado 190
nucleotidos del gen E; y 150 nucleotidos de la regiéon 5' UTR. La nomenclatura mas
aceptada para describir los diversos grupos y subgrupos virales del virus FPC en el mundo
se basa en el método de Lowings et al (1996) y Paton et al (2000).

Asi, los estudios filogenéticos del virus de la FPC han dividido los virus en tres grupos
principales tomando como base la comparacion de secuencia del genoma viral. El grupo 1
incluye una coleccidon de virus con una gran variacion cuya clasificacion no es muy precisa.
Se encuentran en este grupo virus europeos aislados entre 1920 y 1970 y todos los aislados
de América. Tiene 3 subgrupos designados como 1.1, 1.2 y 1.3. En el subgrupo 1.1 se
encuentran las cepas de referencia como la cepa Alfort y otros utilizados como vacunas.
Ademas se incluyen las cepas aisladas en Norteamérica entre los afios 40 y 50. En este
subgrupo se incluyen también cepas de México aislados en los 90 (1991 a 1997). En
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contraste las cepas circulantes en Cuba pertenecen al grupo 1.2 y las de Honduras y
Guatemala al 1.3.

De otro lado, la mayoria de los aislamientos que se han hecho en Europa entre los afios 80-
90 se ubican en el grupo 2. Se reconocen los subgrupos 2.1, 2.2 y 2.3. Por ejemplo los
virus responsables de la gran epizootia del afio 1997 en Holanda, Alemania, Italia etc. Se
ubican en el grupo 2.1.

Los estudios filogenéticos sugieren que la distribucion del virus es mundial, no obstante la
diseminacién de las diferentes variantes de FPC dependen de la zona geografica. En
algunas zonas por ejemplo ha ocurrido un cambio marcado de la variante (grupo) de FPC
que predominaba. Esta observacion se pudo hacer en Europa donde ocurrié un cambio del
grupo 1 antes de los afios 70 al grupo 2 a partir de los 80. En contraste, en las Américas
particularmente en Centroamérica y Suramérica el grupo 1 parece que ha persistido por
muchos afos. Esto también difiere ampliamente con Asia donde hay una gran diversidad
genética entre los aislados de PPC, alli fuera de los grupos 1 y 2 se han encontrado grupos
como el 3.2.3.3y3.4.

En general se considera que el virus de FPC es relativamente muy estable, lo cual es muy
llamativo siendo un virus ARN y més atn si se compara con otros virus ARN de los cerdos
como el virus del PRRS, el cual presenta una alta variabilidad genética. Se ha calculado que
existe una frecuencia de mutacion del 2.7 x 10~ por afio para el gene E, de la FPC.

¢, Que estudios se han realizado en Colombia sobre la FPC desde el punto de vista de
diagnostico epidemioldgico molecular?

En un estudio se logré amplificar por RT-PCR un fragmento de 500 pb del gene p120
(N52-3) a partir de la amigdala, bazo, rifion e higado de animales inoculados
experimentalmente con una cepa de campo de FPC (cepa Santander). Igualmente se llevo a
cabo el diagnostico de FPC en tejidos en descomposicion 48 horas después de la muerte de
animales que habian sido experimentalmente infectados.

En otra investigacion reciente (De la Rosa et al 2004) se estudié por RT-PCR anidados la
presencia de infecciones virales persistentes y congénitos causados por el virus de la FPC
en muestras de tejidos de casos positivos de campo, tonsilas de cerdas de descarte. Se
amplifica un fragmento de 270 pb del gen E,. Se logro el diagnodstico en 14 casos de 20
casos de campo estudiados en 8 muestras de tonsilas de cerdas gestantes y dos tonsilas de
cerdos de descarte. Se concluyd que se demostrd la presencia de infecciones virales
persistentes en animales adultos de granjas porcinas del pais

También nuestro grupo de trabajo efectiio un significativo estudio de epidemiologia

molecular, en dicha investigacion e examinaron nuestras de campo procedentes de un caso
ocurrido en 1998, dos en 1999 y 20 casos del brote presentado en los afios 2002 — 2003. Se
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incluy6 ademas un aislado de los afios 80 (cepa Santander), el cual es utilizado por el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) para la realizacion de la prueba de potencia en la
evaluacion de los lotes de vacuna comerciales. Se examino también la cepa vacunal (cepa
china) empleada por un laboratorio comercial para la produccion de la vacuna viva
atenuada. Se amplifico un fragmento de 271 pb del gen E; por RT-PCRn y luego se realizo
la purificacion y secuenciacion de los productos.

Los aislados colombianos se clasifican en el grupo 1, subgrupo 1.1 de acuerdo con la
clasificacion de Lowings (1996). Las diferencias nucleotidicas entre las cepas de los brotes
del 2002 y 2003 estuvieron en el rango de 1-6 bases. La mayor diferencia fue de 17
sustituciones entre los aislados col 3223/98 y col 4438/02.

La cepa China utilizada a nivel nacional para la elaboracion de vacunas, se ubico en el
grupo 1, subgrupo 1.1 y mostr6é una homologia del 96.44% en comparacion con la cepa
“Santander” utilizada en la pruebas de potencia vacunales. (figura 2)

Estos andlisis permitieron concluir que los casos ocurridos entre los afios 2002 y 2003
fueron ocasionados por un mismo virus, el cual se extendio desde el centro del pais
(Cundinamarca) a otros departamentos vecinos, alcanzando a San Andrés islas en el mar
Caribe. La difusion de la enfermedad se atribuydé a la movilizacion de los animales
infectados, el transporte terrestre, aéreo de cerdos y subproductos contaminados y la
alimentacion de cerdos con residuos de restaurantes que contienen carne porcina
contaminada.

La ubicacion de los aislados colombianos en el grupo 1 es coincidente con la clasificacion
filogenético obtenida en el analisis de otros aislados del continente, confirmando el
agrupamiento genéticos de las cepas Americanas. Dentro del subgrupo 1.1 se han incluido
también aislados de México, Argentina y Brasil

Se debe destacar que durante el brote del afio 2003-20004 se aprovecho la oportunidad para
comparar los resultados diferentes, pruebas de diagnostico que se encuentran disponibles en
el pais (tabla 1) con la Inmunoperoxidasa indirecta utilizando tejidos fijados en formalina
con un anticuerpo monoclonal contra E, e Histopatologia rutinaria con Hematoxilina.
Eosina. (Tabla 1).
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Tabla 1. RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS DIFERENTES TECNICAS
UTILIZADAS BROTE 2003-2004

(Resumen de trece casos)

No. De Inmunoperoxidasa Diag. RTPCR IFD AV
casos Gan. Linf. Bazo Histopatologico
(cerebro)

4 +++ ++ FPC + + NR
5 -+ -+ FPC + + NR
6 ++ ++ FPC + + NR
7 +++ -+ FPC + + NR
8 + ++ FPC + - NR
9 ++ +++ FPC + - NR
10 -+ +++ FPC + + +
11 +++ +++ FPC + + NR
12 ++ +++ FPC + + NR
13 -+ ++ FPC + + NR
14 +++ ++ FPC + + +
15 -+ +++ FPC + + NR
16 -+ + FPC + + +

NR = No realizado AV= Aislamiento viral

Para observar algunas diferencias relevantes en los resultados, se puede mencionar que de
19 casos en los que se realizo el intento de aislamiento viral se logro en 14 (73.68%). En el
afno 2002 se estudiaron 38 casos por PCR y se encontraron 36 casos positivos. Se encontrd
una alta correlacion entre PCR, Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia directa.

La conservacion de las muestras desde la toma en el campo hasta la recepcion en el
laboratorio y la variacion de la temperatura en la congelacion o los procesos de autolisis,
pueden influir notoriamente en los resultados. Para efectos de los proyectos de control y/o
erradicacion, se requiere el uso rutinario de una combinacién de métodos de diagnostico
para lograr una buena vigilancia epidemiologica.
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Figura 2. Arbol sin raiz construido por el método de Neighbourd — Joining utilizando 190 nucloides de la
region que codifica para la proteina E2. Incluye 25 aislados colombianos del virus de la Peste Porcina Clasica
clasificados en el grupo 1, subgrupo 1.1
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