Rev Inv Vet Peru 2020; 31(1): 17553
http://dx.doi.org/10.15381/rivep.v31i1.17553

Deteccion y caracterizacion del circovirus porcino
tipo 2 (PCV2) circulante en cerdos de los
departamentos de Tolima y Huila, Colombia

Detection and characterization of porcine circovirus type 2 (PCV2) circulating in
pigs of the departments of Tolima and Huila, Colombia
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evidenciar la presencia del circovirus porcino
tipo 2 (PCV2) y la serorreactividad en granjas porcicolas en las regiones de Tolima y
Huila, Colombia, mediante un estudio transversal. Se tomaron muestras de sangre y
tejidos (linfonodos, pulmon y rifidon) de animales de todas las etapas productivas, inclu-
yendo animales sanos y con signos de la enfermedad. Mediante la prueba de ELISA se
detectaron animales seropositivos en todas las etapas productivas. Para identificar la
presencia del virus se amplificé el ORF2 completo del PCV2 mediante PCR punto final
utilizando ADN extraido de sangre, linfonodos, pulmon y rifiéon. Las muestras fueron
genotipificadas, encontrandose animales positivos a PCV2, tanto sanos como enfermos,
en todas las etapas de produccion. El andlisis de las secuencias demostr6 un porcentaje
de identidad entre 93 y 99% con el genotipo PCV2d. Se encontraron animales sin signos
clinicos positivos a la prueba de ELISA y al PCR, lo cual sugiere la presencia de infeccio-
nes subclinicas o variaciones en la virulencia de las cepas infectantes. Adicional a estas
pruebas, se realizé una encuesta epidemioldgica, donde no se detectaron asociaciones
significativas entre la presencia del virus y el manejo de la produccion.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the presence of the porcine circovirus type 2
(PCV2) and the seroreactivity in pig farms in the regions of Tolima and Huila, Colombia,
through a cross-sectional study. Blood and tissue samples (lymph nodes, lung and kidney)
were taken from animals of all productive stages, including healthy animals and those with
signs of the disease. The ELISA test detected seropositive animals in all productive stages.
To identify the presence of the virus, the complete ORF2 of PCV2 was amplified by endpoint
PCR using DNA extracted from blood, lymph nodes, lung and kidney. The samples were
genotyped and finding positive animals for PCV2, both healthy and diseased, at all stages
of production. Sequence analysis demonstrated a percentage of identity between 93 and
99% with the PCV2d genotype. Animals without positive clinical signs were positive for the
ELISA test and for the PCR, which suggests the presence of subclinical infections or
variations in the virulence of the infecting strains. In addition to these tests, an epidemiological
survey was conducted, where no significant associations were detected between the

presence of the virus and production management.
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INTRODUCCION

La circovirosis porcina es una enferme-
dad de distribucion mundial causada por el
circovirus porcino tipo 2 (PCV2), un virus de
ADN de la familia Circoviridae (Todd et al.,
1991) que afecta tanto a cerdos jovenes como
adultos, produciendo un fuerte impacto eco-
ndémico sobre la produccion porcina (Alarcon
etal.,2013; Zaveckas et al.,2015). E1IPCV2
se ha asociado con la mayoria de los casos
clinicos de cerdos, especialmente con el sin-
drome del desmedro multisistémico posdestete
(PMWS) (Grau-Roma et al., 2008; Ellis,
2014), el sindrome de la dermatitis y nefropatia
porcina (PDNS) y algunos trastornos
reproductivos (Olvera et al., 2007; Zhao et
al., 2014), los cuales se han nombrado de
manera colectiva como enfermedades aso-
ciadas al circovirus porcino (PCVAD).

La presencia de PCV2 en células de la
médula 6sea ha sido relacionada con infec-
cion persistente en cerdos que permitiria el
mantenimiento y propagacion del virus en las
granjas porcinas (Wang et al., 2013; Kweon
et al., 2015). Recientemente, el PCV3 ha

sido descrito en varios paises asociado a in-
flamacion multisistémica, fallas reproductivas
y PDNS (Zhai et al., 2017; Hayashi et al.,
2018; Klaumann et al., 2018; Sukmak et al.,
2019) en algunos casos en coinfeccion con
bacterias (Hayashi et al., 2018) y virus, in-
cluyendo el PCV2 (Li et al., 2018).

Diversos trabajos han demostrado una
amplia diversidad genética presente en el
PCV2, adscrita principalmente a su natura-
leza de virus de ADN de cadena simple con
una alta tasa de sustitucion de nucleotidos y
una alta probabilidad de mutaciones (Firth et
al., 2009). PCV2a fue el genotipo mas
prevalente en cerdos clinicamente afectados,
después de lo cual el PCV2b fue el mas pre-
dominante y nuevos cambios en esa
predominancia han sido asociados al uso de
vacunas contra PCV2 anivel mundial (Franzo
y Segalés, 2018). No obstante, Franzo ef al.
(2015) demostraron que ocho cepas obteni-
das de cerdos silvestres en Brasil pertene-
cian a cuatro genotipos: PCV2a, PCV2b,
PCV2c¢ y PCV2d. Sumado a esta diversidad,
se han descrito que algunas mutaciones del
PCV2 han demostrado generar una mayor
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patogenicidad en las cepas virales (Opriessnig
et al., 2014). Asi, el PCV2 cuenta con
genotipos a, b, ¢, d, e y f (Wei et al., 2013;
Neira et al., 2017; Correa-Fiz et al., 2018) y
recientemente estudios filogenéticos propo-
nen los genotipos PCV2g y PCV2h, basados
en criterios de distancias genéticas entre los
clusters (Franzo y Segalés, 2018).

En Colombia, algunos estudios han de-
mostrado la presencia de PCV2 en varias
regiones del pais (Rincon-Monroy et al., 2015).
Sin embargo, se desconoce la presencia del
PCV?2 en las regiones del Tolima y Huila, las
cuales representan parte del suroccidente y
centro-oeste del pais. El objetivo del presente
estudio fue detectar y caracterizar de manera
preliminar el circovirus porcino tipo 2 (PCV2)
en granjas porcicolas de los departamentos de
Huilay Tolima, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Granjas Porcicolas

Se llevo a cabo un estudio transversal
en cinco granjas porcicolas comerciales del-

departamento del Huila, en el suroccidente
de Colombia y en otras tres granjas del de-
partamento del Tolima en el centro-oeste del
pais. En estas granjas se tomaron muestras,
sin tener en cuenta la linea genética. Los ani-
males eran alimentados durante todo su ciclo
productivo con concentrado comercial.

Animales y Toma de Muestras

Se tomaron muestras de sangre de 20
cerdas reproductoras de diferentes edades
una semana antes del parto, de 20 lechones
destetos entre 5 y 10 semanas de vida, de 20
cerdos de levante entre 11 y 16 semanas y
de 20 cerdos cebados entre 17 y 23 semanas
de cada granja (Figura 1). En ninguna de las
granjas se realizaba la vacunacion contra el
circovirus porcino. Los animales fueron se-
leccionados aleatoriamente entre cerdos sa-
nos y con signos clinicos relacionados con
enfermedades asociadas al circovirus porci-
no (PCVAD). Las muestras fueron colecta-
das de la vena yugular mediante sistema BD
Vacutainer®, siguiendo métodos de recolec-
cién estandar, minimizando el dafio o estrés a
los animales (Uhart et al., 2016) para la ob-
tencion de sangre completa y suero.

Figura 1. Animales positivos a PCV2 muestreados en granjas del Tolima y Huila. Izquierda:
Lechoén con signos respiratorios y nerviosos leves, con retraso en el crecimiento
comparado con la camada, siendo un animal compatible con PMWS. Presentaba
pelo hirsuto y costras en la piel. Derecha: Animal adulto con lesiones cutaneas com-

patibles con circovirosis porcina
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Figura2. Gel de agarosa mostrando la amplificacion del ORF2 del PCV2 mediante PCR con-
vencional de algunas muestras representativas de tejidos de cerdos de los departa-
mentos del Tolima y Huila, Colombia. MP: marcador de peso (100 pb, MiniPCR,
Amplyus, USA), 1-15: muestras. La muestra 3 fue negativa, la muestra 8 presenta

una banda tenue, confirmada con el secuenciamiento

Se crearon pooles de sueros de cinco
animales (Nielsen ef al., 2018), los cuales
fueron enviados al Laboratorio de Diagnosti-
co Veterinario del Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA) para la medicion de
anticuerpos circulantes por medio de la téc-
nica de ELISA (McNeilly et al., 2002). En
los predios que se hallaron animales con sig-
nos clinicos compatibles con circovirosis
porcina asociados a cuadros respiratorios y
cutaneos severos, se realizaron necropsias y
se tomaron muestras de organos (i.e.
linfonodos, pulmon, rifidén) para la deteccion
del PCV2.

Adicionalmente, se realiz6 una encues-
ta epidemiologica de aspectos basicos de
manejo de la produccion como la bioseguridad,
nutricion, reproduccion, haciendo especial
énfasis en los aspectos sanitarios, con el fin
de establecer los posibles factores de riesgo,
mediante el analisis de tablas de contingen-
cia y el céalculo del odds ratio. Para ello se
empled el software GraphPad Prism v. 6 para

MacOS (Graph Pad software, San Diego,
USA).

Deteccion Molecular de PCV2 median-
te PCR y Secuenciamiento

Se realizd extraccion de ADN total a
partir de sangre completa y tejidos de diver-
sos organos mediante el kit Invisorb® Spin
Universal (STRATEC Molecular, Alemania)
siguiendo el procedimiento recomendado por
el fabricante. E1 PCV2 fue detectado en los
tejidos mediante amplificacion de un fragmen-
to de 657 pares de bases (pb) utilizando
cebadores (primers) especificos (F-
GCCAGTTCGTCACCCTTT, R-CTCCC-
GCACCTTCGGATAT) para el virus (Quin-
tana et al., 2002). Adicionalmente, se ampli-
ficd el marco de lectura abierto 2 (ORF2)
completo del virus, el cual codifica para la
proteina de capside viral (Nawagitgul et al.,
2000), mediante los cebadores F-GCCAG-
TTCGTCACCCTTT y RCAGC-GCACTT-
CTTTCGTT, basados en la secuencia de la
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cepa Zhuji2003 (nimero de acceso AY57-
9893), con un tamafio de amplicon de 824 pb.
La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
termociclador T-100 (Bio-Rad, USA) usan-
do un volumen final de reaccion de 25 pl, com-
puesto por 14.87 ul de agua destilada-
desionizada, 5 ul de 5x Colorless GoTaq® Flexi
Buffer, 1 pl de dNTPs (1.5 mM), 1 ul de cada
cebador (forward y reverse) (10 pmol/ul),
1 pIlMgCL (25 mM), 0.125 pl de GoTaq” Flexi
DNA polymerase (Promega, Madison, USA)
y 1 ul de la muestra de ADN genomico.

La amplificacion consistio en un ciclo
de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C por 30 s, anillaje a 55 °C por 30 s,
extension a 72 °C por 60 s y el Gltimo paso de
extension final a 72 °C por 7 min. Los
amplicones fueron revelados mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1%, tefiidos con Hydragreen® (ACTGene,
USA) y visualizados bajo la luz ultravioleta
mediante un documentador de geles
ENDURO GDS™ (LabNet Intl, USA). Los
amplicones del ORF2 completo fueron
secuenciados a través del secuenciamiento
de Sanger en Macrogen (Seoul, Korea), so-
metidos a analisis bioinformatico, mediante
el software Geneious v. 8.1.9 (Biomatters)
(Kearse et al., 2012) y comparados con lo
reportado en la base de datos del GenBank
(National Center for Biotechnology
Information - NCBI, USA).

RESuULTADOS Y DISCUSION

El analisis serologico demostro la pre-
sencia de animales en diferentes etapas de
produccion que se encontraban seropositivos
al PCV2 (n= 25; 15 ctapa de ceba prove-
nientes del Huila, 10 etapa de levante prove-
nientes del Tolima), con titulos de anticuerpos
que demuestran una infeccion anterior o con-
tacto con el virus. Todos los animales
seropositivos fueron positivos a PCV2 me-
diante prueba de PCR. En una de las gran-
jas, los titulos de anticuerpos demostraron la
posibilidad de una infeccion activa. Estos ha-

Rev Inv Vet Peru 2020; 31(1): e17553

llazgos concuerdan con los reportes de
seroprevalencia realizados por Liu et al.
(2002) y Mesu et al. (2000) quienes demos-
traron que animales sanos, sin lesiones
discernibles de alguna forma clinica de
circovirosis, muestran titulos de anticuerpos
considerados como positivos o expuestos. Asi
mismo, Larochelle et al. (2003) demostraron
que los perfiles seroldgicos de animales sa-
nos fueron iguales a los de aquellos animales
con PMWS. Por otro lado, se ha descrito que
esta serorreactividad estd ampliamente rela-
cionada con la cercania a zonas o areas don-
de el virus es endémico o esta circulante y
haya una posible transmision (Mesu et al.,
2001; Liu et al., 2002).

En el presente estudio se evalud la pre-
sencia de nucleétidos virales en suero y teji-
dos de animales sanos y enfermos; no obs-
tante, no fue posible su deteccion en algunas
muestras de suero, por lo que se optd por el
uso de sangre completa para la extraccion
de ADN y amplificacion a través de PCR
(Figura 2), lo cual arroj6 algunos animales
positivos en las mismas muestras detectadas
como negativas previamente. En el trabajo
de Liu et al. (2002) se ha descrito que cer-
dos infectados experimentalmente muestran
niveles de nucleotidos detectables en los teji-
dos y que pueden no producir una sefal
detectable en sangre. Adicionalmente, se con-
sidera que pese a encontrarse el PCV2 en
plasma/suero y a través de las células san-
guineas, su predileccion por replicacion en
macrofagos/ monocitos (Sun et al., 2016)
hace mas factible utilizar fracciones celula-
res para la deteccion de los antigenos virales.
En el presente estudio, la presencia de ani-
males positivos a PCV2 sin signos clinicos
compatibles con circovirosis porcina sugiere
la presencia de infecciones subclinicas o va-
riaciones en la virulencia de las cepas
infectantes (Larochelle et al., 2003; Aiki-Raji
etal., 2018).

Las muestras que resultaron positivas a
la amplificacion del ORF2 de PCV2 fueron
secuenciadas y comparadas con secuencias
de referencia depositadas en el GenBank.
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Todas las muestras enviadas a secuenciar
fueron confirmadas como PCV2 ORF2 y
correspondieron al PCV2d, mostrando un
porcentaje de identidad de nucledtidos entre
ellas y las depositadas en las bases de datos
de un 93-99%. Estos hallazgos difieren con
aquellos de Rincon-Monroy et al. (2014) para
los departamentos del Cundinamarca, Valle,
Antioquia y Risaralda en Colombia, donde se
demostro la presencia de PCV2 de diferen-
tes genotipos, en su mayoria el 2b.

En el presente estudio se realizaron en-
cuestas epidemioldgicas tendientes a estable-
cer factores de riesgo asociados a la presen-
cia del PCV2; sin embargo, no se detectaron
asociaciones significativas entre la positividad
al PCV2y las caracteristicas de produccion
y manejo de los cerdos en la granja (datos no
mostrados), lo cual puede deberse al bajo
numero de unidades de produccion
muestreadas. En Colombia se han estableci-
do las buenas practicas de produccion que
deben seguir las ganaderias en general y la
produccion porcina en particular, siendo cla-
ro que el cumplimento del componente de
bioseguridad y sanitario reduce el riesgo de
transmision de microorganismos potencial-
mente patdogenos. Este incluye la desinfec-
cién, sistemas todo dentro todo fuera, res-
triccion de movimiento de animales entre pro-
ducciones, entre otros (ICA, 2011). Sin em-
bargo, en paises con alto nivel de tecnificacion
se han demostrado valores altos de preva-
lencia a PCV2, lo cual ha llevado a pensar
que la restriccion de movimiento de los ani-
males no esta reduciendo la diseminacion del
PCV2 (Liu et al., 2002) y se deben buscar
programas de vigilancia activa que permitan
un seguimiento, no solo a los animales a mo-
vilizar, sino también a la dinamica de la infec-
cion dentro de una area o region.

CONCLUSIONES

En las granjas porcicolas de las regio-
nes del Tolima y Huila en Colombia se en-
cuentra circulante el circovirus porcino tipo

2d (PCV2d), tanto de manera clinica como
subclinica. La presencia del virus en anima-
les clinicamente sanos y en granjas sin vacu-
nacion contra el virus denotan la circulacién
del virus en estas regiones y demanda estu-
dios complementarios de vigilancia activa y
caracterizacion epidemioldgica de esta infec-
cion.
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