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RESUMEN

Se estudié mediante la técnica de RT-PCR anidada, las infecciones virales persis-
tentes y congénitas causadas por el virus de la Peste Porcina Clasica (PPC) en
muestras de tejidos de casos positivos de campo, tonsilas de cerdas gestantes des-
cartadas con sus respectivas camadas y tonsilas de cerdas de descarte. Para la
deteccién del dcido nucleico se emplearon oligonucleotidos para el gen de la
glicoproteina E2, los cuales amplifican un fragmento de 270 pares de bases. A
continuacion, los amplificados fueron analizados mediante la técnica de RFLPs
utilizando las enzimas de restriccién Avall, Banll y Pvull y se clasificaron
antigenicamente las muestras positivas con un panel de anticuerpos monoclonales
marcados con peroxidasa. Se logré la amplificacién del fragmento del gen de la
glicoproteina E2 en 14 casos de campo de los 20 analizados. De igual modo, se
obtuvo la amplificacion en ocho muestras de tonsilas de cerdas, de las cuales seis
amplificados pertenecian a las tonsilas obtenidas de las cerdas gestantes y dos de
las tonsilas de cerdas de descarte. Al analizarse los casos positivos por RT-PCR
anidada con el panel de anticuerpos monoclonales, estos fueron clasificados como
cepas de campo. Mediante el andlisis de los amplificados con las enzimas de res-
triccion, se logro agrupar con la enzima Avall los amplificados en el grupo4 y con
la enzima Pvull en el grupo |; mientras que con la enzima Banll, hubo digestién
parcial o nula de los productos de amplificacién, lo que imposibilité el agrupa-
miento de estos, a los patrones establecidos por esta enzima.

Palabras Claves: Peste Porcina Clasica, RT-PCR, Infecciones Persistentes y Con-
génitas.
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DETECION OF CONGENITAL AND PERSISTENT INFECCTION
OF THE CLASSICAL SWINE FEVER VIRUS *

SUMMARY

Persistent infections and congenital disease caused by Classical Swine Fever Virus
(CSFV) were studied using RT-nested PCR. For this purpose, tissues samples
collected from positive field cases, tonsils from discarded gestating sows with their
litter and other tonsils also from discarded sows were examined. In order to detect
the viral nucleic acid a set of oligonucleotides primers directed to E2 gene were
used to amplify a fragment of 270pb. Then, those amplified were cut with restriction
enzymes to generate RFLP’s. Positives samples were antigenically studied by using
monoclonal antibodies conjugates with peroxidase. The fragment belonged to E2
gene was amplified in 14 out of 20 field cases analyzed. Similarly, the viral genome
was also detected in 8 tonsils sows samples, 6 of which belonged to gestating sows
and the other 2 to discarded sows. The positive samples by RT-PCR were classificd
as field strains by monoclonal antibody. The PCR amplified were grouped within
group 4 using the Avall enzyme and within group 1 by digestion with enzyme Pvull.
It noticed a partial digestion when using Banll enzyme. The epidemiological
significance of these findings is discussed.

Key Words: RT-PCR, CSFV, congenital infections

INTRODUCCION

La peste porcina clisica, es una enferme-
dad viral altamente contagiosa del cerdo y
econémicamente importante para la industria
porcicola en el mundo, sc caracteriza por fie-
bre alta y hemorragias. La enfermedad puede
cursar en forma aguda, crénica, subclinica o
inaparente; dependiendo de la virulencia de
la cepa, la dosis infectante del virus, asi como
de la edad, estado nutricional e inmunitario
del cerdo (Hofmann y col., 2000).

El virus de la peste porcina clésica, es
un pequeiio virus ARN envuelto que perte-
nece al género pestivirus de la familia
Flaviviridae, dentro de este género se in-
cluyen ademds el virus de la diarrea viral

bovina (DVB) y la enfermedad de las fronte-
ras (EF) (Becher y col., 1999).

En el ambito nacional el sector porcicola
ha realizado en los dltimos afios importan-
tes actividades de fomento con el fin de
mejorar la rentabilidad de la industria. Sin
embargo, una de las grandes limitaciones es
la presencia de enfermedades de tipo endé-
mico como la peste porcina cldsica, que no
s6lo afecta la productividad de las granjas
sino que limita las oportunidades para par-
ticipar en los mercados internacionales de
carne y subproductos de origen porcino.

Contribucién del Laboratorio Nacional de Diagnéstico Veterinario Instituto Colombiano Agropecuario

ICA-CEISA
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Teniendo en cuenta que los planes de erra-
dicacién se deben fundamentar sobre un diag-
néstico preciso que elimine la posibilidad de
falsos positivos o negativos; se hace impres-
cindible utilizar técnicas de biologia
moleccular, para cl reconocimicnto de
porcinos infectados con cepas de baja viru-
lencia, las cuales son dificiles de reconocer
clinicamente o a través de prucbas conven-
cionales, lo que constituye un foco residual
del virus en el campo, siendo un riesgo para
los propositos de erradicacion (Harding y
col., 1996).

El objetivo.del presente trabajo fue detec-
tarinfecciones congénitas y persistentes causa-
das por el virus de la Peste Porcina Clasica por
medio de las técnicas de Inmunofluorescencia
Directa (IFD), Reaccion en Cadena de la
Polimerasa anidada (RT-PCR anidada),
Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos
de Restriccion (RFLPs) e Inmunoperoxidasa
Directa en muestras de tonsila obtenidas a par-
tir de cerdas de descarte, tejidos fetales colec-
tados de cerdas gestantes llevadas a matadero,
asi como de casos positivos remitidos para el
diagndstico.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

El estudio de deteccidn de la infeccion
aguda sc realiz6 en tejidos tales como: ton-
sila, ganglio, bazo y riiidn de un animal ino-
culado experimentalmente por la via
intramuscular con 100D, de una cepa del
virus de la PPC (cepa Santander) empleada
por el ICA para los estudios de evaluacién
de la vacuna. Ademds, se procesaron mues-
tras de tonsila, ganglio, riiién y bazo de 20

casos de campo positivos a PPC por las téc-
nicas de Inmunofluorescencia Directa e
histopatologia, las cuales fueron remitidas
al Laboratorio Nacional de Diagnostico del
ICA entre enero de 1997 y Junio del 2002.
Para el estudio de las infecciones persisten-
tes se colectaron las tonsilas de 49 cerdas
gestantes de descarte y 158 cerdas, lleva-
das a las plantas de sacrificio de los
frigorificos de San Martin y Guadalupe en
la ciudad de Bogotd. Las primeras fueron
colectadas cn el afio 2000 y las scgundas en
el 2001 y conservadas a —70°C. Para el es-
tudio de las infecciones congénitas se co-
lectaron las camadas de las 49 cerdas de
descarte gestantes muestreadas en el aiio
2001; en este experimento se procesaron
muestras fetales de tonsila, bazo, ganglio y
rifion. En fetos menores de 8 cm se hicieron
pooles de drganos para lograr la cantidad
apropiada de la muestra.

Inmunofluorescencia directa

Para la detcccidn del antigeno viral de
la PPC se utilizo un conjugado policlonal
para pestivirus marcado con fluoresceina
obtenido del laboratorio Lelystad (Holan-
da). Se realizaron cortes de tejido en
criostato', de 3pt de grosor los cuales se pro-
cesaron siguiendo la metodologia previa-
mente estandarizada en el Laboratorio Na-
cional de Diagnostico Veterinario del ICA-
CEISA, Bogoti.

Técnica RT-PCR anidada

Para la extraccion del ARN viral se
utilizd, el reactivo TRIZOL* adaptado se-
giin el método descrito por Chomczynsky y
Sacchi (1987) y siguiendo las indicaciones
del productor (Hofmann y col., 2000).

Criostato-Minotome. International Equipment Company-Division Damon. USA

Gibco BBL. Gaitherburg MD. USA
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La sintesis del cADN del genoma
viral de la Peste Porcina Clasica, fue reali-
zada en un volumen de 20yl de una mezcla
que contiene Spl de ARN, 1l de Hexameros
al azar® (30ng/ml), 1ul de dNTP’s® (10uM),
4 pl de buffer 5X-RT?, 0.5 ul de RNAsin®
(40U), 0.5 pl de la enzima transcriptasa
reversa del Virus de la Leucemia murinica
Molooney M-MLV? (200U) y 8 ul de Agua-
DEPC. El ARN viral fue inicialmente
denaturado con los hexameros al azar a
70°C por 5 minutos y posteriormente se
adicion6 la mezcla de la transcripcién
reversa y fue llevada al termociclador
GeneAmp PCR System 2400* a 42°C por 1
hora, luego a 94°C por 5 y llevada final-
mente a 4°C.

Para la amplificacién del cADN se
utilizaron 2 pares de oligonucleotidos del
gen de la glicoproteina E2°, descritos por
Paton y colaboradores, los cuales tienen la
siguiente secuencia: oligonucleotidos exter-
nos E2a: (5" AGR CCA GAC TGG TGG
CCNTAY GA3’)yE2b: (S TTY ACCACT
TCT GTT CTC A 3') los cuales amplifican
un fragmento de 671 nucleétidos entre E1-
E2 y oligonucleotidos internos E2c:(5' TCR
WCA ACC AAY GAG ATA GGG 3') y E2d:
(5'CAC AGY CCR AAY CCR AAG TCA
TC 3') que amplifica un fragmento del gen
de la glicoproteina E2 de 270 nucledtidos.

Luego se adicionaron 2ul de cADN a
una mezcla que contenia 51 de buffer 10X?,
3ul de MgCL3*(25uM), 1ul de dNTP’s’
(10uM), 1l de los cebadores externos de
cada regién en diferentes reacciones,

> Promega Corporation. USA

4 Perkin Elmer. USA
Gibco Life Technologies. USA
ICN. USA
Sigma Chemical Company. USA

(10uM), 0.2ul de Taq Polimerasa® (5U) y
36.8u1 de Agua-DEPC, para un volumen fi-
nal de 50 pl.

Para las reacciones de amplificacion se
utilizé un termociclador GencAmp PCR
System 2400*, programado a 20 ciclos para
la primera ronda, consistente de 1 minuto
de denaturalizacion a 94°C, 1 minuto de
anillamiento a 50°C y 1 minuto de exten-
sién a 72°C.

La segundaronda de la PCR, se llevo con
las mismas condiciones de la premezcla, uti-
lizando 2l de los productos amplificados de
la primera ronda, con los siguientes
pardmetros de amplificacion, denaturacién a
94°C durante 1 minuto, anillamiento a 60°C
durante 1 minuto y la extension a 72°C du-
rante 1 minuto, durante 30 ciclos. En ambas
rondas de amplificacién se realizé una ex-
tension final durante 10 minutos a 72°C.

El cADN amplificado fue analizado por
electroforesis en gel de agarosa al 2% teiiido
con 1.5 pl de Bromuro de Etidio® (10mg/
ml). Los productos de la PCR fueron
visualizados en un transiluminador de luz
ultravioleta’” Como marcador de peso
molecular se utilizé 2ul de 100pb DNA
leader>.

Técnica de Inmunoperoxidasa Directa
Para la clasificacion y diferenciacion de
los casos positivos, se empled un panel de
anticuerpos monoclonales marcados con
peroxidasa de rabano picante los cuales fue-
ron obtenidos en el laboratorio de Lelystad
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(Holanda); Para esta técnica, se hicieron
cortes en criostato' de rifién y tonsilas, los
cuales tenian un grosor de 3. Las muestras
fueron procesadas siguiendo la metodolo-
gia descrita por el laboratorio productor.

La presencia de granulos pardos rojizos
en el citoplasma de las células epiteliales
de las criptas de la tonsila y tubulos ascen-
dentes del asa de henle en el rifién, indica-
ron el reconocimiento del virus por los res-
pectivos conjugados, considerdndose esta
reaccién como una prueba positiva.

Polimorfismo en la Longitud de Frag-
mentos de Restriccion (RFLPs)

Para determinar las diferencias en el
patrén de pares de bases en los productos
obtenidos por la RT-PCR anidada, se reali-
z6 la digestion de los amplificados obteni-
dos del gen E2, utilizando para ello las
enzimas Avall®, BanII® y Pvull?, descritas
por Parchariyanon y col. (2000).

Para realizar este ensayo se tomaron Spl
del producto de amplificacién del gen E2,
se le adicion6 2ul de Buffer 10X3, 0.2ul de
Suero Bovino Acetilado (BSA)® (1mg/ml),
0.2 pl de la enzima correspondiente (Avall,
Banll 'y Pvull) y 12.6p1 de agua-DEPC, para
un volumen final de 20ul. A continuacién
se homogenizaron y se incubaron a 37°C
durante 3 horas en un bafio serolégico® ; des-
pués de la incubacioén se adiciond a la mez-
cla 2ul de buffer de carga 6X? para realizar
la electroforesis.

Los patrones de RFLP para cada enzi-
ma fueron establecidos teniendo en cuenta
los tamaiios de las bandas descritas por es-
tos autores.

8 Memmert. Schwabach. Alemania
° FMC Bioproductos. Rockland, Maine. USA

Las muestras fueron corridas en
geles de agarosa al 4% con Nusieve® 3:1 en
buffer TBE 0.5X a 95V durante 90 minu-
tos, utilizando como referencia de tamaiio
el marcador de peso molecular de 25pb
DNA Step Ladder®.

RESULTADOS

Deteccion de las infecciones agudas
Inicialmente se logrd la estandarizacién
de la técnica de RT-PCR anidado en las
muestras de tejidos obtenidas del animal
infectado experimentalmente con la cepa
Santander de PPC usada como referencia
nacional. Mediante esta estandarizacion se
determind la temperatura de hibridacién de
los oligonucleotidos utilizados determinan-
dose una temperatura de anillamiento para
oligonucleotidos externos de 50°C y de
60°C para los oligonucleotidos internos; asi
como la concentracién 6ptima de los
oligonucleotidos de 10uM.

En 14 de los 20 casos positivos analiza-
dos, se obtuvo la amplificacién de un frag-
mento de 270pb del gen de la glicoproteina
E2 en todos los tejidos analizados (Tabla 1).
Siete de estos casos fueron colectados en el
periodo comprendido entre 1997-2001, uno
de Antioquia, tres de Cundinamarca y tres
casos de Putumayo. Los siete restantes co-
rresponden a casos detectados en el departa-
mento Cundinamarca durante el primer se-
mestre del 2002 (Fig. 1).

Mediante el analisis de los 14 pro-
ductos de amplificacién por medio de la
técnica de RFLPs se obtuvo con la enzima
Avall tres fragmentos de 132, 89 y 49 pb
correspondiente al grupo cuatro y para la
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Tabla1. Resultados de la Inmunofluorescencia Directa, RT-PCR anidado, RFLPs e
Inmunoperoxidasa Directa de los casos de campo colectados entre 1997-2002.

N° Casos

Depto. N° Casos N°Casos  positivos por N Ca'sos
) estudiados  POSIBVOSPOr T or ooR Patrones de RFLPs positives
Fo anidado Avall Pvull  Banll por IMP
Antioquia 1 1 1 4 1 oP
Cund/marca 10 10 10 4 1 8
Putumayo 7 7 3 4 1
Valle del Cauca 1 1
Nario 1 1
Total 20 20 14 10

DP: Digestion parcial

enzima Pvull un fragmento de restriccién
de 270pb. Con la enzima BanlI no hubo di-
gestion en todos los productos amplifica-
dos (Tabla 1).

A través de la técnica de
Inmunoperoxidasa Directa se clasificaron
diez casos como cepas de campo, uno de
Antioquia, ocho de Cundinamarca y uno de

A partir de las muestras de amigdalas
obtenidas de cerdas gestantes descartadas
recolectadas en cl aio 2000, se logrd la am-
plificacion del fragmento del gen de la
glicoproteina E2 en seis de las 49 muestras
analizadas, y de las 158 tonsilas colectadas
en plantas de sacrificio durante el aiio 2001,
se obtuvo la amplificacion en dos muestras.
Estas cerdas de descarte, eran procedentes

Putumayo (Tabla 1).

Deteccion de las infeccio-
nes persistentes

A través de la técnica de
Inmunofluorescencia Direc-
ta, se detectaron cinco
muestras positivas dentro de
las tonsilas colectadas en el
afio 2000 y tres de las amig-
dalas colectadas en el afio
2001, las cuales eran proce-
dentes de granjas ubicadas
en los departamentos de
Antioquia (4), Boyaci (1),
Cundinamarca (1) pero en
dos animales no se pudo es-
tablecer su procedencia
(Tab. 2y 3).

S00ph—)

270pb—>

Figura 1. Producto de amplificacién por RT-PCR anidado del virus
de la peste porcina clisica de los casos de campo positivos del aiio 2002
con el gen E2. Linea 1, marcador de tamaiio de 100pb. Linea 2, caso 3847.
Tena (Cundinamarca). Linea 3, caso 4191. San Antonio de Tequendama
(Cundinamarca). Linea 4, caso 4438 Zipaquira (Cundinamarca). Linea S,
caso 4766 San Antonio de Tequendama (Cundinamarca). Linea 6, caso
5292 Yopal (Casanare). Linea 7, caso 4650 Zipaquird (Cundinamarca),
muestra de suero. Linea 8, caso 5160 La Calera (Cundinamarca). Linea 9,
caso 3764 Zipaquird (Cundinamarca). Linea 10, control negativo (Agua —
DEPC). Linea 11, control positivo.
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Tabla 2. Resultados de la Inmunofluorescencia Directa, RT-PCR anidado, RFLPs e
Inmunoperoxidasa Directa para la deteccion de las infecciones persistentes de las mues-

tras de tonsila colectadas en el aino 2000

N° de N° Muestras

N° Muestras

Patrones de RFLPs

- . N° Muestras
Depto muestras positivas por  positivas por »
Analizadas IFD RT-PCR Avall  Pvull  Bann Positivas por IMP
Antioquia 2 1 1 4 1 DP
Boyac 8 1 2 4 1 DP
Cundinamarca 22 1
Santander
Otros 8 3 4 1 DP
Total 49 5 0
DP: Digestion parcial
de granjas ubicadas en los departamentos de
Antioquia (2), Boyaca (2) y Cundinamarca Mediante la técnica de

(1); sin embargo en tres animales no se pudo
establecer su origen.

Al analizar los productos de ampli-
ficacion de estas ocho muestras mediante
la técnica de RFLPs se obtuvo con la enzi-
ma Avall, tres fragmentos de 132, 89 y 49
pb siendo clasificados en el grupo cuatro,
con la enzima Pvull un fragmento de res-
triccién de 270pb correspondiente al grupo
uno. Sin embargo con la enzima Banll no
hubo digestién o fue parcial (Tablas 2 y 3).

Inmunoperoxidasa Directa se logré clasifi-
car como cepa de campo, una muestra posi-
tiva por RT-PCR anidada, proveniente de
Antioquia la cual habia sido colectada en el
2001 (Tabla 3).

Deteccion de las infecciones congénitas
No se logré detectar el antigeno viral
mediante la prueba de Inmunofluorescencia
Directa, ni amplificar el genoma viral a tra-
vés de la técnica de RT-PCR anidada en los

Tabla 3. Resultados de la Inmunofluorescencia Directa, RT-PCR anidado, RFLPs e
Inmunoperoxidasa Directa para la deteccion de las infecciones persistentes de las muestras de

tonsila colectadas en el aio 2001.

N° de N° de N°® muestras Patrones de RFLPs N° de
D muestras muestras positivas por 1
epartamento analizadas positivas por RT-PCR positivas por
anidado Avall Pvull  Banll M
Antioquia 78 3 1 4 1 1
Boyac 15
Cundinamarca 33 1 4 1
Meta 2
Santander 14
Tolima 1
Otros 15
Total 158 3 2 1

DP: Digestién parcial
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tejidos de tonsilas y riiion fetales de las 49
camadas examinadas.

DISCUSION

La presente investigacion permitié la
estandarizacion de la técnica de la RT-PCR
anidada para la deteccién del virus de la pes-
te porcina cldsica en muestras de tonsila de
cerdas de descarte, asi como en tejidos obte-
nidos de animales con infeccién aguda.

En los estudios realizados por LorenaJ y
colaboradores, 2001 sobre la persistencia de
cepas de baja virulencia se obtuvo la ampli-
ficacién del fragmento del gen NS2-3 en
muestras de tonsila de animales inoculados
experimentalmente, resultados similares se
obtuvieron en el presente trabajo utilizando
cebadores que amplifican un fragmento del
gen de la glicoproteina E2, el cual tiene un
segmento con un grado de variabilidad alta
lo cual ha permitido la realizacién de estu-
dios filogenéticos sobre este virus (Paton y
col., 2000; Van Rijn y col., 1997).

La amplificacién de un fragmento del
gen E2 del virus de PPC en las muestras de
tonsilas de cerdas de descarte, permitio de-
mostrar la presencia de infecciones virales
persistentes en animales adultos de las gran-
jas porcinas comerciales del pais. Este re-
sultado, sugiere la existencia de infeccio-
nes, asociadas a cepas del virus de la Peste
Porcina Clasica de baja virulencia, que pue-
den estar ocasionando estados crénicos o
atipicos de la enfermedad, no diagnostica-
dos clinicamente (Gomez-Tejedor y Valen-
ciano, 1994; Van Oirschot, 1980).

Desde el punto de vista epidemiolégico
este hallazgo es muy importante ya que la
presencia de animales infectados en forma
persistente conlleva a que el virus perma-

nezca en forma inaparente dentro de la granja
y pueda ocasionar un brote agudo o infec-
ciones recurrentes principalmente si hay una
variacion en su estructura antigénica o cuan-
do el estado inmunitario de los animales de
la granja es deficiente. Por otro lado, estas
infecciones persistentes estdn asociadas a
infecciones congénitas, ya que la madre por-
tadora del virus es capaz de infectar al feto a
través de la placenta; llevando a estados de
inmunotolerancia o al nacimiento de lecho-
nes aparentemente sanos pero que desa-
rrollan el Sindrome de retraso de crecimien-
to (Collins y col., 1999; Dahle y Liess, 1992;
Van Oirschot, 1980).

La aplicacion de técnicas inmunoldgicas,
como la Inmunoperoxidasa directa, para la
deteccion y clasificacion de los pestivirus
mediante el uso de anticuerpos monoclonales,
permite determinar el tipo de cepa presente
en una muestra, e inferir sobre el tipo de va-
riante antigénica que estd circulando en una
granja o regién. De acuerdo con los resulta-
dos de este estudio, su uso en cortes de tejido
por congelacién es particularmente eficiente
en casos agudos de campo, sin embargo para
la deteccion de infecciones persistentes en
tonsilas de cerdas de descarte su aplicabilidad
se ve mas limitada probablemente por la es-
casa cantidad del antigeno viral en el tejido
analizado o que cualquier cambio autolitico,
que enmascara la presencia de los granulos
pardos rojizos que determinan que la prueba
es positiva (Narita M y col., 2000; Martin de
la Mulas y col., 1997). Ademds, es posible
que los procesos de congelacion y desconge-
lacion de las muestras hayan ocasionado alte-
raciones morfoldgicas o alterado el antigeno
viral limitando su deteccién mediante esta téc-
nica. Una opcién en el caso de las muestras
de tonsilas positivas por PCR, seria intentar
su aislamiento en cultivos celulares especifi-
cos y luego realizar esta técnica sobre culti-
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vos celulares infectados (Kaden y col., 1999;
Koenen y col., 1998).

Con relacion a los resultados obtenidos
con la técnica RFLP realizada a partir de
los amplificados del gen de la glicoproteina
E2, no se logré agrupar los productos, de
acuerdo con los patrones establecidos por
Parchariyanon y col (2000). Con los resul-
tados de las enzimas Avall y Pvull se logré
solo una aproximacion al genogrupo 1.1,
pero al no haber digestion con la enzima
Banl]I, result6 imposible corroborar esta cla-
sificacién. Una hipdtesis, es que los sitios
de corte de la enzima BanlI descritos para
las cepas asidticas sean diferentes para los
amplificados colombianos y por lo tanto no
se logran los mismos patrones descritos; es
posible que la secuenciacion de estos frag-
mentos ayude a explicar por que no se pudo
cortar con la enzima BanlL

Finalmente, para el desarrollo de un pro-
grama oficial de erradicacion de la PPC, se
requiere contar con técnicas que permitan
detectar las infecciones persistentes y con-
génitas, en las cuales él titulo viral es bajo,
siendo una limitante para la aplicacién de
los métodos rutinarios de laboratorio. Con
la estandarizacién de métodos moleculares
para el estudio de las infecciones virales
agudas y persistentes se cuenta en el pais
con pruebas diagnésticas mds sensibles y
especificas como apoyo al diagnéstico ruti-
nario y a las acciones de vigilancia
epidemioldgica de la enfermedad.
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