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RESUMEN

Las enfermedades virales en los cerdos constituyen una causa importante de
problemas sanitarios asociados con pérdidas econdmicas a nivel mundial en
la industria porcina. A pesar de lo anterior se desconocen varios aspectos
relacionados con los diferentes agentes en general y con las cepas actuantes
en nuestro medio en particular. En éste contexto, el sindrome de
emaciacion post-destete (PMWS) ha sido estudiado en los ultimos afos,
conociéndose hasta el momento la participacion de agentes virales tales
como el circovirus porcino tipo 2 (PCV2), el virus causante del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), el parvovirus porcino (PPV) y el
virus de la enfermedad de Aujesky, ademas de agentes bacterianos
asociados. Sumado a lo anterior, recientemente se ha sugerido la
participacion de nuevos agentes virales asociados al PMWS tales como el
bocavirus porcino (SwBoV) y los torquetenovirus tipo | y Il (TTV1 y 2).
Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo principal de éste trabajo fue el de
establecer la presencia de dichos agentes virales no convencionales en

explotaciones porcinas con antecedentes de presentacion del PMWS.

Para este estudio se seleccionaron 152 muestras de suero de animales
sanos pertenecientes a 32 granjas y 48 muestras de tejidos provenientes de
animales que presentaban sintomatologia compatible con PMWS
correspondientes a 16 granjas. Todas las muestras, tanto de sueros como
tejidos provenian de animales de 8 a 15 semanas de edad, de explotaciones
ubicadas en los departamentos de Antioquia, Cundinamarca, Valle, Cauca,
Caldas y Risaralda, correspondientes a las areas de mayor produccion
porcicola en Colombia. Se analizé el ADN extraido a partir de las muestras
seleccionadas, con el fin de determinar la presencia del material genético
para cada uno de los 4 virus a estudiar (parvovirus porcino, bocavirus

porcino, torquetenovirus tipo | y 1), por medio de PCR convencional.



Con el fin de establecer la posible relacion entre la presencia viral y el estado
clinico del animal para el caso de las muestras de tejido, se analizaron los
resultados obtenidos por PCR junto con los datos de signos clinicos y de
necropsia, con una prueba de Chi? usando el paquete estadistico SPSS v.19,
de tal forma se logro establecer la relacion entre las variables analizadas

como presencia viral versus el estatus clinico del animal.

Resultados: Los resultados de PCR demostraron la presencia de virus
porcinos de tipo PPV, SwBoV, TTV 1y 2 en las muestras seleccionadas para
éste estudio, encontrandose un menor porcentaje de presentacion para
SwBov (8%) y PPV (3%) en las muestras de suero. Al analizar las muestras
de tejido, se observdé un aumento en el porcentaje de presentacion de
SwBov (68%). Por otro lado, se encontro significancia estadistica (p=0.03) al
determinar que solo la presencia de PCV2 era una condicion suficiente para

producir PMWS sistémico, caso similar se encontré con SwBov (p=0.06).

Al analizar la presencia de co-infecciones en las muestras estudiadas, se
observo un alto porcentaje de co-infecciones en las muestras de tejido para
PCV2y TTV 1-2 (16.6%) por un lado y de SwBoV y TTV 1-2 (20.8%) por el
otro. Lo anterior permite sugerir que dichos virus podrian estar jugando un
papel importante en el desarrollo del PMWS bien sea solos o en asocio con
PCV2, agente viral considerado como uno de los principales causantes del
PMWS en cerdos. El analisis estadistico, mostré6 que cuando estaba
presente la coinfeccion PCV2 y TTV1-2, aumentaba el riesgo de
presentacion de PMWS sistémico en 6.25 (p=0.017), asi mismo se encontrd
que la coinfeccion de SwBov y TTV1-2 no era suficiente para explicar la
presentacion de PMWS sistémico, posiblemente debido a la participacion de

otros agentes no evaluados en este estudio (p=0.026).



Conclusiones: Los resultados de éste estudio muestran que PPV, SwBoV y
TTV 1y 2, estan circulando en la poblacion porcina colombiana en animales
en crecimiento de 8-15 semanas de edad y que aparentemente estos virus
podrian estar relacionados con la presentacién del PMWS. Al analizar de
forma independiente cada uno de los virus frente a la presencia o ausencia
de PCV2, no se encontro diferencia estadistica significativa. Por otro lado de
las 13 coinfecciones analizadas frente a PMWS, solamente PCV2y TTV1-2,
parecen tener una participacién importante en el desarrollo del PMWS

sistémico.

Este estudio constituye la primera aproximacién al establecimiento de la
presencia de agentes virales no convencionales tipo parvovirus, bocavirus y
torquetenovirus porcinos, los cuales pueden tener relacion con la presencia

de PMWS en Colombia, tal como ha sido sugerido en otros paises.



ABSTRACT

Introduction:  Viral diseasesin pigsare a major causeof health
problemsassociated withglobal economiclossesin the swine industry. In
thiscontext, thepost-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) has
been studied in recent years, establishing the role of viral agents such as the
porcine circovirustype 2 (PCV2) and theporcine reproductive and respiratory
syndrome (PRRS),porcine parvovirus(PPV) and the Aujeszky'sdisease
viruses, as well as associatedbacterial infections. In addition, it has been
suggested the involvement ofother non-conventional viral agents such as pig
bocavirus (SwBoV) and type | and Il torquetenovirus (TTV1 and 2) associated
with PMWS recently.Despite of the above, general aspectsof different actors
and the specific strainsactingon the field in Colombia are still unknown. The
main purpose of this study was to determine the presence of those novel
viruses along with PCV2 in clinically normal and PMWS affected pigs.

Materials and Methods: 152serum samples from32 farmsand 48tissue
samples from16 farms (from clinically healthyand from PMWS suspected
animals) were selected. The samples belonged to animalsfrom 8 to15
weeksof age, from the major pig producing regions in Colombia. DNA
extractionwas performed using a commercial DNA minikit (Quiamp®),
subsequently the presenceof genetic material foreach of the four viruses
(PPV, TTV1, TTV2, SwBoV) object of this study was conducted by
PCRusingprimerspreviously described, except for PPV. Results from PCR
along with clinical signsand necropsy findings were analyzed onthe group

oftissue samples usingChi’test and the statistical packageSPSSv.19.

Results: PCR results showed the presence ofPPV-like swine viruses, SwBoV,
TTV 1 and2 inthe samples selected forthis study.The lowest percentage was

for SwBovand PPV inserum samples. In contrast, when analyzing tissue



samples, the percentage of SwBov detection by PCR was surprisingly
increased. When analyzing individual results for PCV2 on the same samples,
theChi’test, showed with statistical significance (p = 0.03), that PCV2
alonewas enough to causesystemicPMWS.A similar  conclusion
wasdeterminedfor the SwBov (p= 0.06). Interestingly, analysisof the presence
ofco-infections, particularly in the tissue samples, showed a high percentage
ofco-presentation of PCV2 with TTV1 and TTV-2. It was also found an
association between SwBoV and TTV1-2, in the absence of PCV-2.These
findings suggest thatthose virusesmay playa rolein the development
ofPMWSalone orin association withPCV2. Statisticalanalysis showed that the
presenceof PCV2and TTV1-2 together increased the risk
ofsystemicPMWSby6.25 (p = 0.017). On the other hand, apparently co-
infection withSwBovandTTV1-2 was not enough to explainthe presentation
ofsystemic PMWS (p = 0.026), therefore, in this case otheragents might be

involved.

Conclusions: Results from thisstudy demonstrate thatPPV,SwBoV and TTV1
and 2,are circulatingin the swine populationin Colombiaand that apparently
these virusesmight play a role inthe presentationof the PMWS. The
independent analysis foreach of the viruses againstthe presence or absence
of PCV2showed nostatistical significance. Remarkably, from the analysis of
13 co-infections associated toPMWS, only PCV2andTTV1-2, seem to havea
role in the development ofsystemicPMWS.

This study isthe first approach trying to understand the agents, apart from

PCV2, involved in the occurrence of PMWS in Colombia.



1. INTRODUCCION

Este trabajo nace de un macro proyecto realizado por el grupo de
investigacion en Microbiologia y Epidemiologia Veterinaria, de La FMVZ de la
Universidad Nacional de Colombia, clasificado como grupo A1, con gran
reconocimiento en el area, titulado “Circovirus porcino tipo 2: epidemiologia,
diagndstico, caracterizacion y estrategias para el control de la enfermedad en
Colombia”, cuyo principal objetivo fue estudiar PCV2 asociado a PMWS en
Colombia, aunque se han resuelto interrogantes iniciales han quedado
preguntas sin resolver frente a la presencia de otros agentes virales en el

sindrome.

Estudios realizados en infecciones experimentales de cerdos gnotobidticos
en donde no se ha logrado replicar el PMWS, e infecciones en donde han
potenciado al PCV2 con la adicion de otros agentes virales, sugieren que
hasta el momento el PCV2 es un factor importante, pero no suficiente, para
el desarrollo del PMWS.

Con el fin de entender mejor el comportamiento del sindrome de emaciacion
postdestete, el objetivo principal de este trabajo es conocer desde un
panorama global otros agentes virales no convencionales que puedan estar
asociados con el PCV2 en animales con PMWS ya sea de tipo clinico o sub-
clinico. Teniendo en cuenta que en el pais no se conoce la situacion en
cuanto a la presencia de dichos agentes, se tomé como base la presencia de
PCV2 como factor desencadenante del PMWS para analizar a partir de éste

los resultados obtenidos.

El reconocimiento de la presencia de estos agentes en la poblacién porcicola

colombiana es de gran importancia ya que da las bases para estudios



posteriores que permitan aclarar la etiologia del PMWS en nuestro pais, con
el fin de desarrollar metodologias de control tendientes a reducir las pérdidas

econdmicas ocasionadas por éste sindrome.

Los procedimientos desarrollados en esteestudio ofrecen alternativas
importantes para la deteccion de los agentes virales estudiados dado a que
no existian previamente en el pais y sugiere la necesidad de realizar estudios
complementarios que permitan caracterizar los agentes actuantes en la

presentacion del PMWS en nuestro medio.



2. MARCO TEORICO

Las enfermedades virales en los cerdos constituyen una causa importante
deproblemas sanitarios asociados con pérdidas econdmicas a nivel mundial

en la industria porcina (Allan G et al, 2006).

A pesar de lo anterior se desconocen varios aspectos relacionados con los
diferentes agentes en general y con las cepas actuantes en nuestro medio
en particular. En éste contexto, el sindrome de emaciacion post-destete
(PMWS) ha sido estudiado en los ultimos afos, conociéndose hasta el
momento la participacién del circovirus porcino tipo 2 (PCV2) (Harding J et
al,2004, Nauwynck H et al, 2007 y Segalés J et al, 2004) y otros agentes
tales como el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS),
el parvovirus porcino (PPV) y el virus de la enfermedad de Aujesky, ademas

de agentesbacterianos asociados (Opriessnig et al, 2012).

Sumado a lo anterior, recientemente se ha sugerido la participacion de otros
agentes virales tales como el bocavirus porcino (SwBoV) y los
torquetenovirus tipo | y Il (TTV1 y 2) asociados al PMWS (Kekarainen et al,
2006 y Blomstrom et al, 2009).

Este trabajo presenta un avance de los hallazgos con respecto a la
presencia de estos nuevos virus en la poblacién porcina colombiana desde
una perspectiva para establecer otros posibles agentes involucrados en la
presentacion de PMWS en nuestro pais, siendo el primer estudio realizado

enColombia.



2.1 El sindrome de emaciacion post-destete, PMWS

El PCV2 estd asociado a diferentes patologias del cerdo, tales como la
circovirosis porcina, falla reproductiva, sindrome de dermatitis y nefropatia
porcino (PNDS), neumonia proliferativa necrotizante (NPN) y complejo
respiratorio porcino (Segalés et al., 2005; Opriessnig et al., 2007). De tal
forma que el PMWS (Postweaning Multisystemic Wasting syndrome) causa

importantes pérdidas econdmicas en el sector porcino.

Se ha asociado principalmente con la presencia del circovirus porcino tipo 2
(PCV2) (Segalés J, et al, 2005, Shulze C et al, 2004) y otros agentes tales
como Mycoplasma hyoneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Pasterella multocida, Lawsonia intracellularies, Salmonella spp, parvovirus
porcino, el virus causante del PRRS y de la enfermedad de Aujesky (Allan
GM et al, 1999, Harms PA et al, 2002, Pallares FJ et al, 2002, Kim J.et al,
2003).

El primer reporte del PMWS se realiz6 en Canada en el afio 1997 en granjas
técnificadas (Harding et al 1997, Pogranichnyy R. et al. 2001, Vigre et al.
2005). Desde entonces ha sido catalogado como una enfermedad epizodtica
de distribucion mundial, cuya importancia se relaciona con pérdidas
economicas en la industria porcina (Opriessnig T et al, 2007).

El impacto productivo asociado al sindrome se ha relacionado con un
aumento de dias de retorno al celo post destete, baja de la tasa de paricion,
baja en la ganancia de peso diario y aumento en la mortalidad (Nielsen E. et
al. 2006).

El rango de edad en que aparecen los sintomas oscila entre 7 y 14 semanas
de edad, encontrandose retraso en el crecimiento seguido del deterioro de la

condicion corporal del animal (Figura 1A), ademas de sintomatologia



respiratoria y gastrointestinal en la mayoria de los casos (Harding, et al 2004
y Segalés, et al 2004).

Dentro de las lesiones macroscépicas observadas en la necropsia se
encuentran en su mayoria una canal de apariencia caquéctica, palida y
abdomen distendido; en algunos casos se observan signos de diarrea en la
zona perineal,losganglios linfaticos periféricos, principalmente los inguinales
y mesentéricos, se encuentran palidos y aumentados de tamano (Figura 1B,
1C). En lacavidad abdominal se observa ascitis, congestion hepética, en
algunos casos edemas en el mesenterio y uUlceras gastricas (Segalés et al,
2004).

No hay tratamiento para PMWS, sin embargo, se usa terapia con antibiéticos
para controlar otros agentes infecciosos relacionados con el sindrome. El
control de PMWS se logra con el uso de la bioseguridad y medidas
sanitarias, como el aislamiento de los cerdos afectados y la desinfeccion de
corrales después de su uso, la disminucion de los factores de estrés (la
densidad de poblacién alta, ventilacion inadecuada, insuficiente control de la
temperatura) y la vacunacién contra patégenos comunes. (Enoe C et al,
2006).

Figura 1. Signos clinicos y lesiones observadas en animales con PMWS. A. La foto
muestra dos animales de la misma edad donde se observa en el animal de la izquierda
pérdida de peso progresiva hasta alcanzar un estado de total emaciacion, fuente

10



http://www.saecoop.com/boll+D+l/febrero09.htm. B. Las flechas sefialan ganglios inguinales
aumentados de tamario. C. Ganglios mesentéricos aumentados de tamafio, Fuente B y C:
Rincén Maria Antonia.

En el afio 2008, el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) diagnosticod por
primera vez el sindrome de emaciacion postdestete en el pais (PMWS),
empleando técnicas de inmunihistoquimica. Actualmente se conoce que

esta ampliamente distribuido en el territorio nacional (Clavijo JA et al, 2007).

2.2 Virus implicados en la presentacion del PMWS.

2.2.1 Circovirus porcino tipo 2 (PCV2)

El Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2), perteneciente a la familia Circoviridae es
un virus de tipo ADN de cadena sencilla, de un tamano pequeio entre 16 y
18nm, altamente resistente al medio y a los desinfectantes comunes
(Nauwynck et al, 2007 y Royer R et al, 2001). Este virus se ha asociado
como el principal causante de PMWS (Nauwynck H., et al 2007, Mateusen B.
et al, 2007).

El diagnostico de PCV2 como causante de PMWS se basa en la
presentacion de los signos clinicos, la presencia de las lesiones
histopatolégicas caracteristicas y la identificacion del PCV2 por aislamiento
viral o por técnicas de PCR (Allan et al, 2006). Sin embargo, estudios
epidemiologicos han determinado la presencia del PCV2 en granjas con y sin
PMWS, lo que sugiere que factores de riesgo adicionales u otros agentes
pueden estar asociados al sindrome o incluso potenciarlo (Welsh et al. 2006,
C. Chae. et al, 2005).

En Espana un estudio retrospectivo de PCV2, encontré que el 84.4% de las
muestras eran positivas a PCV2 (Rodriguez et al, 2003), en USA 54%
(Opriessnig et al, 2005), en Taiwan 49.6% (Wang C el al, 2004).
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Un estudio realizado por Opriessniget al, publicado en el 2012, sugiere que el
PCV2 no se presenta solo como causa de la enfermedad, encontrando que
s6lo en el 1.9% de los animales la enfermedad se debia a el PCV2 en
comparacién con otros agentes como el virus del PRRS en combinacién con
PCV2 (35.5%) y el Mycoplasma con el PCV2 (15.5%).

2.2.2 Parvovirus porcino (PPV)

El Parvovirus porcino (PVP) pertenece a la familia Parvoviridae, tiene ADN
de cadena sencilla, con un tamafio de 18 a 26 nm. Este virus esta
ampliamente distribuido en todo el mundo (Falcon et al, 1988, Mengeling et
al, 1992, Ovaldia et al, 1991), y se asocia principalmente con fallas de tipo
reproductivo (Kim J et al, 2003, Cutler RS et al, 1983, Mengeling WL et al,
1986).

Con respecto a la relacion entre PPV y PMWS, un estudio realizado en la
Republica de Corea demostrd su presencia en un 25.6% de casos de PMWS
y en un 18% en Canada (Ellis JA et al, 2000, Kim J et al, 2002). En

Colombia no se ha estudiado su papel en el PMWS.

De manera experimental, el parvovirus porcino ha sido usado junto con el
PCV2 para inducir PMWS con el fin de estudiar los mecanismos por los
cuales la infeccion con PPV potencia el efecto del PCV2 para el desarrollo
del PMWS, (Allan GM et al, 1999, Kennedy S et al, 2000, Krakowka S et al,
2000) los cuales no son bien conocidos. El estudio realizado en Corea por J.
KIM en el 2006 siguiere que el PPV esta asociado con el aumento de TNF-
alfa, desencadenando mayores manifestaciones clinicas de la enfermedad
generando posiblemente una respuesta inmune exacerbada. Hallazgos
similares son reportados por otros estudios que sugieren que la coinfeccion
de PPV y del PCV2 en los macrofagos alveolares, induce altos niveles de

replicacion de PCV2, y del mismo modo se desencadena el TNFalfa, por
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ejemplo, a cerdos inoculados con los dos virus, se les midi6 los niveles de IL-
10 a través del tiempo encontrando incremento, de la misma forma un
aumento en la replicacion del PCV2 (Ellis JA et al, 2000, J. Kim et al, 2003,
Hui-Wen Chang et al 2006).

2.2.3 Torquetenovirus porcino (TTV)

Los Torquetenovirus (TTV) pertenecen a la familia de los circoviridae y al
género anellovirus, son virus ADN de cadena sencilla con tamafios variables
de acuerdo a la especie, siendo los mas grandes los de tipo humano con 3.6
a 3.9 kb, 30-32 nm, hasta el momento se han descrito 40 genotipos (Leonor
Jofré M, ISSN 0718-3321).

El torquetenovirus fue conocido inicialmente en la especie humana en el afio
1997, cuando se hall6 en un paciente con hepatitis post transfusional
(Nishizawa, T et al, 1997); desde entonces se ha estudiado en humanos
con el fin de determinar cual podria ser su papel como patégeno, sin
embargo hasta el momento no se ha establecido si tiene relacion especifica
en alguna patologia. (Niel et al, 2000, Peng et al, 2002, Jelcic et al., 2004).

Posteriores estudios revelaron la presencia de estos virus en otras especies
incluyendo animales domésticos como el pollo, la vaca, la oveja, el perro, el
gato y el cerdo y en animales no domésticos como la Tupaia tana, los
primates (Cong et al, 2000, Inami et al 2000) y el jabali (Hiroaki et al, 2002).

Un estudio reportado por Okamoto et al, 2002, demostré6 con analisis
filogenéticos que el TTV porcino y TTV canino, estan mas cerca deTTVsde
primates de orden inferior, en contraste con el TTV detupaya mas cercano a
los TTV de primates superiores. Con estopodria concluirse que los TTVs son
especie especificos pues la homologia nucleotidica es realmente baja entre

los virus de las diferentes especies.
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Con respecto a los torquetenovirus porcinos, se han descrito dos tipos el |y
II. Estudios retrospectivos revelan que estos virus estan circulando desde
1985 en Espana y se ha encontrado asociacion con otros patdgenos,
potenciando el PMWS (Kekarainen et al, 2006, Ellis, J et al, 2008). Estudios
realizados en cerdos provenientes de diferentes paises reportan las
siguientes prevalencias para TTV: Canada 46%, China 80%, Corea 85%,
Espafia 90% (Kekarainen et al, 2006), Italia 24% (Martelli et al, 2006),
Francia 73% (Bigarre” et al, 2005), Tailandia 40%, Estados Unidos 36%,
Japon y Hungria (McKeown N.E et al, 2004), lo que sugiere que el

torquetenovirus esta diseminado mundialmente en la poblacion porcina.

Las coinfecciones con los dos tipos de TTVs se han encontrado tanto en
humanos como en jabalis, donde se reportan prevalencias de mas del 50%
para los dos genotipos, siendo la de TTV2 mayor entre un 10 a 20%
(Martinez et al, 2006). Asi mismo, en cerdos domésticos se han reportado
coinfecciones similares (Niel et al, 2000). La prevalencia entre granjas puede
ser muy variable tal como lo report6 un estudio italiano con 40% de
positividad a TTVs para granjas de engorde, sin embargo no se ha
establecido si hay alguna relacion de la infeccibn con respecto a la
explotacion (Martelli et al. 2006). En los cerdos, al igual que en los humanos,
se ha observado una susceptibilidad a TTV1 en los lechones o animales
jovenes; para el caso de TTV2, otros estudios han reportado que la tasa de
infeccion es proporcional con la edad en cerdos hasta de 15 semanas (D.
Nieto, et al 2011).

El TTV al igual que el PCV2 es excretado por via nasal, rectal, semen y
calostro (Martinez- Guinoé et al, 2009, Kekarainen et al, 2007), lo que sugiere
que éstas podrian ser sus vias de trasmisién, lo cual es comparable con lo
que ocurre en la especie humana (Okamoto et al, 1998, Maggi et al, 2001,
Matsubara et al, 2001, Komatsu et al, 2004).
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Estudios adicionales han demostrado la presencia de TTV en productos
derivados del cerdo de uso humano o porcino, tales como vacunas o
enzimas (Kekarainen et al, 2009) lo que implicaria que estos virus podrian

ser contaminantes habituales de este tipo de productos de origen porcino.

Los TTVs se han encontrado en diferentes tejidos de origen porcino vy
humano como higado, médula 6sea, pulmén, bazo, pancreas, rindn, érganos
linfaticos y glandula tiroides (Okamoto et al, 2000a, Okamoto et al, 2000b,
Okamoto et al, 2001a), lo que sugiere una infeccion multisistémica que
aparentemente se puede diseminar por via sanguinea y una adaptacioén de
los virus a ciertos tipos de células (Okamoto et al, 2001a, Bigarré, L et al,
2005). No obstante, actualmente no se cuenta con un método de aislamiento
viral, solamente con el uso de técnicas moleculares, lo cual ha limitado la
busqueda para resolver si estos virus se replican en diferentes tejidos o si su
aparente diseminacién sistémica se debe a la presencia en el torrente

sanguineo.

Hasta el momento existe una gran brecha para esclarecer si existe una
directa causalidad entre los TTVs humanos y porcinos con el desarrollo de
patologias, esto en gran parte debido a la falta de recursos diagndsticos, ya
que como se menciond anteriormente, sélo se cuenta hasta el momento con
técnicas de PCR, sin poder replicar la infeccion en modelos experimentales
con el fin de conocer mecanismos de infeccidn, respuesta inmune, entre

otros.

Con respecto al papel de los TTVs en el PMWS, en un estudio realizado en
Espana por Kekarainen y cols, se determiné la presencia de TTV por PCR en
un mayor porcentaje de cerdos que tenian PCV2 (97%) que en animales que
no lo tenian (78%) encontrando mayoritariamente TTV2, pero sin
significancia estadistica (Kekarainen et al, 2006). Por otro lado, un estudio

realizado en cerdos gnotobidticos inoculados con TTV1 previamente a la
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infeccion por PCV2, se encontré que el TTV1 facilitd el desarrollo del PCV2
(Ellis, et al, 2008).

Basados en la evidencia hasta el momento conocida con respecto a los TTV
en humanos y en porcinos, se ha sugerido que el virus no es un factor
suficiente para desarrollar enfermedad, pero que probablemente en asocio

con otros agentes si podria serlo (M. Aramouni, et al 2011).

Teniendo en cuenta el total desconocimiento de la situacién con respecto a
éstos virus en Colombia, el primer paso es determinar la presencia en la
poblacién porcicola en términos de prevalencia, seguido de estudios que
lleven a esclarecer la posible asociacién de los mismos con el PMWS, la
dinamica de la infeccion, su relacion con la carga viral y la posible
implicaciéon en cuadros clinicos que afectan la salud y productividad de la

especie porcina en nuestro pais.

2.2.4 Bocavirus porcino (SwBoV)

El primer reporte de Bocavirus en la especie humana se realizé por Allander
T en el 2008, en secreciones respiratorias de nifios, hoy en dia es reconocido
como un virus emergente asociado a sindromes respiratorios (Foulongne V
et al, 2006), aunque también ha sido detectado en pacientes adultos con
sintomatologia respiratoria y/o digestiva (Bastien N, et al, 2006). Desde el
2006, fue clasificado dentro de la familia Parvoviridae, género Bocavirus.

En el 2005 se reporta el Bocavirus en caninos y bovinos (Allander T et al,
2005). En el 2009, basados en el analisis de secuenciacion a gran escala de
muestras provenientes de animales con historialde PMWS (Blomstrom Anne-
Lie et al, 2009), se reporta en la especie porcina, por lo que se busca la

posible asociacion de este virus con dicha patologia. En Suecia se reportd
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por primera vez la asociacion de éste virus y PMWS encontrando positividad
para TTV1/2 y SwBoV entre el 70 y 90% de las muestras analizadas
(Fossum et al, 2010). Resultados similares reportados en China sugieren que
el Bocavirus porcino podria tener una participacion en el desarrollo de PMWS
(Zhai et al, 2010).

Aparentemente los Bocavirus de las diferentes especies tienen un patron
similar en la presentacion de signos clinicos de tipo respiratorio y digestivo, lo
que permitiria comparar y de alguna manera inferir frente a la situacién de
bocavirus porcino, pero una de las preguntas que esta sin resolver, es si la
infeccion multiviral podria estar asociada con la presentacion del PMWS o

con otros agentes asociados a circovirosis porcina.

2.3 Porcicultura en Colombia

La reciente apertura del tratado de libre comercio, afecta a la industria
porcina, obligandola a buscar constantemente mejorar sus parametros
productivos, con el fin de ser mas competitiva en el mercado nacional e
internacional. Como consecuencia de lo anterior, la porcicultura colombiana
tiene tendencia al aumento de cabezas sacrificadas, por ejemplo de acuerdo
al boletin publicado por el DANE del 31 de agosto del 2011, el sacrificio de
ganado porcino presento una variacion positiva de 10,4% respecto al mismo
periodo del afio 2010 (Tabla N°1).
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PERIODO VARIACION %

ESPECIE 2010-2011
PESO EN PESO EN

CABEZAS CANAL (TON) CABEZAS  CANAL (TON)
VACUNOS * 884,374 187,376 938,931 197,356 6,2 5.3
Cve (%) 3,2 3,1 3,3 3,1
PORCINOS 597,127 47,120 658,969 52,306 10,4 11
Cve (%) 1,9 1,6 1,4 1,3
OVINOS 4,582 84 6,382 114 39,3 35,6
Cve (%) 2.9 3,1 1,5 2
CAPRINOS 2,108 31 3,972 66 88,5 1155
Cve (%) 6 6,1 1,6 1,6
BUFALINOS 1,323 362 2,251 541 70,1 49,6
Cve (%) 0 0 0 0

Tabla N°1.Sacrificio de ganado y peso en canal, segun especies, segundo trimestre 2010-
2011. Fuente: DANE-ESAG * Incluye sacrificio para exportacion. Los coeficientes de
variacion estimados iguales a cero (0), se presentan debido a que para este dominio las
fuentes que reportaron sacrificio pertenecen al estrato de inclusién forzosa.

En un informe realizado por la Asociacion Colombiana de Porcicultores en el
2010, se considerd las siguientes regiones con una mayor concentracion de
predios porcicolas tecnificados: Antioquia con el 35.51%, region Occidental;
constituida por los departamentos de Caldas, Quindio, Risaralda y Valle del
Cauca con el 27.93%, region Central; constituida por los departamentos de
Boyaca, Cundinamarca, Meta y Tolima con el 22.92%, costa Atlantica;
constituida por los departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cdérdoba,
Guajira, Magdalena y Sucre con el 6.72%, regién Sur; constituida por los
departamentos de Cauca, Caqueta, Huila y Narifio con el 4.82%; y, region
Oriental; constituida por los departamentos de Arauca, Casanare, Norte de
Santander y Santander con el restante 2.64% (Asociacion Colombiana de

Porcicultores, 2010).
En Colombia no se conoce que impacto tendria el PMWS en el numero de

cabezas sacrificadas, sin embargo podria disminuir las expectativas de

produccion o la oferta de productos de origen porcino, reflejandose en
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pérdidas economicas al productor y disminucion de la competitividad en la

porcicultura colombiana.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Determinar la presencia de virus porcinos de tipo Bocavirus, parvovirus y
torquetenovirus | y Il en cerdos provenientes de diferentes regiones de

Colombia y establecer su posible relacion con el PMWS.

3.2 Objetivos especificos

- Establecer molecularmente la presencia de los siguientes agentes
virales: bocavirus, parvovirus y torquetenovirus porcino | y Il en
muestras de suero de animales sanos y en tejidos de animales con

signos clinicos de PMWS.

- Determinar la relacion entre la presencia o ausencia de bocavirus
porcino, parvovirus porcino y torquetenovirus porcino | y |l con

circovirus porcino, como posibles causantes del PMWS.

- Analizar la presencia de posibles co-infecciones y su relacidén con la

presentacion de PCV2 en animales clinicamente sanos y con PMWS.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Toma de muestras:

La toma de muestras de sangre y de tejidos provenientes de cerdos para
llevar a cabo el presente estudio se realizd en explotaciones comerciales
intensivas de ciclo completo de las tres principales regiones productoras de
porcinos del pais. Se conform6é un banco de sueros y de tejidos del
laboratorio del grupo de Microbiologia y Epidemiologia Veterinaria de la
Universidad Nacional, conformado por 3153 sueros y 51 tejidos. Con base en
las anteriores muestras, para este estudio se realizé6 un muestreo aleatorio

simple de la siguiente manera:
Muestras de suero (animales clinicamente sanos):

Unidad de muestreo: Con base en las granjas tecnificadas del pais, la unidad
de muestreo correspondié a la granja de produccién porcicola, las cuales

fueron seleccionadas teniendo en cuenta los siguientes criterios de inclusion:

-Ser explotaciones de ciclo completo, con control sobre cria, levante y ceba.
-Poseer registros productivos y sanitarios, minimo de los dos ultimos afios.
-Con mas de 300 madres.

-Consentimiento informado.

Las muestras de sangre se recolectaron por puncion de la vena cava

anterior, recuperando aproximadamente 4ml de sangre total.
Poblacion de estudio: Con los datos del numero de explotaciones porcicolas

en el pais obtenidos en colaboracién con la Asociacion Colombiana de

Porcicultores, se realizé un muestreo simple aleatorio (MSA).
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Durante el afio 2008 a 2010, se recolectaron 3153 muestras de suero, de 77
granjas del territorio nacional, dichas muestras provenian de cerdas de

reemplazo y cerdos en crecimiento (precebo y ceba).

Para el caso puntual del objetivo de este estudio, la poblacion tomada en
cuenta correspondia a 1087 muestras de suero, por corresponder a los
animales en crecimiento (de 8 a 15 semanas de edad), puesto que se ha
reportado previamente que esta es la edad mas predominante para la

presentacion del PMWS(Opriessnig et al, 2012).

Con base en 1087 muestras de suero los parametros estadisticos calculados
fueron:

- Prevalencia esperada: 70%, debido al desconocimiento de la prevalencia
de los agentes a evaluar.

- Nivel de confianza: 95%.

- Error estimado: 6.75%.

Para un total de 152 animales a evaluar. Los datos anteriores se obtuvieron
con la ayuda del paquete estadistico Epi Info™ 2000 disefiado por el Centro

para el Control de Enfermedades de Atlanta (CDC).

Las muestras analizadas correspondian a 32 granjas de diferentes regiones
del pais tales como Valle, Cundinamarca, Antioquia, Caldas, Risaralda y

Cauca por ser las que mas aportan a la porcicultura colombiana.

Muestras de tejido (animales con sintomas compatibles con PMWS):

Las muestras de tejido provenian de animales que fueron sacrificados por
presentar alguna sintomatologia compatible con PMWS, Ilos cuales
pertenecian a 16 granjas del territorio nacional. En el momento de la toma

de muestra se registraron datos del animal, como edad, sexo, signos y
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sintomas y hallazgos de la necropsia. Los tejidos recuperados
correspondieron a pulmon, ganglios linfaticos, tonsila, corazon, higado, rifion

entre otros.

Todas las muestras de tejido recolectadas fueron analizadas en este estudio,
dado que la naturaleza de las muestras, ayudaria a responder la hipotesis
sobre si PPV, SwBov y TTVs se encontraban o no en animales

presuntamente enfermos.

Las muestras de suero y de tejido recolectadas para este estudio no
correspondian al mismo animal, ya que para el caso de las muestras de
tejido (animales presuntamente enfermos) solo se tuvo acceso en el
momento en que la granja reportd6 que tenia animales con dichas
caracteristicas; para el caso de las muestras de suero (animales sin
sintomatologia aparente) no existia la posibilidad de sacrificarlos para
obtener las muestras de tejido, pues ésto hubiese requerido esperar a que
eventualmente los animales se enfermaran, lo cual no era el propésito de

éste trabajo.

4.1.2 Preparacion de las muestras.

La sangre total se tomé de la vena cava anterior en tubo sin anticoagulante y
con gel separador, seguidamente se centrifugd a 3500rpm por 10 minutos
para separar el suero de las células sanguineas y se envio al laboratorio en
condiciones de refrigeracion. Una vez en el laboratorio, se separo el suero en
alicuotas de 1ml recuperando minimo dos alicuotas por suero del animal. La

muestra se almacenod a -20°C hasta su procesamiento.

Las muestras de tejido se transportaron en condiciones de refrigeracion a la
mayor brevedad posible al laboratorio. Se almacenaron a -70°C hasta su
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procesamiento. Para realizar extraccion del ADN de las muestras, se tomo un
pool de tejidos por animal (que incluia bazo, rifién, higado, ganglios, pulmén)
empleando 25 mg de cada tejido, a partir de éste se realiz6 un macerado y
se someti®6 a sonicacion a 30Kz/30 segundos una sola vez (este
procedimiento se realiz6 para cada pool de tejidos de cada uno de los
animales). La concentracion final de la suspension de tejido fue de 10mg/1mi
de PBS. El macerado de los tejidos correspondientes a cada una de las
muestras se dividio en alicuotas de 200ul que fueron empleadas para realizar
extraccion del ADN, intento de aislamiento viral y una contramuestra. Estas

alicuotas fueron almacenadas a -70°C hasta su procesamiento.

4.2 Extraccion de ADN

Para realizar la extraccién de ADN, tanto a partir de muestras de suero como
para el pool de macerado de los tejidos, se empled un volumen de 200ul y el
kit Qiamp DNA mini kit, de Qiagen®. El procedimiento se realizé6 de acuerdo
a las indicaciones del fabricante, en resumen de la siguiente manera (Figura
2):
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200ul de muestra en un tubo T
eppendorf de 1.5ml.

Lisis de la
Pool de tejidos muestraPool| de sueros
Teiido + ATL*(180ul) + proteinasa K*(20ul) i Suero + proteinasa K(20ul) + AL*(200ul) i
l Vortex

56° C 10min.

lPrecipitacién

:

Etanol al 96-100% |

56° C por 2h + AL(200ul)
70°C por 10min.

lUnién delDNA ala
membrana de silica

QIAamp mini spin + lisado, 8000rpm 1min. ]

lLavado

Adicién en la columna AW 1*, centrifugacion + ]

AW2*, centrifugacion (14000rpm/3min).

‘Elucién
Eluido + AE* (200ul), centrifugacion. }

{ Lavado

Recoleccion del filtrado ]

Figura 2. Protocolo de extraccion empleado. Resumen. *Buffer asignado en el kit Qiamp
DNA mini kit, de Qiagen®.

4.3 Diseno de primers y amplificacion por PCR

4.3.1 PCR para PPV

El gen seleccionado para dirigir la amplificacion fue el que codifica para la
proteina no estructural NS1, dado que se conoce que es altamente
conservada entre los parvovirus (J.M. Soucie, et al 2000).Se realiz6 una
busqueda en la base de datos del NCBI con base en una secuencia
genomica completa de NS1 (gene identifier: 194277770) de PPV,
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identificandose mas de 50 secuencias con el 100% de identidad, y se empled
un minimo de 10 secuencias (de distintos origenes geograficos) con el fin de
escoger la region a amplificar, para lo que se empled Clustal W desarrollado
por el EMBL (European Bioinfornatics Institute). Posteriormente los primers
fueron chequeados con las secuencias reportadas en las bases de datos
para establecer su posible homologia, adicionalmente se empled el programa
Oligo analyzer, v.3.1 desarrollado por Integrated DNA Technologies, Inc, con
el que se verificd que tuvieran un porcentaje de identidad mayor al 99% en
secuencias de PPV reportadas de distintos origenes geograficos, lo anterior
se realiz6 sometiendo los primers al programa BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool, www..ncbi.nim.nih.gov). El analisis bioinformatico de
estos primers aparece en el anexo 1. EI amplicon resultante fue una region
de 389pb dentro del gen NS.

La amplificacién por PCR se llevé a cabo con un volumen final de 26ul,
empleando 24ul de la mezcla de reaccion (Platinum ready mix, Invitrogen®) y
2ul de ADN. La amplificacion del fragmento se realizé aplicando el siguiente
programa: 1 ciclo de denaturacion inicial (94°C por 5 min), 35 ciclos de
denaturacion (94°C por 30 seg), anillaje (58,8°C por 30 seg) y extension
(72°C 30 seq) y finalmente 1 ciclo de extension a 72°C durante 5 minutos.
Tabla 4.

Para evaluar la sensibilidad intrinseca de la prueba en términos del limite de
dilucion que podia ser detectada con esta PCR, se realizaron diluciones
seriadas partiendo de 10 hasta 10"%on agua libre de nucleasas del ADN
extraido y seleccionado como control (ADN total proveniente de una muestra
positiva identificada por PCR y secuenciada, donada por el ICA, procedente

de un animal asintomatico).
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Para verificar la especificidad intrinseca, las secuencias de los primers fueron
comparados con las secuencias reportadas hasta ese momento y se valido
con muestras negativas para PPV. Con el fin de determinar una potencial
reaccion cruzada, la PCR se evalu6 con un grupo de ADN control (PCV2a,
PCV2b, PCV1, virus de la enfermedad de Aujesky, APP, M. hyoneumoniae,
H. parauis, TTV1-2' y SwBov), por ser diferentes agentes que podrian estar
presentes en las muestras provenientes de animales de campo. Se
determind que la PCR bajo las condiciones empleadas en el presente

estudio, resulté negativa para todos los ADN. (Figura 3).

PCVZ PCV1 AUJ APP MYC Hp C- MP PURD -1 -2 -3 -4
A B
PRUEBA DE ESPECIFICIDAD PPV DILUCION LIMITE PPV

1 2 3 A b T 8 9 0 11 12 13 14

[

1000ph s

I

500ph s
B S e o ISEEPE

Figura 3. Amplificacion por PCR del fragmento NS-1 de PPV. A) Prueba de
especificidad, Carril 1: PCV2 A, Carril 2: PCV2B, Carril 3: PCV1, Carril 4: Aujesky, Carril 5:
APP, Carril 6: Mycoplasma hyoneumoniae, Carril 7: Haemophilus parasuis, Carril 8: Control
negativo, Carril 9: Marcador de peso 100 pb “DNA Ladder” Fermentas®; B) Concentracién
limite, Carril 10: ADN sin diluir, Carril 11: DNA diluido 10'1, Carril 12: DNA diluido 10'2, Carril
13: DNA diluido 10, Carril 14: DNA diluido 10™.

4.3.2 PCR para SwBov

Para la realizacién de esta PCR, se emplearon los primers reportados
previamente por Shaolum et al 2010, dirigidos a amplificar la region que
codifica para la proteina VP1-2, dado que este gen es altamente conservado
(99-100%) entre los bocavirus porcinos. El analisis bioinformatico de estos
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primers aparece en el anexo 2. El amplicdn resultante es una region de
496pb dentro del gen VP1-2.

La amplificacién por PCR se llevé a cabo con un volumen final de 26ul,
empleando 24ul de la mezcla de reaccion (Platinum ready mix, Invitrogen®) y
2ul de ADN. La amplificacion del fragmento se realizé aplicando el siguiente
programa: 1 ciclo de denaturacion inicial (94°C por 5 min), 35 ciclos de
denaturacion (94°C por 30 seg), anillaje (57,2°C por 30 seg) y extension

(72°C 30 seg) y finalmente 1 ciclo de extension a 72°C durante 5 minutos.

Para evaluar la sensibilidad intrinseca, en términos del limite de deteccion de
la PCR, se realizaron diluciones seriadas del ADN plasmidico seleccionado
como control (donado por el Department of Swine Infectious Diseases,
Shanghai Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural

Sciences) partiendo de 10 hasta 107"° con agua libre de nucleasas.

Para verificar la especificidad intrinseca, las secuencias de los primers fueron
comparados con las secuencias reportadas hasta ese momento para
establecer posible homologia, validado con muestras negativas para SwBov
y la potencial reaccion cruzada se evalué con un grupo de ADN control
(PCV2a, PCV2b, PCV1, virus de la enfermedad de Aujesky, APP, M.
hyoneumoniae, H. parauis, TTV1-2 y PPV), por ser diferentes agentes que
podrian estar presentes en las muestras de animales de campo. Se
determind que la PCR de SwBov bajo las condiciones empleadas en el

presente estudio resulté negativa para todos los ADN (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacién por PCR del fragmento VP1-2 de SwBov. A) Concentracion
limite, Carril 1: Marcador de peso 100 pb “DNA Ladder” Fermentas®, Carril 2: DNA diluido
10°°, Carril 3: DNA diluido 10°°, Carril 3: DNA diluido 107, Carril 4: DNA diluido 10, Carril 5:
DNA diluido 10, Carril 6: DNA diluido 10'1°.B) Prueba de especificidad, Carril 7: PCV1,
Carril 8: PCV2A, Carril 9: PCV2B, Carril 10: APP, Carril 11: Aujesky, Carril 12: Mycoplasma

hyoneumoniae, Carril 13: Control negativo.

4.3.3 PCR paraTTV 1-2

Para la realizacién de esta PCR, se emplearon los primers reportados
previamente por Kekarainen T, et al 2009, dirigidos a amplificar la region
5°'UTR por ser la mas conservada del virus (Carrillo, et al 2006). EI analisis
bioinformatico de estos primers aparece en el anexo 3. El amplicon
resultante es una region de 304pb para TTV-1y 252pb para TTV-2 dentro del
gen 5’'UTR.

La amplificacién por PCR se llevdo a cabo con un volumen final de 26ul,
empleando 24ul de la mezcla de reaccion (Platinum ready mix, Invitrogen®) y
2ul de ADN en tubos independientes para los dos agentes. La amplificacion

del fragmento se realizé6 aplicando el siguiente programa: 1 ciclo de
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denaturacion inicial (94°C por 5 min), 35 ciclos de denaturacion (94°C por 45
seq), anillaje (57°C por 30 seg) y extension (72°C 45 seg) y finalmente 1 ciclo

de extensiéon a 72°C durante 5 minutos.

Para el caso de la PCR de TTVA1, la sensibilidad intinseca se determin6 con
base al limite de deteccion, el cual se realizé con diluciones seriadas del
ADN plasmidico de TTV1 (donado por el Department of Swine Infectious
Diseases, Shanghai Veterinary Research Institute, Chinese Academy of

Agricultural Sciences) con agua libre de nucleasas.

Para la PCR de TTV2, la sensibilidad intrinseca, en términos del limite de
dilucion, se realizé con ADN total extraido de una muestra proveniente de un
animal clinicamente sano (ADN proveniente de una muestra positiva, donada
por el CRESA, Universidad Autébnoma de Barcelona). Se realizaron

diluciones seriadas del ADN con agua libre de DNAsas y RNAsas.

Para verificar la especificidad intrinséca de la PCR de TTV1 y TTV2, las
secuencias de los primers fueron comparadas con las secuencias reportadas
hasta ese momento en las bases de datos, con el fin de establecer posible
homologia, adicionalmente se validé6 con muestras negativas para TTV1 y
TTV2 y la potencial reaccién cruzada se evalu6 con un grupo de ADN control
(PCV2a, PCV2b, PCV1, virus de la enfermedad de Aujesky, SwBov, APP, M.
hyoneumoniae, H. parauis 'y PPV), por ser diferentes agentes que podrian

estar presentes en las muestras de animales de campo.
Se determind que la PCR de TTV-1y 2 bajo las condiciones empleadas en el

presente estudio resultd negativa para todos los ADN evaluados (Figura 5y

6, datos no mostrados para TTV-2).
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Figura 5. Amplificacién por PCR del fragmento 5UTR de TTV-1.A) Concentracion limite,
Diluciones seriadas de 10" a 10 con intermedio un control negativo y marcador de peso
100 pb “DNA Ladder” Fermentas. B) Los primeros carriles corresponden a un segundo
montaje de algunas de las diluciones de la prueba de especificidad, en la mitad el marcador
de peso 100 pb “DNA Ladder” Fermentas® y la Prueba de especificidad para cada uno de

los agentes evaluados.
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Figura 6. Amplificacion por PCR del fragmento 5’UTR de TTV-2. A. Dilucidn limite, Carril 1:
Marcador de peso 100 pb “DNA Ladder” Fermentas, Carril 2: ADN sin diluir, Carril 3: DNA
diluido 10™, Carril 4: DNA diluido 10, Carril 5: DNA diluido 10, Carril 6: DNA diluido 10,
Carril 7: Control negativo, Carril 8: Control positivo. B) Muestras de campo.

En todos los casos, la concentracién de los componentes de la mezcla
maestrafue la siguiente:22 U/ml Tag DNA polymerase con el anticuerpo
Platinum® Taq , 22 mM Tris-HCI (pH 8.4), 55 mM KCI, 1.65 mM MgClI2, 220
MM dGTP, 220 pM dATP, 220 pM dTTP, 220 yuM dCTP y 0.6uM de cada

primer.

Todos los productos de PCR se sometieron a electroforesis horizontal,
empleando un gel de agarosa al 1,5% en buffer TBE 0,5X'y EZvision®con el
fin de verificar el tamafo del amplicon esperado. Las imagenes se
visualizaron empleando el analizador de imagenes UV Gel Doc 1000 ey se

adquirieron con el programa "Molecular Analysis" version 1,5 de BIO-RAD.

Todas las secuencias de los primers empleados para el desarrollo de las

PCR, se encuentran descritas en la Tabla 2.

1 Buffer TBE 0,5X: Tris-borato 45mM y 1mM EDTA. pH 8,3
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4.3.4 PCR para PCV2

Para el caso de PCV2, se emplearon los datos generados como resultado

del proyecto realizado previamente mencionado en la introduccion (Grupo de

microbiologia y epidemiologia veterinaria), usando la PCR descrita por

Calsamiglia M et al, 2002. La amplificacion por PCR se llevé a cabo con un

volumen final de 25ul con 22.5ul de la mezcla de reaccion (GoTaq DNA
polimerasa 0.05U/ul, primers 0.5uM, buffer 1X, Mg 3mM y dNTPs 0.2mM) y

2,5ul de ADN. La amplificacion del fragmento se realizé aplicando el

siguiente programa: 1 ciclo de denaturacion inicial (94°C por 30 seg), 35

ciclos de denaturacion (94°C por 30 seg), anillaje (64°C por 12 seg) y

extension (72°C por 30seg) y finalmente 1 ciclo de extension a 72°C durante

7 minutos.
Virus y Secuencia de oligonucleétidos Tamaio Referencia
region 5-3" esperado (pb)
amplificada

PPV (NS1) PPVF: GGTTGCTACAATGCAGCCAATG
PPVR: GCTAGCCATTGTTGCTTGG

389

Corredor et al,

2012.

TTV1 TTVIF: CGGGTTCAGGAGGCTCAAT 204
(SUTR) TTVIR: GCCATTCGGAACTGCACTTACT
TTV2 TTV2F: 252
(5UTR) TCATGACAGGGTTCACCGGAA
TTV2R:

GTCTGCGCACTTACTTATATACTCTA

Segalés, et al
2009

SwBoV SBoV-F:

(VP1-2) GGGCGAGAACATTGAAGAGGT
SBoV-R:
TTGTGAGTATGGGTATTGGTG

496

Shaolum et al
2010
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Tabla 2. Secuencias de los primers empleados para el desarrollo de las
PCR. Se describe para cada uno de los casos el virus y la regién
seleccionada de amplificacién, la secuencia nucleotidica de los
oligonucledétidos, el tamaino en pares de bases esperado y la referencia
de los mismos.

4.4 ADN empleados como controles

Para realizar las pruebas de especificidad para cada una de las anteriores
reacciones de PCR, se emplearon ADN donados por el laboratorio de
biologia molecular del Instituto Colombiano Agropecuario, ICA. Dichos ADN,

correspondian a aislamientos de campo realizados por el laboratorio.

Como controles de corrida para todos los casos se emplearon los
respectivos controles positivos sefialados en los numerales 4.3 y negativos

(aguay células de rifidn de cerdo, PK15).

4.5 Secuenciacion de productos de PCR para los diferentes agentes

Para cada agente se seleccionaron cinco de los productos de PCR positivos
al azar, se purificaron para posteriormente ser secuenciados con el fin de
verificar si el amplificado correspondia al ADN evaluado. Figura 7.El
procedimiento aqui descrito fue realizado con vacuum manifold y el kit —
QIlAquick Gel Extraction kit ® - de Qiagen.

Posteriormente las secuencias fueron analizadas con la ayuda de los
programas Bioedit v.7 y Mega 4. Adicionalmente sometidas a BLASTn, con el

fin de confirmar la identidad de las mismas.
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Siembra producto de PCR (50ul) en gel de agarosa (1%),

corrido y corte de la banda de interés.

‘Pesado

50°C 10 min y vortex cada 3 min. w

‘Centrifugacién

1 volumen de isopropanol por cada volumen de gel w

‘ En la columna
Agregar la suspension ¥
|

750ul de PE ]

‘Elucién

30 a 50ul de buffer EB

Figura 7. Resumen purificacion del ADN a partir de gel. Los productos de PCR fueron
purificados a partir de gel , empleando el kit QlAquick Gel Extraction kit ® - de Qiagen

Una vez purificado el ADN, se envio a secuenciar a Macrogen® USA.

4.6 Analisis de inmunoperoxidasa (IPX)

Se analizaron las muestras de tejido provenientes de 48 animales con
sintomatologia compatible con PMWS, incluyendo ganglio linfatico, bazo,
pulmén higado y rindn. Las muestras de tejidos se fijaron en formalina
tamponada al 10% y posteriormente fueron procesados con la técnica de
inclusion en parafina y coloreados con hematoxilina y eosina descrita por la
Universidad de lowa (esta técnica fue desarrollada en el laboratorio de
patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la
Universidad Nacional de ColombiaSede Bogota). La clasificacion de las

lesiones asociadas a PMWS fueron analizadas por un patdlogo quien
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desconocia los antecedentes clinicos relacionados con cada muestra en
particular y se asigné un valor para calificar las lesionesdonde 0 corresponde
a leve, 2 corresponde a moderado y 3 corresponde a severo, de acuerdo con

la clasificacion dada por Segalés et al, 2010.

4.7 Analisis estadistico

Los siguientes analisis estadisticos se realizaron con el fin de responder a los

siguientes interrogantes:

- ¢Cual es la prevalencia para cada uno de los virus en las explotaciones
porcicolas colombianas evaluadas?

- ¢ Hay relacion entre la presentacion de PCV2 vs. los nuevos agentes
virales?

- ¢Hay relacibn entre la presentacion de los agentes virales vs.

enfermedad?

Con los datos obtenidos de los resultados de las PCR y aquellos
recolectados al momento de la toma de la muestra para el caso de los
tejidos, se realizaron diferentes fases del analisis estadistico empleando el
paquete SPSS v.19, de la siguiente manera.

v Variables del estudio dicotdmicas: exposicién versusrespuesta:

v Variable exposicion: la cual evalla la presencia o ausencia del agente
determinado por PCR (positivo o negativo) vs. la variable respuesta:
presencia o ausencia de enfermedad (para el caso de los tejidos).

v' La asociacion causal se determiné por tablas de contingencia de Chi2 de
2x2, con un nivel de confiabilidad de P<0,05.

v La asociacion de riesgo se determind por el ODS ratio (Razén cruzada)

con sus respetivos limites de confianza al 95%.
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El primer analisis estadistico se realizd con los datos de las muestras de
suero, que constituyen las muestras provenientes de animales sanos y el
segundo analisis se realizd con las muestras de tejidos provenientes de

animales que aparentemente podian tener PMWS.

Para evaluar la significancia del Chi? se tuvo en cuenta la prueba de Pearson
(Chernoffet al, 1954) y la de Fisher (Fisher, R.A et al, 1942) dependiendo de
si en la tabla de contingencia se tenian valores mayores o0 menores de 5
respectivamente. Seguidamente si el valor de p era significante se calculd el
Odds Ratio manualmente ya que el paquete estadistico no arrojaba ese

resultado.

OR= 2

cfd

Adicionalmente se empled graficas comparativas entre la variable de

exposicion Vs. la presentacion de la variable de respuesta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Pruebas de especificidad intrinseca:

Se verifico la especificidad de los primers empleados para la amplificacion de
cada uno de los agentes como se evidencia por el resultado negativo cuando
las muestras fueron sometidas a los diferentes procedimientos de
amplificacion dado que no hubo amplificacion inespecifica de los productos
para cada caso (Figuras 3, 4, 5). Teniendo en cuenta lo anterior se ratifica la
deteccion por PCR de los agentes virales motivo de estudio (PPV, SwBov,
TTV1y2).

Adicionalmente se tuvo en cuenta el ADN aislado de células de origen
porcino (PK15) que resultd negativo para todos los agentes mencionados
anteriormente, lo cual comprobd que no habia amplificacion inespecifica con
alguna secuencia de cerdo. El anterior control junto con el agua libre de

DNAsas y RNAasas, constituyeron los controles negativos de corridas.

5.2 Pruebas de sensibilidad intrinseca (limite de deteccién y limite de

dilucioén):

Para cada caso, como se muestra en los materiales y métodos se realizaron
diluciones seriadas del ADN y se demuestra que los limites de deteccién y/o
dilucién son los siguientes: para el caso de PPV hasta 10° (Figura N°3)
equivalente a 6,96 x 10 ng de ADN total,para SwBov 5,7 x 107 ng de ADN
de SwBov (Figura N°4), para TTV-1 1,6 x 10"° ng de ADN de TTV1 (Figura
N°5) y para TTV-2 hasta 10~ equivalente a 2ng de ADN total (Figura N°6).

No se obtuvo el ADN puro para el agente en todos los casos, lo que no

permitid conocer exactamente la concentracion limite para dos de ellos, sin
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embargo para el caso del limite de dilucion de la PCR de PPV y de TTV2, los
ADN procedian de una muestra de suero de un animal clinicamente sano en

edad de crecimiento.

5.3 Detecciéon molecular de agentes virales en las muestras evaluadas:

Los resultados arrojados por la PCR bajo las condiciones empleadas en este
estudio, demostraron por primera vez en Colombia la presencia de virus
porcinos de tipo PPV, SwBoV, TTV 1 y 2 en las muestras de suero
seleccionadas para éste estudio, los resultados obtenidos fueron del 3%
(4/152) para PPV; 8% (12/152) para SwBoV, 70% (106/152) para TTV1, 71%
(108/152) para TTV2 y 24% (36/152) para PCV2. En las muestras de tejido
se encontré 4% (2/48) para PPV; 58% (28/48) para SwBoV, 67% (32/48)
para TTV1, 81% (39/48) para TTV2 y 52% (25/48) para PCV2 (Tabla 3).

Encontrando en las muestras de suero, correspondientes a animales sanos,
un menor porcentaje de presentacion de SwBov y PPV (8 y 3%
respectivamente) en contraste a la presentacion de TTV (alrededor del 70%)
(Figura 8).

Al analizar las 48 muestras de tejido provenientes de animales con
sintomatologia compatible a PMWS, se encontr6 que 58% eran positivas
para SwBov en comparacion al 8% encontrado al analizar las 152 muestras

de suero provenientes de animales sin sintomatologia aparente.

Con respecto a PCV2, se encontré 52% de positividad en las muestras de
tejido frente al 24% de las muestras de suero, resultados que son
perfectamente esperados por la conocida relacion entre PCV2 y la patogenia
del PMWS (Laila Darwicha et al 2012).
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PPV SwBov TTVA1 TTV2 PCV2

% (x/n) en muestras de suero

3(4/152) | 8 (12/152) | 70(106/152) | 71(108/152) | 24 (36/152)

% (x/n) en muestras de tejido

4(2/48) | 58(28/48) | 67(32/48) 81(39/48) | 52(25/48)

Tabla 3. Porcentaje de positividad/ totales encontrado frente a cada uno de los virus en
muestras de suero y tejido.

Los resultados de TTV-1 aparentemente no evidenciaron diferencia en el
porcentaje de presentacion con respecto a las muestras provenientes de
animales sanos (sueros) versus las muestras provenientes de animales
enfermos (tejidos), lo que podria sugerir que no estan implicados hasta el
momento con la presentacién de enfermedad clinica, lo cual concuerda con

lo demostrado hasta ahora en la especie humana (Nishizawa et al, 1997).

Paralelamente se encontré 81% de positividad a TTV-2 en las muestras de
tejido frente al 71% en las muestras de suero (Figura 8B), lo cual sugiere
que aparentemente el TTV-2 tiene relaciéon con la presentacién del cuadro
clinico en comparacion con el TTV-1, y concuerda con lo reportado en el
estudio realizado por D. Nieto et al, 2011, donde se encontr6 mayor
prevalencia de TTV2 en animales con PMWS, sin embargo la razén de esta

diferencia no ha podido ser aclarada.

Los porcentajes de presentaciéon del ADN viral en las muestras de suero y

tejido analizadas se describen en la tabla N°4.
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Aunque PPV en términos generales se asocia mas con problemas
reproductivos en cerdas (Mengeling WL et al, 2006, Clark LK et al, 1996,
Cutler RS et al, 1983 y Mengeling WL et al, 1986) y no en PMWS, se incluy6
en este estudio debido a que se ha reportado que esta en asocio con PCV2
y podria estar involucrado en el desarrollo del PMWS (Ellis JA et al 2000,
Choi C et al, 2000 y Kennedy S et al, 2000).

El contagio del PPV es por via oro-nasal y en ocasiones, por via venérea, de
tal forma que el macho juega un papel importante en la transmision, por ser
portador del virus en el semen o diseminador mecanico entre las hembras
susceptibles (L. A. van Leengoed, et al 1983). A éste respecto se encontrd 3
y 4% de positividad de PPV, en muestras de suero y tejido respectivamente,
es posible, dado el mecanismo de transmision de PPV, que los animales que
dieron positivos se comporten como diseminadores del virus y que en asocio
con PCV2 y/o otros factores, contribuyan al desarrollo de enfermedad, sin

embargo en este estudio no se encontrd dicha relacion.
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WPCV2 ESwBov EPPV ETIV-1 BETTV-2

Figura 8. Porcentaje de positividad de ADN viral. A) Resultados obtenidos en las
muestras de suero, provenientes de animales sin sintomatologia aparente de PMWS, B)
Resultados obtenidos en las muestras de tejido, provenientes de animales con
sintomatologia aparente de PMWS. Se puede observar un aumento en la presentacién de
SwBov en las muestras de tejido vs. el que se encontrd en las de suero (flecha verde).

*En ambos casos, el eje de las Y corresponde al virus analizado vs. el eje de las X que
corresponde al porcentaje de positividad encontrado.

Tipo de Porcentaje de positividad

muestra PCV2 | SwBov | PPV | TTVAA | TTV-2
Suero 24 8 3 70 71
Tejido 52 58 4 67 81

Tabla 4. Porcentajes de positividad de ADN viral en muestras de suero y tejido. Basados en
los resultados de PCR, se presentan los porcentajes de muestras positivas para cada uno de
los virus evaluados, en muestras de suero provenientes de animales sin sintomatologia
aparente de PMWS vy de tejidos de animales con sintomatologia compatible a PMWS.

5.4 Comportamiento de presentacion viral por departamento

Al realizar el analisis de distribucion por departamento se encontré para el
caso de SwBov un mayor porcentaje de presencia en el departamento del
Cauca (20%) en el caso de animales clinicamente sanos (muestras de
sueros), para el caso de los tejidos no fue posible analizar ninguno de los
virus debido a que durante el tiempo del muestreo ningun caso con

sintomatologia compatible a PMWS fue reportado por estas granjas a
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nuestro laboratorio 0 no cumplieron con las condiciones requeridas para la

toma y el envio de las muestras.

En el departamento del Valle SwBov presentd 12% de positividad en sueros
y para el caso de los tejidos correspondientes a animales con sintomatologia
compatible con PMWS una positividad del 50%. Los porcentajes de
positividad para SwBov en el departamento de Cundinamarca fueron del 7%
en sueros y el 41% en tejidos y en Risaralda del 10% en sueros y del 100%
en tejidos. El departamento de Caldas presentd 10% de presentacion de
SwBov, pero no fue posible analizar los tejidos por la misma situacion
anteriormente expuesta. Figura 9.

El departamento de Antioquia, el cual es el que mas aporta a la porcicultura
colombiana, tuvo 6% de presentacion de SwBov en muestras de suero
provenientes de animales clinicamente sanos, en contraste a las muestras
de tejido provenientes de animales que presentaron sintomatologia
compatible con PMWS donde se encontré un 100% de positividad para este

virus.

Aunque el objeto de este estudio no era evaluar PCV2, es necesario tener en
cuenta su presencia dada la importancia de este agente en el desarrollo del
PMWS. Para el caso del PCV2 se encontr6é una positividad distribuida en la
poblacién porcicola colombiana de la siguiente manera: en el departamento
del Valle (70%), Cundinamarca (55%) y Risaralda (50%) en las muestras de
tejido provenientes de animales con sintomatologia compatible con PMWS,
encontrando porcentaje de presentacion mas altos vs. los encontrados en las
muestras de suero, provenientes de animales sin sintomatologia aparente de
PMWS (32%, 14% y 10% respectivamente en el Valle, Cundinamarca y
Risaralda) Figura 9. Lo anterior concuerda con lo reportado previamente,

sugiriendo que aunque PCV2 no es el unico factor determinante para la
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presentacion de PWMS si se encuentra presente en dichos eventos
(Opriessnig et al 2012).

Porcentaje de positividad
ANTIOQUIA VALLE CAUCA CUNDINAMARCA | RISARALDA CALDAS
Virus | Sueros | Tejidos | Sueros | Tejidos | Sueros | Tejidos | Sueros | Tejidos Su: ° Tejidos | Sueros | Tejidos
SwBov 6 80 12 50 7 41 10 100
TTV1 80 100 48 70 63 55 85 50
TTV2 61 100 80 90 72 64 80 100
PCV2 35 30 32 70 14 55 10 50
PPV 6 0 0 0 0 0 5 0

Figura 9. A. Departamentos analizados en el estudio. Azul claro: Antioquia, Rojo: Valle
del Cauca, Café: Cauca, Naranja: Cundinamarca, Morado: Risaralda, Azul oscuro: Caldas.
B. Porcentaje de positividad en cada departamento analizado para cada uno de los virus
en muestras de suero y tejidos. NA (No analizada).

5.5 Analisis de confecciones

Estudios realizados del genoma completo de los torquetenovirus porcinos 1y
2, han revelado la distribucion ubicua en cerdos provenientes de distintos
lugares del mundo (Okamoto et al; 2002; McKeown et al; 2004, Bigarre et
al,2005; Martelli et al, 2006), adicionalmente sugieren que la naturaleza de
infeccion por estos virus no se da por si solos sino en asocio, y
aparentemente no tienen significancia clinica o por lo menos no se conoce
hasta el momento como lo propuesto por Opriessnig et al 2012, D. Nieto et al
2011 y Ritterbusch el al 2011. En el primer estudio Opriessnig et al 2012,
analizaron muestras de animales con y sin PMWS, involucrando la deteccion
por PCR de PPV, SwBov, TTVs y PCV2 entre otros, encontrando que la
infeccidon poliviral estaba mas aumentada en animales con PMWS. En el
segundo estudio D. Nieto et al 2011, de la misma forma evaluaron la carga
viral de TTVs en diferentes etapas de crecimiento en animales sanos versus
animales, encontrando un aumento de la carga viral en animales con PMWS,
sugiriendo una participaciéon importante en el desarrollo del sindrome.

Finalmente, en el tercer estudio Ritterbusch el al, 2011, al evaluar la
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coinfeccion de TTVs y PCV2 en 6rganos reproductivos encontraron una alta
prevalencia de TTVs, sugiriendo que TTVs es importante en la coinfeccién
del PCV2.

Teniendo en cuenta la importancia del PWMS en el pais y debido a que no
se conoce la situacion en cuanto a la presencia de agentes como TTVs y
SwBov y su posible relacién con la presentacion del sindrome, la primera
aproximacion realizada en este estudio, constituye un eslabén importante en

la comprension de dicha situacion.

Al analizar las muestras de suero, la coinfeccion mas evidente fue por los
torquetenovirus con un 35.5%, frente al 7.3% encontrado en las muestras de
tejido correspondientes a animales enfermos. Al parecer estos virus son
ubicuos en la poblacién porcicola colombiana analizada en este estudio, sin
embargo su papel en el desarrollo de enfermedad requiere de estudios

adicionales (Figura 10).

Lo anterior teniendo en cuenta los resultados obtenidos de experimentos
realizados por el CRESA en Espania, en los que se midio la carga viral de los
TTVs en sueros de animales sanos y en animales con PMWS y aunque si
bien aun no existen evidencias que soporten que estos virus estan
involucrados en enfermedad, si se mostré que el TTV2 se encuentra mas
aumentado con relacion al TTV1 en animales enfermos vs sanos y
adicionalmente el pico de carga viral de TTV2, coincidié con la presentacion
clinica de la enfermedad (D. Nieto, et al 2011). Los resultados del estudio de
D. Nieto, concuerdan con lo reportado en nuestro estudio con respecto a que
el mayor porcentaje de presentacion correspondia a TTV2 en las muestras
provenientes de animales con sintomatologia compatible con PMWS vy
aunque la muestra evaluada no fue la misma para animales sanos y

enfermos, la positividad de los TTVs en las muestras de tejido
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correspondientes a animales con sintomatologia compatible con PMWS fue
mayor para el caso de TTV2 con un 81% vs. 67% del TTV1. De tal manera
que la coinfeccién entre PCV2 y TTV2 pudiera estar conllevando a una
manifestacion clinica aumentada, lo anterior soportado igualmente por
resultados en el estudio de D. Nieto et al, 2001, en donde se reporté que el
pico de carga viral de TTV2, coincidié con la fase aguda de la enfermedad,
quizas la capacidad del sistema inmune en esta fase se vea mas
comprometida, impidiendo asi controlar la viremia de TTV2 e impulsando la
replicacion del PCV2, que en adicion con otros factores microbiolégicos del
animal y otros factores ambientales favorecerian la presentacion del PMWS.
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Figura 10.Numero de animales que presentaban coinfecciones. A. Coinfecciones en
muestras provenientes de animales clinicamente sanos. La coinfeccion mas alta
presentada corresponde a TTVs (flecha amarilla). B. Coinfecciones en muestras
provenientes de animales con sintomatologia compatible con PMWS. La coinfeccion
mas alta presentada corresponde a SwBov y TTVs (flecha amarillo) seguida de PCV2 y
TTVs (flecha azul). En ambos casos el eje de las X, corresponde a la coinfeccion
presentada y el eje de las Y al numero de animales positivos.

La segunda mayor co-infeccidn encontrada en las muestras de animales
sanos fue PCV2 y TTVs con 9.2% frente al 19.9% en animales enfermos
(Figura 10A/B), lo que sugiere que el PCV2 en asocio con los TTVs podria
estar potenciando la presentacion de enfermedad, dado que PCV2 en
muestras de animales sanos y enfermos se encontré en 3.9% y 2.4%

respectivamente.

En el estudio reportado por Tanja Opriessnig et al, 2012, se describe la
evidencia experimental que sugiere que PCV2 no se presenta solo para
desarrollar enfermedad (encontraron que el PCV2 se presentdé como unica
infeccion en 1.9%, lo cual no era significante), en comparacion con otros

agentes tales como PRRS y Mycoplasma. Se puede sugerir que el TTV y el
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PCV2 comparten tropismo por los macrofagos, de tal forma que el TTV
potencia el PCV2, lo anterior sugerido por el grupo de Tanja, en donde
infectaron experimentalmente a cerdos en crecimiento con TTV previamente

a PCV2, logrando potenciar la enfermedad.

Al analizar SwBov, se encontr6 que en las muestras de animales sanos en
todos los casos estaba asociado con otros virus y en un bajo porcentaje, no
mayor al 2.6%. Sin embargo en las muestras de animales enfermos, se
encontré 24.4% de positividad de la coinfeccion TTVs y SwBov como la mas
alta (Figura 10). Posiblemente en estas circunstancias SwBov en asocio con
otros agentes sea capaz de desencadenar enfermedad, tal como fue
planteado en el estudio de Blomstrom AL y colaboradores en el 2009, donde
por primera vez se reconoce la eventual participacion de SwBov en el
PMWS, posterior a este hallazgo en un estudio realizado por Zhai SL. y col.
en China, en el 2010, donde se encontré que SwBov estaba presente en un
alto porcentaje de muestras de animales con sintomatologia respiratoria. De
tal manera que la situacion en nuestro pais parece tener un patrén similar al
previamente reportado, sin embargo como ya se ha mencionado antes dada
la naturaleza sesgada del muestreo de este estudio, no es posible realizar

otro tipo de aseveraciones.
5.6 Analisis del estatus clinico del animal vs. Virus encontrados

Aspectos generales:

Para esta fase solamente fueron consideradas las muestras provenientes de
animales enfermos, dadas las caracteristicas clinicas del animal y la facilidad
de obtencion de las mismas. Como requisito de sacrificio los animales debian
mostrar signos compatibles con PMWS, tales como baja de peso,
decaimiento, retraso en el crecimiento, con sintomatologia respiratoria entre
otras. Todos los animales sacrificados correspondian a la etapa de precebo y

ceba, oscilando entre las 8 y 15 semanas de edad, en su mayoria eran
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machos aunque este no fue un parametro contemplado. Los datos que se
recolectaron al momento del muestreo basicamente pretendian clasificar el
estado clinico que en ese momento presentaba el animal, tal como
sintomatologia respiratoria, digestiva, PMWS sistémico o relacionados con
PNDS (sindrome de dermatitis y nefropatia porcina) y de la misma forma los
hallazgos de la necropsia realizada en dicho momento. Se tomaron tejidos

tanto para el aislamiento viral como para el analisis por Inmunohistoquimica.

De acuerdo a los resultados encontrados en el diagndstico histopatoldgico
reportado en Colombia por Andrés Diaz, 2010, los cuales concuerdan con los
hallazgos de Segalés et al, 2004, en todos los casos evaluados por lo
menos 1 oOrgano presentd lesiones compatibles con las descritas para
PMWS. De tal forma que para cumplir con el objetivo planteado con respecto
a determinar la relacion de dichos virus con la presencia del PMWS, se
emplearon los datos clinicos del animal y los resultados de
Inmunohistoquimica versus los resultados de PCR de los agentes evaluados,

analizados con la prueba de Chi?.

Se realizaron todos los analisis posibles dados por los cruces de ambas

condiciones (resultados de PCR solos o en coinfeccién y enfermedad).

5.7 Analisis en las muestras de suero:
La siguiente grafica se pone como ejemplo de los analisis realizados la cual

corresponde a la relacion variable de exposicién bocavirus versus presencia
o ausencia PCV2. Chi? no significante (p=0,127). OR: 2,51 (Figura 11).
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Figura 11. Relacién variable de exposicién bocavirus versus presencia o ausencia
PCV2. La grafica muestra en el eje de las X’s a Bocavirus, con el 0 indicando la ausencia del
virus y positivo indicando la presencia (variable de exposicion). El eje Y indica la presencia
de PCV2. Para este caso, la presencia de Bocavirus no esta asociada con la presencia de
PCV2. Adicionalmente se puede observar que en ausencia de Bocavirus hay una mayor

presencia de PCV2.

No obstante el procedimiento anterior también se realiz6 para todas las

combinaciones de PCV2 con el resto de virus de las muestras de suero, no

encontrando significancia estadistica (datos no mostrados).

- Relacion variable de exposicion TTV1 versus presencia o ausencia PCV2.
Chi? no significante (p=0,382). OR: 0,10

- Relacion variable de exposicion TTV2 versus presencia o ausencia PCV2.
Chi? no significante (p=0,808). OR: 0,90

- Relacion variable de exposicion PPV versus presencia o ausencia PCV2.
Chi? no significante (p=0,665). OR: 1,076

Para el andlisis de asociacién de cada uno de los virus vs. PCV2 en las
muestras de suero, se observa que no hay significancia estadistica con la
prueba de Chi?.Todos los valores tienen P2 0.05, lo que pudiera sugerir que

estos virus no representan un factor de riesgo para la presencia de PCV2 en
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las muestras analizadas, comparados con los valores de los OR en donde
se obtuvo un valor inferior o cercano a 1. El OR correspondiente al bocavirus
y al PCV2 tiene un valor de 2.51 lo cual reflejaria que existe 2.51 mas
probabilidad de que los sueros expuestos a bocavirus tengan PCV2 que los
que no tienen Bocavirus, pero dado que el Chi® no es significante esta

asociacion no es concluyente.

5.8 Tendencia de presencia de los virus PCV2, PPV, SwBoV, TTV 1y 2
con respecto a la edad (semanas de vida) en que se encontraban los

cerdos al momento del muestreo.

Aunque el rango de edad analizado en este estudio correspondia en su
totalidad a animales en crecimiento, se realizé el ejercicio estadistico para

cada caso.

La mayor frecuencia de presentacion de cada uno de los virus entre el rango
de 8 a 15 semanas de edad de observo en las semnas 10 y 15, TTV1 tuvo
mayor porcentaje de presentacion en la semana 10 en contraste con los virus
PCV2, SwBov, PPV y TTV2 (Figura 12). Estos hallazgos podrian sugerir que
el hecho que TTV1 aumente, podria potenciar el PCV2 aprovechando la
inmunosupresion del animal (Laila et al, 2010), que sumado a otros factores

se desencadene el PMWS.
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Figura 12. Andlisis de presentacion de cada uno de los virus con respecto a la edad. A.
PCV2, B. SwBov, C. PPV, D. TTV1. En todos los casos las barras azules corresponden a
resultados negativos y las verdes a positivos, el eje de las X a la edad vs. el eje de las Y de
porcentaje. Para el caso de PCV2, SwBov y TTV1, los animales de semana 10 y semana 15

fueron predominantes en la infeccién de este virus.
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5.9 Analisis de las muestras de tejido, resultados de PCR versus

enfermedad

Se realizaron tablas de contingencia de 2 X 2 para comparar las diferentes
presentaciones de PCV2 y cada uno de los otros virus encontrados (Tabla
5), con lo que se calculé el Odds ratio. El siguiente ejemplo constituye la
evaluacion de la variable PCV2 vs. PMWS.

PCV2*PMWS
PMWS PMWS
POSITIVO NEGATIVO
PCV2 POSITIVO 12 12
PCV2 NEGATIVO 2 20

Tabla 5. Tabla de Contingencia, Variable presencia, ausencia PCV2 vs. enfermedad.

OR =12/12/2/*20 =
OR= 1/0.1=10

Para evaluar la significancia del Chi? se tuvo en cuenta la prueba de Pearson
y la de Fisher dependiendo si en la tabla de contingencia se tenian valores
mayores o menores de 5 respectivamente. Seguidamente si el valor de p era

significante se calculd el Odds Ratio manualmente.

OR= 2%

c/d
Otra herramienta evaluada fueron las graficas comparativas entre la variable

de exposicion Vs. la presentacion de la variable de respuesta.

Para establecer la asociacion de enfermedad (clasificacién previamente
descrita) frente a cada uno de los virus SwBo, PPV, PCV2, TTVI y Il se
encontré que la unica asociacion significante fue PCV2 vs PMWS con un

(p=0,03) y un OR: 10, este valor representa que las muestras expuestas a

53



PCV2 tienen 10 veces mayor probabilidad de presentar PMWS sistémico
que las que no lo tienen (Figura 13). La comparacion de los demas virus y
formas de presentacion no fueron significativas, sugiriendo que los virus de
forma individual no son factores de riesgo para las diferentes formas de

presentacion de enfermedades asociadas a PCV2.

El procedimiento anterior se realizé para los diferentes virus con las distintas
presentaciones de enfermedad en las muestras de tejido, no encontrando

significancia en el resto de evaluaciones (datos no mostrados).

(ount

NFGATWYO POSITVG

PCV2

Figura 13. Relacion variable de exposicion PCV2 versus presencia o ausencia PMWS. Chi?
significante (p=0,03). OR: 10. Se observa que el PCV2 es aparentemente es un factor
determinante para la presentacion del PMWS.

Relaciéon variable de exposicion PCV2 versus presencia o ausencia PNDS.
Chi? significante (p=0,045). OR: 0. EI PCV2 por si solo no es un factor
suficiente para desencadenar PNDS en la muestra evaluada, quizas bajo

otras condiciones se pueda determinar la relacion (Figura 14).
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Figura 14. Relacién variable de exposicién PCV2 versus presencia o ausencia PNDS. Chi?
significante (p=0,045). OR: 0. Aparentemente PCV2 aunque esta asociado a la presentacion
de PNDS, no es un factor determinante, posiblemente estan involucrados otros agentes no
analizados en este estudio.

Relacion variable de exposicion Bocavirus versus presencia o ausencia
PMWS presentacion sistémica. Chi? (p=0,06). OR: 0.61 (Figura 15). El hecho
de que Bocavirus esté presente podria estar implicado en la presentacién del
PMWS, sin embargo por si solo no parece ser determinante dado a que en
ausencia del mismo también se encontré6 PMWS, quizas sea importante la
participacion asociada de otros agentes de tipo viral o bacteriano.

Bar Chart

| Pwws

I NEGATIVO
[ErosiTvo

Count
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BOCAVIRUS
Figura 15. Relacion variable de exposiciéon SwBov versus presencia o ausencia PMWS. Chi?

(p=0,06). OR: 0.61. ElI SwBov, parece estar implicado en la presentacion del sindrome, sin
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embargo no es un factor determinante por si solo, posiblemente es importante la asociacion

con otros microorganismos no contemplados en este estudio.

5.10 Analisis en coinfecciones

Para este analisis se empled la metodologia ya mencionada, de tal forma
que se buscd establecer la relacion de las 13 coinfecciones que se
presentaron:

Agente

Identificacion de TTV1 TTV2 PCV2 SwBov PPV Ninguno
la coinfeccion

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X X

5 X X X

6 X X X X

7 X X

8 X X X

9 X X X
10 X X

11 X

12 X X X X X
13 X

Tabla 6 Descripcion coinfecciones encontradas en las muestras analizadas. Se
encontraron un total de 12 coinfecciones mas las muestras que no presentaron positividad
por PCR a ninguno de los virus evaluados.

De acuerdo a los hallazgos clinicos registrados en el momento del sacrificio
del animal y los hallazgos de la necropsia, se clasificaron las muestras dentro
de los siguientes grupos: compatibles con enfermedad respiratoria, entérica,
PNDS y PMWS. Con dicha herramienta y los resultados de PCR se
realizaron tablas de contingencia con la respectiva prueba de Chi? hallando

los siguientes valores significativos.
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5.10.1 Relacion de la coinfeccion PCV2+TTV1 y 2 versus presencia o

ausencia de PMWS sistémico

Chi? significante (p=0,017). OR: 6.25. Este valor quiere decir que los
animales que presentan esta coinfeccion presentan 6,25 mas veces de tener

PMWS que los que no tienen la coinfeccion (Figura 16).

Grafico de barras

Recuento

Figura 16. Relacion variable de exposicion PCV2+TTV1/2 versus presencia o ausencia
PMWS. Chi? (p=0,017). OR: 6.25. PCV en asocio con TTVs al parecer constituye un factor

importante para la presentacion del PMWS.

5.10.2 Relacion de la coinfeccionTTV1Y2+ SwBov, versus presencia o

ausencia de PMWS sistémico.

Chi? significante (p=0,026) OR=0. Si dicha confeccién esta ausente, la
probabilidad de presentar PMWS existe, posiblemente explicado por la
participacion de otros agentes nos contemplados en este analisis, en
contraste cuando la coinfeccion esta presente, no fue una condicion

suficiente para desarrollar PMWS (Figura 17).
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Figura 17. Relacion variable de exposicion TTV1/2 + SwBov versus presencia o ausencia
PMWS. Chi? (p=0,026). Cuando esta coinfeccion esta presente, no fue suficiente para el
desarrollo de PMWS.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES FINALES

- Este estudio demuestra por primera vez la existencia de agentes virales
no convencionales del tipo SwBoV y TTV 1y 2, circulando en la poblacion

porcina colombiana.

- Los resultados indican que TTV1/2 y SwBov podrian estar relacionados

con la presentacion del PMWS en nuestro pais.

- Al analizar de forma independiente la presencia de cada uno de los virus
frente a la presencia o ausencia de PCV2 no se encontrd significancia
estadistica, sin embargo los resultados de co-infeccion revelan la
participacion de otros agentes evaluados en éste estudio, lo que podria
sugerir la importancia de infeccion poliviral como desencadenante del
PMWS.

- En las muestras en que solo se evidencio la presencia de PCV2 esta fue

una condicion suficiente para producir PMWS sistémico (p=0.03) OR=10.

- Para el caso de SwBov versus PMWS se encontrd, que el hecho de que
Bocavirus esté presente podria estar implicado en la presencia del PMWS
(P=0.06).

- ElI analisis de la presencia de co-infecciones, arrojé resultados
importantes, en las muestras de tejido analizadas, en particular cuando
esta presente la coinfeccion PCV2 y TTV1-2, aumenta el riesgo de
presentacion de PMWS sistémico en 6.25 (p=0.017), lo que permite
sugerir que los torquetenovirus juegan un papel importante en el
desarrollo del PMWS en asocio con PCV2.
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Con relacion a la coinfeccion TTV1y2+ SwBov, versus presencia o
ausencia PMWS sistémico, esta no fue una condicion suficiente para
desarrollar PMWS (p=0,026).

Las herramientas diagnodsticas desarrolladas en este estudio quedan
disponibles para ser usadas en el campo, pues hasta el momento solo se
evalua PCV2. Ahora es importante reconocer la existencia de otros
agentes involucrados en el PMWS, los cuales deben ser incluidos en el

panel diagnostico.

Con el fin de determinar el papel de éstos agentes en la enfermedad es
necesario realizar estudios adicionales que contemplen el analisis de

carga viral y dinamica de la infeccién solos y en asocio con otros agentes.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Analisis Bioinformatico de PPV

Prueba

FORMATOS DE INFORMACION

REGISTRO ESTUDIO DE FACTIBILIDAD DE LA PRUEBA

Amplificacién por PCR del gen NS1

Diciembre de 2010

Clasificacién de uso de la Prueba: Confirmacidén presencia o ausencia del

parvovirus porcino

ANALISIS BIOINFORMATICO

1. Secuencias de los Primers usados:

Nombre T m Blanco a

del Secuencia 5°- 3~ Pb % GC A Referencia Tipo de PCR

R calculada amplificar
primer

PRIMERA PCR
PPV-F GGTTGCTACAATGCAGCCAATG 22 65 50
Corredor, )
PPV-R GCTAGCCATTGTTGCTTGG 19 59 53 NS1 ot al convencional
CCAAGCAACAATGGCTAGC

2. Alineamiento pareado de los Primers para identificar secuencias reportadas en

las bases de datos,

con las que

anillan:

Accession

HM989009.1
G0884047.1
G0884046.1
G0884045.1
G0884044.1
G0884043.1
G0Q884042.1
G0884041.1
G0884040.1

G0884039.1

Description

Porcine parvovirus strain N,
complete genome

Porcine parvovirus isolate
40570005 4e, partial genome
Porcine parvovirus isolate
40560005 4c, partial genome
Porcine parvovirus isolate
40090005 1h, partial genome

Porcine parvovirus isolate
33800005 1g, partial genome

Porcine parvovirus isolate
33790005 6a, partial genome

Porcine parvovirus isolate
33780005 2g, partial genome

Porcine parvovirus isolate
33760005 3a, partial genome

Porcine parvovirus isolate
32360005 1f, partial genome

Porcine parvovirus isolate
32350005 3h, partial genome

Max Total Query E Max

score score coverage value ident
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
41.0 76.5 44% 0.93 100%
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gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi|194277770_1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi[308220207 1500-2000

PPV-F

gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi|194277770_1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi[308220207_1500-2000

gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi|194277770_1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi[308220207 1500-2000

gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi[194277770 _1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi|308220207_1500-2000

PPV-R

gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi[194277770 _1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi|308220207_1500-2000

gi[298501351 1200-1700
gil226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi[194277770 1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi|308220207_1500-2000

gi[298501351 1200-1700
gi|226934561 1200-1700
gi|307827231 1250-1700
gi[194277770 _1500-2000
gil226424287 1250-1700
gi|308220207_1500-2000

TAMANO APROXIMADO PCR:

389PB

ANALISIS MULTIPLE CLUSTALWZ2

ATCAACAGGAAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTAGTTGGTA
ATCAACAGGAAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTAGTTGGTA
————————————————————————————— ACATTGCAAACTTGGTTGGTA
————————— AAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTGGTTGGTA
————————— AAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTGGTTGGTA
——————— GGAAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTAGTTGGTA

R S

ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT
ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT
ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT
ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT
ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT
ATGTTGGTTGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGT

R R R

ACAAATAAAAACTTAATATGGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA
ACAAATAAAAACTTAATATTGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA
ACAAATAAAAACTTAATATGGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA
ACAAATAAAAACTTAATATGGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA
ACAAATAAAAACTTAATATGGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA
ACAAATAAAAACTTAATATGGATTGAAGAAGCAGGAAACTTCTCTAACCA

R R R S R S

AACTGCCAGGTGATTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA
AACTGCCAGGTGACTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA
AACTACCAGGTGATTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA
AACTGCCAGGTGATTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA
AACTGCCAGGTGATTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA
AACTGCCAGGTGATTTTGGACTTTTAGAAGAAACTGAATGGCCACTAATA

KA KK AAAAAKAAKN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A, kK

TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATAT
TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATAT
TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATAT
TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATAT
TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAATCAACAATGGCTAGCTATAT
TGTGCTTGGTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATAT

R I I S

GCATCATTGGGGAAATGTACCTGATTGGTCAGAAAAGTGGGAGGAGCCAA
GCATCATTGGGGAAATGTACCTGATTGGTCAGAAAAATGGGAGGAGCCAA
GCATCATTGGGGAAATGTACCTGATTGGTC-———====—======—————
GCATCATTGGGGAAATGTACCTGATTGGTCAGAAAAATGGGAGGAGCCAA
GCATCATTGG-—======== === === ————— oo
GCATCATTGGGGAAATGTACCTGATTGGTCAGAAAAGTGGGAGGAGCCAA

R

AAATGCAA-- 501

50
50
21
41
41
43

22
100
100
71
91
91

150
150
121
141
141
143

400
400
371
391
391
393

19

450
450
421
441
441
443

500
500
451
491
451
493
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ANALISIS CON LAS SECUENCIAS COMPLETAS DE NS1 Y LOS PRIMERS PROPUESTOS

PPV-F

911298501351 | gb|HM355808.
911308220207 | gb |HMI89009.

PPV-F

911298501351 | gb|HM355808.
911308220207 | gb |HM9I89009.

PPV-R

gil298501351|gb|HM355808.
gi]308220207|gb|HM989009.

1]
1]

GAAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTAGTTGGTAATGTTGGT 1257
GAAAAAGTATAATTGCTCAACACATTGCAAACTTAGTTGGTAATGTTGGT 1550
* * x
TGCTACAATGCAGCCAATG-——==——===——————————————————___ 22
TGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGTACAAATAA 1307
TGCTACAATGCAGCCAATGTGAACTTTCCATTTAATGACTGTACAAATAA 1600

B R R S S

—————————————————— CCAAGCAACAATGGCTAGC------------- 19
GTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATATGCATCATT 1657
GTTGGTAAAGAAAGGTTACCAAGCAACAATGGCTAGCTATATGCATCATT 1950
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Anexo 2. Analisis bioinformatico SwBov

FORMATOS DE INFORMACION
REGISTRO ESTUDIO DE FACTIBILIDAD DE LA PRUEBA

Diciembre de 2010

Prueba: Amplificacién por PCR del gen VP1-2 o NS1 De Bocavirus porcino
(PBoV)
Clasificacién de uso de la Prueba: Confirmacidédn presencia o ausencia de Bocavirus
porcino
ANALISIS BIOINFORMATICO
4. Secuencias de los Primers usados:
Nombre Tm Blanco a
del Secuencia 5'- 3° Pb % GC o Referencia | Tipo de PCR
R calculada amplificar
primer
PRIMERA PCR
GGG CGA GAA CAT TGA
Sboca-F | ;o7 o0 21 57.3 52-4 | yp1-2 496 Shaolum et
Sboca-R TTGTGAGTATGGGTATTGGTG 21 52.0 42.9 al 2010 .
convencional
Boca-F AAACTGGTTCCTGAGC 16 48.8 50 )
CAGTGAAACAGCGTCT NS1 208 flet—xia
Boca-R 16 49.1 50 Cheng
Alineamiento pareado de los Primers para identificar secuencias reportadas en las
bases de datos, con las que
Primer juego de primers de 496 pb
anillan:
Accession Description Max ZTotal Query E .EEE Links
score score coverage value ident
Bocavirus pig/SX/China/2010 NS1
HQ223038.1 (NS1), NP1 (NP1), VPl (VP1l), and 39.2 71.1 50% 2.9 100%
VP2 (VP2) genes, complete cds
Bocavirus pig/sw-Al/SWE/2010 NP-1
GU902971.1 gene, complete cds; and putative 39.2 71.1 50% 2.9 100%
VP1/2 gene, partial cds
Bocavirus pig/sw-107/SWE/2010 NP-
GU902970.1 1 gene, complete cds; and 39.2 71.1 50% 2.9 100%
putative VP1/2 gene, partial cds
Bocavirus pig/sw-92 2/SWE/2010
GU902969.1 NP-1 gene, complete cds; and 39.2 71.1 50% 2.9 100%
putative VP1/2 gene, partial cds
Bocavirus pig/sw-90_ 1/SWE/2010
GU902968.1 NP-1 gene, complete cds; and 39.2 67.5 50% 2.9 100%
putative VP1/2 gene, partial cds
Bocavirus pig/sw-18/SWE/2010 NP-1
GU902967.1 gene, complete cds; and putative 39.2 71.1 50% 2.9 100%
VP1/2 gene, partial cds
Bocavirus pig/China/2009 strain
GU556591.1 PBoVZJHP2 VP1/VP2 protein gene, 39.2 71.1 50% 2.9 100%
partial cds
Bocavirus pig/China/2009 strain
GU556590.1 PBoVZJHP1 VP1/VP2 protein gene, 39.2 71.1 50% 2.9 100%
partial cds
GU556589.1 Bocavirus pig/China/2009 strain 39.2  71.1 50% 2.9 100%
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Accession

GU556588.

GU556587.

GU556586.

GU556585.

GU556584.

GU556583.

GU556582.

GU556581.

GU556580.

GU556579.

GU556578.

GU556577.

GU556576.

GU556575.

GU556574.

GU556573.

FJ872544.

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

Description

PBoVZJ0936 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBovzJ0919 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVvzJ0901 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVXJ0904 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVXJ0901 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVSH0958 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVSH0901 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVJX0927 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVJS0921 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBOVHEN0916 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBOVHEB0904 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBOVHEB0901 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVBJ0907 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVBJ0903 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoOVAH0921 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoVAH0914 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/China/2009 strain
PBoOVAH0904 VP1/VP2 protein gene,
partial cds

Bocavirus pig/Swebo 1/SWE
putative NP1 gene, complete cds;
and VP1/VP2 gene, partial cds

Max Total Query E  Max
score score coverage value ident
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2 71.1 50% .9 100%
39.2  71.1 50% .9 100%

Links
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

Sboca-F

gi[290574483 |gb|GU556588.
gi]310877319|gb|HQ223038.
911299507634 |gb|GU902967.

Sboca-F

gil290574483|gb|GU556588.
gi|310877319|gb|HQ223038.
gil299507634(gb|GU902967.

911290574483 |gb|GU556588.
911310877319 |gb|HQ223038.
911299507634 |gb|GU902967.

Sboca-R

gi[290574483 |gb|GU556588.
gi]310877319|gb|HQ223038.
911299507634 |gb|GU902967.

Tamafio esperado: 495pb

1]
1]
1]

1]

1]

1]
1]
1]

1]
1]
1]

——————————————————————————————————— GGGCGAGAACATTGA 15
——————————————————————————————————— GGGCGAGAACATTGA 15
CAAGGTGCAAAAAGAGCAAAAATGTCCGCACAGGGGGGCGAGAACATTGA 3150

CAAGGTGCAAAAAGAGCAAAAATGTCCGCACAGGGGGGCGAGAACATTGA 1176

R

AGAGGT—————— 15
AGAGGTTGAAGTGGATACAGGTGCGGGAAGTGGGCGGTCAGGCGGTGGCG 65
AGAGGTTGAAGTGGATACAGGTGCGGGAAGTGGGCGGTCAGGCGGTGGCG 3200
AGAGGTTGARGTGGATACAGGTGCGGGAAGTGGGCGGTCAGGCGGTGGCG 1226

R R R R S

ACAGATACACTATACAACAATGATCTGACAGCAGGGGTGCACATTATGTA 465
ACAGATACACTATACAACAATGATCTGACAGCAGGGGTGCACATTATGTA 3600
ACAGATACACTATACAACAATGATCTGACAGCAGGGGTGCACATTATGTA 1626

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A A AR AR AR AR AR KKKk

TGACGGGTCACACCAATACCCATACTCACAA-—————————————————— 496
TGACGGGTCACACCAATACCCATACTCACAAAGTGGATGGGACAGTGAGC 3650
TGACGGGTCACACCAATACCCATACTCACAAAGTGGATGGGACAGTGAGC 1676

R R I I
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Alineamiento pareado de los Primers para identificar secuencias reportadas en las
bases de datos, con las que

| Primer juego de primers de NS1 208

anillan:
Sequences producing significant alignments:
Accession Description Max Total Query E .Eéﬁ Links
score score coverage value ident

PREDICTED: Ailuropoda
melanoleuca fer-1-like 6 o o

XM 002924330.1 (C. elegans) (FER1LG), 30.1 30.1 21% 1205 100%
mRNA

Porcine bocavirus 2

HM053694.1 pig/Z2JD/China/2006, 30.1 54.9 43% 1205 100%
complete genome
Porcine bocavirus 1

HM053693.1 pig/Z2JD/China/2006, 30.1 30.1 21% 1205 100%
complete genome
Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 o o
isolate 7494 NSI gene, —2:1 0.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053692.1

Bocavirus

pig/2JD/China/2006 . 5
isolate Z491 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053691.1

Bocavirus

pig/Z2JD/China/2006 o o
isolate 2462 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053690.1

Bocavirus

pig/2JD/China/2006 . 5
isolate 2375 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053689.1

Bocavirus

pig/Z2JD/China/2006 o o
isolate 2371 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053688.1

. 100%
Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 o
isolate Z369 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205
partial cds

HM053687.1

Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 o o
isolate 7348 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053686.1

Bocavirus

pig/2JD/China/2006 . 5
isolate 2290 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053685.1

Bocavirus

pig/Z2JD/China/2006 o o
isolate 2260 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053684.1

Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 o o
isolate Z255 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053683.1

Bocavirus

pig/Z2JD/China/2006 o o
isolate 2252 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053682.1

Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 o o
isolate 7z249 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%
partial cds

HM053681.1

Bocavirus

pig/ZJD/China/2006 . 5
isolate 2244 NS1 gene, 30.1 60.3 43% 1205 100%

~ar+i1al ~Aa

HM053680.1



Clustal

Boca-F

gil298200897|gb|HM053674.

gi[298200899|gb|HM053675

Boca-R
gi1298200897|gb|HM053674

TAMANO APROX 208 PB

1]

L1
gi[298200948|gb|HM053694.

L1
gil298200899|gb|HM053675.
gil298200948|gb|HM053694.

1]

—————————————————————————— ARACTGGTTCCTGAGC-——————— 16
—————————————————————————— ARACTGGTTCCTGAGCACATGCGC 24
—————————————————————————— ARACTGGTTCCTGAGCACATGCGC 24
CCTACGCCATCAGCAGCATCAACGGGAAGCTGGTTCCTGAGCACATGCGC 950

R

—————————————————— AGACGCTGTTTCACTG-——————————————— 16
CTGATGCTCGATTGCATGAGACGCTGTTTCACTG-~——-=========== 208
CTGATGCTCGATTGCATGAGACGCTGTTTCACTG-———===========~— 208

CTGATGCTCGATTGCATGAGACGCTGTTTCACTGAGAACATCACCTCGTA 1150
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Anexo 3. Analisis bioinformatico TTV

FORMATOS DE INFORMACION
REGISTRO ESTUDIO DE FACTIBILIDAD DE LA PRUEBA

Diciembre de 2010
Prueba: Amplificacidén por PCR del gen 5UTR DE TTV1 Y TTV2
Clasificacién de uso de la Prueba: Confirmacidédn presencia o ausencia de torque
tenovirus porcino tipo 1 y 2

ANALISIS BIOINFORMATICO

5. Secuencias de los Primers usados:

Nombre Tm Blanco a
del Secuencia 5°- 3° pb % GC A Referencia | Tipo de PCR
R calculada amplificar
primer
PRIMERA PCR
J— CGGGTTCAGGAGGCTCAAT 19 57.3 57.9
TTVI-R GCCATTCGGAACTGCACTTACT 2 57.6 50 )
5UTR Segalés, convencional
TTV2-F TCATGACAGGGTTCACCGGAA 27 58.5 52.4 et al 2009
TTV2-R CGTCTGCGCACTTACTTATATACTCTA 27 55.7 40.7
Alineamiento pareado de los Primers para identificar secuencias reportadas en las
bases de datos, con las que
anillanj
Sequences producing significant alignments: TTV 1
Accession Description Max score Total Query E value .EE§ Links
— — score coverage — ident
Torque teno sus virus 1
HM633256.1 isolate TTV1H1j20, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633254.1 isolate TTV1H1j5, complete 41.0 74.7 52% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633253.1 isolate TTV1Gx3-1, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633252.1 isolate TTV1Fj3, complete 41.0 41.0 28% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633251.1 isolate TTV1Bj1l0, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633248.1 isolate TTV1Bj5, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633246.1 isolate TTV1Bj4-1, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
Torque teno sus virus 1
HM633245.1 isolate TTV1Bj3, complete 41.0 76.5 53% 0.70 100%
genome
HM633243.1 LOTIue teno sus virus 1 41.0 76.5 53% 0.70 100%

isolate TTV1Bj2-1, complete —_—
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Sequences producing significant alignments:

TTV 1

Accession

GU570202.1

GU570201.1

GU570200.1

GU570199.1

GU570198.1

GU569888.1
GU569885.1
HM042347.1
HM042344.1
HM042340.1
HM042339.1

HM042332.1

GU574717.1

GU574716.1

GU574715.1

GU574713.1

GU574712.1

GU574711.1

GU574710.1

GU574709.1

GU450331.1

Description

genome

Torque teno sus virus 1
isolate TTV1 G26, complete
genome

Torque teno sus virus 1
isolate TTV1 G21, complete
genome

Torque teno sus virus 1
isolate TTV1 1914, complete
genome

Torque teno sus virus 1
isolate TTV1 20N, complete
genome

Torque teno sus virus 1
isolate TTV1 19N, complete
genome

Torque teno sus virus 1
isolate ¢32 genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate 393 genomic sequence

Torque teno sus virus isolate
2238 genomic sequence

Torque teno sus virus isolate
3111 genomic sequence

Torque teno sus virus isolate
2234 genomic sequence

Torque teno sus virus isolate
C412 genomic sequence

Torque teno sus virus isolate
3931 genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate TB 5' noncoding region
genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate ST 5' noncoding region
genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate PK-15 PCV-1 free 5'
noncoding region genomic
sequence

Torque teno sus virus 1
isolate MDCK 5' noncoding
region genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate MDBK 5' noncoding
region genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate MA-104 5' noncoding
region genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate K562 5' noncoding
region genomic sequence

Torque teno sus virus 1
isolate H407 5' noncoding
region genomic sequence

Torque teno sus virus
SH0822/2008, complete genome

Max score

N
=
o

N
=
o

N
=
o

N
=
o

N
=
o

N
=
o

N
=
o

Total

score coverage

41.0

41.0

76.5

76.5

76.5

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

41.0

74.7

Query

E value

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

.70

100%

100%

100%

100%

100%

100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%
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Sequences producing significant alignments: TTV 1
Accession Description Max score Total Query E value Max Links
—————— score coverage _— ident
. . _ .
FN687860.1 L1 VITus group 1 5! mon-coding ., 41.0 28% 0.70 1003
———— region, isolate Holguin 2 —_—
TT virus group 1 5' non-coding
FN687867.1 region, isolate Ciego de Avila 41.0 41.0 28% 0.70 100%
07
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment
myl=g oosososs CGGGTTCAGGAGGCTCAAT-——————————————————————— 19
gi|270304338 1-330 TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 50
gil291197451 |emb|FN687866.1|  -———————- CGGGTTCAGGAGCCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 42
gi|307341477 1-330 AACACTTCGGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 50
gi|217330858|gb|EU908707.1|  —====—————— GTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 39
gil291197448|emb|FN687863.1|  ———=————- CGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTGCGCTCGCACCAC 41
gi|291585985 1-330 TACACTTCGGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 50
gi|257044042|gb|GQ423427.1|  —-=—=———- CGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 42
gi|307341487 1-320 TACACTTCCGGGTTCAGGAGGCTCAATTTGGCTCGCTTCGCTCGCACCAC 50
myl=R Soccooooooooooooooooooooooooossooooosssoes AGTAAGTG 8
gi\27030433871—330 GTAACCAATCAGAATTAAGGCCTTCCCAATACACTGTATATAAGTAAGTG 299
gi|291197451 |emb|FN687866. -TAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCTGTAAACTG-ATATAAGTAAGTG 289
gi|307341477_1-330 GTAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCACTAAACTGAATATAAGTAAGTG 299
gil217330858|gb|EU908707 GTAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCAGTAAAGTGAATATAAGTAAGTG 288
gi|291197448|emb|FN687863. GTAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCACTAAAGTGAATATAAGTAAGTG 290
gi\29158598571—330 GTAACCAATCAGAATTAAGGCGTGCCCAGTAAAGTGAATATAAGTAAGTG 298
gi 257044042 |gb|GQ423427.1 GTAACCAATCAGAATTAAGGCGTTCCCGGTAAACTGTATATAAGTAAGTG 291
gi1307341487_1-320 GTAACCAATCAGATTTAGGGCGTTCCCAGTAAAGTGAATATAAGTAAGTG 299
- Kk ok k ok ok ok ok
TTV1-R CAGTTCCGAATGGC-————————————————— 22
gi|270304338 1-330 CAGTTCCGAATGGCTGAGTTTATGCCGCCAG- 330
gi]291197451 |emb|FN687866. CAGTTCCGAATGGC——=====—=—==———————— 303
gi|307341477 1-330 CAGTTCCGAATGGCTGAGTTTATGCCGCCAG- 330
gi|217330858|gb|EU908707.1 CAGTTCCGAATGGCA-—==—===—=—=—=———— 303
gi]291197448|emb|FN687863. CAGTTCCGAATGGC-—====——=—————————— 304
gi|291585985 1-330 CAGTTCCGAATGGCTGAGTTTATGCCGCCAGC 330
gi|257044042|gb|GQ423427.1| CAGTTCCGAATGGC-=========———=———— 305
gi|307341487 1-320 CAGTTCCGAATGGCTGAGTTT-—-——-—————— 320
- R
Description Max Total Query E .EEE Links
score score coverage value ident
Accession
HM633241.1 TOTAUe tenmo sus virus 2 isolate g4 5 5g 32% 0.002 100%
———— lung3, complete genome —
HM633240.1 TOTAUe tenmo sus virus 2 isolate g, 5 g5 g 55% 0.002 100%
—— lungl, complete genome —
Torque teno sus virus 2 isolate o o
EM§§§2—3—7—'—1>TT\/2LI121, complete genome 20.0 85.5 5% 0.002 100%
Torque teno sus virus 2 isolate o o
EMééégii'—lTTVZJXZ, complete genome 20.0 50.0 32% 0.002 100%
Torque teno sus virus 2 isolate
. . . % 2 100%
HM633231.1 TTV2Gx3-2, complete genome 50.0 89.1 57 0.00 00
Torque teno sus virus 2 isolate
. . % 2 100%
HM633230.1 TTV2Gx2, complete genome 50.0 89.1 57 0.00 00
Torque teno sus virus 2 isolate
. . . . % 2 100%
EMéééggg—lTTV2B312, complete genome 20.0 89.1 o7 0.00 00
HM633227.1 LOFdue teno sus virus 2 isolate g5 5 gg 57% 0.002 100%

TTV2Bjll, complete genome

4



Max Total Query E Max

Description score score coverage value ident Links

Accession

HM633226.1 g%‘;gg?8feggm;‘fztzigziorieis"late 50.0  50.0 32% 0.002 100%
HM633223.1 g%‘;g‘;izsfnzoigie‘t’ir;znimis"late 50.0  85.5 55% 0.002 100%
HM633222.1 g@ég‘;izfeggm;‘fztzigzlforieis"late 50.0  89.1 57% 0.002 100%
HM633221.1 g%‘;g‘;i1feggm;‘fztzigziorieis"late 50.0  85.5 55% 0.002 100%
HM633220.1 g%‘;g‘;?zfeggm;‘fztzigziorieis"late 50.0  89.1 57% 0.002 100%
HM633218. 1 g%‘;gg?6Eg?oczr‘;;l‘;i;uzeio;z"late 50.0  89.1 57% 0.002 100%

TTV2 TCATGACAGGGTTCACCGGAR=—————— === ———————————————— 21

gi|269996471|gb|GQ466173.1]
gi|304435593 1-260
gi|307341632 3-260
gi|291197458|emb|FN687873.1|
gil290574448 1-310
gi]291197465|emb|FN687880.1]
gi]291197461|emb|FN687876.1]
gi|291197463|emb|FN687878.1 |
gi1257123980|gb|GQ412748.1|
gi|307341617 3-270
gi|307341547_1-270

TCATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA
TCATGACAGGGTTCACCGGAAAGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA
——-ATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA
TCATGACGGGGTTCACCGGAAAGGGTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA
TCATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA
TCATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA 50
TCATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA 50
TCATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA 50
TCATGACAGGGTTCACCGGAAGTGCTGCAAAATTACAGCTAAAACCACAA 50
—--ATGACAGGGTTCACCGGAAGGGCTGCAAAATTACAGCTARAACCACAA 48
TAATGACAGGGTTCACCGGAAAGGCTGCAAAATTACAGCTARAACCACAA 50

50
50
48
50
50

e Socccooooooooooooooooooooooosoos oo me e TAGAGTATAT 10
gi|269996471|gb|GQ466173.1] AGAATAAGAAAAGGACCAATCAGAAACACTT--CCCCTTTTAGAGTATAT 235
gi[304435593 1-260 AGAATAAGAAAAGGACCAATCAGAAACACTT--CCCCTTTTAGAGTATAT 235
gi[307341632 3-260 AGAATAAGTAAAGGACCAATCAGAAGAACTT--CCCCTTATAGAGTATAT 233
gi|291197458|emb|FN687873.1| AGAATAATAAAAGAACCAA-CAGAAGAACTT--CCTCTTTTAGAGTATAT 233
gi|290574448 1-310 AGAATAATAAAAGAACCAATCAGAAGAACTT--CCTCTTTTAGAGTATAT 287
gi|291197465|emb|FN687880.1| AGAATAATAAAAGAACCAATCAGAAGAACTT--CCTCTTTTAGAGTATAT 235

gi|291197461|emb|FN687876.1 |

AGAATAATAAGAGAACCAATCAGAAGAACTT--CCTCTTTTAGAGTATAT 235

gi|291197463|emb|FN687878.1| AGAATAATAAAAGAACCAATCAGAAACACTTTACCTICTTTTAGAGTATAT 236
gi|257123980|gb|GQ412748.1] AGCATAAGTAAAGAACCAATCAGAAACACTT--CCCCTTTTAGAGTATAT 246
gi|307341617_ 3-270 AGCATAACTAAAGAACCAATCAGAAACACTT--CCCCTTTTAGAGTATAT 244
gi[307341547 1-270 AGCATATTAAATCAACCAATCAGAAAGACTT--CCTCTTTTAGAGTATAT 246
d

TTV2R D e — 27

gi|269996471|gb|GQ466173.1] AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGCTGAGTTTATGCCGCTGGTGGTAGACAC 285
gi[304435593 1-260 AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGCTG-———————————————————————— 260
gi[307341632 3-260 AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGCTG-———————————————————————— 258
gi|291197458|emb|FN687873.1| AAGTAAGTGCGCAGACG———————=——=—=——=———————————————————— 250
gi|290574448 1-310 AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGC-—————————————————————————— 310
gi|291197465|emb|FN687880.1| AAGTAAGTGCGCAGACG——————————————————— - mmm—m 252
gi|291197461|emb|FN687876.1| AAGTAAGTGCGCAGACG———————————————————— i m 252
gi|291197463|emb|FN687878.1| AAGTAAGTGCGCAGACG—————————=——=—————————————————————— 253
gi|257123980|gb|GQ412748.1] AAGTAAGTGCGCAGACG————————————————————————————————— 263
gil307341617 3-270 AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGCT-————————————————————————— 268
gi[307341547 1-270 AAGTAAGTGCGCAGACGAATGGCT——======—————————————————— 270

TAMANO APROX: 252PB TTV2
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