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Presencia de circovirus porcino tipo 2 en hatos porcinos de Baja
California, México

Presence of porcine circovirus type 2 in porcine herds of Baja California, Mexico
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue detectar la presencia de circovirus porcino tipo 2
(PCV2) en hatos porcinos de Baja California, México, empleando la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Se colectaron 97 muestras de sangre de cerdos proceden-
tes de 26 granjas. E1l ADN se extrajo a partir de la capa leucoplaquetaria y las muestras
fueron agrupadas en 19 grupos de cinco muestras y uno de dos muestras para el analisis
de PCR. Se utilizaron cebadores especificos para amplificar un fragmento de 264 pares de
bases del ORF2 de PCV2 utilizando como control positivo una vacuna comercial. El
fragmento viral se detectd en el 15% (3/20) de los grupos analizados. Este es el primer
reporte en el que se evidencia la presencia de circovirus porcino tipo 2 en Baja California.
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ABSTRACT

The aim of this study was to detect the presence of porcine circovirus type 2 (PCV2)
in pig herds of Baja California, Mexico, using the polymerase chain reaction (PCR)
technique. Blood samples (n=97) were collected from 97 pigs in 26 farms. The DNA was
extracted from the buffy coat and the samples were grouped into 19 groups of five
samples and one of two samples for PCR analysis. Specific primers were used to amplify
a PCV2 ORF?2 fragment of 264 base pairs and using a commercial vaccine as a positive
control. The viral fragment was detected in 15% (3/20) of the groups. This is the first
report in which the presence of porcine circovirus type 2 in Baja California is evidenced.
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INTRODUCCION

El circovirus porcino pertenece a la fa-
milia Circoviridae, presenta una cadena sim-
ple de ADN circular de 18 000 nucledtidos
con dos marcos de lectura abierta (ORF) que
codifican para la replicasa y la capside viral
(Meng, 2013).

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es
conocido como un patdgeno universal, habién-
dose confirmado su presencia en la mayoria
de los paises con crianza porcina (Baebko et
al., 2012). Es un virus ampliamente
involucrado en el desarrollo del sindrome
multisistémico posdestete (PMWS)
(Blomstrom et al., 2016), asi como en enfer-
medades tales como el complejo de la enfer-
medad respiratoria porcina (PRDC), donde
participa principalmente con el virus del Sin-
drome Reproductivo y Respiratorio Porcino
(PRRSV) y Mycoplasma hyopneuoniae
(Chae, 2016). A este grupo de padecimientos
se les conoce como enfermedades asocia-
das a circovirus porcino (PCVAD) (Anoopraj
et al., 2015). La via mas frecuente de trans-
mision es por la ruta oronasal (Segalés, 2012),
diseminandose por todo el organismo y
excretado por secreciones orales, respirato-
rias, orina y heces (Opriessnig et al., 2007).
Los signos clinicos mas comunes son debili-
dad, aumento de la frecuencia de signos res-
piratorios ¢ incremento de la tasa de mortali-
dad (Opriessnig y Halbur, 2012).

En México existe evidencia de la pre-
sencia del PCV2 desde 1973 a través de es-
tudios serologicos retrospectivos (Ramirez-
Mendoza et al., 2009); sin embargo, aunque
los reportes sobre la presencia de este agen-
te viral provienen de las regiones de mayor
produccion porcina (Bedolla ez al., 2018), la
presencia de este virus no ha sido reportada
en el estado de Baja California. Por lo ante-
rior, el objetivo de este estudio fue detectar la
presencia del PCV2 empleando la técnica de
PCR a partir de muestras de ADN de cerdos
procedentes de hatos porcinos de Baja
California.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio transversal por
conveniencia entre septiembre de 2016 y
agosto de 2017 en las instalaciones de 26 pro-
ductores de cerdos adscritos al Comité Esta-
tal Sistema Producto Porcino de Baja
California, México. El estudio incluy6 26 gran-
jas de tipo familiar (Cuadro 1), habiéndose
colectado 97 muestras de sangre en tubos
evacuados con anticoagulante EDTA (BD,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) de la vena
yugular de cerdos machos y hembras de pie
de cria con edades entre 1 y 4 afios, siguien-
do el procedimiento descrito por Holtgrew-
Bohling (2016). Los animales se encontra-
ban aparentemente en buen estado de salud.

Las muestras se almacenaron en refri-
geracion a 4 °C durante 24 h para permitir la
sedimentacion de los componentes sangui-
neos. La capa leucoplaquetaria fue colecta-
da por aspiracion (200-300 ul), procediéndose
de inmediato a la extraccion del ADN utili-
zando los reactivos PurelLink Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen, Carlbad, California,
USA) siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. El ADN fue reconstituido en un volu-
men final de 50 ul empleando la solucion de
rehidratacion suministrada con los reactivos
y se almaceno a -20 °C hasta el momento de
las pruebas de PCR.

Cuadro 1. Muestras de sangre recolectadas
por granja porcina segun localidad

Localidad Granjas  Muestras
(n) (n)
Ensenada 5 27
Mexicali 6 27
Tecate 2 13
Tijuana 2 6
San Quintin 9 18
Valle de Mexicali 2 6
Total 26 97
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Considerando que el objetivo del traba-
jo fue detectar el ADN viral, y que no se con-
taba con recursos suficientes para realizar
los estudios individuales, se decidio agrupar
las muestras en grupos de cinco individuos.
Las muestras fueron analizadas de acuerdo
como fueron registradas en la bitacora de in-
greso al laboratorio, sin discriminar por el lu-
gar de origen de esta.

Oligonucledtidos para PCV2

Los oligonucledtidos utilizados para la
deteccion de PCV2 fueron los reportados por
Larochelle et al. (1999) a partir del ORF2.
El oligonucleotido de sentido positivo fue de-
nominado PCV2F con secuencia 5’-TAG
GTT AGG GCT GTG GCC TT-3" y el
oligonucleotido de sentido negativo fue deno-
minado PCV2R con secuencia 5’-CCG CAC
CTT CGG ATA TAC TG-3’, los cuales pro-
ducen un producto amplificado de 264 pares
de bases (pb). Estos oligonucleétidos fueron
sintetizados por ADN Sintético S.A. P.I. de
C.V. (Guanajuato, México) y fueron
reconstituidos con agua grado biologia
molecular y diluidas a una concentracion de
100 uM (solucion de reserva) y posteriormente
a 10 uM como solucion de trabajo. Las solu-
ciones de oligonucleétidos de reserva y de
trabajo fueron almacenadas a -20 °C hasta
el momento de las pruebas de PCR.

PCR para PCV2

Las muestras se agruparon en 19 gru-
pos de 5 animales y un grupo de 2 animales.
Las reacciones de PCR se realizaron em-
pleando una mezcla maestra con un volumen
final de 20 ul que contenia 75 mM Tris-HCI
(pH 8.8), 20 mM de sulfato de amonio, 0.01%
Tween 20, 1.5 mM de cloruro de magnesio,
200 uM de dNTPs, 7.5% de DMSO, 1.25
unidades de ADN polimerasa, 1 pl de cada
oligonucleétido y 1 pl del extracto de ADN
obtenido de las muestras de capa leucopla-
quetaria. Como control positivo se utilizo un
extracto de ADN obtenido a partir de la va-
cuna comercial Fostera® PCV (Zoetis) que

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(4): 1851-1855

contiene virus inactivado. Como controles
negativos se utilizé la mezcla maestra sin
ADN templete y agua grado biologia
molecular en tubos separados. La amplifica-
cion se realizé en un equipo Thermo Hybaid
PCR Express Bybaid PCYL0O0I Issue 3
Thermal Cycler HBPX110 aplicando un ci-
clo inicial de desnaturalizacion de 5 min a
94 °C, seguido de 40 ciclos con 1 min de
desnaturalizacion a 94 °C, 1 min de hibrida-
cion a 60.0 °C y un ciclo final de extension
de 1 min segundos a 72 °C. El producto am-
plificado del PCR fue visualizado por
electroforesis en gel de agarosa al 3%. Las
muestras se consideraron positivas cuando
se formo una banda de ADN amplificado de
aproximadamente 264 pares de bases (pb).

RESULTADOS

Las pruebas de PCR muestran que 3
de los 20 (15%) conjuntos de muestras resul-
taron positivos para amplificacion de la re-
gion ORF2 de PCV2, confirmando la pre-
sencia de este virus en el estado de Baja
California. Los grupos de muestras que re-
sultaron positivos contenian muestras prove-
nientes de todas las regiones muestreadas,
excepto del Valle de Mexicali. Los resulta-
dos del PCR se muestran en la Figura 1. El
tamafio de los fragmentos de PCR fue de
264 pb.

DiScUSION

Este estudio representa el primer reporte
sobre la presencia del PCV2 en hatos
porcinos del Estado de Baja California. Es
importante sefialar que aunque los resultados
muestran que la distribucion de la enferme-
dad esta generalizada en la region, no se de-
tectaron signos clinicos asociados a enfer-
medad por PCV2 en los animales
muestreados. Segalés (2012) indica, asimis-
mo, que la infeccion por PCV2 se encuentra
ampliamente distribuida, siendo la infeccion
subclinica la presentacion mas frecuente.
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Figura 1. Resultado de la amplificacion del gen ORF 2 del OCV-2 en las muestras de sangre
colectadas a partir de cerdos de Baja California. Lineas 1 y 10: marcador de 1 kb de
ADN; lineas 2 y 9: marcador de 100 pb de ADN; lineas 3 y 8: control positivo; linea 4:
grupo positivo #1; linea 5: grupo positivo #2; linea 6: grupo positivo #3; linea 7: control

negativo

Los productores porcinos de la zona
reportaron que no utilizan vacunas contra
PCV2, ya que la ausencia de signos clinicos
no justifica la instrumentacion de un progra-
ma de vacunacioén contra esta enfermedad
(Boletin SIVE, 2017). Considerando que la
enfermedad esta presente en Baja California
es necesario realizar estudios epidemiologicos
transversales con el fin determinar la preva-
lencia, distribucion y los posibles factores de
riesgo asociados a la enfermedad en los ha-
tos porcinos para identificar la magnitud del
problema y poder establecer medidas de pre-
vencion y control.
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