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1. INTRODUCCION.

En 1974 se descubrio que la linea celular de rifion porcino PK-15 estaba
contaminada con un nuevo virus al que se denomind circovirus porcino (PCV), y en la
actualidad, a nivel mundial han aparecido nuevas enfermedades que afectan al ganado
porcino, todas ellas han tenido gran repercusion en los sistemas actuales de

produccion.

La circovirosis porcina o Sindrome de adelgazamiento post-destete es una
enfermedad descrita recientemente, que afecta a cerdos en transicion y en
engorde.(Allan et al. 1998, Ellis et al, 1998).

La descripcion de la enfermedad coincidia con otro sindrome aparecido en
Saskatchewan (Canada) en 1991, y descrito en 1996 (Harding y Clark, 1996) que se
denominé "Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome" (PMWS), asi como el
"Syndrome de dépérissement multisystemique du porcelet en post-sevrage" aparecido

en Francia en 1995.

El sindrome se diagnosticO en otros paises de Europa y Ameérica, incluyendo
Espafia donde se describié por primera vez en 1997, este nuevo proceso patologico
que afectaba a lechones de entre 6 y 20 semanas de edad, que cursa con morbilidad
relativamente baja y elevada letalidad y que se caracterizaba principalmente por retraso

en el crecimiento (desmedro).

Posteriormente se descubrié por analisis de secuencias que los aislados viricos
de casos de PMWS diferian considerablemente del virus contaminante de la linea
celular, de hecho, presentan una identidad nucleotidica inferior al 80 %. Se han
designado dos tipos, el circovirus porcino. Tipo 1 (PCV1) y el tipo 2 (PCV2) que estaria
involucrado en el SMDP. ha diferencia del PCV2, el PCV1 no es patégeno para el

cerdo.
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La ultima de ellas es la Circovirosis porcina, entidad que esta asociada al
sindrome de desmedro y desgaste multisistémico postdestete (PMWS) y al sindrome de
dermatitis y nefropatia porcina (PDNS) [2]; procesos en los cuales se presenta una
perdida de peso y volumen corporal bastante visible, ademas de lesiones a nivel renal,
linfatico, hepatico, intestinal y pulmonar.
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3. REVISION DE LITERATURA.
3.1. DESARROLLO HISTORICO.

Los circovirus porcinos deben su nombre al hecho de que su genoma es circular
y esta unido de forma covalente en sus extremos. PCV1 fué descrito en 1973 por la
Dra. llse Tischer, como un contaminante no citopatico de la linea celular PK-15
(derivada de rifiébn porcino, Porcine Kidney), y es aparentemente, apatdégeno para el

cerdo.

El circovirus porcino (PCV) fue inicialmente descubierto como un contaminante
no citopatico de la linea celular PK-15 y fue caracterizado mas tarde como un pequefio
virus (17nm), DNA no envuelto, con genoma circular. EI PCV de las células PK-15
pertenece al tipo 1.La prevalencia y distribucién en cerdos del PCV1 es desconocida y

el papel de éste como agente patoldgico en el cerdo no es claro.

Los Circovirus porcinos (PCV) son agentes infecciosos de origen virico
descubiertos hace 25 afios, de muy facil difusion que infectan de forma natural a la
especie porcina. Hasta el momento se han caracterizado dos tipos distintos, el
circovirus tipo | (PCV1), apatégeno para el cerdo, y circovirus tipo Il (PCV2), aislado por
primera vez en 1998 en cerdos con Sindrome de adelgazamiento post-destete
(PMWS)..

Los circovirus se encuentran ampliamente difundidos a nivel mundial. Si bien la
gran mayoria de las explotaciones son seroldgicamente positivas a PCV2 la infeccién
es principalmente de tipo subclinico. Sin embargo, en algunas granjas, y por razones

aun no conocidas, PCV2 se asocia ha cuadros patologicos como el sindrome _de

adelgazamiento post destete (PMWS). Mas recientemente, PCV2 ha sido relacionado

también con el sindrome de dermatitis y nefropatia porcino (PDNS).®



Se caracteriza por pérdida progresiva de apetito, dificultad y retraso en el
crecimiento, palidez corporal, algunas veces con ictericia, ligera hipertermia aunque no
es un sintoma llamativo. Es frecuente la disnea y procesos respiratorios severos,
inflamacién en ganglios linfaticos (principalmente inguinales) higado y otros érganos.
Los sintomas aparecen en cerdos destetados a partir de la sexta semana de vida. La
morbilidad es variable y un alto porcentaje de los animales enfermos acaban

muriendo.*?

PDNS: cursa con baja morbilidad, y alta mortalidad, y se caracteriza por una
pérdida de la condicion fisica del animal, pérdida de apetito, en ocasiones fiebre y
dificultad respiratoria, lesiones cutdneas de caracter hemorragico que pueden ser

confundidas en ocasiones con las que se producen en Peste Porcina Clasica o Peste

porcina Africana lesiones renales e hipertrofia de ganglios linfaticos.”

En el afio 1998 se aisl6 un nuevo circovirus, denominado PCV2, a partir de
tejidos de animales que manifestaban el Sindrome de adelgazamiento post destete
(Postweaning Multisystemic Wasting Sindrome, PMWS). Las manifestaciones de la
infeccion por PCV2 son generalmente de tipo subclinico. Experimentalmente la
infeccion con PCV2 origina cuadros clinicos inespecificos y no siempre evidentes. En
los animales enfermos se observa retraso en el crecimiento, en algunos casos ictericia,
hipertrofia de ganglios linfaticos, en ocasiones trastornos respiratorios leves a

moderados, y una mayor susceptibilidad a infecciones bacterianas, (Fig 1)

Figura 1. Cultivo celular de la linea PK 15 infectada con el circovirus porcino PCV1.

En 1991 emerge en Canada un tipo de patologia en explotaciones de produccion

intensiva, que se denomind Sindrome de adelgazamiento post destete (Posteaning

Multisystemic Wasting Sindrome, PMWS), que en afios siguientes se extiende
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rapidamente a distintas regiones de Canada, y llega a EE.UU. En 1996 se detecta este
Sindrome por primera vez en Europa, en concreto en Francia, donde a partir de tejidos
de animales enfermos se aisl6 un circovirus porcino diferente al descrito con
anterioridad (PCV1), que se denominé PCV2.?

Entre los paises que han descrito la presencia de PCV2, (figura 2) destacan
Canada, EE.UU, Francia, Alemania, Gran Bretafia, Espafia, Dinamarca, Irlanda del
Norte, Suecia, Bélgica, Italia y Holanda, y distintos paises productores asiaticos, como
Taiwan, Corea del Sur y Japdén entre otros. Algunos de estos paises han realizado
estudios epidemioldgicos que muestran una incidencia seropositiva estimada entre un
20 a un 80% en la mayoria de las explotaciones estudiadas, sin que en general se
observen manifestaciones clinicas. Entre los animales seropositivos a PCV2 se

encuentran tanto cerdos sanos como cerdos enfermos con diversas patologias NO relacionadas.(zz)

Figura

2. Secuencia cronoloégica de identificacion de PCV2 en paises qua han declarado su aparicion.

4. HOSPEDADORES

Los hospedadores naturales conocidos del PCV2 son el cerdo doméstico y el jabali. NO
se han detectado anticuerpos frente a PCV2, medidos por inmunoperoxidasa en

monocapa (IPMA), en ovejas, vacas, cabras, caballos, y humanos. Experimentalmente,
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algunos investigadores han conseguido infectar ratones de laboratorio, mientras que el
conejo parece refractario. En el cerdo, la transmision de PCV2 es muy eficiente, entre granjas y entre cerdos

. L o . . . . . 4
dentro de una misma granja, siendo practicamente imposible encontrar granjas porcinas seronegativas a PCVZ.( )

Los lechones presentan anticuerpos de origen calostral, medidos por
inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA), hasta aproximadamente las 5-8 semanas de
vida, y es entre las 8 y 12 semanas que comienza a producirse la seroconversion frente
a PCV2. A esa edad, incluso en granjas sin sintomatologia clinica compatible con
PMWS, es probable encontrar, mediante PCR en suero, cerdos virémicos. Al final del
periodo de engorde, la mayoria de cerdos presentan titulos altos frente a PCV2, pero la

deteccién de viremia se convierte en un hecho infrecuente.®

Técnica de IPMA para deteccion de anticuerpos contra PCV2. Los anticuerpos
presentes en el suero del animal se unen a las proteinas del virus de PCV2, que infecta
de forma persistente el tapiz celular. La reacciébn se pone de manifiesto con un
anticuerpo secundario marcado con una enzima (Peroxidasa), y con un cromogeno. La
reaccién se observa en este caso en el nicleo de las células, pero en ocasiones, el

citoplasma también aparece tefiido, (Fig 3)

= - e S
L2 - 5 -
Z - - - :
= __—_ o Tt
- A - =~
4 - A
el p—

Figura 3. Tecnica IPMA.

5. ETIOLOGIA.

Los circovirus porcinos pertenecen a la familia Circoviridae, género circovirus. Es
un virus sin envoltura, esférico, de simetria icosaédrica, y de pequefio tamafio, 17 nm,
los virus vertebrados mas pequefios conocidos. Posee una molécula de ADN circular
simple, en forma de anillo, de ahi su nombre, de 1,7 kpb. Hasta el momento se han
descrito dos tipos antigénicamente distintos, el PCV1y PCV2.®)
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5.1. Propiedades de los Circovirus porcinos.

1.-Sin envoltura, esféricos y simetria icosaédrica

2.-Genoma consiste en una molécula de adn circular simple, con los extremos

covalentemente unidos, de 1,7 kbp.

3.-La replicacion tiene lugar en el nacleo de las células infectadas, produciendo cuerpos

de inclusién intranucleares.

4.- Su densidad en CsCl es de 1,33-1,34 g/ml.

Los estudios de infeccion experimental indican, que seria necesaria una situacion
de inmunoestimulacion, para que se desarrolle la enfermedad, incluso hasta situaciones
de estrés, Segun Harding y Halbur,(2006) el cuadro clinico basico de SMDP consiste
esencialmente en 6 signos: desmedro, disnea, aumento del tamafio de los ndédulos

linfoides, diarrea, palidez e ictericia.®

Dentro de la familia Circoviridae se encuentran también otros virus de mamiferos
y aves. Ademas, existen otros virus de mamiferos y plantas con propiedades
morfologicas y gendmicas similares aunque son ecolégicamente, biolégicamente y
antigénicamente diferentes, y estan clasificados taxonomicamente en otras familias,
(Cuadro 1) ®
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Familia Circoviridae

Género  Circovirus
Porcino: Circovirus porcinos PCV1y PCV2

Aves: Virus de la enfermedad del pico y de las plumas. "Psittacine beak

and feather disease virus (BFDV)"

Género  Gyrovirus

Aves Virus de la anemia del pollo. "Chicken anemia virus (CAV)"

Cuadro 1. Clasificados taxondmicos en otras familias.

5.2. El Genoma Viral.

El genoma de los circovirus porcinos es estructuralmente muy similar con una
longitud de 1759 nucledtidos para PCV1 y 1767 nucledtidos para PCV2. Estudios
comparativos de secuencias del genoma de diferentes aislados de PCV1 y PCV2 han
puesto de manifiesto la existencia de importantes diferencias entre ambos, presentando
una homologia de secuencia inferior al 80%. Se han identificado distintas fases de

lectura abierta (ORFs) en el genoma viral. Los ORF1 y ORF2 son los mas estudiados y
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caracterizados. En PCV2 se han descrito entre 6 y hasta 11 ORFs potenciales. Para
PCV1 se han identificado hasta la fecha hasta 7 ORFs.?%

Importantes diferencias: Estas diferencias genéticas y antigénicas existentes entre
PCV1 y PCV2 estarian posiblemente implicadas en las diferencias encontradas en

cuanto a la patogenicidad existente entre ambos virus.

ORF1: codifica para la enzima replicasa del DNA viral (proteina rep), de 37,7
kdaltons, cuya diana es una secuencia especifica correspondiente al origen de
replicacion del genoma viral. Esta bastante conservada entre PCV1 y PCV2, mostrando
un 83% de homologia a nivel de nucleétidos y un 86% en su secuencia de
aminoécidos.?”

ORF2: Su secuencia estd menos conservada entre PCV1 y PCV2, mostrando
una homologia de secuencia del 67% a nivel de nucleétido y de 65% a nivel de
aminoacido. Se piensa que codifica para una proteina de la capside viral de 27,8
kdaltons.

ORF3: El nivel de homologia aminoacidica predeterminada entre PCV2 y PCV1
es de 61,5-62%.

ORF4: El nivel de homologia aminoacidica predeterminada entre PCV2 y PCV1 es de
un 83%.
7 ORFs: con capacidad para codificar potencialmente proteinas de peso molecular

mayor de 5 kdaltons.

Cuadro 2 Caracteristicas de PCV1y PCV2.
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Caracteristica PCV1 PCV2
Familia Circoviridae
Género Circovirus
Tamafo 16-18 nm.
Genoma Circular

Genes principales

Nucleétidos

Homologia nucleotidica

Patogenicidad

Epidemiologia

Especies susceptibles

ORF1 (codifica para la replicasa) ORF2 (codifica para la

capside)
1758 1768-69
67% para la ORF1 83% para la ORF2

_ ) Asociado al PMWS y a otras
Considerado apatdgeno o o
condiciones patologicas

Distribucion mundial: Distribucion mundial: muy

moderada sero-prevalencia elevada sero-prevalencia

Cerdo domeéstico y jabali

5.2.1. Propiedades Fisico-Quimicas de los Circovirus porcinos.

1- Son muy estables en el medio ambiente.

2- Resiste temperaturas de 60C durante 30 min.

3- Resistente a la inactivacion a pH entre 3 a 9.

4- Desinfectantes.

Agentes oxidantes a base de peréxidos de hidrégeno como Vircon S.
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Los circovirus replican en células porcinas del sistema inmune, principalmente los

monocitos/macréfagos, donde no originan efecto citopatico en la célula infectada. Los circovirus porcinos

también pueden replicar y multiplicarse en distintas lineas celulares establecidas sin causar efecto citopatico, siendo

las méas susceptibles las de origen porcino, ( Cuadro 3)(19)

Lineas celulares mas importantes susceptibles a la infeccién por PCV1y PCV2

PK15 (rifidn de cerdo)*
PCV1 PCV1 PEK (riiébn de embrioén de cerdo)
SK-H (testiculo de cerdo)
PK15 (riidn de cerdo)*
IBRS2 (rifién de cerdo)
PCV2 SK (rifion de mono)
ST (testiculo de cerdo)
Vero (riidbn de mono)

Esta linea celular se encuentra persistentemente infectada, con excepcion de algunos clones.

Cuadro.3. Lineas Celulares mas importantes.

La patogenia de la infeccién por Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) no es del todo bien conocida. En
condiciones naturales la entrada del virus se produce probablemente por via oronasal. En
condiciones experimentales se ha conseguido infectar cerdos, ademéas de por la via

oronasal, por via parenteral y oral.(l7)

El PCV2 infecta principalmente células de la linea monocito/macréfago, células dendriticas de los
organos linfoides, y células de origen epitelial (hepatocitos, epitelio renal, epitelio bronquial).
Actualmente no existen datos concluyentes acerca de que PCV2 pueda infectar
linfocitos, (Fig 4 - 5).®
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Figura 4. Presencia de acido nucleico de PCV2 en el ndcleo de hepatocitos, y en algunas células,

también en citoplasma. Hibridacion in situ.
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Figura 5.Rifion de cerdo con PMWS vy nefritis intersticial. Presencia de &cido nucleico en epitelio de
tibulos renales.

La diseminacion inicial de PCV2 esta probablemente ligada a la movilidad de las células infectadas,
generalizdndose la infeccion al sistema linfoide y a numerosos 6rganos. La presencia subsiguiente de virus en
sangre, que puede durar meses, contribuye a la diseminacion de PCV2. Los datos existentes, aunque fragmentarios,
sugieren que en las infecciones subclinicas por PCV2, el virus se encuentra en sangre y en los érganos linfoides
(aunque en una cantidad bastante menor que en casos patoldgicos) durante al menos unas 10 semanas. El virus ha

sido aislado o detectado en tonsilas, timo, bazo, higado, rifién, nddulos linfaticos, mucosa nasal, pulmén, intestino

delgado, médula 6sea, encéfalo y testiculo.(Fig 6-7)™
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Figura 6 Infeccion generalizada de las células de Kupffer pertenecientes al sistema mononuclear
fagocitico) del higado. Presencia de 4cido nucleico de PCV2 en citoplasma de estas células, tapizando
los sinusoides hepaticos. Hibridacion in situ.

Figura 7 Ganglio linfatico de cerdo con PMWS.Numerosos cuerpos de inclusién intracitoplasmicos son
visibles en células histiociticas. Las inclusiones son esféricas, de tamafio variable, anféfilas. H&E.

No se dispone de datos concretos sobre la morfogénesis de PCV2 en cultivos
celulares o en tejidos. En casos de PMWS pueden observarse inclusiones viricas en el
citoplasma de células infectadas, en gran numero, esféricas, de diametro variable.
Mediante inmunohistoquimica o hibridacion in situ es posible detectar antigeno o acido
nucleico de PCV2, especialmente en el citoplasma celular. La presencia de acido
nucleico viral en el nacleo celular s6lo es evidenciable en algunas células epiteliales,

principalmente en hepatocitos.”’

Aunque hasta el momento existen muy pocos estudios, se ha confirmado la
presencia de PCV2 en mortinatos y recién nacidos, confirmando que podria existir una
infeccion transplacentaria del virus, aunque este hecho no ha sido definitivamente
probado.
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Figura 8 Infeccion inicial en zona periportal, con células mononucleares inflamatorias y hepatocitos en

situacién periportal mostrando acido nucleico de PCV2. Hibridacién in situ.

Desde las fases iniciales de la infeccion por PCV2, los cerdos eliminan el virus
fundamentalmente a través de heces, orina y secreciones nasales, durante meses.
También se ha detectado en semen de verracos aparentemente sanos, y aunque hasta
el momento no se han realizado estudios que confirmen su transmisién por esta via,
este dato debe ser, a priori, tenido en consideracién por las habituales practicas de
inseminacion artificial. La presencia de PCV2 en cavidad nasal es un hecho muy
frecuente en cerdos sanos, con o0 sin viremia, a juzgar por los resultados de técnicas de

PCR sobre hisopos nasales. (Fig 8).*?

6. TRANSMISION.

El movimiento de animales entre explotaciones es con toda probabilidad la causa mas importante de entrada

del virus. El virus es muy estable en el ambiente, y puede ser vehiculado de forma
mecanica a través de camiones, ropa, calzado, material y equipamiento, e incluso

también probablemente 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
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cerdos por naves, en produccién continua y con practicas de manejo donde no se

realiza un "todo dentro dentro-todo fuera".®®

Debido a las caracteristicas particulares de este virus, no se puede descartar que la aparicién de los
sintomas clinicos y lesiones esté relacionada con otros factores como el estrés, y las propias caracteristicas y

condiciones inmunolégicas del animal. En este sentido, también se ha confirmado que la presencia de otros

microorganismos concomitantes con PCV2, favorece la aparicion de formas clinicas y lesiones mas

severas asociadas a PCV2.(21)

Microorganismos concomitantes: PRRS, micoplasma, Parvovirus, influenza porcina, virus

de la enfermedad de Aujeszky.

6.1. Principales factores implicados en la transmision de pcv2:

Entre explotaciones.

1.- Movimiento de animales

2.- Via indirecta: a través de ropas, calzados, camiones, equipamiento, y probablemente
pajaros y roedores.

3.- Semen (sin confirmar)

En la propia explotacion.

1.- Contacto directo entre cerdos sanos y enfermos, a través de heces, orina y

secreciones nasales.

2.- Factores que favorecen la transmision.

3.- Alta densidad de cerdos por naves.

4 .- Produccion continda.

5.- Préacticas de manejo.
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A pesar de que se ha barajado la posibilidad de que algun tipo de vacuna o linea
celular utilizada en la fabricacion de las mismas pudieran estar contaminadas y por
tanto implicadas en la amplia difusion de PCV2, no se conocen vacunas contaminadas,

y este hecho no se ha demostrado.

7. SIGNOS CLINICOS.

Distintos estudios de infeccion realizados con PCV1, en cerdos con edades entre
1 a 9 meses, han demostrado gque PCV1 no induce signos clinicos de enfermedad ni lesiones
macroscopicas ni microscépicas. Sin embargo en los animales infectados es posible detectar la

presencia de virus en numerosos tejidos a distintos dias post infeccion.

Con el fin de conocer que patologia origina especificamente PCV2, se han
realizado numerosos estudios de inoculacion experimental con PCV2 sobre cerdos
jovenes privados de calostro, serolégicamente negativos. Estos estudios han puesto de
manifiesto que la infeccion por PCV2 origina signos clinicos bastante inespecificos y no
siempre evidentes, caracterizados por leve a moderada hipertermia, letargo y

depresion, en algunos casos ictericia, hipertrofia de ganglios linfaticos, aparicion de
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trastornos respiratorios leves o moderados, y una mayor susceptibilidad a infecciones

bacterianas.®

Leve a moderada hipertermia: durante la segunda y tercera semana de la infeccion

(basado en infecciones experimentales).™

Hipertrofia de nodulos linfaticos: generalizada, aunque especialmente los nédulos

linfaticos inguinales, submandibulares y mesentéricos.®

Infecciones bacterianas: Particularmente en el estudio de infeccién con PCV2 que se
detalla se observé como sintoma mas prominente una dermatitis exudativa, causada

por el Staphylococcus hyicus hyicus.®

8. LESIONES.

Microscopicamente se observa deplecion linfocitaria variable en érganos linfoides, necrosis celular de

hepatocitos y procesos inflamatorios mononucleares de intensidad leve a moderada, quU€ pueden afectar a
distintos tejidos principalmente nédulos linfaticos, pulmén, intestino, higado, rifién y
corazon. Estas lesiones son muy leves en infecciones subclinicas por PCV2, pero
alcanzan toda su plenitud en casos de PMWS. También se observa infiltracion de
macrofagos que ocasionalmente contienen cuerpos de inclusion intracitoplasmaticas de

tipo basofilico en tejido linfoide y otros tejidos, (Cuadro 4)"

PCV2 parece ser un factor necesario, aunque probablemente no suficiente para
la expresion de enfermedad como se observa en PMWS. Trabajos experimentales
recientes confirman que la co-infeccion de PCV2 con otros virus, como PRRSV o
parvovirus porcino, aumenta de forma significativa la severidad de las lesiones,

originando los cuadros tipicos que se atribuyen a PMWS.
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Actualmente existen diversas técnicas para el diagnéstico de la infeccion por
PCV2. Sin embargo, es importante resaltar que la deteccion del virus no es equivalente
a la existencia de PMWS. Distintos estudios epidemiolégicos realizados en paises como
Francia, UK y Espafa, han demostrado que es posible encontrar numerosas
explotaciones con un alto porcentaje de animales positivos a virus y/o anticuerpos frente

a PCV?2 sin evidencia de signos clinicos o lesiones.®

La interpretacibn de resultados laboratoriales debe ser evaluada
cuidadosamente, ya que ni la presencia de virus en sangre, ni la presencia de
anticuerpos especificos frente a circovirus es indicativo de presencia de enfermedad. En
todos los casos un diagndstico definitivo sobre la presencia o no de enfermedad
relacionada con PCV2 debe incluir la deteccion del virus (antigenos virales o su acido

nucleico) asociado con un cuadro clinico y lesional.

Muestras a remitir al laboratorio

- Suero - Bazo

- Tonsilas - Higado
- Ganglios linfaticos - Rifidn

- Pulmon - Intestino

Cuadro.4 Muestras de laboratorio.

El diagnéstico laboratorial de los circovirus porcinos se lleva a cabo
principalmente por aislamiento virico en células susceptibles, la deteccion del virus
empleando técnicas de deteccibn de antigenos virales (principalmente
Inmunohistoquimica) o del acido nucleico viral (Hibridacién "in situ”, Y PCR) y por la deteccion

de anticuerpos especificos (principalmente iPma y ELisa).®¥
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9. DIAGNOSTICO.

El aislamiento de PCV1 y PCV2 se realiza por inoculacion de macerados de
muestras sospechosas sobre cultivos primarios de macréfagos y lineas célulares
sensibles de rifibn de cerdo, pkl5, asegurandose que éstas no se encuentran
persistentemente infectadas. Como los circovirus no producen efecto citopatico, la
replicacion viral se observa mediante el empleo de técnicas de deteccion viral,
principalmente inmunohistoguimica o PCR.(Cuadro 5)®

Su realizacién es similar a la utilizada para otros virus. Se recomienda el
tratamiento de los cultivos inoculados con 300mM D-glucosamina-HCI, durante 30 min,
para incrementar el rendimiento de virus, aunque este procedimiento ha de ser
realizado con cuidado, por el efecto toxico de este preparado sobre los cultivos

celulares.®”

DETECCION DEL VIRUS

Técnicas de deteccidn viral
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Deteccidn antigénica Deteccidn del genoma viral

Inmunohistoquimica Hibridacion "in situ"
ELISA de captura PCR

Cuadro 5 Técnicas de deteccion.

9.1. Deteccién de Antigenos Virales.
Inmunohistoquimica (IHQ)

Permite la deteccion de antigenos virales sobre improntas de tejido fijadas en
acetona, cortes de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina, o cultivos celulares
inoculados. Es una técnica rapida, emplea 5 a 6 horas hasta la obtencion de resultados,
y de sensibilidad muy elevada. La técnica emplea un anticuerpo policlonal o
monoclonal especifico frente a cada circovirus en cuestion, que reacciona con los
antigenos virales de la muestra. La deteccion se realiza mediante un anticuerpo

secundario conjugado con una enzima o complejo enzimatico. Algunos estudios con

determinados protocolos especificos la evalian con una sensibilidad comparable a la
hibridacién "in situ" (HS).©

Cuando hace su aparicion se presenta como una enfermedad que se va
implantando muy lentamente, apenas sin percibir signos clinicos, te vas dando cuenta
gue algo pasa cuando te faltan plazas en los postdestetes (retraso de crecimiento), se
desigualan los grupos perfectamente clasificadas por corrales (aumento de
heterogeneidad), el excremento se hace mas pastoso, con expresiones diarreicas
(compatibles con cuadros de “disenteria hemorragica”, “ileitis proliferativa”,

“colibacilosis”, etc.).®
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El proceso sigue con manifestaciones respiratorias, arritmia, bradicardia (pueden
dar lugar a la formacion de coagulos en cavidad cardiaca). Se origina un fallo cardiaco
congestivo en animales de > 20 kg (entrada en cebo), cuadros compatibles con
enfermedad de Glasser, también neumonias intersticiales propias de infecciones
viricas.®

Aspecto palido/amarillo, el corazén aparece agrandado, deforme y de
consistencia flacida, aumento de tamafio de los linfonodos, los animales pueden morir
subitamente por fallo circulatorio, en general no se obtiene respuesta a tratamientos
antimicrobianos. La situaciéon empeora con mortalidades al final de transicion y principio
de cebo muy elevadas, a veces por encima del 15-20%, y un incremento hasta del 25%
de cerdos retrasados e inviables.®?

El muestreo debe ser representativo, para que aporte toda la informacion
deseada. Seroperfiles seriados cada 4 semanas de las distintas fases de
produccién.(Cuadro 6)

Cerdas Lechones
Edad (n° partos) N° muestras Edad (semanas) N° muestras
Nuliparas 10 32 9
lery 2° 10 62 9
30y 4° 10 Ch 9
5%y 6° 10 122 9
> 6° 10 152 9

Cuadro 6 Muestras de fases de produccién.

ELISA para la deteccidon de antigenos virales.

Recientemente se ha desarrollado un ELISA de captura que emplea anticuerpo

monoclonal especifico de PCV2. Este ELISA detecta positivamente aislados de PCV2

de distintos paises, con resultados de positividad comparables a los titulos de

infectividad de estos virus, en cultivos celulares de pk15.®
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La sensibilidad de este método es algo inferior a las técnica de IHQ o HS, y como
era de esperar, significativamente menor a la obtenida empleando distintos métodos de
PCR descritos, ya que el ELISA requiere de la presencia de grandes cantidades de

antigenos virales en la muestra a analizar. A pesar de esta desventaja, este ELISA tiene
capacidad para detectar todos los animales experimentalmente inoculados con PCV2 que manifiestan signos clinicos

de enfermedad o lesiones histolégicas, donde existen grandes cantidades de virus en tejidos,
datos que se corroboran cuando se analizan muestras de tejidos de animales enfermos
con PMWS.*?

Para la deteccion de PCV2 en cortes histologicos de tejidos se utilizan dos
técnicas: la hibridacion in situ (HIS) y la inmunohistoquimica. La HIS detecta acido
nucleico virico, mediante una sonda de DNA que hibrida de forma especifica con el
acido nucleico del virus presente en el tejido. Esta técnica puede hacerse especifica
para PCV2 o PCV1, eligiendo sondas de hibridacion para secuencias que son
divergentes en ambos virus. La IHQ detecta antigeno del virus mediante anticuerpos

mono o policlonales.(*”

Estas técnicas permiten identificar acido nucleico o proteinas de PCV en el tejido.
La presencia de PCV2 en tejidos, junto con lesiones histolégicas caracteristicas,
permite el diagnéstico de PMWS. (Cuadro 7))

TEST RECRIO CERDAS
ELISA: PRRS S Sl
PCR: PRRS S -
PCR: PCV-2 | -

ELISA: SIV (Influenzae)

ELISA: M. hyoneumoniae SI Sl
ELISA: A. pleuroneumoniae SI -
ELISA: Erysipelas (Mal Rojo) - -
Microbiologia: E. suis Sl -
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Microbiologia: H. Parasuis Sl -

Microbiologia: A. pleuroneumoniae Sl -

Cuadro 7 Test.

9.2. Deteccién del Acido Nucleico Viral.

Hibridacion "in situ".

Permite la deteccion del genoma viral directamente sobre los tejidos infectados.
La técnica se realiza de forma similar a la IHQ, utilizando sondas DNA especificas que
hibridan con fragmentos de genoma presentes en muestras sospechosas de contener
PCV1 y/o PCV2, dependiendo de la sonda empleada. La sonda normalmente lleva una
molécula diana anclada, que es posteriormente reconocida por un anticuerpo especifico

conjugado con una enzima o un complejo enziméatico.®

La sensibilidad de la técnica es comparable e incluso puede ser superior a la técnica de IHQ dependiendo
(22)

de la sonda empleada.
Sondas DNA: SON secuencias complementarias a una secuencia determinada del
genoma de PCV, PCV1 o PCV2 segun el caso®?.

Hibridacién: Para que se produzca la hibridacién es necesario como primer paso la desnaturalizacion del

DNA presente en la muestra sospechosa, calentando a 105°C, y posteriormente enfriar hasta la temperatura de 37°C

para permitir la hibridacién especifica. (22)

PCR (Protocolo de la técnica de PCR individual y PCR multiple)

Se han desarrollado distintas técnicas de deteccion virologica por PCR para

circovirus porcinos. Entre ellos, destaca la PCR _multiple, método que permite la

deteccion simultanea y caracterizacion de PCV1 y PCV2 en una sola reaccién de PCR.
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La reacciébn de PCR en este caso emplea dos parejas de primers especificos para

PCV1y PCV2, que amplifican productos especificos de 180 y 300 pb®®

Especificidad de las PCR individuales de PCV1 y PCV2: Electroforesis en gel de
agarosa de los productos amplificados obtenidos empleando DNA de distintos aislados
de PCV1, y PCV2 (aislados n° 1,2,3) y DNA de una linea celular derivada de porcino,
IBRS-2 (control negativo), como molde en reacciones de PCR que contenian (a)
primers PCV-C/PCV-D que amplifican para PCV1; (b) primers PCV-A/PCV-B que

amplifican para PCV2. M: marcador de peso molecular.*?

PCR: La técnica de PCR permite la deteccion de PCV-1 o de PCV-2 por amplificacién de un fragmento
especifico de su &cido nucleico, a partir de muestras de suero o macerados de o6rganos de los animales

sospechosos.®

PCR muttiple: El disefio de primeras para la PCR mudltiple de circovirus porcinos se
ha realizado mediante comparacion de la secuencia completa de 2 aislados de PCV1y
de 15 aislados de PCV2. Los primers fueron seleccionados para ser compatibles tanto

en la PCR convencional como en la PCR multiple (Fig.9).

Fig.9 Prueba de PCR Convencional.
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Sensibilidad de la PCR multiple para PCV1 y PCV2. Electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados
por PCR, obtenidos al ensayar diluciones seriadas de orden 10 del ADN de PCV-I PCV-Il, o PCV1 y PCV2 conjuntamente,
en reacciones de PCR empleando las parejas de primers conjuntamente : PCV-C/PCV-D (amplifica PCV1) y PCV-A/PCV-B
(amplifica PCV2), (Fig 10). @

M PCVA PCV-Il FCV- + PCV-ll
= 07 10* 102 7107 107 f0¢ 10% 10° 10¢ 10¢ 10°
—

104 10+ 10 < 105 10F 104 10¢ 10F 102 10° q10F

Fig.10.Pruebas de PCR Amplificacion de PCV1y PCV2.

Especificidad de la PCR Multiple para PCV1 y PCV2. Electroforesis en gel de
agarosa de los productos amplificados tras el analisis de suspensiones virales
conteniendo material genético de los siguientes virus PCV-I, PCV-Il, PCV-l + PCV-II,
PRRSv, PPA, PPC, BVD, FMD, Aujeszky, y DNA de la linea celular IBRS-2 (control
negativo). La reaccién solo amplifica especificamente DNA de PCV1y PCV2, y no el de

otros virus porcinos relacionados,(Fig. 11)

Fig.11.Especificidad de PCR.
Las técnicas de PCR son rapidas, especificas y permiten realizar un diagndstico

fiable de la presencia de PCV1l y/o PCV2 asi como llevar a cabo los estudios
epidemioldgicos a gran escala, que estan permitiendo conocer la incidencia real de

estos virus entre la poblacion porcina, y clarificar su importancia real como patdégeno
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concomitante. Su elevada sensibilidad limita sin embargo su uso como herramienta diagndstica de patégenos
endémicos, que como PCV2 con frecuencia cursan de forma subclinica. Una deteccion positiva de PCV2 por PCR
en animales enfermos, no significa necesariamente que la enfermedad esté relacionada con PCV2. El desarrollo
de técnicas de PCR cuantitativas podria en este caso aportar una mayor informacion
diagndstica. @

9.3. Deteccidn de Anticuerpos Especificos.

Se han desarrollado distintos test serolégicos para la deteccién especifica de
anticuerpos frente a circovirus porcinos. Los utilizados son el iPmMA (inmunoperoxidase
monolayer assay) y la inmunofiuorescencia Indirecta. M&s recientemente distintos laboratorios

acaban de desarrollar métodos basados en técnicas de ELISA indirecto y de

competicién. Entre los primeros, uno emplea como antigeno una proteina
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recombinante. El ELISA de competicion utiliza un anticuerpo monoclonal competidor.

(1)

Debido a su amplia difusion entre la cabafia ganadera, la seropositividad frente a
PCV1,PCV2 o ambos a la vez, no se considera como una evidencia de infeccion activa, O la existencia
potencial de enfermedad, por 10 que es necesario realizar perfiles serolégicos, tomando muestras

a diferentes tiempos para confirmar la presencia de una infeccion activa en curso. ©

10. PREVENCION, PROFILAXIS, CONTROL Y ERRADICACION.
No existe una vacuna frente a circovirus porcinos.

Si bien es un hecho que en la mayoria de las explotaciones expuestas a PCV-2
se produce una seroconversion, solo en un niamero muy reducido de explotaciones
seropositivas se observan algunos animales que manifiestan episodios de enfermedad
relacionados con el PMWS. 9

La elevada frecuencia de infecciones subclinicas, pone de manifiesto la
necesidad de que concurran factores adicionales (estrés, condiciones

medioambientales, las propias caracteristicas y condiciones inmunolégicas del animal, o
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la presencia de otros virus concomitantes) como causa final para la aparicion de

enfermedad clinica.

La infeccion experimental de cerdos sanos con PCV2 confirma que pcv2 por si

mismo es capaz de inducir algunas lesiones que se asocian al PMWS, en general siempre de forma leve o

moderada, aunque los sintomas clinicos solo se observan esporadicamente en ocasiones y siempre son de magnitud

leve. ®

La infecciébn experimental de lechones deprivados de calostro con PCV2 ha logrado reproducir
experimentalmente la enfermedad severa, es decir PMWS, |0 que parece sugerir que la existencia de una

immunidad maternal adecuada (frente a PCV2 y otros patdgenos) puede ser un factor importante que impide el

desarrollo de la enfermedad en lechones con una buena inmunidad pasiva. ®*

Tanto en campo como experimentalmente la aparicion de sintomas y lesiones en cerdos infectados con

PCV2 se observan cuando se produce la infeccion simultanea con otros patdgenos como PRRS, PPV, Aujeszky,

Influenza porcina o clamidias, entre otros. La contribucion de estos patdgenos a la aparicion del
sindrome se ha confirmado en numerosos estudios realizados. Se han barajado
distintos mecanismos por los cuales determinados virus podrian potenciar la

enfermedad en animales infectados por PCV2 resultando en PMWS. ®¥

Por una parte, tanto PRRS, como PPV se han asociado a efectos inmunosupresores lo que podria
tener relevancia para la aparicion de PMWS en coinfecciones con PCV2. Alternativamente, PCV2 y PPV
son virus DNA que dependen de la sintesis de DNA celular para una optima produccion

de viriones, por lo que la estimulacién de la sintesis del DNA celular durante la infeccién de PPV (macréfagos

e histiocitos son células diana para ambos virus), podria promover al mismo tiempo una mayor replicacién de PCV2.
Igualmente, se ha demostrado experimentalmente que una inmunoestimulaciéon en cerdos gnobiéticos infectados con

PCV2, potencia la produccién de la progenie viral y por tanto su diseminacion a tejidos, causando el PMWS. (18

Estos resultados sugieren que en cerdos infectados con PCV2 la activacién del sistema inmune es un

evento fundamental y clave en la aparicion del PMWS. La presencia de otros patégenos podria estar originando el

mismo efecto. ESte hecho es de gran relevancia para el desarrollo de futuras vacunas
frente a PCV2.

Control y Erradicacion.®

Hasta el momento se conoce muy poco sobre el control de enfermedades
relacionadas con los circovirus porcinos. Los circovirus son muy resistentes a la
incactivacion por detergentes y desinfectantes usuales. Igualmente, la presencia de

XXXV



casos con enfermedad severa en explotaciones donde se mantiene una buena
bioseguridad, pone de manifiesto que una buena bioseguridad no asegura ni evita la

enfermedad. @

Un rapido diagnéstico, la eliminacion de los animales enfermos, junto con un
control estricto para evitar la presencia de otros patdgenos circulantes (mediante planes
de vacunacion eficaces o de erradicacién), combinado con buenos procedimientos de
manejo, es actualmente la Unica via para controlar la aparicion de enfermedades

asociadas a PCVv2.@

11. EPIDEMIOLOGIA.

Todavia falta mucho por entender sobre la epidemiologia de los diferentes
sindromes asociados al PCV2. EI PMWS y el PDNS se han diseminado mundialmente a
través de paises productores de cerdo en los ultimos 5 afios y su diseminacion parece
estar asociada con el movimiento de animales afectados y la introduccién de estos a

piaras libres de ésta enfermedad.(Cuadro 8) “®

Debido a que el antigeno o acido nucleico del PCV tipo Il ha sido identificado
consistentemente en lesiones de cerdos afectados por PMWS o PDNS, el PCV2 es
ahora generalmente reconocido como un importante factor en la presentacion de éstos

sindromes.
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Aspectos epidemioldgicos a considerar como importantes en la circovirosis porcina

Afectacion

Edad de afectacion

Cerda (“efecto de la
cerda” o “efecto

camada”)

Sexo

Morbilidad

Tasa de recuperacion

Genética

Respuesta al

tratamiento antibiético

Duracién del proceso
clinico en un lote de

animales

Duracién del proceso

clinico en una granja

Individual: es habitual ver unos pocos animales de cada corralina

con el cuadro clinico

Usualmente entre 6 y 14 semanas de vida (casos extremos hasta

las 18-20 semanas de vida)

Lechones procedentes de cerdas infectadas con PCV2 alrededor
del parto o con un bajo titulo de anticuerpos frente a este virus son

mas susceptibles a sufrir la enfermedad
Mayor mortalidad en machos que en hembras

Variable, aunque generalmente entre 4-30% (casos extremos hasta
el 60-70%)

Aproximadamente un 30-70% de los animales sobreviven,;

quedando el resto como “saldos” o “colas”

Aparentemente existen lineas genéticas con mayor susceptibilidad

gue otras; muy poco estudiado

Practicamente ausencia de respuesta al tratamiento; efecto
potencialmente visible en aquellas granjas donde exista una

elevada cantidad de procesos concomitantes de origen bacteriano

Generalmente 1 a 2 meses

Muy variable, desde afectacion solamente de 1 o 2 lotes hasta
valores significativamente incrementados de mortalidad y

desmedro durante 2-3 afnos

Cuadro 8 Aspectos epidemioldgicos.

12. PATOGENIA.
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La dinamica de infeccién y seroconversion es muy similar tanto en granjas
afectadas por CP como en granjas no afectadas. De forma genérica, los anticuerpos
maternales estan presentes en practicamente todos los lechones tras la toma de
calostro y van disminuyendo progresivamente durante la lactacion y la transicion, La
viremia por PCV2 suele aparecer entre la fase final de transicion y el inicio de la fase de
engorde, coincidiendo con el momento en el que los anticuerpos maternales alcanzan
niveles minimos. Consecuentemente, los animales crean anticuerpos y seroconvierten
frente a PCV2. De forma paralela al incremento de anticuerpos frente al virus, se
observa una disminucion progresiva de la viremia. Estos anticuerpos se mantendran

presentes, por lo menos, hasta las 28 semanas de vida.

Si bien la dinamica de infeccion descrita es la que se observa en la mayoria de
explotaciones, cabe tener en cuenta que su comportamiento variara en funcién de las
caracteristicas epidemioldgicas de cada explotacion y que incluso dentro una misma
granja hay variaciones individuales. Asi, se ha descrito que un bajo porcentaje de
animales pueden presentar ya la infeccion por PCV2 a los pocos dias de vida. Ademas,
se ha sugerido que el virus puede causar una infeccion persistente (al menos en un
cierto porcentaje de cerdos), habiéndose detectado en un cerdo por un periodo de 21
semanas, aunque se desconoce si la presencia del virus en suero era continua o

intermitente.

Transmision Horizontal. El hecho que practicamente todos los animales se

infectan en un momento u otro a lo largo de su vida indica que la transmision horizontal
del PCV2 es muy eficiente. Cabe distinguir sin embargo entre la transmision de PCV2 y

la transmision de CP. @

PCV2 se ha detectado en todas las potenciales rutas de secrecion: cavidad
nasal, cavidad oral, secreciones oculares, calostro, orina y heces, tanto de cerdos
afectados como no afectados por la enfermedad. En un reciente estudio longitudinal en
el cual se monitorizaban lechones desde la primera semana de vida hasta el momento

de aparicion de la enfermedad se observo una buena correlacién entre los niveles de
XXXVIiii



PCV2 detectados en sangre, en hisopos nasales y en hisopos rectales, sugiriendo la
importancia de ambas rutas como vias de excrecién de PCV2. En el mismo estudio se
evidencié una mayor prevalencia de PCV2 en hisopos nasales que rectales, lo cual
soporta la idea que la ruta oro-nasal sea probablemente la principal ruta de transmision

horizontal. ®®

La transmisién de CP se ha demostrado en varios estudios reciente, en los

cuales se observd el desarrollo de la enfermedad en cerdos sanos después de
mezclarlos con cerdos con CP. Uno de los estudios mostré que la transmision de
enfermedad fue mas frecuente entre animales del mismo corral, pero también se dio

entre animales de corrales vecinos.

Transmision Vertical Aunque no se conocen los mecanismos mediante los cuales

ocurre ni la frecuencia con la que se da, existen evidencias de que la transmision
vertical es posible (entendiendo la transmision vertical como la transmision del virus de
una generacion a la siguiente mediante la infeccion del embrion o del feto en el Gtero).
Asi, se ha podido aislar PCV2 de lechones abortados, con lesiones especialmente
caracteristicas en el miocardio. Existen Unicamente dos estudios en los cuales se haya
investigado esta ruta de transmision mediante la inoculacion de cerdas gestantes con
PCV2, consiguiendo transmitir la infecciéon en uno de ellos mientras que no en el otro.

Epidemiologia de la circovirosis porcina. *®
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