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Comparacién entre las técnicas de inmunohistoquimica y PCR para la deteccion de

circovirus porcino tipo 2 en linfonédulos.
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detection in linfonodes.
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El sindrome multisisttmico de adelgazamiento post-
destete (SMAP) se caracteriza clinicamente por adelga-
zamiento progresivo, linfoadenomegalia, diarrea, disnea,
palidez cutanea e ictericia. La presencia de circovirus
porcino tipo 2 (PCV-2) es uno de los factores deter-
minantes para la presentacion de SMAP. Las lesiones
macroscopicas son agrandamiento de linfonédulos, focos
blancos en rifidn, hepatomegalia, ulcera gastrica,
consolidacion pulmonar con edema interlobulillar. Las
lesiones microscopicas caracteristicas son deplecion en
tejido linfoide e infiltracién granulomatosa, nefritis intersti-
cial y neumonia. Para su diagnostico se consideran cri-
terios a nivel individual del establecimiento. A nivel
individual se deben observar, signos clinicos, lesiones
histopatolégicas caracteristicas y determinar la presencia
del agente in situ, por inmunohistoquimica (IHQ) o
hibridizacion in situ (HIS). A nivel establecimiento se debe
observar un aumento de la mortalidad estadisticamente
significativo, y un animal de un grupo minimo de cinco
debe cumplir los criterios del diagnostico individual.

El objetivo de este trabajo fue comparar los resultados
obtenidos mediante la técnica de IHQ con la técnica de
PCR para la deteccion de PCV-2 en linfonédulos prove-
nientes de casos sospechosos de SMAP.

Fueron evaluados 89 casos de cerdos entre 36 y 140 dias
de edad, con signologia compatible con SMAP. Los casos
fueron considerados positivos sobre la base de signos
clinicos, hallazgos de necropsia y lesiones histopa-
tolégicas caracteristicas e IHQ positivos. La inmuno-
marcacion de PCV-2 se realizé con un anticuerpo primario
policlonal (VMRD, Inc. USA) en dilucion 1:500. Como
anticuerpo secundario, se utilizé IgG anti-cerdo biotinilada
(DakoCytomation, USA). Como sistema de detecciéon se
utilizé LSAB2 (DakoCytomation, USA) y diaminobencidina
como cromoégeno. Para la técnica de PCR se extrajeron
con sacabocado de 25 — 50 mg de linfonédulo de los
bloques incluidos en parafina. El material fue despara-
finado y mantenido a -80°C hasta su procesamiento. Las

muestras se agruparon por granja y por afio de reco-
leccion, procesandose un total de 14. La extracciéon del
ADN se realiz6 con un equipo comercial siguiendo las
instrucciones del fabricante (DNA QlAamp DNA Mini Kit,
Qiagen Inc.Valencia, CA). Se utilizaron dos primers espe-
cificos para la deteccion de PCV-2. El primer p8 ubicado
en la posicion (1776- 18 de PCV-2), comun para PCV-1y
PCV-2 y el primer p16 (se ubico en la posicion 401 — 383)
especifico para PCV-2.

En los 89 linfonddulos estudiados se observé, deplecion
linfoidea en 83 casos (93.3%), infiltracion de células
histiociticas en 53 (59.6%), células gigantes en 36
(40.4%), necrosis en 5 (5.6%), linfadenitis en 6 (6.7%) y
cuerpos de inclusion en 4 (4.5%). Mediante la técnica de
IHQ 50 linfonddulos fueron positivos (n=89). En relacion
con los linfonodos positivos por IHQ y las lesiones
microscopicas, se observé inmunomarcacion en: 38/83
(45.78%) de los casos con depleciéon linfoide, 31/53
(58.49%) de aquellos con infiltracion histiocitica, 22/36
(61.11%) con células gigantes, 3/5 (60.0%) con necrosis,
4/6 (66.67%) con linfadenitis y 3/4 (75%) con cuerpos de
inclusion. De los 14 grupos de muestras analizadas por
PCR solo el grupo 9, el cual contenia dos muestras, fue
negativo. Los restantes 13 grupos, con un total de 48
muestras, fueron positivos a PCV-2.

La técnica de IHQ ha demostrado tener alta sensibilidad,
a pesar que es necesario el empleo de métodos de
recuperacion antigénica debido a la modificacion del tejido
por la fijacion en formol. En contraste, la deteccion del
genoma por PCR es menos susceptible a los cambios
post-fijacion con formol. Asimismo, el material procesado
para PCR comprendié una muestra mas representativa
que el corte de 3 a 4 ym utilizados en la técnica de IHQ.
Sin embargo la utilizacién de esta técnica, hasta el dia de
hoy, por si sola no es suficiente para definir un cuadro de
SMAP y debe ser interpretada en conjunto con las lesio-
nes histopatoldgicas caracteristicas.
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