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Resumen

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2, del Inglés Porcine Circovirus Type 2)
pertenece a la familia circoviridae, la cual estd constituida por virus pequefios y sin
envoltura, con un genoma de ADN circular de hebra simple. EI genoma de PCV2
codifica en forma divergente para dos marcos de lectura abiertos (ORFs, del Inglés Open
Reading Frames) involucrados en la formacién de la capside (cap) y el complejo de
replicacion viral. Este virus es considerado el agente etioldgico principal de una
enfermedad emergente en nuestro pais, denominada Sindrome del Desmedro
Multisistémico Postdestete (PMWS, del Inglés Postweaning Multisystemic Wasting
Sindrome) en cerdos, el cual se caracteriza por generar una inmunosupresion severa, con
pérdida progresiva de peso y deterioro general de la condicién corporea, lo que
acompafiado por una serie de infecciones concomitantes, llevan a la muerte prematura
del animal, con las consecuentes pérdidas economicas en los paises productores.

Si bien es un sindrome ampliamente distribuido en el mundo y muy comun en
todos los planteles productores de cerdos, la presencia de PCV2 en Chile no ha sido del
todo demostrada. El objetivo de esta memoria de titulo fue detectar la presencia de
circovirus porcino tipo 2 en Chile y caracterizar su genotipo.

La deteccion del virus se realizé por medio de PCR desde muestras de linfonodos
inguinales superficiales de cerdos con signologia PMWS, pertenecientes a 3 planteles
porcinos de la zona central de Chile, analizandose al menos 5 casos por plantel.

El gen orf2 del virus fue detectado en el 100 % de las muestras analizadas, tanto
por PCR simple como por PCR semi-cuantitativo. Por otra parte, con el fin de realizar
una caracterizacion genotipica del virus, el gen orf2 fue sometido a un andlisis de la
longitud de los polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés
restriction fragment length polymorphism), no encontrdndose diversidad genética, intra-
e inter-planteles, entre las muestras analizadas, las cuales presentaron un patréon RFLP

igual a un clon europeo usado como control.



Posteriormente se realizd la secuenciacion nucleotidica en ambos sentidos, tras el
clonamiento, de cuatro secuencias aisladas de los diferentes predios. Las secuencias
presentaron un 94% de identidad nucleotidica entre si y su andlisis filogenético las
agrup6 en un clado especifico, junto con aislados suecos y algunos aislados chinos.
Ademas, este andlisis junto a revision bibliografica reciente, permitié diferenciar las
secuencias en dos subgrupos o subgenotipos del virus, 1 y 2. De esta manera fue posible
concluir que el circovirus porcino tipo 2 esta presente en nuestro pais y que las cepas
analizadas corresponden al subgrupo 1, presentando una estrecha relacién con genotipos
de origen Europeo.



Summary

Porcine Circovirus pig type 2 belong to the family circoviridae, constituted by
small virus without envelope, with a simple circular strand DNA genome, which
codifies in divergent form for two open reading frames (ORFs) involved in the capsid
formation (Cap) and the viral replication complex. This virus is considered the mayor
the etiologic agent of an emergent disease in our country, denominated Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome, PMWS, in pigs, which is characterized to generate a
severe immunosupression, with a progressive weight loss and general decline in the
fitness condition, which is accompanied by a series of concomitant infections, with the
premature death of the animal, and the consequent economic losses in the pig-producing
countries. Although it is a syndrome wide world distributed and very common in all the
pig-producing establishments, the presence of PCV2 in Chile has not absolutely been
demonstrated. The goal of this thesis was to detect the presence of porcine circovirus
type 2 in Chile and to characterize its genotype.

The detection of the virus was performed by PCR from lymph nodes samples of
PMWS-pigs, bellowing to 3 pig- producing establishments from the central zone of
Chile, analyzing 5 cases per establishment at least. The orf2 gene virus was detected in
100% of the analyzed samples, by simplex PCR and by semi-quantitative PCR. On the
other hand, in order to perform the virus genotypic characterization, the orf2 gene
amplified was analyzed by RFLP, not founding genetic diversity among the analyzed
samples intra- and inter-establishments; which presented the same RFLP pattern than
european isolated clone used as ingroup.

The nucleotide sequenciation, after cloning, was performed in both strand in four
isolated sequences from different pig-producing establishment. The sequences presented
a 94% of nucleotidic identity each other. The phylogenetic analysis clustered them in
specific clade, near to some swedish and chinese isolated. This analysis, together to
recent bibliographical revision, allowed to differentiate the sequences in two sub-groups,

1 and 2. Taken together these results shows that porcine circovirus type 2 is present in



our country and that the analyzed isolated correspond to sub-group 1, presenting a near

relation with european isolated.



Introduccién

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2, del inglés porcine circovirus type 2), es el
agente etioldgico principal de una enfermedad emergente en cerdos, llamada sindrome
de desgaste multisistémico posdestete (PMWS, del inglés Postweaning Multisystemic
Wasting Syndrome). Ademas, ha sido asociado a una amplia gama de patologias
porcinas, como el sindrome de dermatitis y nefropatia porcina (PDNS, del inglés
Porcine Dermatitis and Nephropathy Syndrome), falla reproductiva, complejo
respiratorio porcino (PRDC, del inglés Porcine Respiratory Disease Complex),
neumonia proliferativa y necrotizante (PNP, del inglés Proliferative and Necrotizing
Pneumonia) y tremor congénito tipo All (CT-All, del inglés Congenital Tremors-All).
Por otra parte, el PCV2 es capaz de potenciar diversas enfermedades causadas por
otros agentes como el sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS, del inglés
Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome) y la fiebre clasica porcina (FCP),
entre otras. En conjunto estas patologias estan agrupadas como enfermedades asociadas

a circovirus (PCVAD, del inglés Porcine Circoviruses Associated Diseases).

El circovirus porcino tipo 2 se encuentra ampliamente difundido a nivel
mundial, y es el responsable de grandes pérdidas econémicas para la industria porcina.
La deteccion de nuevos casos ha ido rapidamente creciendo desde su descubrimiento
en Canad4 en el afio 1991, abarcando précticamente todos los continentes. Desde
entonces, numerosos estudios se han realizado para determinar la secuencia
nucleotidica de su genoma, describiéndose hasta la fecha una amplia variedad de
subgenotipos distintos.

Actualmente, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) tiene identificada la
presencia del virus en Chile por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa™
(PCR, del inglés polimerase chain reaction), abriendo la posibilidad de que el PCV2

esté presente en gran parte de los planteles porcinos de nuestro pais. Por este motivo, el



aislar y caracterizar el genoma de PCV2 en Chile, permitird obtener datos
epidemioldgicos relevantes para evaluar la factibilidad de la introduccién de una
vacuna contra PCV2 o la necesidad de generar una auto-vacuna nacional contra este
patdgeno.

*Comunicacion personal: Dra. Patricia Avalos Moreno. Jefa Departamento Laboratorios y Estaciones

Cuarentenarias. SAG.



Revisién Bibliografica
1. Resefa historica del circovirus porcino

El circovirus porcino (PCV, del Inglés porcine circovirus) fue descrito por primera
vez por investigadores Alemanes en el afio 1974 como un virus contaminante de la linea
celular de rifion de cerdo PK-15 (ATCC-CCL33) (Tischer et al., 1974). Esta linea
celular se encontraba infectada por dos virus distintos, uno similar a un picornavirus que
fue denominado picornavirus-like, y otro morfolégicamente parecido a un papovirus
(papovirus-like). El picornavirus-like se aislaba sistematicamente de los subcultivos de
todas las lineas PK-15 y siempre estaba presente en grandes cantidades en cada pasaje
de células que se realizaba. Al contrario, la cantidad de papovirus-like disminuia en cada
pasaje que se realizaba en la linea celular PK-15; durante los primeros 40 pasajes se
detectaba el virus, pero en los siguientes pasajes se aislaba en muy baja cantidad o bien
desaparecia. El origen de ambos virus era desconocido, y ninguno de los dos producia
como un virus RNA, con un didmetro de 17 nm, gradiente de densidad de 1,37g/cm? en
cloruro de cesio (CsCl) y termoestable. Estudios posteriores revelaron que se trataba de
un pequefio virus DNA de hebra simple y circular, sin envoltura, icosaédrico y con un
diametro de 17 nm (Tischer et al., 1982). Estos investigadores observaron que este virus
no habia sido descrito previamente y fue denominado circovirus porcino (PCV).
Posteriormente, se realizaron estudios epidemiolégicos y de patogenicidad del PCV,
demostrandose que los cerdos presentaban anticuerpos circulantes contra este virus sin
presentar ninguna enfermedad. También se realizaron estudios seroldgicos para detectar
anticuerpos contra PCV en conejos, vacas y en la especie humana que resultaron
negativos, por lo que se sugiri6 que el agente era originario de los cerdos y
aparentemente no habia traspasado la barrera inter-especie (Tischer et al., 1982).

En el afio 1997 el PCV fue asociado a una enfermedad que afectaba a cerdos de
transicion conocida como sindrome multisistémico de adelgazamiento postdestete

(PMWS, del Inglés Postweaning multysistemic wasting syndrome) (Clark, 1997). Esta
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enfermedad era ya conocida desde 1991 en Canada, pero se consideraba de etiologia
desconocida (Harding, 1996; Clark 1997; Harding y Clark 1997; Harding et al., 1998).
Los sintomas observados eran pérdida de peso, palidez corporal, alteraciones
respiratorias y, en algunos casos, diarrea e ictericia. Las lesiones mas frecuentemente
observadas eran neumonia intersticial y linfoadenopatia generalizada, especialmente en
los nodulos linfaticos inguinales superficiales. Otras lesiones que se observan con menor
frecuencia son hepatitis, nefritis y pancreatitis no supurativas (Harding, 1996; Clark
1997; Harding y Clark 1997; Harding et al., 1998; Rosell et al., 1999). En los tejidos
lesionados se observaba sistematicamente una gran cantidad de antigeno y é&cido
nucléico de PCV (Clark, 1997; Rosell et al., 1999).

El PCV estaba clasificado por el Comité Internacional Taxonémico de Virus (ICTV)
en una nueva familia de virus, la familia Circoviridae (Lukert et al., 1995). Estudios
posteriores de secuenciacion genomica demostraron que el PCV presente en cerdos
afectados con PMWS era diferente al PCV que afectaba persistentemente la linea celular
PK-15 (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998). Por ello se sugirio la denominacién de
PCV tipo 1 (PCV1) para el circovirus de la linea celular PK-15, considerado apatdgeno,
y PCV tipo 2 (PCV2) para el circovirus asociado a PMWS (Allan et al., 1998; Meehan
et al., 1998). Por ello, en adelante se utilizard la nomenclatura PCV1 y PCV2 para

designar a los dos agentes virales.

2. Clasificacion taxonémica

Los circovirus porcinos (PCVs) pertenecen a la familia Circoviridae, la cual esta
dividida en dos géneros, Gyrovirus y Circovirus. El género Circovirus contiene el
PCV1, PCV2, el virus de la enfermedad del pico y de las plumas de las psitacidas
(BFDV, del Inglés Beak and Feather Disease Virus) (Bassami et al., 1998; Niegro et al.,
1998), el circovirus de la paloma (PiCV, del Inglés Pigeon Circovirus o CoCV, del
Inglés Columbid Circovirus) (Mankertz et al., 2000), el circovirus del ganso (GCV, del

inglés Goose Circovirus) (Todd et al., 2001), el circovirus del canario (CaCV, del Inglés
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Canary Circovirus) (Phenix et al., 2001) y el circovirus de gaviotas (GuCV, del Inglés
Gull Circovirus) (Jestin et al., 2001). Al género Gyrovirus pertenece el virus de la
anemia del pollo (CAV, del Inglés Chiken Anemia Virus) (Todd et al., 1990).

3. Circovirus Porcinos (PCVs)

3.1.  Caracteristicas fisico-quimicas de los PCVs

Los circovirus porcinos son un diverso grupo de pequefios virus de DNA
circular de hebra simple, simetria icosaédrica, sin envoltura, de aproximadamente 17
nm de didmetro y de 1,7 kb (Tischer et al., 1982). Estos virus tienen una longitud de
cadena de 1759 a 1768 nucleédtidos (nt) (Meehan et al., 1997; Hamel et al., 1998), un
peso molecular de 36 + 2,3 kDa, una densidad de sedimentacién en CsCl entre 1,33 y
1,37 g/cm®y un coeficiente de sedimentacion de 52S (Tisher et al., 1974). Segtn datos
referidos a PCV1 indican que se trata de un virus resistente a la inactivacion por
cloroformo, al pH é&cido y termoestable a 70 °C durante 15 minutos (Allan et al.,
1994).

3.2.  Caracteristicas del genoma del PCV2

Estudios de secuenciacion indican que el genoma del PCV2 contiene 1767-
1768 nt (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; Mankertz et al., 2000). Ademas, se
ha descrito mas de un 94% de similitud para los PCV2, aislados tanto desde cerdos
enfermos como sanos, alrededor del mundo (Mehhan et al., 1998; Mankertz et al.,
2000; Larochelle et al., 2002). Sin embargo, al comparar las secuencias genémicas de
aislados de PCV2 con respecto a PCV1, se muestra sobre un 80% de identidad entre
ambos tipos de circovirus. EI genoma de los circovirus se caracteriza por tener una
region que codifica proteinas o marcos de lectura abiertos (ORFs, del Inglés Open

Reading Frames) y una region con secuencias de nucledtidos que no codifican
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proteinas pero que pueden regular la transcripcion y replicacion del virus (Hamel et al.,
1998). Se han potencialmente descrito 6 ORFs con mas de 200 nucle6tidos para el
genoma de PCV2 (Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998), pero las proteinas
esenciales para la replicacion y para la conformacion estructural del virus parecen ser
expresadas principalmente por ORF1 y ORF2 respectivamente, siendo estos
fragmentos los mas estudiados y caracterizados (Segalés et al., 2005). La proteina de la
capside viral (Cap) es codificada tras un proceso de *“splicing” por la hebra
complementaria del ORF2 (Cheung, 2002). Como es de esperar en una proteina
estructural de virus, el ORF2 presenta las mas altas tasas de variacion de todos los
aislados de PCV caracterizados hasta la fecha (Hamel et al., 1999). Por otra parte, el
ORF1 codifica para una proteina esencial para la replicacion viral (RepP), la cual es
transcrita en sentido inverso al ORF2 (Cheung, 2002). Al comparar las semejanzas de
las secuencias de ORF1 de PCV1 y PCV2, se ha demostrado un 83% de homologia
entre sus nucledtidos y un 86% en la secuencias aminoacidicas predichas de sus
proteinas. Por otra parte, se describe que la similitud en las secuencias de ORF2 entre
PCV1 y PCV2 presenta un 67% de homologia para los nucledtidos y un 65% en la
secuencias aminoacidicas predichas de sus proteinas (Mankertz et al., 2000). Las
diferencias entre los genomas de PCV1 y PCV?2 serian, aparentemente, la causa de la
diferencia en virulencia entre PCV1 y PCV2 (Hamel et al., 1998). Recientemente, un
tercer gen viral llamado ORF3 ha sido descrito y caracterizado. Las proteinas de ORF3
parecen ser altamente conservadas entre cepas de PCV2 presentando mas de un 95% de
identidad a nivel de sus aminoacidos (Liu et al., 2005). Poco se conoce respecto a la

significancia del resto de los pequefios ORFs.
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4. Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2)

4.1. Epidemiologia de PCV2

4.1.1. Distribucion geografica de PCV2

PCV2 es considerado un virus ubicuo, presente en paises en donde se han
descrito o no enfermedades asociadas al circovirus porcino (PCVDs, del Inglés,
Porcine Circovirus Diseases) (Allan y Ellis, 2000).

Hasta la fecha, la infeccién por PCV2 ha sido informada en Norte América,
Europa (Espafia, Francia, Reino Unido, Bélgica, Irlanda), Latino América, Asia y
Africa (Allan y Ellis, 2000). Estudios retrospectivos mostraron que el PCV2 ha estado
presente en Europa desde 1969 y en Canada desde 1985. Las infecciones con PCV2
han sido prevalentes en porcinos domésticos en todo el mundo desde algunas décadas y
comunmente el virus estd endémicamente presente en todos los paises con industria

porcina intensiva (Nauwynck et al., 2007).

4.1.2. Transmision del PCV2

Estudios experimentales, a la fecha, sugieren que el PCV2 es de transmision
horizontal, por contacto directo, siendo considerada la via oro-nasal la ruta mas
frecuente de infeccion entre animales infectados y susceptibles (Segalés et al., 2005).
En granjas comerciales, la mayoria de los cerdos seroconvierten al PCV2 entre los 2 y
4 meses de edad (Larochelle et al., 2003), indicando que la transmision horizontal del
PCV2 entre cerdos es muy eficiente y ha sido demostrada bajo condiciones
experimentales en donde se pone en contacto a cerdos susceptibles con cerdos
infectados (Albina et al., 2001; Bolin et al., 2001).

Las rutas de inoculacion del PCV2 tanto intranasal como subcutanea han sido
usadas en intentos de reproducir experimentalmente el PMWS (Pogranichniy et al.,
2000; Bolin et al., 2001).
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La transmision transplacentaria del PCV2 ha sido recientemente demostrada
mediante el seguimiento de infecciones experimentales intranasales en cerdos (Park et
al., 2005), indicando que la transmision vertical de PCV2 es factible. Sin embargo, la
frecuencia de estas alteraciones reproductivas bajo condiciones de campo es
aparentemente variable, siendo raramente reportadas en Europa (Pensaert et al., 2004;
Maldonado et al., 2005), pero en Corea en cambio, se han descrito infecciones por
PCV2 en aproximadamente un 13% de los fetos abortados y nacidos muertos (Kim et
al., 2004).

Experimentalmente, se ha detectado excrecion de PCV2 en semen de verracos
previamente inoculados con PCV2. No obstante, se desconoce si las cantidades de
PCV2 presente en semen pueden realmente producir la infeccion de las cerdas, ya sea
por monta natural o por inseminacion artificial (Larochelle et al., 2000), sin embargo,

estas vias de infeccion deben ser consideradas como potenciales rutas de diseminacion.

4.1.3. Rutas de diseminacion

El PCV2 puede ser detectado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en muestras de la cavidad nasal, tonsilas, secreciones bronquiales, heces y orina
(Calsamiglia et al., 2004) tanto en cerdos afectados como libres de PMWS, pero la
carga viral del virus en las secreciones es mucho mayor en cerdos afectados con
PMWS (Calsamiglia et al., 2004). El virus puede ser aislado o detectado por PCR
desde la cavidad nasal, rectal, vias urinarias, saliva, secreciones oculares y tonsilares
(Krakowka et al., 2000; Bolin et al., 2001; Shibata et al., 2003). Sin embargo, aunque
se sabe que el PCV2 puede ser detectado en la cavidad nasal y en la tonsila de cerdos
cursando PMWS por Hibridacion In situ (HIS), no se ha probado definitivamente si la
carga viral obtenida por estas vias corresponde a excrecion viral o si es debida a la
presencia del virus en el ambiente, el cual alcanza esta localizacion (Segalés et al.,
2004).
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4.2.  Inmunidad frente a PCV2

Desde un punto de vista experimental, la seroconversion ocurre entre los 14 y
28 dias post-infeccion (PI), no exhibiendo diferencias entre cerdos afectados
subclinicamente con PCV2 y cerdos cursando con PMWS (Krakowka et al., 2000;
Pogranichniy et al., 2000; Resendes et al., 2001). Estudios de campo han demostrado
que la seroconversion es usualmente detectada entre las 7 y 12 semanas de edad, como
méaximo hasta las 28 semanas. Aunque la respuesta humoral ocurra, un porcentaje
variable de cerdos seropositivos pueden permanecer virémicos, sugiriendo que los
anticuerpos detectados por la técnica de inmunoperoxidasa en monocapa de células
(IPMA, del Inglés Inmunoperoxidase Monolayer Assay) o por el ensayo
inmunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA, del Inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) no son protectivos (Rodriguez-Arrioja et al., 2002).

Algunos estudios han demostrado cambios significativos en las subpoblaciones
de células sanguineas periféricas como las células mononucleares de cerdos enfermos.
En un estudio realizado en cerdos afectados con PMWS, se demostré un incremento de
los monocitos circulantes, reduccion de las células T (principalmente CD4") y de los
linfocitos B y presencia de granulocitos inmaduros en baja densidad comparado con un
cerdo clinicamente sano, no infectado por PCV2 (Nielsen et al., 2001; Segalés et al.,
2001). En conclusion, estos resultados sugieren una incapacidad de cerdos severamente

infectados con PCV2 para desarrollar una respuesta inmune efectiva.

4.2.1. Linfopeniay células blanco

Aunqgue hay certeza de que los sintomas clinicos se relacionan con desordenes
inmunopatoldgicos, los cerdos pueden ser asintomaticamente infectados. Algunos de
los signos como la linfopenia s6lo pueden evidenciarse en animales desarrollando
PMWS. Sin embargo, los animales que logran sobrevivir a la infeccién por PCV2
desarrollan inmunidad contra el virus (McCullough et al., 2007).

La linfopenia asociada a cerdos desarrollando enfermedades asociadas al

circovirus porcino tipo 2 (PCVD) como PMWS, es detectable antes del comienzo de
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los sintomas clinicos (Nielsen et al., 2003; Shibahara et al., 2000). La linfopenia se
manifiesta principalmente en los linfocitos B, seguido de los linfocitos T, pero estos
linfocitos (B y T) raramente cargan el antigeno viral. Analisis in vivo han demostrado
que el PCV2 infecta con mayor frecuencia a células monociticas (monocitos,
macrofagos y células dendriticas). Ademas, de esta asociacion persistente con las
células dendriticas mielomonociticas, los antigenos de PCV2 pueden ser
ocasionalmente encontrados en células endoteliales, células epiteliales y, como se
menciond anteriormente, en linfocitos (Darwich et al., 2004). Mientras que la infeccion
in utero puede llevar a la acumulacion de antigenos virales en los cardiomiocitos
(Sanchez et al., 2003).

La infeccion del virus en los linfocitos no se observa en todos los animales
analizados y se manifiesta de manera transitoria ya que el virus desaparece de los
linfocitos a medida que el cerdo crece. Esta pérdida de la antigeno-positividad de los
linfocitos se puede deber a la linfopenia resultado de la remocion de células positivas al
virus. En contraste, todos los animales infectados por PCV2, muestran antigenos
virales en macrdfagos y células dendriticas, los cuales aparentemente permanecen
viables resultando una asociacién persistente de estas células con el virus (Darwich et
al., 2004). Analisis in vitro han confirmado la predileccion del PCV2 por las células
mielomonociticas. Es mas, estas celulas pueden albergar al antigeno viral por
prolongados periodos, mientras que los linfocitos en un mismo cultivo permanecen sin
infeccion. Ademas, el virus no aparenta replicar en las células dendriticas (Vincent et
al., 2003; Gilpin et al., 2003). Entonces surge la pregunta de donde deberia replicarse
el virus para producir suficiente antigeno para mantener la alta carga viral encontrada
en los macréfagos y células dendriticas. La respuesta se encuentra en estudios
realizados in vitro en los cuales el PCV2 va a infectar y replicarse en células del
endotelio y epitelio intestinal de los cerdos, particularmente cuando éstas células estan
cursando con algun tipo de respuesta inflamatoria local (Steiner et al., 2007). La
influencia de sefiales secundarias como la presencia de co-infecciones,

inmunoestimulacion o inmunosupresion, resultan esenciales para afectar la
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inmunocompetitividad de los linfocitos ante una infeccion por PCV2 (Allan et al.,
2004; Segalés et al., 2005; Ellis et al., 2004; Ellis et al., 1999).

4.2.2. Infeccion de células dendriticas por PCV2

Las células dendriticas (CD) son las células presentadoras de antigeno mas
potentes del sistema inmune y tienen un rol muy importante en la inmunidad protectiva
contra infecciones virales (Banchereau y Steinman, 1998). Como se dijo anteriormente,
el PCV2 es un virus que tiene tropismo por las células dendriticas, sin embargo no
induce la muerte celular de éstas, ni la de los linfocitos co-cultivados con células
dendriticas infectadas, por lo que no existe evidencia de transmision del virus desde las
CD infectadas a los linfocitos, incluso cuando éstos estan activados (Vincent et al.,
2003).

4.3. Patogenicidad del PCV2

El PCV2 ha sido asociado a un gran nimero de enfermedades y sindromes en
cerdos, siendo el responsable de causar PMWS en cerdos (Allan y Ellis, 2000). En el
afio 1996 se reportd una asociacion del PCV2 con neumonia intersticial y
linfoadenopatia en cerdos de 6 semanas de California, concluyendo que este virus era
el agente etioldgico de estos sindromes (Daft et al., 1996). Ademas, el PCV2 ha sido
asociado a otras patologias como son el Sindrome de Dermatitis y Nefropatia Porcina
(PDNS) (Rosell et al., 2000), Fallas reproductivas (West et al., 1999; Ohlinger et al.,
2000), Neumonia Proliferativa Necrotizante (PNP) (Pesch et al., 2000) y Tremor
Congénito Tipo A-2 (CT-All) (Stevenson et al., 2001).
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4.4. Deteccion de PCV2

Inmunohistoquimica (1H)

La IH es una técnica utilizada para detectar el antigeno de PCV2 en tejidos
fijados en formol e incluidos en parafina (Rosell et al., 1999; Allan y Ellis, 2000).
Ademas es una prueba de alta sensibilidad (incluso mas que HIS), especifica,

economica, rapida y sencilla (McNeilly et al., 1999).

Hibridacién in situ (HIS)

La HIS es una técnica utilizada para detectar el antigeno de PCV2 sobre
secciones de tejidos fijados en formol e incluidos en parafina, mediante el empleo de
una secuencia de DNA complementaria a la secuencia del genoma de PCV2 (Rosell et
al., 1999; Choi y Chae, 1999), permitiendo asi, detectar la ubicacion del &cido nucléico
dentro de la célula y su distribucion en los tejidos, ademaés, permite correlacionar las

lesiones microscopicas observadas con la presencia de PCV2 (Rosell et al., 2000).

IFI
Esta técnica detecta el antigeno viral en cultivos celulares mediante el uso de
anticuerpos monoclonales y policlonales (Allan et al., 1999). Se caracteriza por ser una

técnica altamente especifica, sensible, economica y sencilla (Rosell et al., 1999).

PCR

Para el diagnostico del virus se ha utilizado ampliamente la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), la cual resulta ser muy util para la deteccidn de rutina ya que
permite detectar de manera rapida la presencia del acido nucléico viral con alta
sensibilidad y especificidad (Hamel et al., 1999), ademas permite cuantificar la
presencia del genoma viral (Liu et al., 2000). Mediante la técnica de PCR es posible
detectar el PCV2 a partir de muestras de tejido y secreciones organicas (Hamel et al.,
2000).
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Los genomas detectados por medio de PCR también pueden ser secuenciados y,
como se menciono anteriormente, mediante la utilizacion de la técnica de polimorfismo
de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, del Inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism), es posible la caracterizacion y clasificacion de cada PCV
estudiado (Morozov et al., 1998; Hamel et al., 1999; Hamel et al., 2000; Mankertz et
al., 2000).

Aislamiento viral

La linea celular de rifién de cerdo PK-15 es la mas utilizada para el aislamiento
de PCV2, aunque también es posible su replicacién en otras lineas de origen porcino
como son las diversas lineas celulares de rifidon de cerdo (RPS, SK o IBR-S2), células
de testiculo de cerdo (ST) y linea celular Vero (células de rifion de mono) (Tischer et
al., 1982).

Microscopia electronica

Esta técnica permite diagnosticar el PCV2 por la observacion de particulas
viricas compatibles morfol6gicamente mediante inmunotincion (Mankertz et al., 2000).
Ademas, es posible detectar la locacion ultraestructural especifica dentro de las células,
principalmente en el citoplasma de los macréfagos, como particulas de un diametro de
17nm aproximadamente, electrodensas, de forma redondeada a ovoide, con margenes
irregulares (Ellis et al., 1998; Mankertz et al., 2000).

4.5.  Deteccidn de anticuerpos frente a PCV2

La deteccion de anticuerpos de PCV2 se puede realizar mediante diversas
técnicas como son la técnica de IPMA, IFl y ELISA. Para la técnica de ELISA se
utilizan proteinas de la capside del virus (producto del ORF2) como sustrato especifico,
un cultivo celular con PCV2 y un anticuerpo monoclonal especifico el cual actiia como

agente competitivo especifico (Balasch et al., 1999; Nawagitgul et al., 2002).
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4.6.  Caracterizacion genotipica del PCV2

El PCV2 puede ser categorizado en diferentes genotipos de acuerdo a su
secuencia nucleotidica y segun el analisis del polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés restriction fragment length polymorphism)
de su genoma, siendo una herramienta Gtil para la caracterizacion de los distintos
aislados de PCV (Hamel et al., 1999). Estudios previos indican que las variaciones
geneticas del PCV2 deberian estar asociadas al origen geografico mas que con el
tropismo celular o virulencia (Wen et al., 2005).

Desde la primera secuencia de PCV2 descrita por Hamel et al. (1999), hasta
Septiembre del 2007, se han publicado aproximadamente 60 genotipos distintos de
PCV2 en GenBank, los cuales han sido aislados en distintos paises y continentes
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Recientemente, en China se realizd un estudio en donde se analizaron muestras
de tejido de cerdos de distintas granjas, la presencia de PCV2 fue detectada por PCR en
un 59.9% de las muestras analizadas (de diferentes regiones geogréaficas del pais), estas
se sometieron posteriormente a analisis RFLP, distinguiéndose 9 patrones genéticos
distintos del marco de lectura ORF2. El analisis filogenético de estos genotipos muestra
que el PCV2 de mayor prevalencia en China comprende tres grupos diferentes (Wen et
al., 2005). Un estudio de similares caracteristicas fue realizado ante un brote de PMWS
en Croacia en cuatro pequefos criaderos de cerdos, reportandose 4 secuencias del
genoma de PCV?2 originadas de los aislados de campo (2099-M, 2099-1, 2099-2 y 2099-
3). La region que codifica para la capside (ORF2) fue secuenciada, ya que es la mas
adecuada para la tipificacion genética por ser la mas variable dentro del genoma del
PCV2, el analisis filogenético de esos cuatro aislados los agrupd en un origen comun, el
cual esta estrechamente relacionado con los genotipos de los aislados en Nueva
Zelandia, Francia, China, UK y Eslovenia publicadas en GenBank (Jemersic et al.,
2004).
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Por otra parte, en Hungria, los genomas de PCV?2 aislados desde cerdos salvajes
fueron divididos en 7 grupos (WB-H1-7), tres de los cuales tenian un genoma de 1767
bp y los cuatro restantes 1768 bp de longitud. El analisis filogenético de las secuencias
origing distintos tipos de arboles filogenéticos dependiendo de la fuente usada para la
comparacion. Interesantemente, el segmento rep (ORF1) se mantiene similar entre los
distintos grupos, mientras que al comparar el segmento cap (ORF2) se revelan
diferencias entre los grupos, sugiriendo la posibilidad de recombinacion genémica entre
distintos genotipos de PCV2 (Cségola et al., 2005).

4.7.  Prevenciony control

Debido a que la infeccidén por PCV2 es ubicua y no se describen tratamientos
especificos contra éste sindrome, la prevencion juega un rol esencial para controlar la
infeccion. Entre las PCVDs, el PMWS es la enfermedad con el mayor impacto
econdomico en produccion porcina. Como se definio anteriormente, ésta es una
enfermedad multifactorial en la que es necesaria la infeccion de los cerdos con PCV2,
pero, ademas, la influencia de factores infecciosos y no infecciosos que actien como
gatillantes para el desarrollo de la forma clinica del sindrome. Por consiguiente, las
medidas de control efectivas contra el PMWS se han centrado principalmente en el
entendimiento de los co-factores que afectan a cada granja en particular y en el control
y erradicacion de éstos (Segalés et al., 2005).

Estudios llevados a cabo en Francia desde 1998 han demostrado que las
condiciones ambientales son necesarias, en asociacion con PCV2, para la expresion
clinica de la enfermedad (Madec et al., 2000). A su vez, los circovirus porcinos son
altamente resistentes a la inactivacién con detergentes y desinfectantes comunes,
haciendo dificil la descontaminacion de los predios infectados, si es que no imposible
(Allan y Ellis, 2000). Es interesante destacar que el primer brote de PCV2 relacionado
a PMWS descrito en Canada, ocurrié en un predio de cerdos libres de patogenos (SPF,
del Inglés Specific Pathogen Free) y con altas medidas de bioseguridad (Ellis et al.,

1998; Harding, 1996; Harding et al., 1998). La implementacion de lo que hoy en dia es
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conocido como el plan de 20 pasos de Madec, (lista de medidas de manejo que buscan
disminuir el impacto de la enfermedad) ha disminuido significativamente el porcentaje
de mortalidad en granjas severamente afectadas (Madec et al., 2001). Estas medidas
fueron designadas para reducir la presion de infeccion en relacion al PCV2 y otras
infecciones, a través de medidas de higiene y de reduccion del estrés en las diferentes
etapas de produccion (Madec et al., 2000; Madec y Waddilove, 2002).

En los ultimos afios se han elaborado distintas vacunas que ayudan a la
prevencion de la infeccion por PCV2. Actualmente, en EEUU, Canada y Europa, se
estan ensayando 4 vacunas (Ingelvac de Boehringer; Suvaxyn de Fort Dodge; Circovac
de Merial y una de Intervet, sin nombre). Estas estan basadas en quimeras de versiones
atenuadas del virus completo o subunidades proteicas recombinantes que involucran
tanto a la proteina de la capside (ORF2) como a la proteina que participa en la
replicacién viral (ORF1). En todos los casos se ha logrado la proteccion de lotes de
cerdos vacunados aunque los resultados no son totalmente concluyentes. En Europa
por ejemplo, la vacuna mas usada actualmente es Circovac (virus atenuado), disponible
bajo licencia provisional y esta empezando a exportarse al Reino Unido bajo un
certificado de importacion especial. En EEUU se esta usando Ingelvac, la cual ha
probado disminuir la mortalidad de los cerdos por PCV2 significativamente. En la
mayoria de los casos se ha observado un aumento en la tasa de crecimiento y una
disminucion en la tasa de mortalidad debido a la estimulacion del sistema inmune
adaptativo y el traspaso de grandes niveles de anticuerpos maternos a los lechones
(Burch, 2007).

Aparentemente, una buena bioseguridad no asegura estar libre de las
enfermedades asociadas al PCV2. Un diagndstico rapido, la pronta remocién de los
animales enfermos de las granjas y buenas practicas de manejo serian las Unicas
medidas para controlar las pérdidas atribuidas a la infeccion por PCV2 (Allan y Ellis,
2000). Por otra parte, como se sefiald anteriormente, las variaciones genéticas que
presenta el PCV2 estarian asociadas principalmente a un origen geogréafico, dando paso

a una gran diversidad de subgrupos especificos segun la region donde se encuentre,
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pudiendo determinar, esta diversidad, distintas caracteristicas antigénicas y de
patogenicidad, las cuales se traducirian en diferencias en la presentacion de PMWS y
patologias asociadas. Por este motivo, seria de gran utilidad determinar la variante de
PCV2 presente en Chile mediante la caracterizacion genotipica, para asi poder tomar

las medidas adecuadas de inmunizacidn y prevencidn contra esta amenaza emergente.
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Hipotesis
La aplicacion de un ensayo de PCR-RFLP para PCV2 a partir de muestras de

cerdos con signologia PMWS de distintos planteles, permitird detectar y caracterizar

genotipicamente el virus presente en Chile.

Objetivo General

Detectar y genotipificar el genoma de PCV2 desde muestras provenientes de cerdos de

distintos planteles en Chile.

Objetivos Especificos

m  Detectar por PCR el gen cap usando como templado el DNA genémico
extraido desde ganglios y/o suero de cerdos con signologia PMWS, de distintos
planteles Chilenos.

m  Genotipificar el gen cap amplificado, por medio de RFLP.

m  Secuenciar los genotipos mas cominmente aislados en el estudio.

m  Comparar filogenéticamente las secuencias obtenidas con las disponibles en

bases de datos.
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Materiales y Métodos

Recoleccién de muestras:

Se seleccionaron cerdos que presentaban signologia compatible con PMWS
provenientes de 3 predios de la zona central de Chile: A, B y C. Se recolectaron
muestras de 5 animales por cada plantel. Los cerdos fueron sometidos a necropsia con
el fin de hallar lesiones que nos confirmaran que estabamos ante un caso de PMWS,
tales como: canal caquéxica y palida, linfonodosb periféricos palidos y aumentados de
tamafio, principalmente los inguinales y mesentéricos (fig.1), ascitis, congestion
hepatica, estbmago e intestino sin comida, pero llenos de liquido, edemas en
mesenterio y Ulceras gastricas, aunque estas ultimas no se presentan en todos los casos.
A cada individuo se le extrajeron los ganglios inguinales superficiales. Una vez
obtenidas las muestras estas fueron colocadas en tubos con etanol 95% y guardadas en

el laboratorio a —20°C hasta su utilizacion.

A)
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B)

Fig.1: Necropsia realizada a un cerdo con signologia clinica compatible con
PMWS. En el panel A, la flecha indica los ganglios mesentéricos aumentados de
tamafio. En el panel B, se puede observar el aumento de tamafio del ganglio inguinal
superficial (flecha).

Extraccion de DNA:

Se extrajeron 20 a 30 mg de tejido ganglio inguinal superficial de cerdo y
fueron colocados en tubos Eppendorf de 1,5 ml a los cuales se les agreg6é 800 pl de
tampodn de lisis de DNA (50 mM Tris &cido clorhidrico pH8, 50 mM &cido etilen
diamino tetraacético (EDTA, del inglés Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) y 400 mM
cloruro de sodio (NaCl), luego se adicionaron 100 ul de dodecil sulfato de sodio (SDS,
del inglés Sulfate Dodecil Sodio) 10% y 20 ul de proteinasa K 20 mg/ml. Se agitaron
en el vortex por 10 segundos, luego se realizd una digestion a 70°C por 3 horas
agitando cada 20 minutos. Posteriormente, el producto o muestra se mezcld 3 veces
con 500 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd durante

10 minutos a 15000 x g. Luego de centrifugar se extrajo la fase acuosa (600 pl), se

27



deposit6 en otro tubo Eppendorf y luego se precipitd el DNA adicionando 60 ul de
acetato de sodio 3M pH 5,2 y 360 ul de isopropanol. Se mantuvo a -20°C entre 1y 16
horas, luego se centrifugé a 15000 x g por 30 minutos y posteriormente se lavo el
sedimento con etanol al 70%. EI sedimento se resuspendi6é en 50 ml de agua libre de
nucleasas.

La integridad del DNA se monitore6 en geles de agarosa al 0,8 0 1% en
solucion de amortiguador TAE (Tris, Acetato, EDTA) y se calculé su concentracion
midiendo la absorvancia (abs) a 260 nm de acuerdo a la siguiente formula:

DNA (pg/ml) = (abs 260) x (factor de dilucion) x (50 ug DNA/mI)/(1 unidad de abs
260).

La pureza fue estimada de acuerdo a la razén de absorvancia 260 /280 nm

(Maniatis et al., 1982).

PCR:

Los partidores que se usaron para la deteccion de PCV2 amplificaron el marco
de lectura orf2 completo. Estos partidores fueron disefiados con el programa DS Gene
1.1 Trial, de acuerdo a las secuencias publicadas por el NCBI (del inglés National

Center for Biotechnology Information), y su secuencia fue la siguiente:

5’-CCCAAGCTTCGATGACGTACCCAAGGAGGCG-3’ para cap F (“forward”).
5’- CGGGGTACCTTATGGTTTAAGTGGGGGGTC-3’ para cap R (“reverse”).

Al final, la longitud de los productos amplificados fue de 700 pares de bases. La
amplificacién por PCR fue efectuada en presencia de 2 ul de MgCl, 50 mM, 10 pl
tampon de PCR 10X, 81 pl de agua libre de nucleasas, 2 pl de DNA, 2 pl de
desoxinucledsido trifosfato 10 mM (dNTP, del inglés deoxynucleoside triphosphate)
10 mM, 1ul de partidor F 10 pmoles /ul (“forward”) y 1 ul de partidor R 10 pmoles /ul

(“reverse™) y 1 ul de la enzima Taq polimerasa 5U/ul (Invitrogen®). El protocolo de la
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reaccion de amplificacion fue el siguiente: desnaturacion inicial a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos de -desnaturacion a 94°C por 1 minuto, alineamiento de los partidores a 48°C
por 1 minuto y polimerizacién a 72°C por 1 minuto- y un ciclo de extension final a
72°C por 10 minutos. Los productos del PCR fueron separados por electroforesis
horizontal en gel de agarosa en solucion tampon TBE (del inglés Tris base, Boric acid
y EDTA) 1% (Maniatis et al., 1982); tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
sobre transiluminador UV, donde fueron fotografiados con una camara Samsung
digimax 370 de 3.2 mega pixels.

Paralelamente, para obtener mayor informacion de la presencia de PCV2 en los

cerdos infectados, se realizaron las siguientes técnicas:

a) PCR multiple semicuantitativo. Para esta técnica se realiz6 la amplificacion
en forma simultanea de orf2 y un fragmento interno del gen de p-actina de Sus
scrofa, como estandar interno. Con esta reaccion se procedié a determinar, en
forma aproximada, la carga viral de PCV2 en 5 individuos pertenecientes al
plantel C. La secuencia de los partidores empleados para amplificar un

fragmento el gen de actina fue la siguiente:

5’- GGTGCTGTGGGTGTATAGGTAC-3’ B-act F (“forward”).
5-TGAGGTAGTCGGTCAGGTCC-3" B-act R (“reverse”).

La longitud de los productos amplificados fue de 700 pares de bases para orf2 y
400 pb para el fragmento interno del gen de B-actina. Esta reaccion fue
efectuada en presencia de 1 ul de ambos partidores F 10 pmoles/ul (para orf 2 'y
B-actina) y 1 ul de ambos partidores R 10 pmoles/ul (para orf 2 y B-actina),
junto a 2 pl de MgCl,; 50 mM, 10 pl de tampon de PCR 10X, 81 ul de agua
libre de nucleasas, 2 pl de DNA templado, 2 pl de dNTP 10 mM, y 1 pl de la
enzima Taq polimerasa 5U/ul (Invitrogen®). El protocolo de la reaccion de

amplificacion fue el siguiente: Desnaturacion inicial a 94°C por 5 minutos, 20
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ciclos de desnaturacion 94°C por 1 minuto, alineamiento de los partidores a
47°C por 1 minuto, polimerizacion a 72°C por 1 minuto, y un ciclo de
extension final a 72°C por 10 minutos. Los 20 ciclos de amplificacion fueron
escogidos en base a una estandarizacién previa probando diferentes nimeros de
ciclos de amplificacion (10, 15, 20 y 30 ciclos). Los productos del PCR fueron
separados por electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% en solucién de
tampon TBE; tefiidos con bromuro de etidio y visualizados sobre

transiluminador UV.

a) Dilucion limite de PCV2. La concentraciéon inicial de DNA de PCV2
(genotipo N1), clonado en un vector plasmidial, fue medida mediante
espectrofotometria UV. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas 1:10
del DNA inicial en agua libre de nucleasas y suero fetal bovino.
Posteriormente, las diluciones fueron sometidas al protocolo de PCR para
amplificacion de orf2, utilizando los partidores y protocolos anteriormente
sefialados, con la diferencia que se emplearon solo 20 ciclos de

desnaturacion/renaturacién térmica.

RFLP:

Los sitios de restriccion dentro del gen orf2 de PCV2 fueron examinados en
detalle usando el programa Vector NTI en base a la secuencia nucleotidica del aislado
N1 de PCV2, el cual esta disponible en nuestro laboratorio. Las enzimas de restriccion
que se usaron en este estudio fueron escogidas en base a polimorfismos descritos para
orf2. Los productos amplificados por PCR para cada muestra fueron sujetos a digestion
segun el siguiente protocolo: 15 ul de cada producto de PCR fue digerido en un
volumen final de 20 pl, con 1 pl de cada endonucleasa (Mbol y Msel).

Después de una incubacion de 4 horas a 37°C los productos digeridos fueron

analizados por electroforesis en geles de acrilamida-urea 8% (Maniatis et al., 1982).
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Genotipado y secuenciacion nucleotidica:

Después de haber obtenido por RFLP los perfiles de banda, éstos se analizaron
desarrollando matrices binarias en base a presencia o ausencia de bandas polimorficas
obtenidas de cada muestra. Posteriormente, algunos aislados fueron secuenciados,
utilizando el secuenciador automético marca ABI modelo Pris 3100 (servicio
solicitado a la facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Catdlica).

Para la purificacion y aislamiento del DNA, previo a su secuenciacion, se

emplearon los siguientes métodos:

a) Purificacién de banda desde geles de agarosa y secuenciacion directa. La
purificacion de DNA desde gel se llevo a cabo con el kit Ultra Clean™ 15 DNA
Purification de MO BIO® bajo las recomendaciones del fabricante. Una vez
obtenidos los fragmentos aislados de orf2, de 700 pb, éstos fueron visualizados
en gel de agarosa TBE 0,8 % para calcular en forma aproximada su
concentracion. El producto, posteriormente, fue sometido a secuenciacion
directa, sin embrago, el resultado de la reacciéon de secuenciacion no abarco
todo el marco de lectura del gen orf2.

b) Reamplificacion del producto por PCR con partidores internos. Consiste en
una variante del PCR convencional que comprende dos rondas de
amplificacion con distintos pares de partidores en cada una, con el fin de
incrementar la sensibilidad de deteccion y por lo tanto de la reaccion de
secuenciacion. Primero, se realizd una reaccion con los partidores externos con
el fin de amplificar una region méas externa de orf2. Después, con este producto
de amplificacion, se ejecuta la reaccion de secuenciacion con los partidores
internos para aumentar la eficiencia de la reaccion. Los partidores utilizados

fueron los siguientes:

5’-ATGACGTACCCAAGGAGGCGTTACC-3'CAPNEST F (“forward”).
5-TTATGGTTTAAGTGGGGGGTCTTTA-3" CAP NEST R (“reverse”).
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Con esta técnica, el resultado de la reaccion de secuenciacion no abarcé todo el

marco de lectura del gen orf2.

c) Clonamiento de orf2 en el vector pTopo. Para esta técnica se debi6 ligar los

productos de PCR de orf2 al vector pTopo, para lo cual a un tubo Eppendorf de
Iml se le agregaron 4 pl de amplificado mas 1ul de Salt Solution, 0,5 pl de
agua sin nucleasas, 0,5 pl de vector pTopo y se incub6 durante toda la noche a
temperatura ambiente. Con la mezcla de ligacion resultante se transformo, por
medio de quimio-transformacion, la cepa Escherichia coli DH5a.. Para lo esto
se mezclaron 200 pl de células quimiocompetentes (tratadas con CaCly con 10
pl de la mezcla de ligacion diluida 1:10, el producto obtenido se incubd en
hielo por 45 minutos y luego se le dio un pulso de 42°C por 60 segundos,
inmediatamente se puso en hielo por 30 segundos. Enseguida, se agreg6 1 ml de
caldo Luria (10 gr. de Triptona, 5 gr. de levadura 'y 5 gr. de NaCl) y se incubé a
37°C por 60 minutos, con agitacion, para conseguir expresion fenotipica. Luego
se recolectaron 200 pl de cultivo y se sembraron en placas de Agar Luria (10
gr. de Triptona, 5 gr. de levadura, 5 gr. de NaCl y 15 gr. de Agar) con
Ampicilina 100 pg/ml, y se incubaron 37°C por 24 hrs. Una vez crecidas las
colonias transformadas, éstas se trasladaron a 3 ml de caldo de cultivo con
ampicilina y se incubaron a 37°C con agitacion por toda la noche.
Posteriormente, se procedid a purificar el plasmidio recombinante desde las
bacterias utilizando el kit AxyPrep™ Plasmid Miniprep de Axygen®. Una vez
obtenidos los plasmidios, se procedié a determinar, por PCR, cual contenia
insertado el gen orf2.

Los clones que contenian el gen insertado, fueron posteriormente
secuenciados en ambos sentidos de replicacion, de esta forma, se abarcé con

éxito todo el marco de lectura del gen orf2.
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Comparacion filogenética:

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas, éstas se compararon segun su
grado de divergencia con las secuencias del gen cap (ORF2) presentes en bases de
datos publicadas por la NCBI (del inglés, National Center for Biotechnology
Information), esto se realizé a través del programa Vector NTI, bajo el algoritmo de

maxima parsimonia, utilizando como outgroup la secuencia de orf2 de PCV1.
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Resultados

1. Determinacion de la dilucién limite de PCV2 que permite la amplificacion de orf2

por PCR:

Con el fin de establecer el limite de deteccion de la técnica de PCR, se empleé DNA de
PCV2 perteneciente un aislado control (N1), el cual se encuentra clonado en un vector
plasmidial. Se efectuaron diluciones seriadas del DNA plasmidial de PCV2 en agua libre de
nucleasas. El primer paso, consistid en la determinacion mediante espectrofotometria UV la
concentracion inicial de DNA utilizado como templado, ésta correspondié a una concentracion
de 20 pg/ml. La visualizacion de los productos de amplificacion, en el gel de Agarosa TBE 1X,
rebelé distintas intensidades de la banda, correspondiente a orf2 (700 pb) (Fig.2). Estas
diferencias de intensidad de banda, son funcion de las distintas concentraciones a las cuales fue
diluido el genoma de PCV2 templado, alcanzandose en algunos segmentos una funcion lineal
entre la densidad de banda obtenida y la dilucion del genoma. La dilucién limite, la cual
corresponde a la mayor dilucion de templado que presenté amplificacion, fue 10°, la cual
representa a una concentracion 20 pg/ml de DNA plasmidial, lo que equivale aproximadamente
a 60 copias de genoma de PCV2. Estos resultados fueron similares, tanto para las muestras
diluidas en agua libre de nucleasas (Fig.2), como para las diluidas en suero fetal bovino (dato no

mostrado).

Fig. 2. Limite de deteccion por PCR del gen orf2. Gel de Agarosa 1 % TBE, donde se
visualiza la dilucién limite del clon plasmidial N1 de PCV2, capaz de ser detectada por la
técnica de PCR. Los fragmentos amplificados corresponden a un tamafio esperado de 700 pb.
Nota: En el control sin diluir (N1) se observa la amplificacién de orf2 y una amplificacion
inespecifica.

34



1.1. Amplificacion por PCR del gen cap desde muestras de cerdos con
signologia PMWS

De todas las muestras provenientes de las necropsias de cerdos con signologia
PMWS, de tres planteles distintos (A, B y C), el 100% de las muestras resultaron
positivas a PCV2 por la técnica de PCR (Fig.3). Estas amplificaron una banda

esperada de 700 pb, con distintas intensidades.

Fig.3. Amplificacion por PCR del gen orf2 desde muestras problema. Las muestras
corresponden a ganglios provenientes de cerdos con signologia PMWS. La banda de 700
pb corresponde al segmento orf2. Gel de Agarosa 1 % TBE.

1.2. Determinacion aproximada de la carga de PCV2 por PCR
semicuantitativo de orf2:

Con el fin de estandarizar la técnica de deteccion de PCV2 y para determinar en
forma aproximada la carga viral presente en cada individuo, se realizé el montaje de un
PCR semicuantitativo, amplificando en forma simultanea el gen orf2 de PCV2 y el gen
de actina de Sus scrofa, este Gltimo usado como control interno de amplificacion. Los
resultados arrojados por los cerdos analizados, pertenecientes al plantel C (Fig.4),
muestran que ademas de ser detectado el virus, se encuentran diferencias notables en la

carga viral entre individuos del mismo plantel, lo cual es evidenciado por las distintas
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intensidades de bandas, con respecto al gen de B-actina, que presentaban los cerdos

infectados.

cap ——-
actinag ——

Fig.4. PCR semicuantitativo. Gel de Agarosa 1 % TBE 1X. Analisis realizado a cerdos
pertenecientes al plantel C (arriba) y al plantel A (abajo). El carril 1(c) presenta una
mayor carga viral. La banda de 400 pb corresponde a un fragmento interno del gen de -
actina, utilizado como estandar interno.
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2. Genotipificacion del gen cap por medio de RFLP:

Para determinar el genotipo de los distintos clones de PCV2 encontrados en los
tres predios analizados, el gen orf2 (cap) fue amplificado por PCR desde ganglios y
posteriormente el producto fue digerido con las enzimas de restriccion de corte
frecuente, Mbol y Msel. Los fragmentos de restriccion esperados corresponden a: 62 pb,
267 pb y 433 pb para la endonucleasa Mbol; y 6 pb, 15 pb, 75 pb, 227 pb y 369 pb para
la endonucleasa Msel (Fig. 5).

El patron de largos de los fragmentos de restriccion obtenidos, fueron idénticos
en las 15 muestras analizadas, no observandose diferencias en los patrones de banda con
respecto al aislado control (genotipo N1, usado como control) en ninguno de los
individuos analizados (Fig. 6).

Mbol

V

Fig.5. Esquema representativo de los cortes efectuados a orf2 por las enzimas de
restriccion: Mbol y Msel. A) La enzima de restriccion Mbol corta a orf2 en 2 sitios,
dando origen a 3 fragmentos de 433pb, 267pb y 62pb respectivamente. B) La enzima de
restriccion Msel corta a orf2 en 4 sitios distintos, dando origen a 5 fragmentos de 369pb,
227pb, 75pb, 15pb y 6pb respectivamente.
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Fig.6. Geles RFLP Geles representativos de acrilamida-urea donde se visualizan los
fragmentos de orf2 generados por las enzimas de restriccion Mbol (panel A) y Msel
(panel B). Los individuos analizados presentan el mismo patrén de restriccion que el
aislado control (N1).

Nota: En el panel B los tamafios de los fragmentos de corte esperados no se
corresponden con el peso molecular estandar.
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3. Secuenciacion nucleotidica de algunos clones aislados en el estudio:

De acuerdo al analisis RFLP, los clones obtenidos no presentaron patrones distintos

entre ellos, ni tampoco con el genotipo control N1. Con este resultado, posteriormente

se procedié a clonar y secuenciar 4 productos de PCR escogidos al azar desde los tres

planteles muestreados. Las secuencias fueron analizadas y editadas para posteriormente

publicarlas en la base de datos de GenBank , bajo los siguientes nimeros se acceso
EU750909, EU519224, EU519223,(fig.7).

Plantel A
Clon 12

gene

/gene=""cap"

CDS

/gene=""cap"

/note="orf2"

/codon_start=1
/product="capsid protein”
/protein_id="ACE77633"

/translation="MTYPRRPYLRDETPPLAAILGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNG
IFNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKV
KVEFWPCSP I TQGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQSFSYHSR
YFTPKPADST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENS1YDQEYNIRVTMY
VQFREFNLKDPPLKP**

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgacgtacc
ggccagatcc
aggaaaaatg
accacagtca
cttcccccag
aaggttaagg
tccagtgctg
ccctatgtaa
tactttaccc
aatcagctgt
gcattcgaaa
ttcagagaat

1..702

1..702

caaggaggcc
tccgecgecg
gcatcttcaa
aaacgccctc
gagggggcte
ttgaattctg
ttattctaga
actactcctc
ccaaacctgc
ggctgagact
acagtatata
ttaatcttaa

ORIGIN

ttacctgcga
cccctggete
cacccgectc
ctgggcgatg
aaacccccge
gccctgetcce
tgataacttt
ccgccatace
agattccact
acaaactgct
cgaccaggaa
agacccccca

gacgagacac
gtccaccccc
tccegeacct
gacatgatga
tctgtgecct
ccgatcaccc
gtaacaaagg
ataacccagt
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc
cttaaaccat

cgcccctegce
gccaccgtta
tcggatatac
gattcaatat
ttgaatacta
agggtgacag
ccacagccct
ccttctccta
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat
aa

agccatctta
ccgctggaga
tatcaagcga
taatgacttt
cagaataaga
gggagtgggc
cacctatgac
ccactcccge
caacaaaaga
cctcggecact
gtatgtacaa
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Plantel B

Clon |

gene 1..702
/gene=""cap”

CDS 1..702

/gene=""cap"

/note=""Cap; orf2"
/codon_start=1
/product="capsid protein"
/protein_id="ACB12408.1"
/db_xref="G1:170284202"

/translation="MTYPRRRLKSRDTAPAAILARSSAAAPGLVHPRHRYRWRRKNGI
FNTRLSRTFGYT IKRTTVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVK
VEFWPCSPITQGDRGVGSSAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRY
FTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSTYDQEYNIRVTMY

VQFREFNLKDPPLKP"

1 atgacgtacc
61 agatcctccg
121 aaaaatggca
181 acagtcaaaa
241 cccccaggag
301 gttaaggttg
361 agtgctgtta
421 tatgtaaact
481 tttaccccca
541 aatcagctgt
601 gcattcgaaa
661 ttcagagaat

Plantel C
Clon1

gene
/gene=""cap"
cDS

/gene=""cap"

caaggaggcy
ccgecgecce
tcttcaacac
cgccctectg
ggggctcaaa
aattctggcc
ttctagatga
actcctcccg
aacctgtcct
ggctgagact
acagtatata
ttaatcttaa

1..705

1..705

/note="Cap; orf2"
/codon_start=1
/product=""capsid protein™
/protein_id="ACB12409.1"
/db_xref=""G1:170284204"

ORIGIN

tttaaagagt
tggtctcgtc
ccgectctcc
ggcggtggac
cccecgetcet
ctgctccccg
taactttgta
ccataccata
agattccact
acaaactgct
cgaccaggaa
agacccccca

agagacaccg
cacccccgcece
cgcaccttcg
atgatgagat
gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc
cttaaaccat

cccccgeagce
accgttaccg
gatatactat
tcaatattaa
aatactacag
gtgacagggg
cagccctcac
tctcctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat
aa

translation="MTYPRRRYTERDTAPAAISGQILRRRPLLLVHPRHRYRWRRKNG

IFNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKV
KVEFWPCSP I TQGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSR
YFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENS1YDQEYNIRVTM

YVQFREFNLKDPPLNH

catcttggcc
ctggagaagg
caagcgaacc
tgactttctt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgacccc
ctcccgetac
caacaaaaga
cctcggeact
gtatgtacaa
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61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgacgtatc
cagatcctcc
aggaaaaatg
accacagtca
cttcccccag
aaggttaagg
tccagtgctg
ccctatgtaa
tactttaccc
agaaatcagc
actgcgttcg
caattcagag

caaggaggcg
gccgccgecce
gcatcttcaa
aaacgccctc
gagggggctc
ttgaattctg
ttatactaga
actactcctc
ccaaacctgt
tgtggctgag
aaaacagtat
aatttaatct

ORIGIN

ttacacggag
cttgttgctc
cacccgcecte
ctgggcggty
aaacccccge
gcecctgetece
tgataacttt
ccgccatacc
cctagattcc
actacaaact
atacgaccag
taaagacccc

agagacaccg
gtccaccccc
tccegeacct
gacatgatga
tctgtgccct
ccgatcaccc
gtaacaaagg
ataacccagc
actattgatt
gctggaaatg
gaatacaata
ccacttaacc

cccccgeagce
gccaccgtta
tcggatatac
gattcaatat
ttgaatacta
agggtgacag
ccacagccct
ccttctccta
acttccaacc
tagaccacgt
tccgtgtaac
attaa

catctctggc
ccgctggaga
tatcaagcga
taatgacttt
cagaataaga
gggagtgggc
cacctatgac
ccactcccge
aaacaacaaa
aggccttggce
catgtatgta

Fig. 7: Las secuencias corresponde a secuencias nucleotidicas obtenidas, mas la
secuencia aminoacidica predicha, de 3 individuos provenientes de los 3 planteles
analizados.

Como se mostro en la figura 4, al determinar la carga de PCV2 por PCR

semicuantitativo de orf2, el carril C1 (clon C) fue el que presentd la mayor intensidad

de la banda de 700 pb entre de los individuos analizados en el plantel C, y entre otros

planteles. Por esta razon, posteriormente, se procedié a clonar y secuenciar los

productos de PCR del clon C (Fig.8). La secuencia fue analizada y editada para

posteriormente publicarlas en la base de datos de GenBank , bajo el siguientes niUmero
se acceso EU186062 (fig.7).

Plantel C
ClonC

CDS

/codon_start=1
/product=""capsid protein"”
/protein_id="ABW72700.1"
/db_xref="GI:158536324""

/translation="MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGI
FNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFN INAFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVK
VEFWPCSP I TQGDRGVGSSAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRY
FTPKPVLDSTIDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSIYEKEYNIRVTME
VNQRINLEKDPPLKPL™

1..>702
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1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atgacgtacc
cagatcctcc
aaaaatggca
acagtcaaaa
cccccaggag
gttaaggttg
agtgctgtta
tatgtaaact
tttaccccca
aatcagctgt
gcgttcgaaa
cagagaatta

caaggaggcg
gccgecgecce
tcttcaacac
cgccctectg
ggggctcaaa
aattctggcc
tactagatga
actcctcccg
aacctgtcct
ggctgagact
acagtatata
atctagaaaa

ORIGIN

ttaccggaga
ctggctcgtc
ccgectctece
ggcggtggac
ccccegetcet
ctgctccecg
taactttgta
ccataccata
agattccact
acaaactgct
cgagaaggaa
agacccccca

agaagacacc
cacccccgcec
cgcaccttcg
atgatgagat
gtgccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
acccagccct
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc
cttaaaccat

gcccccgeag
accgttaccg
gatatactat
tcaatattaa
aatactacag
gtgacagggg
cagccctcac
tctcctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat
ta

ccatcttggc
ctggagaagg
caagcgaacc
tgcttttctt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgacccc
ctcccgetac
caacaaaaga
ccttggcact
ggaagtcaat

Fig.8: Las secuencias corresponden a secuencias nucleotidicas obtenidas, mas la
secuencia aminodcidica predicha, del individuo que presentd la mayor carga viral,
correspondiente al plantel C.

4. Analisis nucleotidico de la secuencias obtenidas

Al alinear las secuencias obtenidas al programa Vector NTI, se determind que
presentan un 94 % de identidad nucleotidica entre si. Paralelamente, el analisis
filogenético de las secuencias obtenidas, realizado programa Cluster W, las agrup6 en un
clado especifico, junto con aislados Suecos y algunos aislados Chinos. Ademas, este
anélisis, junto a revision bibliogréfica reciente, permitio diferenciar las secuencias en
dos subgrupos o subgenotipos de PCV2 (1y 2). De esta manera, fue posible concluir que
las cepas nacionales analizadas corresponden al subgrupo 1, presentando una estrecha
relacion con genotipos de origen Europeo.
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e

cap C (0.0153)
CAP AB257870 CHINA (0.0040)
cap | (0.0064)
cap 12 (0.0065)
CAP EF184226 SWEDEN (0.0000)
Lcap N1 prima (0.0014)
CAP EF184227 SWEDEN (0.0014)
CAP EF184228 SWEDEN (0.0029)
_|:CAP EF064149 CHINA (0.0056)
CAP EF467928 CHINA (0.0058)

I:CAP AX068058 SINTETIC (0.0027)

CAP DQ397521 USA (0.0115)
CAP DQ856568 BRAZIL (0.0017)
CAP EF067853 CHINA (0.0040)
CAP EF184223 SWEDEN (0.0000)
CAP EF184224 SWEDEN (0.0014)
CAP EF064150 CHINA (0.0089)
CAP DQ856572 BRAZIL (0.0120)
CAP EF184220 SWEDEN (0.0001)
4[LCAP EF184221 SWEDEN (0.0013)
CAP EF184222 SWEDEN (0.0016)

L [———CAPAYS56474CHINA (0.0165)

CAP EF184225 SWEDEN (0.0048) /
/ /—PCVl capsid (0.2846)

CAP AY864814 THAILAND (0.0278)
CAP AY556473 CHINA (0.0072)
CAP AY556476 CHINA (0.0014)
CAP AY686763 CHINA (0.0014)
CAP AY686765 CHINA (0.0096)
L CAP AY556477 CHINA (0.0162)
CAP DQ856573 BRAZIL (0.0146)
~CAP DQ856564 BRAZIL (0.0014)
- CAP DQ856567 BRAZIL (0.0014)
_I—CAP DQ856578 BRAZIL (0.0014)
CAP DQ861902 BRAZIL (0.0000)
CAP DQ856566 BRAZIL (0.0007)
-CAP AY536755 CHINA (0.0013)
-CAP DQ910865 CHINA (0.0014)
CAP AY294310 CHINA (0.0080)
_|:CAP EF592575 CHINA (0.0088)
CAP EF592576 CHINA (0.0069)
|—_CAP AY536756 CHINA (0.0028)
CAP AY691679 CHINA (0.0043)
CAP EF560608 CHINA (0.0043)
CAP EF560610 CHINA (0.0029)
CAP EF560609 CHINA (0.0028)
CAP EF210106 CHINA (0.0014)
CAP DQ195679 CHINA (0.0014)
CAP EF197986 CHINA (0.0014)
CAP AY686764 CHINA (0.0014)
CAP AY579893 CHINA (0.0000)
-CAP AY686762 CHINA (0.0014)
—CAP AY732494 CHINA (0.0029)
L CAP DO910866 CHINA (0.0057)

Fig.9. Arbol filogenético en donde se observa el grado de divergencia genética que existe entre
las secuencias nacionales y otras secuencias publicados en GenBank. En el recuadro rojo se

destacan las cuatro secuencias aisladas en Chile. El gen orf2 de PCV-1 fue usado como
outgroup,
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Al analizar las secuencias ingresadas al programa Cluster W, fue posible
establecer la distribucion de la frecuencia de polimorfismos, los cuales se localizan
principalmente entre los nucledtidos 250-300 y 400-450 (gréafico 1). Por otra parte, el
alineamiento de las secuencias aminoacidicas predichas del gen orf2 provenientes de los
distintos aislados de PCV2 publicados en GenBank, incluyendo los aislados nacionales
(Anexo 3), presentd una identidad de 95% con respecto a la secuencia consenso. Los
aislados nacionales presentan la mayor divergencia en una region especifica del extremo

N-terminal de la proteina, localizada entre los residuos aminoacidicos 10 y 20.

Distribucion de polimorfismos
200

180 —+
160 -

140 -+

| | | | | ‘ | m Polimorfismos
] I I I I I I I I

Ene-50 51-100 101-150 151-200 201-250 251-300 301-350 351-400 401-450 451-500 501-550 551-600 601-650 651-700 701-750
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Grafico 1. La secuencia nucleotidica del gen orf2 de cada aislado fue dividida
arbitrariamente en segmentos de 50 pb, en cada uno de los cuales se registro el nimero
de secuencias que presentaron polimorfismos. Se puede observar que la mayor
frecuencia de los polimorfismos entre 80 secuencias analizadas se localiza a nivel de los
250-300 y 400-450 pb del gen orf2 de PCV-2.
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Cap N1
Cap C Chile

Translation of amino 1

Translation of amino |

Translation of aminoacidos 12
Translation of AY864814 THAILAND
Translation of CAP AY536755 CHINA
Translation of CAP AY536755 CHINA#2
Translation of CAP AY556473 CHINA
Translation of CAP AY556473 CHINA#2
Translation of CAP AY556476 CHINA
Translation of CAP AY556476 CHINA#2
Translation of CAP DQ 195679 CHINA
Translation of CAP DQ 195679 CHINA#2
Translation of DQ856564

Translation of DQ856564#2

Translation of DQ856567

Translation of DQ856567#2

Translation of DQ856568 BRAZIL
Translation of DQ856569

Translation of DQ856569#2

Translation of DQ856578

Translation of DQ856578#2

Translation of EF064149

Translation of EF064149#2

Translation of EF064150

Translation of EF067853 CHINA
Translation of EF184220

Translation of EF184221

Translation of EF184222

Translation of EF184224 SWEDEN
Translation of EF184225

Translation of EF184226

Translation of EF184227

Translation of EF197986

Translation of EF467928

Translation of EF560608

Translation of EF560609

Translation of EF560610

Consensus

@1 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 122
(1) MTYPRRRYRRRRHLP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TKRT TVKTPSWAVDVMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINAFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS

(1) MTYPRRRYTERDTAPﬂ 1SGQILRRRPLLLYHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTEGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS

(1) MTYPRRRLESRDTAP-AR I LARSSAAAPG-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTEGY T IKRTTVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRPYLRDETPPLAAILGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNARLSRTFGYTVKKT TVRTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTEGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRT IGY TMKAT TVRTPSWNVDMMRFN INDFLPPGGGSNPLIVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRT IGY TWKAT TVRTPSWNVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLIVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRT IGY TWKAT TVRTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLIIVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRT IGY TWKAT TVRTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPLIVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LEHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LEHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTEGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
@) MTYPRRERRRRHRP—RSHLGQI LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNARLSRTFGYaKATTVSTPSWAVD RFNIDDEPPGGENK IaPFEVYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS

(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWKRKNG I FTTRLSRTFGY  TVTTPSWAVDN NDFVPPGGGINK ISEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWKRKNG I FTTRLSRTFGY'  TVTTPSWAVDN PPGGGINK 1SEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS

(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDN NDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRWKKG I FNTRLSRTEGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRWKKG I FNTRLSRTFGY TIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LLHPRHRYRWRRKNG I FNARLSRTFGY KATT\/STPSWAVDMRFNIDDEPPGGENKI PFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
DDI
=

(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNARLSRTFGYTMKAT TVSTPSWAVDMERFN| PPGGGIINK I SEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQ I LRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGY TWKAT TVTTPSWAVDMMRFNINDFMPPGGGINK ISEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRFRRRRHRP-RSHLGQI LRRRPW-LVHPRHRYRURRKNG I FNTRLSRTFGYTVKAT TV TPSWAVDMMRFNINDFVPPGGGINK ISIPFEYYRIRKVKVEFNPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG | FNTRLSRTFGY TMKAT TVT TPSWAVDMMRFN INDFVPP NKISEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRERRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNARL SRTFGYTVMKAT TVSTPSWAVDMERFNEDD! NK1SEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGHILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNSRLSRTFGYTVMKAT TVT TPSWAVDMERFNINDFLPPGGGTENK 1 SEPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHLP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRURRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTDPRRRYRRRRHRP-RSHLGQI LRRRPW-LVHPRHRYRURRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRTTVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQI LRRRPW-LIIHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR I RKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVRTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQI LRRRPW-LVHPRHRYRIRRKNG I FNTRLSRTFGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFNINDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFCPCSPI TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRURRKNG I FNTRLSRTFGYTEKRT TVKTPSWAVDMMRFNENDFLPPGGGSNPRSVPFEY YR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP-RSHLGQILRRRPW-LVHPRHRYRWRRKNG I FNTRLSRTFEGYTIKRT TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
(1) MTYPRRRYRRRRHRP RSHLGQILRRRPW LVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYT IKRTTVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYRIRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVGS
15) 115 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 236

Cap N1
Cap C Chile

Translation of amino 1

Translation of amino I

Translation of aminoacidos 12
Translation of AY864814 THAILAND

113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVILDST I DYFQRNNKRNQLWERLQTAGNVDHVGLGTAFENSTYDQEYN I RVTMYVQEREFNLKDPPLKP-
113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYEKE YN IRVTMEVNQR INLEKDPPLKPL
L14) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWERLQTAGNVDHVGL GTAFENSEYDQE YN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNH-
113) QGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQRNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-

JL14) QGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQSFSYHSRYFTPKP-ADST I DYFQRNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSHEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-
113) QGDRGVGSTAN I LDDNFVPKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVEDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFENSEYDQBYN IRVTMYVQFREFNLKDPRVNP -

Translation of CAP AY536755 CHINA(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of CAP AY536755 CHINA#2(113) QGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQRFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQE YN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP -
Translation of CAP AY556473 CHINA(113) QGDRGVG;AVILDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHTIPQPFSYHSRYFTPKP’VLDRTIDYFQPNNKRNQL\NLRLQ‘I'I'GN\/DHVGLGTAFENSIYDaYNIiMY\/QFREFNLKDPPLNPK

Translation of CAP AY556473 CHINA#2(113) QGDRGVG
Translation of CAP AY556476 CHINA(113) QGDRGVG!

'YNI
'YNI

AV ILDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDRT IDYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFENSHYD!
AV 1 LDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHT IPQRFSYHSRYFTPKPVLDRT IDYFQLNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFENSKYD!

MYVQFREFNLKDPPLNPK
MYVQFREFNLKDPPLNPK

Translation of CAP AY556476 CHINA#2(113) QGDRGVGSTAV I LDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHT IPQRFSYHSRYFTPKPVLDRT I DYFQLNNKRNQLWERLQTTGNVDHVGLGTAFENSKYDQBYN I RETMYVQFREFNLKDPPLNPK
Translation of CAP DQ 195679 CHINA(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQRFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSE YDQEYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNR -
Translation of CAP DQ 195679 CHINA#2(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of DQ856564(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQRFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFOPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNP -

Translation of DQB56564#2(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQRFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSH YDQEYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNP -

Translation of DQ856567(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITOPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN 1RVTMYVQFREFNLKDPPLNP-

Translation of DQ856567+2(113) QGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLNP -

Translation of DQ856568 BRAZIL(113) QGDRGVGSSANlILDDNFV IKATAQTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDSTI DYFQPNNKRNQL\IlRLQﬁNVDHVGLGTAFENSKYDaYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-

Translation of DQ856569(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVIKATALTYDPYVNYSSRHT IPQRFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQ
Translation of DQ856569#2(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQ'

INVDHVGLGTAFENSKYD!
INVDHVGLGTAFENSKYDI

YN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-
YN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-

Translation of DQ856578(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFENSHYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of DQ856578#2(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTTGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of EF064149(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLTP-
Translation of EF064149#2(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQRFSYHSRYFTPKPVLDST 1DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLTP-
Translation of EF064150(113) QGDRGVGSSd LDDNFVIKATAQTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFENSKYDQBYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP -

1

Translation of EF067853 CHINA(113) QGDRGVGSS

Translation of EF184221(113) QGDRGVG!

LDDNFV IKATAQTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFENSKYDQBYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP -

AV I LDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDRT I DYFQPNNKKNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFENSKYDQBYN I RVTMYVQFREFNLKDPPLKP-

Translation of EF184220(113) QGDRGVGaAVILDDNFVTKATALTVDPYVNYSSRHTIPQF’FSVHSRYFTPKWLDRTIDYFQPNNﬂNQLWLRLQ INVDHVGLGTAFENSKYDQDBYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP -

Translation of EF184222(113) QGDRGVG!

/AVILDDNFVTKANALTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDRT I DYFQPNNKKNQLWLRLQTSANVDHVGLGTAFENSKYDQBYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-

Translation of EF184224 SWEDEN(113) QGDRGVGSSANl I LDDNFV I KATAQTYDPYVNYSSRHT IPQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWMRLQTSRNVDHVGLGTAFENSKYDQBYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKT-
Translation of EF184225(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVIKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWMRLQT TGNVDHVGLGTAFENSKYDQBYN IRVTEYVQFREFNLKDPPLKP-
Translation of EF184226(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWERLQTAGNVDHVGLGTAFENSTYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP -
Translation of EF184227(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSHYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLKP-
Translation of EF197986(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP -
Translation of EF467928(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQE YN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of EF560608(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFTLKDPPLNP -
Translation of EF560609(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFETKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DHFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-
Translation of EF560610(113) QGDRGVGSSAV I LDDNFVIKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST I DYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHEGLGTAFENSEYDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP-

Consensus(115) QGDRGVGSSAV ILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT I TQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKRNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENS 1'YDQEYN IRVTMYVQFREFNLKDPPLNP

Fig.10. El alineamiento fue realizado con el software Vector NTI, usando el algoritmo
de méxima parsimonia. En amarillo se muestran los motivos que presentan identidad
total, en celeste se muestran los motivos con identidad parcial, en verde se muestran los
motivos similitud, en plomo se muestran motivos débilmente similares y en blanco se
indica la ausencia total de similitud. Como resultado, la secuencia aminoacidica predicha
para el gen orf2 de la cepas nacionales presentan una identidad de 90% con respecto a la
secuencia consenso, encontrandose la mayor divergencia en extremo N-terminal de la
proteina. Nota: para mayor detalle revisar anexo.
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DISCUSION

En este trabajo de memoria de titulo se detectd la presencia del circovirus
porcino tipo 2 (PCV2) en cerdos provenientes de 3 planteles de la regién central de
Chile (A, B y C). Los signos que predominaban en los individuos afectados fueron
principalmente pérdida de peso, aumento del tamafio de los linfonodos inguinales
superficiales, alteraciones respiratorias y digestivas; los cuales son signos asociados
mundialmente a PMWS (Ellis et al., 1998; Calsamiglia et al., 2002; Larochelle et al.,
2002; Thomson et al., 2002). Para efectuar la deteccion molecular del PCV2 escogimos
la técnica de PCR, ya que, esta técnica ha demostrado ser una herramienta muy Util para
el reconocimiento temprano del virus en muestras de tejidos de distintos dérganos
(Toplak et al., 2002) y para diferenciar a la variante no-patégena (PCV1) de los aislados
patogenos (PCV2) (Morozov et al., 1998; Hamel et al., 2000).

En nuestro estudio, el 100 % de las muestras analizadas resultaron ser positivas a
PCV2 por medio de esta técnica, sin embargo, al someter las mismas muestras a PCR
semicuantitativo no todas arrojaron la misma carga viral, es mas, el individuo utilizado
como control por no presentar desmedro, result6 ser el que portaba la mayor carga viral
de todos los individuos analizados, por lo cual, se podria pensar en la existencia de cepas
de distinta virulencia afectando a un mismo plantel o bien factores del hospedero que
hacen més permisible la replicacion viral.

Estudios previos del genoma de circovirus han demostrado que orf2 es adecuado
para la genotipificacién, ya que, es la secuencia con mayor variabilidad del genoma de
PCV2 (Mahé et al., 2000). Con el propésito de definir la diversidad genética entre los
distintos aislados identificados en Chile, y compararlo con un genotipo Europeo, usado
como control, y otros genotipos aislados en el mundo, se llevé a cabo una tipificacion
genética. El clon de DNA control fue donado por la Universidad de Uppsala (Suecia),
éste corresponde al genotipo mas comunmente aislado en Europa (Timmusk et al.,
2008).
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En primer lugar se realizd un analisis RFLP de las muestras obtenidas, éstas
presentaron un patron de cortes de restriccion idéntico al aislado Europeo (denominado
N1). Ademés, no se observd diversidad genética entre los aislados nacionales. Es
importante destacar que en este andlisis se utilizaron sélo dos endonucleasas de
restriccion de corte frecuente, Mbol y Msel, y es muy probable que este resultado
hubiese sido distinto al incorporar en este estudio mas enzimas de restriccion con sitios
de corte en regiones polimdrficas.

En segundo lugar, cuatro muestras de DNA amplificado para orf2,
representantes de los tres planteles analizados, fueron clonadas y secuenciadas a lo largo
de todo el marco de lectura abierto que codifica para la proteina de la capside viral de
PCV?2. Estas secuenciaciones fueron realizadas en los dos sentidos de replicacion y su
analisis mostré un alto grado de identidad nucleotidica (94%) entre los aislados de PCV2
encontrados en este estudio. Al construir un arbol filogenético con las secuencias
encontradas en Chile y las secuencias reportadas en otras partes del mundo; se encontrd
que las secuencias nacionales agrupan en un clado especifico, con muy poca divergencia
con respecto a dos secuencias reportadas en China y Europa. En este clado, ademaés, se
encuentra la secuencia de la cepa control N1. Ademas, este clado se localiza
independiente de las cepas del resto del mundo con las que comparte un 91 % de
identidad genética. Este resultado revela la existencia de subvariantes genéticas o
subgenotipos del virus presente en los cerdos nacionales, las cuales estarian
filogenéticamente muy ligadas con algunas cepas Europeas y Chinas.

Por otra parte, un reciente estudio ha dividido el genoma de PCV2 en 2
subgrupos (Olvera et al., 2007; Cheung et al., 2007). Esta clasificacion se basa en las
secuencias de orf2 a nivel de los nucleétidos 262-267 y los correspondientes
aminoacidos 88-89. El grupo 1 (genotipo PCV2, subgenotipo 1), posee la secuencia
nucleotidica CCCCGC, en esta posicion, la cual codifica para los aminoécidos prolina y
arginina. Por otro lado, algunos representantes del grupo 1, ademas incluyen la
secuencia CCCCTC, la cual codifica para los aminoacidos prolina y leucina. De esta

manera, de acuerdo a esta clasificacion, pertenecen al grupo 1 los subgenotipos que
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porten la secuencia CCCCG/TC, en esta posicion. Por otra parte, el grupo 2 (genotipo
PCV?2, subgenotipo 2), portan la secuencia de nucle6tidos AAAATC, que codifica para
lisina e isoleusina, en esta posicion. Las Ultimas evidencias sefialan que cepas originarias
de Nueva Zelandia, Tailandia y el Reino Unido poseen solo la secuencia nucleotidica
CCCCG/TC (subgenotipo 1). Mientras que cepas de Japédn, Canada, Espafia, Taiwan y
Sudafrica poseen sélo la secuencia AAAATC (subgenotipo 2). En contraste, cepas
provenientes de Corea, Francia, Hungria, Austria, Alemania, Brasil y Estados Unidos
comparten los 2 tipos de secuencias nucleotidicas (CCCCG/TC y AAAATC) (Dong-jun
et al., 2007).

Los genomas de orf2 encontrados en este estudio tienen un rango promedio de
702 pb, y de acuerdo a las secuencias encontradas entre los nucledtidos 262-267, el
genotipo nacional perteneciente al plantel B se clasificaria dentro del subgenotipo 1, al
igual que el clon C, perteneciente al plantel C. Sin embargo, otro de los genotipos
pertenecientes al plantel C y al plantel A, que fueron secuenciados, presentarian una
combinacion del subgenotipo 1 con el subgenotipo 2, ya que a nivel de los nucledtidos
262-267 la secuencia encontrada fue AACCCC (Anexo 1). Esto se explicaria porque
estas secuencias presentan una delecién de 3 pares de bases, rio arriba de esta region, lo
que hace que se produzca un desfase, en un coddn, en la lectura de la secuencia, sin

cambiar el marco de lectura abierto de ésta.

Anélisis filogenéticos de las secuencias de PCV2 reportadas en GenBank
sugieren que la secuencia genética de orf2 es la mas apropiada para separar los aislados
del virus en subgrupos, pero hasta la fecha, no existe una asociacion clara de genotipos
especificos con enfermedad o area geografica (Olvera et al., 2007). Se ha especulado
que las diferentes presentaciones clinicas que acompafian a la infeccion por el virus se
deberian a variaciones genéticas entre los aislados de PCV2 que se manifestarian con
distintos grados de virulencia (Opriessnig et al., 2006). Es mas, el estudio realizado por

Opriessing et al. (2006), sugiere que pequefas diferencias en el genotipo de PCV2
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podrian manifestarse en considerables diferencias en su virulencia. Un analisis
filogenético de orf2 realizado en Suecia, utilizando secuencias de granjas libres y
afectadas con PMWS, demostrd la existencia de 3 subgrupos de PCV2 (SG1-3), de
acuerdo a un polimorfismo localizado en la posicién 86-91 de la secuencia amino
acidica de la proteina Cap. Segun este estudio, solo el subgrupo SG3 fue encontrado en
cerdos enfermos (Timmusk et al., 2008). Anteriormente, la secuencia aminoacidica de
orf2 en esta misma posicion (86-91) habia sido propuesta por Cheung et al. (Cheung et
al., 2007) como un marcador genético para poder discriminar entre genogrupos “viejos”
y “nuevos” de PCV2 presentes en Estados Unidos. Los resultados del estudio de
Timmusk et al. 2008 reafirmarian de alguna manera esta hipotesis, ya que, el marcador
se corresponde con una de las regiones que facilita la diferenciacion de los subgrupos de
PCV2 pertenecientes a SG3, de los pertenecientes a SG2 o SG1. Dentro de la
diferenciacion Unica de aminoécidos para SG3, ocho se localizan entre las posiciones
57-91. En especifico el lugar 88 y 89 se reemplaza el aminoacido lisina (K) e isoleucina
(), presentes en SG1 y SG2, por prolina (P) y arginina (R) presente exclusivamente en
SG3, reflejando asi un cambio de nucleotidos de AAA ATC a CCC CGC, constituyendo
una caracteristica Unica y representativa de SG3 (Timmusk et al., 2008). Los aislados
nacionales de PCV2 de los planteles A, B y C muestran una identidad de 90% con
respecto a la secuencia consenso encontrandose la mayor divergencia en extremo N-
terminal de la proteina, entre los residuos 10 y 20 (nucleotidos 30 a 60) (Fig. 10). Sin
embargo, la mayor presencia de polimorfismos, analizando todas las secuencias
disponibles en Genbank, la encontramos a nivel de los nucleétidos 250-300 y 400-450
(gréfico 1), lo cual se corresponde con las clasificaciones de subgenotipos que incluyen
los nucleotidos 262-267. Los aislados nacionales presentan una relacion con el subgrupo
Sueco SG3, ya que a nivel del aminoacido 88 y 89 poseen prolina (P) y arginina (R) (por
lo menos en las muestras B y C). Sin embargo, una vez mas, las muestras A y clon C
presentan una configuracion distinta de los aminoacidos 88 y 89, ya que en estos sitios
se encuentra aspargina (N) y prolina (P) (Anexo 2), lo cual difiere de los aminoacidos

hallados en los subgrupos patdgenos de SG3, por lo tanto se podria nuevamente
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especular que estamos ante la presencia de un nuevo subgrupo, dado por la delecién
especifica en un codon que desplaza la lectura en ambas secuencias.

Ha sido sugerido que las sustituciones aminoacidicas en estas regiones han sido
seleccionadas bajo la influencia de la respuesta inmune humoral del hospedero, sin
embargo, ain no ha sido determinado si estas posiciones son importantes para el
desarrollo de anticuerpos neutralizantes. Existe una correlacion clara entre la carencia de
anticuerpos neutralizantes contra PCV2 y el desarrollo de PMWS, la cual ha sido
demostrada por comparacion de los niveles de anticuerpos en cerdos subclinicamente
infectados y los que han desarrollado PMWS (Meerts et al., 2006). La importancia de la
respuesta de anticuerpos contra PCV2 en la proteccion contra PMWS es ademas,
respaldada por el valor protectivo que poseen los anticuerpos maternos contra PCV2
(McKeown et al., 2005).

Existe evidencia creciente para la asociacion de genogrupos especificos con
diferentes caracteristicas de crecimiento in vitro, patogenicidad in vivo y, tal vez lo més
importante, diferencias epizodticas de PMWS en el campo (Wen et al., 2005; Cheung et
al., 2007; Chae, 2005). Los crecientes volumenes de informacion de secuenciaciones
disponibles y el concurrido uso de diferentes designaciones para la clasificacion
genotipica, vislumbran el requerimiento de acordar una nomenclatura internacional de
genogrupos de PCV2, la cual facilitaria enormemente la comparacion entre los

laboratorios de todo el mundo.
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Conclusiones

En Chile se encuentra el Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2) causando el

Sindrome del Desmedro Multisistémico Postdestete (PMWS) en cerdos.

Un ensayo de PCR-RFLP fue capaz de detectar e identificar la presencia de
DNA de PCV2 a partir de muestras de cerdos con signologia PMWS, de
distintos planteles de la zona central de Chile, sin embargo, este ensayo no fue
capaz detectar diferencias polimérficas entre los aislados chilenos y el DNA
usado como control, el cual representa el genotipo mas cominmente aislado en

Europa.

La secuenciacién nucleotidica completa de orf2 reveld la existencia de
subgenotipos o subgrupos de PCV2 causando la enfermedad. Estos pertenecerian
al subgrupo 1y a un nuevo subgrupo que seria un hibrido entre el subgrupo 1y
subgrupo 2, producto de una delecion especifica en extremo 5 prima de las

secuencias.

El andlisis filogenético de las secuencias orf2 provenientes de aislados

nacionales, revela una estrecha relacion con subgenotipos de origen europeo.
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Anexos

Anexo 1: Analisis de las secuencias obtenidas en los planteles A, B y C. en donde se
muestran los motivos de reconocimiento utilizados para la clasificacion de los
subgenotipos de PCV2. En color rojo se destacan los genotipos pertenecientes al
subgenotipo 1 y en amarillo los genotipos que presentan motivos hibridos entre el

grupoly 2.

1 atgacgtacc caaggaggcc ttacctgcga gacgagacac cgcccctcgc agccatctta
Plantel A 61 ggccagatcc tccgccgecg cccctggete gtccacccce geccaccgtta ccgctggaga

121 aggaaaaatg gcatcttcaa cacccgcctc tcccgcacct tcggatatac tatcaagcga
181 accacagtca aaacgccctc ctgggcggtg gacatgatga gattcaatat taatgacttt
241 cttcccccag gagggggctc aaacccccgc tctgtgecct ttgaatacta cagaataaga
301 aaggttaagg ttgaattctg gccctgctcc ccgatcaccc agggtgacag gggagtggge
361 tccagtgctg ttattctaga tgataacttt gtaacaaagg ccacagccct cacctatgac
421 ccctatgtaa actactcctc ccgccatacc ataacccagt ccttctccta ccactcccge
481 tactttaccc ccaaacctgc agattccact attgattact tccaaccaaa caacaaaaga
541 aatcagctgt ggctgagact acaaactgct ggaaatgtag accacgtagg cctcggcact
601 gcattcgaaa acagtatata cgaccaggaa tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa
661 ttcagagaat ttaatcttaa agacccccca cttaaaccat aa

1 atgacgtacc caaggaggcg tttaaagagt agagacaccg cccccgcagce catcttggec
Plantel B 61 agatcctccg ccgecgecce tggtctcgtc cacccccgec accgttaccg ctggagaagg

121 aaaaatggca tcttcaacac ccgcctctcc cgcaccttcg gatatactat caagcgaacc
181 acagtcaaaa cgccctcctg ggcggtggac atgatgagat tcaatattaa tgactttctt
241 cccccaggag ggggctcaaa cgBBBg@tct gtgccctttyg aatactacag aataagaaag
301 gttaaggttg aattctggcc ctgctccccg atcacccagg gtgacagggg agtgggctcc
361 agtgctgtta ttctagatga taactttgta acaaaggcca cagccctcac ctatgacccc
421 tatgtaaact actcctcccg ccataccata acccagccct tctcctacca ctcccgetac
481 tttaccccca aacctgtcct agattccact attgattact tccaaccaaa caacaaaaga
541 aatcagctgt ggctgagact acaaactgct ggaaatgtag accacgtagg cctcggcact
601 gcattcgaaa acagtatata cgaccaggaa tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa
661 ttcagagaat ttaatcttaa agacccccca cttaaaccat aa

1 atgacgtatc caaggaggcg ttacacggag agagacaccg cccccgcagc catctctggc
Plantel C 61 cagatcctcc gccgecgecc cttgttgctc gtccaccccc gccaccgtta ccgectggaga

121 aggaaaaatg gcatcttcaa cacccgcctc tcccgcacct tcggatatac tatcaagcga
181 accacagtca aaacgccctc ctgggcggtg gacatgatga gattcaatat taatgacttt
241 cttcccccag gagggggctc aaacccccgc tctgtgccct ttgaatacta cagaataaga
301 aaggttaagg ttgaattctg gccctgctcc ccgatcaccc agggtgacag gggagtggge
361 tccagtgctg ttatactaga tgataacttt gtaacaaagg ccacagccct cacctatgac
421 ccctatgtaa actactcctc ccgccatacc ataacccagc ccttctccta ccactcccgce
481 tactttaccc ccaaacctgt cctagattcc actattgatt acttccaacc aaacaacaaa
541 agaaatcagc tgtggctgag actacaaact gctggaaatg tagaccacgt aggccttggc
601 actgcgttcg aaaacagtat atacgaccag gaatacaata tccgtgtaac catgtatgta
661 caattcagag aatttaatct taaagacccc ccacttaacc ata
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1 atgacgtacc caaggaggcg ttaccggaga agaagacacc gcccccgcag ccatcttgge
lon C 61 cagatcctcc gecgecgece ctggetcgtc cacccccgec accgttaccg ctggagaagg
cion 121 aaaaatggca tcttcaacac ccgcctctcc cgcaccttcg gatatactat caagcgaacc
181 acagtcaaaa cgccctcctg ggcggtggac atgatgagat tcaatattaa tgcttttctt
241 cccccaggag ggggctcaaa cEBBE@Etct gtgcccttty aatactacag aataagaaag
301 gttaaggttg aattctggcc ctgctccccg atcacccagg gtgacagggg agtgggetce
361 agtgctgtta tactagatga taactttgta acaaaggcca cagccctcac ctatgacccc
421 tatgtaaact actcctcccg ccataccata acccagccct tctcctacca ctcccgetac
481 tttaccccca aacctgtcct agattccact attgattact tccaaccaaa caacaaaaga
541 aatcagctgt ggctgagact acaaactgct ggaaatgtag accacgtagg ccttggcact
601 gcgttcgaaa acagtatata cgagaaggaa tacaatatcc gtgtaaccat ggaagtcaat
661 cagagaatta atctagaaaa agacccccca cttaaaccat ta

Anexo 2: Analisis de la secuencia aminoacidica predicha para orf2 de los aislados
secuenciados en los planteles A, B y C. Se observa que los planteles B y C presentan en
la posicion 88 y 89 los aminoacidos P y R. Las muestras Ay clon C en cambio presentan

en esta posicion los aminoécidos Ny P.

Plantel A | MTYPRRPYLRDETPPLAAILGQILRRRPWLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYT IKR
TTVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVG
SSAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQSFSYHSRYFTPKPADST IDYFQPNNKR
NQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP

Plantel B MTYPRRRLKSRDTAPAAILARSSAAAPGLVHPRHRYRWRRKNG IFNTRLSRTFGYT IKRT
TVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNBIRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
SAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTITQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKR
NQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENSIYDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLKP

Plantel C MTYPRRRYRRRRHRPRSHLGQ I LRRRPWLVHPRHRYRWRRKNG IFNTRLSRTFGYT IKRT
TVKTPSWAVDMMRFN INAFLPPGGGSNBRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP 1 TQGDRGVGS
SAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHTITQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNKR
NQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENS1YEKEYNIRVTMEVNQRINLEKDPPLKPL

ClonC MTYPRRRYTERDTAPAAISGQILRRRPLLLVHPRHRYRWRRKNGIFNTRLSRTFGYT IKR
TTVKTPSWAVDMMRFN INDFLPPGGGSNPRSVPFEYYR IRKVKVEFWPCSP I TQGDRGVG
SSAVILDDNFVTKATALTYDPYVNYSSRHT ITQPFSYHSRYFTPKPVLDST IDYFQPNNK
RNQLWLRLQTAGNVDHVGLGTAFENS1YDQEYNIRVTMYVQFREFNLKDPPLNH
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