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 «A disease/infection exists in a given region or country depending on the 

enthusiasm with which you are looking».  

-Carlos Pijoan 

 

«… We must have perseverance and above all confidence in ourselves. We must believe that 

we are gifted for something and that this thing must be attained».  

-Marie Curie 
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Resumen 

El Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2) y el Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo 

Porcino (PRRSV) son ejemplos de virus emergentes de gran importancia económica para la 

producción porcina a nivel mundial. Paralelamente, otros virus emergentes, como el Torque 

Teno Virus Porcino (TTSuV), si bien no constituyen un factor importante de preocupación para 

el sector productivo, revisten considerable interés por su posible impacto zoonótico y/o su 

eventual riesgo en potenciar el desarrollo de ciertas enfermedades del cerdo. Dado que en 

Uruguay no se realizan seguimientos rutinarios del estatus sanitario de los cerdos y existe un 

desconocimiento de la circulación de virus porcinos, esta tesis tuvo como objetivo identificar la 

presencia de PCV2 y TTSuV en cerdos pertenecientes a diferentes criaderos, y caracterizar a 

nivel molecular y biológico las cepas detectadas. Asimismo, este trabajo procuró evaluar si 

existe una relación sinérgica entre ambos virus (en cuanto a la frecuencia de infección y carga 

viral) que eventualmente potencie la patogenicidad. A su vez, se tuvo como objetivo investigar 

la presencia de PRRSV en cerdos de diferentes regiones del país, un virus que provoca serias 

patologías en cedos y forma parte de la lista de enfermedades del Código Sanitario para los 

Animales Terrestres de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE).  

Los principales hallazgos de esta tesis consisten en la identificación de PCV2 desde al menos 

el año 2010 en cerdos del Uruguay, lo cual significó el inicio de la vacunación contra este virus 

en el país. Paralelamente, se evidenció la presencia de PCV2 en jabalíes en una alta 

frecuencia de infección, lo cual sugiere a la población salvaje como reservorio de la 

enfermedad para el cerdo doméstico. Se obtuvieron 22 genomas completos y 40 cepas fueron 

caracterizadas a nivel genético. Se identificó la circulación de una cepa recombinante, no 

reportada en ninguna otra región, que resultó ser predominante en muestras de cerdo 

recolectadas en los años 2010-2014. Posteriormente, se caracterizó a nivel molecular una cepa 

mutante (PCV2d), potencialmente más virulenta que las cepas clásicas PCV2a/2b, la cual 

comenzó a circular globalmente a partir del año 2012. Esta cepa fue identificada en Uruguay 

por primera vez en el año 2013 y se sugiere, que culminó reemplazando a la cepa 

recombinante. Para conocer diferencias biológicas entre las diferentes cepas identificadas se 

comparó la localización sub-celular y la función apoptótica in vitro de ORF3, una proteína de 

PCV2 que ha sido asociada con la patogenicidad viral. No se observaron diferencias 
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sustaciales entre la cepa mutante y las cepas clásicas, y se especula que los cambios 

genéticos observados en PCV2d, no necesariamente implican cambios en la virulencia de esta 

cepa, sino simplemente un mecanismo que tiene el virus de evadir la respuesta inmune del 

hospedero. Asimismo, en esta tesis se abordaron diferentes estrategias para el aislamiento de 

una cepa recombinante de PCV2 y se realizó un trabajo preliminar sobre el desarrollo de una 

vacuna contra el virus.  

Por otro lado, se detectó una alta frecuencia de infección de TTSuV (TTSuV1 y TTSuV2ka) 

tanto en cerdo doméstico como en jabalí y una gran heterogeneidad genética entre las cepas 

identificadas (27 cepas caracterizadas). Además, se evidenció una alta frecuencia de co-

infección con PCV2. Si bien se ha considerado que estos virus pueden potenciar el desarrollo 

de ciertas enfermedades del cerdo, sobre todo en co-infección con PCV2, en este trabajo se 

observó una clara independencia entre la infección con PCV2 y la infección con TTSuV. De 

hecho, no se identificó una correlación entre la carga viral de TTSuV1 o TTSuVk2a con el 

estatus de infección por PCV2, sintomatología o edad. Dada su distribución ubicua y falta de 

asociación significativa con PCV2 o con el estatus sanitario de los cerdos se plantea un posible 

rol de TTSuV como componentes de la microbiota o “viroma” del hospedero.  

Por último, se evidenció la circulación de PRRSV en Uruguay desde al menos el año 2011, lo 

cual fue inesperado debido a que los países limítrofes no han reportado la enfermedad y 

significó un impacto importante tanto para la producción porcina regional como mundial. Se 

identificó que la cepa circulante es del tipo Americano y se logró adaptar a cultivo celular cepas 

de campo colectadas en los años 2013, 2014 y 2016.  

Esta tesis permitió avanzar en la comprensión de la epidemiología molecular de estos virus 

emergentes porcinos en Uruguay. Se considera que el conocimiento generado desde diversos 

enfoques y el trabajo multidisciplinario son fundamentales para la prevención y vigilancia de la 

salud animal, lo que contribuirá a una mejora de la producción porcina nacional. 
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1. Introducción general 

1.1. Virosis emergentes porcinas 

Según la Organización Mundial de la Salud, las enfermedades emergentes son aquellas que no 

habían sido reportadas previamente en una población o que han existido pero están 

incrementando rápidamente en incidencia o rango geográfico (Segalés, 2013). Evidentemente, 

el surgimiento de nuevas enfermedades y la re-emergencia de enfermedades de registro 

histórico en una región, es un evento en el que intervienen varios factores, ya sea relativos a la 

sanidad animal, producción de alimentos, atención médica y sistemas de salud, cambios en el 

ambiente, en el comportamiento del ser humano y en la adaptación de los microorganismos 

(Morse, 1995). De hecho, la mayor parte de los patógenos han existido por un largo tiempo 

pero solo se vuelven detectables al desarrollar ciertas habilidades en respuesta a influencias 

externas, resultando así en su predominancia en el ecosistema a expensas de la salud pública 

veterinaria o humana (Skovgaard, 2007). 

 

Durante los últimos 20-30 años, junto al rápido crecimiento a nivel mundial de la industria 

porcina han aumentado en número e importancia diversas enfermedades emergentes 

infecciosas que afectan a los cerdos, las cuales se han visto favorecidas principalmente por los 

sistemas de cría intensiva y por el comercio internacional (Segalés, 2013). Si bien la naturaleza 

de los agentes infecciosos que afectan a los cerdos es variada (bacterias, hongos, helmintos, 

protozoarios, virus), nos centraremos en los virus, que de hecho según algunos autores, 

representan a la mayoría de los agentes causantes de enfermedades emergentes (Cleaveland 

et al., 2001).  

 

Hace varias décadas atrás, las enfermedades más importantes que afectaban a los cerdos 

eran de carácter “uni-factorial”, aquellas en las que solo la presencia de un agente infeccioso 

es suficiente para desencadenar la enfermedad y generar pérdidas significativas en la 

producción. Algunos ejemplos son las enfermedades causadas por el virus de la Peste Porcina 

Clásica (CSFV, por sus siglas en inglés), el virus de la Peste Porcina Africana, virus de la 

Diarrea Epidémica Porcina, virus de la Fiebre Aftosa y el virus de la enfermedad de Aujeszky 

(ADV, por sus siglas en inglés). En general, estas enfermedades han sido controladas en 
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varios países debido a programas de vacunación o planes de erradicación. Sin embargo, 

siguen siendo de gran interés para los productores y autoridades sanitarias ya que muchas 

veces han re-emergido en diferentes áreas del mundo, ya sea en un área geográfica donde no 

habían estado con anterioridad o en zonas donde habían sido erradicadas (Segalés, 2013).  

 

Por otro lado, en la actualidad, las enfermedades denominadas “multi-factoriales” poseen una 

importancia creciente a nivel mundial. En este tipo de enfermedades, la mera presencia del 

agente infeccioso no es suficiente para desencadenar la enfermedad y otros factores como el 

sistema de producción, el manejo sanitario, las infecciones concomitantes y el background 

genético, género, edad y sistema inmune de los animales juegan un papel preponderante en la 

expresión de la enfermedad. El Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2, por sus siglas en inglés) y el 

virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV, por sus siglas en inglés) son 

dos claros ejemplos de virus emergentes porcinos que están asociados a enfermedades de 

carácter multi-factorial. De hecho, hoy en día tanto el Síndrome Respiratorio y Reproductivo 

Porcino (PRRS, por sus siglas en inglés) como la Enfermedad Sistémica asociada a PCV2 

(PCV2-SD, por sus siglas en inglés) son las dos enfermedades de mayor impacto económico 

global para la industria porcina (Osorio, 2010; Segalés, 2013). 

 

Finalmente, existe una última categoría de agentes infecciosos, que su implicancia en el 

desarrollo de enfermedades en el cerdos es limitada o incierta. Muchos de estos agentes, 

como el virus de la Hepatitis E, si bien es asintomático en el cerdo, constituye un factor de 

riesgo de gran interés para la salud pública debido a su posible transmisión zoonótica, la cual 

puede contribuir a una continua propagación del virus (Meng, 2012). Asimismo, otros virus 

como el Retrovirus Endógeno Porcino y el Herpesvirus Linfotrópico Porcino son motivo de 

preocupación en xeno-trasplantes humanos con órganos, tejidos y células de cerdo (Abrahante 

et al., 2011). Por último, otro ejemplo que pertenece a esta categoría, es el Torque Teno sus 

virus (TTSuV, por sus siglas en inglés), que si bien su rol como patógeno continúa siendo 

debatido, ha sido considerado como agente co-factor en el desarrollo de enfermedades del 

cerdo, especialmente las asociadas a PCV2 (Kekarainen et al., 2006; Ellis et al., 2008; 

Aramoundi et al 2011; Segalés, 2013). En la Tabla 1.1 se detallan las virosis emergentes de 
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identificación más reciente. Cabe resaltar, que los virus que poseen un impacto evidente en el 

sector productivo como PRRSV y PCV2, son extensamente estudiados, mientras que la 

mayoría de las virosis agrupadas en la última categoría descripta reciben menor atención por 

parte de los científicos y en general, su biología, epidemiología y patogenicidad permanecen 

desconocidas (Meng, 2012).  

 

Tabla 1.1 Virosis emergentes porcinas 

Virus Familia Año de 
emergencia 

Potencial 
Zoonótico 

Enfermedad clínica en el cerdo 

 
Virus del Síndrome Respiratorio 

y Reproductivo Porcino 
 

 
Arteriviridae 

 
1991 

 
No 

 
Enfermedad respiratoria en 

lechones y reproductiva en madres 

Circovirus Porcino Tipo 2 
 

Circoviridae 1997 No PCVAD, PCV2-SD 

Virus de la Hepatitis E Hepeviridae 1997 Si Subclínico 
 

Virus de Menangle 

 
Paramyxoviridae 

 
1997 

 
Si 

 
Enfermedad reproductiva 

 
Retrovirus Endógeno Porcino 

 
Retroviridae 

 
1997 

 
No 

 
Desconocida 

 
Torovirus Porcino 

 
Coronaviridae 

 
1998 

 
Desconocido 

 
Posiblemente diarrea 

 
Sapovirus Porcino 

 
Caliciviridae 

 
1999 

 
Posiblemente 

 
Diarrea 

 
Herpesvirus Linfotrópico Porcino 

 
Herpesviridae 

 
1999 

 
No 

 
Desconocido pero relacionado a 

ELP 
 

Virus Nipah 
 

Paramyxoviridae 
 

 
1999 

 
Si 

 
Enfermedad respiratoria y síndrome 

neurológico 
 

Torque Teno sus virus 
 

Aneloviridae 
 

2002 
 

Desconocido 
 

Desconocida. Asociado a PCV2-SD 
y otras PCVAD. 

 
Virus Bungowannah 

 
Flaviviridae 

 
2007 

 
Desconocido 

 
Síndrome Myocarditis Porcina 

 
Kobuvirus porcino 

 

 
Picornaviridae 

 
2008 

 
Desconocido 

 
Desconocido 

Bocavirus porcino 
 

Virus pandémico H1N1* 

Parvoviridae 
 

Orthomyxoviridae 

2008 
 

2009 

Desconocido 
 

Si 

Desconocido 
 

Subclínico. Enfermedad respiratoria 
     

Deltacoronavirus Porcino** 
 

Coronaviridae 2014 Desconocido Diarrea 

Circovirus Porcino Tipo 3*** 
 

Circoviridae 2016 Desconocido Desconocido. Asociado a PCVAD 

 
PCVAD, por sus siglas en inglés, Enfermedades asociadas al Circovirus Porcino Tipo 2; PCV2-SD, por 

sus siglas en inglés, Enfermedad sistémica asociada a Circovirus Porcino Tipo 2; ELP, Enfermedad 

linfoproliferativa post-transplante. Extraído de Meng, 2012. *Información extraída de Torremorell et al., 

2012. ** Información extraída de Wang et al., 2014. *** Información extraída de Franzo et al., 2018. 

 

 



4 

Si bien se especula que solo se conoce el 5 % de los virus que existen en la naturaleza, un 

número creciente de agentes virales se descubren año a año (Segalés, 2013). Probablemente, 

los avances en las técnicas de biología molecular en los últimos años, como la metagenómica, 

son responsables de este fenómeno (Blomström, 2011). Como ejemplo claro de ello, se 

destaca el descubrimiento en 2016 de un nuevo virus porcino denominado Circovirus Porcino 

Tipo 3 (PCV3) identificado por secuenciación masiva (Palinski et al., 2016). 

Sorprendentemente, estos virus resultaron estar genéticamente más emparentados con los 

Circovirus Caninos que con los Circovirus Porcinos previamente descritos (Palinski et al., 

2016). Sin embargo, aún no existen datos del todo concluyentes que relacionen estrictamente 

este virus con una manifestación clínica en particular. Probablemente, PCV3 ha estado 

infectando a los cerdos desde hace ya varios años, siendo la infección subclínica su forma más 

común de manifestación (Franzo et al., 2018).  

 

Por otra parte, es necesario destacar que algunas de las enfermedades virales emergentes y 

re-emergentes porcinas son de declaración obligatoria ante la Organización Mundial de Salud 

Animal (OIE), una organización inter-gubernamental encargada de mejorar la sanidad animal a 

nivel mundial. En la lista del año 2018 se encuentran la encefalomielitis por virus Nipah, Peste 

Porcina Africana, Peste Porcina Clásica, Gastroenteritis transmisible y PRRS, junto a otras 

enfermedades de origen no viral (OIE, 2018a).  

.  

1.2. Situación del sector porcino en Uruguay 

Según el Censo General Agropecuario realizado por la Dirección de Estadísticas 

Agropecuarias (DIEA) del Ministerio de Ganadería Agricultura y Pesca (MGAP), en el año 2011 

se registraron en nuestro país 8.080 explotaciones con cerdos representando el 18 % del total 

de explotaciones agropecuarias. Sin embargo, solo un tercio de estas explotaciones tienen 

producción comercial (DIEA, 2011). En general, las demás explotaciones destinan la 

producción al autoconsumo pudiendo realizar ventas ocasionales que permiten satisfacer 

necesidades básicas y/o solucionar imprevistos de las economías familiares (González y 

Bauza, 2009). La producción primaria (actividades de reproducción, cría y/o engorde de 

animales) se concentra en productores pequeños (80,8%) mientras que los productores 
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medianos y grandes tienen una menor participación (17,6% y 1,6% respectivamente). Los 

establecimientos productores se ubican mayoritariamente en la zona centro‐sur del país, 

siendo los departamentos de mayor producción Montevideo, Canelones, San José, Soriano, 

Rocha y parte de Florida y Lavalleja. Uruguay no posee ningún tipo de restricción sanitaria en 

lo que refiere a la producción de cerdos y el comercio uruguayo de carne de cerdo es 

básicamente interno y se comercializa principalmente en carnicerías y supermercados 

(Uruguay XXI, 2013). 

 

A nivel mundial, la industria porcina es una actividad económica relevante en muchos países, 

siendo la carne de cerdo, la carne roja más consumida en 2015 según la Organización de las 

Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura. En Uruguay, si bien no es la carne más 

consumida (aproximadamente el 15% del consumo total de carnes en el año 2014), la cadena 

porcina ha mostrado un comportamiento dinámico y un potencial de crecimiento muy 

importante tanto en las importaciones como en la demanda interna de productos porcinos. De 

hecho, el consumo por habitante creció un 54% entre 2009 y 2014 y el volumen de carne de 

cerdo importada por Uruguay creció de forma considerable en el período 2007-2015 (Gorga y 

Quintans, 2015). Según datos del año 2016 de la División Industria Animal (DIA) y de la 

División Sanidad Animal (DSA) del MGAP, la carne porcina, grasa y otros productos derivados 

que se consumen en Uruguay, provienen principalmente de la importación desde otros países 

con producción desarrollada, siendo Brasil el principal país de origen de las importaciones, 

representando el 78% del total del volumen importado, seguido por España (11%), Chile (6%) y 

Bélgica (5%). Otros países como Finlandia, Argentina, Estados Unidos, Dinamarca, Alemania, 

Noruega, Italia, Canadá y Paraguay, representan el 2% de las importaciones. Por otro lado, 

han sido importados animales en pie principalmente desde Argentina y semen desde España. 

Datos de la DSA del año 2010 también detallan importaciones de animales en pie y semen 

desde Australia y Holanda, respectivamente (Comunicación personal, MVD Gustavo Castro).  

En contraste al aumento en la demanda de carne y productos derivados del cerdo en nuestro 

país, en los últimos años se ha observado una caída de la producción local de carne porcina. 

Según la información publicada de la DIEA del MGAP, las existencias de cerdos en Uruguay 

descendieron un 4% en 2015 respecto a 2011 (de 225 a 216 miles de cabezas) y un 13% en 
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2016 respecto al año 2015 (de 216 a 187 miles de cabezas). A su vez, la faena de suinos 

incluyendo el autoconsumo predial disminuyó un 5% en el año 2016 respecto al año 2015, 

mientras que la faena en establecimientos habilitados cayó en un 8% entre estos años (Gorga, 

2017).  

 

1.3. Situación de las principales virosis emergentes porcinas en la región 

Los datos sobre la circulación de importantes virosis emergentes en la región son limitados, 

más aún en el contexto previo a la realización de esta tesis. Si bien se consideraba que PCV2 

estaba ampliamente distribuido a nivel mundial (Segalés et al. 2005), la circulación de este 

virus se conocía únicamente en Brasil, Argentina y Chile. En Brasil, PCV2 fue detectado en 

material de archivo desde 1988 (Ciacci-Zanella et al., 2006), sin embargo, los primeros casos 

de PCV2-SD fueron identificados por primera vez en el año 2000 (Ciacci-Zanella y Mores, 

2000). Por otro lado, en Argentina, se detectó la presencia de PCV2 en muestras de cerdos 

con sintomatología compatible a las PCVAD recolectadas entre los años 2003-2008 (Pereda et 

al., 2011). Finalmente, los únicos datos que se conocían de PCV2 en Chile correspondían a 4 

secuencias del gen de la cápside viral depositadas en la base de datos del GenBank las cuales 

fueron detectadas en planteles de producción intensiva ubicados en la zona central de Chile 

(Noriega et al., 2007). Por otro lado, la circulación de otros virus emergentes porcinos como 

TTSuV era desconocida en la mayoría de los países Sudamericanos, existiendo algunos 

reportes en Brasil (de Arruda Leme et al., 2012; de Castro et al., 2012). Con respecto a los 

antecedentes sobre virus de notificación obligatoria, según datos de la OIE del año 2013 los 

países de América del Sur en donde se había reportado alguna vez la circulación de PRRSV 

eran Chile, Perú, Venezuela, Bolivia y Colombia. Particularmente en Chile, fue detectado por 

primera vez en el año 1999, y fue erradicado en el 2009. Sin embargo, en el año 2013 fue 

identificado un nuevo brote de la enfermedad (Neira et al., 2017). Asimismo, otros virus 

porcinos como CSFV fueron detectados en Brasil hasta el año 2009 y ADV, en Brasil y 

Argentina hasta el año 2012 (OIE, 2013).  
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1.4. Situación de las virosis emergentes porcinas en Uruguay 

Prácticamente, no existen antecedentes en relación al monitoreo de virosis emergentes 

porcinas en Uruguay. Los últimos relevamientos serológicos de virus de alto impacto sanitario 

fueron realizados por la División Laboratorios Veterinarios (DILAVE), MGAP entre los años 

1998 y 2000. Estos estudios evaluaron la presencia de anticuerpos contra PRRSV, ADV y 

CSFV y resultaron negativos en todos los casos (Comunicación personal, MVD Gustavo 

Castro). Por lo tanto, no se conoce la situación actual sobre la circulación de estas virosis 

emergentes ni de otras también importantes para el sector porcino como PCV2 o Influenza 

Porcina (SIV, por sus siglas en inglés).  

 

El dinámico crecimiento del sector porcino en Uruguay claramente exige la existencia de un 

adecuado sistema de control sanitario que potencie al sector. A su vez, el aumento registrado 

de las importaciones en Uruguay en los últimos años implican un riesgo para el estatus 

sanitario de los cerdos de nuestro país, ya que evidentemente el comercio internacional 

globalizado es un factor que predispone la aparición de enfermedades emergentes (Cortey et 

al., 2012). Por lo tanto, investigaciones centradas en el conocimiento de la circulación de virosis 

emergentes que afectan a los cerdos son de gran necesidad e importancia para el país, sobre 

todo porque en Uruguay no se realizan estudios de virus porcinos de forma rutinaria y 

sostenida.  
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2. Hipótesis de trabajo  

Como hipótesis de trabajo se sostiene que dada la distribución ubicua de PCV2 y TTSuV a 

nivel mundial, estos virus circulan ampliamente en las poblaciones de cerdos de Uruguay, pero 

la falta de normas de vigilancia de rutina e investigaciones dedicadas al estudio de estas virosis 

en nuestro país, hacen que se desconozca el real impacto que tienen estas infecciones. Lo 

mismo ocurre a nivel Sudamericano, donde la información sobre la circulación de estos 

patógenos y otros virus porcinos todavía es muy escasa, lo que aumenta el potencial daño 

sanitario generado ante una eventual emergencia. Asimismo, la aplicación prevista en esta 

tesis de una batería de metodologías y técnicas adaptadas a estos virus en el país, permitirá 

avanzar en la comprensión de su biología y epidemiología molecular. Esto redundará en una 

mejora del manejo sanitario de los cerdos a través de un conocimiento generado desde 

diversos enfoques.  

En el caso de PRRSV, ya que la vigilancia a nivel mundial se encuentra más controlada 

(enfermedad denunciable ante la OIE) y dado que en los países limítrofes no se ha reportado la 

enfermedad, las posibilidades de identificar casos positivos en el país son menores. Sin 

embargo, la re-emergencia de PRRSV en Chile significa una alerta para los países de la 

región. Por lo tanto, el monitoreo de la circulación del virus ya sea mediante la identificación de 

anticuerpos y la optimización de un sistema de detección molecular, será realmente muy 

importante en nuestro país, contribuyendo a controlar de forma más rápida un potencial brote 

de la enfermedad ante la aparición de síntomas clínicos sospechosos. 
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3. Objetivo general 

Esta tesis tiene como objetivo general investigar la presencia de PCV2, TTSuV y PRRSV, con 

el fin de evaluar el estatus sanitario de los cerdos domésticos y jabalíes del Uruguay en 

relación a estas virosis emergentes porcinas. A su vez, se pretende caracterizar a nivel 

genético y biológico las cepas detectadas. Esto último implica, por un lado, identificar los 

genotipos circulantes y evaluar su relación filogenética con cepas regionales y extra-regionales 

y por otro, analizar la función in vitro de proteínas virales o adaptar las cepas circulantes a 

cultivos celulares. Por otro lado, este trabajo procura determinar si existe una relación sinérgica 

entre PCV2 y TTSuV, en términos de frecuencia de infección y carga viral, que eventualmente 

pueda potenciar el desarrollo de las PCVAD. 
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4. Parte I. Estudio de PCV2 en Uruguay. 

4.1. Revisión bibliográfica 

4.1.1. Taxonomía viral y características generales. 

Los Circovirus Porcinos (PCV) son los virus más pequeños que infectan mamíferos con un 

diámetro menor a los 20 nm. Son virus sin envoltura viral y su cápside posee simetría 

icosahédrica (Fig.4.1.1). El genoma es de ácido desoxirribonucleico (ADN) circular con un 

tamaño menor a los 2000 nucleótidos (nt) (Tischer et al., 1982). Según el Comité Internacional 

de Taxonomía viral (ICTV, por sus siglas en inglés), los PCV junto con los Circovirus caninos y 

aviares pertenecen a la familia Circoviridae, género Circovirus (ICTV, 2017). Son virus 

resistentes a la inactivación por cloroformo, pH ácido y a temperaturas entre 56 ºC y 70 ºC 

durante 15 min (Allan et al., 1994). 

 

Figura 4.1.1. Estructura de PCV2. A) Microscopía electrónica de transmisión con tinción negativa en 

donde se observan las partículas virales. B) Corte superficial de la cápside (gris transparente) que 

contiene las subunidades estructurales (diagrama en cinta) y el ácido nucleico empaquetado (rojo). 

Extraído con modificaciones de Khayat et al., 2011 

 

4.1.2. Historia y distribución actual. 

El Circovirus Porcino Tipo 1 (PCV1) fue identificado a principios de los años 70 como un virus 

contaminante de algunas líneas celulares de riñón de cerdo, las células PK-15 (ATCC-CCL33) 

(Tischer et al., 1974). Posteriormente, fue demostrado que este virus no causaba enfermedad 

en cerdos infectados (Tischer et al., 1986). A principios de los años 90 en Canadá, emergió una 

nueva enfermedad en cerdos denominada Síndrome del Desmedro Multisistémico Postdestete 

(PMWS, por sus siglas en inglés) (Clark, 1996; Harding 1996), y desde entonces es una de las 
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principales enfermedades emergentes de gran impacto económico para la industria porcina a 

nivel global. Durante unos pocos años, el PMWS permaneció sin causa conocida, hasta que en 

el año 1998, PCV2 fue identificado como el principal agente etiológico de esta enfermedad. El 

análisis de su genoma reveló un 70% de identidad de secuencia nucleotídica con el virus no 

patogénico anteriormente descrito, PCV1 (Ellis et al., 1998; Hamel, et al., 1998; Meehan et al., 

1998). Más tarde, PCV2 fue también relacionado con otros síndromes y enfermedades que 

afectan al cerdo, incluidos bajo el término PCVAD (Opriessnig et al., 2007).  

Actualmente, se considera que PCV2 es un virus ubicuo que se encuentra ampliamente 

distribuido a nivel mundial (Grau-Roma et al., 2011). Incluso, a pesar de que ha sido 

descubierto hace 20 años, análisis retrospectivos de muestras de archivo mostraron evidencia 

de su circulación desde 1962 en Europa (Jacobsen et al., 2009) y desde 1973 en América 

(Ramírez-Mendoza et al., 2009). Dado el carácter multi-factorial de las PCVAD, su diagnóstico 

se basa no solamente en la detección del virus sino que también en la identificación de 

síntomas compatibles y lesiones histopatológicas características (Larochelle et al., 2003). Es 

por ello, que si bien el PMWS ha sido descrito en países de todos los continentes, aún existen 

lugares en los cuales la infección está presente pero el proceso clínico no ha sido aún descrito 

(Fig.4.1.2). 

 

 

Figura 4.1.2. Países en los que se ha diagnosticado el PMWS. Extraído de Grau-Roma et al., 2011.  
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4.1.3. Enfermedades asociadas a PCV2 y transmisión.  

El PMWS, actualmente denominado PCV2-SD, ocasiona una alta mortalidad en cerdos de 2 a 

4 meses y una considerable reducción del rendimiento productivo (Chae, 2005). El desmedro, 

retraso en el crecimiento, palidez en la piel, dificultad respiratoria o diarrea y linfoadenopatía 

generalizada son algunos de los signos clínicos más frecuentes (Allan y Ellis, 2000). El 

diagnóstico histopatológico revela depleción moderada a severa de linfocitos con inflamación 

granulomatosa de los tejidos linfoides y la carga viral de PCV2 es moderada a alta en los 

tejidos dañados (Segalés, 2012) 

Las PCVAD también incluyen: Enfermedad Respiratoria (PCV2-LD, por sus siglas en inglés); 

Enfermedad Entérica (PCV2-ED, por sus siglas en inglés); Enfermedad Reproductiva (PCV2-

RD, por sus siglas en inglés) y Síndrome de Dermatitis y Nefropatía Porcina (PDNS, por sus 

siglas en inglés). La presentación clínica típica de la PCV2-LD es la disnea o dificultad 

respiratoria. En general se observa una neumonía proliferativa necrotizante y una ausencia de 

lesiones en tejido linfoide con una elevada a moderada carga viral en el pulmón. Por otro lado, 

en la PCV2-ED el signo clínico principal es la diarrea. El diagnóstico histopatológico revela una 

enteritis granulomatosa con depleción linfocitaria con inflamación granulomatosa en placas de 

Peyer y el animal presenta una moderada a elevada cantidad del virus en la mucosa intestinal. 

En el caso de la PCV2-RD, los signos más comunes son los abortos y la aparición de fetos 

momificados. Los retornos al estro son regulares y se puede detectar una elevada cantidad del 

virus en el corazón de los fetos. Por último en el PDNS, los animales presentan pápulas y 

máculas rojo oscuro en la piel principalmente en extremidades posteriores y área perineal. Se 

observan lesiones cutáneas hemorrágicas y necrotizantes y/o riñones hinchados y pálidos 

(Segalés, 2012). Paralelamente, PCV2 ha sido asociado aunque esporádicamente a otras 

enfermedades como linfadenitis necrotizante, tremor congénito y epidermitis exudativa (EE) 

(Chae, 2005).  

Comúnmente también pueden ocurrir infecciones subclínicas en las que no hay signos clínicos 

evidentes pero existe una menor ganancia media diaria de peso en los animales de la granja. 

En el tejido linfoide las lesiones histológicas pueden ser leves o estar ausentes y la carga viral 

es baja (Segalés, 2012). 
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PCV2 tiene la capacidad de transmitirse por una amplia variedad de rutas pero la principal es la 

vía oro-nasal (Rose et al., 2012). Los estudios de infección experimental han demostrado que 

es excretado a través de diferentes secreciones incluyendo secreciones nasales, saliva, moco 

traqueal, orina, heces, semen, entre otros, tanto de animales enfermos como de cerdos con 

infección subclínica. Sin embargo, en cerdos con PCVAD la cantidad de virus eliminado es 

mayor (Segalés et al., 2005). 

 

4.1.4. Patogenia y ciclo replicativo 

Es claro que el sistema inmunitario juega un rol importante en la patogenia del virus pero no es 

del todo evidente por qué solo un 10-30% de los cerdos infectados desarrollan PCV2-SD 

(Fig.4.1.3). La característica más destacada es la depleción linfocitaria que afecta tejidos 

linfoides primarios (timo) y secundarios (ganglio linfático, bazo, amígdalas), así como a los 

linfocitos circulantes. Las infecciones experimentales con PCV2 pueden reproducir la PCV2-

SD, sin embargo, cuando los cerdos presentan infecciones concomitantes con otros patógenos 

la enfermedad es más grave. Los cerdos con PCV2-SD muestran patrones alterados de 

expresión de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de diversas citoquinas (Darwich et al., 

2004). En particular, se ha observado un evidente rol de la IL-10 en la infección por PCV2 y 

probablemente, la inmunosupresión mediada por esta citoquina puede jugar un rol importante 

en la patogénesis viral (Darwich y Mateu, 2012). 

PCV2 se puede detectar habitualmente en el citoplasma y raramente en el núcleo de células 

del linaje monocito / macrófago y células dendríticas, pero al parecer no son blancos eficientes 

para la replicación del virus sino que estarían destinados a la acumulación de antígenos virales. 

Incluso, se ha sugerido que PCV2 puede utilizar a estas células para su diseminación 

generalizada (Steiner et al., 2008; Darwich y Mateu, 2012). También se ha detectado en el 

citoplasma de células epiteliales de pulmón y riñón, células del endotelio vascular, células 

acinares y ductulares pancreáticas, células musculares lisas, hepatocitos, enterocitos y 

cardiomiocitos fetales (Allan y Ellis, 2000; Darwich et al., 2004). Se sugiere que en las células 

de origen epitelial y endotelial la replicación del virus es más eficiente y en general depende de 

la actividad mitótica (Steiner et a., 2008).  
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Por otro lado, a pesar de la marcada depleción linfocitaria (células B y T) observada en PCV2-

SD no se conoce el mecanismo por el cual esto ocurre. De hecho, se ha debatido intensamente 

si PCV2 es capaz o no de replicarse en linfocitos. Sin embargo, existe evidencia que sostiene 

que el virus puede infectar linfocitos considerando los altos niveles de ARNm virales 

detectados. El impacto de la replicación viral en la viabilidad de los linfocitos continúa sin 

definirse, probablemente una combinación de procesos apoptóticos, lisis inducida por virus y 

otros mecanismos que aún se desconocen, pueden incidir en la depleción linfocitaria (Darwich 

y Mateu, 2012).  

 

Figura 4.1.3. Modelo de patogénesis de PCV2. Tras la infección con el virus puede producirse una 

infección subclínica o en un 10-30% de los casos una PCV2-SD. Esto depende de una gran variedad de 

factores como la alimentación, el manejo sanitario, infecciones concomitantes con otros patógenos y 

características intrínsecas del animal. Esta enfermedad provoca una descompensación sistémica que 

eleva las tasas de mortalidad en la granja. Extraído con modificaciones de Darwich et al., 2004 y 

Opriessnig et al., 2007.  
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No se conoce aún con profundidad todas las etapas del ciclo de replicación de PCV2. En 

primer lugar, se ha reportado que PCV2 se une a los glicosaminoglicanos (heparán sulfato y 

condroitín sulfato B) de las células blanco (Misinzo et al., 2006). La internalización es por vía 

endocítica y el mecanismo depende del tipo celular (Fig.4.1.4). Se observó que el proceso de 

internalización mediado por clatrinas observado en líneas celulares monocíticas 3D4/31 y 

epiteliales no conduce a una infección productiva. En cambio, la internalización regulada por 

una pequeña GTPasa independiente de clatrina, caveolina y dinamina ocurre sólo en células 

epiteliales y conduce a una replicación más eficiente. La etapa de desnudamiento también 

parece ser diferente según el tipo celular. Mientras que en las líneas celulares monocíticas 

3D4/31 se requiere de una acidificación de los endosomas, en las células epiteliales el 

desnudamiento puede ocurrir también a bajo pH (Nauwynck et al., 2012). El genoma de ADN 

de cadena simple se transporta al núcleo y se convierte en un intermediario replicativo de doble 

cadena mediante enzimas del hospedero. A partir del intermediario replicativo, ocurre la 

transcripción y la replicación mediante el mecanismo de replicación de círculo rodante (RCR) 

(ver sección 4.1.6.1). Tanto el ensamblaje como la liberación del virus de la célula son aún 

centro de debate (Finsterbusch y Mankertz, 2009). Un estudio in vitro basado en la 

visualización de las etapas del ciclo replicativo con microscopía electrónica, sugiere que el virus 

puede ser liberado por brotación, exocitosis y lisis (Rodríguez-Cariño et al., 2011).  

Para el aislamiento del virus en cultivos celulares han sido utilizadas diferentes líneas celulares 

susceptibles a la infección por PCV2, siendo las más apropiadas las PK-15 (Tischer et al., 

1982; Edwards y Sands, 1994). Debido a que las PK-15 se encuentran persistentemente 

infectadas con el virus no patogénico PCV1 (Tischer et al., 1974), se han utilizado otras 

alternativas para el aislamiento viral como las ST (testículo de cerdo) (Viancelli et al., 2012; 

Cruz y Araujo., 2014). Asimismo, se conoce que el tratamiento de las células infectadas con 

glucosamina es importante para lograr una adecuada replicación del virus (Tischer et al., 1987). 

Generalmente el virus no produce un efecto citopático evidente y para obtener buenos títulos 

virales son necesarios varios pasajes sucesivos en cultivos celulares (Allan y Ellis, 2000). 
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Figura 4.1.4. Esquema de las etapas de adsorción, penetración y desnudamiento de PCV2 en 

células blanco. A) El virus se adhiere a la superficie celular a través de los receptores de 

glicosaminoglicanos (Glycosaminoglycans, en inglés). B) Endocitosis mediada por clatrina. Este 

mecanismo se observa en células epiteliales y en líneas celulares monocíticas 3D4/31. C) Internalización 

por una vía independiente de clatrina, caveolina y dinamina dependiente de GTPasa y actina. Este 

mecanismo se observa solo en células epiteliales, el cual conduce a una replicación de PCV2 más 

eficiente. El desnudamiento por esta vía ocurre a bajo pH (E). En cambio el desnudamiento de PCV2 

cuando ingresa por la vía mediada por clatrina requiere de la acidificación del sistema endosoma/lisosoma 

(endosome/lysosome, en inglés) (D). El transporte al núcleo todavía no se conoce con exactitud (F). Se 

ha observado que PCV2 se acumula dentro de monocitos, macrófagos y células dendríticas sin 

producirse la etapa de desnudamiento (G). Extraído de Nauwynck et al., 2012. 

 

4.1.5. Genotipos de PCV2  

En la actualidad, las cepas de PCV2 se pueden dividir en cinco genotipos (PCV2a, PCV2b, 

PCV2c, PCV2d-mPCV2b, PCV2e) basado en análisis filogenéticos. PCV2a, PCV2b y PCV2d 

tiene una distribución mundial y son los genotipos mayoritarios (Franzo et al., 2015a), mientras 

que PCV2c y PCV2e son minoritarios. PCV2c, se reportó puntualmente en Dinamarca en la 

década de 1980 (Dupont et al., 2008) y ha sido identificado recientemente en el Pantanal 

brasileño (Franzo et al., 2015b). PCV2e, ha sido reportado recientemente en EEUU y México 

en cepas colectadas entre los años 2006-2015 (Davies et al., 2016). 

Se propuso que el tiempo de origen estimado de los principales genotipos de PCV2 fue al 

principio del siglo XX (Firth et al., 2009) o entre la mitad del XIX y primera mitad del siglo XX 
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(Franzo et al., 2016a). PCV2a demostró ser el genotipo más antiguo, con un tiempo estimado 

del antepasado común más reciente (TMRCA, por sus siglas en inglés) en 1966 (1945-1983) 

(Firth et al., 2009) o 1964 (1948-1974) (Franzo et al., 2016a). Justamente, la primera detección 

de cepas de PCV2 se remonta al año 1962 siendo del genotipo PCV2a (Jacobsen et al., 2009). 

Para PCV2b, el TMRCA se ha estimado en 1989 (1980-1995) (Firth et al., 2009) o 1973 (1952-

1996) (Franzo et al., 2016a). La primera cepa PCV2b fue identificada en 1979 en Suiza 

(Wiederkehr et al., 2009). Para PCV2d, se estimó que el TMRCA fue 1986 (1971-1996) basado 

en el análisis del genoma completo, siendo similar a PCV2b, lo que indica que PCV2d y PCV2b 

pueden haberse bifurcado temprano y evolucionado de forma independiente (Xiao et al., 2015). 

Hasta el momento, la cepa PCV2d más antigua disponible en la base de datos del GenBank 

fue detectada en 1999 en Suiza (Xiao et al., 2016).  

Si bien actualmente se encuentra en desuso, la clasificación descripta por Olvera et al. (2007) 

divide a los genotipos clásicos PCV2a y PCV2b en subtipos. PCV2a comprende 5 subtipos 

(2A-2E) y el genotipo PCV2b, 3 subtipos (1A-1C) (Olvera et al., 2007). Esta clasificación 

permite observar la gran variabilidad existente entre las cepas de PCV2 siendo el genotipo más 

antiguo el que presenta una mayor diversidad.  

 

4.1.6. Organización genómica de PCV2 

Según el sistema de clasificación basado en ácido nucleico viral ideado por David Baltimore, 

PCV2 se clasifica dentro del Grupo II (Baltimore, 1971), ya que posee un genoma de ADN 

monocatenario circular ambisense. El genoma viral posee una longitud variable entre 1767-

1777 nt con tres marcos abiertos de lectura principales (ORFs) denominados ORF1, ORF2 y 

ORF3 (Fig.4.1.5A). En algunos casos se han identificado cepas con genomas de 1766 nt 

producto de deleciones en regiones no codificantes (Guo et al., 2010). 

El ORF1 (gen rep) se extiende entre los nucleótidos 51 al 995 (hebra sentido o positiva) y 

codifica para un complejo proteico que interviene en la replicación. La ORF2 (gen cap) codifica 

la proteína de la cápside y se transcribe en la hebra anti-sentido o negativa. La longitud de este 

gen varía según el genotipo de 702 a 717 nt (ver sección 4.1.6.2). Los extremos 5´ de estos 

ORFs están separados por la región inter-génica que contiene el origen de replicación (Ori-Ri) 
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y las terminaciones 3´ están separadas por una región inter-génica más corta (RiC) (Lv et al., 

2014). El ORF3 se localiza solapado completamente a ORF1 y se transcribe en sentido 

contrario, extendiéndose entre los nucleótidos 671 al 357. Este gen codifica para una proteína 

no estructural proapoptótica que se considera que podría estar implicada en la patogénesis 

viral (Liu et al., 2005; Liu et al., 2006). 

Otros ORFs, como ORF4 y ORF5, han sido recientemente identificados, aunque más estudios 

son necesarios para una mejor comprensión de sus posibles funciones. El gen ORF4 se 

encuentra solapado a ORF3 y orientado en la misma dirección con aproximadamente 180 nt en 

longitud (nt 565-386). Se observó que codifica para una proteína putativa que no es esencial 

para la replicación, pero aparentemente podría tener un rol anti-apoptótico y modulador del 

sistema inmune del hospedero mediante la regulación de linfocitos CD4+ y CD8+ durante la 

infección viral (He et al., 2013). Por otro lado, ORF5 codifica para una proteína putativa también 

no esencial para la replicación viral pero desempeña probablemente un papel importante en la 

infección persistente de PCV2 mediante la regulación de la vía de señalización NF-κB (Lv et al., 

2015).  
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Figura 4.1.5. Representación esquemática del genoma circular de PCV2. A) La posición nucleotídica 

de los ORFs principales en el genoma fue establecida tomando como referencia la cepa con número de 

acceso al Genbank AF027217 (1768 nt). ORF1 consiste en 945 nt y es transcripto desde la hebra sentido. 

ORF2 y ORF3 se transcriben en la hebra anti-sentido y poseen 702 y 315 nt, respectivamente. ORF3 se 

solapa completamente con ORF1. Ori-Ri: Región inter-génica que contiene el origen de replicación. RiC: 

región inter-génica que separa los extremos 3’ de ORF1 y ORF2. B) Origen de replicación de PCV2 (Ori). 

Se indica la estructura en horquilla (bucle y tallo). En el bucle se observa la secuencia conservada de 8 

nucleótidos (Oc8) y se indica el sitio de clivaje del complejo Rep/Rep’. H1-4: hexámeros. Los pentámeros: 

CACCT. Imagen B extraída de Faurez et al., 2009. 
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4.1.6.1. Proteínas Rep 

ORF1 codifica 2 proteínas esenciales para la replicación del ADN viral a través del mecanismo 

RCR denominadas, el complejo Rep/Rep’ (Cheung, 2012). Rep es traducida a partir del 

transcripto completo de ORF1 y posee 314 aminoácidos (aa) (37.5 kDa). Rep’ es originada por 

empalme alternativo del transcripto primario dando como resultado una proteína más pequeña 

de 178 aa (20.2 kDa). Ambas proteínas contienen en su extremo N-terminal 3 motivos 

aminoacídicos conservados involucrados en el inicio del mecanismo de RCR (R-I, R-II y R-III). 

El dominio denominado P-loop, el cual se cree es un dominio helicasa putativo que exhibe 

actividad de ATPasa en presencia de iones divalentes, solo está presente en Rep (Faurez et 

al., 2009; Cheung, 2012; Lv et al., 2014). Debido a que son imprescindibles para la replicación 

del genoma, estas proteínas poseen una alta homología de secuencia con las proteínas Rep 

de PCV1 (aproximadamente un 85% de homología a nivel de aa) (Lv et al., 2014). El Origen de 

replicación en los PCV contiene una secuencia conservada de 8 nucleótidos (Oc8) flanqueada 

por repetidos invertidos (secuencias palindrómicas) que forman una estructura en horquilla. La 

Oc8 se localiza en el bucle de la horquilla y contiene el sitio de clivaje. Adyacente a esta 

estructura se localizan repeticiones en tándem de hexámeros (H1-4) y pentámeros (Fig.4.1.5B) 

(Cheung, 2012). Luego de la formación del intermediario replicativo de doble cadena llevada a 

cabo por enzimas del hospedero en el núcleo celular, el complejo Rep/Rep’ se une al origen de 

replicación en H1 y H2. Esto provoca un cambio conformacional que expone al Oc8 simple 

cadena y el complejo realiza un corte en el ADN en el sitio de clivaje. Se genera un extremo 3’- 

OH libre desde el cual la ADN polimerasa celular inicia la replicación mientras el complejo 

permanece adherido al extremo 5’ del genoma. Luego de una ronda de replicación el complejo 

Rep/Rep’ sella covalentemente el ADN, liberando el genoma unicatenario (Fig.4.1.6) (Faurez et 

al., 2009; Finsterbusch y Mankertz, 2009; Cheung, 2012).  

Otros 6 ARNs son transcriptos a partir de ORF1 según un estudio realizado en cultivos 

celulares infectados con PCV2 (designados Rep3a, Rep3b, Rep3c, NS515, NS672 y NS0), sin 

embargo estos a diferencia de Rep y Rep’ no demostraron ser capaces de traducirse en 

proteínas funcionales (Cheung, 2003). 
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Figura 4.1.6. Esquema ilustrativo del mecanismo de replicación del ADN de PCV2 por círculo 

rodante. 1) Enzimas del hospedero sintetizan la forma replicativa de ADN de doble cadena (dsDNA 

replication form, en inglés) a partir del cual se realiza la transcripción y la replicación del genoma viral. 2) 

El complejo Rep (Rep/Rep’) realiza un corte (Nick, en inglés) luego de unirse a H1 y H2 del Ori. 3) 

Comienza la amplificación por círculo rodante (Rolling circle, en inglés) a partir del extremo 3’ OH 

generado. 4) El complejo Rep también se encarga de ligar (Ligation, en inglés) covalentemente los 

genomas con simple cadena recién sintetizados. 5) El genoma puede ser encapsidado (Encapsidation, en 

inglés) o ser molde de nuevas rondas de amplificación (Amplification, en inglés). Extraído de ViralZone.  

 

4.1.6.2. Proteína Cap 

El gen cap se transcribe a partir de la hebra complementaria en la forma replicativa del virus, 

dando lugar a una proteína de aproximadamente 27.8 kDa que compone la cápside 

icosahédrica compuesta por 60 capsómeros (simetría T=1) (Lv et al., 2014). La longitud de la 

secuencia de ORF2 varía según el genotipo siendo de 702 nt en PCV2a y PCV2b, de 705 nt en 

PCV2d y PCV2c, y de 717 nt en el caso del genotipo PCV2e. Debido a ello, el tamaño de la 

proteína Cap varía según el genotipo viral (Tabla 4.1.1). 

Tabla 4.1.1. Características de ORF2 para cada uno de los genotipos de PCV2. 

Genotipo (genoma completo) Posición en el genoma (nt) Proteína (aa) 
 

PCV2a (1768nt) 

 

1735-1034 (complementario) 

 

233 

PCV2b (1767nt) 1734-1033 (complementario) 233 

PCV2c (1767nt) 1734-1030 (complementario) 234 

PCV2d (1767nt) 1734-1030 (complementario) 234 

PCV2e (1777nt) 1744-1028 (complementario) 238 
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Cap es la principal proteína inmunogénica del virus. Los estudios han confirmado que la 

cápside de PCV2 posee al menos 8 epítopes antigénicos diferentes. Han sido caracterizados 3 

sitios antigénicos específicos (aa 65-87, 113-139, 169-183) y 5 epítopes conformacionales 

superpuestos dentro de las regiones aa 47-63, 165-200 y 230-233 (Lv et al., 2014; 

Karuppannan y Opriessnig, 2017). La región comprendida entre los aa 169-180, está muy 

conservada entre las cepas de PCV2 y es un epítope “señuelo”, resultando en la producción de 

anticuerpos no neutralizantes (Trible y Rowland, 2012). En el extremo N-terminal se localiza la 

señal de localización nuclear. Por otra parte, la proteína Cap de PCV2 es bastante similar en 

tamaño a la Cap de PCV1, sin embargo presentan una identidad de secuencia aminoacídica 

mucho menor a la observada para las proteínas Rep de ambos virus (aproximadamente un 

65% de identidad aa) (Weingartl, 2002; Lv et al., 2014). 

 

4.1.6.3. Proteína ORF3 

El gen ORF3 codifica para una proteína de 104 aa (11.9 kDa) la cual no posee similitud con 

ninguna proteína conocida. Fue identificada por primera vez en el año 2005 y desde entonces 

su estructura y función reciben la atención de varios grupos de investigación. Se ha 

demostrado que no es esencial para la replicación pero tiene función apoptótica en las células 

infectadas y transfectadas (Liu et al., 2005). Asimismo, se ha encontrado una asociación entre 

esta función y la localización de la proteína en el núcleo celular (Lin et al., 2011). A su vez, se 

ha observado en estudios con modelos in vivo que puede tener un rol importante en la 

patogénesis viral (Liu et al., 2006; Karuppannan et al., 2009). Cabe destacar que ORF3 es la 

única proteína que difiere drásticamente en tamaño y también en secuencia entre PCV1 y 

PCV2. ORF3 de PCV1 posee 207 aa y comparte un 61.5 % de similitud aminoacídica con la 

ORF3 de PCV2 (Liu et al., 2005).  
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4.1.7. Dinámica evolutiva de PCV2  

4.1.7.1. Variabilidad genética: mutación y recombinación 

Los principales mecanismos evolutivos de PCV2 son la mutación y la recombinación, los cuales 

pueden contribuir en la emergencia de nuevos genotipos virales, representando una potencial 

amenaza y riesgo en el control de las PCVAD (Olvera et al. 2007; Gagnon et al., 2010).  

El análisis de genomas completos revelaron que la tasa de mutación de PCV2 se encuentra en 

el entorno de 10
−3

–10
−4

 sustituciones/sitio/año (s/s/a) (Firth et al., 2009). Resultados similares 

han sido obtenidos por otros autores (3.1 x 10
-3

–6.6 x 10
-3

s/s/a) (Pérez et al., 2011). Esto 

significa que estos virus, a pesar de tener un genoma de ADN, poseen tasas de mutación 

similares a las de algunos virus ARN (Duffy et al., 2008). Incluso, a pesar de la función 

conservada de la proteína Rep, se ha visto que PCV2 poseen un número relativamente alto de 

cambios nucleotídicos no-sinónimos en el gen rep, lo cual no ha sido visto en otros miembros 

de la familia Circoviridae (Hughes y Piontkivska, 2008). Sin embargo, es el gen cap el que está 

sujeto a mayor presión selectiva y la evasión de la respuesta inmune del hospedero parece ser 

una fuerza importante para la aparición y propagación de nuevas variantes. Es por ello, que el 

gen cap presenta mayor variabilidad entre los diferentes genotipos de PCV2 y por ese motivo 

ha sido utilizado como marcador filogenético y epidemiológico (Olvera et al., 2007). A su vez, 

se sugiere que pequeñas diferencias en los genotipos de PCV2 podrían manifestarse en 

distintos grados de virulencia (Opriessnig et al., 2006).  

Por otro lado, el virus puede experimentar con frecuencia eventos de recombinación, 

cumpliendo un importante rol en la evolución de estos virus (Olvera et al. 2007; Gagnon et al., 

2010). Si bien la recombinación puede suceder en cualquier parte del genoma viral, se ha 

identificado que la primera región del gen rep (aproximadamente entre los nucléotidos 51-420) 

y las regiones inter-genéticas son los sitios más susceptibles a la recombinación (Olvera et al., 

2007; Franzo et al., 2016a) (Fig.4.1.7). Debido a la naturaleza altamente conservada de rep, es 

poco probable que el intercambio de segmentos dentro este gen altere las propiedades 

fenotípicas o de virulencia de estas cepas emergentes recombinantes. Sin embargo, 

recombinaciones dentro del ORF2 son más propensas a influir en la diversidad fenotípica y 

antigénica de PCV2 (Ssemadaali et al., 2015). Se han identificado numerosas cepas 

recombinantes con puntos de recombinación tanto en ORF1 como en ORF2 (Cai et al., 2011, 
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2012; Cheung, 2009; Hesse et al., 2008; Kim et al., 2009; Ma et al., 2007) pero en ningún caso 

han sido reportadas en altas tasas de infección.  

 

 

Figura 4.1.7. Sitios frecuentes de recombinación en el genoma de PCV2. Se indican los puntos más 

frecuentes de recombinación (BP) inicial y final (beginning y ending, respectivamente en inglés) entre 

genomas de PCV2, calculados utilizando algoritmos RDP, MaxChi, GeneConv, BootScan, SiScan y 

Chimera. Se observó mayor cantidad de eventos de recombinación en BP3 y BP6 que corresponden a la 

primera porción del gen rep. Extraído con modificaciones de Olvera et al., 2007.  

 

4.1.7.2. Emergencia de genotipos de PCV2 y vacunas 

Se conocen dos cambios importantes en la dinámica de población de PCV2. En ambos casos 

se produjo el aumento inicial de un genotipo que se extendió globalmente siguiendo las 

principales rutas comerciales porcinas y luego fue reemplazado por un genotipo emergente 

posterior. El primer evento consistió en el reemplazo de la cepa PCV2a, predominante previo al 

año 2003, por la cepa del genotipo PCV2b (Beach y Meng, 2012). Esto estuvo acompañado de 

brotes de PCVAD más severos y coincidió con reportes de los primeros casos de PCV2-SD en 

varios países del mundo (Horlen et al., 2007; Carman et al., 2008; Segalés et al., 2013; 

Constans et al., 2015). El segundo evento, fue la aparición del genotipo PCV2d (inicialmente 

denominado mutante PCV2b), y su rápido crecimiento y distribución mundial a partir del año 

2012 que llevó al reemplazo del genotipo PCV2b (Guo et al., 2012; Opriessnig et al., 2013; 
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Salgado et al.,2014; Seo et al., 2014; Eddicks et al., 2015). Asimismo, se demostró que la 

nueva cepa emergente exhibe mayor virulencia in vivo en comparación con cepas PCV2a y 

PCVb (Guo et al., 2012).  

Cabe destacar que este patrón evolutivo de PCV2 está acompañado de la aparición puntual de 

otros genotipos como es el caso de PCV2c y el reciente descubrimiento de PCV2e, pero su 

prevalencia es baja y su distribución se encuentra restringida (ver sección 4.1.5). Ello podría 

indicar que estos genotipos tienen un menor fitness replicativo y tal vez también, una menor 

tasa de transmisión en comparación con otros genotipos PCV2 (Xiao et al., 2016).  

Particularmente, PCV2d se puede clasificar en PCV2d-1 y PCV2d-2, con una divergencia 

genética sustancial entre ellos (Fig. 4.1.8). Las cepas PCV2d-1 fueron identificadas por primera 

vez en 2002 en China (Wang et al., 2009; Cortey et al., 2011b) y fueron antiguamente incluidas 

dentro del genotipo PCV2b (como subtipo 1C) (Olvera et al., 2007); mientras que las cepas 

PCV2d-2 fueron reconocidos por primera vez en 2008 en China y son las que se han vinculado 

más tarde con un aumento en la virulencia y distribución a nivel mundial (Guo et al., 2012; Xiao 

et al., 2015). 

El uso globalizado de vacunas comerciales contra PCV2 comenzó en el año 2006, aunque las 

primeras vacunas fueron introducidas en el año 2004 en algunos países europeos 

(Karuppannan y Opriessnig, 2017). Todas las vacunas recombinantes están basadas en la 

proteína Cap, mientras que las vacunas inactivadas son preparaciones con virus enteros. 

Asimismo, las vacunas comerciales disponibles hoy en día están basadas en el genotipo 

PCV2a y todas son eficientes en inducir inmunidad humoral y celular (Tabla 4.1.2). A pesar de 

la eficacia de las vacunas en reducir las lesiones y la viremia, no elimina completamente la 

infección con PCV2 (Beach y Meng, 2012; Karuppannan y Opriessnig, 2017). 
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Figura 4.1.8. Análisis filogenético basado en el gen ORF2 de PCV2. Se muestran las relaciones 

filogenéticas entre los genotipos actuales de PCV2. PCV1 fue utilizado como grupo externo. Extraído de 

Xiao et al., 2016.  

 

Tabla 4.1.2. Vacunas comerciales disponibles. 

Vacuna Empresa Antígeno Uso 
 

Circovac® 
 

Merial 
 

Virus Inactivado PCV2a 
 

Madres/lechones 
(>3semanas) 

 
Ingelvac CircoFLEX® 

 
Boehringer Ingelheim 

 
Proteína de cápside PCV2a 

recombinante*  

 
lechones 

(>3semanas) 
 

Circumvent® 
 

Intervet (Merck) 
 

Proteína de cápside PCV2a 
recombinante*  

 
lechones 

(>3semanas) 
 

Porcilis® PCV 
 

Schering-Plough 
(Merck) 

 
Proteína de cápside PCV2a 

recombinante*  

 
lechones 

(>3semanas) 
 

Fostera
TM

 PCV 
(originalmente conocida 
como Suvaxyn® PCV2 

One Dose
TM

) 

 
 

Pfizer 

 
 

Virus quimérico PCV1-2a 
Inactivado 

 
lechones 

(>3semanas) 

*expresadas en sistema Baculovirus. Extraído de Bach y Meng, 2012. 
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Es interesante que el primer remplazo genotípico sucedió un poco antes del inicio de la 

vacunación generalizada, mientras que el cambio o genotype shift reciente ocurrió en presencia 

de una vacunación masiva a nivel mundial (Karuppannan y Opriessnig, 2017). De hecho, varios 

trabajos reportaron la emergencia del genotipo PCV2d (particularmente del PCV2d-2) en 

cerdos con PCVAD en casos de sospecha de fallo en la vacunación (Xiao et al., 2012; 

Opriessnig et al., 2013; Salgado et al., 2014; Seo et al., 2014; Eddicks et al., 2015; Xiao et al., 

2016).  

La prevalencia de PCV2d-2 en EE.UU ha aumentado de un 37.8% en 2012 a un 72% en 2016 

y ha reemplazado al genotipo PCV2b no solamente en este país sino que también en América 

del Sur, Europa y Asia (Segalés, 2015; Xiao et al., 2015; Xiao et al., 2016). Suponiendo buenas 

prácticas de vacunación, el aumento en la prevalencia de PCV2d, el cual se estima que ha 

divergido antes de la introducción de las vacunas, podría reflejar la falta de una protección 

inmunológica completa contra este genotipo por las vacunas actuales. Sin embargo, estudios 

experimentales controlados y ensayos de campo muestran que las vacunas basadas en 

PCV2a confieren una protección cruzada adecuada contra la enfermedad clínica ante el 

desafío con virus del genotipo PCV2a, PCV2b y PCV2d (Karuppannan y Opriessnig, 2017).  

A pesar de la efectividad de las vacunas de PCV2 en reducir los signos clínicos de las PCVAD, 

la emergencia de nuevas cepas o variantes con potencial incremento de la virulencia, da la 

apertura al debate sobre si las vacunas existentes inducen una presión selectiva en el campo y 

si requieren una actualización que incluya las nuevas cepas. Lo que ocurre con PCV2 también 

ha ocurrido por ejemplo con las vacunas de Parvovirus Canino, ya que es efectiva en prevenir 

la enfermedad pero las cepas circulantes fueron periódicamente remplazadas luego de la 

introducción de la vacunación (Truyen, 2006). Otro ejemplo similar, es la enfermedad de Marek 

en donde las vacunas son consideradas “vacunas con fugas”, ya que previenen los síntomas 

clínicos pero no la transmisión del virus y por tanto pueden influenciar en la evolución de cepas 

virales heterólogas que no están presentes en la formulación vacunal (Read et al., 2015). 
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4.1.8. PCV2 en jabalí 

Varias características hacen del jabalí una especie muy interesante para la investigación 

epidemiológica de enfermedades virales: posee una distribución mundial; comparte agentes 

infecciosos con el cerdo doméstico; presenta una gran habilidad para adaptarse a diferentes 

ambientes; posee una alta tasa de reproducción y es capaz de recuperarse ante eventuales 

descensos del tamaño poblacional (Ruiz-Fons et al., 2008). 

Los datos sobre la circulación de PCV2 en jabalí son escasos y la información existente 

proviene únicamente de Europa. El virus ha sido detectado en estudios serológicos en jabalíes 

de varios países europeos (Bélgica: Sánchez et al., 2001; España: Vicente et al., 2004; Ruiz-

Fons et al., 2006; República Checa: Sedlak et al., 2008; Alemania: Sattler et al., 2012; Croacia: 

Roic et al., 2012) y por detección directa de antígeno o ADN viral (España: Vicente et al., 2004; 

Alemania: Knell et al., 2005; Reiner et al., 2010; Hungría: Csagola et al., 2006). Todos estos 

estudios indican que PCV2 circula ampliamente entre las poblaciones europeas de jabalí, con 

seroprevalencias del 15-45% (Sánchez et al., 2001; Vicente et al., 2004; Roic et al., 2012) y 

frecuencias de infección de un 20% (Cságola et al., 2006). Paralelamente, el primer caso de 

PCV2-SD en jabalí ha sido descripto en Alemania (Schulze et al., 2003), lo que indica 

claramente que tanto el cerdo doméstico como el jabalí son susceptibles no solo a la infección 

por el virus sino que también al desarrollo de enfermedades asociadas. Asimismo, debido a 

que las cepas de PCV2 aisladas en jabalíes han demostrado ser idénticas a las detectadas en 

cerdos pertenecientes a la misma región (Knell et al., 2005; Cságola et al., 2006), se ha 

sugerido que el jabalí puede ser un potencial reservorio de la enfermedad para el cerdo 

doméstico. Ello implica un gran impacto a nivel sanitario, sobre todo en países como Uruguay 

en donde el contacto entre la población salvaje y el cerdo doméstico es muy frecuente.  
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4.2. Objetivos específicos parte I 

 

1. Optimizar e implementar una técnica de detección molecular de PCV2 que permita 

determinar la frecuencia de infección en muestras de cerdos pertenecientes a diversos 

criaderos del Uruguay. 

 

2. Caracterizar genéticamente las cepas detectadas: identificar genotipos predominantes, 

evaluar circulación de cepas recombinantes y establecer relaciones filogenéticas con 

cepas regionales y extra-regionales. 

 

3. Investigar la circulación de PCV2 en poblaciones de jabalíes en Uruguay con el fin de 

evaluar su rol potencial como reservorios naturales de la infección para el cerdo 

doméstico.  

 

4. Analizar la localización intra-celular y función apoptótica in vitro de la proteína ORF3 de 

diferentes cepas detectadas en Uruguay.  

 

5. Evaluar posibles estrategias para la replicación de cepas de campo en cultivos 

celulares.  

 

6. Expresar un fragmento de la cápside de PCV2 en un sistema de presentación de 

antígeno al sistema inmune basado en la proteína Z del virus Junin, como plataforma 

para el desarrollo de una vacuna contra PCV2  
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4.3. Capítulo 1. Detección molecular de PCV2 en lechones con EE en Uruguay. 

 El punto de partida de la investigación de PCV2 en Uruguay se centra en la colaboración 

directa con el Doctor en Veterinaria Gustavo Castro, del área Suinos de Facultad de 

Veterinaria. Tras observar una alta mortalidad de cerdos con sintomatología clínica diversa 

(desmedro, retraso en el crecimiento, abortos, diarrea, problemas respiratorios, adenomegalia, 

entre otras) y debido a que el diagnóstico bacteriológico diferencial realizado por las 

autoridades sanitarias (DILAVE-MGAP) no logró identificar el agente etiológico en la mayoría 

de los casos, muestras pertenecientes a cerdos de criaderos localizados en diferentes regiones 

del país fueron enviadas a la Sección Virología de la Facultad de Ciencias. Principalmente, las 

muestras provenían de cerdos con sintomatología clínica y en menor medida de cerdos 

asintomáticos. Si bien los problemas sanitarios comenzaron a constatarse a finales del año 

2010, el muestreo se realizó principalmente entre los años 2011-2014 y abarcó cerdos de todas 

las edades. Se obtuvieron tanto muestras de suero como de órganos (en el caso de 

mortalidad). Tanto la valoración clínica, la identificación de los síntomas clínicos y la toma de 

muestras fueron realizadas por profesionales veterinarios. Además de la mencionada 

vinculación directa con el Doctor en Veterinaria Gustavo Castro se destaca también el estrecho 

contacto con la Sociedad de Criadores de Cerdos del Uruguay a través de la Doctora en 

Veterinaria Karina Cabrera, quien también nos ha enviado muestras de casos con 

sintomatología compatible con PCV2. Paralelamente, fueron incluidas en el trabajo muestras de 

cerdo destinados a la faena en frigoríficos del país y algunas muestras de archivo de cerdos 

asintomáticos del año 2010, siendo recolectadas un total de 154 muestras.  

Este capítulo describe los primeros casos de infección por PCV2 en Uruguay los cuales fueron 

identificados en lechones con EE de un criadero de cría a campo de Canelones en junio del 

año 2011. Se trataba de animales recién destetados que presentaban problemas de piel, con 

desmejoramiento de estado y retraso en el crecimiento (Fig. 4.3.1 complementaria). La EE es 

una infección cutánea aguda y generalizada que afecta a lechones de aproximadamente 5 a 35 

días. Si bien la bacteria Staphylococcus hyicus es el agente etiológico de esta patología, no es 

una enfermedad muy común sobre todo en cría a campo ya que otros factores son requeridos 

para el desarrollo de la enfermedad (Chae, 2005; Foster, 2012). Por este motivo, se sospechó 

de la circulación de PCV2 debido a que es un agente inmunosupresor que puede actuar como 
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un potencial co-factor en la progresión de la EE. De hecho, dos artículos previos han reportado 

que tanto PCV2 como Parvovirus Porcino pueden ser potenciales co-factores de la EE 

(Wattrang et al., 2002; Whitaker et al., 1990), y es probable que estén involucrados en el 

desarrollo y/o progresión de la lesión. Por lo tanto, este artículo no sólo significó el primer 

reporte de PCV2 en el país sino que también constituyó otra evidencia a favor de la posible 

asociación de PCV2 con esta enfermedad.  

Tras la caracterización molecular de las cepas identificadas mediante la amplificación del gen 

cap completo, se observó la circulación de cepas del genotipo PCV2b. Esto era lo esperable ya 

que a partir del año 2003 la cepa PCV2b era la más prevalente a nivel mundial (Beach y Meng, 

2012). Incluso, los datos regionales sobre la epidemiología molecular del virus previo al año 

2011 mostraban que en Brasil predominaba la circulación de cepas PCV2b (subtipo 1AB) con 

identificación escasa de cepas PCV2a (subtipo 2D) (Chiarelli-Neto et al., 2009). Mientras que 

en Argentina y en Chile, todas las cepas que se habían identificado eran del genotipo PCV2b 

(Pereda et al., 2011; Noriega et al., 2007). Particularmente, este estudio pudo evidenciar una 

alta identidad de secuencia nucleotídica y aminoacídica entre las cepas Uruguayas y cepas 

Brasileras. 

Por otra parte, fue realizada la necropsia de uno de los 3 animales con EE por el Laboratorio 

Central DILAVE Miguel Rubino, MGAP y se informó la observación de severas lesiones en la 

piel presentes en la totalidad del cuerpo del animal pero con mayor importancia en rostro, 

miembros y abdomen. Las lesiones presentaban zonas eritematosas, máculas, pústulas y 

costras. Se observó un aumento de tamaño bilateral de linfonódulos inguinales, 

linfoadenomegalia de linfonódulos mesentéricos, esplenomegalia y pulmones con importante 

congestión difusa bilateral (Fig. 4.3.2 complementaria). Muestras de pulmón, linfonódulos 

mesentéricos y linfonódulos periféricos (inguinal y poplíteo) fueron enviadas a la sección 

Virología de la Facultad de Ciencias. Las muestras fueron procesadas y se logró amplificar el 

gen cap de PCV2 por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en todos los órganos 

testeados (Fig. 4.3.3 complementaria).  
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Figura 4.3.1 complementaria. Lechones con EE infectados con PCV2. Se observan lesiones en la piel 

con presencia de zonas eritematosas y costras en oreja (A), lomo (B) y miembros (C). En D se muestra 

estado general de un lechón afectado. Fotos cedidas por Gustavo Castro.  

 

 

 



38 

 

 

Figura 4.3.2 complementaria. Necropsia de lechón con EE infectado con PCV2. Se observan 

lesiones en la piel en el rostro (A) y miembros (B). Se observa severa congestión pulmonar difusa con 

focos de consolidación (C), linfoadenomegalia bilateral de linfonódulos inguinales (D), congestión de 

intestino delgado con linfoadenomegalia de linfonódulos mesentéricos (E) y esplenomegalia con 

congestión y lesión hemorrágica focal (flecha) (F). Informe de Necropsia por la Dra. Marcela Noel 

Preliasco Arin. Departamento de Patobiología Laboratorio Central DILAVE "Miguel C. Rubino" 

Montevideo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3.3 complementaria. Amplificación del gen cap en órganos de animal con EE. Se muestra 

corrida electroforética de productos de PCR de 759 pares de bases (pb) (que comprenden los 702 pb de 

la cap completa) en gel de agarosa 1.5%. Carril M: Marcador de peso molecular de 100pb plus (Thermo 

Fisher Scientific, EE.UU.). Carril 1-6: Muestra de pulmón derecho, pulmón izquierdo, ganglio mesentérico 

de tracto intestinal anterior, ganglio mesentérico de tracto intestinal posterior, ganglio inguinal y ganglio 

poplíteo, respectivamente. Carril 7: Control negativo.  

 M      1       2      3       4       5      6       7 
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4.4. Capítulo 2. Evidencia de circulación de cepas de PCV2 recombinantes en Uruguay. 

En este capítulo, se profundizó en la caracterización genética de las cepas previamente 

detectadas en lechones con EE (denominadas PCV2_Uy1 en este capítulo, ya que las 3 cepas 

eran idénticas genéticamente) y se detectaron dos nuevos casos de infección por PCV2. Uno 

correspondía a un cerdo de engorde sin sintomatología de un criadero de Soriano (PCV2_Uy2) 

y el otro a un lechón destetado con desmedro y retraso en el crecimiento de un criadero de 

Montevideo (PCV2_Uy3). Al igual que los casos de EE, estas muestras fueron colectadas en el 

año 2011. Se observó que a nivel del gen cap todas las cepas detectadas mostraron un alto 

porcentaje de identidad nucleotídica y un 100% de identidad aminoacídica y todas presentaron 

el típico motivo nucleotídico correspondiente al genotipo PCV2b cluster 1A/B (Fig. 4.4.1 

complementaria). Sin embargo, al analizar las secuencias del gen rep, se observó una mayor 

variabilidad entre las cepas Uruguayas, lo cual fue inesperado debido a que es el gen más 

conservado del genoma viral.  

Por un lado, el gen rep de la cepa PCV2_Uy3 presentó el motivo nucleotídico correspondiente 

al genotipo PCV2b y cluster 1A. Por lo tanto, la amplificación de este otro gen permitió definir el 

subtipo viral para esta cepa. A su vez, el análisis de secuencia de la misma mostró una alta 

identidad de secuencia nucleotídica y aminoacídica con cepas brasileras, en particular con la 

cepa de número de acceso al GenBank DQ923524. El hecho de que esta cepa esté 

estrechamente relacionada con cepas Brasileras, sugiere que probablemente se deba a un 

caso importado.  

Por otro lado, al analizar las secuencias del gen rep de PCV2_Uy1 y PCV2_Uy2, se pudo 

observar la presencia de marcadores correspondientes tanto al genotipo PCV2b subtipo 1A 

como al genotipo PCV2a. Esto se vio reflejado en la discordancia observada entre los árboles 

filogenéticos de rep y cap para PCV2_Uy1 y PCV2_Uy2. Mientras que a nivel de cap agruparon 

con cepas del genotipo PCV2b 1A/B, a nivel de rep agruparon con cepas del genotipo PCV2a 

2D con un buen soporte estadístico. Asimismo, al analizar los genes juntos, estas cepas se 

agrupan con altos valores de bootstrap (100%) en un cluster separado (no 1A, no 1B, no 1C) 

dentro del genotipo PCV2b (Fig. 4.4.2 complementaria). Para corroborar la existencia de 

eventos de recombinación en PCV2_Uy1 y PCV2_Uy2 se amplificó su genoma completo y 

fueron utilizados dos programas de detección de recombinantes, RDP y SIMPLOT. Con ambos 
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se identificó que ambas cepas Uruguayas eran recombinantes, siendo el parental mayoritario 

una cepa del genotipo PCV2b 1A y el parental minoritario una cepa PCV2a 2D. Con el 

programa RDP, de la base de datos utilizada (información en el material suplementario del 

artículo) se identificaron potenciales parentales con orígenes europeos (Fig. 4.4.3 

complementaria). Con el programa SIMPLOT, los puntos de recombinación estimados para 

PCV2_ Uy1 fueron las posiciones 151 y 773, y para PCV2_Uy 2, las posiciones 140 y 768. Ello 

acompaña lo observado en la comparación de marcadores genéticos entre cepas parentales y 

las cepas recombinantes. Sin embargo, con el programa RDP se estima un punto de 

recombinación inicial menor al observado en el SIMPLOT, alrededor de la posición 80 (Fig. 

4.4.3 complementaria). De todas formas, se puede concluir que el evento de recombinación 

ocurrió dentro de una región extensa del gen rep. 

En definitiva, este artículo evidencia la circulación de cepas no recombinantes (PCV2_Uy3, 

genotipo PCV2b-1A) y recombinantes inter-genotípicos (PCV2_Uy1 y PCV2_Uy2, PCV2b-

1A/PCV2a-2D), siendo estas últimas las primeras cepas recombinantes reportadas en 

Sudamérica. Asimismo, se proponen diferentes fuentes de infección por PCV2 en Uruguay, 

probablemente involucrando orígenes brasileños y europeos. Estos hallazgos concuerdan con 

el hecho de que frecuentemente el genoma de PCV2 puede experimentar eventos de 

recombinación sobre todo en la primera región del gen rep (Olvera et al., 2007) y es por ello, 

que este trabajo sugiere que para la correcta caracterización genética de cepas de PCV2 es 

necesario analizar ambos genes y no sólo el gen cap.  

Por último, cabe resaltar que en este trabajo se optimizó un sistema de detección molecular del 

genoma viral basado en una PCR anidada que mejora la sensibilidad y la especificidad y es la 

técnica que se utilizó para el análisis del resto de las muestras de esta tesis. 
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Supplementary Material. Accession number, genotype and geographic origin of the 35 PCV2 strains 

used for RDP recombination analysis. 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* Sequences used in SIMPLOT analysis 

 
 
 
 
 

 

 

Accession Number Genotype/Subtype Geographic origin 

FN398025 PCV2b/1A Cuba 

FN398027 PCV2b/1A Cuba 

DQ629117 PCV2b/1A USA 

DQ220731 PCV2b/1A Canada 

DQ141322 PCV2b/1A China 

FJ716704 PCV2b/1A China 

AY321985 PCV2b/1A France 

AY322001* PCV2b/1A France 

EF458306 PCV2b/1A Argentina 

DQ923524 PCV2b/1A Brazil 

DQ923523* PCV2b/1A Brazil 

EU057185 PCV2b/1A Brazil 

AY484416 PCV2b/1A Netherlands 

AY484414* PCV2b/1A Netherlands 

AY682995 PCV2b/1B China 

AY556475 PCV2b/1B China 

AY943819 PCV2b/1C China 

AY181946 PCV2b/1C China 

AY556473 PCV2b/1C China 

AB072302 PCV2a/2A Japan 

AY754017 PCV2a/2A Australia 

AF117753 PCV2a/2A Canada 

AY180397 PCV2a/2B Taiwan 

AY180396 PCV2a/2B Taiwan 

AY146993 PCV2a/2B Taiwan 

AY256459 PCV2a/2C Hungary 

AF201309 PCV2a/2C Spain 

AY322004* PCV2a/2D France 

AF201306 PCV2a/2D Germany 

AF109399* PCV2a/2D Canada 

EU057186* PCV2a/2D Brazil 

AB072303 PCV2a/2E Japan 

AY699793 PCV2a/2E USA 

EU057188 PCV2a/2E Brazil 

AF118097 PCV2a/2E Canada 
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Figura 4.4.1 complementaria. Motivo de ADN conservado en los nucleótidos 262-267 de cap según 

el genotipo de PCV2. Alineamiento de secuencias cap representativas de cada genotipo PCV2. Se 

resalta en rojo el motivo correspondiente al genotipo PCV2b 1 A/B correspondiente a las cepas 

Uruguayas PCV2_Uy1, 2 y 3. En amarillo se muestra el motivo de PCV2b 1C y en verde el de PCV2a.  
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Figura 4.4.2 complementaria. Análisis filogenético de gen rep y cap solapados. Se observa como 

PCV2_Uy1 y PCV2_Uy2 agrupan en un cluster independiente dentro de PCV2b. 
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Figura 4.4.3 complementaria. Análisis en RDP. Visualización del método de Bootscan para PCV2_Uy 1. 

Se observan los parentales minoritario PCV2a 2D (violeta) y mayoritario PCV2b 1A (azúl) ambos de 

origen Francés. La región rosada corresponde a la zona de recombinación. 
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4.5. Trabajo complementario. Identificación de cepas recombinantes de PCV2 en Chile. 

A raíz de la publicación del artículo sobre circulación de cepas de PCV2 recombinantes en 

Uruguay, realizamos una colaboración con el Dr. Victor Neira del Departamento de Medicina 

Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile en 

Santiago, para la identificación de cepas recombinantes en Chile.  

En este estudio, se realizó el análisis molecular de un fragmento del gen cap de cepas de 

PCV2 colectadas entre los años 2005-2008 en Chile. Se observó la circulación predominante 

de cepas PCV2b y en menor medida, se detectaron algunas cepas del genotipo PCV2a. Por 

último, se identificó un grupo de cepas recombinantes PCV2a/PCV2d que circularon en los 

diferentes años estudiados. 

Este trabajo constituye el segundo reporte de recombinantes de PCV2 en Sudamérica. A 

diferencia de las cepas recombinantes detectadas en Uruguay, los eventos de recombinación 

en las cepas Chilenas se originaron en el gen cap. Sin embargo, no se pudo profundizar en su 

caracterización ya que no se contaba con secuencias de otras regiones del genoma viral.  
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4.6. Capítulo 3. Detección de una cepa PCV2b mutante (mPCV2b-PCVd) en Uruguay.  

En este capítulo se reporta la circulación de cepas mutantes de PCV2b (mPCV2b) en Uruguay, 

las cuales mostraron estar estrechamente relacionadas con cepas del genotipo PCV2b 

subtipo1C. Se llevó a cabo el análisis de los genomas completos de 5 cepas (PCV2_Uy35, 

PCV2_Uy 91, PCV2_Uy93, PCV2_Uy94 y PCV2_Uy99) todas ellas detectadas en muestras 

colectadas en el año 2013 de cerdas que habían abortado. PCV2_Uy35 fue identificada en un 

criadero de Canelones y las demás en un criadero de Soriano. 

La clasificación de variantes de PCV2 fue un tema debatido desde sus comienzos. Incluso, la 

alta tasa de mutación y la frecuencia con que ocurren recombinaciones en el genoma viral 

hacen que sea una tarea aún más difícil. En el año 2008, las cepas de PCV2 se dividían en tres 

genotipos: PCV2a, PCV2b y PCV2c (Segalés et al., 2008). Posteriormente, Wang et al. (2009) 

describe la existencia de dos genotipos adicionales, PCV2d y PCV2e. Sin embargo, Cortey et 

al. (2011b) declararon la inexistencia de estos dos nuevos genotipos, ya que en definitiva, las 

cepas pertenecían al genotipo PCV2b subtipo 1C y al genotipo PCV2a, respectivamente. Por lo 

tanto, para estimular el uso de criterios unificados para la clasificación de PCV2 que permitan la 

comparación de los datos de epidemiología molecular a nivel mundial, propusieron una 

nomenclatura estandarizada de tres genotipos basada en el análisis de secuencias de 

nucleótidos del genoma completo y del gen cap, definiéndose dos umbrales de distancia de 

0.020 y 0.035, respectivamente. Cuando la distancia entre dos secuencias era mayor que 

dichos valores, se asumía que las cepas pertenecían a dos genotipos distintos.  

A pesar de ello, la clasificación de PCV2 continuó siendo controvertida. De hecho, más tarde, 

fue reportada la circulación de un nuevo genotipo en China denominado PCV2d (cepa BHD 

HM038017) (Guo et al., 2010), pero si bien se utilizó el mismo nombre que en Wang et al., 

(2009) no se trataba de la misma cepa. Luego de este hallazgo, Xiao et al., (2012) reportaron la 

identificación en E.E.U.U. de una nueva cepa que presentaba una alta identidad de secuencia 

nucleotídica con la cepa BHD detectada previamente. Posteriormente, otros investigadores 

informaron la circulación de este nuevo mutante en diferentes países (Salgado et al., 2014, Seo 

et al., 2014; Eddicks et al, 2015).  
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Mientras que algunos autores sostenían que esta cepa se clasificaba dentro de un nuevo 

genotipo, denominado PCV2d (Seo et al., 2014; Xiao et al 2015), otros sugerían que era una 

cepa mutante que se clasificaba dentro del genotipo PCV2b y que estaba estrechamente 

relacionada con el subtipo 1C denominada, mPCV2b (Eddicks et al., 2015; Chae, 2015). 

En este contexto fue publicado este artículo y se decidió respetar el criterio propuesto por 

Cortey et al. (2011b). Por lo tanto, PCV2_Uy35, PCV2_Uy 91, PCV2_Uy93, PCV2_Uy94 y 

PCV2_Uy99 fueron clasificadas como cepas mPCV2b y no como cepas PCV2d. Dada la 

situación internacional sobre la emergencia de esta cepa que comenzó a identificarse 

rápidamente luego del 2012 en muchos países, los resultados obtenidos en este estudio 

proporcionaron una evidencia adicional de la circulación globalizada de cepas mPCV2b y 

revelaron la importancia del comercio internacional en la emergencia de nuevas cepas.  

Posteriormente, de todas formas, se decidió cambiar la nomenclatura por PCV2d (Xiao et al. 

2015; Franzo et al., 2015a) y fueron definidos nuevos umbrales de distancia para la 

clasificación. Si bien para el análisis del genoma completo fue establecido un nuevo umbral de 

0.038, para el gen cap no pudo definirse con exactitud un único valor de corte que permita 

definir todos los genotipos (Franzo et al., 2015a). Dentro del nuevo genotipo PCV2d, se hizo 

una distinción entre cepas PCV2d-1 y PCV2d-2. Las primeras corresponden a las 

antiguamente incluidas dentro del genotipo PCV2b subtipo 1C y las segundas, corresponden a 

la cepa emergente distribuida actualmente en varios países e incluso asociada a una mayor 

virulencia in vivo (Xiao et al., 2016).  

La circulación de PCV2d-2 ha reemplazando al genotipo PCV2b (el cual en la actualidad sólo 

incluye los subtipos 1A y 1B) (Xiao et al., 2016) y casualmente, en muchos casos fue 

identificada en cerdos con PCVAD con sospecha de falla en la vacunación (Xiao et al., 2012; 

Opriessnig et al., 2013; Salgado et al., 2014; Seo et al., 2014; Eddicks et al., 2015). Este hecho, 

sumado a que todas las vacunas comerciales disponibles en la actualidad son del genotipo 

PCV2a, permite especular con la idea de que las estrategias de vacunación podrían 

condicionar la evolución y la epidemiología de PCV2. En efecto, al analizar y comparar las 

cepas PCV2d con cepas PCV2b no sólo se observó que poseen una Lys adicional en el 

extremo C-terminal (región de la proteína que está localizada en la superficie del virus y por 
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tanto es blanco de anticuerpos neutralizantes), sino que también se ha observado un cambio 

de una Arg a una Lys en la posición 59 de la proteína. Este último cambio parece ser el más 

importante ya que es en esta posición que también se diferencian con las cepas PCV2d-1. En 

la Fig.4.6.1 complementaria se muestra un alineamiento de la proteína Cap de diferentes 

genotipos incluyendo las cepas Uruguayas, realizado con el programa BioEdit v. 7.0.5. En él se 

detallan los dominios que contienen sitios antigénicos y las mutaciones presentes en las cepas 

PCV2d. 

El papel crítico del cambio aminoacídico en la posición 59 en el fenotipo de neutralización de 

PCV2 fue previamente demostrado, en particular, la sustitución Ala59Arg en cepas PCV2a 

(Huang et al., 2011). Asimismo, mediante un análisis in silico, se han identificado variaciones 

en la cápside de PCV2d en regiones de epítopes conformacionales que posiblemente pueden 

causan cambios en la estructura antigénica de la superficie viral, lo que permite una mejor 

unión de PCV2d a la célula hospedera (Zhan et al 2016). 

El trabajo descrito en este capítulo acompañado de todas las investigaciones en las que se ha 

reportado la circulación de mPCV2b-PCVd, sugieren la importancia del monitoreo continuo de 

la epidemiología molecular de PCV2 para el control de variantes que puedan potencialmente 

evadir la inmunidad preexistente. 
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Fig.4.6.1 complementaria. Alineamiento aminoacídico de la Cap de diferentes genotipos de PCV2. 

En gris se muestran los dominios de reconocimiento de anticuerpos que contienen epítopes lineales y 

conformacionales (A-D) definidos por Karuppannan y Opriessnig, 2017. El recuadro de línea punteada 

amarilla muestra el epítope señuelo inmunodominante dentro del epítope C. El recuadro de línea continua 

verde muestra el dominio putativo del receptor de unión al sulfato de heparina (Misinzo et al., 2006). 

Únicamente las cepas PCV2d-2, incluyendo las cepas PCV2_Uy35, PCV2_Uy91, PCV2_Uy93, 

PCV2_Uy94 y PCV2_Uy99, poseen una Lys en la posición 59 (marcado en rojo). Tanto las PCV2d-1 

como las PCV2d-2 poseen una Lys extra en el extremo C-terminal (marcado en anaranjado) y también 

puede observarse en cepas PCV2c. Las cepas Uruguayas caracterizadas en el capítulo anterior se 

incluyeron en el alineamiento, todas ellas con cápside típica del genotipo PCV2b.  
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4.7. Capítulo 4. Estudio molecular de PCV2 en cerdos domésticos y jabalíes en Uruguay 

entre los años 2010 a 2014: predominio de circulación de cepas recombinantes 

Este capítulo comprende el estudio de la frecuencia de infección y caracterización genética de 

PCV2 en Uruguay en 299 muestras (154 de cerdo doméstico y 145 de jabalíes) colectadas 

durante el periodo 2010-2014. En este trabajo se emplea el sistema de detección molecular 

previamente optimizado (capítulo 2, ver sección 4.4) y se perfeccionan las técnicas de 

amplificación del genoma completo presentadas en los capítulos 2 y 3 (secciones 4.4 y 4.6). 

Cabe resaltar, que en este estudio se incluyeron las cepas identificadas en los capítulos 

anteriores y ahora son denominadas por su número de acceso al GenBank. Asimismo, en este 

capítulo se considera para la clasificación de las cepas el sistema de 4 genotipos: PCV2a, 

PCV2b, PCV2c y PCV2d.  

En el caso de los cerdos domésticos la mayoría de las muestras analizadas correspondían a 

cerdos con sintomatología clínica asociada a las PCVAD (92/145), el resto eran muestras de 

cerdos asintomáticos (26/145) o de cerdos destinados a faena en frigoríficos (36/145). Las 

muestras fueron colectadas preferentemente en granjas pequeñas y medianas localizadas en 

13 de los 19 Departamentos del Uruguay. Con este estudio se pretendió analizar el escenario 

epidemiológico de PCV2 en un periodo de tiempo de 4 años y observar los posibles efectos de 

la introducción de la vacunación en el país. En efecto, como hecho importante de esta tesis, la 

identificación de PCV2 por primera vez en el Uruguay, significó el comienzo de la vacunación 

generalizada a finales del 2011 y principios del año 2012. Sin embargo, de todas maneras, en 

los años siguientes se continuaron reportando casos con síntomas compatibles con PCV2 en 

diferentes criaderos.  

Por otro lado, este trabajo analizó muestras de jabalí recolectadas en las Fiestas Nacionales 

del Jabalí en Aiguá (Departamento de Maldonado) en los años 2011-2014. El jabalí europeo 

Sus scrofa fue introducido en Uruguay en las primeras décadas del siglo XX. En razón de las 

propias características de la especie, la no existencia de depredadores naturales y debido a un 

ambiente favorable, el jabalí experimentó un importante incremento demográfico y una gran 

expansión en su distribución original que aún continúa. En la actualidad, se distribuye por casi 

todo el territorio nacional (Lombardi et al., 2007). Como resultado de su omnivorismo, rusticidad 

y hábitos predadores, fueron constatados daños crecientes, lo cual llevó a que en 1982 se 
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dictara una norma jurídica declarándolo plaga nacional y libre de caza (Decreto Nº 463/1982). 

El jabalí es el origen genético de los actuales cerdos domésticos y se presume que 

actualmente las poblaciones de jabalí en nuestro país comprenden cruzamientos con cerdos 

domésticos, lo que genera una gran variedad en fenotipos aunque con un predominio de las 

características salvajes (Herrero y Fernández de Luco, 2003). De hecho, numerosos son los 

episodios reportados donde jabalíes han ingresado a criaderos de cerdos domésticos 

originando cruzamientos perjudiciales (Lombardi et al., 2007). Evidentemente, el contacto 

frecuente entre los cerdos domésticos y el jabalí en Uruguay representa un claro riesgo para la 

transmisión de enfermedades. Por este motivo, este estudio tuvo como objetivo monitorear el 

estatus sanitario de las poblaciones de jabalí con respecto a la infección por PCV2, a modo de 

evaluar el posible papel de los mismos como fuente de infección para los cerdos domésticos. 

Los resultados descritos en este capítulo indican que el 40.3% de las muestras analizadas de 

cerdos domésticos estaban infectadas con PCV2. Asimismo, se analizó la frecuencia de 

infección en relación a la cantidad de muestras disponibles por año y se observó una notoria 

fluctuación en el porcentaje de positivos por año, así como también en la cantidad de casos 

con sintomatología asociada a PCV2. Se estima que esta oscilación se deba a la inestabilidad 

de las prácticas de vacunación y de las estrategias de bioseguridad implementadas en Uruguay 

para el control de esta infección. En cuanto a la caracterización molecular de las cepas 

detectadas, se evidenció la presencia de una gran heterogeneidad genética de cepas de PCV2, 

observándose la circulación de diferentes genotipos y de cepas recombinantes. Se pudo 

determinar la infección de PCV2 en Uruguay desde al menos el año 2010, siendo PCV2a el 

único genotipo detectado en ese año. Posteriormente en 2011, que coincide con el año en el 

que se constataron mayor cantidad de casos con sintomatología asociada a PCV2, se identificó 

la presencia del genotipo PCV2b y un 75% de las cepas caracterizadas en ese año resultaron 

ser cepas recombinantes. En el año 2012, decae tanto el número de casos con sintomatología 

disponibles como el porcentaje de PCV2 positivos en las muestras analizadas, lo cual podría 

explicarse por el inicio de la vacunación masiva contra PCV2 en Uruguay. De todas formas, en 

ese año las cepas caracterizadas resultaron ser recombinantes en su totalidad. Luego, en el 

2013, como se describió en el capítulo 3 de esta tesis (ver sección 4.6), comienza a circular en 

Uruguay la cepa mutante PCV2d. Se observó una co-circulación de cepas PCV2d y cepas 
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recombinantes (43.5% cada variante) y una circulación minoritaria de los genotipos clásicos 

PCV2a y PCV2b. Por último, en el año 2014, si bien se pudo caracterizar sólo una cepa, esta 

pertenecía al genotipo PCV2d con lo que se especula, que al igual a lo ocurrido a nivel 

mundial, este genotipo sustituyó al genotipo anteriormente prevalente, en el caso de Uruguay, 

la cepa recombinante. En apoyo a esta hipótesis, en el año 2017 fueron analizadas muestras 

de un criadero de Rocha que presentaba problemas respiratorios en lechones y de abortos en 

madres, constatándose 3 casos positivos de PCV2. Se realizó la caracterización genética de 2 

de las 3 cepas identificadas mediante la amplificación del gen rep y del gen cap, pudiéndose 

evidenciar que se trataban de cepas del genotipo PCV2d (Uy1-2017 y Uy2-2017) 

(Fig.4.7.1.complementaria). Estas cepas resultaron ser idénticas entre ellas y presentaron una 

alta identidad de secuencia nucleotídica con las cepas PCV2d Uruguayas previamente 

detectadas, observándose solo un cambio a nivel del gen rep A365G (posición en relación al 

genoma completo). Evidentemente, este resultado obtenido 3 años más tarde del último dato 

desarrollado en este capítulo, indica que es muy probable que la sustitución de cepas 

recombinantes por cepas del genotipo PCV2d haya ocurrido en Uruguay. De todas formas, el 

procesamiento de un mayor número de muestras es necesario para confirmar este hecho.  

Por otro lado, la frecuencia de infección de PCV2 identificada en poblaciones de jabalí fue de 

un 24.8%. A diferencia de lo que se observó en los cerdos domésticos, el porcentaje de 

positivos en relación a la cantidad de muestras disponibles se mantuvo relativamente constante 

en el periodo estudiado. Ello indica probablemente, la ausencia de presiones selectivas y/o 

políticas activas de salud animal en la población de jabalíes. Paralelamente, la caracterización 

genética de cepas identificadas en animales salvajes resultó ser muy difícil. Se especulan dos 

posibles causas, por un lado la incorrecta preservación y condición de las muestras durante 

largas sesiones de caza y por otro, cargas virales del virus muy bajas que dificultan la 

amplificación de grandes fragmentos del genoma. Sin embargo, como hecho destacado, las 

dos cepas caracterizadas en jabalí identificadas en el año 2012, resultaron estar 

estrechamente relacionadas con cepas Uruguayas detectadas en cerdo doméstico.  

En definitiva, este trabajo permitió proporcionar un conjunto de datos muy valioso de 40 

secuencias de PCV2, de las cuales 22 son genomas completos. Asimismo, significó la primera 

evidencia del predominio de la circulación de cepas recombinantes en relación a otros 
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genotipos de PCV2. Si bien han sido identificadas cepas recombinantes en diferentes países, 

siempre han estado asociadas a casos puntuales y no a una circulación mayoritaria (Ma et al., 

2007; Hesse et al., 2008; Cheung, 2009; Kim et al., 2009; Cai et al., 2011, 2012;). Por otro lado, 

la alta circulación de PCV2d desde 2013 en Uruguay refleja el reciente surgimiento y expansión 

global de esta cepa emergente. Finalmente, estos resultados sugieren que los jabalíes 

contribuyen al riego de la transmisión de PCV2 al cerdo doméstico, siendo una amenaza real 

para el control y mantenimiento de la salud animal.  
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Fig.4.7.1.complementaria. Análisis 

filogenético realizado con genes 

concatenados de PCV2 incluyendo 

cepas Uruguayas del año 2017.  

Árbol filogenético construido por el 

método de neighbor joining basado 

en la secuencia del gen rep y cap 

concatenados. Se incluyeron cepas 

de los 4 genotipos con su número de 

acceso al GenBank y país de origen. 

Los genotipos se indican con 

corchetes. Una cepa de PCV1 fue 

incluida como grupo externo del 

análisis. Las cepas Uruguayas 

descriptas en el artículo se indican en 

negro y las cepas detectadas en el 

año 2017 se muestran en rojo. El 

grupo de secuencias recombinantes 

Uruguayas se indican con la letra R. 

Se muestran valores de soporte de 

bootstrap superiores al 70%. 

 



89 

4.8. Anexo 1 capítulo 4. Detección molecular de PCV2 en pecarí (Pecari tajacu) en 

Uruguay 

4.8.1. Introducción 

Durante la ejecución de esta tesis también se evaluó la presencia de PCV2 en pecarí (especie 

Pecari tajacu), el cual es un mamífero ungulado emparentado con el cerdo y el jabalí, ya que 

pertenece al mismo orden, Artiodáctilo, pero a diferente familia, Tayassuidae. Se estima que en 

nuestro país el pecarí es un animal extinto desde finales del siglo XIX y principios del siglo XX, 

existiendo algunos ejemplares en los parques o reservas naturales. En el año 2017 se decidió 

reintroducirlo en su hábitat natural y 100 pecaríes fueron liberados en el Departamento de Río 

Negro (Montevideo Portal, 2017). 

Se conoce sólo un reporte de detección molecular de PCV2 en pecarí que describe la 

presencia de ADN del virus en dos especies distintas (Tayassu pecari y Pecari tajacu) 

pertenecientes a dos estados Brasileros. Se observó una muy alta frecuencia de infección de 

PCV2 en estos animales, ya que el genoma del virus fue detectado en todas las muestras de 

órganos (pulmón y bazo) analizadas de la especie Tayassu pecari y en 9 de las 10 muestras 

obtenidas de Pecari tajacu (de Castro et al., 2014). Si bien en este trabajo se obtuvieron 

secuencias de PCV2 de 100 pb, la información no es mostrada en el artículo y no se encuentra 

disponible en la base de datos. Por otro lado, en otro trabajo también realizado en Brasil, se 

testearon 22 sueros de pecarí y no se encontró ADN de PCV2 en ningún caso (Ullmann et al., 

2016).  

4.8.2. Muestras y metodología 

En este trabajo se analizaron 2 muestras de órgano (hígado) del año 2015 y 20 sueros del año 

2016 de la especie Pecari tajacu del parque zoológico Lecocq, cedidas por la directora Carmen 

Leyzagoyen (Fig. 4.8.1). Las muestras se procesaron de acuerdo a lo establecido en el capítulo 

4 y se utilizó el mismo sistema de detección molecular de PCV2 que el empleado en muestras 

de cerdo y jabalí. La secuenciación fue realizada por el Servicio de Secuenciación Macrogen, 

Korea. Para el análisis de la secuencia nucleotídica se utilizó el mismo procedimiento que en el 

capítulo 4 (ver sección 4.7). 
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4.8.3. Resultados y discusión. 

Se amplificó por PCR anidada (Nested PCR, en inglés) el fragmento del gen cap de 225 pb 

esperado en 1 muestra de órgano y en 1 muestra de suero. Únicamente fue posible obtener la 

secuencia del fragmento amplificado a partir de la muestra de órgano. Efectivamente, se pudo 

comprobar mediante el uso de la herramienta BLAST del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI, por sus siglas en inglés) que se trataba de ADN de PCV2 y se la 

denominó Uy_PECARÍ. El análisis de matrices de identidad permitió observar que posee un 

porcentaje de identidad de secuencia más alto con cepas del genotipo PCV2b (99.4-100%). De 

hecho, el árbol filogenético mostró que la cepa identificada en pecarí agrupó dentro de este 

genotipo con un buen soporte estadístico (valor de bootstrap de 98%) (Fig.4.8.2).  

Sólo hay disponible dos estudios basados en la detección molecular de PCV2 en pecarí y los 

dos provienen de Brasil. Aunque ambos analizan un número de muestras pequeño (entre 3 y 

22), el primero sugiere que el virus es muy prevalente en los órganos de este animal mientras 

que el otro sostiene que difícilmente puede encontrarse ADN de PCV2 en el suero (de Castro 

et al., 2014; Ullmann et al., 2016).  

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten evidenciar una vez más la presencia de ADN 

de PCV2 en pecarí, lo que sugiere que además del jabalí estos animales podrían actuar como 

potenciales reservorios de la enfermedad para el cerdo doméstico. A pesar de que el número 

de muestras incluido en este trabajo es muy bajo, se pudo detectar al virus en el 50% de las 

muestras de órgano y en el 5% de las muestras de suero analizadas, lo que concuerda con los 

datos obtenidos por estudios anteriores (de Castro et al., 2014; Ullmann et al., 2016). Sin 

embargo, sólo pudo obtenerse la secuencia de PCV2 a partir de la muestra de órgano. Como 

hecho destacado, en este trabajo se caracterizó a nivel genético por primera vez una cepa del 

virus identificada en pecarí y esta resultó ser del genotipo PCV2b. A su vez, si bien es un 

fragmento muy pequeño y una zona muy conservada dentro de este genotipo, resultó ser 

idéntica a las detectadas en cerdo doméstico y jabalí. Cabe resaltar, que si bien se intentó 

amplificar regiones más extensas del genoma viral de Uy_PECARí utilizando la metodología 

descrita en el capítulo 4 (sección 4.7), no pudo obtenerse más información de la secuencia. Sin 

embargo, el análisis del resto del genoma es necesario para confirmar la caracterización 

molecular de esta cepa y descartar potenciales eventos de recombinación. Al igual que lo 
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planteado para las muestras de jabalí, inconvenientes en la preservación de las muestras y/o 

bajas cargas virales, podrían ser la causa de una ineficiente caracterización genética. Por otro 

lado, también podría ser que los cebadores utilizados para amplificar el genoma completo de 

PCV2 a partir de muestras de cerdo doméstico y jabalí no sean los adecuados para obtener 

secuencias del virus en muestras de pecarí. En ese caso, sería interesante la utilización de 

técnicas de secuenciación masiva.  

Por último, de acuerdo a lo reportado por Ullmann et al., (2016), la posibilidad de detectar ADN 

de PCV2 en muestras de suero de pecarí es mucho menor a la observada en órganos, por lo 

cual se sugiere que el virus difícilmente se transmita con eficiencia. De hecho, en las muestras 

de suero analizadas en este trabajo si bien se pudo amplificar un fragmento del tamaño 

esperado no se logró obtener la secuencia. De todas formas, debido a que se ha evidenciado 

una alta frecuencia de detección del virus en órgano de pecarí, el monitoreo del estatus 

sanitario de estos animales con respecto a la infección de PCV2 es de suma importancia para 

contribuir al control de una posible transmisión de la enfermedad al cerdo doméstico. Esto 

particularmente adquiere relevancia en nuestro país, ya que recientemente el pecarí se ha 

reintroducido en el Uruguay y la circulación en estos animales de virus emergentes de gran 

importancia para el sector porcino, significa una potencial amenaza para la salud animal. 

 

 

Figura 4.8.1. Pecari (Pecari tajacu) del parque Lecocq. Imágenes cedidas por el Dr. Santiago Mirazo. 
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Figura 4.8.2. Análisis filogenético basado en un fragmento de 174 pb que corresponden al gen cap. 

Se incluyeron cepas de los 4 genotipos con su número de acceso al GenBank y país de origen. Los 

genotipos se indican con corchetes. Una cepa de PCV1 fue incluida como grupo externo del análisis. Se 

incluyeron cepas Uruguayas identificadas en cerdo y jabalí las cuales se indican en negro. Se 

seleccionaron algunas cepas representativas de cada genotipo circulante en Uruguay. La cepa 

identificada en pecarí se muestra en rojo. Se muestran valores de soporte de bootstrap superiores al 60%. 
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4.9. Anexo 2 capítulo 4. Identificación de deleción en el gen rep de una cepa de PCV2 

detectada en jabalí  

4.9.1. Introducción 

Varios trabajos han reportado deleciones en el genoma de PCV2. En particular, se han 

identificados variantes con una deleción de base única y genomas completos de 1766 nt de 

longitud. Generalmente, estas deleciones se localizaron en regiones inter-génicas o en el gen 

cap (Guo et al., 2010; Yang et al., 2012). A su vez, también se han descubierto genomas 

truncos de 800-900 pb, pero la relevancia de estas cepas es todavía desconocida (Luo et al., 

2013; Wen et al., 2012). En este trabajo se describe el hallazgo de una deleción de 2 bases 

(TT) en el gen rep en una cepa de PCV2 detectada en una muestra de jabalí.  

4.9.2. Muestras y metodología 

Se obtuvieron muestras de un caso aislado de caza de jabalí con fines deportivos en el 

Departamento de Rocha en el año 2011. Se trató de un animal hembra gestante. Se realizó la 

toma de muestras de hígado, riñón y corazón de la madre e hígado del feto y a su vez, 

muestras del cordón umbilical. Las muestras se procesaron de acuerdo a lo previamente 

establecido. Asimismo, el sistema de detección molecular y la caracterización genética fueron 

realizadas de acuerdo a lo establecido en el capítulo 4 (sección 4.7). El análisis de la secuencia 

aminoacídica fue realizado utilizando el programa BioEdit v. 7.0.5. La secuenciación fue 

realizada por el Servicio de Secuenciación del Instituto Pasteur de Montevideo.  

4.9.3. Resultados y discusión 

Mediante el sistema de detección molecular empleado se detectó ADN de PCV2 en el hígado y 

riñón de la madre, hígado del feto y cordón umbilical. Si bien la principal vía de transmisión del 

virus es la oro-nasal, la transmisión vertical de PCV2 ha sido extensamente estudiada en cerdo 

doméstico y ha sido detectado ADN viral en fetos en todas las etapas de gestación (revisado 

por Rose et al., 2012). Por lo tanto, estos resultados son una evidencia adicional de que la 

transmisión vertical ocurre frecuentemente y se sugiere que también es común en las 

poblaciones de jabalí.  

En cuanto a la caracterización molecular de las cepas detectadas, únicamente se logró 

amplificar una región extensa del genoma viral (1000pb) de la cepa identificada en el riñón de 
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la madre, denominada Uy_J2011D. Esta región contiene secuencias parciales de los genes rep 

y cap e incluye la región inter-génica larga. Lamentablemente, no pudo obtenerse el genoma 

completo, debido a que algunos fragmentos del genoma no pudieron ser amplificados 

utilizando la técnica descrita en el capítulo 4 (sección 4.7).  

Mediante el análisis filogenético basado en la región secuenciada se pudo observar que la 

cepa identificada en el jabalí agrupa dentro del cluster de cepas recombinantes Uruguayas 

(Fig.4.9.1). Particularmente, comparte un 99.5% con la cepa recombinante detectada en los 

casos de EE en el Departamento de Canelones (PCV2_Uy1), siendo una evidencia adicional 

de la extensa distribución de esta cepa en el país desde el año 2011. Sorprendentemente, al 

analizar detenidamente el alineamiento de las secuencias nucleotídicas se pudo evidenciar una 

deleción de 2 nt en la posición 701 y 702 del genoma viral, la cual corresponde a la posición 

651 y 652 del gen rep (Fig.4.9.2). Por este motivo, la región se amplificó y secuenció 

nuevamente lo que permitió confirmar la mutación. Como se especificó anteriormente, la 

metodología utilizada para la caracterización genética de esta cepa no fue suficiente para 

obtener la secuencia completa del gen rep, lo cual es esencial para sacar conclusiones 

certeras sobre el efecto de esta deleción y por lo tanto, otros métodos de secuenciación serían 

necesarios. De todas formas, asumiendo que el principio del gen no posee ninguna otra 

mutación de este tipo, se analizó la secuencia aminoacídica de los 637 pb secuenciados del 

gen rep y se observó que esta deleción origina un codón stop que da como resultado una 

proteína trunca de 223 aa. Adicionalmente, al comparar la secuencia aminoacídica de 

Uy_J2011D con la de la cepa recombinante PCV2_Uy1 se observó que salvo dos cambios 

puntuales (posiciones 105 y 118) son 100% idénticas hasta el aa 216. Luego, el cambio en el 

marco de lectura originado por la deleción genera un péptido de 7aa (LWLAAVG) en el extremo 

C-terminal seguido de un codón stop (Fig.4.9.3). Cabe destacar que este péptido no está 

presente normalmente en la proteína Rep de PCV2. 

Debido a que la deleción ocurre a la altura de la posición 700, los cuatro motivos conservados 

involucrados en el del mecanismo de RCR (R-I, R-II, R-III y p-loop), estarían presentes en la 

proteína Rep mutada. A su vez, esta mutación no produce un cambio en la otra proteína 

importante para la replicación, Rep’, debido a que la misma se origina a partir de un splicing 

alternativo del transcripto primario que empalma la posición 416 con la 800 (revisado por 
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Cheung, 2012). En trabajos basados en las proteínas Rep de PCV1, las cuales son muy 

similares a las de PCV2, se vio que estos 4 motivos y la presencia de ambas proteínas 

Rep/Rep’ son indispensables para la replicación en cultivos celulares (revisado por Cheung, 

2012), lo que indicaría que en principio la función de replicación de esta variedad mutante no 

estaría drásticamente alterada. 

Por último, se profundizó en el análisis del péptido de 7aa localizado en el extremo C-terminal 

de la proteína Rep mutante y se buscó su homología con otros péptidos de la base de datos 

utilizando la herramienta BLASP del NCBI. Si bien no resultó ser homólogo a ningún dominio 

conservado conocido, se identificó que tiene un 100% de identidad aminoacídica con péptidos 

presentes en 250 organismos celulares de las cuales 228 proteínas son de origen bacteriano 

preferentemente del género Streptomyces, Chlamydia, Yersina y Neisseira. Las proteínas que 

contienen este péptido de 7 aa mostraron ser diversas, son ejemplos la policétido sintasa tipo I 

(sintetizan metabolitos secundarios con actividades biológicas y propiedades farmacológicas 

diversas), proteína de intercambio tiol-disulfuro (interactúa con proteínas plegadas 

incorrectamente para corregir los enlaces disulfuro no nativos), proteínas de la familia OmpA 

(presente en membrana externa de bacterias Gram-), entre otras. Si bien este péptido está 

presente en una gran variedad de proteínas de diferentes organismos, no se conoce una 

función asociada, lo cual no nos permite deducir su rol en el extremo C-terminal de la proteína 

mutante Rep, pero resulta interesante su estudio futuro. 

En definitiva, esta descripción representa la primera identificación de una deleción en el gen 

rep de una cepa de campo de PCV2, generando una proteína más pequeña de 223 aa que 

según el análisis de secuencia no afectaría los motivos conservados esenciales para la 

replicación. La caracterización biológica de esta cepa sería de suma importancia para 

comprender más sobre la replicación de este virus.  
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Figura 4.9.1. Análisis filogenético 

basado en un fragmento de 1000 

pb del genoma de PCV2. Se 

incluyeron cepas de los 4 genotipos 

con su número de acceso al 

GenBank y país de origen. Los 

genotipos se indican con corchetes. 

Una cepa de PCV1 fue incluida 

como grupo externo del análisis. Se 

incluyeron cepas Uruguayas 

identificadas en cerdo y jabalí las 

cuales se indican en negro. Se 

seleccionaron algunas cepas 

representativas de cada genotipo 

circulante en Uruguay. La cepa 

identificada en este estudio se 

muestra en rojo. Se muestran 

valores de soporte de bootstrap 

superiores al 70%. 
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Figura 4.9.2. Alineamiento de secuencia nucleotídica de Uy_J2011D con PCV2_Uy1. Con la flecha se 

indica la deleción de 2 nt localizada en el gen rep. Las posiciones indicadas corresponden con la posición 

en el genoma. 

 

 

Figura 4.9.3. Análisis de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia parcial del gen 

rep identificada en la muestra de jabalí. Se muestra el alineamiento de la secuencia de PCV2_Uy1 y 

Uy_J2011D. En gris se muestra péptido de 7aa en extremo C-terminal de Uy_J2011D. (*) codón stop. 
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4.10. Capítulo 5. Localización intracelular y función apoptótica in vitro de la proteína 

ORF3 de una cepa PCV2d. 

La identificación desde el año 2013 de la circulación en Uruguay de la cepa emergente a nivel 

mundial PCV2d (específicamente PCV2d-2), sumado a que se cree que es la cepa que 

predomina en cerdos del país en la actualidad (capítulos 3 y 4, ver secciones 4.6 y 4.7), este 

capítulo se centra en estudiar aspectos básicos de su biología en relación a cepas de los 

genotipos PCV2a y PCV2b. De hecho, si bien la vacunación ha reducido en parte el impacto de 

la infección en el país desde su identificación en 2011, aún se está muy lejos de poder 

controlarla en forma eficiente. Por lo tanto, avanzar en la comprensión de la biología de la cepa 

emergente PCV2d puede contribuir en un futuro a mejorar el diseño de estrategias de 

prevención y control de la enfermedad. 

Como se ha detallado anteriormente, se ha reportado que PCV2d además de que ha 

aumentado rápidamente su prevalencia a nivel mundial, posee mayor virulencia in vivo 

comparado con las cepas clásicas PCV2a/PCV2b (Guo et al., 2012; Xiao et al., 2015). 

Asimismo, se ha demostrado que la proteína no estructural ORF3 juega un papel principal en la 

apoptosis inducida por PCV2 y el estudio de su papel en la patogénesis viral se ha convertido 

en un tema de creciente interés (Liu et al., 2005; Liu et al., 2006). Por lo tanto, este capítulo de 

la tesis tuvo como objetivo investigar la proteína ORF3 de la cepa PCV2d emergente, 

explorando su localización subcelular y la función apoptótica in vitro en comparación con las 

cepas clásicas. 

Primeramente, el análisis de la secuencia aminoacídica de la ORF3 de los tres genotipos, 

reveló la presencia de varios cambios en la ORF3 del genotipo PCV2d en comparación con la 

proteína de las cepas de los genotipos PCV2a y PCV2b. Para evaluar el posible impacto de 

estos cambios en la localización y/o función de la proteína se clonó el gen ORF3 en un vector 

de expresión eucariota que contiene la proteína reportera fluorescente verde (GFP, por sus 

siglas en inglés). Se obtuvieron vectores recombinantes para la ORF3 de las cepas de los tres 

genotipos, los cuales fueron transfectados de manera independiente en líneas celulares 

generando una proteína de fusión con GFP. Los resultados obtenidos en este trabajo 

mostraron que las tres proteínas ORF3 de fusión con GFP se expresaron predominantemente 

en el citoplasma con un patrón de localización punteado y no se han observado diferencias en 
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la localización entre líneas celulares transformadas y no transformadas. Asimismo, no se 

encontraron diferencias significativas en la función apoptótica entre la proteína ORF3 de la 

cepa PCV2d y las cepas clásicas. Por lo tanto, no está claro cuál es el efecto de los cambios 

aminoacídicos no conservativos observados en ORF3-PCV2d y asimismo, la relación de esta 

proteína con la patogenicidad de PCV2 todavía está bajo discusión.  

Debido a que se ha sugerido que el gen ORF3 está bajo una fuerte selección positiva (Franzo 

et al., 2016a), los resultados obtenidos en este capítulo sugieren que los cambios observados 

en la proteína ORF3 posiblemente son producto de la rápida evolución que ha demostrado 

tener PCV2 después de la introducción de vacunas comerciales y no necesariamente están 

relacionados a un aumento en la virulencia, sino a una forma que tiene el virus de evadir el 

sistema inmune del hospedero. Justamente, esta hipótesis es apoyada por varios reportes en 

los que se ha estudiado como la inmunidad inducida por la vacunación puede afectar a la 

evolución de PCV2 sobre todo a nivel de la cápside (Kekarainen et al., 2014; Franzo et al., 

2016b). 

Para la descripción de este capítulo a continuación se presenta un manuscrito que está siendo 

preparado para enviar a publicar en una revista arbitrada internacional.  
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Abstract  

The non-structural protein ORF3 of Porcine Circovirus type 2 (PCV2) not shows similarities to 

any known protein. It is not essential for viral replication in culture cells but it plays a major 

role in virus-induced apoptosis. Since it is the only protein that differs in size and sequence 

between the non-pathogenic porcine circovirus type 1 (PCV1) and PCV2, the study of its role in 

PCV2 pathogenesis it has become a topic of growing interest. This work aims to investigate the 

ORF3 of the emerging and more virulent PCV2d strain, exploring its sub-cellular localization 

and in vitro apoptotic function comparing to classical strains PCV2a/b. Our results showed that 

all eGFP-fusion ORF3 proteins were expressed predominately into the cytoplasm with a 

punctate localization pattern. In addition, our findings suggested that nuclear localization of 

ORF3 is not necessary to induce apoptosis. Moreover, the induction of apoptosis in eGFP-ORF3 

expressing cells is independent of the cell type (transformed and non-transformed cell lines). No 

significant differences in the apoptotic function between eGFP-fused ORF3 from PCV2d strain 

and classical strains were found. It remains unclear the importance of non-conservative changes 

observed in different positions of the ORF3-PCV2d. The relationship of this protein with 

pathogenicity of PCV2 is still under discussion.  

 

 

 

 

 

Keywords: eGFP-PCV2-ORF3, PCV2d strain, cell transfection, subcellular localization, 

apoptosis 
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1. Introduction 

Porcine Circovirus Type 2 (PCV2), a small non-enveloped virus classified into Circoviridae 

family, is an extensively distributed pathogen considered an important emerging virus related to 

several syndromes in pigs (Lv et al., 2014). PCV2 strains can be divided into five genotypes 

including PCV2a, PCV2b, PCV2c, PCV2d and the recently identified genotype, PCV2e. 

PCV2a, PCV2b and PCV2d have a worldwide distribution (with a predominance of PCV2d 

circulation) (Franzo et al., 2015a), while PCV2c and PCV2e have a very low prevalence. 

PCV2c was reported from Denmark in the 1980s (Dupont et al., 2008) and has recently been 

identified in the Brazilian Pantanal (Franzo et al., 2015b). PCV2e has been identified in Mexico, 

USA and China in samples collected between 2006-2017 (Davies et al., 2016; Xiao et al., 2016; 

Liu et al., 2018). 

PCV2 genome consists in a single-strand ambisense circular DNA ranging from 1766 to 1777 

nucleotides (nt) with three major open reading frames (ORFs): ORF1 (rep gene), ORF2 (cap 

gene) and ORF3 (Lv et al., 2014).  

The ORF3 gene completely overlaps the ORF1 gene and is oriented in the opposite direction 

(genome position, 671-357 nt). The non-structural 11.9 kDa protein encodes by ORF3 gene is 

not essential for PCV2 replication in cultured PK-15 cells and does not show similarities to any 

known protein. However, it plays a major role in virus-induced apoptosis (Liu et al., 2005). This 

protein binds to the porcine homologue of Pirh2 (pPirh2) which regulates the ubiquitination of 

p53, leading to the decrease of cellular pPirh2 levels (Liu et al., 2007). In turn, amino acids 20 

to 65 of the ORF3 protein competes with p53 in binding to pPirh2, contributing to the 

deregulation of p53 and the increase of its levels in PCV2-infected cells (Karuppannan et al., 

2010). In addition, it has been shown that ORF3 initially localizes in the cytoplasm (dot 

distribution) and gradually moves to the nucleus of infected cells (Gu et al., 2016). Moreover, 

amino acid residues in the C-terminal of the protein are involved in its nuclear localization (Lin 

et al., 2011). On the other hand, ORF3 is the only protein that differs in size and sequence 

between non-pathogenic porcine circovirus type 1 (PCV1) and PCV2, which makes it an 

interesting research issue for the study of viral pathogenesis (Mankertz, 2012). Indeed, it has 

been reported that the abrogation of ORF3 expression attenuates viral pathogenesis in BALB / 

C mice and SPF (specific pathogen free) piglets (Liu et al., 2006; Karuppannan et al., 2009). In 

addition, the proapoptotic function of this protein plays a role in the systemic dissemination of 

the PCV2 infection, inducing an early release of the virus from the infected cell (Karuppannan 

and Kwang, 2011). This led to the hypothesis that if ORF3 is a determinant of virulence of 

PCV2 via its apoptotic capability, PCV1-ORF3 lacks the ability to induce cell death throw the 

apoptotic pathway. However, it has been observed that the expression of ORF3 of PCV1 

produces more apoptosis than the ORF3 of PCV2 in different cell lines. Moreover, no changes 
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have been found between PCV2 strains with differences in virulence (ORF3-PCV2a and ORF3-

PCV2b) (Chaiyakul et al., 2010).  

The emergence of a mutant PCV2b, denominated PCV2d, has been linked to cases of suspected 

vaccine failure (Opriessnig et al., 2013; Seo et al., 2014). In recent years, the prevalence of 

PCV2d has been increasing worldwide (Xiao et al., 2015; Franzo et al., 2015a; Kwon et al., 

2017). Interestingly, this emerging strain showed to have more virulence in vivo compared with 

classical PCV2a/b strains (Guo et al., 2012).  

This work aims to investigate the ORF3 of a PCV2d strain, exploring its amino acid sequence, 

sub-cellular localization and in vitro apoptotic function comparing to classical strains PCV2a/b, 

in order to deepen our understanding about this protein and its likely pathogenic role. 
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2. Materials and methods 

2.1. Cells and viruses strains 

The carcinomic human alveolar basal epithelial lung A549 and swine testicular (ST) cell lines 

were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium nutrient mixture F12 (Gibco by Thermo 

Fisher Scientific, USA) and Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium (Capricorn 

Scientific, Germany), respectively, with stable glutamine, supplemented with 10% fetal bovine 

serum (FBS), 100U/mL of Penicillin G and 100 µl/mL streptomycin at 37ºC in humidified 5% 

CO2 incubator.  

The PCV2 strains Uy1, URU31 and URU91 (accession numbers KC688418, MF616414 and 

KP867047, respectively) detected and characterized in our previous works (Ramos et al., 2013; 

Ramos et al., 2017) were used to obtain the ORF3 sequence from the different genotypes (Uy1 

for PCV2a; URU31 for PCV2b and URU91 for PCV2d). Genomic DNA extracted from 200 µL 

of serum or 25mg of tissue as described (Ramos et al., 2017), were used as the PCR template for 

ORF3 amplification. 

 

2.2. ORF3 sequence analysis 

The ORF3 amino acid (aa) sequence of PCV2a, PCV2b and PCV2d strains were aligned and 

analysed using MEGA v.5.0 software. In the case of differences between genotypes, the 

properties of each amino acid were compared using the Amino Acid Explorer of the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI).  

 

2.3. Generation of recombinant eukaryotic expression vectors 

The following primers, designed specifically for this study and containing XhoI and BamHI 

restriction sites were used for the amplification of the full length ORF3 gene of PCV2a, PCV2b 

and PCV2d strains: eGFP-ORF3F 5’-TACTCAGATCTCGAGATGGTAACCATCCCACCACTT-3’ 

and eGFP-ORF3R 5’-GGTGGATCCCGGGCCCGCGGTATGCAGTAAAGAAGGCAAC-3’.  

PCR was performed in 50 µL reaction volume containing 1X PCR buffer, 2 mM MgCl2, 0,5 

µM each primer, 0,2 mM of each dNTP and 1,5 U Taq DNA polymerase (Thermo Fisher 

Scientific, USA) and 10 µL of DNA. Cycling conditions were: 94 º C for 5 min, followed by 37 

cycles of 30s at 94ºC, 45s at 50ºC and 45s at 72ºC and a final extension cycle of 10 min at 72ºC. 

PCR products of the expected size were purified using a commercial kit (Zymoclean ™ Gel 

DNA recovery kit, USA). The purified PCR products of ORF3 genes of PCV2a, PCV2b and 

PCV2d strains were cloned into pEGFP-C3 (Clontech, USA) expression vector using XhoI and 

BamHI restriction enzymes (Thermo Fisher Scientific, USA), generating N-terminal enhanced 

green fluorescent protein (eGFP)-ORF3 fusion proteins under the control of a human 

cytomegalovirus promoter. Each DNA insert ligation into pEGFP-C3 was performed using a T4 

DNA ligase (Thermo Fisher Scientific, USA) according to manufacturer’s instructions. Ligation 
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products (2µL) were used to transform competent DH5-alpha Escherichia coli (New England, 

BioLabs, USA). High-quality and purified DNA plasmids were obtained using a commercial kit 

(Zyppy™ Plasmid Miniprep kit, USA). ORF3 sequences were verified by sequencing in both 

directions by Macrogen automatic sequencing service, Korea. 

The coding sequence of the ORF2 of the Uy1 strain (702 bp) was also cloned into pEGFP-C3 

by the same approach to that used for the ORF3 genes. The primers used for ORF2 PCR 

amplification were: eGFP-ORF2F 5’-TACTCAGATCTCGAGATGACGTATCCAAGGAGGCG-3’ 

and eGFP-ORF2R 5’-GGTGGATCCCGGGCCCGCGGTATTAAGGGTTAAGTGGGGGG-3’.  

 

2.4. Transient transfection 

The A549 or ST cells were seeded in 6-well culture plates. When cells reached 70 to 80% 

confluent, 2.5 µg of DNA of eGFP alone (empty vector control), eGFP-ORF3/2a, eGFP-

ORF3/2b, eGFP-ORF3/2d and eGFP-ORF2 (used as control to compare the subcellular 

localization among PCV2-viral proteins of different size cloned in the same expression vector), 

were separately transfected into the cells with 5µL of Lipofectamine ® LTX with Plus™ 

Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) as described in the manufacturer’s protocol. After 24 

and 48 h post-transfection, the cells were fixed with methanol and then were incubated with 

DAPI (2.4-diamidino-2-phenylindole) (Sigma, USA) for 15 min at 37°C. The cells were 

observed and analysed in an Olympus IX81 Epifluorescence microscopy and Leica DMI6000 

TCS SP5 confocal laser scanning microscopy (Institut Pasteur Montevideo microscopy service). 

 

2.5. RT-PCR and western blot analysis  

Total RNA was extracted from transfected cells by using Trizol ™ reagent (Thermo Fisher 

Scientific, USA) for reverse transcription-PCR (RT-PCR) of the ORF3. RNA samples were 

incubated with DNase I for 60 min at 37 ºC to remove any contaminating viral DNA. The 

primers used for ORF3 amplification were: ORF3F 5’-ATGGTAACCATCCC-3’ and ORF3R 5’-

TTACTKATDGARTGTGGAGC-3’. 

Cells transfected with different plasmid were collected and lysed in lysis buffer containing PBS 

1% v / v Triton X-100 and 1X proteases inhibitor (abcam, USA) on ice. Then the cell lysates 

were mixed with sample loading buffer and boiled for 5 min. The proteins were separated by 

15% dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) gel and transferred onto 

nitrocellulose membranes (pore size 0.22µm, BioRad, USA). The membrane was blocked with 

PBS containing 1% of bovine serum albumin (BSA) (blocking buffer) and then incubated with 

anti-GFP antibody (1:800) in blocking buffer for 1 h at room temperature. After washing three 

times, the membrane was incubated with HRP-conjugated anti mouse IgG secondary antibody 

(1:1000) for 1h at room temperature. The proteins were visualized with Super Signal West Pico 
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chemiluminescent substrate (Thermo Fisher Scientific, USA) and image was captured on a 

chemiluminescent imaging system.  

The expression of ORF2 gene was confirmed by indirect immunofluorescence assay (IFA). IFA 

was performed using an anti-PCV2 capsid polyclonal antibody (abcam, USA) and an Alexa 

Fluor 555-conjugated anti-rabbit IgG (Thermo Fisher Scientific, USA).  

 

2.6. Phosphatidylserine (PS) externalization detection assay 

Both, detached and adherent cells were collected in tubes kept on ice and then centrifuged at 

260g for 5 min. The supernatants were discarded and cells were resuspended in annexin V-

binding buffer (10mM HEPES, 140mM NaCl and 2.5mM CaCl2) at 1 x 10
6
 cells/mL. Each 

sample was stained with 1.5 µL of Alexa Fluor 647 annexin V conjugate (Thermo Fisher 

Scientific, USA) for 15 min at room temperature in the dark. Subsequently, 300 µL of annexin 

V-binding buffer was added to each tube and samples were analysed by flow cytometry (BD 

Accuri™ C6 Biosciences, USA and Accuri C6 software). Propidium iodide (PI) working 

solution (250 µg/mL) was added before acquiring. Staurosporine (25µM) was used as a positive 

control in this assay. For the analysis of the percentage of apoptotic cells, 10.000 GFP positive 

events gated on FL1 vs FSC dot plot were recorded for each condition. Three independent trials 

were conducted for each experiment. Each independent trial was performed with three technical 

replicates of each condition.  

 

2.7. Statistical analysis. 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism v.6 software.One-way analysis of 

variance (ANOVA) and Turkey’s multiple comparison tests were performed when assumptions 

of normality and equal variance were met; otherwise, a nonparametric, Kruskal-Wallis 

pairwaise multiple-comparison (Dunn’s) test was conducted . P Values < 0.05 were accepted as 

significant.  
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3. Results and discussion 

3.1. ORF3 sequence analysis 

In order to compare the ORF3 amino acid sequence of the emergent strain PCV2d with the 

ORF3 from classical strains PCV2a/b, an alignment among the ORF3 proteins was conducted 

which is shown in figure 1. The amino acid sequence analysis revealed that PCV2d strain 

presents amino acid changes in positions 29, 41, 89, 102 and 103 compared to the PCV2a and 

PCV2b strains and all of them are non-conservative substitutions (the side chain vary in size and 

belong to different physicochemical groups). These differential properties may lead to 

modifications in the forces of attraction between amino acids and their surrounding environment 

and as a result, differences in protein structure that could derive in a change of function. The 

differences in the characteristics between the amino acids in each position are summarized in 

table 1. Surprisingly, the non-conservative changes observed in PCV2d in amino acids 29 and 

41 are found within the binding domain of pPirh2 (amino acids 20 to 65 of ORF3), which is 

directly related to the apoptotic function of the protein (Karuppannan et al., 2010). Moreover, 

the position 41 is located within an immunodominant T lymphocyte epitope region (aa 31-50 of 

ORF3) (Stevenson et al., 2007). Furthermore, amino acid changes were also observed in the C-

terminal region of the protein, specifically in amino acids 89, 102 and 103. It has been reported 

that the C-terminal region in amino acids 53-68 and 85-104 could mediate the nuclear 

localization of ORF3 (Lin et al., 2011; Gu et al., 2016).  

Interestingly, all of these non-synonymous substitutions on ORF3 resulted to be synonymous on 

the ORF1 (positions 108, 109, 119, 167 and 179 of ORF1 protein) (data not shown). According 

to Franzo et al. (2016), ORF3 gene is under strong diversifying selection even in regions that 

have not been reported to be the target of the immune response. Since ORF1 have a 

fundamental role in viral DNA replication and both overlapping ORFs coded in differ reading 

frames, probably only synonymous mutations in ORF1 (mainly non-synonymous on ORF3) are 

tolerated while synonymous mutations in ORF3 (mainly non-synonymous in ORF1) are highly 

deleterious (likely with lower fitness) and are purged by natural selection (Franzo et al., 2016). 

 

3.2. eGFP-fused ORF3 protein expression in A549 and ST cells 

The complete ORF3 gene (315 bp), was amplified by using RNA isolated from transfected cells 

with eGFP-ORF3/2a, eGFP-ORF3/2b and eGFP-ORF3/2d plasmids. In figure 2A is shown the 

expression of ORF3 gene at 48 h post-transfection in ST and A549 cells. In addition, the 

expression of the eGFP-fused ORF3 protein was observed by immunoblot using an anti-GFP 

antibody (Fig. 2B).  

On the other hand, A549 and ST cells were also transfected with the recombinant vector eGFP-

ORF2, used to compare the intracellular distribution of different PCV2 proteins cloned in the 

same vector. The expression of ORF2 in transfected cells was confirmed by IFA (Suppl. Fig. 1).  
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3.3. Subcellular localization of eGFP-ORF3 in transfected cells 

As shown in figure 3, the expression of eGFP-ORF3 protein in A549 cells was observed using a 

confocal microscope at 24 and 48 h post-transfection and subcellular localization was compared 

to GFP alone. We observed that the eGFP-ORF3 protein was expressed predominantly in the 

cytoplasm of transfected cells with a distribution as spots. This localization pattern was clearly 

identified at both 24 h and 48 h post-transfection. However, at 48 h, a change in morphology of 

most of transfected cells with eGFP-ORF3 was identified (Fig. 3), consisting in a decreased cell 

size and a reduced volume of the nucleus. In addition, the nucleus became fragmented and 

localized at the periphery (Fig. 3A). The observation of cell shrinkage after 48 h of transfection 

with eGFP-ORF3 is in agreement with previous results obtained in PK-15 cells (Liu et al., 2005; 

He et al., 2012). Of note, all these morphological changes are involved in apoptotic processes, a 

form of cell death driven by genetically controlled mechanisms (Sgonc and Wick, 1994; Pfaffel-

Schubart et al., 2008).  

The localization of GFP-tagged ORF3 was evaluated in A549 (transformed cell line) (Fig. 4A) 

and ST (diploid cell line) cells (Fig. 4B) and epifluorescence microscope images revealed a 

punctate localization patterns that mostly accumulates in the cytoplasm of both cells types. 

However, it is possible to notice a variable distribution of the dots as well as differences in 

fluorescence intensity between transfected cells of the same cell line or between A549 and ST 

lines (Fig. 4). The distribution of eGFP-ORF3 as dots into the cytoplasm of transfected cells 

(Fig. 3 and 4) has previously been observed for homologue proteins of other members of the 

family Circoviridae such as porcine circovirus type 1 (PCV1) and chicken anemia virus (CAV). 

Both viruses also encode a third viral protein, designated VP3 and Apoptin for PCV1 and CAV, 

respectively, which also localize as spots in the cytoplasm, when transfected fused to GFP 

(Heilman et al., 2006; Hough et al., 2015). This distribution pattern has been shown to correlate 

with multimerization of the protein (Heilman et al., 2006).  

Additionally, after performing three independent trials for each cell line, no substantial 

differences in sub-cellular localization between ORF3 of different genotypes were observed 

(Fig. 4). Therefore, in spite of the observed amino acidic differences in ORF3 protein between 

PCV2d and the classical strains (Fig.1), these would not imply an evident alteration in the sub-

cellular localization of the proteins fused with GFP. On the other hand, results showed that the 

subcellular localization of eGFP-ORF2 protein is also independent of cell type, nevertheless, 

unlike ORF3, the capsid protein showed a nuclear localization in the transfected cells (Fig. 4). 

According to Gu et al. (2016), in PCV2-infected PK-15 cells, ORF3 localized in the cytoplasm 

with a dot distribution in the early stages of infection and then moved into nucleus at 24 hours 

post-infection. Otherwise, in transfected cells, eGFP-ORF3 fusion proteins (molecular weight 

<50 kDa) localized in the cytoplasm which is in agreement with the results obtained in this 

work. In fact, to identify why ORF3 enters into the nucleus in PCV2-infected cells they 
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constructed plasmids containing different ORF3 fragments fused to eGFP alone or 

eGFP+Glutathione S-transferase (GST) to predict potential NLS (nuclear localization signal) or 

NES (nuclear export signal). As previously described by Lin et al. (2011), they also showed that 

eGFP-53-68aa and eGFP-85-104aa (<50kDa) were distributed in the nucleus of transfected 

cells, suggesting that these two clusters of basic residues on the C-terminal half region could 

have a potential role as NLS. On the contrary, they observed that eGFP-GST-53-68aa, eGFP-

GST-85-104aa, eGFP-GST (>50kDa) and eGFP-1-105aa, eGFP-1-35aa, eGFP-1-52aa and 

eGFP-1-70aa (<50 kDa) were localized into the cytoplasm, confirming that differences in 

subcellular localization are probably independent of the proteins size. In addition, eGFP-1-15aa 

and eGFP-36-70aa were diffused throughout the entire cell, indicating that a putative NES in 

ORF3 may localize at N-terminus of the protein in residues 1-35aa (Gu et al. 2016). On the 

other hand, Lin et al. (2011) used recombinant plasmid pcDNA/ORF3, pcDNA/ORF3 1-52aa 

and pcDNA/ORF3 53-104aa and after the transfection in PK-15 cells, analysed the intracellular 

distribution of ORF3 and deletion mutants by IFA with an antibody against ORF3. They 

showed that full-length and the C-terminal half of ORF3 dominantly localized in the nucleus 

and the N-terminal fragment ORF3 1-52aa localized in the cytoplasm (Lin et al., 2011). 

Altogether, these studies suggest that probably the previously identified NLS motif may be 

masked by the eGFP-ORF3 fused protein and for this reason ORF3 is imported into the nucleus 

in PCV2 infected cells but not in transfected cells with the GFP fused protein. Nevertheless, this 

does not occur with the capsid protein, since ORF2 or eGFP-ORF2 (>50kDa) were localized in 

the nucleus both in infected and transfected cells (Chen et al., 2011; Gu et al., 2016). 

 

3.4. Apoptotic function of eGFP-ORF3 in transfected cells. 

PS externalization was analysed in transfected cells with eGFP-ORF3 as an apoptotic marker. 

During apoptosis, PS molecules become externalized to the outer surface of the cell membrane 

(Martin et al., 1995). This externalization is important for macrophage recognition, 

phagocytosis, and clearance of apoptotic cells without causing an inflammatory response 

(Morris et al., 1984; Duvall et al., 1985). In apoptotic cells, annexin V binds with a high affinity 

to these externalized PS molecules while PI not penetrates these cells (early apoptosis) 

(Thiagarajan and Tait, 1990; Raynal et al., 1994; Pfaffel-Schubart et al., 2008). If the apoptotic 

cells do not clear rapidly by the phagocytes, the cell membrane becomes permeabilized and 

early apoptotic cells can become late apoptotic cells. With further loss of the membrane 

integrity, PI can penetrates and stains cells (Gregory and Devitt, 2004; Pfaffel-Schubart et al., 

2008). In this work, the percentage of apoptotic cells of 10.000 GFP positive events was 

measured taking to account the early and late apoptotic cells (annexin V-Alexa Fluor 647 

positive, PI negative and annexin V-Alexa Fluor 647 positive, PI positive) (Suppl. Fig. 2). 
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As shown in figure 5A eGFP-ORF3/2a, eGFP-ORF3/2b and eGFP-ORF3/2d induced higher 

percentage of apoptotic cells than GFP alone in A549 cells at 24 h and 48 h post-transfection, 

despite a two to four-fold lower percentage of eGFP-ORF3 transfected cells in comparison to 

eGFP alone (Suppl. Fig. 2A and 3). The difference in the percentage of apoptosis between 

eGFP-ORF3 from different strains and eGFP alone is more evident at 48 h post-transfection 

(p<0.0001) (Fig.5A). This result is in agreement with the typical morphological features of 

apoptotic cells observed by confocal microscopy after 48 h of transfection only in cells 

expressing eGFP-ORF3 (Fig. 3). The nuclear fragmentation was also observed by using 

epifluorescence microscopy in the ORF3-expressing cells by nuclear DAPI staining (figure 6A). 

By contrast, no obvious nuclear fragmentation was observed in cells transfected with eGFP 

alone or with eGFP-ORF2 (data not shown).  

As previously observed by Chayakul et al. (2010), no significant difference in percentage of 

apoptotic A549 cells was observed between ORF3 from PCV2a and PCV2b genotypes. 

However, a small tendency to induce more percentage of apoptotic cells was observed in A549 

cells expressing ORF3 from PCV2d genotype after 48 h of transfection. Indeed, eGFP-ORF3/2d 

induced significantly more apoptosis than eGFP-ORF3/2a (p=0.025) at 48h post-transfection 

(Fig. 5A), with similar percentage of transfection for eGFP-ORF3/2a and eGFP-ORF3/2d 

(10.5% and 11.2% of transfection, respectively) (Suppl. Fig. 3). In Figure 5B the results from 

three independent experiments at 48 h post-transfection are shown as fold changes relative to 

normalized GFP. Although the comparison of the median fold change over control is higher for 

ORF3 of the PCV2d strain (3.1), no significant difference between the three strains was 

observed (Fig. 5B).  

On the other hand, the non-transformed ST cells resulted to be difficult to transfect and the 

percentage of transfections of the fusion proteins and eGFP were very low (Suppl. Fig. 2B). ST 

cells have been previously used for the propagation of PCV2 (Viancelli et al., 2012; Cruz and 

Araujo, 2014). However, to our knowledge, these cells have never been used for transfection. 

Despite the low efficiency of the assay, it was observed that GFP-ORF3/2a, eGFP-ORF3/2b and 

eGFP-ORF3/2d also induced higher percentage of apoptotic cells than eGFP alone but only at 

48 h post-transfection (Fig. 5C). Indeed, it was observed a higher percentage of apoptosis than 

in A549 cells. This is consistent with the evident nuclear fragmentation that was observed by 

epifluorescence microscopy in ST cells expressing eGFP-ORF3 after 48 h of transfection (Fig. 

6B). In addition, as in A549 cells, no significant difference was identified in the median fold 

change to induce apoptosis over control between the three strains. In contrast to the observed in 

A549 cells, eGFP-ORF3/2d showed a tendency to induce lower percentage of apoptotic cells 

(1.6 fold change over control) than eGFP-ORF3/2a (2.2 fold change over control) (Fig. 5D). In 

both cells lines, eGFP-ORF3/2b induced an intermediate percentage of apoptotic cells in 

comparison with the other two strains (Fig.5).  
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According to Chayakul et al. (2010), PCV1-ORF3 appeared to be a more potent inducer of 

apoptosis than PCV2-ORF3, suggesting that ORF3-mediated apoptosis may not be a major or 

the sole determinant of PCV2 pathogenicity. Furthermore, apoptotic rates in lymphoid tissues 

were correlated inversely with PCV2 viral load in serum and with severity of lesions (Resendes 

et al., 2004). In this sense, the observed tendency of eGFP-ORF3/2d to induce lower apoptosis 

in ST cells than ORF3 from less pathogenic strains is in agreement with that previous result. It 

remains unknown why in A549 cells an inverted tendency is observed.  

The attenuation of PCV2 in SPF piglets by abrogation of ORF3 has been demonstrated 

(Karuppannan et al., 2009). This agrees with the fact that ORF3 is the only protein that 

extensively differs between the non-pathogenic PCV1 and PCV2. Furthermore, it was 

demonstrated that the apoptotic activity of the PCV2-ORF3 lends advantage to the spread of the 

virus playing an important role in its systemic dissemination (Karuppannan and Kwang, 2011). 

Thus, if ORF3 is a determinant of virulence of PCV2 via its apoptotic capability, a significant 

change in inducing apoptosis between strains of different virulence would be observed. Our 

results showed that the amino acid substitutions observed in ORF3 from the PCV2d strain 

(Table 1) not involved an evident change in induce apoptosis in comparison with classical 

PCV2 strains by using PS externalization detection assay in A549 and ST cells. Maybe, the role 

of ORF3 in pathogenesis not necessarily has to be related to its apoptotic function and perhaps it 

could be related to another function of ORF3 that is still unknown. By contrast, another 

possibility is that the differences in virulence between the PCV2 strains have not been well 

defined. The results of experimental studies have provided inconclusive support for the 

hypothesis that PCV2a and PCV2b differ in pathogenicity, but this conclusion does not 

adequately explain outbreaks of severe PCVAD that coincided with the appearance of PCV2b 

(Trible and Rowland, 2012). However, it is in agreement with the result obtained by Chayakul 

et al. (2010) about no difference in percentage of apoptotic cells between ORF3 from PCV2a 

and PCV2b genotypes. In addition, some researchers confirmed the enhanced virulence of the 

newly emerging PCV2b mutant, PCV2d (Guo et al., 2012), while others found no significant 

difference in virulence between PCV2 strains (Opriessnig et al., 2014).  

Therefore, the effect of the amino acid changes observed in the ORF3-PCV2d and its 

relationship with pathogenicity remains uncertain. As stated above, ORF3 gene has been 

suggested to be under a strong positive selection (Franzo et al., 2016). Thus, the fixation of non-

synonymous substitutions in ORF3 protein is very likely to occur. Certainly, the immune 

pressure associated with the use of vaccines may induce these kinds of substitutions that forces 

viral evolution. In fact, outbreaks of PCV2d strains have been associated to episodes of vaccine 

failure (Opriessnig et al., 2013; Seo et al., 2014; Xiao et al., 2012). 

Finally, our results on the apoptotic function in vitro in combination with the subcellular 

localization information suggested that the nuclear localization of PCV2-ORF3 is not necessary 
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for induction of apoptosis and regardless of the transformation status of the cell. The 

independence between nuclear localization and apoptosis was also observed for PCV1-ORF3 

but not for CAV-Apoptin (Heilman et al., 2006; Hough et al., 2015). In contrast to PCV2-

ORF3, PCV1-ORF3 and CAV-Apoptin induce apoptosis selectively in transformed cell types 

(Hough et al., 2015).  

 

4. Conclusions 

In summary, we observed that eGFP-fusion ORF3 proteins were distributed as spots 

predominately into the cytoplasm of transfected cells and suggested that nuclear localization of 

ORF3, observed in PCV2 infected cells, is not necessary to induce apoptosis in transfected cells. 

Moreover, the induction of apoptosis in eGFP-ORF3 expressing cells is independent of the cell 

type (transformed and non-transformed cell lines). eGFP-ORF3 proteins from the three 

genotypes showed a similar pattern of intracellular distribution in transfected cells. No 

significant differences were observed in the apoptotic function of eGFP-fused ORF3 from the 

emerging PCV2d strain and classical strains. The effect of non-conservative amino acid changes 

observed in ORF3-PCV2d and the relationship of this protein with pathogenicity is still 

controversial. Conceivably, these changes have arisen from the rapid evolution of these viruses 

after the introduction of commercial vaccines.  

 

  



114 

Acknowledgments 

Authors would like to thank to Embrapa Suinos e Aves for providing ST cells without 

contamination with PCV1. Authors are grateful to Programa de Desarrollo de las Ciencias 

Básicas (PEDECIBA), Agencia Nacional de Innovación e Investigación (ANII) and Comisión 

Sectorial de Investigación Científica (CSIC). 

 

References 

Chaiyakul M, Hsu K, Dardari R, Marshall F, Czub M. (2010). Cytotoxicity of ORF3 proteins 

from a non-pathogenic and a pathogenic porcine circovirus. J Virol. 84, 11440-7.  

Chen HC, Yang SH, Kuo TY, Lai SS. (2011). The studies on the transfection of EGFP-fused 

porcine circovirus Type 2 genome. J Vet Med Sci. 73, 1097-100.  

Cruz TF and Araujo JP Jr. (2014). Cultivation of PCV2 in swine testicle cells using the shell 

vial technique and monitoring of viral replication by qPCR and RT-qPCR. J Virol 

Methods. 196, 82-5. 

Davies B, Wang X, Dvorak CM, Marthaler D, Murtaugh MP. (2016). Diagnostic phylogenetics 

reveals a new porcine circovirus 2 cluster. Virus Res. 217, 32-7 

Dupont K, Nielsen ED, Baeko P, Larsen LE. (2008). Genomic analysis of PCV2 isolates from 

Danish archives and a current PMWS case-control study supports a shift in genotypes 

with time. Vet Microbiol. 128, 56-64. 

Duvall E, Wyllie AH, Morris RG. (1985). Macrophage recognition of cells undergoing 

programmed cell death (apoptosis). Immunology. 56, 351-8. 

Franzo G, Cortey M, de Castro AM, Piovezan U, Szabo MP, Drigo M, Segalés J, Richtzenhain 

LJ, (2015b). Genetic characterisation of porcine circovirus type 2 (PCV2) strains from 

feral pigs in the Brazilian Pantanal: An opportunity to reconstruct the history of PCV2 

evolution. Vet Microbiol. 178, 158-62. 

Franzo G, Cortey M, Olvera A, Novosel D, Castro AM, Biagini P, Segalés J, Drigo M. (2015a). 

Revisiting the taxonomical classification of Porcine Circovirus type 2 (PCV2): still a 

real challenge. Virol J. 12, 131-8. 

Franzo G, Cortey M, Segalés J, Hughes J, Drigo M. (2016). Phylodynamic analysis of porcine 

circovirus type 2 reveals global waves of emerging genotypes and the circulation of 

recombinant forms. Mol Phylogenet Evol. 100, 269-80. 

Gregory CD and Devitt A. (2004). The macrophage and the apoptotic cell: an innate immune 

interaction viewed simplistically? Immunology. 113, 1-14. 

Gu J, Wang L, Jin Y, Lin C, Wang H, Zhou N, Xing G, Liao M, Zhou J. 

(2016).Characterization of specific antigenic epitopes and the nuclear export signal of 

the Porcine circovirus 2 ORF3 protein. Vet Microbiol. 184, 40-50. 



115 

Guo L, Fu Y, Wang Y, Lu Y, Wei Y, Tang Q, Fan P, Liu J, Zhang L, Zhang F, Huang L, Liu D, 

Li S, Wu H, Liu C. (2012). A porcine circovirus type 2 (PCV2) mutant with 234 amino 

acids in capsid protein showed more virulence in vivo, compared with classical 

PCV2a/2b strain. PLoS One. 7, e41463 

He JL, Dai D, Zhou N, Zhou JY. (2012). Analysis of putative ORF3 gene within porcine 

circovirus type 2. Hybridoma (Larchmt). 31, 180-7.  

Heilman DW, Teodoro JG, Green MR. (2006). Apoptin nucleocytoplasmic shuttling is required 

for cell type-specific localization, apoptosis, and recruitment of the anaphase-promoting 

complex/cyclosome to PML bodies. J Virol 80, 7535-45. 

Hough KP, Rogers AM, Zelic M, Paris M, Heilman DW. (2015). Transformed cell-specific 

induction of apoptosis by porcine circovirus type 1 viral protein 3. J Gen Virol. 96, 351-

9.  

Karuppannan AK and Kwang J. (2011). ORF3 of porcine circovirus 2 enhances the in vitro and 

in vivo spread of the of the virus. Virology. 410, 248-56.  

Karuppannan AK, Liu S, Jia Q, Selvaraj M, Kwang J. (2010). Porcine circovirus type 2 ORF3 

protein competes with p53 in binding to Pirh2 and mediates the deregulation of p53 

homeostasis. Virology. 398, 1-11.  

Karuppannan AK, Jong MH, Lee SH, Zhu Y, Selvaraj M, Lau J, Jia Q, Kwang J. (2009). 

Attenuation of porcine circovirus 2 in SPF piglets by abrogation of ORF3 function. 

Virology. 383, 338-47. 

Kwon T, Lee DU, Yoo SJ, Je SH, Shin JY, Lyoo YS. (2017).Genotypic diversity of porcine 

circovirus type 2 (PCV2) and genotype shift to PCV2d in Korean pig population. Virus 

Res. 228, 24-29 

Lin WL, Chien MS, Wu PC, Lai CL, Huang C. (2011). The porcine circovirus type2 

nonstructural protein ORF3 induces apoptosis in porcine peripheral blood mononuclear 

cells. Open Virol J. 5, 148-53. 

Liu J, Wei C, Dai A, Lin Z, Fan K, Fan J, Liu J, Luo M, Yang X. (2018). Detection of PCV2e 

strains in Southeast China. PeerJ. 6, e4476.  

Liu J, Chen I, Kwang J. (2005). Characterization of a previously unidentified viral protein in 

porcine circovirus type 2-infected cells and its role in virus-induced apoptosis. J Virol. 

79, 8262-74. 

Liu J, Chen I, Du Q, Chua H, Kwang J. (2006). The ORF3 protein of porcine circovirus type 2 

is involved in viral pathogenesis in vivo. J Virol. 80, 5065-73 

Liu J, Zhu Y, Chen I, Lau J, He F, Lau A, Wang Z, Karuppannan AK, Kwang J. (2007). The 

ORF3 protein of porcine circovirus type 2 interacts with porcine ubiquitin E3 ligase 

Pirh2 and facilitates p53 expression in viral infection. J Virol. 81, 9560-7. 



116 

Lv QZ, Guo KK, Zhang YM. (2014). Current understanding of genomic DNA of porcine 

circovirus type 2. Virus Genes. 49, 1-10. 

Mankertz A. (2012). Molecular interactions of porcine circoviruses type 1 and type 2 with its 

host. Virus Res. 164, 54-60. 

Martin SJ, Reutelingsperger CP, McGahon AJ, Rader JA, van Schie RC, LaFace DM, Green 

DR. (1995). Early redistribution of plasma membrane phosphatidylserine is a general 

feature of apoptosis regardless of the initiating stimulus: inhibition by overexpression of 

Bcl-2 and Abl. J Exp Med. 182, 1545-56. 

Morris RG, Hargreaves AD, Duvall E, Wyllie AH (1984). Hormone-induced cell death. 2. 

Surface changes in thymocytes undergoing apoptosis. Am J Pathol. 115, 426-36 

Opriessnig T, Xiao CT, Gerber PF, Halbur PG, (2013). Emergence of a novel mutant PCV2b 

variant associated with clinical PCVAD in two vaccinated pig farms in the U.S. 

concurrently infected with PPV2. Vet Microbiol. 163, 177-83 

Opriessnig T, Xiao CT, Gerber PF, Halbur PG, Matzinger SR, Meng XJ. (2014). Mutant USA 

strain of porcine circovirus type 2 (mPCV2) exhibits similar virulence to the classical 

PCV2a and PCV2b strains in caesarean-derived, colostrum-deprived pigs. J Gen Virol. 

95, 2495-503. 

Pfaffel-Schubart G, Scalfi-Happ C, Ruck A. (2008). Early and late apoptotic events induced in 

human glioblastoma cells by Hypericin PDT. Med Laser Appl. 23, 25-30 

Ramos N, Mirazo S, Castro G, Arbiza J. (2013). Molecular analysis of Porcine Circovirus Type 

2 strains from Uruguay: evidence for natural occurring recombination. Infect Genet 

Evol. 19, 23-31. 

Ramos N, Porley D, Mirazo S, Castro G, Cabrera K, Lozano A, Arbiza J. (2017). Molecular 

study of Porcine Circovirus type 2 in wild boars and domestic pigs in Uruguay from 

2010 to 2014: Predominance of recombinant circulating strains. Gene. 637, 230-8. 

Raynal P and Pollard HB. (1994). Annexins: the problem of assessing the biological role for a 

gene family of multifunctional calcium- and phospholipid-binding proteins. Biochim 

Biophys Acta. 1197, 63-93. 

Resendes AR, Majó N, Segalés J, Mateu E, Calsamiglia M, Domingo M. (2004). Apoptosis in 

lymphoid organs of pigs naturally infected by porcine circovirus type 2. Journal of 

General Virology. 85, 2837-44 

Seo HW, Park C, Kang I, Choi K, Jeong J, Park SJ, Chae C. (2014). Genetic and antigenic 

characterization of a newly emerging porcine circovirus type 2b mutant first isolated in 

cases of vaccine failure in Korea. Arch Virol. 159, 3107-11 

Sgonc R and Wick G. (1994). Methods for the detection of apoptosis. Int Arch Allergy 

Immunol. 105, 327-32. 



117 

Stevenson LS, Gilpin DF, Douglas A, McNeilly F, McNair I, Adair BM, Allan GM. (2007) T 

lymphocyte epitope mapping of porcine circovirus type 2. Viral Immunol. 20, 389-98. 

Thiagarajan P and Tait JF. (1990). Binding of annexin V/placental anticoagulant protein I to 

platelets. Evidence for phosphatidylserine exposure in the procoagulant response of 

activated platelets. J Biol Chem. 265, 17420-3. 

Trible BR and Rowland RR. (2012). Genetic variation of porcine circovirus type 2 (PCV2) and 

its relevance to vaccination, pathogenesis and diagnosis. Virus Res. 164, 68-77. 

Viancelli A, Garcia LA, Schiochet M, Kunz A, Steinmetz R, Ciacci-Zanella JR, Esteves PA, 

Barardi CR. (2002). Culturing and molecular methods to assess the infectivity of 

porcine circovirus from treated effluent of swine manure. Res Vet Sci. 93, 1520-4.  

Xiao CT, Harmon KM, Halbur PG, Opriessnig T. (2016). PCV2d-2 is the predominant type of 

PCV2 DNA in pig samples collected in the U.S. during 2014-2016. Vet Microbiol. 197, 

72-7. 

Xiao CT, Halbur PG, Opriessnig T. (2012). Complete genome sequence of a novel porcine 

circovirus type 2b variant present in cases of vaccine failures in the United States. J 

Virol. 86, 12469. 

Xiao CT, Halbur PG, Opriessnig T. (2015). Global molecular genetic analysis of porcine 

circovirus type 2 (PCV2) sequences confirms the presence of four main PCV2 

genotypes and reveals a rapid increase of PCV2d. J Gen Virol. 96, 1830-41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



118 

Table 1. Physicochemical properties of amino acids at sites of variation in ORF3 among PCV2 strains 

 
PCV2 strains 

 

 
ORF3 Position/ Amino 

acid 

 
Side chain 
properties  

 
Residue molecular 

weight 

 
 
 

PCV2a/2b 
 
 

PCV2d 
 
 

 
29 

 
Theonine (T) 

 
 

Alanine (A) 

 
 

Polar (hydrophilic) 
Neutral 

Aliphatic 
 

Non-polar (hydrophobic) 
Neutral 

Aliphatic 

 
 
 

101 
 
 

71 

 
 
 

PCV2a 
 
 

PCV2b 
 
 

PCV2d 
 
 

 
41 

 
Glycine (G) 

 
 

Serine (S) 
 
 

Arginine (R) 

 
Non-polar 

Neutral 
Aliphatic 

 
Polar 

Neutral 
Aliphatic 

 
Polar 

Positive/Basic (strongly) 
Aliphatic 

 

 
 
 

57 
 
 

87 
 
 
 

156 

 
 
 

PCV2a/2b 
 
 

PCV2d 
 
 

 
89 

 
Glutamine (Q) 

 
 

Glutamic acid (E) 

 
Polar 

Neutral 
Aliphatic 

 
Polar 

Negative/Acidic 
Aliphatic 

 
 
 

128 
 
 

129 

 
 
 

PCV2a/2b 
 
 

PCV2d 
 
 

 
102 

 
Leucine (L) 

 
 

Fenilalanine (F) 

 
Non-polar 

Neutral 
Aliphatic 

 
Non-polar 

Neutral 
Aromatic 

 
 
 

113 
 
 

147 

 
 
 

PCV2a 
 
 

PCV2b 
 
 

PCV2d 
 
 

 
103 

 
Asparagine (N) 

 
 

Histidine (H) 
 
 

Tyrosine (Y) 

 
Polar 

Neutral 
Aliphatic 

 
Polar 
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Figure captions 

Figure 1. PCV2-ORF3 amino acid sequence analysis. Amino acid sequence alignment of ORF3 

(104 aa) from PCV2a, PCV2b and PCV2d strains. Amino acid changes of ORF3/PCV2d 

compared with classical strains are shown in red. The binding domain to pPirh2 is shown with a 

blue line (aa 20-65). 

 

Figure 2. Expression of ORF3 in transfected cells. A) Analysis of ORF3 gene expression by 

RT-PCR in ST (1-6) and A549 (7-12) cells at 48 h post-transfection. Lanes 1, 2 and 3: RT-PCR 

products of ORF3/2a, ORF3/2b and ORF3/2d, respectively in ST cells. Lanes 4, 5 and 6: PCR 

products amplified from the total RNA of transfected ST cells. Lanes 7, 8 and 9: RT-PCR 

products of ORF3/2a, ORF3/2b and ORF3/2d, respectively in A549 cells. Lanes 10, 11 and 12 

PCR products amplified from the total RNA of transfected A549 cells. M: 100bp DNA ladder. 

B) Western blot analysis of eGFP-ORF3 fusion protein using an anti-GFP antibody (α-GFP). 

 

Figure 3. Sub-cellular localization of eGFP-ORF3 in A549 cells by using confocal microscopy. 

A) After 48 h of transfection, eGFP-ORF3 was observed as dots in the cytoplasm of A549 cells. 

The nucleus of the cells are shown in blue (DAPI) and merged with bright field images. The cell 

shrinkage in transfected cells is observed. B) Comparison between A549 cells 24 and 48 h post-

transfection with eGFP alone and eGFP-ORF3. For the different constructs, the merge pictures 

with GFP and DAPI fluorescence are shown. eGFP alone is localized in the entire cell. The 

rounding-up of cells and fragmentation of the nucleus is only observed in cells expressing 

eGFP-ORF3 after 48 h of transfection. The selected pictures showed the typical reactions for 

each condition. Original magnification 40X. 

 

Figure 4. Sub-cellular distribution of eGFP-ORF3 from different PCV2 genotypes. The intra-

cellular localization pattern of eGFP-ORF3/2a, eGFP-ORF3/2b and eGFP-ORF3/2d were 

compared to eGFP alone and eGFP-ORF2 in A549 (A) and ST (B) cells at 48 h post-

transfection by using epifluorescence microscopy. Merged pictures with GFP and DAPI 

fluorescence are shown for each condition. Images were selected from three independent 

experiments for each cell line. Original magnification 20X. 

 

Figure 5. Apoptotic function in vitro of ORF3 from different PCV2 genotypes. Percentage of 

apoptotic cells in A549 and ST cells transfected with different eGFP fusion ORF3 variants 

(eGFP-ORF3/2a/2b/2d). Data are mean ± SD (n = 3 technical replicates) from one representative 

experiment out of three independent experiments at 24 and 48 h post-transfection in A549 (A) 

and ST (C) cells. Values that are significantly different (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, **** 

p<0.0001) from the values for the control (eGFP alone transfected cells) are indicate above the 
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bars. In B and C, data are presented as fold change over the control (line at median) from three 

independent experiments in A549 and ST cells, respectively.  

 

Figure 6. Nuclear fragmentation observed in eGFP-ORF3 transfected cells. A549 (A) and ST 

(B) cells expressing eGFP-ORF3 proteins (from different strains) showed nuclear fragmentation 

(indicated by arrows) by DAPI staining at 48 h post-transfection (original magnification 20X). 
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Figure 1. PCV2-ORF3 amino acid sequence analysis 

 

Figure 2. Expression of ORF3 in transfected cells. 

 

 

Figure 3. Sub-cellular localization of eGFP-ORF3 in A549 cells by using confocal microscopy. 
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Figure 4. Sub-cellular distribution of eGFP-ORF3 from different PCV2 genotypes. 
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Figure 5. Apoptotic function in vitro of ORF3 from different PCV2 genotypes. 

 

Figure 6. Nuclear fragmentation observed in eGFP-ORF3 transfected cell.  
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Supplementary figure 1. Expression of ORF2 in transfected cells with the recombinant plasmid eGFP-ORF2. A) 

GFP fluorescence (green) and B) IFA staining (red) are observed by using epifluorescence microscopy. Original 

magnification 10X.  
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Supplementary figure 2. Detection of apoptosis by measurement of the exposure of PS by AV-Alexa 647/ PI 

staining at 48 h post-transfection using flow cytometer. A549 (A) and ST (B) transfected cells with eGFP alone and 

eGFP-ORF3 in early and late stages of apoptosis were detected. For each analysis, 10.000 GFP positive events gated 

on a FSC vs FL1 (*) dot plot were recorded. In gate P3 is shown the percentage of transfected cells. Four 

subpopulations were defined in the FL4 (**) vs FL2 (***) dot plot: Annexin V and PI negative (viable, or no 

measurable apoptosis) (AV−/PI−); Annexin V negative and PI positive (necrotic cells) (AV-/PI-); Annexin V positive 

and PI negative (early apoptosis with intact membranes) (AV+/PI−); Annexin V and PI positive (end stage apoptosis 

and death) (AV+/PI+). * Dye: GFP Detector: FL1; ** Dye: Alexa Fluor 647 Detector: FL4;*** Dye: PI Detector: 

FL2. FSC: Forward Scatter. SSC: Side Scatter. 
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Supplementary figure 3. Percentage of transfected cells with eGFP-ORF3 and eGFP alone from the total A549 cells 

at 24 and 48 h after transfection. Values shown are means from three independent experiments.  
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4.11. Capítulo 6. Evaluación de diferentes estrategias para el aislamiento de una cepa de 

campo de PCV2 en cultivos celulares. 

4.11.1. Introducción  

El aislamiento viral in vitro implica inocular una línea celular establecida capaz de permitir la 

replicación viral y generar progenie. Esta técnica proporciona un banco de trabajo para 

investigar en profundidad las características biológicas de las cepas virales.  

La línea celular que ha sido más utilizada para el aislamiento de PCV2 es la línea celular de 

riñón porcino, PK-15 (Ellis et al., 1998; Meerts et al., 2005a). Sin embargo, esta línea en 

general se encuentra persistentemente infectada con el virus no patogénico PCV1 (Tischer et 

al., 1974). Debido a esta característica, PCV2 se caracteriza por su lento crecimiento en 

cultivos celulares, alcanzando títulos virales no muy altos y no produce efecto citopático (Cruz y 

Araujo, 2014). De hecho, la línea comercial de ATCC® CCL-33™, es positiva para antígenos 

de PCV, no siendo la adecuada para el aislamiento de cepas de campo. Debido a este 

problema, algunos investigadores han desarrollado líneas celulares clonales de PK-15 

descontaminadas de PCV1 e incluso han desarrollado líneas altamente permisivas en donde 

se ha visto que PCV2 produce efecto citopático (Chen et al., 2013). Otras líneas celulares 

utilizadas para la propagación de PCV2 han incluido SK (riñón de cerdo) (Rovira et al., 2002; 

Misinzo et al., 2009) y células ST (testículo de cerdo) (Misinzo et al., 2009; Viancelli et al., 

2012; Cruz y Araujo, 2014). Asimismo, se conoce que el tratamiento de las células infectadas 

con D-glucosamina es importante para lograr una adecuada replicación del virus (Tischer et al., 

1987).  

Generalmente, los inóculos de virus utilizados en la mayoría de los estudios de aislamiento de 

PCV2 se han obtenido de homogeneizados tisulares correspondientes a cerdos afectados por 

PCV2-SD o cepas previamente aisladas y propagadas a través de varios pasajes celulares 

(Roca et al., 2004). De hecho, ciertamente no todas las muestras presentan altas cargas virales 

y a su vez, pueden estar contaminadas con otros virus porcinos ubicuos como TTSuV, lo cual 

no es adecuado para la adaptación de cepas de PCV2 al cultivo celular. Es por ello, que la 

construcción de un clon infeccioso de ADN mediante tecnologías moleculares puede ser una 

buena alternativa para la caracterización biológica de cepas de campo que no puedan 

propagarse en líneas celulares por métodos convencionales. Existen varios reportes que han 
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llevado a cabo diferentes estrategias para la construcción de clones infecciosos de PCV2 

(Fenaux et al., 2002; Roca et al., 2004; Guo et al., 2011).  

Este capítulo tuvo como objetivo adaptar una cepa de campo en cultivos celulares a partir de 

linfonódulos infectados con PCV2 y diseñar una estrategia para el desarrollo de un clon 

infeccioso de ADN a partir de la amplificación en un solo paso de su genoma completo.  

 

4.11.2. Estrategia implementada y resultados obtenidos 

4.11.2.1. Estudio preliminar sobre el aislamiento de una cepa de campo en una línea 

celular de cerdo 

Se empleó la línea celular ST, de testículo de cerdo, no contaminada con PCV1 cedida por 

Embrapa Suinos e Aves. Fueron mantenidas en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI, 

por sus siglas en inglés) 1640 (Capricorn Scientific, Alemania), con glutamina estable, 

suplementada con suero fetal bovino al 10% (SFB), 100 U/mL de penicilina G y 100 μL/mL de 

estreptomicina a 37ºC en una estufa humidificada con 5% de CO2. 

El inóculo viral derivó de una muestra de linfonódulo mesentérico de cerdo infectado con PCV2 

(caso EE del capítulo 1, sección 4.3). La cepa identificada en la muestra es la cepa 

recombinante, PCV2_Uy1 (caracterizada en el capítulo 2, sección 4.4). Para la preparación del 

inóculo se maceró 1 gr de linfonódulo y se lo resuspendió en 10 mL de solución tampón fosfato 

salino (buffer PBS, por sus siglas en inglés) 1X pH 7.4. Posteriormente, la suspensión se 

congeló en nitrógeno líquido y se descongeló a 37ºC, procedimiento que se repitió 3 veces. Por 

último, se centrifugó a 1200 rpm por 5 min y el sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0.2 μm.  

Por otro lado, se observó al microscopio óptico la citotoxicidad de diferentes concentraciones 

de D-glucosamina (300 mM, 100mM y 30mM) en cultivos confluentes de células ST y 

modificaciones en la morfología y confluencia de las células fueron comparadas con un control 

de células ST sin tratar. De este ensayo se observó que las concentraciones 100mM y 30mM 

no alteraban la morfología ni la confluencia después del tratamiento ni tampoco 24 horas post-

tratamiento. Por lo tanto, se decidió utilizar una concentración de 100mM. 
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Placas de 6 wells con monocapas de células ST al 70% de confluencia fueron inoculadas con 

0.5 mL de la suspensión previamente preparada diluida 10 veces y fue incluido un control de 

células sin infectar. Se dejó adsorber por 1 h a 37ºC. Posteriormente, fue retirado el inóculo, se 

lavó tres veces con PBS 1X y se colocó medio RPMI suplementado con 5% de SFB (medio de 

infección). A las 24 horas fueron tratadas con D-glucosamina por 20 min a 37ºC, fueron lavadas 

con PBS1X y se les colocó medio de infección nuevo. Las células se subcultivaron (1:2) cada 

48 h y se realizaron 8 pasajes. Los tratamientos con D-glucosamina se realizaron 24 h después 

de cada pasaje. Se separaron alícuotas de células infectadas y del control sin infectar después 

de cada tripsinización y fueron almacenadas a -70ºC. 

El primer inconveniente surgió con el tratamiento de D-glucosamina luego de los diferentes 

pasajes sucesivos. Si bien durante los 2 primeros pasajes la morfología de las células 

permanecía inalterada, en el tercer pasaje las células adoptaron un tamaño mayor. En el quinto 

pasaje, si bien se sembraba la misma cantidad de células, la confluencia disminuyó y se pudo 

observar la presencia de numerosas vacuolas (Fig.4.11.1). Esto ocurrió tanto con las células 

infectadas como con los controles sin infectar tratados con D-glucosamina y se decidió 

comenzar nuevamente pero con un tratamiento a una concentración de 30mM. Asimismo, 

debido a la gran citotoxicidad observada se decidió realizar en paralelo el aislamiento sin 

tratamiento.  

Se realizó la extracción de ADN utilizando el método estándar con Fenol:Cloroformo:Alcohol 

Isoamílico ultra puro (25:24:1, v/v) (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) a partir de 500 μL de las 

alícuotas almacenadas correspondientes a los diferentes pasajes celulares. Se llevó a cabo 

una PCR con los cebadores ORF3F y ORF3R (descritos en el capítulo 5, sección 4.10) del 

pasaje 3 y 4 de células tratadas con D-Glucosamina 30mM y del pasaje 4 y 5 de células sin 

tratamiento. Se pudo evidenciar la presencia de ADN viral en el pasaje 4 con tratamiento y en 

el pasaje 5 sin tratamiento (Fig.4.11.2).  

Por otro lado, se realizó una PCR cuantitativa (qPCR) con SYBER green empleando los 

cebadores diseñados (basados en un fragmento del gen cap) y el protocolo descrito por Dezen 

et al. (2011). Fue utilizado el reactivo SYBR™ Green PCR Master Mix (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU) y un termociclador Applied Biosystems™ 7500. La curva estándar empleada 
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fue previamente obtenida durante una pasantía realizada en el laboratorio de Virología del 

Instituto de Sanidad Animal FEPAGRO, en Porto Alegre, Brasil. El límite de detección de la 

misma fue de 100 copias por reacción. Los datos obtenidos de la curva estándar se muestran 

en la figura 4.11.3. Se cuantificó el ADN extraído de los pasajes 3, 4, 5, 6 y 7 tratados con D-

Glucosamina y se incluyó el control sin infectar. Todas las muestras fueron realizadas por 

duplicado. Los datos de ciclo umbral (Ct, por sus siglas en inglés), las copias por reacción 

correspondientes y la concentración en copias por mL de medio de cultivo se muestran en la 

Tabla 4.11.1. En todos los casos fue verificada la temperatura de melting de la curva de 

disociación característica para el fragmento amplificado (entre 79.3 y 80.3).  

Los datos de la qPCR permiten evidenciar, al igual que lo observado en la PCR en tiempo final, 

que se comienza a detectar ADN a partir del pasaje 4 con tratamiento. Se identificó que la 

cantidad de copias es baja cercana al límite inferior de la técnica empleada y a su vez, si bien 

se observó ADN viral en los pasajes sucesivos (5, 6 y 7), no se obtuvo un crecimiento notorio 

de copias del virus. Asimismo, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia (IFA, por sus 

siglas en inglés) del pasaje 8 tratado con D-Glucosamina utilizando un anticuerpo policlonal 

contra la cápside de PCV2 (abcam, EE.UU.) y un anticuerpo secundario IgG anti-conejo 

conjugado a Alexa 555 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU). Las células fueron fijadas y 

permeabilizadas con metanol-acetona (80:20). Posteriormente, para evitar la unión inespecífica 

de anticuerpos se bloqueó con PBS-albúmina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) 

1% m/v durante toda la noche a 4ºC. Se incubó con el primer anticuerpo 1:500 diluido en PBS-

BSA 0.1% durante 1 h y posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno. Se 

incubó con el anticuerpo secundario 1:1000 durante 1h y luego, se realizó el mismo 

procedimiento de lavado. Tras la visualización de la inmunofluorescencia mediante el sistema 

ZOE™ Fluorescent Cell Imager (BioRad, EE.UU.), no se observó señal positiva en 

comparación con la muestra control sin infectar. 
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Fig.4.11.1. Citotoxicidad de D-Glucosamina 100mM en células ST luego de varios pasajes 

sucesivos. A) Se observan las células ST tratadas con D-Glucosamina durante los dos primeros pasajes 

celulares, no presentando cambios morfológicos evidentes en comparación a células sin tratar. B) A partir 

del tercer pasaje las células tratadas comenzaron a aumentar de tamaño y su crecimiento comenzó a ser 

más lento. C) Luego del pasaje 5, las células presentaban numerosas vacuolas con un gran aumento de 

tamaño y disminución drástica de la confluencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4.11.2. Detección de ADN de PCV2 en pasajes celulares. Gel de agarosa 1.5% que muestra el producto 

de amplificación del gen ORF3 de 314 pb en el 4º pasaje celular con tratamiento (carril 2) y en el 5º pasaje 

celular sin tratamiento (carril 4). Carril1: 3º pasaje celular con tratamiento. Carril 3: 4º pasaje celular sin 

tratamiento. Carril 5: control de células sin infectar. M: marcador de peso molecular de 100pb (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU.). 
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Fig.4.11.3. Curva estándar utilizada para la cuantificación de copias del genoma de PCV2. Se 

muestran las imágenes obtenidas del software Applied Biosystems™ 7500 v2.0.1. A) Se observa la curva 

de amplificación para cada uno de los plásmidos graficando la emisión de fluorescencia en función del 

número de ciclos. B) Se muestra la curva estándar la cual indica el Ct en función del logaritmo de la 

cantidad de copias. Se detalla la ecuación de la curva para interpolar el Ct de una muestra de 

concentración desconocida y determinar así su concentración.  

 

Tabla 4.11.1 Datos obtenidos de la qPCR de diferentes pasajes celulares infectados con PCV2 

tratados con D-Glucosamina. 

*Células infectadas tratadas con D-Glucosamina 

 

 

 

Nº de pasaje celular 
con tratamiento* 

Ct log[ADN] Copias por 
reacción 

Copias/mL 
de medio  

3 indeterminado -- -- -- 
4 31,6 2,32 210 4200 
5 31,5 2,35 224 4480 
6 31,5 2,35 224 4480 
7 31,4 2,37 239 4780 

Control sin infectar indeterminado -- -- -- 
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4.11.2.2 Diseño y construcción de un potencial clon infeccioso de PCV2. 

Si bien en un principio se contaba con un sistema de amplificación del genoma completo en 3 

fragmentos utilizando la metodología descripta por Vlasakova et al. (2011) (empleada en el 

capítulo 2, sección 4.4) (Fig. 4.11.4), en este trabajo se diseñaron cebadores para amplificar los 

1767 pb en un único fragmento de la cepa PCV2_Uy1. El diseño fue realizado de forma tal que 

la secuencia de los cebadores incluyera sitios para enzimas de restricción que permitan la 

liberación del genoma completo desde el vector de clonado y posterior re-circularización 

mediante la utilización de una T4 ADN ligasa. De esta forma podría usarse como clon 

infeccioso, tras la transfección del ADN doble cadena circularizado en una línea celular. Con 

este fin, se buscó un sitio de restricción que estuviera presente en el genoma de PCV2_Uy1 y 

que a su vez sea de corte único. Para ello, se utilizó el programa NEBcutter v 2.0 (Vincze et al., 

2003) y fue seleccionado el sitio SacI. La enzima de restricción SacI genera un corte en la 

posición 377 del genoma viral (Fig. 4.11.5). Tomando esa secuencia como referencia fueron 

diseñados los cebadores, los cuales se detallan en la Fig. 4.11.6. Posteriormente, se optimizó 

la PCR, la cual se realizó en un volumen final de 50 μL conteniendo buffer de PCR 1X, MgCl2 

1.5 mM, 0.5 μM de cada cebador, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 U de Taq ADN polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific, EE.UU) y 10μL de ADN molde. El ciclado de la PCR se determinó en 

un paso inicial de 94ºC 5min con 40 ciclos de 94ºC 1min, 58ºC 1min 30 seg y 72ºC 1min 30seg, 

seguido de una extensión final de 10 min a 72ºC. Si bien se logró amplificar el genoma 

completo no pudo ser clonado utilizando el kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU). 

Por lo tanto, el genoma fue clonado en el vector FastBac
TM

 (Therno Fisher Scientific, EE.UU) 

mediante el empleo de una técnica alternativa libre de enzimas de restricción, denominada RF 

Cloning, en inglés. Esta metodología se basa en la amplificación por PCR de un fragmento de 

ADN, que sirve como un megacebador para la amplificación lineal del vector y el inserto. El 

plásmido parental se digiere mediante la enzima DpnI, la cual cliva el ADN metilado. El tamaño 

total de la inserción y el vector está limitado a 15 kb, aunque se pueden realizar construcciones 

más largas con una eficiencia menor (van den Ent y Löwe, 2006). 

Para el desarrollo de esta metodología se diseñaron nuevos cebadores los cuales contienen 

nucleótidos complementarios al vector (aproximadamente 30) seguido de la secuencia 
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previamente diseñada para la amplificación del genoma. Se denominaron FastBacPCV2F y 

FastBacPCV2R (Fig.4.11.7). 

En una primera PCR se amplificó el megacebador, el cual contiene el genoma completo de 

PCV2_Uy1 flanqueado por secuencias homólogas al vector FastBac
TM 

utilizado. La PCR se 

realizó en un volumen final de 50 μL conteniendo buffer de PCR 1X, MgCl2 1.5 mM, 0,5 μM de 

cada cebador (FastBacPCV2F y FastBacPCV2R), 0.2 mM de cada dNTP, 2 U de Taq Platinum 

ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific, EE.UU) y 1μL de ADN molde. Las condiciones del 

ciclado fueron: 94ºC durante 2 min, seguidos por 35 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 50 ° C y 

2 minuto a 72 ° C. Posteriormente, se observó el producto de amplificación en un gel de 

agarosa 1.5% (Fig. 4.11.8) y se purifica el megacebador desde el gel utilizando un kit comercial 

(Zymoclean ™ Gel DNA recovery kit, EE.UU). Por último, fue cuantificado en un NanoDrop ™ 

(Thermo Fisher Scientific, EE.UU).  

En una segunda PCR se utilizó 200ng del megacebador purificado y 40 ng del vector utilizado 

como ADN molde, en un volumen final de 50 μL conteniendo a su vez buffer de PCR para 

Phusion HF 1X, 0.2 mM de cada dNTP y 1.5 U de Phusion High-Fidelity ADN polimerasa 

(Thermo Fisher Scientific, EE.UU). El ciclado utilizado fue: 98ºC durante 30 seg, seguido de 30 

ciclos de 98ºC 10 seg, 62ºC 30 seg y 5 min a 72ºC. Por último, un paso de extensión final de 

7min a 72ºC. El producto de esta PCR se muestra en Fig. 4.11.8. Posteriormente, para eliminar 

el plásmido parental metilado, 17 μL de la amplificación de la segunda PCR fueron digeridos 

por 1h a 37ºC con 1 μL de la enzima DpnI en 1X de buffer Tango (Thermo Fisher Scientific, 

EE.UU). Luego del periodo de incubación, la enzima fue inactivada a 80ºC durante 20 min. El 

producto digerido (2 μL) se utilizó para transformar DH5-alfa Escherichia coli químicamente 

competentes (New England, BioLabs, EE. UU.). Se utilizaron placas de LB (medio Luria-

Bertani) agar con ampicilina 100 μg/mL. Las colonias obtenidas fueron testeadas mediante 

PCR colony (Fig.4.11.9). Los plásmidos con inserto fueron purificados utilizando un kit 

comercial (kit Zyppy ™ Plasmid Miniprep, EE.UU.) y fueron secuenciados mediante el Servicio 

de Secuenciación del Instituto Pasteur de Montevideo. Para la secuenciación se utilizaron los 

cebadores FastBacPCV2F y FastBacPCV2R, y otros cebadores internos a la secuencia 

clonada como capFw y capRw (descritos en el capítulo 3, sección 4.6). Se analizó la secuencia 

de 3 clones diferentes y se observó que sólo uno de ellos presentaba la secuencia 100% 
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idéntica a PCV2_Uy1 y se identificó la presencia de los sitios SacI a ambos extremos del 

inserto. Se muestra el diagrama esquemático de la contrucción que contiene el genoma 

completo (Fig.4.11.10).  

 

 

Fig.4.11.4. Amplificación por PCR del genoma completo en 3 fragmentos solapados. A) Esquema de 

la localización en el genoma linealizado de los cebadores diseñados por Vlasakova et al. (2011). B) Gel 

de agarosa 1.5% que muestra los fragmentos amplificados por PCR del genoma de PCV2_Uy1. En 1, 2 y 

3 se muestran los fragmentos amplificados de 976 pb, 638pb y 1140pb utilizando los cebadores 

mostrados en A en verde, anaranjado y azul, respectivamente. M: marcador de peso molecular de 100pb 

(Thermo Fisher Scientific, EE.UU.).  

 

 

Fig.4.11.5. Análisis de los sitios de corte para enzimas de restricción en el genoma completo de 

PCV2_Uy1. Imagen obtenida con el programa NEBcutter v 2.0. Se indica el sitio SacI (delineado) que 

corta en la posición 377 del genoma.  
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Fig.4.11.6. Cebadores diseñados para la amplificación por PCR del genoma completo de 

PCV2_Uy1. A) Imagen obtenida con el programa NEBcutter v 2.0 del genoma linealizado de PCV2_Uy1. 

Se indica el sitio de corte de SacI y la localización de los cebadores diseñados forward (rojo) y reverse 

(verde). B) se detalla la secuencia de cada uno de los cebadores y se indica el sitio de corte de la enzima.  

 

 

Fig.4.11.7. Cebadores diseñados para la técnica de RF Cloning. Se muestra el vector utilizado 

FastBac
TM

 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU). Se indica las secuencias complementarias al vector 

utilizadas para el diseño de los cebadores. En rojo se detalla la secuencia del cebador forward y en verde 

la reverse. Cada cebador contiene a su vez la secuencia para amplificar el genoma completo de 

PCV2_Uy1 (en negrita). Se señala el sitio de restricción SacI. Cada cebador tiene una longitud 

aproximada de 60 nt, la mitad corresponde a secuencia del vector y la mitad a secuencia viral. 



137 

 

Fig.4.11.8. PCRs realizadas para RF Cloning. Se muestra el gel de agarosa 1.5% del producto de la 

primera PCR en donde se obtiene en el carril 1 el megacebador que consiste en el genoma completo de 

PCV2_Uy1 (1767pb) flanqueado de secuencias complementarias al vector (60 pb), lo que genera un 

fragmento total de 1827 pb. En el gel de la derecha se muestra el producto de la segunda PCR donde se 

utiliza como molde al vector y como cebadores al megacebador. En ambos geles se utilizó un marcador 

de peso molecular de 1kb (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). 

 

 

Fig.4.11.9. Identificación y purificación de plásmidos con inserto. A) Se muestra el gel de agarosa 

1.5% del producto de la PCR colony, la cual permitió identificar 3 colonias que tenían el plasmido con el 

genoma completo de PCV2_Uy1. B) Se muestran los plásmidos purificados a partir de las colonias que 

fueron confirmadas por PCR colony. En gel A se utilizó un marcador de peso molecular de 100 pb plus y 

en B uno de 1kb (Thermo Fisher Scientific, EE.UU). 

 

 

 

 

Fig.4.11.10. Diagrama esquemático de la 

construcción que contiene el genoma completo 

de PCV2_Uy1. Se muestra la localización del inserto 

(gris) en el vector pFastBac (negro). La secuencia 

del inserto incluye los sitios SacI en sus extremos y 

se indica la posición del genoma a la que 

corresponde. También se detalla la posición del 

primer y último nucleótido del genoma. 
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4.11.3. Discusión. 

En este trabajo no se obtuvieron datos concluyentes sobre el aislamiento viral de una cepa de 

campo de PCV2. Si bien se pudo detectar ADN del virus a partir del 4º pasaje celular tratado 

con D-Glucosamina, los datos de la qPCR muestran que no hay un crecimiento del virus a 

través de los pasajes sucesivos. Se pudo observar una replicación basal del genoma sin 

producción evidente de partículas virales. Asimismo, la concentración de D-Glucosamina 

comúnmente empleada para el aislamiento en la línea celular PK-15 es de 300mM (Tischer et 

al., 1987). Sin embargo, esta concentración resultó muy tóxica para las células ST, incluso a 

una concentración de 100mM luego de pasajes sucesivos. De todas formas, se pudo observar 

ADN viral en pasajes celulares sin tratamiento, aunque la replicación viral resultó ser más lenta 

en comparación con las células tratadas con D-Glucosamina (Fig.4.11.2). Si bien algunos 

autores han reportaron el aislamiento del virus en células ST sin tratamiento con D-

Glucosamina (Viancelli et al., 2012), en este caso ese procedimiento dificultaría aún más el 

aislamiento. De hecho, se debería optimizar la técnica realizando numerosos pasajes celulares 

con tratamiento de D-Glucosamina 30mM o con otros tratamientos, como el interferón, que se 

ha visto que pueden aumentar la replicación in vitro de PCV2 (Meerts et al., 2005b). 

Cabe destacar que si bien la muestra empleada proviene de un linfonódulo infectado, muestra 

por excelencia para el aislamiento de PCV2, esta es de un lechón con EE. Como se mencionó 

anteriormente las muestras derivadas de animales con PCV2-SD son las más óptimas para el 

aislamiento de PCV2. En Uruguay, no contamos con la capacidad diagnóstica de la PCV2-SD. 

En esta tesis se investigaron dos de los tres requisitos necesarios para su diagnóstico. Por un 

lado, la identificación de los síntomas compatibles por parte de los profesionales veterinarios 

que colaboraron en el trabajo y por otro, la detección del agente viral. El tercer requerimiento es 

la histopatología de órganos del animal afectado que permitan determinar las lesiones 

microscópicas características (Segalés, 2012). Por lo tanto, debido a que se requiere de la 

participación multidisciplinaria de varios profesionales con especialidades diferentes 

interesados en una misma temática, es que muchas veces es muy difícil el diagnóstico de la 

enfermedad. De hecho, si bien PCV2 es un virus ubicuo, la enfermedad aún no ha sido descrita 

en muchos países. La identificación de muestras con PCV2-SD en Uruguay permitiría avanzar 
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con la optimización del aislamiento de cepas de PCV2 que circulan en el país, teniendo una 

mayor accesibilidad para emprender estudios de caracterización biológica. 

De todos modos, de la revisión bibliográfica sobre PCV2 se puede observar, que el virus no es 

fácilmente cultivable y que incluso PCV1 replica más eficientemente en células PK-15 (Zhang 

et al., 2018). Tal vez, esto explique la falta de caracterización biológica de muchas cepas de 

PCV2 recombinantes que se han identificado o incluso de genomas con deleciones. Es por 

ello, que algunos investigadores han recurrido a la construcción de clones infecciosos (Guo et 

al., 2011). 

De hecho en este trabajo, como alternativa, se diseñó un clon infeccioso basado en el clonado 

del genoma completo de la cepa PCV2_Uy1 en el sitio de restricción Sac I. Su liberación del 

vector y posterior re-circularización con una ligasa, permiten la obtención del genoma circular 

de 1767 pb. Resta probar la transfección del ADN circularizado en una línea celular. Como se 

describió en el capítulo 5 de esta tesis (sección 4.10), las células ST no son eficientes para la 

tansfección. Por lo tanto, otras líneas celulares que sean permisivas para la replicación de 

PCV2 y que a su vez, admitan una adecuada transfección deben ser utilizadas. Justamente, la 

línea celular PK-15 cumple con ambos requisitos, pero como se ha detallado anteriormente no 

se encuentra disponible sin contaminación con PCV1. Idealmente, la obtención del sub-clon 

PK-15 altamente permisivo reportado por Chen et al. (2013) sería lo deseable para avanzar en 

los estudios de biología básica del virus.  
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4.12. Capítulo 7. Expresión de un fragmento de la cápside de PCV2 en un sistema de 

presentación de antígeno al sistema inmune basado en las propiedades de auto-

brotación de la proteína Z del virus Junin como plataforma para el desarrollo de una 

vacuna contra PCV2.  

4.12.1. Introducción 

Si bien las vacunas comerciales actuales basadas en el genotipo PCV2a han mostrado ser 

efectivas en reducir los signos clínicos de las PCVAD, los desafíos heterólogos no inhiben la 

carga viral a un 100% y a su vez, se ha reportado la emergencia de nuevas cepas o variantes 

asociadas a la presión selectiva ocasionada por la vacunación (Karuppannan y Opriessnig, 

2017). Por lo tanto, la situación actual justifica una mayor experimentación a largo plazo en el 

campo de las vacunas de PCV2 con el objetivo de controlar simultáneamente la emergencia y 

re-emergencia de genotipos, ya sea con vacunas homóloga o heterólogas e incluso con 

vacunas de genotipos múltiples (revisado por Karuppannan y Opriessnig, 2017).  

En este capítulo se plantea expresar un fragmento de la proteína de cápside de PCV2 en un 

sistema de vehiculización y presentación de antígenos al sistema inmune, basado en las 

propiedades de auto-brotación de la proteína Z del virus Junin (JUNV, por sus siglas en inglés), 

con el fin de ser utilizado como plataforma para el desarrollo de una vacuna contra PCV2. Este 

sistema fue previamente descrito por Borio et al. (2012), y consistió en la construcción de un 

plásmido capaz de expresar la proteína Z del JUNV fusionada con la proteína GFP, que 

permite la producción, en células HEK293T, de vesículas pseudovirales (partículas de tipo viral 

o VLP) que contienen el antígeno en el interior (Fig.4.12.1A). A su vez, estas VLPs fueron 

purificadas del sobrenadante celular y se realizó la inmunización de ratones lo que produjo 

altos títulos de anticuerpos anti-GFP en comparación con los controles, incluso en ausencia de 

adyuvantes exógenos (Fig.4.12.1B).  

En el marco de un proyecto CABBIO realizado en conjunto con investigadores de Argentina y 

Brasil, este sistema fue utilizado con diferentes proteínas inmunogénicas (o epítopes de las 

mismas) de distintos patógenos, entre ellos PCV2. La ejecución de este proyecto dio lugar a la 

patente titulada “Polypeptide comprising an epitope of the E protein of the dengue virus, 

polynucleotide and genetic construct encoding the same, Virus-Like Particles (VLPs) comprising 

said polypeptide, transgenic cell expressing the same, vaccines and method for treating 
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Dengue virus disease” con número de solicitud 62147274, provisionalmente enviado el 14 de 

abril de 2015 y marca registrada de los Estados Unidos. 

 

 

 

Figura 4.12.1 Sistema de presentación de antígeno al sistema inmune basado en las propiedades 

de auto-brotación de la proteína Z del virus Junin. A) Microscopía confocal de células HEK293T 

transfectadas con pGFP-N3 y pZ-GFP. Únicamente en las células transfectadas con pZ-GFP se observan 

pequeñas protuberancias en la membrana, que pueden indicar la formación de brotes (flecha). B) 

Respuesta IgG total específica contra GFP. Grupos de ratones Balb / C fueron inmunizados por vía 

intramuscular dos veces con VLPs Z-GFP, VLPs tratadas con Triton X-100, GFP y PBS. Debajo se detalla 

el cronograma de inmunización utilizado. Extraída con modificaciones de Borio et al. (2012). 
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4.12.2. Estrategia metodológica y resultados obtenidos. 

4.12.2.1. Construcción del vector recombinante pZ-PCV2 

Debido a que la proteína de la cápside de PCV2 se autoensambla y forma VLPs en sistemas 

de expresión procariota y eucariota (López-Vidal et al., 2015; Wu et al., 2016), se decidió no 

colocar la proteína completa fusionada a Z sino que un fragmento de la misma, de forma tal 

que se mantenga la estabilidad estructural del sistema diseñado. Por un lado, se eliminó el 

extremo N-terminal que contiene el sitio de localización nuclear (NLS, por sus siglas en inglés) 

de la proteína (1-41aa). Recientemente, se ha demostrado que la Cap de PCV2 sin el NLS 

(ΔCP) puede expresarse en diferentes sistemas con mayor facilidad y a su vez, es capaz de 

inducir la producción de anticuerpos específicos en ratones lo que indica que puede usarse 

como candidato en vacunas (Xiao et al., 2018). Sin embargo, ΔCP tiene la habilidad de formar 

VLPs, por lo que se decidió remover otro fragmento de la cápside para evitar el auto-

ensamblaje, en particular fueron eliminados 15 aa del extremo C-terminal. Justamente, se ha 

observado para otros virus, que la deleción de la región C-terminal de la proteína de cápside 

afecta la eficiencia de la formación de VLPs (Yamaguchi et al., 2014). Por lo tanto, fueron 

clonados 528 pb del gen cap de PCV2_Uy1 que corresponden a 176 aa de la proteína (aa 43-

218). El vector utilizado fue el descrito en Borio et al. (2012) denominado pZ-GFP y para el 

clonado del fragmento se utilizó la técnica RF Cloning de acuerdo a lo detallado en el capítulo 

anterior. Debido a que GFP está flanqueada de los sitios de restricción BamHI y NotI, los 

cebadores se diseñaron de tal forma de incluir estos sitios pero de eliminar la secuencia de 

GFP, colocando la secuencia de la cápside en marco con la secuencia codificante de la 

proteína Z. Los cebadores diseñados se detallan en la figura 4.12.2. Utilizando estos cebadores 

y la muestra de ADN de PCV2_Uy1 se realiza la PCR 1. Posteriormente, se purifica el 

megacebador y se realiza la PCR 2 utilizando el vector pZ-GFP como molde. El producto 

obtenido de esta PCR se digiere con DpnI y luego de la inactivación de la enzima se procede a 

la transformación de bacterias competentes DH5-alfa (New England, BioLabs, EE. UU.). Se 

utilizaron placas de LB agar con kanamicina 50 μg/mL. Por PCR colony se identifican los 

plásmidos con el inserto de interés. Finalmente, estos fueron purificados y secuenciados por el 

Servicio de Secuenciación Macrogen, Korea. Se confirmó que la secuencia del inserto era 

100% idéntica a PCV2_Uy1. Asimismo, se pudo corroborar que la misma estaba localizada en 
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la posición 3’ de la secuencia codificante de Z, en lugar de GFP. Los resultados del 

procedimiento se detallan en la figura 4.12.3.  

 

Figura 4.12.2 Cebadores diseñados para la técnica de RF Cloning. Se indica las secuencias 

complementarias al vector pZ-GFP en gris. Se detallan los sitios de restricción BamHI (Forward) y NotI 

(Reverse) (delineado). La zona no coloreada corresponde a la secuencia para amplificar 528 pb del gen 

cap.  

 

 

Figura 4.12.3 Procedimiento de RF Cloning para el clonado del fragmento cap de PCV2_Uy en pZ-

GFP. En la primera PCR se utilizaron diluciones (1:5 y 1:10) de la muestra y se obtuvieron los 577 pb 

esperados (528 + 49 de la secuencia correspondiente al vector). La segunda PCR se lleva a cabo con el 

megacebador purificado y el vector pZ-GFP. Luego se digiere el parental metilado y se transforman 

bacterias competentes. Se realiza la PCR colony a partir de colonias elegidas al azar y luego de observar 

la amplificación del inserto se lleva a cabo la extracción de los plásmidos correspondientes. Finalmente, 

se secuencian los plásmidos purificados. En los geles que muestran la amplificación del megacebador y 

los productos obtenidos en la PCR colony se utilizó un marcador de peso molecular (M) de 100pb. Por 

otro lado, en los geles que muestran el producto de la segunda PCR y la purificación de los plásmidos se 

incluyó un marcador de peso molecular de 1kb (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). 
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4.12.2.2. Transfección transitoria y purificación de las VLPs 

Previo a la transfección transitoria en las células, para obtener una alta concentración y pureza 

del plásmido, se utilizó el kit de maxiprep NucleoBond® Xtra Midi / Maxi (Macherey-Nagel, 

Alemania) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Se obtuvo un rendimiento de 

concentración del plásmido con el inserto de 3.5 μg/μL y fue almacenado a -20ºC. 

Al igual que en Borio et al. (2012), se utilizó la línea celular HEK293T (células de riñón 

embrionario humano transformadas con ADN de adenovirus tipo 5) las cuales fueron 

mantenidas en medio Dulbecco-Eagle (DMEM, por sus siglas en inglés) (Capricorn Scientific, 

Alemania), con glutamina estable, suplementada con 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina G y 

100 μL/mL de estreptomicina a 37ºC en una estufa humidificada con 5% de CO2. 

Las células HEK293T se sembraron en botellas de 75 cm
2
 y cuando alcanzaron un 80% de 

confluencia, 15 μg de ADN de pZ-GFP y pZ-PCV2 se transfectaron por separado con 30 μL de 

Lipofectamine® LTX con Plus ™ Reagent (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), según las 

indicaciones del fabricante. También se incluyó un control sin transfectar. Después de 48 h las 

células se observaron por microscopía de epifluorescencia, y según lo esperable, se observó 

señal únicamente en las células transfectadas con pZ-GFP (Fig.4.12.4).  

 

    

 

 

 

 

Fig.4.12.4 Microscopía de epifluorescencia de células 

HEK293T 48h post-transfección con pZ-GFP. Se observa la 

expresión de la proteína de fusión pZ-GFP. Se visualiza en 

algunas células una distribución punteada en el citoplasma 

celular. A su vez, se puede observar su localización a nivel de 

la membrana plasmática. Magnificación original 20X. 
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Luego de las 72 h de incubación se realizó el procedimiento de purificación a partir del 

sobrenadante del cultivo celular transfectado (pZ-PCV2 y pZ-GFP) y del control sin transfectar. 

Primeramente, para sedimentar los restos celulares, se centrifugó a 2800g 20min a 

temperatura ambiente (TA) y 12.5 mL fueron purificados en un gradiente de sacarosa 30% m/v 

a 96000g durante 2 h a 4ºC (Fig.4.12.5). Los pellet fueron resuspendidos en PBS 1X y 

almacenados a 4ºC. 

 

 

 

4.12.2.3. Detección y caracterización de las VLPs 

4.12.2.3.1. Microscopía electrónica de transmisión. 

Para visualizar las VLPs al microscopio electrónico se realizó una tinción negativa. Para ello, se 

colocó 10 μL de la muestra en la grilla de Formvar-Carbon con 200 aperturas (mesh) durante 2 

min. Luego, se sacó el exceso con papel de filtro y se colocó 10 μL de acetato de uranilo 2% 

acuoso por 2 min. Se dejó secar bien antes de colocar en el microscopio (Servicio de 

microscopía electrónica, Facultad de Ciencias, UdelaR). Se observó la presencia de 

estructuras electrón-densas de un diámetro aproximado entre 80-110 nm en las muestras 

transfectadas con pZ-PCV2 y pZ-GFP. Estas partículas estaban ausentes en el control sin 

transfectar. En la figura 4.12.6 se detallan las estructuras observadas para pZ-PCV2. A su vez, 

se muestran los resultados obtenidos para los controles (Fig. 4.12.7).  

 

Fig.4.12.5. Purificación de VLPs. 

Ultracentrifugación en colchón de 

sacarosa 30%. Tubos de 26.9mL. 
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Figura 4.12.6 Microscopía electrónica de transmisión de VLPs Z-PCV2. Se observan varias 

estructuras electrón-densas por campo (A y B). En C se muestra una estructura aumentada 5 veces con 

respecto a las visualizadas en A y B. Debajo se muestran las mediciones correspondientes (A’, B’ y C’).  

 

 

Figura 4.12.7 Microscopía electrónica de transmisión de las purificaciones realizadas para los 

controles. En el sobrenadante purificado de células transfectadas con pZ-GFP se observan estructuras 

electrón-densas similares a las observadas para Z-PCV2. En A se muestra un ejemplo y en A’ la medición 

de su diámetro (108nm). No se observan estructuras con esas características en los diferentes campos 

observados de la purificación del sobrenadante del control de células sin transfectar (B). 
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4.12.2.3.2. Caracterización de las VLPs por dot plot y western blot 

Con el fin de identificar la presencia de la proteína Z en las muestras purificadas se realizó 

primeramente la técnica de dot plot. Para ello, 2 μL de cada una de las muestras (Z-GFP, Z-

PCV2 y control sin transfectar) fueron aplicados en una membrana de nitrocelulosa (BioRad, 

EE.UU.). La membrana fue bloqueada con buffer PBS-BSA 5% m/v durante 2 h a TA y 

posteriormente, lavada con PBS-Tween 0.05% v/v (PBS-T). Se colocó el anticuerpo primario 

policlonal específico contra la proteína Z diluido 1:1000 en PBS-T BSA 0.1% durante 1h a TA y 

luego, se lavó la membrana 3 veces con PBS-T. Se colocó un anticuerpo secundario anti-IgG 

de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (1:5000 en PBS-T BSA 0.1%) durante 1h a TA 

(abcam, EE.UU.). Posteriormente, se lavó 2 veces con PBS-T y una vez con PBS. Por último, 

fue revelado con el kit de detección cromogénica de la fosfatasa NBT/BCIP (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU) de acuerdo a las especificaciones del fabricante.  

Este procedimiento permitió identificar la presencia de la proteína Z tanto en las VLPs Z-PCV2 

como en las Z-GFP (Fig.4.12.8A) y se procedió a realizar la técnica de western blot para 

observar diferencia de tamaño entre ambas proteínas de fusión con Z. Para ello, primeramente 

las muestras se mezclaron con buffer de carga 4X (NuPAGE
TM

 LDS sample buffer, Thermo 

Fisher Scientific, EE.UU.) y ditiotreitol (DTT, concentración final 20mM), y se incubaron a 95ºC 

por 10 min. Luego, fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con 

dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés) en una concentración al 15%, junto 

a un marcador pre-teñido de 10-250 kDa (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder, 

Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Se realizó la transferencia a una membrana de nitrocelulosa 

(BioRad, EE.UU) en buffer Tris-glicina (Tris base 25mM y glicina 200mM) con 20% v/v de 

metanol. Luego la membrana fue bloqueada con PBS-BSA 1% e incubada con los anticuerpos 

primario y secundario según el procedimiento detallado para el dot plot.  

El resultado del western blot muestra los tamaños esperados para cada una de las proteínas 

de fusión no observándose señal en el control negativo. La proteína Z de JUNV y GFP tienen 

un tamaño de 11kDa y 26.9 kDa, respectivamente (Borio et al., 2012). Por lo tanto, se espera 

que la proteína de fusión Z con GFP sea de 37.9 kDa. En el caso de la proteína de fusión Z-

PCV2, debido a que el fragmento de la cápside de PCV2 es de 176 aa lo que 
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aproximadamente corresponde a 19.5 kDa, se espera observar una proteína de fusión de 30.5 

kDa (Fig.4.12.8B).  

  

Figura 4.12.8 Caracterización de las VLPs. A) Se identificó por dot blot la presencia de la proteína Z en 

las VLPs Z-PCV2 y Z-GFP. B) Mediante la técnica de western blot se observaron los tamaños esperados 

para las proteínas de fusión con Z de JUNV. Z-PCV2 (30.5kDa) y Z-GFP (37.9 kDa). C-: control celular sin 

transfectar.  

 

4.12.3. Discusión 

La proteína Z de JUNV es una proteína de la matriz del virión que favorece la brotación. Se ha 

reportado para varios virus de la familia Arenaviridae que la expresión de esta proteína es 

suficiente para inducir la liberación de partículas envueltas que contienen Z (Strecker et al., 

2003; Casabona et al., 2009; Urata et al., 2009; Shtanko et al., 2010). Asimismo, Borio et al. 

(2012) demostró que la fusión de esta proteína a una proteína heteróloga como GFP, no 

interfiere con su capacidad de auto-brotación. Debido a que ratones inmunizados con las VLPs 

que contienen Z-GFP generan anticuerpos específicos contra GFP, se plantea la utilización de 

la proteína Z como sistema de vehiculización de antígenos que puedan ser presentados al 

sistema inmune, sirviendo como plataforma para el desarrollo de nuevas vacunas.  

Con el fin de expresar la proteína Z fusionada en su extremo C-terminal a un antígeno de 

PCV2, en este trabajo se clonó un fragmento del gen cap de PCV2 en un vector que contiene 

la secuencia codificante de la proteína Z de JUNV y este plásmido recombinante fue 

transfectado en células HEK293T. Se pudo evidenciar en el sobrenadante purificado de las 
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mismas la presencia de estructuras electrón-densas de 80-110nm similares a las observadas 

para las células transfectadas con pZ-GFP utilizado como control del procedimiento de 

transfección y purificación. Estos resultados son acordes a lo reportado por Borio et al. (2012) 

los cuales observaron que las VLPs producidas por la proteína Z fusionada a GFP en células 

HEK293T tienen un tamaño que oscila entre 40-150nm lo cual es similar al tamaño del virión de 

JUNV (50-100nm). A su vez, la forma de las estructuras observadas es similar a la identificada 

por otros investigadores integrantes del proyecto en donde se utilizó el mismo sistema pero 

fusionado a antígenos de otros virus como Dengue y el virus de la Hepatitis E (Mirazo, 2014; 

Mareze et al., 2016; Ottonelli, 2016). Por otro lado, se pudo constatar la presencia de la 

proteína Z en los sobrenadantes purificados tanto para Z-GFP como para Z-PCV2. Asimismo, 

por la técnica de western blot fue posible evidenciar el tamaño esperado de la proteína de 

fusión Z-PCV2 y el de la proteína control Z-GFP. Sin embargo, se observó señal inespecífica a 

alturas superiores a 50kDa por lo que las condiciones de la técnica deberían ser mejoradas, 

por ejemplo la utilización de anticuerpos más diluidos o la realización de más lavados. La 

expresión de la proteína GFP también fue confirmada por la observación de la fluorescencia a 

las 48 h post-transfección. Sin embargo, en el caso de la Cap de PCV2 si bien se observaron 

los 30kDa correspondientes a la proteína de fusión, resta realizar la confirmación mediante la 

utilización de un anticuerpo anti-PCV2.  

En el trabajo reportado por Borio et al. (2012) las VLPs producidas contenían a la proteína GFP 

dentro de la estructura. Esto fue comprobado debido a que el tratamiento con proteinasa K no 

tuvo efecto sobre la proteína Z-GFP, pero la adición previa de Triton X-100 destruyó la 

envoltura lipídica y permitió la degradación de Z-eGFP por la proteinasa K. A su vez, se 

observó una mejor respuesta de anticuerpos contra GFP en ratones inmunizados con las VLPs 

que contienen el antígeno protegido en el interior, que con las VLPs tratadas con Triton X-100 o 

con el antígeno solo (Fig 4.12.1B). Si bien en el artículo no se demuestra la causa por la cual 

esto ocurre, se sugiere que puede ocurrir la disrupción parcial de la membrana de las VLPs y la 

consecuente exposición del antígeno, el cual puede ser reconocido por las células B del 

sistema inmune. Por otro lado, también plantean que como se ha demostrado que los linfocitos 

B pueden ser activados en los ganglios linfáticos por antígenos en su forma nativa a través de 

células dendríticas (Le Roux et al., 2012), este podría ser otro mecanismo por el cual las VLPs 
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a pesar de tener el antígeno en su interior pueden generar una respuesta de anticuerpos. Sin 

embargo, se necesita una caracterización exhaustiva de la respuesta inmune producida por 

este tipo de VLPs para poder sacar conclusiones certeras.  

Tomando esto en cuenta, una vez confirmada la presencia de la proteína cap en el interior de 

las VLPs construidas, como perspectiva se plantea inmunizar ratones y analizar la respuesta 

de anticuerpos contra PCV2, a modo de evaluar si este sistema puede utilizarse como posible 

estrategia inmunoprotectora contra el virus. 

Cabe resaltar que el antígeno seleccionado para PCV2 comprende 3 de los 4 dominios 

imunogénicos de la proteína los cuales incluyen epítopes lineales y conformacionales. Sin 

embargo, al remover el extremo C-terminal no incluye el dominio antigénico conformacional 

comprendido entre los aa 230-233. Otro de los aspectos negativos de la construcción 

propuesta es que el epítope “señuelo”, que abarca del aa169-180 de la proteína de la cápside 

(Trible y Rowland, 2012), está presente en el antígeno seleccionado y puede quedar expuesto, 

resultando en la producción de anticuerpos no neutralizantes. Por ello, al momento de evaluar 

la respuesta de anticuerpos producidos en ratones inmunizados con las VLPs quiméricas Z-

PCV2 todos estos aspectos deberán tenerse en cuenta e incluso sería muy interesante evaluar 

la respuesta inmune celular producida por este tipo de VLPs.  

Debido a que las vacunas actuales contra PCV2 no generan inmunidad esterilizante, es decir 

que no eliminan completamente la infección, sumado a la rápida evolución del virus y el 

surgimiento de cepas emergentes, la generación de nuevas estrategias de vacunación que 

reduzcan al máximo la viremia a través de la inducción de fuertes respuestas humorales y 

celulares, y/o la inclusión de múltiples genotipos en la formulación vacunal, es de creciente 

interés. Entre los nuevos enfoques experimentales estudiados para mejorar la cobertura de las 

vacunas de PCV2 están las vacunas vivas atenuadas PCV1-2a expresando un epítope 

protector de PRRSV en el extremo C-terminal de la proteína de cápside (Pineyro et al., 2015), 

vacunas de PCV2 expresando un epítope protector del virus de la enfermedad de manos, pies 

y boca (Huang et al., 2014) y vectores poxvirales porcinos que expresan una proteína de 

Streptococcus zooepidemicus y la Cap de PCV2 (Lin et al., 2014). Otros enfoques recientes 

incluyen la expresión de la proteína de cápside en fusión con flagelina bacteriana que mejora 
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las respuestas Th1 y Th2 (Zhu et al., 2016), la incorporación a la proteína de cápside de PCV2 

de motivos CpG o del gen IL-18 porcino en una vacuna de ADN (Chen et al., 2014; Li et al., 

2015) y vacunas de virus quimérico PCV1 con Cap de genotipos múltiples de PCV2 (Matzinger 

et al., 2016).  
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5. Parte II. Estudio de TTSuV en Uruguay 

5.1. Revisión bibliográfica 

5.1.1 Taxonomía viral y características generales 

El Torque Teno virus (TTV) fue descubierto en Japón en el año 1997 en un paciente con 

hepatitis aguda post-transfusional de etiología desconocida (hepatitis no A-E) (Nishizawa et al., 

1997). Desde entonces, han sido identificadas numerosas cepas de TTV que infectan no solo 

humanos (TTVh) sino que también a numerosas especies animales domésticas y salvajes, 

incluyendo cerdos (denominado TTSuV) (Okamoto et al., 2002; Okamoto, 2009). Los TTVs son 

virus pequeños no envueltos y presentan una simetría icosahédrica con diámetros de 30-50nm 

(Fig.5.1.1). El genoma es de ADN circular con una longitud variable de 2.1-3.9 kb. Si bien 

estructuralmente se asemejan mucho a los Circovirus, no tienen ninguna semejanza genética 

(Mushahwa et al., 1999; Kekarainen y Segalés, 2012). A partir del año 2009, fueron clasificados 

dentro de la familia Anelloviridae, la cual comprende 12 géneros diferentes (ICTV, 2017). 

Particularmente, dentro de los TTSuV se pueden distinguir dos géneros virales distintos: 

Iotatorquevirus y Kappatorquevirus, o TTSuV1 y TTSuVk2, respectivamente. A su vez, 

recientemente se ha definido que TTSuV1 incluye dos especies, TTSuV1a y TTSuV1b, y que 

TTSuVk2 comprende la especie TTSuVk2a y la especie recientemente identificada, TTSuVk2b 

(ICTV, 2017). 

 

 

            

  

Figura 5.1.1. Microscopía electrónica de 

transmisión de partículas de TTV. Se 

observan partículas agregadas con un 

diámetro de 30-32 nm en muestras de 

suero con títulos de 10
8 

copias/mL. La barra 

de escala representa 100 nm. Imagen 

extraída de Itoh et al., 2000. 
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5.1.2 Descubrimiento de TTSuV y distribución actual. 

Si bien, la primera identificación de ADN de TTV en cerdos fue descrita por Leary et al. (1999), 

la primera caracterización genética y amplificación del genoma completo de TTSuV fue 

reportada por Okamoto et al. (2002). Sin embargo, un estudio retrospectivo realizado en 

España reveló que este virus ha estado infectado a los cerdos desde al menos el año 1985 

(Segalés et al., 2009).  

TTSuV ha sido identificado en suero porcino en varios países de todo el mundo con tasas de 

prevalencia que van del 24% al 100% (McKeown et al., 2004; Bigarré et al., 2005; Kekarainen 

et al., 2006; Taira et al., 2009; Gallei et al., 2010). Es un virus, al igual que PCV2, de 

distribución ubicua, ya que todas las granjas estudiadas hasta el momento tienen animales 

infectados con TTSuV (Kekarainen y Segalés, 2012). Asimismo, si bien existen pocos reportes, 

se ha identificado la presencia del virus en poblaciones de jabalí de Europa (Martínez et al., 

2006; Cadar et al., 2013). 

5.1.3. Asociación con la enfermedad en el cerdo y transmisión 

El rol de los anellovirus en la manifestación de una enfermedad se encuentra actualmente en 

debate. Se ha sugerido que TTVh se asocia a diferentes patologías como las enfermedades 

reumáticas autoinmunes (Gergely et al., 2006), patologías hepáticas (Nishizawa et al., 1997; 

Kasirga et al., 2005) y enfermedades respiratorias (Biagini et al., 2003). Sin embargo, no hay 

datos definitivos que indiquen que TTV es el responsable de una enfermedad humana 

específica. En el caso del cerdo, el TTSuV infecta a una alta proporción de animales que son 

aparentemente sanos (Kekarainen y Segalés, 2009). Por lo tanto, actualmente se considera 

que no produce enfermedad por si solo en el cerdo, aunque la co-infección de TTSuV con otros 

patógenos porcinos puede resultar en la exacerbación de la enfermedad. Principalmente, ha 

sido asociado a PCV2 y el desarrollo de las PCVAD (Osorio, 2010). Se ha demostrado por 

ejemplo, que el TTSuV1 contribuye parcialmente a la inducción del PDNS asociado a PCV2 

(Krakowka et al., 2008) y a la inducción de la PCV2-SD en modelos de cerdos gnotobióticos 

infectados con PCV2 (Ellis et al., 2008). Asimismo, se ha demostrado que los cerdos afectados 

por PCV2-SD poseen una mayor prevalencia o carga viral de TTSuVk2 (Kekarainen et al., 2006 

Aramouni et al., 2011; Nieto et al., 2013). Estos resultados sugieren que TTSuV podría ser 

patogénico debido a un efecto sinérgico con otros virus. Sin embargo, otros estudios no han 
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encontrado asociación entre la PCV2-SD y la infección con TTSuV (Lee et al., 2010; Teixeira et 

al., 2015).  

TTSuV ha sido detectado en muestras de suero, heces, saliva, semen y tejidos, lo que indica la 

existencia de diversas vías de transmisión incluyendo tanto la transmisión horizontal como 

vertical (Meng, 2012; Kekarainen y Segalés, 2012). De todos modos, la vía fecal-oral es 

considerada la principal ruta de transmisión del virus (Sibila et al., 2009).  

5.1.4 Patogenia  

La infección con TTSuV puede ocurrir en las primeras etapas de vida y conduce a una 

infección progresiva persistente. La mayoría de los tejidos y órganos del cerdo, si no todos 

(cerebro, pulmones, riñones, médula ósea, corazón, bazo y ganglios linfáticos), poseen ADN 

del virus a las cinco semanas de edad, siendo las cargas virales más altas en los animales con 

mayor edad (15 a 24 semanas) (Aramouni et al., 2010). En un estudio reciente, se ha sugerido 

que los tejidos linfoides, incluyendo los ganglios linfáticos inguinales y mesentéricos, las 

amígdalas, la lámina propia de la mucosa intestinal y las placas de Peyer, son considerados 

sitios blanco de TTSuV, y en particular, se especula que los linfocitos T son las principales 

células diana para estos virus (Lee et al., 2014).  

Paralelamente, se ha demostrado que la producción de anticuerpos contra la proteína viral de 

la cápside de TTSuVk2, se asocia con una reducción de la viremia, pero estos anticuerpos 

parecen ser incapaces de erradicar la infección, lo que en parte podría explicar la persistencia 

del virus (Huang et al., 2011). Asimismo, los cerdos afectados por las PCVAD mostraron tener 

menor cantidad de anticuerpos que los cerdos sanos, y esta disminución podría estar dada por 

el estado de inmunosupresión resultante en este tipo de enfermedad (Huang et al., 2011). Por 

otro lado, la evidencia de infección persistente y la infección intrauterina del feto antes de la 

adquisición de una inmunocompetencia madura podrían sugerir un estado de inmunotolerancia 

contra TTSuV (Aramouni et al., 2010).  

En relación al aislamiento in vitro de estos virus, no existe hasta la fecha un sistema que 

permita su propagación eficiente en cultivos celulares. De forma similar a los PCV, los TTV 

únicamente replican en células en división activa ya que precisan de la ADN polimerasa del 

hospedero para el mecanismo de RCR (Kekarainen y Segalés, 2009). En particular, se ha 
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reportado la liberación de partículas virales infectivas de TTV en cultivos de células 

mononucleares humanas de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) estimulados 

con mitógenos (Mariscal et al., 2002).  

Cabe resaltar, que se ha observado que ciertas líneas celulares, medicamentos de uso 

humano y productos veterinarios comerciales están contaminados con TTSuV, pero aún no 

está claro el impacto de este hecho (Meng, 2012). Por ejemplo, tres vacunas contra M. 

hyopneumoniae, una de Parvovirus porcino y una de PRRSV resultaron positivas para ADN de 

TTSuV1 por PCR y cuatro vacunas contra M. hyopneumoniae resultaron tener ADN de 

TTSuVk2. Un medicamento de uso humano fue positivo para ADN de TTSuV1 y un producto 

de elastasa derivada de porcino fue positivo para TTSuV1 y TTSuV2 (Kekarainen et al., 2009). 

Por otro lado, otro estudio reportó que quince líneas celulares de trece orígenes distintos tenían 

ADN de TTSuV, y líneas celulares de origen porcino como ST y PK-15, presentaban tanto ADN 

de TTSuV1 como de TTSuVk2 (Teixeira et al., 2011). Finalmente, otros investigadores 

sostienen que la detección de ADN de TTSuV en dichos productos biológicos puede deberse a 

tripsina o suero de origen porcino contaminados (Huang et al., 2012b).  

La falta de un sistema de cultivo susceptible y permisivo a la infección por TTSuV y la dificultad 

de obtener cerdos negativos para la infección, dificultan el desarrollo de investigaciones 

destinadas a comprender aspectos básicos de la biología molecular y patogenicidad de estos 

virus (Meng, 2012) y es por ello, que la mayoría de las investigaciones utilizan técnicas de 

PCR. Asimismo, la mayor parte de los trabajos existentes están basados en anellovirus 

humanos. En un intento de avanzar en el conocimiento de los TTSuV, se han realizado 

estudios de expresión de genes en sistemas de expresión eucariota (Martínez-Guinó et al., 

2011; Huang et al., 2012a; Singh y Ramamoorthy, 2016a, b). Incluso, se ha llevado a cabo la 

construcción de un clon infeccioso de TTSuVk2 y tras su transfección en cultivos celulares, se 

ha evidenciado la expresión del ORF1 viral mediante IFA en 9 líneas celulares diferentes 

(Huang et al., 2012b).  
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5.1.5. Organización genómica 

Según el sistema de clasificación basado en ácido nucleico viral ideado por David Baltimore, 

TTSuV se clasifica dentro del Grupo II (Baltimore, 1971), ya que posee un genoma de ADN 

monocatenario circular de polaridad negativa. Ambas géneros virales TTSuV1 y TTSuVk2 

poseen un genoma de longitud variable de aproximadamente 2.8 kb. La organización genómica 

y los perfiles de transcripción propuestos son similares entre los TTVs, con una región 

codificante que contiene al marco abierto de lectura mayoritario denominado ORF1, varios 

ORFs solapados (los principales, ORF2 y ORF3) y una región no codificante (UTR, por sus 

siglas en inglés) (Biagini, 2009; Kekarainen y Segalés, 2012) (Fig. 5.1.2).  

La UTR comprende el 28-29% del genoma y contiene secuencias altamente conservadas entre 

los TTV. Particularmente, abarca 838 a 844 nt en cepas de TTSuV1 y 793 a 797 nt en 

TTSuVk2 (Cortey et al., 2011a). Se caracteriza por presentar un tramo corto con alto contenido 

en GC que forma estructuras en horquilla (bucle y tallo) (Okamoto et al., 2002), que son 

importantes secuencias reguladoras para la replicación y transcripción (Mankertz et al., 2004). 

Asimismo, presenta elementos promotores y potenciadores que muestran diferentes 

actividades de transcripción dependiendo de la línea celular utilizada (Kamada et al., 2004; 

Suzuki et al., 2004).  

Por otra parte, se cree que ORF1 codifica para la proteína estructural de la cápside y presenta 

motivos característicos de proteínas asociadas a la replicación por círculo rodante. A su vez, en 

su extremo N-terminal presenta una región rica en arginina (Martínez-Guinó et al., 2011). Esta 

proteína presenta una longitud variable, de 638-650 aa para TTSuV1 y de 625-628 aa para 

TTSuVk2 (Kekarainen et al., 2009; Cortey et al., 2011a). Se han determinado dos regiones 

conservadas hidrofílicas en esta proteína una ubicada en la región media y otra en el extremo 

C-terminal. A su vez, se vio que no existe reactividad cruzada antigénica entre TTSuV1 y 

TTSuVk2 (Huang et al., 2012a). El ORF2 codifica para una proteína más pequeña de 73-74 aa 

para TTSuV1 y de 69aa para TTSuVk2, que posee secuencias características de tirosina 

fosfatasa y a su vez, se cree que puede estar implicada en la supresión de la vía NF-kB (Zheng 

et al., 2007; Kekarainen et al., 2009; Cortey et al., 2011a). Se predice que el transcripto ORF3 

se produce por empalme alternativo, en la región 5’ se solapa con ORF2 y la región 3’ 

comienza aproximadamente en la posición 2000 del genoma. ORF3 codifica para una proteína 
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no estructural de 221-232 aa para TTSuV1 y de 200-203 aa para TTSuVk2, cuya función 

todavía no se conoce (Kekarainen et al., 2009; Cortey et al., 2011a). En un estudio donde se 

expresaron las diferentes proteínas de TTSuV1 y TTSuVk2 en la línea celular PK-15, se 

observó que mientras ORF1 y ORF3, se localizan en el nucléolo de las células, la ORF2 tiene 

una localización citoplasmática y nuclear (Martínez-Guinó et al., 2011) (Fig.5.1.3). A su vez, en 

este mismo trabajo se ha sugerido que por empalme alternativo de ORF1 y ORF3, el virus 

codifica una gran variedad de isoformas de proteínas (Martínez-Guinó et al., 2011) (Fig.5.1.2B).  

 

 

Figura 5.1.2. Organización genómica de TTSuV. A) Representación esquemática del genoma circular 

de TTSuV. Se indica la posición de los ORFs principales (ORF1, ORF2 y ORF3) y de la UTR. Se muestra 

que ORF3 surge por empalme alternativo. B) Se detallan las diferentes isoformas de proteínas producidas 

por empalme alternativo (línea de puntos) a partir de ORF1 y ORF3 para TTSuV1 (izquierda) y TTSuVk2 

(derecha). Las proteínas codificadas se indican con rectángulos y los distintos patrones reflejan diferentes 

secuencias de aminoácidos entre las proteínas. Extraída con modificaciones de Kekarainen y Segalés, 

2012 y Martínez-Guinó et al., 2011. 
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Figura 5.1.3. Localización sub-celular de las proteínas codificadas por ORF1, ORF2 y ORF3 de 

TTSuV1 y TTSuVk2a en la línea PK-15. Las proteínas correspondientes fusionadas a GFP se muestran 

en verde, en azul se muestra la tinción con DAPI y en rojo un marcador nuclear moteado SC-35. Extraída 

con modificaciones de Martínez-Guinó et al., 2011. 
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5.1.6. Variabilidad genómica 

Los TTSuV presentan una gran diversidad genética con tasas de mutación estimadas de 5.29–

5.51x10
-4 s/s/a, observándose a su vez, una gran variabilidad en el tamaño de los genomas 

entre las diferentes cepas virales que se debe principalmente por mutaciones del tipo inserción 

y deleción (Cortey et al., 2011a; Cadar et al., 2013). Por otra parte, se ha observado que la 

variabilidad genética es mayor en las secuencias codificantes que en la UTR (Cortey et al., 

2011a). TTSuV1 y TTSuVk2 comparten bajos porcentajes de identidad de secuencia 

nucleotídica de aproximadamente el 50% (Huang et al., 2010; Cortey et al., 2011a). Asimismo, 

TTSuV1 presenta una mayor variabilidad intra-género (> 30%) que TTSuVk2 (<15%). Debido al 

reciente descubrimiento de una nueva cepa de anellovirus porcinos, TTSuVk2b, el virus 

TTSuVk2 fue renombrado como TTSuVk2a y ambos fueron clasificados dentro del género 

Kappatorquevirus (Cornelissen-Keijsers et al., 2012; ICTV, 2017). Se ha demostrado que las 

co-infecciones entre TTSuV1 y TTSuVk2a son muy frecuentes en cerdos y que la prevalencia 

de TTSuVk2b es menor a la de las otras dos variantes (Cornelissen-Keijsers et al., 2012; Blois 

et al., 2014). A su vez, se ha observado que esta nueva especie, también presenta diferencias 

en el tamaño de las proteínas codificadas siendo ORF1 de 629-630 aa, la ORF2 de 81 aa y la 

ORF3 de 224 aa (Cornelissen-Keijsers et al., 2012). 

La clasificación en genotipos es aún controversial y ha variado a lo largo de los años. 

Actualmente, el ICTV define dos especies para TTSuV1, 1a y 1b, una especie para TTSuVk2a 

y una para TTSuVk2b. Sin embargo, según un estudio realizado por Cortey et al. (2012), 

TTSuV1 podría dividirse en 4 genotipos virales distintos (1a-1d) y TTSuVk2a en 2 genotipos 

bien definidos (2a y 2b). En el caso de TTSuk2b, debido a su reciente identificación, hay pocas 

secuencias disponibles, pero al parecer presenta una menor variabilidad intra-especie en 

comparación a los otros virus. Se propone que para comprender la divergencia de estos virus 

es necesario seguir analizando un mayor número de secuencias de cepas virales de diferentes 

regiones geográficas (Cortey et al., 2012). 

Por otra parte, no se observó evidencia de recombinación inter o intra-género en un estudio 

que incluyó 41 secuencias de TTSuVk2 y 29 secuencias de TTSuV1. A su vez, este mismo 

trabajo reportó que el uso de codones es similar para TTSuV1 y TTSuVk2 y que los codones 

más frecuentes poseen una A o C en la tercera posición del codón (Zhang et al., 2013).  
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5.1.7. Importancia de los TTV en la salud pública 

La distribución en los tejidos de los TTV es similar tanto en humanos como en cerdos y como 

se detalló previamente, pueden causar infecciones crónicas sin desarrollar una patología. Se 

ha reportado que la viremia de TTV está inversamente correlacionada con el estado 

inmunológico y se ha sugerido que las cargas virales de ADN de estos virus pueden usarse 

como indicador de inmunosupresión. Por lo tanto, no se puede descartar la posibilidad de que 

en un individuo inmunocomprometido, TTV puede replicarse en altos niveles y facilitar el 

desencadenamiento de una patología (Touinssi et al., 2001; Ssemadaali et al., 2016). Por otra 

parte, la detección de ADN de TTV es muy común en fuentes de agua, aguas residuales y 

hospitales (Graffin et al., 2008; Vecchia et al., 2012; D’Arcy et al., 2014). También estos virus 

son potencialmente contaminantes de la sangre de donantes lo que implica un riesgo en la 

transmisión transfuncional (Bernardin et al., 2010). Paralelamente, como se ha indicado 

anteriormente, la contaminación de productos de uso veterinario y medicamentos humanos con 

TTSuV ha sido identificada (Kekarainen et al., 2009), e incluso es probable que los humanos 

ingieran TTSuV en agua o alimentos. De hecho, un estudio ha reportado la identificación de 

ADN de TTSuV en todas las muestras analizadas de carne de cerdo y productos derivados 

(jamón, jamón crudo, salame, chorizo) y en el 25% de las muestras estudiadas de materia fecal 

humana (Jiménez-Melsió et al., 2013). 

Las investigaciones centradas en el estudio de la transmisión de TTV entre especies han 

adquirido una gran importancia en los últimos años, no solo por el riesgo en el consumo de 

alimentos o agua contaminada, sino también, debido a que el cerdo es un modelo biomédico 

interesante, existiendo un potencial crecimiento del uso de xenotransplantes basados en 

células, tejidos y órganos del cerdo (Osorio, 2010). Evidentemente, ello también implica un 

gran riesgo de transmisión de enfermedades a los seres humanos. Para analizar la posibilidad 

de una transmisión entre especies, en una reciente investigación se estudió la presencia de 

TTSuV y TTVh en sueros de humanos y de cerdo, respectivamente. Sorpresivamente, se 

identificó, en muy altos porcentajes, tanto ADN de TTSuV en muestras humanas como ADN de 

TTVh en muestras de cerdos. Esto se evidenció por qPCR y por la amplificación por PCR 

convencional de regiones más extensas y variables del genoma viral (Ssemadaali et al., 2016). 

A su vez, cabe resaltar que aunque los genomas de TTV de varias especies animales, 
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incluyendo a los humanos, están organizados de manera similar, cada TTV específico de cada 

especie es genéticamente muy distinto, por lo tanto, las técnicas utilizadas en dicho trabajo 

están diseñadas para detectar a cada TTV específico de forma independiente. Por otro lado, 

debido a que desde una perspectiva de salud pública, es especialmente crítico determinar si 

los TTSuV pueden establecer infecciones en humanos, estos investigadores mediante la 

transfección de un clon infeccioso de TTSuV1 en PBMCs demostraron que estos anellovirus 

porcinos pueden realizar una infección productiva luego de tres pasajes sucesivos en estas 

células humanas. A su vez, detectaron anticuerpos contra la ORF2 de TTSuV1 en el 40% de 

los sueros humanos testeados, por lo que en definitiva, sugieren que la transmisión de TTV 

entre especies es posible y específicamente, que TTSuV puede tener un potencial rol zoonótico 

(Ssemadaali et al., 2016). Sin embargo, es necesario confirmar si los TTSuV o los TTV de otras 

especies de mamíferos pueden efectivamente establecer infecciones o alterar las funciones 

inmunitarias en individuos inmunocomprometidos (Ssemadaali et al., 2016).  

Recientemente, un estudio demostró que TTSuV a su vez puede infectar a otras 5 especies de 

mamíferos (caballos, vacas, ovejas, perros y alces) y plantean que el rango de hospedero de 

los TTV especie-específicos podría ser más amplio del que inicialmente se pensaba (Singh y 

Ramamoorthy, 2018).  

Por lo tanto, si bien para evaluar el riesgo de los TTV para la salud humana y animal es 

necesario e importante explorar su potencial patogénico, su gran ubicuidad en el ambiente y la 

persistencia en la infección, sugiere cada vez más a estos virus como posibles componentes 

de la microbiota del hospedero o “viroma” y, como tales, no pueden causar la enfermedad 

directamente, sino que están disponibles para participar en procesos fisiológicos y modular la 

respuesta del organismo a otros patógenos (Manzin et al., 2015). Incluso, se plantea el rol de 

los TTV como marcadores de polución antrópica o animal y marcadores del estatus 

inmunológico (Focosi et al., 2016).  
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5.2. Objetivos específicos parte II 

 

1. Optimizar e implementar una técnica de detección de TTSuV (TTSuV1 y TTSuVk2a) 

que permita evaluar la presencia de ADN viral en muestras de cerdos y jabalíes del 

Uruguay. 

 

2. Caracterizar a nivel molecular las cepas detectadas de TTSuV, mediante el análisis de 

la variabilidad genética y la identificación de variantes o genotipos circulantes en el 

país. 

 

3. Evaluar si existe una relación sinérgica entre la infección con PCV2 y TTSuV, mediante 

la identificación de las frecuencias de co-infección en cerdos con y sin sintomatología, y 

la determinación de una posible correlación entre las cargas virales de estos virus.  

 

4. Secuenciar el genoma completo de cepas de TTSuV y construir un potencial clon 

infeccioso. 
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5.3. Identificación de una elevada frecuencia de infección y una gran heterogeneidad 

genética de TTSuV1 y TTSuVk2a en cerdos domésticos y jabalíes, infectados y no 

infectados con PCV2, en Uruguay.  

 

5.3.1. Detección de TTSuV en Uruguay 

Este capítulo describe la primera detección de TTSuV en el país y comprende un estudio 

molecular exhaustivo que aporta 14 secuencias de TTSuV1 y 13 de TTSuVk2a, las cuales 

fueron identificadas en muestras de jabalíes y cerdos domésticos de diferentes regiones del 

Uruguay. Al comienzo de esta tesis, se contaba con escasa información sobre la circulación de 

estos virus a nivel regional, existiendo solamente dos trabajos en Brasil (de Arruda Leme et al., 

2012; de Castro et al., 2012; Teixeira et al., 2013) y ningún reporte de TTSuV en poblaciones 

de jabalí. TTSuV1 y TTSuVk2a fueron identificados en altas frecuencias de infección (70.5%) 

en cerdos pertenecientes a todas las granjas analizadas, observándose mayoritariamente la 

co-infección de ambos géneros virales. En el caso del jabalí, si bien se analizaron 31 muestras, 

este estudio constituyó la primera evidencia de la circulación de TTSuV en jabalíes en América, 

con una frecuencia de infección del 51% y una circulación predominante de TTSuV1.  

 

5.3.2. Caracterización genética de TTSuV 

En el periodo en el que comenzó esta investigación, recién surgían los primeros datos sobre la 

nueva especie TTSuVk2b y es por ello, que no fue incluida en este estudio. Asimismo, la 

clasificación de TTSuV en genotipos era debatida e incluso contradictoria. Por lo tanto, en este 

trabajo se propuso un criterio actualizado y más completo de clasificación en genotipos de 

TTSuV1 y TTSuVk2a, con el fin de contribuir en un futuro, mediante una caracterización 

unificada, a una mejor comprensión de la epidemiología molecular de estos virus a nivel 

mundial. Particularmente, se observó una gran heterogeneidad genética entre las cepas 

uruguayas y no se evidenció asociación entre las cepas detectadas en términos de origen 

geográfico o año de colecta de la muestra. A su vez, las cepas de TTSuV1 presentaron mayor 

variabilidad genética que las cepas de TTSuVk2a y se concluyó que el análisis de la secuencia 

UTR no es suficiente para diferenciar grupos filogenéticos intra-género, sobre todo para cepas 

de TTSuV1 (Fig.5.3.1 complementaria). Por lo tanto, se planteó que la amplificación por PCR 
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de un fragmento de 678 pb y 719 pb, para TTSuV1 y TTSuVk2a, respectivamente, con 

cebadores reportados previamente por Cortey et al. (2012), es necesaria y suficiente para una 

buena caracterización genética de estos virus. En cuanto a la distribución de las diferentes 

cepas detectadas en Uruguay, según el criterio de clasificación planteado en este trabajo, se 

identificó una predominancia de la circulación de TTSuV1a tipo 1a-I y TTSuVk2a tipo 2a-II. De 

acuerdo con Cortey et al. (2012), esta misma distribución de las variantes de TTSuV fue 

observada en otros países de América del Sur y en países de América del Norte y Europa. De 

hecho, estos investigadores sostienen que la estructura genética de las poblaciones de TTSuV 

probablemente refleje el comercio de animales entre países (Cortey et al., 2012). 

Como dato complementario al artículo publicado, se observó que no solo es frecuente la co-

infección de TTSuV1 y TTSuVk2a en un mismo animal, sino que también es probable la co-

infección con diferentes cepas del mismo género. Se amplificó por PCR la UTR de muestras de 

hígado, ganglio, pulmón y riñón de un cerdo positivo para ambos géneros virales. Se observó la 

presencia de ADN de TTSuVk2a en el pulmón (URUTV2P) y en el riñón (URUTV2R) del animal 

y ADN de TTSuV1 en todos los órganos analizados. El análisis de las secuencias obtenidas 

mostró que mientras las cepas de TTSuVk2a eran idénticas en ambos órganos, las secuencias 

de las cepas de TTSuV1 eran diferentes. Particularmente, eran idénticas las secuencias en 

hígado (URUTV1H) y en ganglio (URUTV1G), pero diferente a la cepa detectada en pulmón 

(URUTV1P) y riñón (URUTV1R) (Fig.5.3.1 complementaria). Esto demuestra la co-existencia 

de múltiples cepas de TTSuV en diferentes órganos del mismo cerdo y reafirma la gran 

diversidad de TTSuV1 incluso en un mismo animal. 

5.3.3. Frecuencia de infección y carga viral de TTSuV en animales infectados y no 

infectados con PCV2 

Para evaluar una posible asociación entre las infecciones con PCV2 y TTSuV se analizó la 

frecuencia de co-infección y se realizó la cuantificación del ADN viral en muestras de suero. 

Las curvas estándar empleadas para cuantificar TTSuV1, TTSuVk2a y PCV2 (también utilizada 

en el capítulo 6 de la parte I, ver sección 4.11) fueron obtenidas, como se especificó 

anteriormente, durante una pasantía realizada en el laboratorio de Virología del Instituto de 

Sanidad Animal FEPAGRO, en Porto Alegre, Brasil. En primer lugar, no se observó ninguna 

correlación significativa entre las frecuencias de infección de TTSuV o las cargas virales de 
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estos virus y la infección con PCV2. En segundo lugar, tampoco se identificó una relación 

evidente entre las cargas virales de PCV2 y la infección con TTSuV1 o TTSuVk2a. Finalmente, 

no se identificó ninguna asociación significativa entre la frecuencia de infección o carga viral de 

TTSuV y la edad o estado de salud de los animales. 

Como dato complementario al reportado en el artículo, incluso si se comparan las cargas 

virales de TTSuV1 y TTSuVk2a en muestras de cerdos con sintomatología e infectados con 

PCV2 y muestras de animales asintomáticos infectados con PCV2, tampoco se observan 

diferencias significativas entre los grupos (p-valor < 0.05). Cabe resaltar que la cantidad de 

muestras en un grupo y otro es asimétrico, siendo mucho mayor la cantidad de muestras de 

cerdos infectados con PCV2 con sintomatología. Para el análisis de estos datos fue aplicado el 

test t Student no pareado con corrección de Welch, utilizado el software GraphPad Prism v.6. 

En la figura 5.3.2 complementaria se observa la distribución de las cargas virales (expresadas 

en escala logarítmica) obtenidas para TTSuV1 y TTSuVk2a en cada uno de los grupos 

detallados. Por lo tanto, se sugiere que tampoco se observa una asociación entre la carga viral 

de los TTSuVs y los animales con PCVAD. Por otro lado, no se observó una diferencia 

significativa en las cargas virales de PCV2 en animales infectados con un solo género de 

TTSuV (TTSuV1 o TTSuVk2a) o ambos (TTSuV1+TTSuVk2a). No se pudo comparar las 

cargas virales de PCV2 en animales infectados y no infectados con TTSuV, debido a la falta de 

muestras de suero con estas características, ya que como se detalló previamente la frecuencia 

de infección de los TTSuV fue muy alta. Solo una muestra infectada únicamente con PCV2 fue 

cuantificada y se obtuvo para la misma una carga viral de 1.2x10
4
 copias/mL, lo cual está 

dentro del rango observado para las muestras co-infectadas con TTSuV (promedio 

4x10
4
copias/mL, Min. 3.6x10

2
 copias/mL-Max.5.3x10

6
 copias/mL).  

Varios investigadores han sugerido una mayor prevalencia o carga viral de TTSuVk2a en 

animales con PCV2-SD (Aramouni et al., 2011; Nieto et al., 2013). Otros han reportado esta 

asociación pero solo en animales con PCV2-SD con lesiones severas (Kekarainen et al., 2006). 

Esto último, según Olvera et al. (2004), implica que las cargas virales de PCV2 sean muy altas, 

con un promedio de 5x10
8 

copias/mL. En este trabajo, las cargas virales de PCV2 más altas 

resultaron estar en el orden de 10
6
 copias/mL y correspondieron a muestras de suero de un 

lechón con EE y desmedro (sección 4.3), un lechón con desmedro y problemas respiratorios 
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(sección 4.7) y una madre con problemas reproductivos (sección 4.6). De acuerdo a los signos 

clínicos y a la carga viral de PCV2 se puede sugerir que los dos primeros casos podrían haber 

presentado una PCV2-SD probablemente en la categoría de leve a moderada (según lo 

reportado por Olvera et al., 2004). Sin embargo, como se especificó en el capítulo 6 de la parte 

I (ver sección 4.11), en Uruguay no contamos con el diagnóstico histopatológico necesario para 

confirmar esta hipótesis. Por otro lado, el tercer caso podría corresponder a un animal con 

PCV2-RD. En definitiva, se requiere de un mejor diagnóstico de las enfermedades asociadas a 

PCV2 y es por ello, que en este trabajo no se relaciona a TTSuV con PCV2-SD como en otros 

trabajos sino a síntomas compatibles con las PCVAD en general. De todas formas, son varios 

los trabajos en los que también analizan la asociación entre TTSuV y PCVAD. Algunos de ellos 

no han encontrado una relación significativa en términos de frecuencia de infección o carga 

viral (Lee et al., 2010; Vargas-Ruiz et al., 2017), mientras que otros si la han identificado (de 

Menezes Cruz et al., 2016). 

Los resultados obtenidos en este capítulo y la contradicción de los datos existentes sobre el 

análisis del potencial rol de TTSuV como desencadenante de las PCVAD, no descartan la 

hipótesis de que estos virus posiblemente sean componentes de la microbiota o mejor 

denominado “viroma” del hospedero. Incluso, debido a que se ha observado que la viremia de 

TTV está inversamente correlacionada con el estado inmunológico (Shibayama et al., 2001), en 

cerdos con PCV2-SD y más aún en casos de enfermedad severa, es probable encontrar altas 

cargas de TTSuV debido al estado de inmunosupresión de estos animales. Es por ello, que se 

puede pensar en los TTV más como reguladores y no tanto como potenciadores de una 

enfermedad, aunque su rol patogénico debe ser descartado y más aún por su aparente amplio 

rango de hospedero (Singh y Ramamoorthy, 2018).  

5.3.4. Secuenciación del genoma completo de TTSuV y construcción de un potencial 

clon infeccioso 

Si bien no se observaron diferencias significativas entre las cargas virales identificadas para 

cada uno de los géneros de TTSuV, las cargas virales más altas identificadas en este trabajo 

corresponden a TTSuVk2a. Casualmente, una de las muestras con mayor carga viral (URU59, 

1.1x10
8 copias/mL), fue la única muestra a partir de la cual se pudo obtener el genoma 

completo de TTSuVk2a por el método de amplificación por círculo rodante (RCA, por sus siglas 
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en inglés). Esta técnica implica la síntesis continua de una secuencia a partir de un cebador 

complementario a un molde de ADN circular. Es un proceso isotérmico que utiliza la ADN 

polimerasa del bacteriófago phi29, la cual es una enzima de alta fidelidad, alta procesividad y 

con actividad de corrección de errores. Los productos de la reacción son copias de alto peso 

molecular lineales con repeticiones en tándem del ADN circular utilizado como molde, que 

posteriormente puede ser digerido con endonucleasas de restricción (Niel et al., 2005).  

Si bien se diseñaron cebadores para obtener el genoma completo de cepas seleccionadas de 

ambos géneros virales, no se logró su amplificación por PCR. Es por ello, que fue empleado el 

método RCA, en el cual se utilizan cebadores aleatorios hexaméricos. Debido a esta 

característica, se amplifican todos los ADN circulares presentes en la muestra y son utilizadas 

enzimas de restricción de sitio único en el genoma para obtener fragmentos del tamaño 

correspondiente al genoma completo del virus de interés. Para el genoma de TTSuV pueden 

utilizarse por ejemplo las enzimas BamHI y EcoRI. A su vez, la buena eficiencia de la técnica 

es dependiente de una buena calidad de la muestra de partida y en general es utilizado el ADN 

extraído de muestras de suero (Niel et al., 2005).  

Particularmente, fueron seleccionadas 10 muestras de ADN positivas para TTSuV1 y/o 

TTSuVk2a, previamente caracterizadas a nivel genético. Como se detalló anteriormente, se 

pudo amplificar por RCA y posteriormente clonar y secuenciar una cepa de TTSuVk2a 

(URU59), pero no se pudo obtener un genoma completo de TTSuV1. Si bien, mediante el corte 

con enzimas de restricción se obtuvieron fragmentos del tamaño esperado para el genoma de 

TTSuV1 o TTSuVk2a en alguna de las muestras testeadas, ninguna de ellas pudo ser 

efectivamente clonada y secuenciada. Esto sugiere que posiblemente la carga viral es un factor 

importante para la efectividad del método RCA además de una buena pureza del ADN de la 

muestra. 

Para el desarrollo de esta metodología se empleó 2 µL de ADN de URU59 y luego de su 

desnaturalización a 95ºC por 3 min, fue colocado en frío e incluido en una mezcla conteniendo 

2 U de Phi29 ADN polimerasa (New England, BioLabs, EE. UU.), 1X del buffer para la enzima, 

1X BSA, 1.4 mM de cada dNTP y 6 µM de Exo-Resistant Random primer (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU.) en un volumen final de 25 µL. Luego, fue incubado por 18h a 30ºC, 

inactivado a 65ºC durante 10min y 5 µL del producto de amplificación fue visualizado en un gel 
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de agarosa 1% (Fig.5.3.3A complementaria). Posteriormente, 5 μL de la amplificación fueron 

utilizados para la digestión por 1h a 37ºC con 1 μL de la enzima BamHI en 1X de buffer BamHI 

(Thermo Fisher Scientific, EE.UU) (Fig.5.3.3B complementaria). Una vez observado el tamaño 

del fragmento de interés, se vuelve a realizar la digestión pero con todo el volumen de la 

amplificación y luego es purificado del gel utilizando un kit comercial (Zymoclean ™ Gel DNA 

recovery kit, EE.UU). El producto purificado fue clonado en el sitio BamHI del vector pEGFP-C3 

(Clontech, EE.UU.), utilizando la T4 ADN ligasa (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. El producto de la ligación (2 μL) fue utilizado para 

transformar 40 μL de DH5-alfa Escherichia coli electro-competentes. Para la electroporación se 

utilizó el equipo GenPulser Xcell ™ (BioRad, EE.UU.). Se utilizaron placas de LB agar con 

kanamicina 50 μg/mL. Fueron seleccionadas 4 colonias al azar y los plásmidos fueron 

purificados utilizando un kit comercial (kit Zyppy ™ Plasmid Miniprep, EE.UU.) (Fig.5.3.3C 

complementaria). Para identificar los plásmidos con el inserto se realizó la digestión con la 

enzima BamHI (Fig.5.3.3D complementaria). Los tres plásmidos con el inserto de 

aproximadamente 2.8kb fueron secuenciados mediante el Servicio de Secuenciación del 

Instituto Pasteur de Montevideo y el Servicio de Secuenciación Macrogen, Korea. Para la 

secuenciación se utilizaron en primer lugar, dos cebadores complementarios a la secuencia del 

vector (EGFP-C3F y pBABE-3R). Una vez conocida la secuencia, fueron diseñados 4 

cebadores internos para poder secuenciar y confirmar la totalidad de la secuencia del inserto. 

La secuencia del genoma completo se pudo obtener a partir de los 3 plásmidos obtenidos, la 

única diferencia es que en dos de los plásmidos el inserto está clonado en el mismo sentido 

mientras que en el restante esta clonado en el sentido inverso.  

Uno de los objetivos de esta sección de la tesis fue la obtención de la secuencia del genoma 

completo de una cepa de TTSuV circulante en Uruguay. Existen relativamente pocos genomas 

completos de estos virus en la base de datos y es preciso conocer su genoma para 

comprender aspectos de su epidemiología molecular y su biología. A su vez, se planteó la 

posibilidad de diseñar un clon infeccioso, ya que la ausencia de un sistema de aislamiento in 

vitro de TTSuV limita ampliamente su estudio. Debido a que el genoma completo fue clonado 

en un vector a partir de un sitio de restricción incluido como sitio único en la secuencia, es que 

al igual que para PCV2 (capítulo 6 parte I, sección 4.11) este sistema puede utilizarse como 
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potencial clon infeccioso (Fig.5.3.4 complementaria). El corte del vector con la enzima BamHI, 

la purificación del inserto y la posterior re-circularización mediante la utilización de una T4 ADN 

ligasa da como resultado un ADN de doble cadena circular que puede ser transfectado en una 

línea celular. De hecho, el plásmido recombinante obtenido en este trabajo, comprende 

prácticamente el mismo diseño que el clon infeccioso de TTSuVk2a construido en un reporte 

reciente, el cual resultó infectivo en 9 líneas celulares diferente (Huang et al., 2012b). Sería 

interesante, contar con anticuerpos contra TTSuVk2a, que permitan identificar las proteínas 

virales, aunque estudios preliminares de la expresión de ARN mensajero podrían realizarse.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



170 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ARTÍCULO VI 

  



171 

  



172 

  



173 

  



174 

  



175 

  



176 

  



177 

  



178 

  



179 

  



180 

 



181 

 



182 

 

 AB076001 JAPAN

 NC 014070 JAPAN

 GU456383 USA 

 GU456383 USA

 JF451549 SPAIN

 JN181971 SPAIN

 JF451525 NETHERLANDS

 AY823990 BRAZIL

 GU188045 GERMANY

 GU570201 SPAIN

 GU570202 SPAIN

 JF451489 USA

 JF451532 CHILE

 URU78

 JF451539 SPAIN

 JF451539 SPAIN

 JF451531 CHILE

 JN191455 UGANDA

 JF451545 THAILAND

 JF451545 THAILAND

 JF451575 SPAIN

 JF451546 NETHERLANDS

 HM633254 CHINA

 HM633254 CHINA

 Uy1

 JF451564 CHILE

 URU59

 JF451521 CANADA

 HM633253 CHINA

 HM633253 CHINA

 JF451555 CANADA

 URUTV1H

 URUTV1G

 URU42

 URU57

 JF694117 CHINA

 GQ120664 CANADA

 GU456384 USA 

 GU456384 USA

 URU73

 JX444440 ROMANIA 

 JF451540 SLOVAKIA

 URUTV1P

 URUTV1R

 JF451512 ARGENTINA

 GU570198 SPAIN

 GU570198 SPAIN

 GU570200 SPAIN

 JF451579 THAILAND

 JF451578 SPAIN

 JF451820 USA

 JF451829 GERMANY

 URU57

 URU73

 JF451821 CANADA

 JF451823 KOREA

 JF451824 USA

 JF451826 AUSTRALIA

 JF451833 AUSTRALIA

 JN191493 UGANDA

 HM633236 CHINA

 HM633234 CHINA

 JF451846 SOUTH KOREA

 JF451843 GERMANY

 HM633238 CHINA

 URUTV2P

 URUTV2R

 GU456385 USA

 HM633219 CHINA

 GU570206 SPAIN

 JF451632 CHILE

 URU90

 HM633220 CHINA

 HM633218 CHINA

 GU188046 GERMANY

 HM633230 CHINA

 GU456386 USA

 HM633228 CHINA

 HQ204188 CHINA

 URU78

 AY823991 BRAZIL

 URU59

 GU570203 SPAIN

 JF451616 ARGENTINA

 Uy1

 JX083857 BRAZIL

 JF451681 CHILE

 JF451743 SPAIN

 JF451809 GERMANY

 JF451688 THAILAND

 GU570207 SPAIN

 AB041007 TTV human

 

 

Figura 5.3.1 complementaria. 

Análisis filogenético basado en la 

secuencia UTR. Se incluyeron 

diferentes cepas de TTSuV1 y 

TTSuVk2a con su número de acceso 

al GenBank y país de origen. Una 

cepa de TTV humano fue incluida 

como grupo externo del análisis. Se 

incluyeron cepas Uruguayas de 

diferentes grupos genéticos, las cuales 

se indican en negro. Las cepas 

identificadas en diferentes órganos del 

mismo animal se muestran en rojo. Se 

muestran valores de soporte de 

bootstrap superiores al 70%.  
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Figura 5.3.2 complementaria. Distribución de las cargas virales de TTSuV1 y TTSuVk2a en 

animales infectados con PCV2 con y sin sintomatología. Se indica el valor promedio y el desvío 

estándar para cada uno de los grupos. La carga viral se muestra en copias/mL en escala logarítmica. El 

punto atípico en la gráfica de TTSuVk2a en el grupo PCV2+/con sintomatología corresponde a la muestra 

URU59 con 8.03 log 10 copias/mL. 
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Figura 5.3.3 complementaria. Obtención del genoma completo de TTSuVk2a URU59 por RCA. A) 

Producto de amplificación de la ADN polimerasa Phi29. En 1 se observa una muestra negativa para 

TTSuV y en 2 se muestra URU59. B) En el carril 2 se observa el fragmento de aproximadamente 2.8kb 

obtenido luego de la digestión del producto de amplificación A con la enzima BamHI. C) Se observan los 

plásmidos purificados a partir de 4 colonias transformadas con el vector pEGFP-C3 conteniendo el 

fragmento de 2.8kb obtenido en B. D) Producto de la digestión de los plásmidos con BamHI. Sólo los 

plásmidos 1, 2 y 4 contienen el inserto de interés. M: marcador de peso molecular de 1kb (Thermo Fisher 

Scientific, EE.UU. 

 

 

Figura 5.3.4 complementaria. Diagrama 

esquemático de la construcción que 

contiene el genoma completo de TTSuVk2a. 

Se muestra la localización del inserto (gris) 

clonado en los sitios BamHI del vector pEGFP-

C3 (negro). Se indica la posición del genoma 

de TTSuVk2a de URU59 a la que corresponde. 

También se detalla la posición del primer y 

último nucleótido del genoma.  
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5.4. Trabajo complementario. Detección y caracterización molecular de TTVh en 

Uruguay. 

A raíz del estudio sobre TTSuV en cerdos, resultó interesante comenzar a investigar la 

circulación de TTV en humanos. Particularmente, fueron analizadas muestras de pacientes con 

HIV-I, con hepatitis B, C y de etiología desconocida, observándose una alta frecuencia de 

infección (79%, 67/85) y una gran variabilidad genética entre las cepas detectadas. Este 

constituyó el primer reporte de la detección de TTVh en humanos en Uruguay y fue el trabajo 

de tesina de grado de la Lic. Florencia Cancela, el cual estuvo bajo mi tutoría y la del Dr. Juan 

Arbiza. La selección de la población de estudio estuvo basada en los numerosos reportes que 

asociaban una alta prevalencia de este virus en pacientes inmunocomprometidos o con 

hepatitis (Charlton, et al., 1998; Christensen et al., 2000). Sin embargo, al igual que ocurre con 

TTSuV, TTVh también ha sido identificado en la población sana con prevalencias del 46-69% 

(Devalle y Niel, 2004; Mazzola et al., 2015) y por lo tanto, sería interesante realizar este mismo 

trabajo pero en donantes de sangre. Por otro lado, ya que hay evidencia muy reciente de que 

tal vez los TTV no sean especie-específicos y que su rango de hospedero sea más amplio del 

que se cree (Singh y Ramamoorthy, 2018), también sería interesante evaluar la presencia de 

TTSuV en estas muestras humanas y viceversa.  
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6. Parte III. Estudio de PRRSV en Uruguay 

6.1. Revisión bibliográfica 

6.1.1 Taxonomía viral y características generales 

PRRSV es un virus envuelto con genoma ARN simple hebra de polaridad positiva (Snijder y 

Meulenberg, 1998). El diámetro del virión es de aproximadamente 45-60nm y contiene una 

nucleocápside de 30-39nm (Wensvoort et al., 1992; Snijder et al., 2013) (Fig.6.1.1). El virus es 

sensible a los solventes lipídicos y se inactiva completamente a 56ºC por 45 minutos. A su vez, 

los títulos del virus pueden disminuir en un 90% su infectividad a un pH <5 o >7 (Benfield et al., 

1992). Según el ICTV del año 2017, PRRSV es miembro del género Porartevirus, familia 

Arteriviridae, orden Nidovirales, junto con el virus elevador de la lactato deshidrogenasa y el 

arterivirus de rata. A su vez, se ha definido que PRRSV comprende dos especies: PRRSV-1 y 

PRRSV-2. 

 

 

6.1.2. Descubrimiento y distribución actual 

El PRRS fue reportado por primera vez en EE.UU. en 1987 (Keffaber, 1989), y posteriormente 

en Europa en 1990 (Wensvoort et al., 1991). Inicialmente, tuvo numerosas denominaciones: 

enfermedad misteriosa del cerdo, síndrome respiratorio e infertilidad porcina, enfermedad de la 

oreja azul, síndrome respiratorio y aborto epidémico porcino (Keffaber, 1989; Wensvoort et al., 

1991). Desde su descubrimiento, esta enfermedad ha emergido rápidamente a nivel mundial, 

siendo en la actualidad una enfermedad endémica en muchos países productores (Rossow, 

1998).  

 

Figura 6.1.1. Criomicroscopía electrónica de 

partículas de PRRSV. Se observan partículas de forma 

ovalada. El genoma viral se encuentra empaquetado por 

las proteínas de la nucleocapside y rodeando a ésta se 

encuentras las glicoproteínas de superficie y las 

proteínas de membrana que están insertas en la 

envoltura lipídica. La barra de escala representa 100 nm. 

Imagen extraída con modificaciones de Lunney et al., 

2016. 
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En 1991, un virus ARN denominado Lelystad o PRRSV tipo 1 fue aislado en Holanda e 

identificado como el agente etiológico del PRRS (Wensvoort et al., 1991). Subsecuentemente 

en 1992, un virus similar ATCC VR-2332 o PRRSV tipo 2 fue aislado y caracterizado en EE.UU. 

(Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992). Posteriormente, la cepa VR2385, una cepa virulenta 

de PRRSV-2 fue identificada a mediados de la década de 1990, la cual divergió de VR2332 

aproximadamente en un 8% de identidad nucleotídica (Meng et al., 1996). PRRSV-2 o tipo 

americano se encuentra distribuido principalmente en América del Norte y Asia, mientras que 

PRRSV-1 o tipo europeo está más restringido a países de Europa (Yoshii et al., 2004). Sin 

embargo, la coexistencia de los 2 tipos virales fue reportada en Dinamarca (Madsen et al., 

1998) y en Canadá (Dewey et al., 2000). 

Un estudio serológico con muestras retrospectivas realizado en Canadá ha detectado la 

presencia de anticuerpos contra PRRSV desde al menos el año 1979 (Carman et al., 1995). En 

Europa y Asia, también han evidenciado la circulación del virus previo a la emergencia del 

primer brote de PRRS (Zimmerman, 2003).  

PRRS ha causado inmensas pérdidas económicas en la industria porcina y es considerada una 

de las enfermedades infecciosas en cerdos más importantes. De hecho, como ha sido 

mencionado anteriormente es una enfermedad de declaración obligatoria ante la OIE. En la 

figura 6.1.2 se muestra la distribución de la enfermedad y/o infección a nivel mundial en el año 

2016 (OIE, 2018b). 

 

Figura 6.1.2. Distribución geográfica de PRRS. Información del año 2016. Se detalla en la leyenda con 

código de color los diferentes estatus de la enfermedad o la infección para cada país. Extraído de OIE, 

2018b. 
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6.1.3. Enfermedades asociadas y transmisión.  

PRRSV afecta a cerdos de todas las edades y causa aumento del número de abortos, 

disminución en las tasas de concepción y aumento de la mortalidad en cerdos neonatales y 

destetados (Keffaber, 1989; Wensvoort et al., 1991). Los síntomas clínicos típicos son 

problemas respiratorios moderados a severos en cerdos recién nacidos o en lechones en 

crecimiento, y fallo reproductivo en madres preñadas (abortos, muerte fetal, partos prematuros 

y fetos momificados) (Lunney et al., 2016).  

Existen considerables diferencias de virulencia entre distintas cepas de PRRSV. Desde su 

emergencia, varias cepas altamente patogénicas han evolucionado causando numerosos 

brotes de la enfermedad en diferentes países. A finales de los años 90, surgió una cepa atípica 

de PRRSV que causó alta mortalidad y abortos en EE.UU. (Mengeling et al., 1998). 

Posteriormente, una cepa altamente virulenta denominada 1-8-4 fue reportada en el centro-

norte de EE.UU. (Han et al., 2006). En China y el sudeste asiático, se informó que cepas de 

PRRSV-2 altamente patogénicas (HP-PRRSV) estaban asociadas a una alta mortalidad (20%) 

tanto en cerdos jóvenes como adultos, junto a una enfermedad respiratoria severa y fiebre 

elevada (Tian et al., 2007). Recientemente, en Europa del este fue reportada la circulación de 

una cepa de PRRSV-1 altamente patogénica, denominada Lena, la cual comparte una 

identidad de secuencia nucleotídica del 87% con la cepa de referencia PRRSV-1 Lelystad 

(Karniychuket al., 2010). A su vez, el estado inmune del hospedero también es un factor muy 

importante en el desarrollo de la enfermedad y mientras que algunas granjas pueden tener 

cerdos con infección subclínica de PRRSV, otras experimentan enfermedades reproductivas 

y/o respiratorias graves (Lunney et al., 2016). Por otro lado, se ha reportado que PRRSV como 

agente primario o en co-infección con otros patógenos pueden producir una complicación de la 

enfermedad del complejo respiratorio porcino (PRDC, por sus siglas en inglés) (Brockmeier et 

al., 2002). Ha sido observada una neumonía pulmonar más severa y de mayor duración en 

cerdos infectados con Mycoplasma hyopneumoniae y PRRSV (Thacker et al., 1999), y una 

sintomatología clínica más exacerbada en cerdos co-infectados con PRRSV y Bordetella 

bronchiseptica (Brockmeier et al., 2000). El PRRSV también desempeña un papel importante 

en las PCVAD. De hecho, la infección de los cerdos con PRRSV y PCV2 genera síntomas 
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clínicos y lesiones pulmonares más graves que las asociadas con la infección por cualquiera de 

los agentes por separado (Allan et al., 2000). Existe evidencia de interacción de PRRSV con 

otros patógenos porcinos, incluidos el coronavirus respiratorio porcino, SIV y Haemophilus 

parasuis, al alterar la respuesta típica del hospedero a la infección por un solo patógeno (Van 

Reeth et al., 1996; Solano et al., 1997).  

El contacto directo entre cerdos enfermos y sanos es la ruta predominante de transmisión 

(Rossow, 1998). Los animales infectados comúnmente eliminan PRRSV en saliva, secreciones 

nasales, orina, semen y, ocasionalmente, en las heces. El virus puede eliminarse por estas 

vías en períodos variables de tiempo. En saliva el virus puede ser liberado hasta 42 días post-

infección (dpi), en secreciones nasales hasta 21 dpi, en la orina hasta 28 dpi, en semen hasta 

92 dpi y en heces hasta 38 dpi (Rossow, 1998).  

La transmisión vertical se produce por vía transplacentaria, preferentemente en el último 

trimestre del embarazo y es independiente de la virulencia de las cepas de PRRSV. Si bien aún 

se desconoce el mecanismo por el cual esto ocurre, se cree que probablemente, la replicación 

viral en el endometrio y la placenta pueden originar la muerte fetal (Karniychuk y Nauwynck, 

2013; Lunney et al., 2016). 

 

6.1.4 Organización genómica y proteínas virales. 

Según el sistema de clasificación basado en ácido nucleico viral ideado por David Baltimore, 

PRRSV se clasifica dentro del Grupo IV (Baltimore, 1971), ya que posee un genoma de ARN 

monocatenario de polaridad positiva que contiene una caperuza y una cola poli A en los 

extremos 5’ y 3’, respectivamente. Posee una longitud de aproximadamente 15 kb y codifica 

para 11 ORFs flanqueados en ambos extremos por secuencias 5’ y 3’ UTR (Fig.6.1.3) (Kappes 

y Faaberg, 2015). ORF1a y ORF1b constituyen aproximadamente las tres cuartas partes del 

genoma viral policistrónico y codifican dos poli-proteínas grandes pp1a y pp1ab. La poli-

proteína pp1a se escinde después de la traducción en 10 proteínas funcionales no 

estructurales (nsps) que incluyen nsp1α, nsp1β, nsp2, nsp3, nsp4, nsp5, nsp6, nsp7α, nsp7β y 

nsp8. El clivaje es producido por una compleja cascada proteolítica que está dirigida por 4 

cascadas de dominios proteinasa codificados en ORF1a (nsp1α, nsp1β, nsp2 y nsp4). 
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Asimismo, la poli-proteína pp1ab se procesa en 4 nsps (nsp9, nsp10, nsp11 y nsp12). El 

ORF1a’, codifica dos proteínas virales recientemente descubiertas, nsp2TF y nsp2N (revisado 

por Kappes y Faaberg, 2015; Lunney et al., 2016). Las proteínas no estructurales tienen 

funciones en la replicación viral siendo por ejemplo nsp9 la ARN polimerasa viral ARN 

dependiente, nsp10 una helicasa, nsp11 una endoribonucleasa, nsp2 y nsp3 proteínas 

transmembrana involucradas en la inducción de reordenamientos de membrana asociados a la 

replicación (Kappes y Faaberg, 2015). Algunas proteínas no estructurales, como nsp1α y 

nsp1β, actúan modulando la respuesta inmune del hospedero mediante la supresión del 

interferón de tipo I (IFN-I) (Lunney et al., 2016). 

Los restantes 8 ORFs localizados en el extremo 3’ del genoma codifican para proteínas 

estructurales (ORF2a, 2b, 3-7 y 5a). Cuatro de estas proteínas son glicoproteínas de 

membrana denominadas GP2a, GP3, GP4 y GP5, 3 proteínas son no glicosiladas asociadas a 

la membrana (E, ORF5a y M), y por último, la proteína N que constituye la nucleocápside del 

virus (Lunney et al., 2016) (Fig.6.1.3). Las glicoproteínas minoritarias GP2a, GP3 y GP4 forman 

un complejo trimérico fuertemente N-glicosilado necesario para la entrada del virus a la célula 

(Fig. 6.1.5A) (Das et al., 2010; Wissink et al., 2005). Las proteínas estructurales mayoritarias de 

la partícula viral son codificadas por ORF5, ORF6 y ORF7 (Kappes y Faaberg, 2015). ORF5 

codifica para la glicoproteína estructural mayoritaria, GP5, la cual es la más variable a nivel 

genético y posee un número variable de sitios de N-glicosilación. ORF6 codifica para la 

proteína no glicosilada mayoritaria de matriz, M, la cual es altamente conservada y forma un 

heterodímero con la proteína GP5 (Fig.6.1.5A) (Lunney et al., 2016). Los heterodímeros 

formados por las proteínas principales GP5 y M son indispensables para la formación de 

partículas virales y, posteriormente, para la infectividad viral al interactuar con los receptores 

celulares (Dokland, 2010). Por otra parte, ORF7 codifica para la proteína N, la cual es la 

proteína viral estructural más abundante del virión y forma la nucleocápside que empaqueta el 

ARN viral. Recientemente, se ha sugerido que la nucleocápside de PRRSV constituye un core 

pleomórfico (Dokland, 2010) (Fig. 6.1.3B). La proteína N forma homodímeros y no posee 

dominios transmebrana. Es una proteína no glicosilada y está fosforilada (Kappes y Faaberg, 

2015; Lunney et al., 2016). A su vez, al igual que nsp1α y nsp1β, la proteína N es un potencial 

antagonista de IFN-I (Lunney et al., 2016). En general, es la proteína utilizada para el 
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diagnóstico viral ya que es una región altamente antigénica y conservada (Guarino et al., 1999; 

Amosin et al., 2009). Finalmente, las proteínas minoritarias no glicosiladas e hidrofóbicas E y 

5a, son codificadas por ORF2b y ORF5a, respectivamente. Se encuentran incorporadas en el 

virión como complejos multiméricos y son esenciales para la viabilidad del virus (Lunney et al., 

2016). Si bien la función de ORF5a aún no se conoce, la proteína E parece ser importante para 

el desnudamiento viral (Lee y Yoo, 2006).  

En cuanto a las regiones no codificantes, la UTR 5’ y 3’ son altamente conservadas entre los 

miembros de la familia Arteriviridae y se considera que son esenciales para la replicación viral, 

la transcripción y la síntesis de proteínas (Kappes y Faaberg, 2015). Ambas generan 

estructuras secundarias de ARN importantes para la regulación de dichas funciones. La UTR 5’ 

contiene una estructura de caperuza y es genéticamente muy variable entre las dos especies 

de PRRSV. La UTR 3’ se localiza luego de ORF7 (Fig. 6.1.3A), consiste en 150 nt sin incluir la 

cola poli A, y es variable entre las cepas de PRRSV pero menos que la UTR 5’ (Kappes y 

Faaberg, 2015). 
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Figura 6.1.3. Organización genómica de PRRSV y estructura del virión. A) Representación 

esquemática del ARN genómico (genomic RNA, en inglés) de 15kb de PRRSV, donde se indican las 

regiones UTR y los 11 ORFs. B) Representación esquemática de la partícula viral, en la cual se detallan 

las glicoproteínas minoritarias de la envoltura (envelope, en inglés) de bicapa lipídica (lipid bilayer, en 

inglés): GP2a, GP3 y GP4 que forman un trímero (Minor GP trimer, en inglés), la glicoproteína mayoritaria 

GP5 que forma un heterodímero con la proteína M (Major envelope protein dimer, en inglés). Asimismo, 

se señalan las proteínas hidrofóbicas minoritarias E y 5a (small hydrophobic proteins, en inglés). La 

proteína N (N protein, en inglés) forma la nucleocápside (nucleocapsid, en inglés) que empaqueta al ARN 

genómico de cadena positiva (+RNA genomic, en inglés). Extraído con modificaciones de Kappes y 

Faaberg, 2015 y Snijder et al., 2013. 

 

6.1.5. Patogenia y ciclo replicativo 

El cerdo es el único hospedero natural conocido para PRRSV y tiene un tropismo restringido 

por células del linaje de monocitos/macrófagos. Los macrófagos alveolares porcinos (PAMs, 

por sus siglas en inglés) sirven como blanco primario para la infección del virus, el cual se 

propaga rápidamente por todo el cuerpo del animal por la vía linfática e infecta macrófagos en 

los tejidos linfoides (ganglios, amígdalas, bazo). Además, PRRSV también infecta macrófagos 

intra-vasculares de la placenta y el cordón umbilical; sin embargo, las PBMC y los macrófagos 

peritoneales no son permisivos a la infección por PRRSV (Duan et al., 1997a, b; Lawson et al., 

1997; Thanawongnuwech et al., 2000). Por otro lado, se ha reportado que el virus puede 

replicar en células dendríticas diferenciadas a partir de monocitos (Loving et al., 2007).  
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La infección por PRRSV se puede dividir en al menos tres etapas distintas: infección aguda, 

persistencia y extinción (Fig. 6.1.4). En la primera etapa de infección aguda el pulmón es el 

principal sitio de infección y la replicación viral en macrófagos alveolares produce viremia a las 

6-12 horas post-infección (hpi). Este periodo también se caracteriza por una alta carga viral en 

los tejidos linfoides y por viremia en suero, la cual puede durar varias semanas a pesar de la 

presencia de anticuerpos (Lopez y Osorio, 2004; Lunney et al., 2016). Durante la etapa de 

infección persistente, los animales no presentan signos evidentes de enfermedad y la 

replicación se localiza preferentemente en órganos linfoides como amígdalas y ganglios 

linfáticos. Asimismo, se ha sugerido que PRRSV persiste en un estado de replicación continua 

que va descendiendo a lo largo del tiempo (Allende et al., 2000). En la última etapa, el virus 

desaparece pero no se sabe con exactitud cuando esto ocurre. En general, la mayoría de los 

cerdos eliminan completamente el virus a los 3-4 meses de haberse infectado. Sin embargo, 

PRRSV tiene la capacidad de persistir en algunos animales durante largos períodos de tiempo. 

De hecho, se ha observado que animales con infección persistente el ARN viral del PRRSV 

puede ser identificado en suero hasta 251 dpi. Sin embargo, en este mismo trabajo el virus no 

pudo aislarse a partir de suero luego de los 56 dpi (Wills et al., 2003).  

En términos generales, además de la sintomatología clínica descripta, PRRSV suprime la 

respuesta inmune del hospedero y puede permitir que patógenos oportunistas o secundarios 

establezcan infecciones, resultando en una enfermedad aún más grave (Lunney et al., 2016).  

La infección por el virus genera una respuesta de anticuerpos a los 7-9 dpi pero sin evidencia 

de protección. Los anticuerpos neutralizantes (NAb) solo aparecen tardíamente, típicamente 

luego de los 28 dpi (Loving et al., 2015) (Fig.6.1.4). Los ensayos comerciales para la 

identificación de anticuerpos en suero, en general detectan anticuerpos contra la proteína N, 

los cuales aparecen más tempranamente pero no son neutralizantes ni protectores (Lopez y 

Osorio, 2004). A su vez, anticuerpos contra proteínas nsp también son identificados 

tempranamente luego de la infección (de Lima et al., 2006). Mientras que el título de 

anticuerpos contra N disminuye a los 126 dpi, la respuesta de anticuerpos contra nsp lo hace a 

los 202 dpi (Brown et al., 2009). Debido a ello y a las infecciones persistentes características de 

PRRSV, es que ensayos por inmuno-absorción ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en 

inglés) basados en la identificación de anticuerpos contra las proteínas N o nsp virales pueden 
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ser negativos pero aún puede detectarse ARN viral en suero o tejidos. Incluso, en esta 

situación el virus puede seguir transmitiéndose a cerdos sanos (Will et al., 2003). Por otra 

parte, la glicoproteína GP5 presenta un epítope señuelo inmunodominante con respecto al 

epitope neutralizante y los anticuerpos producidos tempranamente contra esta proteína de 

superficie tampoco son protectores de la infección (Ostrowski et al., 2002).  

 

Figura 6.1.4. Carga viral y respuesta humoral en un cerdo infectado con PRRSV. Se detallan las tres 

etapas de infección: aguda, persistente y extinción (stage of infection: acute, persistent, extinct, 

repectivamente en inglés). Se señala la carga viral en el suero y en los tejidos linfoides según el tiempo 

post-infección en semanas (viral load in serum y lymphoid tissue respectivamente en inglés). La carga 

viral en el suero está indicada en un rango de respuestas: en línea continua violeta para una eliminación 

del virus rápida, en azul con línea punteada para una eliminación más lenta y en línea punteada violeta 

para virus persistentes o de rebote (rebound en inglés). Se especifica el tiempo de eliminación del virus en 

tejidos linfoides según el tipo de infección, aguda (celeste) o persistente (verde). Se muestra la respuesta 

humoral en relación al tiempo post-infección de anticuerpos neutralizantes (NAb) y anticuerpos contra 

diferentes proteínas de PRRSV (N, nsps y GP5). Extraído con modificaciones de Lunney et a., 2016.  

En cuanto a su ciclo replicativo, se conoce que PRRSV ingresa a la célula hospedera mediante 

endocitosis mediada por clatrina. El genoma viral es liberado al citosol luego de la acidificación 

del endosoma y la fusión de la membrana (Nauwynck et al., 1999). Numerosos estudios han 

demostrado que la infección por PRRSV es mediada por diversos receptores o factores 

celulares (Shi et al., 2015) como el sulfato de heparina, vimentina, CD151, CD163 porcino 

(CD163), CD169, CD209 y MYH9. Sin embargo, solo CD163 es indispensable para la infección 

por PRRSV tanto in vitro e in vivo (revisado por Nan et al., 2017). Para su propagación en 

cultivos celulares, además de los PAMs, se utilizan sub-clones de la línea celular continua de 



201 

riñón de mono verde africano MA104, como las MARC-145 (Kim et al., 1993). Asimismo, varias 

líneas celulares de diversas especies como PK-15, CRL2843, HEK293T y BHK21 también han 

demostrado ser aptas para la replicación del virus pero luego de la introducción de ADN copia 

de CD163 (Nan et al., 2017). El suero o pulmón son las muestras por excelencia para el 

aislamiento viral en cultivos celulares (Van Alstine et al., 1993). 

Dos proteínas estructurales minoritarias GP2a y GP4 han sido identificadas como las proteínas 

virales que median la entrada del virus en células susceptibles por la interacción con CD163 

(Fig. 6.1.5A) (Das et al., 2010). La traducción del genoma produce las poli-proteínas replicasas 

que como se detalló previamente se escinden mediante proteinasas virales para generar 

proteínas no estructurales, que se ensamblan en un complejo de replicación y transcripción 

(RTC, por sus siglas en inglés) (Lunney et al., 2016). El ciclo replicativo del virus depende de la 

reorganización de las membranas celulares para formar vesículas de membrana doble (DMV, 

por sus siglas en inglés), que se cree que derivan del retículo endoplásmico (Dokland, 2010). 

En estos sitios de replicación, el RTC primero se involucra en la síntesis de ARN de cadena 

negativa para producir ARN de cadena negativa tanto de longitud completa como 

subgenómicos (sg). Posteriormente, los ARNm sg de cadena negativa sirven como plantillas 

para la síntesis de los ARNm sg de cadena positiva necesarios para expresar los genes de 

proteínas estructurales que residen en el extremo 3’ del genoma (Lunney et al., 2016).  

Esto es porque el PRRSV emplea un mecanismo de síntesis de ARN discontinuo que se 

asemeja a la recombinación de ARN de elección de copia. Durante este proceso, la cadena de 

ARN naciente se transfiere de un sitio en la plantilla a otro, durante la síntesis de la cadena 

positiva o negativa, para producir moléculas de ARN sg y este proceso depende de secuencias 

reguladoras de la transcripción (TRS, por sus siglas en inglés), que están presentes en ambos 

sitios de la plantilla y aseguran la fidelidad de la transferencia de cadenas (Pasternak et al., 

2001). 

Los genomas de ARN recién generados se empaquetan en nucleocápsides y adquieren la 

envoltura al brotar de membranas del retículo endoplásmico liso y/o el complejo de Golgi. Los 

nuevos viriones se liberan de la célula por exocitosis (Fig. 6.1.5B) (Lunney et al., 2016). 
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Figura 6.1.5. Ciclo replicativo de PRRSV. A) Diagrama de las proteínas de la envoltura de PRRSV 

(PRRSV envelope, en inglés) y su interacción con el receptor CD163 de la membrana celular del 

hospedero (host cell plama membrane, en inglés) en la etapa de adsorción viral (attachment en inglés). B) 

Internalización del virus por endocitosis (Internalization y endocitocys, repectivamente en inglés). 

Posteriormente se produce el desnudamiento (uncoating, en inglés) por acidificación del endosoma y se 

libera el ARN viral de polaridad positiva (+ genome, en inglés) al citoplasma. Se traducen (translation, en 

inglés) las poli-proteínas (pp1a-nsp2TF, pp1a-nsp2N, pp1a y pp1ab) que luego de su clivaje (cleavage, en 

inglés) forman el complejo de replicación y transcripción, RTC. Esto ocurre en sitios de replicación DMV 

formados por membranas del retículo endoplásmico (endoplasmic reticulum, en inglés). El genoma es 

encapsidado en la nucleocápside (encapsidation, en inglés) y la envoltura es adquirida por brotamiento a 

partir de membranas intracelulares (budding, en inglés). El virus sale de la célula por exocitosis 

(exocytosis, en inglés). Extraído con modificaciones de Lunney et a., 2016.  

 

6.1.6. Variabilidad genética y vacunas actuales 

Los dos tipos virales que fueron originalmente descubiertos en los dos continentes, Americano 

y Europeo, actualmente son clasificados como especies distintas denominadas PRRSV-1 y 

PRRSV-2 (ICTV, 2017), y son sorprendentemente diferentes a nivel genético, con 

aproximadamente un 60% de identidad nucleotídica (Nelsen et al., 1999), e incluso, presentan 

serotipos diferentes (van Woensel et al., 1998). De hecho, la distancia evolutiva entre los dos 

linajes ha llevado a la hipótesis de que han evolucionado por separado de un ancestro común 

muy lejano (Plagemann, 2003). Sin embargo, en general, los síntomas clínicos, la organización 

genómica y el año de emergencia son similares entre las dos especies (Kappes y Faaberg, 
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2015). A su vez, PRRSV-1 y PRRSV-2 poseen una gran diversidad genética intra-especie y los 

diferentes subtipos virales pueden variar hasta un 20% a nivel nucleotídico (Han et al., 2006). 

PRRSV-1, según el análisis de las secuencias de ORF5 puede dividirse en 4 subtipos bien 

definidos. Dentro de estos, el subtipo 1, es el que presenta la mayoría de las secuencias ORF5 

de varios países (Stadejek et al., 2006). Aunque la mayor parte de su diversidad se encuentra 

en Europa, esta especie de PRRSV se ha introducido en 5 países no europeos, incluidos 

EE.UU. (Fang et al., 2007; Ropp et al., 2004), Canadá (Dewey et al., 2000), Corea del Sur (Lee 

et al., 2010), China y Tailandia (Thanawongnuwech et al., 2004).  

Paralelamente, en base a un estudio filogenético de aproximadamente 9.000 secuencias de 

ORF5, las cepas de PRRSV-2 pueden dividirse en 9 linajes diferentes (Shi et al., 2010). En 

cuanto a su distribución geográfica, las cepas Norteamericanas prevalecen en todos los linajes, 

excepto en dos linajes asiáticos específicos (linajes 3 y 4). Por otro lado, el linaje 1 contiene a 

su vez, varias secuencias Tailandesas, el linaje 8 contiene cepas Chinas altamente 

patogénicas, y los linajes 8 y 9, poseen varias cepas Italianas (Shi et al., 2010). Recientemente, 

cepas del linaje 1 y 2 han sido identificadas en el brote de PRRS del año 2013-2015 en Chile, 

mientras que las cepas del año 2000-2006 pertenecían al linaje 5 (Neira et al., 2017).  

El alto grado de variabilidad observada sugiere que tanto PRRSV-1 y PRRSV-2 están en 

constante evolución para adaptarse a la inmunidad existente y emerger como nuevas variantes 

para causar nuevos brotes de manera continua (Morgan et al., 2013). Los datos 

epidemiológicos señalan que el momento de divergencia entre PRRSV-1 y PRRSV-2 fue 

aproximadamente en el año 1980. Si esta estimación es correcta, PRRSV ha evolucionado a la 

tasa evolutiva más alta (en el orden de 10
-2

 s/s/a) de todos los virus de ARN conocidos (con 

tasas que van desde 10
-3

 a 10
-5

 s/s/a (Hanada et al., 2005). Esto se debe no solamente a la 

falta de mecanismos de corrección de errores de la ARN polimerasa ARN dependiente, sino 

que también a la gran tasa de recombinación que tienen estos virus, mediante el mecanismo de 

copy-choice, que dan como resultado una gran diversidad de cepas con variedad en la 

patogenicidad (Kappes y Faaberg, 2015). 

Esta característica de PRRSV significa un gran desafío para la obtención de vacunas eficaces 

que maximicen el control de la enfermedad. Las vacunas contra PRRSV están disponibles a 
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nivel comercial desde el año 1994. Actualmente hay dos tipos de vacunas: las vacunas con 

virus atenuado, resultantes del pasaje sucesivo en cultivos celulares, y las vacunas inactivadas. 

Se ha demostrado que las vacunas con virus atenuados provocan una respuesta inmune 

humoral relativamente débil pero una efectiva respuesta celular. Sin embargo, confieren 

protección contra cepas genéticamente homologas y una protección parcial o ninguna 

protección contra cepas heterólogas. Aunque los datos experimentales demuestran los efectos 

beneficiosos de este tipo de vacuna, su eficacia en el campo no es óptima. De hecho, se han 

producido brotes graves de PRRS en granjas vacunadas. Por otro lado, las vacunas 

inactivadas si bien son más seguras que las anteriores, proporcionan una eficacia muy limitada 

y se cree que incluso, son mucho menos efectivas que las vacunas atenuadas (revisado por 

Nan et al., 2017; Vu et al., 2017). 
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6.2. Objetivos específicos parte III 

 

1. Realizar un relevamiento serológico de PRRSV en cerdos de diferentes regiones del 

país que permitan evaluar el estatus sanitario de esta virosis emergente de alto 

impacto en cerdos del Uruguay. 

 

2. Optimizar e implementar herramientas de detección molecular y aislamiento en cultivos 

celulares que permitan investigar la presencia de la infección de PRRSV en el país.  
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6.3. Primer reporte de infección por PRRSV en cerdos del Uruguay 

Este trabajo se desarrolló en el marco de un proyecto INIA-FPTA denominado “Relevamiento 

serológico de virus suinos de alto impacto sanitario/económico en establecimientos de 

producción porcina”. El objetivo del mismo fue investigar el estatus sanitario de diversas 

poblaciones de cerdos pertenecientes a diferentes criaderos pequeños, medianos y grandes 

del Uruguay mediante el relevamiento serológico de cuatro virosis emergentes de importancia 

en salud animal y/o humana: PRRSV, PPC, ADV y SIV. Como se detalló anteriormente, no se 

contaba con información actualizada en el país sobre la circulación de estas virosis emergentes 

desde el año 2000 y en el caso de SIV, nunca se había realizado un relevamiento serológico.  

Fueron recolectados 524 sueros en un total de 8 muestreos diferentes en el periodo 2014-2016 

y fueron empleados kits de ELISA comerciales para cada uno de los virus. Debido a que se 

trató de un relevamiento de enfermedades denunciables (PRRSV, CSFV y ADV según la lista 

de enfermedades denunciables ante la OIE del año 2014), las muestras fueron adquiridas en 

criaderos o en frigoríficos de faena con previo consentimiento informado. 

Si bien no se identificó la presencia de anticuerpos contra ADV y CSFV, como resultado 

relevante de dicho proyecto, se destaca la primera detección de anticuerpos contra PRRSV en 

cerdos del Uruguay. Las muestras fueron evaluadas con un kit de ELISA indirecto comercial 

que detecta anticuerpos contra PRRSV-2 o de tipo americano (CIVTEST SUIS PRRS A/S, 

Hipra, España). El 9.9% de las muestras (52/524) resultaron presentar anticuerpos contra el 

virus y en todos los muestreos realizados (1-8) fueron identificados sueros positivos (En los 

Departamentos de Salto, Colonia y Canelones). Posteriormente, 311 muestras de las 524 

fueron testeadas con otro kit de ELISA comercial, PrioCHECK® PRRSV Ab porcine (Thermo 

Fisher Scientific, EE.UU), que detecta anticuerpos contra las dos especies de PRRSV. El 7% 

de las muestras analizadas con este kit resultaron tener anticuerpos contra el virus. Si bien 

fueron incluidas las 52 muestras positivas previamente analizadas con el otro kit, fue posible 

confirmar por ambos un total de 12 positivos (Tabla 6.3.1 complementaria). Estos datos indican 

que los dos kits comerciales utilizados en este trabajo poseen diferente especificidad y/o 

sensibilidad. Esto ha sido previamente demostrado por otros investigadores (Sattler et al., 

2014; Biernacka et al., 2018). De hecho, en un estudio muy reciente en donde se compararon 6 

kits de ELISA comerciales para el diagnóstico de anticuerpos contra PRRSV, se ha observado 
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que solo los kit de ELISA de la marca IDEXX e Hipra tienen un 100% de especificidad. Sin 

embargo, el kit de la marca PrioCHECK® resultó ser el de menor especificidad. Por otro lado, 

la sensibilidad del kit de Hipra mostró ser inferior a la del kit PrioCHECK® (Biernacka et al., 

2018). A su vez, estos autores afirman que no es posible realizar una adecuada comparación 

de los valores obtenidos en los diferentes kits debido a que presentan distintos cut-off 

(Biernacka et al., 2018). En el caso de los utilizados en este trabajo, la interpretación del 

ensayo con CIVTEST SUIS PRRS A/S de Hipra se basa en el índice relativo x100 (IRPC), el 

cual se calcula con la siguiente fórmula: ((densidad óptica (DO) de la muestra – OD del control 

negativo)/ (DO del control positivo-DO del control negativo)) x100. El cut-off de este test es 

20%, siendo positivas las muestras mayores a este valor. Por otro lado, en el caso del kit 

PrioCHECK® PRRSV Ab porcine, el ensayo se basa en el porcentaje de positividad (PP) 

utilizando el mismo calculo que para el kit Hipra pero posee un cut-off de 30%, siendo positivas 

las muestras iguales o mayores a este valor.  

Paralelamente, fueron testeadas 23 muestras pertenecientes a la seroteca utilizada en la parte 

I y II de esta tesis. Como se ha especificado, estas muestras corresponden al periodo 2010-

2014 y en su mayoría provienen de cerdos infectados con PCV2 y/o con sintomatología 

compatible a las PCVAD. Para evaluar la presencia de anticuerpos contra PRRSV en estas 

muestras fue utilizado el kit CIVTEST SUIS PRRS A/S, Hipra, España. El 56.5% de las 

muestras de archivo analizadas resultaron tener anticuerpos contra el virus. En la Tabla 6.3.2 

complementaria se detallan las muestras seropositivas y la información correspondiente al 

estatus de infección con PCV2, sintomatología, año de colecta y origen geográfico. Las 13 

muestras positivas corresponden a 8 criaderos diferentes (denominados A-H) localizados en 

los Departamentos de Soriano, Canelones y Montevideo. A su vez, se detectaron anticuerpos 

contra PRRSV en todas las categorías de animales (padrillo, madres y lechones).  

La identificación de anticuerpos contra PRRSV en granjas pertenecientes a distintos 

Departamentos y en los diferentes años de estudio, sugiere que los cerdos del Uruguay han 

estado en contacto continuo con el virus. Incluso, los datos obtenidos para las muestras de 

archivo, evidencian que probablemente su circulación esté ampliamente distribuida en el país 

desde al menos el año 2011. Se descarta la detección de anticuerpos inducidos por la 

vacunación, ya que la misma no se practica en el país debido a que no hay antecedentes de la 
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circulación del virus en Uruguay, ni en los países limítrofes. Con el fin de evidenciar la 

presencia de PRRSV en cerdos del país, paralelamente, se optimizó e implementó una técnica 

de detección molecular, pudiéndose detectar por transcripción reversa (RT)-Nested PCR (de 

acuerdo al protocolo reportado por Shin et al., 1997) la presencia de ARN viral en muestras 

tanto seropositivas como seronegativas del periodo 2014-2016 (Fig.6.3.1 complementaria). 

Fueron procesadas 86 muestras pertenecientes a las colectas 1-8, positivas (n=33) o negativas 

(n=53) para los kits de ELISA empleados, siendo detectadas 14 muestras positivas por RT-

Nested PCR de las cuales 6 corresponden a muestras seropositivas y 8 a muestras 

seronegativas. Se ha reportado que en granjas no vacunadas la combinación de ensayos de 

ELISA y RT-PCR son necesarios para evaluar la circulación del virus ya que permite evidenciar 

también las infecciones tempranas y/o persistentes (Wills et al., 2003; Duinhof et al., 2011). De 

hecho, según el estudio reportado por Duinhof et al. (2011), en una selección aleatoria de 

muestras seronegativas en granjas no vacunadas y sin sintomatología clínica el 12.2% 

resultaron positivas por RT-PCR. 

Asimismo, también fue identificada la presencia de ARN viral en las muestras de archivo. Las 

cuatro muestras analizadas resultaron positivas por RT-Nested PCR, las cuales corresponden 

a las muestras número 10, 11, 12 y 13 descriptas en la Tabla 6.3.2 complementaria. Con 

excepción de la número 11, todas son muestras con IRPC muy elevado con respecto al cut off 

del ensayo de ELISA empleado y provienen de criaderos con problemas sanitarios y/o 

presentan sintomatología clínica. Posiblemente, el alto porcentaje de seropositividad y de 

detección de ARN viral, esté relacionado a la sintomatología clínica compatible con el PRRS 

(problemas reproductivos en madres y respiratorios en lechones) observada en varias de las 

muestras de archivo analizadas. Sin embargo, en ningún caso puede afirmarse que PRRSV 

sea el único patógeno causante de la enfermedad, ya que la co-infección con PCV2 puede 

observarse en algunos casos (Tabla 6.3.2 complementaria). Diversos estudios han reportado 

que PRRSV potencia la replicación viral de PCV2 (Allan et al., 2000; Rovira et al., 2002) y se 

ha demostrado que el riesgo de desencadenar PCV2-SD es mucho más elevado si el animal es 

infectado simultáneamente por ambos virus (Pogranichniy et al., 2002). Por ejemplo, el criadero 

E señalado en la Tabla 6.3.2 complementaria, un establecimiento pequeño de 70 madres 

ubicado en Canelones, presentó graves problemas respiratorios y desmedro en lechones. Los 
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animales no habían recibido ningún tipo de vacuna y eran desparasitados cada 3 meses. 

Todas las muestras de suero analizadas del criadero E resultaron estar infectadas con PCV2 

(capítulo 4 parte I, sección 4.7) y al menos una de ellas, resultó estar infectada también con 

PRRSV (número 10 Tabla 2 complementaria). A su vez, como se indicó en el capítulo de la 

parte II de esta tesis (sección 5.3), animales pertenecientes a este criadero resultaron tener 

una de las más altas cargas virales de PCV2 identificadas (3.2 x10
6
 copias/mL de suero). Por lo 

tanto, esta situación es compatible tanto con PRRS como con una leve a moderada PCV2-SD y 

el hecho de que ambas sean enfermedades multifactoriales y compartan características 

clínicas, hace que el diagnóstico primario de las enfermedades sea complejo para el personal 

veterinario. Estas muestras provienen del año 2013, cuando se consideraba que PRRSV no 

circulaba en el país y es por ello que estas muestras solo fueron testeadas en su momento 

para PCV2. A raíz de esta investigación, se enfatiza la importancia de evaluar la circulación de 

ambos agentes virales, ya que la co-infección podría resultar en un agravante de la 

enfermedad.  

El análisis de la secuencia de los 209 pb correspondientes a un fragmento del gen N mostró 

que todas las muestras eran idénticas a nivel genético. Si bien este gen que codifica para la 

proteína de la nucleocápside es muy conservado y más aún la región utilizada para el 

diagnóstico molecular, la poca variabilidad observada podría indicar un origen común y 

bastante reciente de la infección. Por otro lado, el análisis filogenético permitió observar, que 

las cepas detectadas resultaron estar más estrechamente relacionadas con cepas PRRSV-2 o 

tipo americano. De todas formas, es necesario continuar con el estudio de la caracterización 

molecular de las cepas identificadas para comprender cuales podrían haber sido las rutas de 

origen de la infección con PRRSV en Uruguay. Para ello, otros genes con mayor variabilidad 

como la ORF5 deberían de ser estudiados.  

Por último, para confirmar la circulación de virus infectivo se llevó a cabo el aislamiento viral en 

cultivos celulares de 15 muestras de suero positivas para la RT-Nested PCR, 12 muestras del 

periodo 2014-2016 y 3 muestras de archivo. Se realizó un primer pasaje en PAMs y se las 

incubó por 4 días. Posteriormente, se realizó un segundo pasaje en células MARC-145 y a las 

72 hs post-infección se observó efecto citopático de PRRSV en 6 muestras (Fig. 6.3.2 

complementaria). El efecto citopático característico de este virus consiste en pequeños grupos 
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redondeados de células que parecen estar por encima de la monocapa no infectada. Este ha 

sido descrito en varios estudios (Benfield et al., 1992; Zheng et al., 2015; Zhu et al., 2018). 

Solamente dos muestras que presentaron efecto citopático en MARC-145 previamente ya 

habían generado un cambio en la morfología en los cultivos de PAMs (Fig.6.3.2 

complementaria). Las muestras que presentaron efecto citopático en MARC-145 fueron 

colectadas en el año 2014 (3 muestras de 2 criaderos diferentes), en el año 2016 (2 muestras 

de diferentes criaderos) y en el año 2013 (muestra 10 Tabla 2 complementaria). Para confirmar 

el aislamiento viral se realizó una IFA con un anticuerpo contra la proteína N, la proteína más 

abundante del virus (Fig. 6.3.3 complementaria).  

En definitiva, en este capítulo de la tesis se evidenció la circulación de PRRSV en Uruguay 

mediante la utilización de herramientas serológicas, moleculares y de aislamiento en cultivos 

celulares, lo que significó su notificación obligatoria ante la OIE y una alerta sanitaria de esta 

enfermedad emergente para la región.  
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Supporting information 

 Map of Uruguay. Sampled Departments were identified with stars. Seropositive samples were 

detected in all Departments analyzed.  
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Tabla 6.3.1 complementaria. Muestras seropositivas para PRRSV confirmadas por ambos kits 

 

Nº de muestra 

 

Nº de colecta 

 

CIVTEST SUIS PRRS 

A/S (IRPC) 

cut off 20 

 

PrioCHECK® PRRSV 

Ab porcine (PP) 

cut off 30 

13 1 +(29) +(45) 

19 1 +(38) +(108) 

32 1 +(23) +(35) 

33 1 +(38) +(132) 

16 2 +(169) +(79) 

4 3 +(27) +(75) 

1 6 +(130) +(69) 

22 6 +(267) +(43) 

34 6 +(178) +(82) 

40 6 +(250) +(123) 

42 6 +(61) +(44) 

36 7 +(29) +(36) 

PP, porcentaje de positividad; IRPC, índice relativo x100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



219 

Tabla 6.3. 2 complementaria. Muestras de archivo seropositivas para PRRSV  

 

Muestra 

(categoría) 

 

Criadero 

(Departamento y año) 

 

Sintomatología 

 

PCV2 

 

CIVTEST SUIS 

PRRS A/S (IRPC) 

cut off 20 

 

1 

(Madre) 

 

A (Montevideo, Marzo 2011) 

 

Aborto 

 

+ 

 

+(225) 

 

2 

(Madre) 

 

B (Soriano, Junio 2011) 

 

Criadero con problemas 

reproductivos 

 

- 

 

+(44) 

3 

(Madre) 

B (Soriano, Junio 2011)  - +(24) 

4 

(Madre) 

B (Soriano, Junio 2011)  - +(34) 

5 

(Madre) 

B (Soriano, Junio 2011)  - +(57) 

 

6 

(Madre) 

 

C (Canelones, Agosto 2011) 

 

 

Sin sintomatología 

 

- 

 

+(68) 

7 

(Madre) 

C (Canelones, Agosto 2011)  - +(69) 

 

8 

(Padrillo) 

 

D (Canelones, Febrero 2012) 

 

Papilomas en escroto 

 

- 

 

+(127) 

 

9 

(Madre) 

 

C (Canelones, Octubre 2012) 

 

Criadero con problemas 

reproductivos 

 

- 

 

+(337) 

 

10 

(Lechón) 

 

E (Canelones, Octubre 2013) 

 

Desmedro y problemas 

respiratorios 

 

+ 

 

+(163) 

 

11 

(Madre) 

 

F (Canelones, Octubre 2013) 

 

Sin sintomatología 

 

+ 

 

+(59) 

 

12 

(Lechón) 

 

G (Canelones, Febrero 2014) 

 

Desmedro 

 

+ 

 

+(104) 

 

13 

(Madre) 

 

H (Canelones, Marzo 2014) 

 

Criadero con problemas 

sanitarios. Mortalidad de 

lechones 

 

- 

 

+(181) 
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Figura 6.3.1 complementaria. Detección de ARN de PRRSV por RT-Nested PCR. Corrida 

electroforética en gel de agarosa 1.5%, en donde se observa la amplificación de 209 pb en muestras 

seropositivas o seronegativas (carriles 1, 5-7). En los carriles 2-4 se observan muestras negativas por RT-

Nested PCR. Carril 8: Control negativo. M: Marcador de peso molecular de 100pb (Thermo Fisher, 

Scientific, EE.UU). 

 

 

Figura 6.3.2 complementaria. Aislamiento en cultivos celulares de una cepa de campo de PRRSV. 

A) Cultivo de PAMs sin infectar. B) Cultivo de PAMs luego de 4 días post-infección con una muestra 

positiva por RT-Nested PCR. Se muestra un caso en donde se observó un cambio en la morfología de las 

células. No en todos los casos se evidenció este cambio en la morfología. C) Cultivo de MARC-145 sin 

infectar. D) Efecto citopático característico de PRRSV en células MARC-145. Se observan agrupamientos 

de células redondeadas por encima de la monocapa. Magnificación original 10X.  
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Figura 6.3.3 complementaria. IFA con un anticuerpo contra la proteína N de PRRSV. Se muestra los 

resultados de la IFA que confirman el aislamiento de una cepa de PRRSV identificada en Uruguay. Se 

observa como la proteína N (en verde) se localiza principalmente en los agrupamientos celulares 

observados en el microscopio de campo claro. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Magnificación 

original 10X. 
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6.4. Anexo. Evidencia serológica de SIV en cerdos del Uruguay 

Otro resultado interesante obtenido en el marco del proyecto INIA-FPTA, fue la detección, por 

primera vez en el país, de anticuerpos contra SIV en 26 muestras de las 524 analizadas (5%). 

Las muestras positivas se encontraron distribuidas en las colectas 2, 5 y 6, observándose un 

mayor número, en la colecta 5 (22) (Tabla 6.4.1). Justamente, esta última fue realizada en el 

mes de mayo y se podría especular, que el alto porcentaje de muestras seropositivas en esta 

granja (48%) se debe a un efecto de la estacionalidad de la circulación de SIV. Sin embargo, si 

bien se ha identificado estacionalidad en la enfermedad producida por este virus, no se ha 

evidenciado un efecto de la estacionalidad en la circulación de anticuerpos contra SIV en las 

granjas de cerdos (Kyriakis et al., 2013; Poljak et al., 2014). Por lo tanto, probablemente los 

resultados obtenidos indican una alta circulación de anticuerpos contra el virus para esta granja 

en particular. 

Para la detección de anticuerpos fue utilizado el kit de ELISA indirecto comercial CIVTEST 

SUIS INFLUENZA (Hipra, España), el cual está basado en una cepa de H1N1 que tiene 

reacción cruzada con las cepas H3N2 y H1N2. En cuanto al contexto regional, si bien los datos 

son escasos, relevamientos serológicos han revelado que los subtipos H3N2 y H1N1 se 

encuentran en circulación en Colombia, Brasil y Argentina (Piñeyro et al., 2010; Ramirez-Nieto 

et al., 2012; Rajão et al., 2013). En Argentina, se ha observado con ensayos de ELISA 

comerciales una seroprevalencia de 2.3 a 6.9% para H1N1 y de 9.7 a 48% para H3N2 (Piñeyro 

et al., 2010). Por otro lado, en Colombia se han observado seroprevalencias similares, de 0.4 a 

6.5% para H1N1 y de 10 a 41% para H3N2 (Ramirez-Nieto et al., 2012). En Brasil, en cambio, 

ensayos de inhibición de la hemaglutinación han revelado mayores seroprevalencias para 

H1N1 (44.5%) que para H3N2 (10%) (Rajao et al., 2013). Si bien en este trabajo no se realizó 

un estudio de prevalencia en una muestra representativa, fueron identificados anticuerpos en el 

5% de las muestras analizadas, lo cual se encuentra dentro del rango previamente identificado 

en otros países Sudamericanos. Sin embargo, el kit de ELISA utilizado no permite discriminar 

los subtipos circulantes. Otros estudios son necesarios para profundizar en la investigación en 

Uruguay de esta virosis re-emergente en cerdos, que a raíz de la pandemia del año 2009, ha 

recobrado mayor interés debido a su implicancia zoonótica e impacto en la salud pública 

humana.  
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Tabla 6.4.1. Muestras seropositivas para SIV 

 

Nº de muestra 

 

Nº de colecta 

 

CIVTEST SUIS INFLUENZA, 

Hipra (IRPC) cut off 20 

 

27 

 

2 

 

+(60) 

43 2 +(21) 

53 2 +(32) 

2 5 +(22) 

4 5 +(56) 

6 5 +(41) 

8 5 +(56) 

10 5 +(26) 

13 5 +(63) 

19 5 +(63) 

23 5 +(28) 

24 5 +(38) 

27 5 +(21) 

28 5 +(67) 

29 5 +(73) 

32 5 +(76) 

33 5 +(51) 

34 5 +(84) 

35 5 +(36) 

36 5 +(24) 

38 5 +(68) 

39 5 +(21) 

41 5 +(49) 

42 5 +(73) 

46 5 +(29) 

41 6 +(21) 
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7. Conclusiones y perspectivas 

En términos generales, esta tesis permitió conocer la presencia y amplia distribución de tres 

virus emergentes en cerdos del Uruguay: PCV2, TTSuV y PRRSV. Previo a esta investigación, 

el estatus sanitario de los cerdos del país en relación a la circulación de virus era 

completamente desconocido. Si bien en Uruguay se ha observado un gran aumento de la 

demanda de carne de cerdo y sus productos derivados, en los últimos años, se ha identificado 

una caída de la producción local de carne porcina. Por lo tanto, el crecimiento del consumo 

interno se sustenta principalmente de la importación desde otros países con una industria 

porcina desarrollada. Esta situación exige la existencia de un adecuado sistema de control y 

manejo sanitario que fomente la producción nacional. En este sentido, el estudio de las 

enfermedades virales que afectan a los cerdos es de gran importancia, ya que muchas veces 

son la causa encubierta de graves pérdidas en la producción. Justamente, la optimización y 

aplicación en esta tesis de una batería de metodologías adaptadas a estos virus, sirven como 

base para su futuro monitoreo y vigilancia en el país. Incluso, estas técnicas podrían ser 

transferidas con el fin de contribuir a un seguimiento rutinario y por lo tanto, a una mejora 

sanitaria que permita al menos en parte, potenciar al sector porcino en Uruguay. Por otro lado, 

la comercialización globalizada de animales y semen en la actualidad, significa un gran riesgo 

para la transmisión de enfermedades entre países, por lo que debería existir un control integral 

basado no solo en el monitoreo continuo del estatus sanitario de los cerdos, sino que también, 

en la selección criteriosa de reproductores y en el cuidado del ingreso de animales, personas y 

vehículos a los establecimientos. 

Asimismo, la información generada en esta tesis permitió estar a la vanguardia del estudio de 

enfermedades emergentes porcinas importantes a nivel mundial, y contribuyó al desarrollo de 

estrategias de prevención y tratamiento, como ser el inicio de la vacunación contra PCV2 en 

Uruguay. En el caso de PRRSV, el conocimiento generado significó su notificación ante la OIE 

y un impacto muy importante a nivel regional. Si bien los países limítrofes no han reportado su 

presencia, el contexto Sudamericano en cuanto a la infección por este virus es crítico, siendo 

ya varios los países en los que se ha reportado su circulación: Chile, Perú, Venezuela, Bolivia, 

Colombia y en el año 2017, Ecuador. Es probable, que debido al previo desconocimiento de la 

presencia de este virus en Uruguay, la observación de problemas sanitarios basados en fallas 
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reproductivas o enfermedades respiratorias, no eran relacionados directamente con PRRSV. 

De hecho, en el inicio de esta investigación fueron asociados únicamente a PCV2. Sin 

embargo, los resultados obtenidos posteriormente, sugieren que ambos virus emergentes co-

circulan en el país desde hace ya algunos años, y que debido al carácter multi-factorial de las 

enfermedades que estos producen, su diagnóstico es muy complejo. Se requiere de un 

enfoque multidisciplinario que comprenda el monitoreo del agente viral, el diagnóstico 

histopatológico correspondiente y la observación de sintomatología sospechosa. Se espera que 

a raíz del hallazgo de la infección con PRRSV y PCV2 en cerdos del Uruguay, motive un 

cambio de percepción ante la presentación de síntomas compatibles con PRRS o con PCV2-

SD y se comience a realizar la vigilancia diagnóstica de ambos virus, la cual es un pilar 

fundamental para el control de estas enfermedades. A su vez, se considera imprescindible la 

concientización sobre las normas de bioseguridad y buenas prácticas de inmunización.  

Paralelamente, la identificación de PCV2 y TTSuV en poblaciones de jabalí sugiere a estos 

animales salvajes como potenciales reservorios de estas infecciones para el cerdo doméstico. 

Debido a que en Uruguay la cruza o el contacto entre el cerdo doméstico y el jabalí son 

frecuentes, se plantea como perspectiva analizar también la presencia de PRRSV en la 

población salvaje con el objetivo de evaluar el riesgo de dispersión de la enfermedad tanto 

dentro del país como hacia los países fronterizos.  

En cuanto al estudio de la caracterización molecular de PCV2 en Uruguay, se concluye que el 

escenario epidemiológico observado en el país en los años de estudio reflejó la dinámica 

poblacional del virus a nivel internacional. Concretamente, esto se refiere a un primer cambio a 

la circulación mayoritaria de PCV2b y posteriormente, un evento de reemplazo de esta última 

por la circulación predominante de PCV2d. En particular en Uruguay, la cepa mayoritaria en un 

inicio no era PCV2b, sino una cepa recombinante PCV2a/PCV2b. Sin embargo, debido a que 

esta cepa prácticamente resultó ser una “quimera” con un gen rep del genotipo PCV2a y un 

gen cap del genotipo PCV2b, las características antigénicas principales de las cepas 

recombinantes eran similares a cepas PCV2b. Cabe destacar, que es la primera vez que se 

reporta la circulación predominante de una cepa recombinante de PCV2 en un país, la cual 

circuló prolongadamente en el tiempo y a su vez, se distribuyó ampliamente en todo el 

Uruguay. Asimismo, es importante mencionar que en el trascurso de la ejecución de esta tesis 
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las bases de la clasificación genética de PCV2 han sido cambiantes e incluso, han surgido 

nuevos genotipos del virus. La investigación aquí realizada logró acompañar estos cambios y 

aportar evidencia a favor de la circulación globalizada de nuevas variantes como PCV2d. 

Evidentemente, la gran heterogeneidad de cepas de PCV2 observada en Uruguay apunta no 

solo a la rápida evolución de estos virus, sino que también a la importancia del comercio 

internacional como fuente de transmisión de PCV2. Probablemente, la co-existencia de 

diferentes genotipos y variantes refleje la existencia de diferentes orígenes de infección para el 

país. Si bien también fue observada una gran heterogeneidad genética de cepas de TTSuV en 

cerdos del Uruguay, aparentemente el caso de PRRSV es diferente. Aunque se analizó 

únicamente una región del genoma muy conservada y pequeña, no se observaron diferencias 

entre las cepas detectadas, por lo que probablemente, a diferencia de PCV2 y TTSuV, la fuente 

de infección de PRRSV podría estar más limitada a una sola región o país. De todas maneras, 

la caracterización genética de las cepas circulantes de PRRSV en Uruguay es fundamental 

para sacar conclusiones sobre posibles orígenes de infección. De hecho, esta es una de las 

perspectivas más importantes e inmediatas de esta tesis, por lo que se comenzará con el 

estudio de la epidemiología molecular de PRRSV en el contexto de un proyecto financiado 

también por INIA-FPTA.  

Debido a que se ha propuesto que la estructura genética de las poblaciones de TTSuV 

posiblemente refleje el movimiento de animales entre países, los resultados de esta tesis sobre 

el patrón epidemiológico de TTSuV en Uruguay nos indican distribuciones similares a países de 

América del Sur, América del Norte y Europa, por lo que se podría especular que las posibles 

fuentes de infección de virus porcinos en nuestro país provienen de estas regiones. 

Justamente, son varios los países de estas regiones que han sido en los últimos años el origen 

de las importaciones de carne, animales en pie y/o semen para el Uruguay. 

Por otro lado, debido a la idea creciente de que la emergencia de nuevas cepas de PCV2 es 

provocada por la rápida evolución del virus tras el incremento de la presión selectiva ejercida 

por las vacunas comerciales, es que no solo es importante el diagnóstico virológico, sino que 

también, es indispensable el continuo monitoreo y control de la epidemiología de PCV2. 

Conocer las cepas circulantes es fundamental para poder actuar rápidamente en respuesta a la 

aparición de posibles mutantes que escapan de la vacuna. Se cree que la capacidad evolutiva 
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del virus ha permitido cambios constantes y sustanciales sobre todo a nivel de la cápside, 

pudiendo escapar al reconocimiento inmunológico suministrado por la vacunación, lo que se 

traduce en fluctuaciones del predomino de genotipos de PCV2. Aparentemente, si bien se 

considera que cada cambio importante en la dinámica poblacional de PCV2 estuvo 

acompañado de un aumento en la severidad de las PCVAD, no existen evidencias consistentes 

sobre cambios en la virulencia entre distintos genotipos o mutantes del virus. En el caso de 

PCV2d, se sugiere que ha emergido en casos de fallo en la vacunación y se han observado 

cambios importantes a nivel de la cápside que se cree, le han permitido evadir la respuesta 

humoral del hospedero. A su vez, existen posiciones contradictorias sobre si esta cepa mutante 

es más virulenta que las cepas clásicas. Con el fin de conocer diferencias biológicas entre 

estas cepas, se estudió la proteína ORF3 que se considera que puede estar implicada en la 

patogénesis de PCV2. A pesar de los cambios sustanciales observados a nivel de esta 

proteína en una cepa PCV2d en comparación a cepas PCV2a y PCV2b, en este trabajo no se 

evidenciaron diferencias significativas en la localización y función apoptótica in vitro de ORF3 

de las diferentes cepas. Estos resultados permiten especular con la idea de que la gran 

variabilidad del virus, inducida posiblemente por la presión selectiva de la vacunación, no 

necesariamente significa un cambio, al menos in vitro, en la funcionalidad de la proteína 

potencialmente asociada a la virulencia. En esta tesis fue estudiada la función principal 

conocida hasta el momento para ORF3, la inducción de la apoptosis. Sin embargo, el rol de 

esta proteína u otras posibles funciones de la misma deberían ser más extensamente 

investigados para una mejor comprensión de la biología de PCV2. Asimismo, sería interesante 

realizar más estudios in vivo que permitan evaluar realmente si existen diferencias en la 

patogenicidad entre los diferentes genotipos virales.  

Paralelamente, tanto la capacidad evolutiva de PCV2 como el hecho de que ninguna de las 

vacunas actuales produce una inmunidad esterilizante, justifican también una mayor 

experimentación a largo plazo sobre la actualización de vacunas en cuanto a sus 

características de protección y a la inclusión de múltiples genotipos en la formulación vacunal. 

De hecho, en esta tesis se realizó un trabajo preliminar sobre la expresión de un fragmento de 

la cápside de PCV2 en un sistema de presentación de antígenos basado en las propiedades de 

auto-brotación de la proteína Z de JUNV. Como perspectiva se plantea realizar la inmunización 
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en ratones con VLPs que contienen el antígeno del virus y evaluar la posibilidad de utilizar este 

sistema como plataforma para el desarrollo de una vacuna contra PCV2. Asimismo, en relación 

a este tema, durante la ejecución de esta tesis también se han realizado asesoramientos a 

empresas interesadas en el desarrollo de vacunas contra PCV2, lo que demuestra que la 

elaboración de nuevas vacunas para este virus es un campo de interés creciente.  

Por otro lado, si bien fue optimizado el aislamiento en cultivos celulares para cepas de campo 

de PRRSV, lo cual permitió evidenciar fehacientemente la infección de este importante virus 

emergente en Uruguay, en el caso de PCV2, no se logró optimizar un sistema eficiente de 

crecimiento in vitro. De todas formas, es conocida la dificultad del aislamiento de cepas de 

campo de PCV2 y más aún, en casos donde la carga viral no es muy elevada. Con el fin de 

solucionar este problema, en esta tesis fue abordada la construcción de un potencial clon 

infeccioso de una cepa recombinante de PCV2 y como perspectiva se plantea evaluar esta 

estrategia como posible alternativa al aislamiento viral. Otras posibles soluciones son: una 

mayor cantidad de pasajes en ciego, inóculos derivados de muestras de animales con 

diagnóstico de PCV2-SD severa y/o la obtención de una línea celular PK-15 altamente 

permisiva. A su vez, debido a que es un virus que no produce efecto citopático, otras técnicas 

son estrictamente necesarias para monitorear su replicación y/o expresión de proteínas. 

Debido a que la disponibilidad de anticuerpos comerciales contra PCV2 es escasa, y los 

existentes son únicamente policlonales y no comúnmente utilizados para técnicas como IFA y 

western blot, el desarrollo de anticuerpos monoclonales contra el PCV2 sería de gran utilidad 

como herramienta en diferentes estudios de biología básica del virus. En definitiva, la dificultad 

de un sistema práctico de aislamiento viral para PCV2 conduce a un desconocimiento 

constante del impacto biológico de la circulación de cepas recombinantes y/o mutantes, e 

incluso de aspectos básicos de su ciclo replicativo. En el caso de TTSuV, la situación es aún 

más compleja ya que directamente no se conoce un sistema de aislamiento viral in vitro, por lo 

que la información actual sobre la biología del virus es realmente limitada y los pocos estudios 

existentes se basan fundamentalmente en clones infecciosos o modelos in vivo. Justamente, 

en este trabajo el genoma completo de una cepa de TTSuVk2a fue clonado en un vector a 

partir de un sitio de restricción incluido como sitio único en la secuencia y al igual que para 

PCV2, se plantea como perspectiva evaluar si este sistema puede utilizarse efectivamente 
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como clon infeccioso. Esto posibilitará el comienzo de una nueva línea de investigación más 

básica de este virus en el laboratorio.  

Si bien PRRSV y PCV2 son ejemplos claros de virus emergentes de gran importancia 

económica en la industria porcina a nivel mundial, el impacto en la salud animal y en el sector 

productivo en el caso de TTSuV, no es tan evidente. De hecho, si bien estos virus han sido 

asociados a PCV2 y al desarrollo de las PCVAD, existen reportes contradictorios sobre el 

análisis del rol de los TTSuVs como desencadenantes de enfermedades del cerdo. En 

particular, en este trabajo se observó una alta frecuencia de infección de estos virus en los 

cerdos del país y no se evidenció ninguna correlación significativa entre las frecuencias de 

infección o las cargas virales de TTSuVs y la infección con PCV2, la edad o estado de salud de 

los animales. De todas maneras, más estudios sobre todo en modelos in vivo deberían 

realizarse para evaluar efectivamente si estos virus pueden ser potenciadores de 

enfermedades asociadas a PCV2 o a otros virus porcinos, y significar un riesgo real para la 

producción. Debido a que también hemos iniciado el estudio de TTV en humanos, como 

perspectiva se plantea continuar con esta investigación, sobre todo evaluar la infección de 

TTVh en donantes de sangre. A su vez, debido a que recientemente se ha propuesto que tal 

vez los TTV no son especie-específicos, sería muy interesante, evaluar la presencia y 

frecuencias de detección de TTSuV y TTVh, en muestras humanas y de cerdos, 

respectivamente. Este nuevo aspecto de los TTV, sumado a su gran ubicuidad en el ambiente 

y la persistencia en la infección sugieren cada vez más que su importancia puede no estar 

relacionada al desarrollo o favorecimiento de una patología en particular, sino que se plantea la 

posibilidad de su rol como componentes del “viroma” del hospedero y por tanto, su utilidad 

como marcadores de polución antrópica o animal, marcadores del estatus inmunológico del 

hospedero e incluso como modelo para evaluar la dinámica y el efecto del comercio 

internacional de animales en la heterogeneidad viral. Se desconocen las verdaderas 

implicancias del “viroma”, pero se cree que puede tener un papel importante tanto en el 

mantenimiento de la salud como la enfermedad. De hecho, se ha observado que el organismo 

humano tiene una alta diversidad viral incluso bajo condiciones no patológicas, siendo los 

anellovirus y los bacteriófagos los virus más frecuentemente detectados (Kourí, 2018). Este es 
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un campo de la virología muy reciente e incluso se están impulsando proyectos globales del 

conocimiento del viroma (Carroll et al., 2018).  

Por último, se destaca el vínculo estrecho generado con veterinarios especializados del área 

suinos y la creación de un grupo porcino con integrantes de la Facultad de Veterinaria, 

Agronomía y Ciencias. Asimismo, la información obtenida en este trabajo ha sido divulgada en 

artículos científicos, seminarios y cursos en Facultad de Ciencias y Facultad de Veterinaria. 

Paralelamente, la ejecución de esta tesis permitió la vinculación con investigadores regionales 

(Chile y Brasil) tanto en el marco de publicación de artículos científicos como de pasantías. 

Otro de los aspectos importantes del desarrollo de esta línea de investigación es también la 

formación de recursos humanos. La actualización de la situación de virosis emergentes 

porcinas en Uruguay continúa siendo un propósito vigente y es por ello que se han comenzado 

a estudiar otros virus recientemente descubiertos a nivel mundial como el PCV3.  

En definitiva, es necesario que productores, veterinarios, científicos y políticos trabajen en 

conjunto para prevenir y controlar las enfermedades virales emergentes porcinas, y la 

aplicación del nuevo concepto “un mundo, una salud” es fundamental para mejorar la 

producción porcina nacional. 
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