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1. Resumen

Circovirus porcino tipo 3 (PCV3, por sus siglas en inglés) es un nuevo virus del género
Circovirus reportado por primera vez a fines de 2016 en casos de sindrome de
dermatitis y nefropatia porcina, miocarditis y fallo reproductivo en cerdas. Previamente,
solo se conocian dos especies de Circovirus Porcinos, PCV1 y PCV2, siendo este
altimo uno de los virus de mayor relevancia econémica para la industria porcina. Dado
su estrecho relacionamiento con PCV2 y su hallazgo en animales que presentaban
patologias severas, PCV3 fue objeto de estudio de numerosas investigaciones desde
su deteccién hasta la fecha. Las mismas no han logrado esclarecer completamente el
posible rol patogénico de PCV3, pero han permitido identificarlo en un gran nimero de
paises. Adicionalmente, permitieron el acceso a las secuencias gendémicas de PCV3,
que junto con la importancia de una clasificacion taxonémica precisa para un correcto
analisis y comprensién de la epidemiologia viral, impulsaron la aparicion de diversos
sistemas de clasificacion para las cepas reportadas.

Este trabajo tiene como objetivo detectar ADN de PCV3 en muestras de cerdos
domésticos y jabalies provenientes de diferentes regiones del pais, asi como también
caracterizar genéticamente las cepas detectadas. Para ello se puso a punto un ensayo
para la deteccion especifica de PCV3 basado en PCR convencional y un protocolo de
caracterizacion molecular basado en Nested-PCR y PCR convencional, al que se
sometieron las muestras positivas. EI mismo consistié en la amplificacion de porciones
gendmicas (ORF2 y ORF1-3) que contienen motivos de secuencia relevantes para la
clasificacion de las cepas virales, segun se establece en la bibliografia previa.

De esta manera, de 54 muestras sometidas al protocolo de deteccién, se identificaron
10 positivas para PCV3 provenientes de cerdos domésticos (8), tanto asintomaticos
como con sintomatologia clinica, y jabalies (2). Del total de muestras positivas, se
logré caracterizar 8 a través los motivos presentes en su secuencia aminoacidica,
identificAndose 1 muestra del grupo PCV3a y 7 PCV3b (6 bl y 1 b2). No se pudo
determinar a qué subgrupo pertenece la muestra PCV3a.

La construccién de los arboles filogenéticos que representan las relaciones entre las
cepas uruguayas Yy las provenientes de otros paises, extraidas de GenBank, no revelo
la presencia de dos grupos monofiléticos con buen soporte estadistico que puedan
asociarse a PCV3a y PCV3b. No se apreciaron diferencias topolégicas significativas al
utilizarse distintos métodos de inferencia filogenética, ni al afiadir o quitar informacion
genética empleando sélo las secuencias parciales del ORF2 o su secuencia completa
y la porcion ORF1-3.

Este trabajo constituye el primer reporte de deteccién de PCV3 en muestras de cerdos
domésticos y jabalies de Uruguay, proporcionando evidencia acerca de su distribucion
globalizada y su identificacion en especies salvajes que pueden funcionar como
reservorio natural del virus. Asimismo, provee herramientas moleculares adaptadas y
efectivas para la deteccion especifica de PCV3 y su caracterizaciéon, que pueden ser
empleadas en estudios posteriores, y aporta evidencia consistente con la bibliografia
acerca de la clasificacion de las cepas detectadas.



2. Introduccién

Circovirus porcino tipo 3 (PCV3) es un nuevo virus del género Circovirus (familia
Circoviridae) reportado por primera vez a fines de 2016, practicamente en simultaneo,
por dos grupos de investigadores en Estados Unidos (Palinski et al., 2016; Phan et al.,
2016). A continuacion, y a modo introductorio, se describiran las caracteristicas
principales de este virus, los factores que hacen relevante su estudio, y se relatara a
grandes rasgos la evolucion de los reportes de deteccion de PCV3 en el mundo desde
su descubrimiento hasta la fecha, pasando por los inicios de la investigacion sobre
este virus en Uruguay.

2.1. Familia Circoviridae

Si nos proponemos conocer las caracteristicas principales de PCV3, debido a que el
estado actual del conocimiento sobre este microorganismo tiene todavia “vacios”, es
relevante comenzar describiendo la familia a la cual pertenece, ya que entre los
miembros de la misma hay caracteres compartidos.

Circoviridae es una familia de virus pequefios con genoma ADN simple cadena,
circular y covalentemente cerrada (circo - circular conformation). Dicho genoma tiene
una longitud que varia segun el representante de la familia que se analice, pero se
encuentra en el rango de 1.7 a 2.1 kb. En el mismo encontramos dos marcos abiertos
de lectura (ORFs) principales: ORF1, que codifica la proteina asociada a la replicacién
o replicasa (Rep); y ORF2, que codifica la proteina de capside (Cap). La organizacion
de estos ORFs en el genoma es ambisense, es decir, se orientan en direcciones
opuestas. La hebra que esta empaquetada en el viridn es la codificante para una de
las proteinas (Rep o Cap), mientras que la hebra sentido para la otra proteina se
origina durante la replicacién viral, cuando surge la forma replicativa del genoma (ADN
doble hebra). De esta manera, los extremos 5’ de los ORFs quedan préximos entre si,
separados por una region intergénica (IR). De igual forma, los extremos 3’ de Rep y
Cap quedan enfrentados, con diferencias significativas en la longitud de las IRs
cuando comparamos los géneros de la familia, donde incluso en uno de ellos la mayor
parte de sus integrantes carecen de region intergénica, es decir, los extremos 3’ de los
ORFs se solapan (Figura 1). Entre los extremos 5' se halla una estructura del tipo tallo-
bucle (stem-loop) que contiene un motivo de nueve nucleétidos considerado el origen
de replicacion (ori). Este posee la secuencia consenso: "(T/n)A(G/t)TATTAC", donde n
representa cualquier nucleétido, y en las posiciones 1 y 3 se encuentran
frecuentemente T y G, respectivamente, mientras que en menor proporcion ny T
(Breitbart et al.,, 2017). La ubicacion de este motivo respecto a las regiones
codificantes cobra particular relevancia debido a que es el criterio que define la
asignacion de una especie viral a uno de los dos géneros que componen la familia
Circoviridae. Son miembros del género Circovirus aquellos cuyo virion lleva la hebra
codificante para Rep y en la misma se ubica el origen de replicacion. En cambio, si el
ori putativo se localiza en la hebra sentido de la proteina Cap y la misma se encuentra
empaquetada en el viridn, se asigna ese virus al género Cyclovirus (Rosario et al.,
2017).
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Figura 1. Organizacién gendmica comparada de los miembros de la familia Circoviridae.
(Izq) PCV1, representante del género Circovirus. (Der) Ciclovirus humano-asociado 8,
representante del género Cyclovirus. En ambos casos se puede apreciar la organizacion
ambisense del ORF1 y ORF2, ademas de la estructura stem-loop y su secuencia consenso. La
hebra codificante que lleva el viribn es la que se dispone en sentido horario. Extraido y
adaptado de Breitbart et al., 2017.

Los productos génicos de estos ORFs han sido caracterizados para algunos miembros
de la familia Circoviridae, més especificamente para algunos Circovirus.

Se sabe que Rep es la proteina mas conservada y posee dominios helicasa y
endonucleasa que son claves para la replicacién. Esto, junto con otras caracteristicas
genodmicas propias de la familia, sugiere que los integrantes de Circoviridae emplean
una replicacién de circulo rodante (RCR) (Cheung, 2006; Faurez et al., 2009; Mankertz
etal.,, 1997; Steinfeldt etal., 2007). De hecho, Rep, mediante su dominio
endonucleasa, daria inicio a la replicacion cortando y abriendo, en el origen de
replicacion, la hebra circular covalentemente cerrada que lleva el virion (Cheung,
2004a; Steinfeldt et al., 2006). Est4 demostrado para Circovirus porcino tipo 1 (PCV1)
que la replicaciéon del genoma viral es llevada a cabo por las ADN polimerasas de la
célula hospedera, y que, como se menciond anteriormente, la misma produce una
forma replicativa del genoma que es ADN doble hebra (Tischer et al., 1987).

Por otra parte, Cap es la proteina mas divergente entre los miembros de la familia y
esto se ve reflejado en las ampliamente conocidas propiedades antigénicas de las
proteinas de cépside. Se sabe que miembros del género Circovirus, como los
Circovirus porcinos (PCVs) tipo 1 vy tipo 2 (PCV1 y PCV2), son antigénicamente
distintos a nivel de esta proteina (Mahé et al., 2000). A su vez, la proteina de capside
de estos PCVs también difiere antigénicamente de la que exhibe el virus responsable
de la enfermedad de pico y plumas (BFDV), con quien comparten género pero que
afecta a otras especies. No se tiene conocimiento hasta el momento sobre las
relaciones antigénicas entre otros Circovirus, y mucho menos entre los integrantes del
género Cyclovirus (Breitbart et al., 2017).

La caracterizacion de la proteina Cap ha identificado un dominio que le permitiria unir
el ADN viral, un proceso clave en el empaguetamiento del material genético dentro de
las particulas virales (Crowther et al., 2003; Niagro et al., 1998).
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A Rep y Cap, se suman otros ORFs que se han descrito en genomas de Circovirus,
algunos putativos que darian origen a proteinas de funciones desconocidas, mientras
gue otros dan efectivamente productos génicos (ARNs y proteinas) que cumplen un rol
regulatorio durante la infeccion de estos virus. Por ejemplo, PCV1 y PCV2 expresan
una proteina no esencial para la replicacion viral y con actividad apoptotica codificada
en el ORF3 del genoma (Hough et al.,, 2015; Kiupel et al., 2005; Liu et al., 2005;
Noteborn etal.,, 1994). Esta proteina participa en la activacion de la caspasa 3,
proteina clave en la induccion de la apoptosis, con la caspasa 8 como intermediaria
(Liu et al., 2005).

La diversidad de productos génicos obtenida a partir de un genoma tan pequefio se
debe, en gran parte, a la utilizacién de la maquinaria de splicing alternativo de la célula
hospedera. En células PK-15 (linea celular de rifidbn porcino) infectadas con PCV1 y
PCV2 se ha determinado la presencia de hasta 12 y 9 transcritos, respectivamente,
producidos por splicing alternativo (Cheung, 2003, 2004b). A este mecanismo se
afiaden otras estrategias para decodificar la informaciébn que se encuentra en el
genoma y que tienen lugar a diferentes niveles del proceso de expresion génica.

Respecto a la morfologia de los viriones de la familia Circoviridae, no se conoce
detalladamente. S6lo se ha determinado para algunos integrantes del género
Circovirus, los cuales carecen de envoltura y exhiben una cépside icosaédrica
pequefia, con un didmetro que oscila entre los 15 y 25 nm (Ritchie et al., 1989, 1990;
Todd etal., 1991) (Figura 2). En el caso de PCV2 y BFDV, se sabe que 60
subunidades de la proteina Cap se arreglan formando 12 pentdmeros, constituyendo
asi la capside viral que tiene un numero de triangulacién T = 1 (Crowther et al., 2003).
Por el momento no se tiene informacién estructural acerca de los integrantes del
género Cyclovirus (Breitbart et al., 2017), mientras que existen algunos estudios que
aportan datos adicionales sobre la morfologia de otros Circovirus, como se vera mas
adelante.

Figura 2. Morfologia de los viriones de la familia Circoviridae. (I1zq) Reconstruccién 3D de
un virion de PCV2 usando criomicroscopia electronica. (Der) Micrografia electronica de
transmision con tincién negativa de viriones de PCV2. Tomado y adaptado de Breitbart et al.,
2017.


https://www.zotero.org/google-docs/?kdSYmn
https://www.zotero.org/google-docs/?kdSYmn
https://www.zotero.org/google-docs/?ftx0ax
https://www.zotero.org/google-docs/?oYrDYV
https://www.zotero.org/google-docs/?hFsquV
https://www.zotero.org/google-docs/?hFsquV
https://www.zotero.org/google-docs/?QAh55l
https://www.zotero.org/google-docs/?ZiB1HW
https://www.zotero.org/google-docs/?V5ciW8
https://www.zotero.org/google-docs/?V5ciW8

2.2. Género Circovirus

Como se menciond en la seccion anterior, Circovirus es el género mas estudiado de la
familia y en él se encuentran los virus mas pequefios que han demostrado ser capaces
de replicar en células de mamifero (PCV1y PCV2) (Rosario et al., 2017).

Un gran numero de especies ha sido descrito para este género, y el mismo ha
aumentado significativamente gracias a las tecnologias de secuenciaciéon
metagenomica que cada vez se hacen mas comunes. De hecho, en el capitulo 48 de
la dltima ediciébn de Veterinary Microbiology, publicada a mediados de 2022, se
mencionaba que habian unas 49 especies asignadas al género Circovirus (Pifieyro &
Ramamoorthy, 2022), mientras que a la fecha de redaccion de este trabajo (agosto de
2023) una revision del sitio web del Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV)
arroja un resultado de 60 especies (ICTV, 2023). EI ICTV es el responsable de definir
el criterio utilizado para afiadir una especie al género y establece que, para
considerarse una nueva especie de Circovirus, debe compartir al menos un 80% de
identidad de secuencia nucleotidica cuando se compara el genoma completo (Breitbart
et al., 2017). La denominacion de las especies de circovirus se da de acuerdo a la
especie animal que infecta o en la que se detecta por primera vez, como se puede
apreciar en el Anexo |.

Los integrantes del género Circovirus infectan una cantidad importante de animales,
entre ellos varios mamiferos, incluyendo cerdos (domésticos y salvajes), chimpancés,
perros, visones, humanos, murciélagos, entre otros. Ademas, se han identificado
circovirus en aves, como el ya mencionado BFDV que infecta mas de 40 especies de
aves psitaciformes, y en peces (Breitbart et al.,, 2017). Cabe destacar que existen
reportes de circovirus en otras especies, inclusive de artropodos, como mosquitos y
garrapatas, pero en esos casos se han nombrado como circovirus asociados y no se
tiene certeza de que los mismos puedan desarrollar una infeccion en dichos
invertebrados. Tampoco se ha evidenciado hasta el momento que estos artrépodos se
desempefien como vectores.

Algunos miembros del género tienen importancia veterinaria dado que afectan
animales de produccion. Este es el caso de algunos PCVs que infectan cerdos
domésticos (Sus scrofa domestica) causando un grupo de patologias denominadas
enfermedades asociadas a circovirosis porcina (PCVAD, por sus siglas en inglés) y
generando pérdidas muy importantes para la industria. Como resultado, el foco de
atencion se ha puesto sobre estos virus y se han estudiado considerablemente, lo que
implica que gran parte del conocimiento que se tiene sobre el género Circovirus
provenga del estudio de los circovirus porcinos.

2.3. Circovirus Porcinos (PCVs)

Hasta la fecha se han identificado cuatro circovirus cuyo hospedero principal es el
cerdo y fueron nombrados secuencialmente de acuerdo con su descubrimiento. De
esta manera, los circovirus porcinos son: Circovirus porcino tipo 1 (PCV1), Circovirus
porcino tipo 2 (PCV2), Circovirus porcino tipo 3 (PCV3) y Circovirus porcino tipo 4
(PCV4). Estos PCVs han circulado en los cerdos domésticos por un largo periodo de
tiempo (Opriessnig et al., 2020) y estan ampliamente distribuidos en las poblaciones
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porcinas del mundo, a excepcién de PCV4, del cual se desconoce actualmente su
rango de distribucion.

2.3.1. PCV1

En 1974, un grupo de investigacion aleman que se encontraba trabajando con células
en cultivo de la linea PK-15 identifico en ellas pequefias particulas esféricas similares
a virus y las report6 inicialmente como un posible virus de ARN (Tischer et al., 1974).
Estudios posteriores determinaron que esas particulas eran realmente pequefios virus
con capsides icosaédricas de 17 nm de didmetro y que dentro de ellas se encontraba
una Unica molécula de ADN simple hebra, circular y covalentemente cerrada. Ademas,
se denominé a este virus como “Circovirus porcino (PCV)” debido a que se
encontraron anticuerpos capaces de reconocerlo Unicamente en cerdos (Tischer et al.,
1982). Posteriormente adoptaria el nombre de Circovirus porcino tipo 1 (PCV1).

Con el transcurso del tiempo surgieron mas reportes notificando la presencia de PCV1
en diferentes regiones del mundo y se identificé al virus en cerdos domésticos y
salvajes que carecian de sintomatologia clinica o enfermedad, por lo que
tempranamente se lo clasific6 como no patogénico. Diferentes trabajos fueron
aportando informacién al respecto, y en ellos no se podia establecer una asociacion
entre la infeccion por el virus y el desarrollo de una enfermedad. Cabe destacar que
estos estudios se basaban en observaciones de campo, donde se analizaba la
poblacion de cerdos en busca de PCV1, que efectivamente se encontraba, y se
registraban los sintomas clinicos de los animales, tipicamente inexistentes. Un paso
muy importante para el esclarecimiento de la patogénesis viral fue el aislamiento viral
a partir de las células PK-15 (Tischer et al., 1982, 1987). Este hecho permitié la
produccién del inéculo viral utilizado en los estudios de infeccion experimental, claves
para dilucidar el rol patogénico de PCV1, en los cuales no se observé desarrollo de
sintomas clinicos (Allan et al., 1995; Tischer et al., 1986).

En la actualidad, basados en la evidencia que proviene de estudios de infeccion
natural o experimental, PCV1 sigue considerandose como un virus no patogénico.
Adicionalmente, se sabe que, a pesar de encontrarse en la mayoria de las
investigaciones que tienen como objetivo la deteccion de este virus, su prevalencia es
baja (Cao et al., 2018; Opriessnig et al., 2020; Puvanendiran et al., 2011).

2.3.2. PCV2

Circovirus porcino tipo 2 (PCV2) fue identificado por primera vez a fines del siglo XX
en cerdos que padecian sindrome de desmedro multisistémico posdestete (PMWS,
por sus siglas en inglés), un conjunto de sintomas que afectan a los cerdos jovenes y
gue incluyen debilitamiento, palidez de la piel, dificultad respiratoria, diarrea, entre
otros (Segalés & Domingo, 2002).

Inicialmente, un grupo de investigadores canadienses reportaron la deteccion de un
circovirus porcino distinto de PCV1 en cerdos que padecian PMWS, basandose en el
andlisis de los patrones de restriccion del ADN viral (Nayar etal., 1997).
Posteriormente, en Canada, Estados Unidos y Europa, se realizaron diferentes
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trabajos en donde rapidamente se asocio a este nuevo virus denominado “virus tipo
PCV” (PCV-like virus) con el desarrollo de sintomas clinicos compatibles con PMWS y
lesiones macro y microscopicas (Allan et al., 1998; Ellis et al.,, 1998; Kiupel et al.,
1998). En ese mismo afio, Morozov y cols. consiguieron secuenciar el genoma
completo de PCV1 y del virus tipo PCV, y la comparacion de ambos arrojé diferencias
significativas. Ambos genomas compartian tan solo el 76% de identidad nucleotidica
(Morozov et al., 1998). Mas adelante, este nuevo virus se denominaria PCV2.

Ya entrado el siglo XXI, la investigacion sobre PCV2 continu6, el nimero de reportes
crecio, y con él, la cantidad de secuencias disponibles. Esto permitié detectar la alta
diversidad genética entre las diferentes cepas del virus (Fenaux et al., 2000; Hughes &
Piontkivska, 2008; Kim et al., 2009). A pesar de esto, dicha diversidad no se ve
reflejada en cambios antigénicos, y de hecho, los distintos grupos filogenéticos que se
forman a causa de la notable diversidad genética son indistinguibles cuando se los
analiza mediante serologia convencional, por lo que se los denomina “genotipos”
(Opriessnig et al., 2020). Hay 8 genotipos de PCV2 (PCV2a - PCV2h) (Franzo &
Segalés, 2018).

Como se mencioné anteriormente, PCV2 ha sido asociado tempranamente con
sindromes que afectan seriamente a las poblaciones de cerdos. Esto lo ha colocado
bajo la lupa de un gran niumero de investigaciones en todo el mundo, convirtiéndolo en
uno de los virus de cerdos mas importantes, y sin lugar a dudas, el mas estudiado de
los circovirus porcinos.

PCV2 se encuentra ampliamente distribuido a nivel global y es detectado en una gran
proporcion de los cerdos testeados, lo que refleja una alta prevalencia (Patterson &
Opriessnig, 2010). Dentro del universo de animales positivos para PCV2, una porcion
exhibe sintomas clinicos asociados con la infeccién, mientras que un porcentaje
relativamente alto, no lo hace. Es decir, una parte de los cerdos positivos cursa una
infeccién subclinica (Opriessnig et al., 2020). Esta es una caracteristica notable que
comparten PCV2 y, como se verAd mas adelante, PCV3. Sin embargo, estudios de
infeccion experimental confirmaron el rol patogénico de PCV2 (Allan et al., 1998; Ellis
et al., 1998; Kiupel et al., 1998; Morozov et al., 1998). Estos estudios fueron posibles
gracias a que se obtuvo facilmente el in6culo para llevar a cabo los ensayos mediante
el aislamiento del virus, a partir de tejidos infectados de cerdos con PMWS, y su
propagacion en cultivos celulares. En la actualidad, PCV2 es asociado con PMWS o
enfermedad sistémica, enfermedad respiratoria, sindrome de nefropatia y dermatitis
porcina (PDNS, por sus siglas en inglés), y otras manifestaciones clinicas (PCVAD).
Es importante destacar que todas ellas pueden ser reproducidas experimentalmente
en diferentes grados (Meng, 2013; Opriessnig et al., 2007; Opriessnig & Langohr,
2013; Segalés, 2012), aunque frecuentemente en una tasa mas baja que la observada
en campo (Opriessnig et al., 2020).

La naturaleza patogénica de PCV2, ampliamente confirmada por diversos estudios,
tiene un notorio impacto en la industria porcina, el cual se considera alto en términos
econodmicos cuando el patégeno no esta controlado (Alarcon, Rushton, & Wieland,
2013; Alarcon, Rushton, Nathues, et al., 2013). Asimismo, y como se ha mencionado
con anterioridad, PCV2 es un patdégeno con una amplia distribucion. De hecho, se ha
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detectado su presencia en una vasta cantidad de paises de practicamente todos los
continentes, dénde Uruguay no es la excepcion, dado que en el pais existen una serie
de antecedentes sobre el estudio de este circovirus porcino (Ramos et al., 2012, 2013,
2015, 2017). Es importante notar que en muchas de estas regiones se ubican las
principales areas de produccion de suinos, por lo que la combinacion de ambos
factores (ubicuidad y rol patogénico) puede tener consecuencias sumamente
negativas. A causa de esto, se han desarrollado vacunas y esquemas de vacunacién
para proteger a las poblaciones de cerdos de las infecciones y enfermedades
ocasionadas por este virus, que han resultado ser muy eficaces (Da Silva et al., 2014).

2.3.3. PCV3

El tercer circovirus porcino descubierto, denominado previsiblemente Circovirus
porcino tipo 3, fue hallado tras la secuenciacién metagendémica de muestras de tejido
provenientes de cerdos que presentaban una serie de patologias, incluyendo
miocarditis, inflamacién multisistémica (Phan et al., 2016), PDNS Yy fallo reproductivo
(Palinski et al., 2016), y que eran negativos para PCV2 y otros patdgenos porcinos.

De todos modos, se demostré6 que PCV3, al igual que PCV2, esta presente tanto en
animales enfermos como en sanos (infecciones subclinicas). Ademas, ambos virus
comparten el encontrarse en una alta prevalencia y ampliamente distribuidos, por lo
que también se puede ubicar a PCV3 en practicamente todos los continentes, como se
vera mas adelante (Opriessnig et al., 2020).

De forma similar a lo ocurrido con PCV2, pero a una velocidad superior debido a una
mayor accesibilidad a tecnologias de secuenciacion, se acumulé un ndmero
importante de secuencias de PCV3 en las bases de datos. Esto permitié analizar
diferentes caracteristicas del virus, entre ellas su diversidad genética, la cual se
considera baja (Opriessnig etal.,, 2020). A pesar de ello, distintos grupos de
investigadores han propuesto variados sistemas de clasificacion, basandose en
diversos criterios (p. €j. utilizando la secuencia nucleotidica del genoma completo o tan
solo un fragmento, o analizando la secuencia aminoacidica resultante de los ORFs,
etc.) (Franzo, et al.,, 2020; Fux et al., 2018; Vargas-Bermudez et al., 2019). Mas
detalles sobre la clasificacion de PCV3 se veran posteriormente, en la seccién 2.4.3.
Clasificacion.

Por otra parte, a pesar de las primeras asociaciones generadas a raiz de las
observaciones de campo, es decir, el estado de salud de los cerdos en donde se
detectd el virus por primera vez, el rol de PCV3 como patdgeno permanece sin
esclarecerse. En varias oportunidades fue asociado con el desarrollo de fallo
reproductivo, PDNS, enfermedad entérica, temblores congénitos, enfermedad
inflamatoria sistémica, etc. (Opriessnig et al., 2020), pero para establecer a PCV3
como el agente etiolégico responsable de estas patologias, eran necesarios estudios
basados en infecciones experimentales. A diferencia de PCV1 y PCV2 que se lograron
aislar y propagar casi inmediatamente después de su descubrimiento, por varios afios
no fue posible realizar infecciones experimentales con PCV3 porque no se contaba
con el indculo viral, a causa del fracaso en los intentos de aislar y propagar el virus en
cultivos celulares (Bera et al., 2020; Faccini et al., 2017; Ha et al., 2018; Palinski et al.,
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2016). De hecho, la primera estrategia fructifera para conseguir el indculo viral fue la
produccién de un clon infeccioso después de quince pasajes en células PK-15 por
parte de un grupo de investigadores chinos (Jiang et al., 2019). Este mismo grupo
realizé la primera infeccion experimental con PCV3 (Jiang et al., 2019). El aislamiento
viral en cultivo celular se consiguio finalmente en 2020, utilizando un cultivo primario
de células de rifion y, como fuente de virus, una muestra de nodulos linfaticos de un
cerdo positivo para PCV3 (infeccién natural) y negativo para otros PCVs (Oh & Chae,
2020). A partir de estos logros, se realizaron algunos estudios en busca de dilucidar la
asociacion entre la infeccién por PCV3 y el desarrollo de patologias. Sin embargo, su
rol como patégeno permanece controversial hasta la actualidad (Opriessnig et al.,
2020). Se profundizard en estos aspectos en el apartado 2.4.4. Patogénesis y
relevancia.

2.3.4. PCV4

PCV4 es el miembro mas reciente de los circovirus porcinos. Su primer reporte data
de 2019, donde fue detectado en cerdos con diferentes condiciones de salud (sanos y
con sintomas clinicos) provenientes de dos granjas ubicadas en la provincia china de
Hunan (H. Zhang et al., 2020).

A este reporte desde China sélo se afiade el de Corea del Sur aproximadamente un
afio mas tarde (Nguyen et al., 2021).

Cabe destacar que en 2020 se realiz6 un estudio en Europa, mas especificamente en
Espafa e ltalia, en donde no se obtuvieron muestras positivas para PCV4 de un total
de 300 muestras analizadas aproximadamente (Franzo et al., 2020).

La evidencia presente hasta la fecha invita a pensar que PCV4 podria estar confinado
al continente asiético, particularmente a China y Corea del Sur (D. Wang et al., 2022),
pero se necesitan mas investigaciones para dilucidar si estamos, o no, ante un patrén
geografico de distribucion del virus.

Todas las caracteristicas mencionadas en esta seccion convierten a los circovirus
porcinos en un grupo sumamente interesante para investigar, dada la ubicuidad de sus
miembros, sus hospederos, las patologias asociadas que generan en ellos, y por
ende, su importancia para la industria porcina. A esto hay que afadirle la capacidad
para infectar otras especies, diferentes de los cerdos, que pueden ser afectadas
directamente por la infeccion viral y/o servir de reservorio o funcionar como vectores y
tener consecuencias en la epidemiologia de los virus y las estrategias de control que
buscan mitigar su impacto. Por ejemplo, PCV2 ha demostrado ser capaz de infectar y
replicar en otras especies, aunque hay resultados contradictorios acerca de si sufren,
0 no, lesiones como consecuencia de la infeccion viral (Kiupel et al., 2001; Pifieyro &
Ramamoorthy, 2022). Ademas, existen una vasta cantidad de estudios que reportan la
deteccién de ADN de este virus en un numero importante de especies (Blunt et al.,
2011; Krog et al., 2014; Pinheiro et al., 2013; Song et al., 2019; Zhai et al., 2014). Lo
mismo sucede con PCV3, quién ha sido detectado en varias especies animales. Su
ADN fue encontrado en el suero de vacunos (W. Wang et al., 2019), algunas especies
de canidos (J. Zhang et al., 2018), cérvidos, bévidos (Franzo, Grassi, et al., 2019),
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entre otros. Curiosamente, ha sido detectado en artropodos como garrapatas (Franzo,
Grassi, et al.,, 2019) y mosquitos (Ha et al., 2020), los cuales no son considerados
vectores, dado que no existe evidencia hasta el momento que haga posible dicha
afirmacion. Adicionalmente, se ha comprobado la transmision de PCV3 en babuinos
que recibieron un xenotrasplante de corazdn. Dichos 6rganos provenian de cerdos
modificados genéticamente para oficiar como donantes y estaban infectados con
PCV3 (Kriger etal., 2019). Con todo esto en cuenta, y a pesar de que adn son
necesarios mas estudios que lo verifiquen, pareceria que la infeccion por estos PCVs
no esta limitada exclusivamente a los cerdos (Opriessnig et al., 2020).

En conjunto, todos estos factores contribuyen a definir la investigacién sobre los
circovirus porcinos como necesaria y relevante, para llenar los vacios en el
conocimiento que permanecen hasta el dia de hoy, lograr un entendimiento lo mas
completo posible de este grupo, y proceder, en caso de ser necesario, con estrategias
preventivas y de control.

2.4. Circovirus Porcino tipo 3
2.4.1. Historia del descubrimiento

En mayo de 2015 se sometieron al Laboratorio de Diagndstico Veterinario de la
Universidad de Minnesota (UMN-VDL) una serie de muestras de tejido de cerdo para
diagndstico viroldgico y bacteriolégico. Las mismas correspondian a un animal de 3
semanas de edad que presentaba una variedad de lesiones y provenia de un criadero
de Missouri en donde el 2% de los animales (20/1000) exhibian sintomas clinicos,
como anorexia, pérdida de peso e hinchazon de las articulaciones, en la semana
posterior al destete. Previamente, un examen patolégico habia podido atribuir las
diferentes lesiones a agentes etiolégicos comunes en las poblaciones de cerdos, pero
la miocarditis observada era de causa desconocida. Esto ultimo explica la derivacion
de las muestras al UMN-VDL, en donde se confirmé la naturaleza bacteriana de la
patologia articular. Sin embargo, las lesiones inflamatorias que afectaban el tejido
cardiaco y las arterias no pudieron ser atribuidas a ningun agente causal testeado
mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) o
inmunohistoquimica (PCV2, Influenza A, virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino o PRRSV, entre otros virus, bacterias y parasitos). Ademas, resultaron
negativos los cultivos de bacterias aerébicas. Esto dirigié la investigacién hacia la
secuenciacion metagenémica viral que identificé un nuevo circovirus porcino (PCV3),
de acuerdo con los criterios definidos por el ICTV, y otros tres virus de cerdo presentes
en las muestras de tejido lesionado. La hibridacion in situ (ISH) sobre las mismas
encontré unicamente ARNm de PCV3, lo que llevo a los investigadores a pensar que
el dafo tisular observado se podria deber a la infeccion y replicacion del nuevo PCV
en dichos tejidos (Phan etal, 2016). A este se sumaron otros dos casos
independientes de cerdos que provenian de establecimientos ubicados en Minnesota y
Dakota del Sur en mayo y agosto de 2016. Los animales presentaban diferentes
patologias, pero ambos padecian miocarditis causada por la infiltracion de células
inflamatorias. Diferentes patégenos (virus y bacterias) fueron descartados por métodos
especificos como agentes causales de los cambios histopatoldgicos observados en
estos animales. En ambos casos permanecia sin esclarecerse la etiologia de la
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enfermedad, por lo que se opt6 nuevamente por el empleo de la secuenciacion
metagendmica viral, la cual identificé la presencia de dos nuevas secuencias de PCV3
que compartian aproximadamente un 99% de identidad nucleotidica con la detectada
inicialmente, ademas de dos virus ARN (Astrovirus porcino tipo 4, o PAstV4, y virus de
la encefalomielitis porcina) (Phan et al., 2016).

Por otro lado, en junio de 2015, un brote de PDNS estaba afectando una granja
productora de cerdos en Carolina del Norte, generando una serie de problemas
reproductivos. Los mismos incluian un aumento del 10.2% en la tasa de mortalidad de
cerdas y una disminucion de la tasa de concepcion de un 0.6%, ambos comparados
con el promedio histérico del establecimiento. Los animales también exhibian las
lesiones y signos clinicos tipicos de este sindrome, incluyendo anorexia, maculas y
papulas multifocales, y dermatitis superficial. También se evidencié un aumento en la
cantidad de fetos momificados paridos en cada camada (1.19 veces superior a los
registros previos), los cuales mostraban los mismos signos clinicos. Para determinar la
causa de lo observado en esta granja, se sometieron muestras de tejido al andlisis por
parte del Laboratorio de Diagnéstico Veterinario de la Universidad del Estado de lowa.
En este caso, los investigadores apuntaron directamente al testeo de patégenos
virales como PCV2 y PRRSV (también Influenza A y Parvovirus porcino o PPV), dado
gue los cambios histopatoldgicos, las lesiones macroscépicas, el aumento de la
mortalidad, y los problemas reproductivos estan dentro de las consecuencias que tiene
la infeccion por estos agentes. Curiosamente, todas las muestras de tejido de cerdos
adultos analizadas (rifidn, nddulo linfatico, pulmén y piel) fueron negativas para PCV2,
PRRSV e Influenza A (por PCR cuantitativa, o qPCR, e inmunohistoquimica), mientras
gue las muestras de fetos momificados lo fueron para PCV2, PRRSV y PPV (gPCR).
De esta manera, el agente causal de las patologias no era identificado y, por lo tanto,
se procedié a la secuenciacion metagendmica. La misma reveld la presencia de un
nuevo PCV, genéticamente divergente de los ya reportados (PCV1 y PCV2), que fue
denominado PCV3. Ademas, se detectd por inmunohistoquimica la presencia de
antigeno de PCV3 en muestras de tejidos (piel, pulmones, nddulos linfaticos) con
lesiones tipicas de PDNS, por lo que se asoci6 al nuevo virus como un posible agente
etiologico de las mismas (Palinski et al., 2016).

A fines de 2016, Phan, Palinski, y sus respectivos colaboradores, publicaron, con muy
pocos meses de diferencia, la primera deteccion de PCV3. Desde entonces, un gran
namero de investigadores se han dedicado a identificar al virus en diferentes paises y
hospederos, describir sus caracteristicas, organizar las cepas reportadas, profundizar
sobre su posible rol patogénico, entre otras propiedades, de las cuales algunas se
puntualizan a continuacion.

2.4.2. Caracteristicas gendmicas y morfolégicas

Circovirus porcino tipo 3 comparte sus caracteristicas morfolégicas y gendmicas
generales con otros miembros del género Circovirus. De hecho, poseer una
organizacion gendmica comun es lo que define a los géneros de la familia, pero
adicionalmente se cree que todos los circovirus porcinos tienen una morfologia similar
(Kroeger, 2022).
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Como se menciond anteriormente en este texto, el genoma del virus se encuentra
empaquetado en una pequefia capside icosaédrica conformada por 60 subunidades
de la proteina Cap, constituyendo asi el virion de PCV3. Hasta el momento se
desconocen las dimensiones de las particulas virales. La mejor aproximacion sobre las
dimensiones de los viriones de PCV3 es un estudio que expresé de forma
recombinante la proteina Cap y demostr6 su capacidad para autoensamblarse
formando virus-like particles (VLPs, por sus siglas en inglés). El diametro de las VLPs
obtenidas se encontré dentro del rango esperado para el género Circovirus (15 - 25
nm), con un promedio de 17,6 nm (Bi et al., 2020).

Adicionalmente, el andlisis de estas VLPs permitié conocer que la diversidad genética
de PCV3, a nivel de esta proteina, no repercute en las propiedades estructurales de la
misma, ni de la capside en general. Es decir, no habria diferencias estructurales
significativas entre las capsides de distintos subtipos de PCV3. Esto apoya las
observaciones realizadas por Huang et al. acerca de que los cambios a nivel de
secuencia no derivan en alteraciones importantes de la estructura ni afectan el
ensamblaje de la capside viral, sino que modifican, casi exclusivamente, las
propiedades antigénicas de la misma (Huang et al., 2011; Kroeger, 2022).

Por su parte, el genoma de PCV3 consiste en una hebra de ADN circular de 2000 nt,
siendo el mas grande entre los 4 PCVs descritos hasta la fecha. Entre ambos ORFs se
ubica la regién 5-IR que contiene el ori, TAGTATTAC cuyo octavo nucledtido se
define, por convencién, como la posicion nimero 1 del genoma (Palinski et al., 2016;
Todd et al., 2001). De este modo, el ORF1 se ubica entre las posiciones 223 y 1113
del genoma, y da lugar a una proteina de 297 aminoéacidos (aa), mientras que el ORF2
lo hace entre las posiciones 1343 y 1987, originando una proteina de cépside de 214
aa (Palinski et al., 2016). Se presume que el ORF3 codificaria una proteina de funcion
desconocida de 177 o 231 aa, dependiendo del codon de inicio que se tenga en
consideracioén. Si se toma el codén candnico ATG, el ORF3 codificaria una proteina de
177 aa y se ubicaria entre las posiciones 62 y 593. En cambio, si se tiene en cuenta un
codon no canédnico (TCG), este ORF estaria ubicado entre las posiciones 1900 y 593,
y originaria una proteina de 231 aa (Fux etal., 2018; Palinski et al., 2016). Cabe
destacar que el uso de codones no candnicos es frecuente en estos virus, e incluso es
el caso del ORF1 de PCV3, que inicia con GTC (Palinski et al., 2016), por lo que
cualquiera de las dos opciones es posible. Una representacién esquematica de esta
organizacion genémica se puede apreciar en la figura 3.
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Figura 3. Organizacién gendmica de PCV3. Se puede apreciar la organizacion ambisense de
los 3 ORFs descritos para el virus, en un genoma de 2000 nt., ademas de la estructura stem-
loop y su secuencia consenso. Tomado y adaptado de Palinski et al., 2016.

2.4.3. Clasificacion

La diversidad genética de los PCVs es variable. Mientras que PCV2 presenta una alta
diversidad, con una tasa evolutiva estimada de 1,2 x 107 sustituciones/sitio/afio (slsla)
(Firth et al., 2009; Franzo et al., 2016), PCV1 y PCV3 se consideran tipicamente virus
de baja diversidad, con tasas evolutivas del orden de 10® s/s/a (Cortey & Segalés,
2012; Franzo et al., 2019). Sin embargo, algunos estudios estiman tasas mayores para
PCV3, de 1,22 x 10™ s/s/a (Saraiva et al., 2018) 0 1,69 x 107 s/s/a (Li et al., 2018), que
sugieren una mayor variabilidad en las cepas de este virus, incluso comparable a la
exhibida por PCV2. Adicionalmente, se postulé que dichos cambios se acumularian
mayoritariamente en el gen que codifica la proteina Cap, el cual estaria sometido a
seleccidn diversificadora, en comparaciéon con el ORF1 (Franzo et al., 2019).

A pesar de no existir un consenso acerca de la variabilidad de PCV3, el estudio de su
diversidad genética ha generado la aparicion de diversos sistemas de clasificacion
propuestos por los investigadores. Dada la importancia de una clasificacion
taxonOmica precisa y un correcto genotipado para comprender la epidemiologia
molecular del virus (Fux etal., 2018), se definieron criterios basandose en
representaciones filogenéticas a partir de los genomas completos y/o en marcadores
presentes en la secuencia nucleotidica o0 aminoacidica de las regiones codificantes.

En 2018, Fux y cols. detectaron la presencia de PCV3 en un conjunto de granjas
alemanas y analizaron las secuencias gendmicas obtenidas, junto con genomas
completos reportados en otros paises. El analisis filogenético, por dos métodos de
inferencia distintos (Neighbor-Joining y Maximum Likelihood), mostré la presencia de
dos grupos principales, denominados PCV3a y PCV3b, que presentaban a su vez
algunas subdivisiones (Anexo Il). Un procedimiento idéntico pero utilizando
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exclusivamente la porcion de secuencia correspondiente al ORF2 reflejé los mismos
agrupamientos. Curiosamente, los grupos y subgrupos propuestos a causa de la
topologia observada en el arbol filogenético fueron sustentados por la identificacion de
motivos especificos en la secuencia aminoacidica de los ORFs del genoma viral. Esto
motivé a los investigadores a proponer un sistema de clasificacion preliminar basado
en los residuos ubicados en posiciones concretas que, posteriormente, seria adoptado
y ligeramente modificado por Vargas-Bermudez et al. tras haber analizado y
clasificado una cantidad importante de cepas identificadas en territorio colombiano
(Vargas-Bermudez et al., 2019). De esta manera, se establecié un sistema capaz de
clasificar las cepas de PCV3 en donde los aminoacidos presentes en las posiciones
122 del ORF1, 24, 27, 77 y 150 del ORF2,y 1, 4 y 227 del ORF3 definen dos grupos
principales, los ya mencionados PCV3a y PCV3b, cada uno con dos subdivisiones, al
y a2, bl y b2, respectivamente (Fux et al., 2018; Vargas-Bermudez et al., 2019).

Tabla 1. Motivos indicadores de grupo. Sitios y residuos de la secuencia aminoacidica de los
ORFs de PCV3 que determinan la pertenencia de las cepas a un grupo determinado.

ORF1  ORF2 ORF3

122 24 27 77 150 1 4 227
al A \Y% K SIN 1 F D G
a2 S V/IA K S I/L F DIG V
bl S/A AV R S I/L S G/D VIG
b2 S A R T L/1 S G \Y%

Extraido y adaptado de Vargas-Bermudez et al., 2019.

El caracter preliminar del sistema se debe a que la cantidad y calidad de las
secuencias gendmicas disponibles en las bases de datos son cruciales para
establecer un sistema robusto, y se puede ver modificado al afiadirse mas datos desde
otras investigaciones (Fux et al., 2018).

2.4.4. Patogenia y relevancia

Como se menciond anteriormente, la obtenciéon del indculo viral (por aislamiento y
propagacion o mediante la obtencién de clones infecciosos) fue clave para llevar a
cabo una serie de investigaciones en busca de esclarecer el rol patogénico de PCV3
(Jiang et al., 2019; Mora-Diaz et al., 2020; Oh & Chae, 2020).

En una revision reciente acerca de la patogénesis de este virus, Sirisereewan (2022)
recopila una serie de estudios de infecciones experimentales que obtuvieron
resultados interesantes sobre el rol de PCV3 en las presentaciones clinicas de los
cerdos inoculados. En todos los casos, los animales fueron inoculados (Unicamente
con virus o con virus e inmunoestimulante) y posteriormente, siguiendo un cronograma
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establecido, se registraron ciertos parametros tales como: sintomatologia, lesiones
(macro y microscapicas), carga y/o replicacion viral, anticuerpos contra PCV3, etc.

En uno de los casos, la infeccidén de cerdos libres de patdégenos especificos (SPF), de
4 y 8 semanas de edad, produjo sintomas clinicos en el 100% de los animales
inoculados. Entre los mismos se encontraban: fiebre, estornudos, tos, diarrea,
convulsiones, ademas de enrojecimiento de la piel, orejas, y papulas, signos clinicos
compatibles con PDNS. Adicionalmente, los cerdos presentaron lesiones
macroscoépicas, incluyendo adenomegalia, esplenomegalia y riflones inflamados con
focos hemorragicos, y microscOpicas como miocarditis, nefritis, degeneracién de
células epiteliales del intestino delgado y afectacién del sistema inmune (necrosis y
deplecion linfoide). Fue el caso méas severo de los que se contemplan en este trabajo,
donde incluso el 40% de los animales inoculados murieron, y los investigadores creen
que dicha gravedad puede deberse, en parte, a la disminucion de la respuesta inmune
celular causada por la deplecion linfoide en ciertos 6rganos del sistema, a una
respuesta de anticuerpos tardia (21 dias post-infeccion), y altos picos de viremia y un
amplio tropismo celular, del cual se tienen indicios por la ubicacion de antigeno viral en
una variedad de tejidos mediante inmunohistoquimica (Jiang et al., 2019; Sirisereewan
et al., 2022).

El otro estudio, de los recogidos por Sirisereewan, que consiguié reproducir
efectivamente la enfermedad clinica fue una infeccién experimental realizada en
cerdos de 3 semanas de edad. Todos los animales inoculados desarrollaron diarrea y
presentaron lesiones macro y microscépicas, incluyendo miocarditis, nefritis y
degeneracion de las células epiteliales del intestino delgado, al igual que el caso
mencionado anteriormente (F. Zhang et al., 2020).

Por otra parte, dos estudios fueron incapaces de reproducir sintomatologia clinica en
los cerdos inoculados. Es decir, los animales cursaron una infeccion subclinica,
ademas de no exhibir lesiones macroscopicas. En cambio, si se evidencio la presencia
de lesiones microscépicas (miocarditis y nefritis) y viremia (Mora-Diaz et al., 2020;
Temeeyasen et al., 2021). En ambos casos, la presencia de PCV3 y la ausencia de
sintomatologia puede deberse a diferentes factores, entre los cuales se puede
destacar la incidencia de las variantes genéticas en la virulencia del virus
(Sirisereewan et al., 2022). En otras palabras, diferentes cepas virales pueden generar
infecciones de distinta gravedad, por lo que se resalta, huevamente, la necesidad de
caracterizar genéticamente las cepas de PCV3.

Adicionalmente, en uno de los casos se demostré un tropismo celular mas reducido v,
en ambos, la aparicion de una respuesta temprana de anticuerpos a los 7 dias post-
infeccion (dpi) (Mora-Diaz etal.,, 2020; Temeeyasen etal.,, 2021). Una buena
respuesta inmunologica podria explicar el desarrollo de una infeccién subclinica o de
muy baja gravedad.

Recientemente (febrero de 2023), se public6 un nuevo estudio de infeccidon
experimental en cerdos SPF de 4 semanas de edad. Los animales del grupo inoculado
experimentaron una reduccién en el peso corporal y fiebre (40 °C en promedio),
ademas de pérdida de apetito, depresion y diarrea en algunos casos. Sin embargo, no
exhibieron signos clinicos de mayor severidad, como lesiones compatibles con PDNS
u otras enfermedades graves. Una vez finalizado el estudio, el andlisis de lesiones
macroscopicas detectd alteraciones (hemorragia, hinchazén y/o necrosis) en higado,
bazo, pulmén y nédulos linfaticos, pero no evidencié afectacién de corazon ni rifién. En
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cambio, en todos esos 6Organos si se detectaron lesiones microscopicas, en su
mayoria vinculadas a la infiltracién de liquido y células inflamatorias. En los drganos
linfoides, como bazo y ganglios linfaticos, también se identific6 un bajo nimero de
linfocitos y necrosis (Deng et al., 2023). Todo esto es consistente con un sindrome
inflamatorio multisistémico, como se ha reportado en observaciones de campo (Phan
et al., 2016), y fue apoyado por la deteccion de un perfil de citoquinas pro-inflamatorias
significativamente mayor en los cerdos infectados. Asimismo, se detectaron altas
cargas virales en érganos como corazon, pulmones, higado, rifidon y nédulos linfaticos,
mediante RT-gPCR (Deng et al., 2023).

Aungue no de forma categorica, estos estudios permitieron esclarecer, al menos en
parte, la patogénesis asociada a PCV3. En todos los casos se evidenciaron lesiones
microscopicas como nefritis y miocarditis de naturaleza inflamatoria y se vié que
corazon y rifiones parecen ser sitios importantes para la replicacion viral. Por lo tanto,
la infeccion por PCV3 afectaria a todos los cerdos, mas alla de si el curso de la misma
se da de manera sintomatica o subclinica. Ademas, estos resultados son totalmente
consistentes con lo observado en casos de infecciones naturales.

Muchos factores pueden contribuir al desarrollo de la enfermedad ante la infeccién por
PCV3, y saber cuanto contribuye cada uno de ellos, e identificar algunos
desconocidos, requiere de mas investigaciones. Si bien el panorama general que se
obtiene de los estudios de infeccion experimental es que la misma puede generar la
aparicion de enfermedad o transcurrir de forma asintomatica, y que en el caso de
ocasionar sintomas la entidad de los mismos es menor que en las infecciones
naturales, cabe destacar que en dichos estudios la frecuencia con que se observan los
cuadros clinicos es aparentemente menor que la apreciada en campo, como se ha
sugerido que ocurre con PCV2 (Opriessnig et al.,, 2020). Esto esta estrechamente
relacionado con la naturaleza multifactorial de las enfermedades que afectan las
poblaciones de cerdos, y no es una caracteristica exclusiva de PCV3, ni de los PCVs,
sino que es comun a los diferentes patégenos que tienen a estas especies como
hospederos. Entre los factores intervinientes podemos encontrar: virulencia de las
cepas virales (variabilidad genética viral), titulos del indculo, coinfecciones con otros
patégenos (virus, bacterias, etc), especie y raza del hospedero (variabilidad genética
del hospedero), estado inmune del animal (inmunocompetencia/inmunosupresion,
inmunidad pasiva/activa, etc.), edad, colonizacién bacteriana (estado de la microbiota),
etc. (Sirisereewan et al., 2022). Las notorias diferencias entre las condiciones en las
gue se producen las infecciones naturales y los estudios de laboratorio explican la
variabilidad entre los resultados y observaciones, y la dificultad para establecer a
PCV3 como el agente etioldgico responsable de una enfermedad concreta. De todos
modos, se demostré que este virus puede producir dafio patoldgico, aungque sea leve,
en multiples 6rganos (Deng et al., 2023), lo que puede repercutir en la consideracion
del virus como agente patégeno de una especie econdmicamente relevante como Sus
scrofa domestica.

Por otra parte, se desconoce el rol de PCV3 como agente causal de enfermedad en
otros hospederos en los que ha sido detectado. Se ha identificado viremia en especies
domésticas como bovinos y canidos, sin desarrollo de enfermedad clinica (Kroeger,
2022). Entre las especies de hospederos salvajes, los cerdos ferales cobran particular
relevancia. Desde los primeros reportes se ha advertido que estos animales podrian
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funcionar como un reservorio natural muy importante para PCV3, y sus poblaciones
han demostrado tener prevalencias mas altas que las de animales domésticos (23 a
61,5%) (Kroeger, 2022). Esto hace relevante el estudio de la presencia del virus en
dichos animales. En Uruguay, el jabali estd ampliamente distribuido, es una especie
exotica invasora y declarada plaga nacional (Decreto 463/982), y sus poblaciones
frecuentemente toman contacto con las de cerdos domésticos, por lo que seria factible
la transmision entre especies. En este sentido, es importante conocer el estado de la
circulacion de PCV3 en dichos animales salvajes para acercarnos al entendimiento de
la epidemiologia viral. Se necesitan mas estudios que indaguen acerca de como la
infeccion afecta a estos cerdos.

2.4.5. Evolucion de los reportes de deteccion de PCV3 en el mundo

La posible asociacion de PCV3 con diferentes enfermedades que afectan a animales
de produccién como los suinos, ya sea por su estrecho relacionamiento con un
patégeno porcino comprobado e importante como PCV2, o por su deteccién en cerdos
afectados con lesiones de etiologia desconocida, impulsé la busqueda de PCV3 por
parte de investigadores de varias regiones, muchas de ellas implicadas fuertemente en
la industria porcina. De este modo, desde los reportes iniciales a fines de 2016
(Palinski et al., 2016; Phan et al., 2016), PCV3 ha sido detectado en mas de 35 paises
y en practicamente todos los continentes (Figura 4), ya sea en Sus scrofa domestica,
cerdos salvajes, u otras especies, como se ha mencionado anteriormente. En
Sudamérica, fue primeramente reportado en Brasil (Tochetto et al., 2017), seguido por
Colombia (Vargas-Bermudez etal, 2019) y Argentina (Serena etal, 2021).
Adicionalmente, existe un preprint que reportaria la deteccién de PCV3 en Chile en el
afo 2020 (Rubilar et al., 2020).

En 2019 se inicid la investigacion sobre PCV3 en Uruguay en la Seccion Virologia de
Facultad de Ciencias (Udelar) bajo la hip6tesis de detectar efectivamente este virus en
nuestro pais, dado su caracter ubicuo, la presencia de sus hospederos naturales y los
antecedentes del laboratorio en la deteccién del relacionado PCV2 (Ramos etal.,
2012, 2013, 2015, 2017).
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Figura 4. Evolucion temporal de los reportes de PCV3 a nivel global. Representacion
gréfica de la evolucién temporal trienal de los reportes de PCV3 en el mundo, desde su primera
deteccion hasta la fecha. En verde: Paises que han notificado al menos una deteccién de
PCV3. Ademas, se destaca el comienzo de la investigacion sobre PCV3 en Uruguay (violeta).

20



3. Objetivos
3.1. Objetivo general:

Este trabajo tiene como objetivo detectar y caracterizar genéticamente las cepas de
PCV3 presentes en muestras de cerdos domésticos y jabalies provenientes de
diferentes regiones del Uruguay.

3.2. Objetivos especificos:

e Poner a punto una técnica basada en PCR convencional para la deteccion
molecular de PCV3.

o Implementar dicha herramienta para identificar, por primera vez en Uruguay, la
presencia del virus en muestras de cerdos y jabalies.

e Optimizar protocolos basados en Nested-PCR (0 PCR anidada) y PCR en
tiempo final para la amplificacion de diferentes regiones gendémicas del virus

e Caracterizar genéticamente los virus detectados en las muestras analizadas
mediante dos abordajes: analisis de los motivos indicadores de grupo
presentes en la secuencia aminoacidica y analisis filogenéticos basados en las
secuencias nucleotidicas obtenidas.

4. Materiales y métodos
4.1. Muestras analizadas

Para este estudio se procesaron un total 54 muestras de suero o tejido provenientes
de animales de distintas regiones del pais y que presentaban, o no, sintomatologia
compatible con las PCVAD. Cuarenta y ocho de ellas eran muestras de cerdo
procedentes de diferentes establecimientos (granjas, frigorificos, etc.), recolectadas en
el periodo 2010-2017, de las cuales 45 derivan del trabajo de Ramos et al. (2017).
Adicionalmente, se incluyeron 2 muestras de 2016 y 1 de 2017. Cabe destacar que el
proceso de muestreo no fue aleatorio. El criterio de inclusién de la mayoria de las
muestras para este analisis fue la presencia de signos clinicos sospechosos de la
infeccion por PCV3.

Por otra parte, las 6 muestras restantes provienen también del estudio realizado por
Ramos et al. (2017) y corresponden a muestras de jabali del periodo 2011-2012.

Gran parte de las muestras analizadas corresponden a muestras de archivo de la
Seccion Virologia (Fcien, Udelar), para las cuales ya se contaba con la extraccion de
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ADN, mientras que para una pequefia fraccion del conjunto de muestras, se realizé la
extraccion pertinente.

4.2. Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras de suero a analizar para su empleo
como molde en los protocolos de deteccidén y caracterizacion molecular. EI material
genético fue extraido utilizando un kit comercial (Quick-DNA/RNA™ Viral Kit de Zymo
Research), siguiendo las indicaciones del fabricante.

4.3. Deteccion de PCV3

Se optimizé un protocolo para la deteccion molecular de PCV3 basado en PCR
convencional (punto final) capaz de amplificar un fragmento conservado del ORF2 de
135 pb, ubicado entre las posiciones 1427 y 1561 del genoma viral. Para ello se
empled un juego de primers (Anexo lll) reportado por Palinski et al. (2016), al cual
denominamos PCV3DetF (forward) y PCV3DetR (reverse). La reaccion se llevo a cabo
en un volumen final de 20 uL, por lo que a cada tubo se le afadié: 2 uL de Taq Buffer
10X con KCI (Thermo Scientific™), 1.6 yL de MgCl, 25 mM, 0.4 pL de dNTPs 10 mM,
0.8 pL de PCV3DetF 10 uM, 0.8 yL de PCV3DetR 10 uyM, 0.12 yL de Taq DNA
Polymerase (Thermo Scientific™) 5 U/uL, 10.28 uL de agua ultra pura para PCR y 4
pML de ADN molde de la muestra correspondiente.

Se adaptd el ciclado reportado por Palinski et al. (2016) resultando en: 5 min de
desnaturalizacién inicial a 95°C, seguidos por 45 ciclos de desnaturalizacion,
annealing y extensién, a 95°C (30 s), 60°C (30 s) y 72°C (30 s) respectivamente, y una
extension final a 72°C por 10 min. En el ensayo se implementaron dos controles: un
control positivo (muestra positiva para PCV3 confirmada por secuenciacion y andlisis
de secuencia), que permita verificar el correcto funcionamiento de la reaccion, y un
control negativo (reemplazo del volumen de ADN molde por agua ultra pura para
PCR), que permita descartar la contaminacion y atribuir los resultados positivos a la
presencia de ADN molde viral en la muestra analizada. Posteriormente, los productos
de PCR fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa (1,5%). Para la
visualizacién de los fragmentos amplificados se utilizé el intercalante SYBR™ Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen | Thermo Fisher Scientific™) y el marcador de peso
molecular (MPM) GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™). Para
confirmar que dicho amplicén correspondia efectivamente al fragmento genémico de
PCV3, se enviaron a purificar y secuenciar los productos de PCR a Macrogen (Corea
del Sur). Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando la herramienta BLAST®
(Basic Local Alignment Search Tool).

4.4, Caracterizacion genética de PCV3

4.4.1. Amplificacion de Cap y ORF1-3 por PCR

22



Las muestras positivas para PCV3 fueron posteriormente sometidas a dos protocolos
basados en PCR con el objetivo de obtener la informacién genética necesaria para
caracterizar las cepas detectadas en Uruguay.

El primero de ellos consisti6 en una Nested-PCR capaz de amplificar, casi por
completo, el gen Cap en la primera ronda, mediante la utilizacion del juego de
cebadores CAPEF y CAPER reportados por Ku et al. (2017) (Anexo Ill). La reaccion se
llevd a cabo en un volumen final de 20 uL, por lo que a cada tubo se le anadié: 2 uL de
Taq Buffer 10X con KCI (Thermo Scientific™), 1.6 yL de MgCl, 256 mM, 0.4 uL de
dNTPs 10 mM, 0.8 yL de CAPEF 10 uM, 0.8 pL de CAPER 10 uM, 0.12 pyL de Taq
DNA Polymerase (Thermo Scientific™) 5 U/uL, 10.28 yL de agua ultra pura para PCR
y 4 uL de ADN de la muestra positiva correspondiente. El ciclado consistié en: 5 min
de desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion,
annealing y extension, a 94 °C (30 s), 48 °C (45 s) y 72 °C (45 s) respectivamente, y
una extension final a 72 °C por 10 min.

El producto de este round es un fragmento de 649 pb ubicado entre las posiciones
1343 y 1982 del genoma.

La segunda ronda estaba dirigida a amplificar un fragmento de 329 pb anidado dentro
del producto anterior, empleando el juego de primers CAPIF y CAPIR previamente
reportado por Palinski et al. (2016) (Anexo lIl). Nuevamente, la reaccién se llevd a
cabo en un volumen final de 20 uL, por lo que a cada tubo se le anadieron los mismos
reactivos en idénticos volimenes que en el primer round, con las salvedades de
utilizar en este caso los cebadores CAPIF y CAPIR y 4 uL de una diluciéon 1/5 del
producto de PCR de la ronda anterior como molde. El ciclado consistié en: 5 min de
desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion,
annealing y extension, a 94 °C (30 s), 53 °C (30 s) y 72 °C (30 s) respectivamente, y
una extension final a 72 °C por 10 min.

Con fines practicos, en el resto del documento estos fragmentos se nombraron como:
Céapside Completa (C) y Capside Parcial (P), respectivamente.

Por otra parte, se optimizé otro ensayo basado en PCR, esta vez PCR en punto final,
para la amplificacion de un fragmento de 854 pb que contiene gran parte del ORF1
(Rep) y una porcion del ORF3, ubicado entre las posiciones 74 y 927. Para ello se
utilizé el juego de cebadores ORF1-3F y ORF1-3R reportado por Palinski et al. (2016)
(Anexo Ill). La preparacion de los tubos fue idéntica a la realizada en la primera ronda
de amplificacion del gen Cap, excepto por la utilizacién en este caso de los cebadores
ORF1-3F y ORF1-3R. El ciclado empleado consisti6 en: 5 min de desnaturalizacion
inicial a 94 °C, seguidos por 40 ciclos de desnaturalizacion, annealing y extension, a
94 °C (35 s), 50 °C (35 s) y 72 °C (75 s) respectivamente, y una extension final a 72 °C
por 10 min.

Los productos de PCR de estos protocolos se sometieron a una electroforesis en gel
de agarosa, de caracteristicas similares a la realizada en el ensayo de deteccion, que
permitiria identificar las muestras en las que resultaron exitosos. Los amplicones
obtenidos fueron enviados a purificar y secuenciar a Macrogen (Corea del Sur).
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4.4.2. Andlisis de secuencias

Una vez recibidos los cromatogramas provistos por Macrogen, se analizaron
detenidamente para obtener la secuencia nucleotidica de los productos de PCR, la
cual se empled para la caracterizacion de las cepas virales. El software utilizado fue
BioEdit Sequence Alignment Editor (BioEdit) en su version 7.0.0.

4.4.2.1. Andlisis de secuencia aminoacidica

Para la caracterizacion de las cepas basada en los motivos presentes en la secuencia
aminoacidica (Fux etal., 2018; Vargas-Bermudez etal., 2019), se alinearon las
secuencias nucleotidicas en MEGA 6.0. utilizando ClustalW y se tradujeron a
aminoacidos respetando el marco abierto de lectura. Posteriormente, se visualizaron
las posiciones de interés y se registraron los aminoacidos presentes.

4.4.2.2. Andlisis de secuencia nucleotidica y construccion de filogenia

A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas, se realizd, empleando el programa
MEGA 6.0. (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), la construccion de arboles
filogenéticos que representan las relaciones entre los virus detectados y cepas de
referencia provenientes de distintos paises, cuyas secuencias se encuentran
disponibles en GenBank. El alineamiento de las mismas se llevdé a cabo mediante
ClustalW (en MEGA 6.0.). Con el objetivo de identificar si la clasificacion mediante los
motivos presentes en la secuencia aminoacidica se veia reflejada en las
representaciones filogenéticas, se incluyeron cepas previamente asignadas a los
diferentes subgrupos de PCV3, reportadas en los trabajos de Fux et al. (2018) y
Vargas-Bermudez et al. (2019).

Las representaciones filogenéticas se construyeron bajo los métodos de inferencia
filogenética Maximum Likelihood o Neighbor-Joining y los modelos evolutivos Kimura
2-parameter y p-distance, respectivamente.

Adicionalmente, se construyeron las matrices de identidad que permiten conocer la
similitud a nivel de secuencia nucleotidica de las cepas uruguayas entre si, y con
cepas detectadas en otros paises. Para ello se utilizé el software BioEdit y secuencias
de referencia extraidas de GenBank.

5. Resultados

5.1. Deteccion molecular de PCV3

Se consiguid efectivamente poner a punto un ensayo basado en PCR convencional
para la deteccion molecular de PCV3, a partir del ADN molde extraido de muestras de
suero y tejido de cerdos domésticos y jabalies. Cabe resaltar que no se contaba con
un control positivo para esta optimizacion, sino que se procesaron muestras hasta
lograr identificar una muestra positiva (PCV3+), mediante la observacion de un
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amplicon del tamafio esperado (135 pb) (Figura 5) y posterior confirmacion de la
secuencia obtenida. Una vez optimizada la herramienta, se analizaron un total de 54
muestras.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa - Deteccidn molecular de PCV3. Se observa el
amplicon de 135 pb correspondiente al fragmento del ORF2. En los carriles: 1) URU-014, 2)
URU-002, 3) URU-017, 4) URU-008, 5) URU-013, 6) C [-], M) GeneRuler 100 pb DNA Ladder.

Los resultados del procesamiento de las mismas dieron lugar a la primera deteccion
del nuevo circovirus porcino PCV3 en Uruguay, tanto en cerdos domésticos como en
salvajes (jabalies). Se identificé la presencia del virus en el 18,52% de las muestras
procesadas (10/54).

Se procesaron un total de 48 muestras de cerdo doméstico, de las cuales resultaron
positivas un 16,67% (8/48). Se detecto la presencia de PCV3 en muestras de cerdos
de diferentes edades (lechones, madres, padrillos y animales de engorde), que
presentaban, o no, sintomatologia clinica. El 75% de los cerdos PCV3+ mostraban
algun tipo de sintoma (6/8). De estos 6 casos, 3 corresponden a madres que habian
experimentado abortos y provenian de diferentes establecimientos (URU-003, URU-
004 y URU-005). A su vez, URU-003 y URU-005 estaban infectadas también con
PCV2 (Ramos et al., 2017), reconocido patégeno vinculado a problemas
reproductivos. Adicionalmente, PCV3 fue identificado en 3 lechones de criaderos
distintos (URU-006, URU-007 y URU-008). Dos de ellos, URU-007 y URU-008,
exhibian sintomas respiratorios y desmedro, este Ultimo coinfectado con PCV2
(Ramos et al., 2017). El tercer animal, URU-006, presentaba diarrea.

Como se puede observar en la figura 6, las muestras de cerdo doméstico PCV3+
provenian de criaderos ubicados en los departamentos de Canelones, Durazno,
Soriano y Montevideo.

Todas estas caracteristicas de las muestras positivas, y otras adicionales, se detallan
en la tabla 2.

Por otra parte, 2 de las 6 muestras de jabalies resultaron positivas para PCV3
(33,33%) (Tabla 2). Tanto URU-009 como URU-010 provenian del departamento de
Maldonado (Figura 6) y son ambas positivas para PCV2 (Ramos et al., 2017) (Tabla
2).
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Tabla 2. Muestras positivas para PCV3. Se detalla la categoria del animal, afio de recoleccion,
departamento de origen, evaluacion clinica, coinfecciéon con PCV2, regién del genoma obtenida

para cada muestra.

Nombre Qrigen Ario Departamento Sintomatologia Capside ORF1-3 PCV2
de la dela de de Completa por
muestra muestra recoleccion origen 0 Nested-PCR2
Parcial
(C/P)
URU-001 Padrillo 2010 Soriano Asintomatico C + -
URU-002 Engorde 2013 Canelones Sin evaluar (frigorifico) * +
URU-003 Madre 2013 Durazno Abortos = +
URU-004 Madre 2013 Canelones Abortos P -
URU-005 Madre 2013 Canelones Abortos C + +
URU-006 Lechan 2013 Montevideo Diarrea * + -
URU-007 Lechon 2013 Canelones S Lol e p -
desmedro
. Sintomas respiratorios,
URU-008 Lechdn 2013 Canelones . P +
URU-009 Jabali 2011 Maldonado - = +
URU-010 Jabalf 2012 Maldonado - = +

* Solo detectado con PCR de deteccion (135).

a. Datos extraidos de Ramos et al. (2017).

Figura 6. Distribucién de las muestras positivas en Uruguay. Departamentos en donde se

identificaron muestras positivas para PCV3.
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5.2. Caracterizacion molecular de PCV3

Se logré poner a punto un protocolo para la caracterizacion molecular de los virus
detectados amplificando fragmentos del genoma viral por Nested-PCR y PCR
convencional, y analizando su secuencia nucleotidica y aminoacidica. Mediante el
mismo se consiguié obtener la informacién genética, de al menos una region del
genoma (ORF2 u ORF1-3), para 9 de las 10 muestras positivas (Tabla 2).

Por medio del ensayo basado en Nested-PCR se obtuvo exitosamente la secuencia
nucleotidica del gen Cap en 8 de las 10 muestras positivas para PCV3 (80%), siendo 2
de ellas secuencias completas de 648 pb (URU-001 y URU-005), provenientes del
primer round de PCR (Figura 7), y las 6 restantes secuencias parciales (329 pb),
producto de la segunda ronda de amplificacién (Figura 8). Del 20% restante (2
muestras de cerdo) s6lo se obtuvo la secuencia de capside correspondiente al
fragmento de deteccion (Tabla 2).

Por otro lado, se logré amplificar la porcion genémica de 853 pb (ORF1-3) mediante
PCR convencional (Figura 9) y se obtuvo la secuencia nucleotidica del fragmento para
3 de las cepas detectadas (URU-001, URU-005 y URU-006), correspondiendo todas
ellas a muestras de cerdo (Tabla 2).

Como se puede apreciar en la tabla 2, para 2 muestras se obtuvo la secuencia de
ambas regiones gendmicas (ORF2 y ORF1-3), por lo que se conoce,
aproximadamente, el 75% del genoma viral de las mismas (URU-001 y URU-005).

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa - Caracterizacion molecular de PCV3 (ORF2).
Se observa el amplicon de 648 pb correspondiente al ORF2 completo resultante del primer
round de la Nested-PCR. En los carriles: 1) URU-010, 2) URU-002, 3) URU-003, 4) URU-004,
5) URU-007, 6) URU-001, 7) C [-], M) GeneRuler 100 pb plus DNA Ladder.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa - Caracterizacion molecular de PCV3 (ORF2).
Se observa el amplicén de 329 pb correspondiente al fragmento parcial del ORF2 resultante del
segundo round de la Nested-PCR. En los carriles: 1) URU-010, 2) URU-002, 3) URU-003, 4)
URU-001, 5) URU-007, 6) URU-006, 7) C [-], M) GeneRuler 100 pb plus DNA Ladder.

w 1000 pb

w500 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa - Caracterizacion molecular de PCV3 (ORF1-3).
Se observa el amplicén de 853 pb correspondiente a la regién denominada ORF1-3. En los
carriles: 1) URU-001, 2) URU-003, 3) URU-004, M) GeneRuler 100 pb plus DNA Ladder, 4)
URU-007, 5) URU-008, 6) URU-005, 7) URU-006, 8) C [-].

5.2.1. Caracterizacion basada en la secuencia aminoacidica

Se logré caracterizar 8 de las 10 muestras positivas para PCV3, en base a los motivos
presentes en la secuencia aminoacidica planteados por Fux et al. (2018) y Vargas-
Bermudez et al. (2019).

De esta manera, se identificaron cepas de ambos grupos de PCV3 en Uruguay,
detectandose una Unica muestra correspondiente a PCV3a y 7 pertenecientes al grupo
PCV3b (Tabla 3). De las dos muestras positivas restantes (URU-002 y URU-006), no
se pudo determinar el grupo, dado que no se obtuvieron las porciones de secuencia
gue contienen los sitios informativos para su clasificacion. En el caso de URU-002 se
obtuvo Unicamente la secuencia del fragmento correspondiente a la deteccion
molecular, mientras que para URU-006 sélo se pudieron conocer algunas posiciones
de la region denominada ORF1-3 que no definen a qué grupo pertenece (Tabla 3).

Curiosamente, mientras que el total de cepas caracterizadas a partir de muestras de
cerdo (6) pertenecen todas al mismo grupo (PCV3Db), las 2 Unicas cepas halladas en
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muestras de jabali pertenecen a grupos distintos, URU-010 a PCV3a y URU-009
a PCV3b.

A nivel de subgrupos, 6 de las 7 cepas PCV3b son del subgrupo bl (URU-001, URU-
003, URU-005, URU-007, URU-008 y URU-009), mientras que URU-004, resulté ser la
Unica representante del subgrupo PCV3b2 (Tabla 3). En relacion a URU-010,
perteneciente al grupo PCV3a, no se logré determinar su subgrupo dado que las
posiciones a las que pudimos acceder mediante la secuencia obtenida no permiten
clasificarla a dicho nivel.

Tabla 3. Motivos indicadores de grupo y clasificacion de las cepas uruguayas. Clasificacion de
las cepas uruguayas de PCV3 segun indicadores en la secuencia de aminoacidos de cada
ORF.

ORF 1 ORF 2 ORF 3
122 27 77 | 150 1 a4 227
5 via | K 5 1L F |p/cg | v
s/a || afv | R 3 1L s | G/p | v/G
5 A R T LI [3 G v
Cepas uruguayas
URU-001 5 A R 5 I = = v
URU-003 = = R 5 = = = =
URU-004 = = R T = = = =
URU-005 5 A R 5 I = = v
URU-006 5 v
URU-007 = = R 5 = = = =
URU-008 = = R 5 = = = =
URU-009 =

- R 5 - - - -
[ wvoo [ [ - Tl s - Jf-[- [ ]

A: Alanina, D: Acido aspartico, F: Fenilalanina, G: Glicina, |: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, N:
Asparagina, R: Arginina, S: Serina, T: Treonina, V: Valina, [-] : sin informacion.

5.2.2. Caracterizacion basada en analisis de secuencia nucleotidica
5.2.2.1 Arboles filogenéticos

Las secuencias obtenidas se utilizaron para la construccion de arboles filogenéticos
que representen las relaciones entre las cepas detectadas en este trabajo y las
secuencias de referencia reportadas en otros paises con las que comparten un alto
porcentaje de identidad nucleotidica, y que en algunos casos se encuentran
caracterizadas a nivel aminoacidico.

En la figura 10 se muestra el arbol filogenético construido a partir de la secuencia
parcial del ORF2 de PCV3. En la parte superior del mismo podemos observar la cepa
URU-010 agrupando exclusivamente con cepas extranjeras, de las cuales dos han
sido categorizadas como PCV3a (MH327784 y MH327785) por Vargas-Bermudez et
al. (2019). Por debajo se aprecia el grupo que conforman las cepas uruguayas URU-
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001, URU-004 y URU-009 con cepas provenientes de diferentes paises, entre las
cuales se encuentra la cepa brasilefia MF079253, representante del grupo PCV3b
(Fux et al., 2018). Cabe destacar que ambos agrupamientos carecen de un soporte
estadistico adecuado, el mismo se ubica por debajo del 50%. En otro de los clusters
observados, se aprecia a las cepas URU-005, URU-007 y URU-008 junto con cepas
extranjeras, dentro de las cuales se encuentra MF805723, una cepa danesa
clasificada como PCV3b por Vargas-Bermudez et al. (2019). En este caso, el soporte
estadistico es de apenas 50%. El agrupamiento restante es el compuesto por la cepa
uruguaya URU-003 y dos espafiolas (MH579744 y MW167066). Este pequefio grupo
tiene la particularidad de poseer un soporte estadistico muy fuerte (95% de bootstrap)
y se encuentra separado de los demas agrupamientos. Como se vera a continuacion
en los resultados del andlisis de identidad de secuencia, URU-003 es la cepa
uruguaya mas divergente, y esto explicaria la disposicion observada en el arbol, junto
con las cepas extranjeras mas similares a ella.

La ausencia de dos grupos monofiléticos claros, que se correspondan con los
planteados segun la clasificacion basada en los motivos aminoacidicos, y la falta de un
soporte estadistico robusto para los agrupamientos observados, motivé la construccion
de otra representacién utilizando un método de inferencia filogenética diferente y otro
modelo  evolutivo. Fueron seleccionados Neighbor-Joining y p-distance,
respectivamente, dado que son comunmente utilizados para la construccién de
filogenias de otros PCVs, como PCV2. Ademas, fueron empleados por Fux et al.
(2018) y Vargas-Bermudez et al. (2019) en sus estudios sobre PCV3, dos trabajos de
referencia para la presente investigacion. En el arbol resultante (Anexo IV) no se
observaron cambios sustanciales. Si bien se aprecian algunas diferencias topoldgicas,
el soporte estadistico de las mismas tampoco es significativo, por lo que podrian
deberse al azar. En este caso, tampoco se aprecia una division clara que represente
los grupos definidos segun la secuencia de aminoacidos y sustentada por un soporte
estadistico fuerte.

Debido a que una mayor informaciéon del genoma viral podria contribuir a una mejor
representacion filogenética, se construy6é un arbol con las cepas uruguayas para las
cuales se cuenta con la secuencia nucleotidica completa del ORF2 y la porcion
denominada ORF1-3 (URU-001 y URU-005). Ademas se incluyeron cepas de
referencia disponibles en GenBank, previamente caracterizadas en base a sus motivos
aminoacidicos, representantes de los grupos de PCV3 planteados por Fux et al. (2018)
y Vargas-Bermudez et al. (2019). Utilizando los mismos métodos y modelos que en la
reconstruccion anterior, se obtuvo el arbol de la figura 11, en donde se aprecian dos
agrupamientos claros. El cluster superior lo componen exclusivamente cepas del
grupo PCV3a. En él no se aprecia la presencia de ninguna cepa uruguaya, dado que
no se pudo obtener la secuencia del ORF2 completo ni la porcibn ORF1-3 para la
Unica representante nacional de este grupo (URU-010). En el cluster inferior se ubican
cepas PCV3b extranjeras Yy, consistentemente, URU-005, cepa uruguaya
caracterizada como integrante de este grupo en el presente trabajo. La cepa, URU-
001, se presenta separada del “cluster b”, grupo al cual perteneceria (Tabla 3). De
todos modos, estaria relacionada de manera més cercana con este ultimo que con el
agrupamiento compuesto por las cepas PCV3a. Por otra parte, es importante sefialar
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que incluir mas informacidén genética no logré mejorar el soporte de los nodos de
ambos grupos, los cuales permanecieron presentando valores por debajo del 50%.
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Figura 10. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial del ORF2 (329 pb) de PCV3.
Arbol filogenético realizado mediante méaxima verosimilitud (Maximum Likelihood), modelo

evolutivo Kimura 2-pardmetros (K2) y 1000 réplicas

de bootstrap. Se muestra el valor de

bootstrap en los casos donde sea mayor o igual al 50%. Se pueden apreciar las cepas
uruguayas de PCV3, marcadas con un triangulo, y cepas de referencia extraidas de GenBank
con su numero de acceso y pais de origen. Ademas, se incluyé una secuencia de PCV2 como
grupo externo. En violeta oscuro: PCV3al, en violeta claro: PCV3a2, en verde oscuro: PCV3bl

y en verde claro: PCV3b2.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en la secuencia completa del ORF2 y la region
ORF1-3 de PCV3. Arbol filogenético realizado mediante méaxima verosimilitud (Maximum
Likelihood), modelo evolutivo K2 y 1000 réplicas de bootstrap. El valor de bootstrap se muestra
en los casos donde sea mayor o igual al 50%. Se observan las cepas uruguayas, marcadas
con un triangulo, y cepas extranjeras de referencia, previamente caracterizadas, extraidas de
GenBank, con su nimero de acceso y pais de origen. Con circulos de colores se indica el
subgrupo de PCV3. En violeta oscuro: PCV3al, en violeta claro: PCV3a2, en verde oscuro:
PCV3bl y en verde claro: PCV3b2. Ademas, se incluyé una secuencia de PCV2 como grupo
externo.

5.2.2.2 Matrices de identidad

A nivel del gen Cap (parcial), el analisis de identidad de secuencia nucleotidica (ID)
entre las cepas uruguayas arrojé que el rango de la misma se ubica entre 95,5% y
99,6%. Las muestras URU-005 y URU-007 poseen las secuencias mas parecidas, con
un 99,6 % de ID, seguidas por URU-007 y URU-008 con un 99,3%. Por otro lado,
URU-003 y URU-004 son las cepas mas diferentes entre si, con un 95,5%. Ademas,
URU-003 es la cepa uruguaya mas divergente. Es decir, cuando se analiza cuén
parecida es cada cepa nacional respecto a sus pares, esta es la que presenta el valor
de ID mas bajo en todos los casos (95,5% - 96,5%).

Por otra parte, el andlisis entre las cepas uruguayas y las reportadas en otros paises
permitié identificar que, URU-003 es la que exhibe la menor ID con su cepa de
referencia més parecida (98,9%), mientras que las restantes comparten entre el 99,3%
y el 100% de ID. Un ejemplo de esto son las secuencias de URU-005 y URU-007, que
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comparten el 100% de identidad con las cepas brasilefias MH699985 y MN651454,
respectivamente.

A nivel del ORF1-3, la ID entre las 3 secuencias obtenidas de esta porciébn genémica a
partir de muestras uruguayas fue, en todos los casos, mayor al 99,0%. El rango de ID
observado fue de 99,0% - 99,5%, siendo el extremo inferior el valor entre las cepas
URU-001 y URU-005, y el superior entre la ya mencionada URU-005 y URU-006.
Respecto a la comparacién con secuencias de referencia, provenientes de otros
estudios, la identidad de secuencia nucleotidica se ubico entre el 99,3% y el 99,8%. El
extremo superior del rango surge de comparar la cepa URU-006 con la extranjera
MN507536 (Taiwan), y el inferior de comparar esta ultima con URU-001.

6. Discusioén

La optimizacion exitosa de un protocolo de deteccién molecular basado en PCR
convencional permitié detectar la presencia del virus en muestras de suero y tejido de
cerdos y jabalies provenientes de diferentes regiones del territorio nacional. Partiendo
de extracciones de ADN de las muestras a analizar, y mediante un ensayo simple
como una PCR en tiempo final, se puede identificar de manera especifica la presencia
del &cido nucleico de PCV3. La aplicacion de este protocolo a un total de 54 muestras
permitio la deteccion del virus en 10 de ellas. Las mismas fueron recogidas en el
periodo 2010 - 2013 y provienen de los departamentos de Canelones (5), Durazno (1),
Maldonado (2), Montevideo (1) y Soriano (1). Este trabajo reporta la primera deteccion
del virus en el pais, y los resultados obtenidos en esta tesina serian los primeros
indicios acerca de la circulaciobn de PCV3 en Uruguay, al menos en el periodo
mencionado. De todos modos, es muy probable que el virus haya estado circulando en
las poblaciones de cerdos de nuestro pais con anterioridad, como sugiere la amplia
distribucion de PCV3 y los estudios retrospectivos realizados en otros paises (Kroeger,
2022; Opriessnig et al., 2020; Rodrigues et al., 2020). Un 16,67% de las muestras de
cerdo doméstico procesadas fueron positivas, mientras que este porcentaje asciende
al 33,33% en las muestras de jabalies. Esto podria indicar una mayor frecuencia de
deteccién, o una mayor circulacion, en cerdos salvajes que en domésticos, pero es
necesario precisar que el numero de muestras procesadas de cada especie no es
comparable, por lo que no se pueden extraer conclusiones determinantes al respecto.
Este mayor porcentaje de positivos en las muestras de jabalies podria deberse al azar.
De todos modos, una mayor presencia de PCV3 en poblaciones de cerdos salvajes
respecto a las poblaciones domésticas seria lo esperado de acuerdo a lo reportado en
la bibliografia. La prevalencia del virus en cerdos ferales se ha ubicado siempre por
encima de la registrada en sus pares domésticos, en el rango de 23% a 62%
aproximadamente (Kroeger, 2022). Otro estudio ubica la prevalencia molecular de
PCV3 en poblaciones de jabalies entre el 33,15% y 50% (Tan et al., 2021). A su vez,
cabe destacar que la deteccion se dié exclusivamente en animales del departamento
de Maldonado, pero muy probablemente esto se deba a que las muestras de cerdos
salvajes procesadas en este estudio provenian de alli, y no se incluyeron muestras de
otros departamentos. En este sentido, dada la amplia distribucién, tanto del virus en el
mundo, y presumiblemente en el territorio nacional, como de los jabalies en Uruguay,
es muy probable que existan ejemplares infectados por PCV3 en todas las
poblaciones de esta especie que se encuentran distribuidas a lo largo y ancho del
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pais. Seria interesante desarrollar mas estudios sobre la presencia de PCV3 en las
poblaciones de jabalies del Uruguay, dado que se sospecha que puedan
desempefiarse como un importante reservorio de este virus (Kroeger, 2022). Ademas,
se conoce su rol como hospederos del relacionado PCV2, tal y como se demostrd
anteriormente en nuestro pais, en un trabajo realizado en la Seccién Virologia (Ramos
etal., 2017). De hecho, gracias al mismo se sabe que las muestras de jabalies
positivas para PCV3 en este estudio, también lo son para PCV2 (Ramos et al., 2017).
Respecto a la deteccion de PCV3 en cerdos domésticos, su identificacion en
individuos de diversas edades, desde lechones a adultos, y en animales asintomaticos
0 con sintomatologia, se suma a lo ya reportado ampliamente en la bibliografia
(Kroeger, 2022; Opriessnig et al., 2020). A pesar de que el 75% de las muestras de
cerdo positivas provenian de individuos que mostraban algun tipo de sintoma, entre
ellos signos clinicos que han sido asociados a la infeccion por PCV3 como diarrea y
problemas reproductivos (Sirisereewan et al., 2022), esto no constituye evidencia de
campo a favor del rol patogénico de este virus. Tanto el reducido nUmero de muestras
como la estrategia experimental llevada a cabo en este estudio, enfocada en otro
objetivo, no permiten extraer conclusiones acerca de este aspecto. El porcentaje tan
alto de animales PCV3+ sintométicos se debe muy probablemente al criterio de
muestreo mencionado anteriormente, y no a una estrecha asociacion entre la
presencia del virus y el desarrollo de enfermedad, algo que no ha sido completamente
esclarecido, aun con la evidencia proporcionada por los estudios de infecciones
experimentales (Kroeger, 2022). Ademas, los signos clinicos observados pueden
deberse a la infeccion por otros patdgenos como PCV2, que fue identificado en
algunos casos, u otros no testeados en este estudio.

La puesta a punto de un protocolo capaz de amplificar fragmentos informativos del
genoma viral permitié caracterizar, en base al analisis de las secuencias nucleotidicas
y aminoacidicas obtenidas, a la mayor parte de las cepas uruguayas. La regién mas
relevante para este procedimiento, ORF2, se obtuvo para 8 de las 10 muestras
positivas totales. En 6 de los casos solo se obtuvo la secuencia parcial, proveniente,
como se menciond anteriormente, del segundo round de la Nested-PCR utilizada. Esto
limité el acceso a la secuencia de las regiones 3’ y 5 del gen Cap, y determiné no
conocer los aminoacidos presentes en las posiciones 24 y 150 de la proteina, y la
construccion de la filogenia con secuencias parciales. La obtencion de la secuencia
completa del ORF2 depende del primer round de la Nested-PCR, por lo que en
definitiva lo hace de una PCR convencional (o punto final). Por lo tanto, la obtencion
de uno y otro fragmento (ORF2 completo/ORF2 parcial) no representa la misma
dificultad. Es probable que muestras como URU-001 y URU-005, para las cuales se
obtuvo la secuencia de capside completa, posean una mayor cantidad de ADN viral
gue facilita la obtenciébn de un amplicén visible en el primer round de un ensayo
cualitativo como el utilizado. En cambio, para las 6 muestras caracterizadas restantes,
una menor concentracion de ADN de PCV3 impediria apreciar una cantidad
significativa de producto en la primera reaccion, que si se obtuvo tras el segundo
round. La variante Nested-PCR aumenta la sensibilidad respecto a una PCR simple.

A pesar de ello, el acceso a la posicion 24 de la secuencia aminoacidica del ORF2
posibilitd la clasificacion de estas 8 cepas en PCV3a o PCV3b.

En el caso de la region ORF1-3, solo se logré su amplificacion en 3 de las 10
muestras, y es probable que se deba a las dificultades anteriormente mencionadas
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gue representa la utilizacion de una PCR simple. La obtencién de esta porcion
gendmica signific6 conocer mas de la mitad del genoma de las muestras URU-001 y
URU-005, para las cuales ya se contaba con la secuencia de capside completa.

Las Unicas dos muestras que no lograron ser caracterizadas son URU-002 y URU-006.
Para la muestra URU-002 no se logr6é la amplificacion de ningun fragmento que
permitiera su caracterizacion. Esto quizas se deba a un deterioro de la misma, por los
procesos de congelado y descongelado, u otros, que tuvieron lugar entre que resultd
positiva en el protocolo de deteccion molecular y se someti6é al de caracterizacion. En
el caso de URU-006, no se logré amplificar ninguna porcién del ORF2, pero se obtuvo
la region ORF1-3. Esta ultima no comprendié el motivo aminoacidico que hubiese
permitido su asignacién a un grupo (posicién 1 del ORF3). Se desconocen los motivos
por los que no funciond correctamente una técnica como la Nested-PCR, de la cual ya
se han mencionado sus atributos/ventajas. Es probable que haya ocurrido algun error
de manipulacién al someter la muestra a los protocolos, como por ejemplo no
adicionar ADN molde en el primer round o no afadir el producto del mismo al tubo en
donde ocurri6 la segunda reaccion.

De todos modos, la caracterizacion molecular de los virus detectados fue exitosa. Los
motivos presentes en las secuencias parciales bastaron para determinar a qué grupo
pertenecian la mayoria de las cepas detectadas y representar sus relaciones
filogenéticas.

El andlisis de los motivos presentes en la secuencia aminoacidica permitié identificar a
PCV3b como el grupo mayoritario que circula en las poblaciones de cerdos
domésticos de nuestro pais, subgrupo bl. Para sus pares salvajes no se logré
identificar un grupo mas representado que otro, dado que tan solo se obtuvieron 2
muestras positivas, siendo una PCV3a y la otra PCV3b. Estudios adicionales, que
tengan como objetivo las poblaciones de jabalies, podrian esclarecer si en ellas un
grupo prima sobre otro, o si se reparten de forma equitativa.

La posicion 27 del ORF2 podria emplearse como marcador, dado que es de facil
acceso, con el protocolo aqui empleado, y pareceria poseer un aminoacido claramente
distinto en miembros de uno y otro grupo. Lo mismo sucede con la posicién 1 del
ORF3, pero se deberia implementar un protocolo nuevo o modificado que permita
obtener la porcion de secuencia que la contiene.

Por otra parte, el arbol filogenético realizado con la secuencia parcial del ORF2, y el
modelo evolutivo que mejor se ajusta a estos datos, arroja varios agrupamientos, pero
en su mayoria no poseen un soporte estadistico significativo, por lo que no se
establece una division clara entre dos grupos monofiléticos que se correspondan con
los grupos PCV3a y PCV3b definidos previamente segin los motivos presentes en la
secuencia aminoacidica.

La utilizacion de otro método de inferencia filogenética y otro modelo evolutivo, como
Neighbor-Joining y p-distance, respectivamente, no implic6 cambios sustanciales en la
representacion. En este caso, tampoco se aprecia una division clara que represente
los grupos PCV3a y PCV3b (Anexo 1V). Se obtienen diferencias topolégicas puntuales
que no implican una diferencia significativa entre uno y otro arbol y que, ademas,
carecen de un soporte estadistico adecuado.
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Si bien en ambos arboles no se esta analizando un regién genémica que cubra todas
las posiciones involucradas para la clasificacion mencionada, los datos de secuencia
nucleotidica empleados no reflejarian fielmente las divisiones y subdivisiones
planteadas en base a los motivos aminoacidicos.

Los resultados obtenidos a este nivel son consistentes con lo reportado previamente
por Fux et al. (2018), donde también se observaron varios clusters, en los cuales las
cepas de cada grupo y subgrupo agrupan juntas de manera congruente, y cuyos
nodos carecen de un soporte estadistico robusto. Asimismo, Fux et al. (2018)
establece que “en contraste con el grupo a, el cual mostré una alta identidad de
secuencia nucleotidica, el grupo b se subdividid en tres clusters y su identidad de
secuencia fue mas baja”, lo que coincide con la ausencia de dos grupos monofiléticos
(a y b) bien definidos. Cabe destacar que esta topologia también se aprecia en la
representacion filogenética construida en este trabajo, como se ha descrito
previamente y se ilustra en la figura 10. En la porcién superior de la figura se puede
apreciar un cluster integrado por la cepa URU-010, clasificada como PCV3a (Tabla 3),
gue agrupa con cepas extranjeras. Entre ellas se encuentran dos cepas colombianas
gue han sido caracterizadas previamente como integrantes del mencionado grupo a
(Vargas-Bermudez et al., 2019). Por debajo, se aprecian tres clusters integrados por
cepas uruguayas y extranjeras, entre las cuales hay algunas representantes del grupo
PCV3b (MF079253 y MF805723), bien caracterizadas segun los motivos de su
secuencia aminoacidica (Fux et al., 2018; Vargas-Bermudez et al., 2019). Asimismo,
las cepas nacionales presentes en estos agrupamientos han sido caracterizadas en
este trabajo como miembros del grupo PCV3b, lo que le daria cierta consistencia a la
observacion. De todos modos, al no estar caracterizadas la totalidad de las cepas
extranjeras de cada agrupamiento, y no poseer un soporte de bootstrap adecuado, no
se pueden realizar afirmaciones categ6ricas sobre una co-relacion entre la
clasificacion basada en los motivos presentes en la secuencia aminoacidica de las
cepas Yy las representaciones filogenéticas a partir de la secuencia nucleotidica parcial
del ORF2 de PCV3. Los métodos de inferencia y modelos evolutivos utilizados
tampoco parecen tener un rol preponderante, lo observado deberia obedecer a
caracteristicas intrinsecas de las secuencias de las cepas.

Afadir informacion genética, mas especificamente utilizar la secuencia completa del
ORF2 y el ORF1-3, podria producir la aparicion de dos grupos claros en la
reconstruccion filogenética que se podrian asociar con PCV3a y PCV3b. Esto gracias
a que las cepas de uno y otro grupo, previamente clasificadas, se disponen en grupos
monofiléticos, aunque con un porcentaje de bootstrap menor al 50%. Quien se observa
por fuera de estos agrupamientos es la cepa uruguaya URU-001, la cual integraria el
grupo PCV3b (segun la caracterizacion aminoacidica), pero en este caso se dispone
fuera del cluster que agrupa las cepas del mismo. En comparaciéon con el arbol
realizado en base a la secuencia parcial del ORF2, donde se ubicaba dentro de los
grupos que contenian cepas PCV3b, cuando se afiade mas informacién sobre el gen
Cap y sobre el ORF1-3, tiene una localizacion externa al mismo. Esto podria deberse
a la existencia de diferencias, entre URU-001 y las cepas PCV3b de referencia
empleadas, a nivel de las porciones de secuencia incluidas en el segundo arbol.

De todos modos, no se pueden realizar afirmaciones concluyentes sobre esto, dado
que la topologia observada no es apoyada estadisticamente. Ademas, en el arbol
realizado se incluyé un nimero de secuencias acotado.
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Respecto a la similitud de los virus detectados en Uruguay, si visualizamos la identidad
nucleotidica a nivel de la secuencia parcial del gen Cap por grupo y subgrupo de
PCV3, podemos ver como la ID se ubica entre 95,5% y 99,6% para el grupo PCV3Db.
Este rango es acorde a lo reportado por Fux et al. (2018) y refleja una diversidad
considerable dentro del grupo b, el grupo méas representado en nuestro pais.
Particularmente, la mayor divergencia del mismo se deberia al subgrupo bl, dado que
los subgrupos al, a2 y b2 presentarian una alta ID (Fux et al., 2018). La mayor parte
de las cepas uruguayas corresponden al subgrupo PCV3bl. A su vez, se esperaria
que la cepas del grupo PCV3a presentaran alta identidad de secuencia nucleotidica
(Fux et al., 2018), pero en este trabajo solo se obtuvo la secuencia de una Unica cepa
perteneciente a este grupo, por lo que esto no pudo ser analizado.

La alta identidad de secuencia observada entre las cepas a nivel del ORF1-3 podria
deberse a que dicha region presenta una menor variabilidad y esta sometida a
seleccidn purificadora (Franzo et al., 2019; Opriessnig et al., 2020).

Al ser un virus identificado recientemente, aln no existe un consenso sobre la
variabilidad del mismo y las implicaciones que esta pueda tener en los sistemas de
clasificacion. A pesar de ello, diferentes grupos de investigadores han propuesto
algunos sistemas preliminares, debido a la relevancia de clasificar y ordenar las cepas
que se reportan para la comprension de la epidemiologia viral. En este sentido, han
surgido diversas propuestas, con criterios detallados en mayor o menor medida, y que
en algunos casos no se han comunicado de una forma correcta, por lo que se pueden
generar resultados engafiosos y poco reproducibles entre diferentes investigaciones
(Franzo et al., 2020). Para evitarlo, la difusién de los criterios empleados para la
clasificacion debe considerarse obligatoria (Franzo & Segalés, 2023). El sistema
propuesto por Fux et al. (2018), y empleado por Vargas-Bermudez et al. (2019), si
cuenta con criterios bien definidos en base a los cuales clasificar las cepas del virus,
pero no se puede afirmar una correlacion entre lo visualizado a nivel nucleotidico y
aminoacidico, como se expresa en este trabajo. Un estudio realizado por Franzo et al.
(2020), empleando una vasta cantidad de secuencias, tanto de ORF2 como de
genomas completos, y diferentes métodos de andlisis, obtuvo una topologia similar a
la reportada previamente por Fux et al. (2018) y visualizada en este estudio, con la
aparicion de diferentes clusters que podrian corresponderse con los grupos definidos
en base a los motivos aminoacidicos, pero, de igual forma, carecian de un adecuado
soporte estadistico. Ante esto, los autores proponen la existencia de un Unico grupo de
PCV3, al que denominan PCV3a y sugieren que, si bien la clasificacion de las cepas
virales reportadas es relevante y se deben examinar los sistemas de clasificacion
propuestos, la introduccibn de nuevos sistemas sin razones bioldgicas o
epidemioldgicas contundentes es contraproducente (Franzo et al.,, 2020; Franzo &
Segalés, 2023). Con esto en cuenta, y lo evidenciado en el presente trabajo, pareceria
que clasificar las cepas de PCV3 en grupos (a y b) y, mas aun, en subgrupos (al, a2,
bl y b2) resulta forzado, dado que no es sustentado por sus caracteristicas
moleculares, biol6gicas y epidemioldgicas.
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Este trabajo constituye el primer reporte de deteccién de PCV3 en Uruguay y se afiade
a la lista de paises que han detectado el virus, desde su identificacion por primera vez
en 2016 (Palinski et al., 2016; Phan et al., 2016), proporcionando evidencia adicional
acerca de su distribucién globalizada. En Sudamérica, es el quinto pais en confirmar
su presencia, después de su deteccion en Brasil (Tochetto et al., 2017), Colombia
(Vargas-Bermudez et al., 2019), Chile (Rubilar et al., 2020) y Argentina (Serena et al.,
2021). Asimismo, provee herramientas moleculares adaptadas y efectivas para la
deteccién especifica de PCV3 y su caracterizacion molecular. Las mismas pueden ser
empleadas en estudios posteriores que contribuyan al conocimiento de un virus del
cual todavia quedan muchos aspectos por dilucidar, como por ejemplo su prevalencia
a nivel local en diferentes establecimientos vinculados a la industria porcina, su posible
vinculaciéon con patologias que afectan la salud de estos animales, el rol de las
especies salvajes como reservorio natural del virus y su interaccion con el cerdo
doméstico (teniendo en cuenta la presencia de PCV3 en jabalies, como se demostro
en este estudio), entre otros.

Por otra parte, aporta evidencia consistente con la bibliografia acerca de la
clasificacion de las cepas detectadas de PCV3, destacando la falta de sustento para
establecer sistemas de clasificacién complejos.

7. Conclusiones

e Se logré adaptar un protocolo basado en PCR convencional para la deteccién
molecular especifica de PCV3.

e Se identificd, por primera vez, la presencia de PCV3 en cerdos domésticos y
jabalies del Uruguay.

e Se detect6 PCV3 en un 16,67% de las muestras de cerdo doméstico
procesadas y en un 33,33% de las muestras de jabalies.

e Se optimiz6 exitosamente un protocolo basado en Nested-PCR y PCR
convencional para la caracterizacion molecular de los virus detectados.

e Se logré caracterizar el 80% de las muestras positivas segin los motivos
presentes en su secuencia aminoacidica. Sin  embargo, las filogenias
construidas a partir de las secuencias nucleotidicas no reflejarian fielmente las
divisiones y subdivisiones planteadas en base a los motivos aminoacidicos.

e Los virus identificados en este trabajo pertenecen al grupo PCV3b, con la
excepcion de una cepa detectada en jabali que resulté ser del grupo PCV3a.
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Debido a que la clasificacién de PCV3 en grupos y subgrupos resulta poco
robusta, su actual utilizacion careceria de relevancia y no seria conveniente.

8. Perspectivas

Seria interesante continuar con la identificacion de este virus en nuestro pais
con el objetivo de actualizar la informacion sobre su circulacién

Ampliar el estudio sobre las poblaciones de cerdos domésticos afiadiendo
muestras de diferentes establecimientos provenientes de distintos
departamentos del pais y con diferente estatus sanitario.

Estudiar la presencia de PCV3 en las poblaciones de cerdos salvajes del
Uruguay, incrementando los esfuerzos en el estudio de las poblaciones de
jabalies distribuidas en el territorio.

Analizar la presencia de PCV3 en otras especies salvajes que se ha
demostrado pueden oficiar como hospederos del virus. Seria interesante
analizar muestras provenientes de las especies de cérvidos que habitan
nuestro pais.
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Anexo:

Anexo |. Especies de circovirus. En esta tabla se pueden apreciar algunas de las especies de
circovirus descritas, la abreviacién de su nombre, y el huésped que infectan (o animal en el que

se identificaron por primera vez).

Nombre del virus Abreviacién Especie
Barbel circovirus BarCv Pez barbo
Bat associated circovirus (1-12) BatACV(1-12) Murciélago

Beak and feather disease virus BFDV Aves psitaciformes
Canary circovirus Cacv Canario
Canine circovirus CanineCV Perro
Chimpanzee assocaited circovirus 1 ChimpACV Chimpancé
Civet circovirus CivCV Civeta
Duck circovirus DuCV Pato
Goose circovirus GoCV Ganso
Human associated circovirus 1 HUACvV1 Humano
Mosquito associated circovirus 1 MosACV1 Mosquito
Pigeon circovirus PiCcv Paloma
Porcine circovirus (1-4) PCV(1-4) Cerdo
Tick associated circovirus (1-2) TIACV(1-2) Garrapata

Adaptado de Breitbart et al., 2017.

50


https://www.zotero.org/google-docs/?8rQV84

—® DE4.3 7
6 @ DE34.5
® DE52.18

KY996340 South Korea 2016
KT869077 USA 2015
MF079253 Brazil 2016
KY075986 China 2016
KY075987 China 2016

%1 KY075988 China 2016

® DE27.16
KY778776 China 2017
KY778777 China 2017

® DES5.1 b

——® DE23.17
ool KY418606 China 2016

KX898030 USA 2016

® DE48.7

T KX778720 USA 2015

KY996337 South Korea 2016

KY865242 China 2016

KY075992 China 2016

KY075993 China 2016

KY075994 China 2016

KX458235 USA 2015

KY996345 South Korea 2016
KY996344 South Korea 2016

_(——. DE13.20
@® DE53.8

KY996339 South Korea 2016
KY996341 South Korea 2016
4 KY996343 South Korea 2016 a
KY996342 South Korea 2016
ot KY075989 China 2016
| I KY075990 China 2016
871 KY075991 China 2016
— KX966193 USA 2016
—— MF079254 Brazil

@® DE7.3
KY865243 China 2016

Anexo Il. Andlisis filogenético realizado por Fux et al. (2018). Arbol filogenético construido
en base a los genomas completos de 15 cepas alemanas de PCV3 y 30 secuencias de
referencia provenientes de GenBank, bajo el método de inferencia filogenética Neighbor
Joining, modelo evolutivo p-distance y 1000 réplicas de bootstrap. Se muestran los valores de
bootstrap superiores al 50%.

Tomado y adaptado de Fux et al. (2018).
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Anexo lll. Cebadores utilizados. En esta tabla se presentan los primers empleados en los
diferentes protocolos.

Nombre Secuencia (5' 2 3') Largo Regidn
PCV3DetF a AGT GCT CCC CAT TGA ACG 18 nt 1427 - 1444
PCV3DetR a ACA CAG CCG TTA CTT CAC 18 nt 1544 - 1561

CAPEF b ACT TAG AGA ACG GACTTG TAA CG 23 nt 1334 - 1356

CAPER b AAA TGA GAC ACA GAG CTATAT TCA G 25nt 1958 - 1982

CAPIF a CCG CAT AAG GGTCGTCIT G 19 nt 1598 - 1616

CAPIR a CCA CAG AAG GCG CTATGT C 19 nt 1909 - 1927
ORF1-3F a CAC CGT GTG AGT GGA TAT AC 20 nt 74 -93
ORF1-3R a CAA ACC CAC CCT TAA CAG 18 nt 910 -927

a. Reportados por Palinski et al. (2016).
b. Reportados por Ku et al. (2017).
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_: MF079254 (Brasll)
KX966193 (Estados Unidos)
KY996339 (Corea del Sur)
MH327785 (Colombla) @
MN431641 (China)
w URU-010

—— MF805721 (Halla)
67 L MF805722 (italla)
MG014375 (Alemanla)
MH327784 (Colombla)
w URU-008
MF805723 (Dinamarca) ()

68 ¥ URU-005
64 [: MH699985 (Brasll)
W URU-007
MK178320 (China)

—E MF805724 (Dinamarca)
MK 178322 (China)

_54[ MF079253 (Brasll) @)
MG310152 (Tallandla)
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MNO075129 (China)
w URU-004
KY778776 (China)
65 ¥ URU-009
C MH603558 (Estados Unidos)
¥ URU-001
MG014362 (Alemania)
MK178301 (China)
_C MG765473 (Suecla)
¥ URU-003
= MW167066 (Espafia)
T{: MH579744 (Espafia)
AY 180397 PCV2

Anexo IV. Arbol filogenético basado en la secuencia parcial del ORF2 (329 pb) de PCV3.
Arbol filogenético realizado mediante Neighbor Joining (NJ), modelo evolutivo p-distance y
1000 réplicas de bootstrap. Se muestra el valor de bootstrap en los casos donde sea mayor o
igual al 50%. Se pueden apreciar las cepas uruguayas de PCV3, marcadas con un triangulo, y
cepas de referencia extraidas de GenBank con su numero de acceso y pais de origen.
Ademas, se incluyd una secuencia de PCV2 como grupo externo.
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