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“324. En la mitad de la vida. {No! jLa vida no me ha decepcionado! Por el contrario, afio
tras afo la he ido encontrando mas verdadera, mas deseable y misteriosa — desde el dia
en que me vino ese pensamiento tan liberador de que a quienes buscamos el conocimiento
nos esta permitido ver la vida como un experimento, jy ho como un deber, ni como una
fatalidad, ni como un engafio! Y en cuanto al conocimiento, a otros les parecera que es
una cosa distinta, una especie de lecho de descanso, o el camino que conduce a ese lecho
de descanso, o una diversion, o un pasatiempo. Pero para mi es un mundo de peligros y
de victorias donde los sentimientos heroicos pueden dedicarse también a danzar y a
retozar. "La vida es un medio para el conocimiento” -- con este principio en el corazén
no solo se puede vivir valientemente, jsino también vivir alegremente y reir alegremente!
Y ¢, quién puede saber lo que es reir y vivir si antes no se sabe lo que es guerreary vencer?”

La Gaya Ciencia. Friedrich Nietzsche

“El hombre absurdo dice si y su esfuerzo no cesara nunca. Si hay un destino personal, no
hay un destino superior o al menos no hay sino uno que juzga fatal y despreciable. En lo
demas es el duefio de sus dias. En ese instante sutil en el que el hombre se vuelve sobre
su vida, Sisifo, regresando hacia su roca, contempla esa serie de actos desvinculados que
se convierte en su destino, creado por él, unido bajo la mirada de su memoria y pronto
sellado con la muerte. Asi, persuadido del origen plenamente humano de cuanto es
humano, ciego que desea ver y que sabe que la noche no tiene fin, estd siempre en
marcha. La roca sigue rodando.

iDejo a Sisifo al pie de la montafia! Uno siempre recupera su fardo. Pero Sisifo ensefia la
fidelidad superior que niega a los dioses y levanta las rocas. También él juzga que todo
esta bien. Este universo en adelante sin duefio no le parece estéril ni fatil, cada uno de los
granos de esa piedra, cada fragmento mineral de esa montafia llena de noche, forma por
si solo un mundo. La lucha por llegar a las cumbres basta para llenar el corazén de
un hombre. Hay que imaginarse a Sisifo feliz.”

El mito de Sisifo. Albert Camus.
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Resumen

Dinamica de algunos virus respiratorios en dos granjas porcinas tecnificadas en el

trépico alto colombiano

El complejo respiratorio porcino (PCR) es una entidad multifactorial que afecta
negativamente a los cerdos en todas las etapas productivas, su variado comportamiento
requiere un estudio particular en cada pais y region geogréafica. Este trabajo tuvo como
objetivo determinar la dinamica de algunos virus respiratorios relacionados con la PCR en
dos fincas del trépico alto colombiano, una positiva para PRRSV vy la otra negativa. Se
realizé6 un estudio longitudinal entre marzo y septiembre de 2022. Se hicieron tres
muestreos bimensuales por granja donde se colectaron muestras de fluidos orales, piso
de maternidad, glandulas mamarias, comederos, objetos de enriquecimiento ambiental y
suero de cerdos ubicados en las etapas de predestete, preceba, finalizaciéon. Se hizo
deteccioén de virus asociados con el CRP (PPRSV, SIV-A, PCV2, PCV3, PPV2 y PPIV-1)
por técnicas de PCR y RT-PCT junto con gPCR. Se encontré que los virus circulan en las
dos granjas en todas las etapas productivas de forma de mono y copresencias, siendo las
de tipo doble y triple las mas frecuentes y se asociaron con la presencia de PRRSV. Se
evaluaron y asociaron variables climaticas con la dinamica viral encontrdndose que estas
se correlacionaron con la presencia de virus como PCV3 y PPV2, este Ultimo increment6
la mortalidad y retraso el crecimiento de los cerdos. Los andlisis de secuenciacién de PPV2
muestran que pertenece al clado 1. Este es un estudio pionero para el pais que contribuye
a entender como se comportan los virus asociados al CRP en condiciones propias de
Colombia como lo es en el trépico alto (entre 1500 y 2000 msnm), ese comportamiento se
complementa estableciendo las copresencias y coinfecciones virales mas importantes
abriendo toda una linea de investigacion sobre la temética del efecto de simultaneidad

infecciosa en las granjas de produccion de cerdo en Colombia.

Palabras clave: Analisis molecular, Complejo respiratorio Porcino, Diagndstico,

Patégenos respiratorios, Virologia.
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Abstract

Dynamics of some respiratory viruses in two technical pig farms in the Colombian

high tropics

The porcine respiratory complex (PRC) is a multifactorial entity that negatively affects pigs
in all productive stages; its varied behavior requires a particular study in each country and
geographical region. This work aimed to determine the dynamics of some respiratory
viruses related to PRC in two farms in the Colombian high tropics, one positive for PRRSV
and the other negative. A longitudinal study was carried out between March and September
2022. Three bimonthly samplings were carried out per farm, collecting samples of oral
fluids, farrowing floor, mammary glands, feeders, environmental enrichment objects, and
serum from pigs in the pre-weaning, pre-fattening, and fattening stages. PCR and RT-PCT
techniques and gPCR detected viruses associated with PRC (PPRSV, SIV-A, PCV2, PCV3,
PPV2, and PPIV-1). It was found that the viruses circulating in the two farms in all the
productive stages in a mono and co-presence form, being the double and triple types the
most frequent and were associated with the presence of PRRSV. Climatic variables were
evaluated and associated with viral dynamics, finding that these correlated with viruses
such as PCV3 and PPV2. The latter increased mortality and retarded the growth of pigs.
Sequencing analyses of PPV2 show that it belongs to clade 1. This pioneering study for the
country contributes to understanding how CRP-associated viruses behave in Colombian
conditions, such as in the high tropics (between 1,500 and 2,000 masl). This behavior is
complemented by establishing viral co-presences and coinfections. Most important,
opening a whole line of research on the effect of infectious simultaneity in pig production

farms in Colombia.

Keywords: Molecular analysis, Porcine respiratory complex, Diagnosis, Respiratory

pathogens, Virology
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Introduccion

El complejo respiratorio porcino (CRP) es una entidad multifactorial que desencadena
enfermedades respiratorias en cerdos en cualquier etapa del ciclo productivo y se presenta
principalmente en cerdos de uno a tres meses de edad. Entre estos, es importante tener
en cuenta la naturaleza y las interacciones entre los agentes infecciosos involucrados, las
condiciones medioambientales y de manejo en términos de bioseguridad de la granja, el
microbioma del sistema respiratorio, la respuesta inmune innata y adaptativa, entre otros
(Brockmeier et al., 2002; Kumar et al., 2018; Pirolo et al., 2021; Saade et al., 2020).

Diversos agentes etiolégicos como virus, bacterias, parasitos y hongos pueden
presentarse en el CRP. Los virus son considerados como los principales agentes
involucrados debido a que estos generan una infeccion primaria que se exacerba y altera
la respuesta inmunoldgica y favorece la subsecuente multiplicacién de agentes bacterianos
como Mycoplasma hyponeumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae y Bordetella
bronchispetica, por mencionar los mas importantes (Saade et al., 2020; Sarli et al., 2021,
Turlewicz-Podbielska et al., 2021). Los principales agentes virales asociados con el CRP
son: el virus de la influenza porcina (SIV), el virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV) y el circovirus porcino tipo 2 (PCV2). Asi mismo, virus emergentes se
han relacionado con el desarrollo de la enfermedad como los parvovirus porcinos (PPV 2,
3, 6 y 7), circovirus porcino tipo 3 (PCV3), parainfluenza porcina (PPIV), torque teno sus
virus (TTSuV), y coronavirus respiratorio porcino (PRCV), y es necesario resaltar que estos
agentes se presentan principalmente en coinfecciones (Blomstrom et al., 2018; Qin et al.,
2018; Saade et al., 2020; Ye et al., 2018).

El CRP ocasiona considerables pérdidas econdémicas para la industria porcina que estan
representadas por el efecto negativo sobre los pardmetros productivos tales como
disminucion en la tasa de crecimiento e incremento de la mortalidad de lechones. También,
efecto por el costo de los tratamientos con antimicrobianos en el control de enfermedades
bacterianas secundarias, vacunas y demas medidas biosanitarias de control (Calderén

Diaz et al., 2020). Hasta la fecha no se ha calculado el impacto econémico el CRP para la
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industria porcina, pero existen estudios para algunos patégenos como PRRSV donde se
determiné un impacto anual de $664 millones USD para la industria (Holtkamp et al., 2013);
mientras que (Nathues et al., 2017) y (Dong et al., 2021) lo estimaron en cerca de $793,000

USD por granja europea.

En términos de coinfeccion, Haden et al., 2012 citado por (Garrido-Mantilla et al., 2020)
encontraron que la coinfeccion de SIVy PRRSV puede causar pérdidas de hasta $10 USD
por cerdo. A nivel mundial, se han realizado diversos estudios metagenémicos en donde
se han caracterizado viromas que se han asociado con la manifestacion del CRP,
encontrandose hasta 11 virus distintos (Blomstrém et al., 2018; Qin et al., 2018). Este tipo
de estudios constituyen la base para realizar un andlisis mas exhaustivo de las posibles
interacciones virus-virus y virus-bacterias presentes en la manifestacion del CRP en

granjas porcinas.

El objetivo del presente capitulo es el de hacer una revision literaria de cinco agentes
virales tales como PRRSV, SIV, PCV2, PCV3 y PPV2 describiendo caracteristicas
moleculares, manifestaciones clinicas respiratorias de la infeccion por el agente en cerdos
y el control celular molecular que ejerce para este fin y, por ultimo, la epidemiologia mundial
y nacional de cada agente, asi como los métodos de diagndstico mas comunes. La seccion
final de este capitulo abarca una revision sobre las manifestaciones clinicas del complejo

respiratorio porcino.



19

1.Capitulo 1. Revision de literatura.

1.1 Virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino-PRRSV

1.1.1 Caracteristicas moleculares.

El PRRSV es miembro del género Porartevirus, familia Arteviridae y orden Nidovirales (Gu
et al., 2022). Es un virus envuelto con un diametro de 50 - 60 handmetros (nm), posee un
genoma ARN monocatenario (sSARN) de sentido positivo de aproximadamente 15 kb de
longitud. En su extremo 5° contiene una regiéon no traducida (UTR), cuya longitud varia
entre genotipos, y una cola poli adenilada en su extremo 3. Este genoma contiene 12
marcos abiertos de lectura u ORF, los ORF l1la y 1b corresponden a cerca del 80% del
genoma y codifican para poliproteinas tipo replicasa ppla y pplb, las cuales son
procesadas autoproteoliticamente en al menos 16 proteinas no estructurales (nsps), las
cuales son: nsp1a, nsp1pB, nsp2 (proteina integral de membrana), nsp2TF, nsp2N, nsp3,
nsp4, nsp5, nsp6, nsp7a, nsp7B, and nsp8 y nsp9-12, involucradas en el proceso de
replicacién y transcripcion del ARN viral. Los ORF 2 a 7 codifican las proteinas
estructurales (Glicoproteinas/GP: GP2a/ORF2a, GP3/ORF3, GP4/ORF4, GP5/ORF5,
E/ORF2b, 5a/ORF5a, de matriz: M/ORF6, y de nucleocapside: N/ORF7) (figura 1) (Bian et
al., 2017; Cui et al., 2022; Kappes & Faaberg, 2015).

Las nsps y las proteinas estructurales estan involucradas en procesos regulatorios de la
respuesta inmunolégica innata y adaptativa, asi como en la inducciéon de respuestas
especificas de células B y T. El genoma se encuentra protegido por las proteinas N vy,
alrededor de estas, se ubican las GP, en donde la GP5 es la mas abundante, y las
proteinas M, que estan insertadas en la bicapa lipidica que conforma la envoltura (Chand
et al., 2012; Loving et al., 2015; Lunney et al., 2016; Snijder et al., 2013).

A finales de la década de 1980 dos variantes altamente divergentes del mismo virus se
reportaron en brotes asociados con abortos y enfermedades respiratorias en cerdos. La
primera en Europa occidental conocida como genotipo 1 o Lelystad (hoy denominada:

Betaarterivirus suid 1), y la segunda en Norte América conocida como genotipo 2 o0 VR-
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2332 (Betaarterivirus siud 2), la identidad genomica entre ambas variantes es del 60%
aproximadamente (Cui et al., 2022; Han et al., 2017; Lunney et al., 2016; Snijder et al.,
2013). Los andlisis genotipicos de las dos variantes se realizan analizando la secuencia
del ORF5, y ello ha demostrado la alta variabilidad en las detecciones de campo, lo que
ha llevado a que las variantes deban ser clasificadas en subtipos y linajes. Asi, el genotipo
PPRSV-1 esta dividida en cuatro subtipos (1-4), mientras que el genotipo PRRSV-2 esta
dividida en 9 linajes distintos (L1-L9) con una diversidad interlinaje de alrededor del 11%
(Cui et al., 2022; Shin et al., 2022; Zhao et al., 2015). La rapida evolucion del PRRSV se
atribuye a los errores de copia de la ARN polimerasa viral, a eventos genémicos como la
capacidad de recombinacion inter y entre linajes, inserciones, deleciones, asi como a la
presion selectiva en el campo. La tasa evolutiva viral esta calculada en alrededor de 3.29
x 107 sustituciones por nucleétido por sitio por afio (Han et al., 2017; Murtaugh & Genzow,
2011; Song et al., 2010).

Los procesos de recombinacion intra y entre linajes, suceden cuando dos virus infectan al
mismo tiempo la misma célula, desencadenando nuevas variantes virales con
caracteristicas moleculares distintas que, en la mayoria de los casos, permiten el
incremento de las capacidades patogénicas, aumentando su transmisibilidad y permitiendo
la evasion del sistema inmune (Cui et al., 2022). Se han reportado eventos de
recombinacion entre cepas de campo y vacunas vivas modificadas del genotipo 2,
generando un aumento significativo en la patogenicidad del agente (Bian et al., 2017; Zhou
et al., 2018). Estos procesos de recombinacion estan, aparentemente, favorecidos por
caracteristicas moleculares presentes en el gen ORF5 conocidas como “puntos calientes”
(hacen referencia a sitios especificos del genoma en donde es mas facil que exista
recombinacion), conocidas como regiones hipervariables, en total 2 (HVR 1-2), sumado a
deleciones e inserciones que pueden presentarse en los sitios de N-glicosilacién de la
proteina GP5 y la evidencia de dos epitopos (un epitopo neutralizante-NE, y un epitopo
sefiuelo-DE), los cuales alteran la accion de los anticuerpos neutralizantes (Rupasinghe et
al.,, 2022). Por otra parte, se han reportado otros sitios de recombinacién genémica, en
secuencias que codifican para las nsp2 y nsp9 importantes en la regulacién celular
(Kappes & Faaberg, 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica del genoma viral de PRRSV y de los productos de
la transcripcién y traduccién. Tomado de (Kappes & Faaberg, 2015).

Con el objetivo de regular selectivamente los procesos de trascripcion y traduccién, los
virus de este orden cuentan con un set de ARN subgendmicos (ARNsg) los cuales incluyen
las regiones 5"- UTR y 3"-UTR, asi como algunos ORFs de la region 3" del genoma (ORF
2-7) pero no la regioén codificante de la proteina replicasa. El objetivo de esta separacion
es facilitar la expresion rapida de las nsps del ARN gendémico (ARNQ) y la subsecuente
amplificacion de los ARNsg a través de una cascada de transcripcion diferencial. Esta
transcipcion ocurre a través de un proceso discontinuo el cual se da gracias a una fusién
replicativa del genoma viral 5"-UTR a uno de los muchos sitios aguas abajo del extremo 3°
con interacciones de apareamiento de bases de largo alcance entre estructuras de bucle
entre la hebra sentido y antisentido durante la sintesis de la hebra de polaridad negativa
(Kappes & Faaberg, 2015).

1.1.2 Manifestaciones clinicas respiratorias y control celular por

el virus

Los cerdos son el reservorio natural del virus y hasta el momento no se ha demostrado su

capacidad para infectar a otros huéspedes. Las manifestaciones respiratorias ocasionadas
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por el PRRSV se presentan sobre todo en cerdos entre uno y tres meses de edad, y
depende del estatus inmunolégico de cada individuo, esto se ha asociado principalmente
a una susceptibilidad mayor de los macréfagos pulmonares al virus en esta edad
comparada con los cerdos adultos (Kvisgaard et al., 2017). Los principales signos clinicos
son: estornudos, tos, disnea, secreciones nasales bilaterales, secreciones oculares,
conjuntivitis, pirexia, letargia, disminucidon en el consumo de alimento y baja tasa de
crecimiento. En la necropsia, las lesiones asociadas son: edema pulmonar severo con
consolidacién, edema linfonodular; en algunos casos se ha evidenciado hiperplasia
intersticial pulmonar y congestion, sangrado en laringe y trdquea, congestion mucosa e
incluso edema y congestién en el cerebro asociada a signos neurologicos (Kvisgaard et
al., 2017; Zhou & Yang, 2010)

El virus tiene un tropismo fuertemente restringido a células del linaje monocito/macro6fago,
especialmente aquellas bien diferenciadas, como los macréfagos alveolares porcinos
(PAMS), recientemente, otra poblacién celular, los macrofagos intravasculares pulmonares
ha sido reportada con capacidad para soportar la infeccién viral (Bordet et al., 2018; Crisci
et al., 2019). Luego del proceso de replicacion, el virus desencadena la lisis celular debido
a que toma parte de la membrana celular al momento de su salida. La restriccion a estos
linajes celulares estd mediada principalmente por factores virales (proteinas estructurales
de superficie) y por factores celulares (receptores), de estos ultimos uno de los mas
importantes es el receptor celular tipo “scavenger” CD163 expresado por los macréfagos,
ubicado no solo en la superficie celular sino también a nivel de los endosomas tempranos,
el cual interactia con las glicoproteinas GP2a y GP4, por ello, esta relacionado con la
absorcién y el desnudamiento viral. Se ha demostrado in vitro que este receptor es capaz
de permitir la infeccién de virus pertenecientes a los dos genotipos y a diversos linajes
como el NADC30-like y NADC34-like (Shi et al., 2015).

Algunas moléculas asociadas a receptores implicados en la infeccion viral son el heparan
sulfato, los cuales se unen al virus a través del dimero M-GP5 y las sialoadesinas,
conocidas también como SIGLEC1 o CD169, estan expresadas en la superficie de los
PAMs e interactian con los residuos de acido sialico en la proteina GP5 de la superficie
del virion. Por su parte, la proteina CD151 se expresa en la superficie de células
susceptibles a la infeccion por PRRSV (pero no en aquellas resistentes) y se une con la

region 3" UTR del ARN viral y se ha demostrado que esta implicado en el desnudamiento
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viral, asi como en la localizacién de los complejos de ribonucleoproteinas al sitio de
replicacién viral para promoverla. Por dltimo, para el receptor de vimentina se une a la
proteina N y es usada por el virus para permitir su replicacién y el transporte del virus en
el citoplasma (Shi et al., 2015; Xu et al., 2022). Algo importante para considerar, es que
estos receptores no se encuentran distribuidos de forma uniforme en las diferentes
poblaciones de macrofagos, por ello, algunas de estas células son incapaces de permitir o
mantener la replicacion viral debido a que cada receptor interviene en diversos estadios de
la infeccién, por lo tanto, si alguno de estos receptores falta, el proceso de infeccion y
replicacion viral se veré afectado en cualquier fase del proceso (Shi et al., 2015).

PRRSV es un virus que se ha caracterizado por su capacidad inmunosupresora,
induciendo respuestas inmunoldgicas innatas y adaptativas poco efectivas, especialmente
a través de la modulacion del interferén tipo 1. Sin embargo, los mecanismos especificos
de inmunomodulacién no se encuentran del todo dilucidados debido a que existen
divergencia entre los resultados de las investigaciones (Gu et al.,, 2022). Estudios han
propuesto que la patogénesis respiratoria se asocia con una liberacion exagerada de
citoquinas proinflamatorias (IFN-a, IFN-y, TNF-q, IL-6 e IL-8) en el tejido pulmonar debido
a la infeccién y destruccion de las células inmunes lo cual desencadena una alteracion
vascular permitiendo la salida del plasma, con la subsecuente obstruccion del alveolo
pulmonar, disminuyendo la capacidad de intercambio gaseoso y favoreciendo la
manifestacion clinica asociada, asi mismo, la liberacion exagerada de estas proteinas
puede terminar en la induccion de muerte de las células alveolares pulmonares adyacentes
al sitio de la infeccion (Turlewicz-Podbielska et al., 2021; Razzuoli et al., 2022). Luego de
esto, se establece la fase cronica de la enfermedad, esta se da debido a que el virus es
capaz de replicarse en tejidos linfoides hasta 251 dias posinfeccién, por lo tanto, es un
virus con capacidad de generar infecciones persistentes, manteniéndose sin generar
sintomatologia clinica aparente, pero distribuyéndose paulatinamente dentro del sistema
productivo (Chand et al., 2012; Shi et al., 2010; Snijder et al., 2013; Zhao et al., 2020).

Para que la infeccién cronica se presente se ha propuesto que PRRVS es capaz de
modular la respuesta inmune humoral, asi, algunos estudios muestran un aumento en la
produccion de IL-4 y de IL-10 (Jung et al., 2009; Zhou & Zhang, 2012). El virus afecta en
los macrofagos los mecanismos de transcripcion enfocada en la produccion de citoquinas
y chemoquinas, sefiales de transduccion, metabolismo energético, fagocitosis, y capacidad

de presentacion antigénica, entre otros. Sin embargo, la alteracion en estos mecanismos
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varia de acuerdo con el genotipo infectante, asi como con la patogenicidad de cada subtipo
o linaje presente. Uno de los mecanismos mas importantes para generar esta
inmunomodulacién es la alteracion en las vias de sefalizacién y produccion del interferén
1, algunos estudios han demostrado que el virus es capaz de disminuir los niveles de IFN-
a a nivel pulmonar comparado con el PRCV hasta en 159 veces llevando a un inicio tardio
y a un bajo nivel en la produccién de anticuerpos neutralizantes, ademas de una débil
respuesta inmune celular (Wang & Zhang, 2014). Las proteinas virales implicadas en este
proceso son: nspia, nsp1B, nsp2, nsp6, nspll y N, ellas ocasionan: interferencia de la
fosforilacion del factor de regulacion del interferén-3 (IRF3) y su posterior traslocacion
nuclear, interferencia en la unién entre el IRF3 y la proteina de union-CREB (CBP) a nivel
nuclear, inhibicion de la activacién del IFN-B, bloqueo de las proteinas STAT1/STAT2 a
través de la a la activacion de la proteasa KPNAL asi como impedimento su traslocacion
nuclear, interferencia con la poliubiquitinizacion del factor 1kB previniendo su degradacion
y, por tanto, impidiendo la entrada al nicleo del NF-xB, también, se ha reportado el bloqueo
de la proteina MALT1 a través de la via de ubiquitinizacion del proteosoma para permitir la
correcta infeccion celular (Gu et al., 2022; Wang & Zhang, 2014; Yang & Zhang, 2017).
Ademas, las proteinas nsp9 y nspl10 aumentan la capacidad de replicacion viral, asi como
la capacidad virulenta del virus altamente patogénico (Highly pathogenic-HP) debido a
mutaciones en aminoacidos (aa) especificos (Ala586Thr) y (Thr592Ser) de la proteina
nsp9. Otro aspecto importante que favorece la replicacién viral es la induccién del
mecanismo de autofagia celular, proceso mediado principalmente por las nsp3, nsp5 vy
nsp9 (Sha et al., 2022).

Se ha demostrado que linajes altamente patogénicos, como el Jxwn06, tienen mayor
habilidad de inmunomodulacion disminuyendo la transcripcion de genes en los procesos
anteriores. Uno de los mecanismos recientemente descubiertos para generar esta
interferencia es el aumento en la produccién de micro ARN (miARNS) celulares, inducida
por el virus, los cuales generan una inhibicién postranscripcional de proteinas como el IFN-
B e INF-a (Crisci et al., 2019). Igual a lo que sucede con los macrofagos, los efectos
observados en las células dendriticas varian en relacién con el genotipo infectante, el tipo
de célula dendritica infectada y si los experimentos fueron realizados in vivo o in vitro. Asi,
pueden observarse aumentos y disminuciones en la produccién de IL-10, asi como el TNF-
a 'y en la expresion de proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad 1y 2 (MHC- 1

y 2), sin embargo, sin importar el genotipo viral infectante, se demostré una disminucién
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en la produccién de IFN-1(Crisci et al., 2019). En células NK se ha demostrado que el virus
es capaz de suprimir su actividad citotoxica a partir del dia dos postinfeccion hasta por
cuatro semanas, resultado que concuerda con el periodo de tiempo en el cual se presenta
la fase virémica-aguda de la enfermedad (Espinoza & Velasquez, 2021; Renukaradhya et
al., 2010).

Por dltimo, la respuesta celular mediada por LT se considera tardia, apareciendo a las
cuatro semanas postinfeccién, con pico a la séptima semana y llegando a niveles
indetectables a la semana once, ademas de ello, la respuesta de anticuerpos no es eficaz
en el control viral, debido a que los primeros en aparecer estan dirigidos principalmente
contra la proteina N, sin generar efecto neutralizante, mientras que los anticuerpos
neutralizantes aparecen alrededor de la cuarta semana inducidos por las proteinas GP2,
GP3 y GP5, no obstante, son poco efectivos para la eliminacion de la particula viral
(Espinoza & Velasquez, 2021).

1.1.3 Epidemiologia y métodos diagnosticos.

Los mecanismos de transmision viral identificados son principalmente de forma vertical, a
través de la placenta o de calostro de cerdas infectadas, y horizontalmente a través del
contacto directo entre animales enfermos y sanos via aerosoles y por el contacto directo
con heces, asi como por otras rutas como las botas y overoles de los operarios, paquetes

de envio, vehiculos de transporte, carne de cerdo y mosquitos (Liu et al., 2021).

Estudios epidemiolégicos muestran que la circulacién de los dos tipos de PRRSV esta
principalmente restringida a los continentes en donde fueron descubiertos, sin embargo,
esto no excluye la presencia de los dos genotipos simultAaneamente en una misma regiéon
geogréfica. (Trevisan et al., 2019), reportaron presencia del PRRSV-2 en los Estados
Unidos en el 94.76% de las muestras incluidas (n=547.873), y del PRRSV-1 en 2.15% de
los casos evaluados, igualmente encontraron, coinfeccion en el 3.09%. En China, por su
parte, los dos genotipos coexisten, sin embargo, el virus predominante es el PRRSV-2, con
especial interés de variantes alta y moderadamente patogénicas como: “JXA1-like”, “CH-
la-like”, “VR-2332-like”, “QYYZ-like” y “NADC34-like”, esta ultima reportada también en los
Estados Unidos relacionada con tormentas de abortos y una amplia mortalidad en lechones
destetos (Liu et al., 2021; Xu et al.,, 2022). En Latinoamérica, los estudios realizados

revelan la circulacién de cepas del PRRSV-2 altamente patogénicas 1-7-4 en Perd,
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relacionadas filogenéticamente con los reportes americanos de 2013 y 2014 (Ramirez et
al., 2019). En Costa Rica, por su parte, los virus detectados en estudios recientes
corresponden a los linajes 1 y 5 con moderada y alta patogenicidad (Guzman et al., 2021).
Asi mismo, un estudio realizado con las secuencias suramericanas reportadas identificé la
circulacion del linaje 5 del PRRSV-2 a partir del afio 2000, con una predominancia
importante de esta hasta el 2013, afio en el cual el linaje 1 empezo6 a ser mas prevalente
en los sistemas productivos, con especial énfasis en la circulacion de los sublinajes 1C,
1G y 1A (Ramos et al., 2022).

Con respecto a sus variaciones estacionales, (Paploski et al., 2019) demostraron que
existen variaciones entre los linajes de PRRSV circulantes de acuerdo con la temporada
climatica y con los protocolos de vacunacion. Esto lleva a que el genotipo que esté
circulando en una temporada particular en una regién geografica dada podria cambiar
inclusive entre afios consecutivos, acarreando implicaciones de tipo epidemiol6gico como
cambios en la manifestacion clinica de la enfermedad, lo cual lleva a cambios en los
enfoques de manejo y tratamiento de la enfermedad que deben ser asumidos

relativamente rapido para controlar la enfermedad.

En Colombia, la presencia de PRRSV se ha demostrado a través de estudios serologicos
(ELISA). Cruz, et al., 2006, evidenciaron una prevalencia de 4.3% en los departamentos
de Norte de Santander y Arauca. Por otro lado, (Jiménez et al., 2014) demostraron que la
prevalencia puede llegar a 15.3% cuando las muestras (hisopados nasales, lavados
bronquiales y tejido pulmonar) fueron negativas a SIV, mientras que la prevalencia fue de
1.6% cuando fueron positivas a SIV. (Mendoza Nifio, 2015), realizé un estudio longitudinal
tomando diferentes tipos de muestras en tres granjas del Valle del Cauca; encontrando la
circulaciéon unicamente del genotipo americano con una mayor prevalencia en la etapa de
ceba y una ventaja, en la deteccion, de las pruebas moleculares sobre las seroldgicas. En
el pais, el genotipo circulante se encuentra vinculado al genotipo 2 americano clasico,
hasta el momento no se ha reportado la circulaciéon de variantes altamente patogénicas o
del genotipo europeo. Es necesario recalcar que en el pais no se ha adoptado la

vacunacion contra el agente.

Por ultimo, los métodos de diagnéstico empleados para PRRSV consisten en pruebas
serologicas de tipo ELISA, inmunofluorescencia indirecta y seroneutralizacion. Para el

aislamiento viral se emplea como muestra los PAMs y a partir de estos se infectan lineas
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celulares como las MARC-145. Sin embargo, la metodologia mas usada es la RT-PCR
enfocada, principalmente, en la amplificacion del gen ORF5. Las principales muestras para
este fin son: fluidos de procesamiento, hisopados nasales, tonsilas, linfonédulos vy
pulmones, como también, muestras ambientales (Arruda et al., 2019; Lebret et al., 2021;
Vilalta et al., 2018, 2019).

1.2 Virus de influenza porcina-SIV

1.2.1 Caracteristicas moleculares.

Es un virus envuelto con un didmetro que oscila entre 80 y 120 nm, pertenece a la familia
Orthomixoviridae, esta comprende diferentes géneros, particularmente el A, By C, de
acuerdo con las secuencias de las proteinas de matriz y la nucleoproteina. Su estructura
es pleomorfica y filamentosa, sin embargo, adopta una forma esférica cuando es cultivado
in vitro en células. La envoltura consiste en una membrana lipidica en donde estan
incrustadas dos grandes glicoproteinas conocidas como hemaglutinina (HA) vy
neuraminidasa (NA), que en conjunto contienen un genoma segmentado ARN de hebra
sencilla con polaridad negativa [sSARN(-)] (MacLachlan & Dubovi, 2017b) (figura 2). La HA
se une a los residuos de acido sidlico de los receptores de las células epiteliales
respiratorias, posterior a ello se da el clivaje proteolitico de la HA realizado por las
proteasas celulares y la fusion de membranas lo cual permite la absorcion viral a través de
endocitosis mediada por receptores. Un aspecto importante para tener en cuenta, y que
determina el tropismo viral y por ende su patogenicidad, son los sitios de clivaje de la
proteina HA que son reconocidos generalmente por proteasas celulares ubicadas en el
tracto respiratorio y digestivo, sin embargo, los virus altamente patogénicos son
reconocidos por multiples proteasas ubicuas en el huésped lo cual diversifica tu tropismo
a, por ejemplo, tejido nervioso, empeorando la sintomatologia. Por otro lado, la proteina
NA remueve la unién HA-receptor al momento de la salida viral, gracias a su actividad
sialidasa. Este proceso debe llevarse a cabo debido a que se debe evitar que las nuevas
particulas virales ingresen nuevamente a la célula de donde provienen debido a que se
alterarian los procesos de replicacion. En la region interna de la membrana lipidica se
encuentra la proteina de matriz 1 (M1) y entre cada una de estas proteinas se encuentra

una segunda proteina de matriz mas pequefia conocida como M2, la cual tiene como
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funcion permitir el influjo de protones a nivel endosomal para generar la penetracion
gendmica viral gracias a la reduccion del pH. Cada segmento gendémico esta rodeado por
una proteina conocida como nucleoproteina (NP) cuya funcién es dirigir el ARN genémico
al nucleo debido a que cuenta con sefiales de localizacibn nuclear que le permiten
interactuar con la maquinaria de transporte celular, asi mismo, tres proteinas que
conforman el complejo de ARN polimerasa (PB1, PB2 y PA) estan ligadas a la NP y al ARN
gendmico. Por ultimo, cada uno de los segmentos gendmicos presentan secuencias
regulatorias no traducibles en las regiones 5” y 3’ las cuales son claves para la sintesis de
ARN complementario y gendémico (Byrd-Leotis et al., 2017; Krammer et al.,, 2018;
MacLachlan & Dubovi, 2017b).

El nimero de segmentos gendmicos varia de acuerdo con el género, sin embargo, para el
caso de la influenza A este esta compuesto por ocho segmentos, con una longitud sumada
total aproximada de 13.6 kpb que codifica 12 proteinas (Crisci et al., 2013). Para el caso
de los cerdos la influenza A es la que se ha demostrado como agente causal de
enfermedad. Ademas, el virus se divide en subtipos debido a las caracteristicas antigénicas
de la HA'y NA. Asi, hay 18 subtipos HA, que estan organizados filogenéticamente en dos
grandes grupos: Grupo 1 (H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13, H16, H17 y H18) y
grupo 2 (H3, H4, H7, H10, H14 y H15) y en 11 subtipos NA (Gale et al., 2020; Kamal et al.,
2018; Ma, 2020; Neira et al., 2016; Vasin et al., 2014; Wang et al., 2021).

Como todos los virus con genoma [sSARN(-)], este presenta dos funciones, la primera de
ellas es servir como base para la sintesis de ARNm y como plantilla para la sintesis de
intermediarios replicativos ARN de sentido positivo, el cual, a su vez, funciona para la
produccion de sintesis de ARNg, estos intermediarios son capeados (presencia de
nucleétido modificado de guanina en el extremo inicial de la secuencia para proteger al
transcrito de la degradacion) y poliadenilados. Por otro lado, la sintesis de proteinas virales
acontece en el citoplasma celular, usando la maquinaria de traduccién celular, asi, las
primeras proteinas en producirse son las polimerasas virales, las cuales se redirigen al
ndcleo para aumentar la produccion de ARN, mientras que las proteinas HA, NA 'y M2 se
dirigen a la membrana celular. Proteinas no estructurales como la NS1, PB1 y PA tienen
mecanismos de regulacion de la respuesta inmune innata del huésped (Krammer et al.,
2018). Debido a las caracteristicas de su genoma, el virus acumula mutaciones, las cuales

estan en un rango entre 1 x 103y 8 x 107 sustituciones por sitio por afio, lo cual podria
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alterar su composicién aminoacidica y producir ventajas para su replicacién o evasion de
la respuesta inmune entre los virus implicados en brotes de enfermedad en los sistemas

productivos (Taubenberger & Morens, 2008).

La proteina HA del virus influenza A HLN1, puede interactuar con residuos de &cido sialico
de los tipos a2,6 (humano) y a2,3 (aviar) de las células epiteliales del tracto respiratorio.
En los cerdos, ambos residuos estan presentes, por ello, se considera que estos son el
“vaso mezclador” debido a que permiten el ingreso de virus que infectan a las aves y a los
humanos lo cual desencadena procesos como la mezcla y el reordenamiento de virus
provenientes de estas especies cuando los dos infectan simultaneamente una célula
epitelial (Crisci et al., 2013; MacLachlan & Dubovi, 2017). Este mecanismo, junto a las
mutaciones presentes principalmente en las proteinas HA y NA son los principales
mecanismos evolutivos del virus. Dentro de estos mecanismos mutacionales se
encuentran el “Drift” el cual hace referencia a pequefios cambios nucleotidicos en las
secuencias de estas proteinas lo cual genera virus filogenéticamente relacionados, aunque
el acumulo de estas pequefias mutaciones puede llevar a cambios antigénicos, por otro
lado, el “shift” antigénico hace referencia a mutaciones abruptas acaecidas en estas
proteinas lo cual da lugar a nuevas proteinas, este proceso es menos frecuente que el

“drift” antigénico (Gong et al., 2021).
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Figura 2. Representacion esquematica de un virion del virus de la influenza A donde se
encuentran las proteinas estructurales y no estructurales junto con el genoma
segmentado (n=8). Tomado de (MacLachlan & Dubovi, 2017).

1.2.2 Manifestaciones clinicas respiratorias y control celular por el

virus

El SIV entra en el sistema respiratorio gracias a su transmisién por aerosoles y se multiplica
en las células del epitelio bronquial causando inflamacion y subsecuente necrosis,
ademas, el virus se puede encontrar en los tabiques interalveolares, a veces en el epitelio
de los cornetes y en los ganglios linfaticos del mediastino. En el pulmén, los neumocitos
alveolares tipo 2 se ven afectados y producen menos liquido surfactante lo cual favorece
la manifestacion clinica de la enfermedad al interferir con la capacidad de intercambio

gaseoso (lowa State University, 2022).

El periodo de incubacion viral se da entre 24-72 horas post infeccion. Posteriormente
aparecen los signos clinicos principales, los cuales son de tipo respiratorio y dentro de
ellos se incluyen: tos, estornudos, secrecién nasal que puede estar acompafiada con
pirexia, letargia y pérdida de apetito desencadenando pérdida de peso y disminucion en el
rango de crecimiento. La morbilidad puede llegar hasta 100% en cerdos de cualquier edad,

sin embargo, la mortalidad esta reportada en menos de 1%. Se ha establecido que los
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animales jovenes como lechones lactantes y destetos son mas susceptibles a la infeccion
por SIV, asi mismo, juegan un papel importante en el mantenimiento del virus en la granja
debido a que este puede replicarse mas facilmente en ellos y favorecer asi la diseminacién
de la enfermedad a otros sitios dentro de la piara (Allerson et al., 2014; Kaplan et al., 2015).
Adicionalmente, se reportan manifestaciones asociadas al fallo reproductivo porcion (FRP)
relacionadas con la infeccién por SIV, como abortos y retorno al estro, asociadas a fiebres
altas debido a alteraciones inmunolégicas. Cuando la infeccion se vuelve endémica, los
desordenes reproductivos aumentan, asi como los casos de enfermedades respiratorias
severas, principalmente, en animales entre seis y siete semanas de edad (Capua & Munoz,
2013; Gale et al., 2020; Ma, 2020; Thompson & Paulson, 2021).

Las lesiones pulmonares generadas y hallazgos principales de la necropsia los constituyen
areas de consolidacion multifocales de tonalidades puarpuras/rojizas en la regién craneo-
ventral y en los I6bulos cardiaco y apical (Sarli et al., 2021; Yaeger & van Alstine, 2019).
En la histopatologia se aprecian exudados en bronquiolos, hiperplasia del epitelio bronquial
y necrosis del epitelio alveolar (Bourret, 2018; Gale et al., 2020). También, se ha reportado
gue es uno de los agentes implicados en la manifestacion de rinitis atréfica no progresiva
(NPAR, por sus siglas en inglés) junto con otros agentes como el virus de la pseudorabia
(PRV) y bacterias como Bordetela bronchiseptica (Sarli et al., 2021). El exudado
inflamatorio en las vias respiratorias mas pequefas a veces las bloquea, lo que provoca
las atelectasias, enfisemas y neumonias broncointersticiales (lowa State University, 2022).
Esto perjudica la fagocitosis de microorganismos secundarios por macrofagos alveolares

llevando a un cuadro respiratorio agravado.

Luego de la infeccion primaria, células inmunes como macrofagos, neutréfilos, células
dendriticas y células NK son reclutadas con el objetivo de controlar la replicacién y la
diseminacion viral, asi como para generar una respuesta inmune innata y adaptativa que
permita la limpieza viral y la reconstruccién del epitelio afectado (Crisci et al., 2013).
Ademas de esto, otros componentes de la respuesta inmune innata como la proteina
surfactante D y algunas proteinas de fase aguda como la proteina C reactiv, haptoglobina
(Hp), amiloide sérico A (SAA) y la proteina mayor de fase aguda del cerdo (Pig-MAP) son
liberadas con la intencibn de generar una reaccion inmunoldgica innata encargada de

controlar el proceso infeccioso (Crisci et al., 2013).
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La respuesta inmunoldgica aguda innata frente a la infeccidn estéa caracterizada también
por un aumento en la produccion de INF-a, INF-y TNF-a e IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 asociado
con un aumento en las cargas virales a nivel pulmonar, el reclutamiento de macréfagos y
neutréfilos, asi como con la severidad del cuadro clinico debido a la muerte celular (Crisci
et al., 2013). Con respecto a la respuesta inmune adaptativa celular, se ha demostrado un
incremento en el nimero de linfocitos T CD8"y CD4* asociados con una elevacion en la
produccion de IgA a nivel de mucosa respiratoria y una agregacidon de estas
subpoblaciones celulares en tonsilas y linfonédulos tragueobronquiales. Ademas, se han
reportado aumento en la frecuencia de NK, células T yd, asi como LTreg, IL-10 y TGF-(.
En la respuesta por anticuerpos, la IgG es la predominante a nivel sérico, mientras que la
IgA es el isotipo predominante en el tracto respiratorio superior e inferior con un pico de
produccion para las dos entre la segunda y tercera semana posinfeccion (Crisci et al.,
2013).

A pesar de que células del linaje monocito/macréfago, especialmente PAMs, y otros tipos
de células como las dendriticas permiten la infeccién viral a través de los mismos
receptores reportados para las células epiteliales, el proceso de replicacién no es efectivo,
sin embargo, se sabe que estos resultados varian de acuerdo con la subpoblacién celular
implicada, asi como el tipo de virus infectante (Crisci et al., 2019). La infeccién abortiva de
estas poblaciones celulares se asocia principalmente a fallas en el proceso de acidificacién
endosomal lo cual no permitiria la penetracion del genoma viral en el citoplasma, ademas,
se ha reportado que aun cuando exista produccién de progenie viral, esta presenta fallas
en la liberacion debido a alteraciones en la interaccion de la HA, NA y la M2. Sin embargo,
gracias a que los PAMs y las células dendriticas permiten estos procesos, surge la
hipotesis de que aun cuando el virus no genere produccion o liberacion de progenie, si
puede modular la respuesta inmunolégica de los macréfagos lo cual podria alterar su
capacidad en la eliminacién del virus o generar respuestas inmunes erraticas como
tormentas de citoquinas que podrian agravar el cuadro clinico (Bougon, 2021; Cline et al.,
2017; Meischel et al., 2020).

La proteina NS1 esté principalmente asociada con la modulacion de la respuesta inmune
innata, asi, se ha reportado que su dominio carboxilo terminal antagoniza la via de
produccion del interferdn tipo 1 a través de la minimizacion de la capacidad de deteccion

del ARN viral en la célula huésped porque bloquea la activacion de sensores
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intracitoplasmaticos como el RIG-I. Ademas, la NS1 se une al TRIM21 y al RNF135, los
cuales son requeridos por el RIG-I para su activacién, con ello inhibe otras vias de
induccién del interferon y de genes antivirales inducidos por el interferén como los MX1,
EIF2AK2, OAS1 y la familia del IFITM. Por ultimo, se ha reportado que inhibe la actividad
de las proteinas JAK-STAT y es responsable de minimizar la capacidad de produccién de
ARNmM en la célula huésped disminuyendo la produccién de proteinas para el control viral,
también inhibe la proteina NLRP3 envuelta en la activacion del inflamosoma (Crisci et al.,
2019; Park et al., 2018). Otras proteinas que intervienen en la disminucién de la respuesta
inmune mediada por el interferén son el complejo PB1-F2, el cual suprime la activacion de
la proteina MAVS, producida aguas abajo de la activacion de la RIG-1 y necesaria para la
induccioén del INF. Por otro lado, la proteina PA-x suprime la expresion génica del huésped
debido a su actividad endonucleasa (Chauché et al., 2018; Garcia-Satre, 2006; Jagger et
al., 2012; Marazzi et al., 2012; Mibayashi et al., 2007; Rajsbaum et al., 2012; Vincent et al.,
2008).

1.2.3 Epidemiologia y métodos diagnosticos.

La transmision viral se da por via horizontal a través de la ruta oral-oral, fecal-oral, situacion
gue es favorecida en sistemas productivos intensivos como los porcinos. Revisiones
sistematicas del comportamiento epidemioldgico de la enfermedad como el de (Baudon et
al., 2017), muestran que la prevalencia de SIV entre piaras en todo el mundo oscila entre
29.3% y 100%. Ademas, (Chauhan & Gordon, 2022) demostraron que los principales
subtipos circulantes en granjas porcinas a nivel mundial son: HIN1, H3N2, HIN2 y el virus
pandémico del 2009 (pAH1N1), seguidos por algunos virus de los tipos B, C y D. Se ha
demostrado en China la transmision del virus de la influenza equina (H3N8) al cerdo (Tu
et al., 2009). Esta transmisién interespecie, evidencia que la diversidad genética del virus
puede dar lugar a un aumento en el nimero de huéspedes. Esto es epidemiolégicamente
importante debido a que resulta necesario, entonces, analizar la presencia de este agente
viral en otras especies animales que podrian llegar a contagiar a los cerdos o viceversa
(Bourret, 2018; Byrd-Leotis et al., 2017; Parrish et al., 2015). Existen diferencias de
acuerdo con el continente evaluado, asi, en Norteamérica circulan en las granjas porcinas
principalmente virus de los genotipos H3N2 y HIN1p, por su parte, en Europa, existe mayor
diversidad de virus de influenza presentes, asi se tiene el H1N1 tipo aviar, H3N2 y HIN1

tipo humano, virus con reordenamiento gendémico entre H1 y H3 con genes del virus
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pandémico HIN1. En Asia, los virus circulantes son H1N2, tipo aviar eurasico H1N1,
trHIN2, trH3N2 y virus con reordenamiento gendémico entre H1 y H3 con genes del virus
pandémico HIN1 (Ma, 2020).

En Colombia, en el afio 2012 se generd el primer reporte de SIV H1N1, principalmente
asociado al virus pandémico (pH1N1) en granjas porcinas en muestras de hisopados nasal,
lavados bronquiales y muestras de pulmén (Ramirez-Nieto et al., 2012). En el 2013,
(Karlsson et al., 2013) reporto, en la region de los llanos orientales, una prevalencia de SIV
del 13.4% (91/678) de las muestras de hisopados nasofaringeos analizadas. Los analisis
moleculares determinaron que los virus presentes en los porcinos eran: el pH1N1 (con una
identidad de 97-100% con otros pH1N1 a nivel mundial) y el H3N2; también encontraron
la circulacion del virus HSN2 en una especie de patos conocida como patos silbadores.
Para el afio 2014, se detectdé nuevamente la presencia del SIV pH1N1 en granjas de los
departamentos de Antioquia y Valle del Cauca y también se encontré una interaccion de
SIV con PRRSV donde las granjas en las cuales circul6 pH1N1 presentaban una
disminucion en la presencia de PRRSV o viceversa (Mancipe et al., 2014). Recientemente,
en el 2018 (Flérez et al., 2018), se detectd SIV-A en el 11.9% de las 369 muestras de tejido
pulmonar evaluadas provenientes de cinco regiones colombianas, tales como: Antioquia,
Eje cafetero, Cundinamarca, Valle del Cauca y Meta. El analisis de sub-tipificacién por
gRT-PCR revel6 que estas cepas poseian caracteristicas moleculares asociadas a la cepa
pH1NL1. Los ultimos resultados en el pais muestran que los virus circulantes de pH1Nlen
algunas muestras obtenidas de tres departamentos estan clasificados dentro de los clados
1A.1y 1A.3.3.2 (Osorio-Zambrano et al., 2022). Otros virus reportados en el pais en aves
lo constituyen en H11 (Jiménez-Bluhm et al., 2016), HON2 y H5N2 (Afanador-Villamizar et
al., 2017)

1.3 Circovirus porcino tipo 2-PCV2

1.3.1 Caracteristicas moleculares.

El PCV2 es un miembro del género Circovirus, de la familia Circoviridae. Es un virus
pequefio de 16 - 18 nm, icosaédrico y sin envoltura. Su genoma es ssADN circular de 1766-

1768 nucledtidos, sin embargo, el intermediario replicativo es un dsADN cuyos genes
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codifican en ambas hembras, tanto la positiva como la negativa (Olvera et al., 2007; Shang
et al., 2009). El genoma contiene 11 ORFs, pero la expresién génica se ha reportado solo
en cinco. El ORF1 (gen Rep) est4 localizado en la hebra positiva, su expresion acontece
en direccién horaria, y codifica para las proteinas no estructurales Rep (314 aa) y Rep’
(178 aa), el mecanismo de “splicing” alternativo es usado para transcribir la hebra
codificante de Rep y Rep’. Por su parte, el ORF2 se encuentra en la hebra complementaria
0 negativa, su expresion se lleva a cabo en sentido antihorario, y codifica para la proteina
estructural Cap (233-234 aa), la cual es antigénicamente mas variable que la anterior,
contiene los determinantes antigénicos del virus y cuenta con una funcién importante para
el inicio de la replicacion viral, determina la proliferacion y virulencia viral. Ademas, el “Ori”
u origen de replicacion de ambos genes se encuentra en la region intergénica entre los
extremos 5. EI ORF3 codifica para una proteina no estructural de 105 aa con funcién
proapoptoética, y esta ubicado en la hebra complementaria, con orientacion en sentido
antihorario, superponiéndose complementariamente al ORF1. El ORF4 (ubicado y
orientado de la misma manera que el anterior) codifica para una proteina cuya funcion es
suprimir la actividad de las caspasas 3 y 8 (antiapopt6tica) y mecanismos regulatorios de
la funcién inmunolégica de los linfocitos T CD4* y CD8" (figura 4 y figura 5). Los
mecanismos de interaccion entre las proteinas proapotética y antiapoptoticas alin no se
han dilucidado, sin embargo, se propone que las proteinas antiapoptéticas son producidas
en la fase temprana de la infeccion para favorecer la replicacion viral mientras que las
proteinas proapoptéticas son producidas en las fases tardias para favorecer la liberacién
y diseminacién de la progenie viral (He et al., 2013; MacLachlan & Dubovi, 2017; Pan et
al., 2018; Segalés et al., 2019). Por ultimo, el ORF5 codifica una proteina que activa las
vias de induccion de autofagia celular PERK-elF2a-ATF4 y AMPK-ERK1/2-mTOR con el
fin de promover la replicacion viral (Lv et al., 2020).

El virus tiene tropismo por las células del linaje monocito/macréfago (principalmente
alveolares y células dendriticas) y células epiteliales, e ingresa a través de la unién de su
proteina Cap con los receptores celulares de heparan sulfato y glucosaminoglicanos como
condroitin sulfato B. El mecanismo principal de este proceso se da gracias a la endocitosis
mediada por clatrinas. Se ha demostrado que es internalizado por células dendriticas
inmaduras en las cuales se sugiere que el ingreso viral se hace a través de una via no

macropinocitica (MacLachlan & Dubovi, 2017).
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Durante su estadia en el endosoma, una serine proteasa celular es necesaria para la salida
viral debido a que es necesario un clivaje proteolitico de la proteina Cap durante este
proceso, este es mas efectivo en células epiteliales que en células monociticas. Para el
movimiento viral al interior celular la proteina Cap interactia con la a y B tubulinas
aumentando la acetilacion tubular. Como todos los circovirus, la proteina Cap cuenta con
sefiales de localizacion nuclear en su regidon N-terminal la cual interactda con la
fosfoproteina nucleolar nucleofosmina-1 (NPM1) el cual le permite ingresar al nucleo.
Luego de esto, el ADN viral se replica utilizando enzimas celulares que son producidas
durante la fase S del ciclo celular, o durante procesos de reparacion, esto debido a que el
virus carece de polimerasa propia. También, existen reguladores del ciclo de viral como la
ciclina-porcina-A el cual es regulador negativo del ciclo de vida viral junto con la HMG-CoA
reductasa, mientras que otros factores celulares con accion regulatoria positiva de la
replicacion viral lo constituyen las proteinas: Hsp70, Hsp27 y ZNF265 (Segalés et al.,
2019).

La replicacién ocurre a través del mecanismo de circulo rodante con la formacion de
estructuras tipo bucle en el genoma (MacLachlan & Dubovi, 2017). El hecho de que el
proceso de replicacion se de en aquellas células que se encuentran en un proceso activo
de division es una caracteristica de estos virus y que determina, en parte, su patogenicidad
y sumado a su tropismo celular lleva a que el virus infecte un amplio rango de 6rganos.
Otra caracteristica es que la replicacion se ve favorecida cuando existen procesos de
inmunoestimulacién debido a que aumentan las poblaciones celulares de leucocitos que
pueden infectar. La salida viral se da sin destruccion celular y puede encontrarse la primera

progenie viral a las 30 horas post infeccién (Ren et al., 2016).

Por otro lado, como ya se menciond, las células epiteliales de 6rganos como el rifién y del
sistema respiratorio, asi como células endoteliales, enterocitos, acinos pancreaticos y
células ductales también son objetivos de replicacion del agente. Esto corrobora la
hipétesis de que el virus necesita que la célula huésped se encuentre en fase S debido a
gue todas estas poblaciones celulares tienen una alta tasa mitética (Kekarainen & Segalés,
2015).

El virus se ha caracterizado por una alta tasa mutacional (1.2x10° sustituciones por sitio
por afo), cambios en la dominancia de los genotipos a lo largo de los afios, y algunos

reportes sugieren la posible influencia de la vacunacién en este proceso (Kekarainen &
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Segalés, 2015). El ORF2 (gen Cap) muestra mayor variabilidad genética comparado con
el ORF1 y es comunmente usado como marcador filogenético y epidemioldgico (Cao, et
al., 2015; Olvera, et al., 2007; Ma, et al., 2021).

Basados en la secuencia del ORF2, el PCV2 se ha dividido en cinco diferentes genotipos
principales: PCV2a, PCV2b, PCV2c, PCV2d y PCV2e (Davies et al., 2016; Ma et al., 2021,
Opriessnig, et al., 2020; Wang et al., 2020). Actualmente se proponen dos genotipos mas
(PCV2g y PCV2h) (Rajkhowa et al., 2021; Sidler et al., 2020). Los genotipos relacionados
principalmente con la manifestacion sistémica de la enfermedad lo constituyen: PCV2a [el
cual cuenta con 5 subgenotipos (2A-E)], PCV2b (con tres subgenotipos 1A-C) y PCvad
(con dos subgenotipos 2d-1y 2d-2) (Yao et al., 2019).

ORF$
ORF7
ORF6
ORF10
ORF2
PCV2 CC1
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ORF1
ORF5
ORF11 ORFe

Figura 3. Representacion esquemética del genoma de PCV2 CC1 en donde se evidencia
la direccionalidad de transcripcion de cada ORF y su ubicacion predicha. Tomado de:
(Ren, et al., 2016)
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Figura 4. Organizacion gendmica esquematica de cuatro ORFs del PCV2. Tomado de:
(He et al., 2013)
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1.3.2 Manifestaciones clinicas respiratorias y control celular por el

virus

El PCV2 esta involucrado en diferentes sindromes y enfermedades en porcinos a nivel
mundial colectivamente denominados como enfermedades asociadas al circovirus porcino
(PCVAD). El PCVAD tiene cuatro manifestaciones definidas (i) sindrome de dermatitis y
nefropatia porcina (PDNS), (ii) el sindrome de desmedro sistémico posdestete (PMWS),
(iif) enfermedad reproductiva y (iv) enfermedad subclinica. En relacién con la enfermedad
respiratoria clinica, la manifestacién asociada es el sindrome sistémico o PMWS (Segalés,
2012).

Este es caracterizado por un dafio severo al sistema inmunoldgico, con liberacion
exagerada de citoquinas proinflamatorias que desencadenan que la sintomatologia clinica
y las lesiones observadas se manifiesten debido, también, a efectos aditivos de la accion
de otros patdégenos. La viremia se manifiesta a partir de los 7 dias posinfeccién (DPI), pero
alcanzan el pico entre los 14-21 DPI; en campo, la seroconversion acontece entre la 7-12

semanay se mantiene al menos hasta la semana 28 (Kekarainen & Segalés, 2015).

En 6rganos linfoides se aprecia una severa deplecién de células B, T y NK asociada con
la accion del PCV2 en el contexto de la enfermedad sistémica (Darwich & Mateu, 2012;
Zepeda-Cervantes et al., 2019). La infeccion en leucocitos se caracteriza por producir
persistencia y no por una eficiente replicacion viral debido a fallas en la acidificacion
endosomal, esto lleva, también, a una respuesta erratica de citoquinas, llevandola a un
aumento y prolongacion en la produccion de citoquinas o0 a una disminucién en ambos
aspectos, esto dependiendo del tipo celular y del tipo de citoquina. Ademas, se han
determinado alteraciones en la presentacion antigénica disminuyendo la funcionalidad de
la respuesta innata y adaptativa humoral y celular. El resultado final de la infeccién
normalmente es la presencia de efectos inmunopatolégicos derivados de la replicacion
viral en las células epiteliales y en la produccion errética de citoquinas lo que incrementa
la susceptibilidad del huésped a otros agentes infecciosos y disminuye la funcionalidad
linfocitaria (Dvorak et al., 2018; Kekarainen & Segalés, 2015). Se ha demostrado que
algunas zonas del genoma viral (motivos CpG) son capaces de interactuar con receptores
endosomales y citosolicos regulando su actividad hacia la inmunoestimulacién o

inmunodepresion, de acuerdo con el tipo de célula, a través de la modulacion de las vias
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de produccion de IFN, TNF-a e IL-12. Otra caracteristica que influye en el desenlace
inmunomodulatorio de la infeccion por PCV2 es el balance o relacién existente entre la
cantidad de genoma viral de una sola hebra (efecto estimulador) con respecto a los

intermediarios replicativos de doble hebra (efecto inhibidor) (Kekarainen & Segalés, 2015).

Las manifestaciones clinicas respiratorias son derivadas de edema pulmonar agudo:
disnea y taquipnea, seguida de muerte sUbita. Estas se presentan debido a la replicacion
viral en células mononucleares, epiteliales pulmonares y endoteliales que recubren los
vasos sanguineos pulmonares ocasionando dafio celular, el cual, desencadena la
liberacion exacerbada de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, MCP-1, IL-1B, 8 e IFN-y)
resultando en vasodilatacién con la subsecuente liberaciébn de plasma al intersticio
pulmonar, lo cual lleva a una obstruccion del proceso de intercambio gaseoso y
disminuyendo, por tanto, la capacidad del huésped de controlar el proceso infeccioso
primario y la accién de otros microorganismos oportunistas que agravan el cuadro clinico.
Esta situacion acontece debido a que este agente, de la misma forma que PRRSV, llega
al pulmén a través de la via hematdgena (Sarli et al., 2021).

Recientemente se demostré que la infeccién de macréfagos lleva a una polarizacion de
estos hacia la reprogramacioén genémica para la activacion de la subpoblacién M1 lo cual
sucede debido a la activacion viral de las vias metabdlicas del NF-kf y la INK y la supresién
de las vias de activacion de la subpoblacion M2. Esta polarizacion es importante para la
manifestacion clinica debido a que genera que los cerdos se vuelven mas susceptibles a
infecciones bacterianas secundarias en el contexto de la infeccién viral del PCV2 (Zhang
etal., 2021).

Cuanto mayor sean las cargas virales presentes, la sintomatologia sera mas severa debido
a que la respuesta inflamatoria se exacerba y, por tanto, la afectacion del tejido pulmonar.
Estas manifestaciones clinicas se han asociado principalmente a cerdos entre las 5y 16
semanas de edad y algunas veces en animales adultos, sin embargo, no es comun
encontrarlos en cerdos entre una a tres semanas de edad, debido, presumiblemente a
proteccion de los anticuerpos maternales (Chiu et al.,, 2011; Cino-Ozuna et al., 2011,
Darwich & Mateu, 2012; A. M. M. G. de Castro et al., 2008; Rose et al., 2012; Segalés,
2012)

En la forma respiratoria, la evaluacion histolégica presenta neumonia intersticial

granulomatosa, neumonia intersticial linfo-histiocitica o neumonia broncointersticial,
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fibroplasia peribronquial, bronquiolitis necrotizante y ulcerativa, neumonia necrotizante
proliferativa y también, neumonia por bronquiolitis obliterante (Chiu et al., 2011; Sarli et al.,
2021; Segalés, 2012).

Con respecto a la inmunidad pasiva y activa frente al agente, los anticuerpos maternales
son capaces de inhibir la manifestacion sistémica de la enfermedad en cerdos de hasta
cuatro semanas de vida. Las vacunas para la inmunizacion activa de los lechones pueden
administrarse a partir de la tercera semana de vida con una duracion aproximada de los
anticuerpos producidos de 14 semanas. Se ha demostrado, ademas, que un programa de
vacunacion establecido es capaz de prevenir el efecto de la PCVAD en la salud porcina y
en la produccién a pesar de que no lo elimina por completo. Esto quiere decir que aun
cuando las manifestaciones clinicas graves estén controladas, el virus sigue circulando en
la granja posiblemente en bajas cargas lo cual permitiria la evolucién viral (Figueras-
Gourgues et al., 2019; Pleguezuelos et al.,, 2022; Vargas-Bermudez et al., 2018). Sin
embargo, cuando la respuesta humoral es pobre, con bajos titulos de anticuerpos
neutralizantes contra la proteina Cap, la probabilidad de manifestacion sistémica es mayor.
En modelos experimentales se ha demostrado que la vacunacién contra PCV2 con
vacunas que utilizan segmentos de la proteina Cap de PCV2a o PCV2b son efectivas para
la induccion de respuesta inmune humoral y celular fuerte previniendo la manifestacion
sistémica de la enfermedad cuando los cerdos fueron sometidos a inoculaciones con
PCV2d/PPV2 (Opriessnig, et al., 2020).

1.3.3 Epidemiologia y métodos diagndsticos

El agente puede transmitirse debido a la mezcla de cerdos susceptibles con cerdos
infectados a través del contacto directo con secreciones nasales, materia fecal, agujas
contaminadas, fomites, calostro y leche, ademas, presenta la caracteristica de permanecer
durante varias semanas en el medio ambiente lo cual aumenta la probabilidad de infeccién
de las nuevas poblaciones de cerdos (Rose et al., 2012). A nivel mundial la epidemiologia
del PCV2 varia dependiendo del genotipo predominante. EI PCV2a se consideré el
genotipo dominante entre 1996 y 2006, sin embargo, a partir de alli, las dinamicas
epidemioldgicas cambiaron, después de lo cual los genotipos dominantes actualmente y
gue estan relacionados principalmente con las manifestaciones sistémicas de la

enfermedad son PCV2b y PCV2d. Se ha demostrado que virus perteneciente o no al
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mismo genotipo pueden coinfectar un cerdo. Ademas, se han propuesto que los eventos
de recombinacién viral pueden desarrollar nuevos genotipos de PCV2 (Franzo & Segalés,
2020; Ouyang et al., 2019; Rajkhowa et al., 2021).

En Estados Unidos, China, Korea y en algunos paises europeos los PCV2a, PCV2b y
PCV2d son los de mayor prevalencia, encontrandose ademas coinfeccion en cerdos con
manifestaciones clinicas asociadas al PWMS (Guo et al., 2019; Guo et al., 2020; Lv et al.,
2020; Saporiti et al., 2020; Xiao et al., 2016; Kim et al., 2018) En Colombia, (M. Rincén et
al., 2014), demostraron la circulacion de los genotipos PCV2a y PCV2b durante 2009 a
2011, de la misma manera (Vargas-Bermudez et al., 2018) en un analisis durante el 2017
y posteriormente, (Almario-Leiva et al., 2020) encontraron que el genotipo predominante
en los ultimos afios era el PCV2d y se asoci6 a casos de PMWS y PDNS, resultado
corroborado por (Vargas-Bermudez et al., 2022) a través de un andlisis retrospectivo de
muestras tomadas durante el 2015-2016 y 2018-2019, siguiendo el patron epidemiolégico
del agente reportado en otros paises.

El PCV2 se ha asociado con la presentacién de enfermedades respiratorias junto con
PRRSV y SIV. Por lo anterior, estos patébgenos en conjunto se consideran como los
principales agentes virales envueltos en el CRP, y las investigaciones han demostrado que
la patogénesis del PCV2 se ve exacerbada por la coinfeccion con alguno de estos dos

agentes virales (Ma et al., 2021; Ouyang, et al., 2019)

El virus se ha aislado en diversas lineas celulares como: porcine kidney 15 (PK-15) y en
cultivos primarios de testiculo, rifion e higado porcino (Opriessnig et al., 2020) Sin
embargo, la falta de efecto citopatico apreciable en los cultivos se constituye como una
limitante en el diagndstico. El diagnostico rutinario se hace por PCR convencional y PCR
en tiempo real. Esta Gltima brinda la posibilidad de establecer cargas virales que se pueden
asociar con la presentacion clinica (Segalés, 2012). Ademas, la inmunohistoquimica y la
hibridacion in situ son técnicas ampliamente usadas para la deteccion del antigeno para
validar la accion infecciosa (Opriessnig et al., 2011). También se han desarrollado
metodologias como LAMP, RFLP y Multiplex real time PCR (Guo et al., 2010; Wang et al.,
2020; Wozniak et al., 2019).
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1.4 Circovirus porcino tipo 3-PCV3

1.4.1 Caracteristicas moleculares.

Es un virus que pertenece al género Circovirus de la familia Circoviridae. Es pequefio,
desnudo e icosaédrico cuyo genoma ssADN circular con una longitud aproximada de 2000
nucleétidos que contiene tres ORFs. Los ORF1 y ORF2, orientados en direcciones
opuestas como en el PCV2, codifican para las proteinas replicasa (Rep) y capside (Cap)
respectivamente, y entre cada uno de ellos existe una region intergénica que sirve como
origen de replicacion compartido, ademas, esta replicacion acontece a través del
mecanismo de circulo rodante con la formacion de bucles en el ADN. La proteina Rep
(cuya longitud oscila entre 294-295 aa) es 55% idéntica a su homdloga en los circovirus
de los murciélagos, mientras que solo es 48% a la del PCV2. Por su parte, la proteina Cap
(214 aa) es 36% similar a la del PCV2 a nivel genémico, pero tan solo 26% similar en
términos de aa. Por ultimo, el ORF3 se predice que codifica para una proteina de 231 aa
cuya funcion en términos de infeccién viral ain no se ha establecido. Esta diferencia que
existe entre PCV2 y PCV3 permite inferir que los mecanismos moleculares de infeccion y
replicacién celular no son similares, por lo cual, resulta necesario evitar extrapolar los
conocimientos del PCV2 al PCV3 (Opriessnig, et al., 2020; Ouyang, et al., 2019).

Hasta hace poco el PCV3 no habia podido ser cultivado en el laboratorio lo cual disminuye
la informacién disponible con respecto a los mecanismos moleculares de entrada, de
trafico intracelular, de replicacion viral, de salida y de modulacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa. Solo fue hasta el 2020 cuando este agente pudo ser aislado a partir
de un cultivo celular primario de rifién preparado a partir de érganos obtenidos de cerdos
de 21 dias de vida que fueron adquiridos en granjas comerciales (Oh & Chae, 2020). A
partir de alli, surgieron estudios encaminados a dilucidar los mecanismos moleculares de
ingreso viral y el subsecuente trafico intracelular, tal como la aproximacion de (Shi et al.,
2021), quienes demostraron, en células PK-15, que el ingreso del PCV3 sucede a traves
de un proceso de endocitosis mediada por clatrinas y dinamina-2. Ademas, se determiné
gue el virus requiere de un proceso de transporte endosomal temprano y tardio debido a
gue fue colocalizado con las proteinas reguladores del trafico endosomal Rab5 y Rab7, no
obstante el virus no a través del endosoma perinuclear de reciclaje durante su maduracion,

sumado a lo anterior, se prob6 que la acidificacion endosomal es un proceso clave durante
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el proceso de infeccién celular debido a que si el ambiente celular no es acido se altera el

movimiento eondosomal y no ocurre el proceso de penetracion viral al citoplasma.

Por su parte, en el mismo tipo de células, (Song et al., 2021) demostraron que (igual a lo
gue sucede en PCV2) la sefial de localizacién nuclear ubicada en la regién N-terminal de
la proteina Cap (aa 1-38) del PCV3 interactia con la proteina NMP1 promoviendo la
traslocacion viral al nucleo y, posteriormente del nacleo al citoplasma, favoreciendo la
replicacién. Ademas, el virus genera un aumento en la produccién de ARNm codificante
de la proteina NMP1 y su traslocacién, como proteina, del nucleolo al citoplasma para que
entre en contacto, de forma mas eficiente, con la proteina Cap permitiendo asi una
replicacién mas efectiva. Sumado a esto, se demostrd también que NMP1 esta implicada
en la induccién de la autofagia completa en células HEK-293T a través de la activacion de
la via dependiente de la serine/treonine kinasa mTOR, un mecanismo relacionado
posiblemente con el aumento en la replicacion viral (Geng et al., 2020). Aun cuando no se
conoce con certeza cual o cuales son los tipos celulares por los cuales el virus tiene
tropismo, se hipotetiza que, de la misma manera que en PCV2, debido a la falta de
polimerasas virales, es necesario que el virus infecte en un estadio en donde las
polimerasas celulares se encuentren en una mayor cantidad con el fin de favorecer el
proceso de replicacién, ademas, de que estas células tengan una tasa mitética alta que

favorezca aln mas ese proceso (Song et al., 2021).

1.4.2 Manifestaciones clinicas de la infeccion y control celular por

el virus.

En los primeros reportes, las enfermedades que manifestaron los cerdos cuando se hizo
el aislamiento de PCV3 por (Palinski et al., 2017; Phan et al.,, 2016) fueron PDNS e
inflamacién sistémica. Dentro de los casos que presentaron PDNS, los hallazgos clinicos
fueron: vasculitis necrotizante, glomerulonefritis, linfadenitis granulomatosa y neumonia
broncointersticial. Recientemente, algunos estudios han demostrado la presencia de
material genético de PCV3 con hibridacion in situ en células epiteliales de diversos 6rganos
como pulmén, corazén, rifiones, linfonédulos, bazo, higado, sistema nervioso central e
intestino delgado, asi como en macréfagos presentes durante la infeccion del agente en el
pulmon. Lo cual sugiere que, de la misma manera que PCV2, el virus necesita de células

mitéticamente activas para su replicacién, y este tropismo esta relacionado con las
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manifestaciones clinicas variadas que presentan los cerdos durante la infeccién (Alomar
et al., 2021; Jiang et al., 2019)

En Espafia, (Benito et al., 2020) determinaron, a partir de muestras enviadas para
diagnostico y asociadas a casuistica respiratoria, que el 17.6% fueron positivas a PCV3, y
de éstas, el 76% presentaban coinfeccién con al menos uno de los siguientes virus:
PRRSV, PCV2 y PPV. En este mismo sentido (Kedkovid et al., 2018) en Tailandia
determinaron que la prevalencia del PCV3 fue mayor en cerdos afectados por CRP (60%)
gue en cerdos sanos (28%). También encontraron lesiones macroscopicas como cambios
en tonalidad de los pulmones y aumento de tamafio de los linfonddulos traqueobronquiales.
A nivel microscopico se encontré neumonia broncointersticial, necrosis linfoide y
proliferacion histiocitica de los linfonddulos. Otras manifestaciones clinicas asociadas a la
infeccién por PCV3 las constituyen: desordenes digestivos, principalmente diarrea (Qi et
al., 2019), tremores congénitos (Chen et al., 2017) y alteraciones reproductivas con
transmisién vertical demostrada en infecciones en campo (Mora-Diaz et al., 2020; Vargas-
Bermudez et al., 2021).

Debido a la multiplicidad de sintomatologias clinicas presentes y siguiendo los criterios
diagnédsticos propuestos para la definicion de los cuadros clinicos desencadenados por
PCV2 y propuestos por (Segalés, 2012), (Saporiti et al., 2021) proponen la definicién de
casos individuales de las enfermedades asociadas al PCV3, asi: i) enfermedad
reproductiva, cuyas manifestaciones clinicas principales la constituyen abortos en estadios
finales de la gestacion, malformaciones, momificaciones, nacidos muertos y lechones
débiles; vy, ii) enfermedad sistémica, en donde los hallazgos clinicos son: signos
respiratorios, emaciacion y signos neuroldgicos. Las vasculitis necrotizantes, asi como la
arteritis y periarteritis en diferentes 6rganos parecen ser los hallazgos patol6gicos mas
relevantes y relacionados con las manifestaciones clinicas sistémicas y reproductivas de
la infeccion por PCV3 (Alomar et al., 2021)

Las lesiones organicas sistémicas estan asociadas a liberacion exacerbada de citoquinas
y chemoquinas proinflamatorias como el TNF-a, IL-1B, INF-y, IL-6, CCL5 en el suero de
animales experimentalmente infectados (Jiang et al., 2019). Ademas de ello, y contrario a
lo que acontece con PCV2, existe una marcada eosinofilia, la cual puede estar relacionada
con reacciones de hipersensibilidad y exacerbacion de los procesos inflamatorios tisulares

gue lleva a necrosis subsecuente lo cual aumenta la inflamacién, generando un efecto
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aditivo, pudiendo esto correlacionarse con el amplio rango de érganos afectados y, por
ende, de manifestaciones clinicas asociadas (Rakibuzzaman & Ramamoorthy, 2021). En
lineas celulares humanas de rifion (HEK-293T) infectadas con el virus se ha demostrado
gue existe la proteina Cap induce la activaciébn del NF-kB a través de las vias de
sefializacién mediadas por las proteinas RIG-1y los TLR, y con un aumento subsecuente
en la produccion de IL-6 y TNF-a relacionandolo con una posible implicacion en el dafio
celular (Liu et al.,, 2021). Con respecto a los mecanismos moleculares de control
inmunoldgico demostrados para células epiteliales renales, la proteina Cap inhibe la
produccion de interferdn tipo 1 gracias a que interfiere con el dominio de transactivacion
de la proteina STAT2, ademas, previene la uniéon de los elementos de respuesta
estimulados por el interferén (ISRE), con el factor de respuesta de interferén (IRF9) en su
complejo con la proteina S2C (H. Shen et al., 2020; P. Zhang et al., 2020).

En los estadios cronicos de la enfermedad existe un aumento en la produccién de
citoquinas de control inmunitario como la IL-10 e IL-23a, lo cual se relaciona con
alteraciones a nivel de respuesta de linfocitos Thl, la que a su vez influye en la capacidad
de activacion linfocitaria, y esto, sumado a la displasia linfoide generada por el proceso
inflamatorio no regulado y a la necrosis linfocitaria, acarrea, resultados negativos en la
capacidad del huésped de generar una respuesta inmune innata y adaptativa lo
suficientemente efectiva para eliminar el agente y otros agentes oportunistas. Las
respuestas por anticuerpos son variables y dependen de la capacidad del virus de modular
la respuesta inmunoldgica, sin embargo, cuando se establecen niveles altos y persistentes
de IgM e IgG el huésped es capaz de eliminar el agente. Sin embargo, tomando todo en
su conjunto: la posibilidad de formacién de complejos inmunes, favorecidos por las
reacciones de hipersensibilidad asociadas a la eosinofilia, puede desencadenar
desérdenes de la coagulacién con la formacién de trombosis fibréticas, generando necrosis
de los tejidos y de los linfocitos de forma sistémica, favoreciendo las coinfecciones con
agentes virales y bacterianos (Franzo et al., 2018; H. Jiang et al., 2019b; Mora-Diaz et al.,
2020; Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016; Rakibuzzaman & Ramamoorthy, 2021; H.
Shen et al., 2020; P. Zhang et al., 2020).
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1.4.3 Epidemiologia y métodos diagndsticos

De acuerdo con la variabilidad de la proteina Cap se han propuesto diversas
clasificaciones. Inicialmente se propuso la clasificacién del PCV3 en tres clados: PCV3a,
PCV3b y PCV3c (Chen et al., 2017; S. Chen et al., 2021; Fu et al., 2018; Li et al., 2018;
Ouyang, et al., 2019; Qi et al., 2019; Xu et al., 2018). Una segunda clasificacion fue de dos
clados denominados PCV3a-1 y PCV3a-2 y un clado intermedio (PCV3a-IM) basados en
analisis de secuencias de genoma completo (G. Li et al., 2018). Sin embargo, en la
actualidad existe un consenso para su clasificacion Unicamente en dos clados (1 y 2)
basado en secuencias de genoma completo reportadas, la cual fue propuesta por (Franzo
et al., 2020), en la cual, la mayoria de las secuencias tienen un porcentaje de variaciéon
entre 2 a 6% y pueden ubicarse al interior del clado uno, mientras que dos secuencias
chinas constituyen el clado dos, por ello, los autores sugieren que deben seguirse
reportando secuencias y analizandolas para aumentar los datos sobre todo del segundo
clado.

El PCV3 fue identificado en el 2016 en los Estados Unidos, casi simultaneamente, por dos
grupos de investigacion (Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016) a partir de abortos de
cerdas con PDNS y en lechones con miocarditis. Desde ese momento, se ha demostrado
su distribucién mundial. En Alemania, (Fux et al., 2018) determinaron, en muestras de
suero tomadas de 53 granjas de engorde en animales con enfermedad respiratoria, que el
75% de las granjas (40/53) presentaban el genoma viral. En China, (Qi et al., 2019)
realizaron la identificacion del virus en el 12.2% de las 616 muestras de pulmones e
intestino colectadas entre el 2015 y el 2017 provenientes de 21 provincias. Estudios
retrospectivos han demostrado la circulacién de PCV3 en las granjas a nivel mundial
incluso antes de su primera deteccion en USA. Asi, (Rodrigues et al., 2020), en Brasil,
detectaron el virus en el 14.6% (26/178) de las muestras de tejidos (bazo, rifidn, higado,
pulmoén, intestino, corazén) recolectadas durante un periodo de 50 afios (1967-2017),
encontrando muestras positivas en las décadas de 1960, 1970, 2000 y 2010. Por su parte,
(Ye, et al., 2018) detectaron el virus en 10/49 muestras de nédulos linfaticos colectadas
entre los afios 1993 y 2007 en Suecia. En China, (J. Sun et al., 2018) detectaron el PCV3

en el 6.5% de 200 muestras de rifidn, bazo y linfonddulos, colectadas entre 1990 y 1999.

En Colombia, el primer reporte de PCV3 fue generado por (Vargas-Bermudez et al., 2019)

quienes lo aislaron en muestras de suero y de ganglio mesentérico provenientes del
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departamento de Cundinamarca. Posteriormente, el PCV3 fue encontrado en otras
regiones del pais como Risaralda, Atlantico, Antioquia y Valle del Cauca (Vargas-
Bermudez et al., 2022). Igualmente se probé el efecto del PCV3 en el FRP, determinando
el virus en la placenta, en tejidos de mortinatos (siendo llamativo que las mayores cargas
virales encontradas en lechones nacidos débiles se encontraron en pulmén) y presencia
de cargas virales en los lechones recién nacidos que fueron disminuyendo a través de las

semanas (Vargas-Bermudez et al., 2021).

Es importante destacar que que el PCV3 también se ha detectado en otras especies de
mamiferos tanto domésticos, como los bovinos y los caninos, asi como en mamiferos
silvestres y algunos parasitos externos asociados a estos como garrapatas Isodex spp
(Ouyang, et al., 2019). Sin embargo, un nuevo estudio cuestiona la importancia de estos
ultimos como agentes implicados en la transmision de PCV3 entre mamiferos silvestres y,

por tanto, su importancia epidemiolégica (Grassi et al., 2020).

En cuanto al diagnéstico, el PCV3 se detecta a través de métodos moleculares como PCR
convencional, real time PCR y también por métodos seroldgicos (Qi et al., 2019; P. L. Xu
et al., 2018). Asi mismo, la hibridacion in situ es otra herramienta ampliamente utilizada en
el diagndstico de enfermedades porcinas, en especial PCV3 (Resende et al., 2019) Phan
et al., 2016). El PCV3 se ha podido aislar en cultivos primarios de rifién porcino en el afio
2020 (Oh & Chae, 2020), células HEK-293T (Liu et al., 2021) y PK-15 (Shi et al., 2021,
Song et al., 2021). Ademas, recientemente, (Jiang et al., 2020) pudieron generar clones
plasmidicos infecciosos de PCV3 e infectar experimentalmente ratones KM demostrando
la aparicion de sintomas tres dias pos-inoculacion, asi como presencia del antigeno en los

tejidos pulmonar y cardiaco, esto demostrado a través de inmunohistoquimica.

1.5 Parvovirus porcino tipo 2-PPV2.

1.5.1 Caracteristicas moleculares

Los parvovirus (PVs) son pequefios virus no envueltos cuyo genoma es ADN de cadena
sencilla (ssDNA) linear de entre 4 y 6 kilobases (kb) de longitud, en los extremos del
genoma existen estructuras autocomplementarias tipo “hairpin”, de entre 120 a 600
nucleotidos, los cuales median la replicacion del ADN (Cotmore & Tattersall, 2014,

Kailasan et al., 2015). Cuentan ademas con dos ORF los cuales codifican para las
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proteinas no estructural (NSP) transcrita por el promotor P4, y de capside o proteina del
virién (VP) transcrita por el promotor P40. La mayor de las proteinas NS, tradicionalmente
denominada NS1, es una proteina multidominio que contiene un dominio de la superfamilia
3 de helicasas (SF3) altamente conservado con actividad helicasa y ATPasa, asi como
otros dominios con endonucleasa y actividad de unién a ADN especifica de secuencia,
todos los cuales son esenciales para la replicacién viral (Cotmore et al., 2019; Guo et al.,
2022; Pénzes et al., 2020; W. Shen et al., 2021). Las proteinas estructurales VP1 y VP2
se forman a partir de un mismo ARNmM mensajero, no obstante, antes de la traduccién
acontece un proceso de escision que las separa. Otra proteina, la VP3, proviene de una
modificacion postraduccional de la VP2, por Ultimo, existe una proteina no estructural tardia
(SAT) expresada del mismo ARNm de la VP2 (Streck & Truyen, 2020)

Pertenecen a la familia Parvoviridae, la cual a su vez se subdivide en tres subfamilias:
Parvovirinae, Densovirinae y Hamaparvovirinae. Dentro de las dos primeras se ubican los
parvovirus porcinos, asi, los géneros pertenecientes a la primera subfamilia son:
Bocaparvovirus, Protoparvovirus (Porcine parvovirus 1-PPV1 y uno nuevo
provisionalmente denominado PPV8), Tetraparvovirus (PPV2 y PPV3), Copiparvovirus
(PPV4, PPV5 y PPV6), mientras que en la subfamilia Densovirinae se ubica el género
Chaphamarparvovirus (PPV7) (Guo et al., 2022). Una de las caracteristicas importantes
de estos agentes es su alta tasa mutacional principalmente en los genes de la proteina VP
(aproximadamente 3-5 x 10* pspy), mientras que esta tasa es mas moderada en la
proteina NS (3-5 x 10 pspy) (X. Ren et al., 2013; Streck et al., 2015)

Su tropismo esté dirigido hacia células mitdticamente activas debido a que se vale de la
fase S del ciclo celular con el fin de utilizar la maquinaria de replicacion, en especial la ADN
polimerasa celular. Los parvovirus se unen a moléculas de la superficie celular glicosiladas
y se internalizan mediante endocitosis mediada por clatrinas (Streck & Truyen, 2020). Los
viriones en los endosomas experimentan un cambio conformacional debido al proceso de
acidificacion, exponiendo los dominios VP1 PLA2 necesarios para la liberacion. Los
viriones intactos ingresan al nicleo, donde su horquilla gendmica en 3' prepara la sintesis
de la cadena complementaria utilizando la maquinaria celular de replicaciéon del ADN, como
la polimerasa celular. Esto crea una plantilla de transcripcién duplex, lo que permite que la
transcripcion de la ARN polimerasa Il inicie la expresion génica. La replicacion del ADN se

produce a través de un mecanismo de horquilla rodante, que se basa en el despliegue y
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replegamiento secuencial de los extremos de la horquilla. Los viriones de la progenie
pueden exportarse rapidamente de las células vivas o acumularse en el nlcleo hasta que
se liberan por lisis celular (Cotmore et al., 2019; Cotmore & Tattersall, 2014; Kailasan et
al., 2015). Un mecanismo alternativo para la exportacion nuclear esta dada a través de los
complejos de poros nucleares utilizando la proteina de mantenimiento de regién
cromosomica 1, que se ve aumentada por la fosforilacion del extremo N-terminal de la
proteina VP2 (Mattola et al., 2022).

Para el caso especifico del PPV2, (Novosel et al., 2018) realiz6 la primera aproximacion
para tratar de determinar el tropismo viral en cerdos, asi, determindé genoma viral a través
de PCR in situ en tejido pulmonar consistente con linfocitos y macréfagos, lo cual coincide
con que los parvovirus requieren células con rapida division celular. Ademas, determinaron
que el virus cuenta con tropismo hacia células que expresen la proteina del antigeno
leucocitario porcino (SLA) tipo Il de la clase DQ (SLAIIDQ), esta ultima es una proteina que
se expresa de forma constitutiva en la superficie de células presentadoras de antigenos
profesionales como las células dendriticas, macréfagos y linfocitos B (Lunney et al., 2009;
Techakriengkrai et al., 2021)

1.5.2 Manifestaciones clinicas de la infeccion y control celular
por el virus

El PPV2 se ha asociado principalmente con manifestaciones clinicas de tipo respiratorio
como tos, estornudos, secrecion nasal y alteraciones de tipo productivo como disminucién
en las tasas de crecimiento en cerdos de diferentes edades (Saekhow & Ikeda, 2015). Con
respecto a las investigaciones que se han realizado para poder determinar la influencia de
este agente viral como causante de CRP a nivel mundial, (Novosel et al., 2018)
demostraron la presencia de replicacion viral en el tejido pulmonar de cerdos enfermos con
sintomatologia clinica utilizando PCR in situ, ademas, asociaron la presencia del virus con
una reduccion severa del espacio alveolar, acompafiado con un incremento en la
infiltracion linfocitaria especialmente de los linfocitos T en las paredes alveolares y una
reaccion inflamatoria peribronquial como posibles causantes de la sintomatologia.
También, asociaron la presencia del PPV2 con el PCV2 en relacién con un aumento en las
manifestaciones clinicas de tipo sistémico. Otros reportes han mencionado resultados en
ese mismo sentido. En ese sentido, (Opriessnig et al., 2014) demostraron que el PPV2

tiene los mayores rangos de deteccion y que ademas la concurrencia entre PCV2/PPV2
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fue mayor en granjas con cerdos afectados por PCVAD, comparado con granjas infectadas
de forma subclinica o negativas a PCVAD. (Xiao et al., 2013), por su parte, demostré que
el PPV2 era més prevalente en tejido pulmonar de cerdos con enfermedad respiratoria de
diferentes edades, principalmente en animales posdestete sobre todo en la etapa posterior

a las 10 semanas de vida.

Con relacion al CRP, (Nelsen et al., 2021), determinaron que el 39% de las muestras de
los cerdos afectados por enfermedad respiratoria eran positivas a PPV2, ademas utilizando
hibridacion in situ y microarreglos tisulares demostraron la presencia del virus en
macrofagos alveolares desencadenando neumonia intersticial. Los autores también
demostraron que el PPV2 no se asocio a la presencia de ningn otro agente viral evaluado,
y que ademas era mas prevalente que los demas virus evaluados y considerados como
agentes primarios causantes de CRP (PRRSV, SIV y PCV2). Un aspecto importante fue
gue el virus fue detectado en muestras de tejido pulmonar desde los fetos hasta cerdos
adultos mayores de 25 semanas, teniendo la mayor positividad en esta Ultima etapa

asociado con mayores manifestaciones clinicas respiratorias.

Un estudio analizando muestras de cerdos sanos demostré que el virus que mayor
distribucion mostré fue el PPV2, en un 55% de los corazones evaluados y en el 78% de
las tonsilas evaluadas, esto indica que el virus tiene mayor capacidad de diseminacién
sistémica y, por tanto, el desarrollo de enfermedad en asocio con otros agentes (Streck et
al., 2013). El virus también fue detectado en el 58% de cerdos sanos y en el 100% de
cerdos enfermos caracterizados por baja tasa de crecimiento aumentado por la coinfeccion
con el PCV2 (Saekhow & lkeda, 2015). (Lagan Tregaskis et al., 2021) determiné que el
PPV2 desencadenaba neumonia y bronconeumonia en cerdos a partir de las 10 semanas
de vida, ademas que este agente viral estaba principalmente asociado con el PCV2
aumentando la sintomatologia clinica asociada al CRP y al PCVAD. En ese mismo sentido,
una investigacion demostré que la prevalencia del PPV2, asi como las manifestaciones
clinicas de tipo respiratorio aumentaban cuando los cerdos se encontraban en coinfeccién
con PRRSV, sin importar si también existia coinfeccion con PCV2, lo cual podria indicar
que las dinamicas virales de los parvovirus se ven influenciadas en mayor medida por
PRRSV, sin embargo, son necesarios mas estudios para confirmar esta hipétesis (S. C.
Kim et al., 2022).
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El proceso de replicacion viral desencadena una alteracion de la membrana mitocondrial,
liberando sustancias citotoxicas como la citocromo c-oxidasa, desencadenando un
proceso de apoptosis que deriva en muerte celular y dafio tisular asociado a la
manifestacién clinica de la enfermedad, esto le confiere a los parvovirus ventajas para su
rapida diseminacién y explicaria la sintomatologia clinica asociada de inflamacion
sistémica (Streck & Truyen, 2020). Sumado a esto, se ha podido demostrar que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) también hacen parte del mecanismo fundamental a
través del cual los parvovirus son capaces de desencadenar la rapida muerte celular, y
gue estas son inducidas principalmente por la proteina NS1, esta proteina inhibe
significativamente la produccion de proteinas antiapoptéticas como la Bcl-2 y Mcl-1,
mientras que aumenta la produccion de proteinas tipo Bax, P21y P23 en tejido placentario
(J. Zhang et al., 2019; X. Zhao et al., 2016). Otro estudio demostré que esta misma proteina
activaba el NF-kf a través de del TLR2, lo cual generaba la induccion de la produccion de
IL-6 y TNF-a las cuales son citocinas proinflamatorias (Jin et al., 2020), esto es corroborado
por (Cao et al., 2017), quien demostré en células PK-15 el mismo proceso de activacion
del NF-kB. Estudios previos realizados con el PPV1 y su relacién con la manifestacion de
PCVAD en cerdos ha demostrado que el aumento de la sintomatologia clinica se relaciona
principalmente con un aumento en la produccion de TNF-a (J. Kim et al., 2006). No
obstante, el virus tiene la capacidad de controlar el estrés que sufre la célula a nivel de
reticulo endoplasmico, mediada por la proteina quinasa tipo R ER quinasa, debido a que,
si este proceso se da muy pronto durante el proceso de infeccidn viral, es capaz de prevenir

la correcta replicacion viral (Cao et al., 2020)

1.5.3 Epidemiologia y métodos diagndsticos

Sus caracteristicas epidemiolégicas estan principalmente marcadas por una alta
estabilidad en el medio ambiente, por lo cual puede mantenerse durante meses en los
espacios y contaminar asi los instrumentos y utensilios utilizados de forma rutinaria en las
granjas, favoreciendo su diseminacién constante (Streck & Truyen, 2020). Su transmision
esta principalmente asociada con el contacto directo con secreciones nasales y fecales de
cerdos infectados, sin embargo, recientemente se ha postulado la posibilidad de
transmision a través de vectores como el mosquito, de las especies Culex tritaeniorhyncus,

Anopheles sinensis, Armigeres subalbatus y Aedes aegypti (Hameed et al., 2021).
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Los parvovirus se han reportado ampliamente en diversos paises a nivel mundial, y existe
un gran aumento de divergencias entre los agentes, tal es asi que a hoy existen ocho
especies de parvovirus porcinos, para las cuales estdn comenzando las investigaciones
encaminadas en dilucidar sus efectos clinicos solos 0 en coinfeccién con otros agentes
virales y bacterianos. La primera deteccién de lo que se denominé PPV2 ocurri6é de forma
incidental durante un analisis epidemioldgico del virus de la Hepatitis E (Xiao et al., 2013),
Luego de ello, (Csagola et al., 2012) determind la prevalencia de mdultiples parvovirus en
Hungria, determinando que el PPV2 era el mas prevalente con un porcentaje de positividad
del 6.4% principalmente en muestras de tejido, en ese mismo sentido, (Xiao et al., 2013),
determinaron a través de PCR en tiempo real la circulacién de este agente viral de casos
de enfermedad en cerdos entre el 2011 y el 2012, encontrando la prevalencia mas alta en
tejidos pulmonares (20.7%) seguido por muestras de materia fecal (7.6%). Luego de ello,
los reportes a nivel mundial siguieron creciendo (Opriessnig et al., 2014) demostraron la
circulacion del virus a partir del afio 1998 en granjas estadounidenses, lo cual demuestra
que el agente viral ha estado presente hace varias décadas en las granjas porcinas sin
poder evaluar su efecto en el desarrollo de enfermedades. El virus ha sido reportado mas
0 menos con los mismos patrones, es decir, mayor prevalencia del PPV2 con respecto a
los otros parvovirus, mayor positividad en muestras de tejido pulmonar u érganos linfoides,
asociacion con agentes virales como PCV2 y PRRSV, el multiples paises como Polonia
con PCR en tiempo real (Mitek et al., 2019), Estados Unidos con PCR in situ,
inmunohistoquimica e hibridacion in situ (Nelsen et al., 2021; Novosel et al., 2018), Hungria
a través de gPCR y ELISA (Csagola et al., 2016), Tailandia utilizando PCR a punto final
(Saekhow et al., 2014; Saekhow & lkeda, 2015), China (metagendmica) (S. Yang et al.,
2022), Alemania (PCR de punto final) (Streck et al., 2013) y Colombia (RT-PCR,

secuenciacion, IHQ e ISH) (datos no publicados)

1.6 Parainfluenza Porcinatipo 1-PPIV1

1.6.1 Caracteristicas moleculares

Es un virus ARN de cadena sencilla (sSARN) de sentido negativo cuya longitud es de
aproximadamente 15 kb, el cual codifica para 6 proteinas mayores, dentro de las cuales la
proteina de fusion (F) y hemaglutinina-neuraminidasa (HN) son especialmente importantes

para la unién al receptor, entrada y fusion entre la envoltura viral y la membrana celular,
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ademas, hacia ellas estan dirigidas los anticuerpos neutralizantes. Hace parte del género
Respirovirus, de la familia Paramyxoviridae la cual incluye también a agentes como Bovine
respirovirus 3, Caprine respirovirus 3, Human respirovirus 1, Human respirovirus 3 y Murine
respirovirus, los cuales, se han asociado a manifestaciones clinicas respiratorias en
animales domésticos y humanos. El PPIV-1 est4 genéticamente relacionado con el Human
respirovirus 1, sin embargo, su potencial zoonético no se ha dilucidado (Aguero et al., 2020;
Amarasinghe et al., 2018, 2019; Lau et al., 2013).

Un reciente estudio gendmico muestra la divergencia entre dos linajes de cepas de PPIV-
1 (PPIV-1a y PPIV-1b) en China, ademas, evidenciaron el surgimiento de una nueva
especie denominada PPIV-2. Por dltimo, determinaron también eventos de recombinacion
heterosubtipica entre PPIV-1a y PPIV-1b sin eventos de recombinacién intrasubtipica que
podrian favorecer su evolucién y divergencia antigénica (Zhao et al., 2022). Por su parte,
Stadejek et al., 2022 encontraron, a partir de secuencias aisladas de cerdos con PRDC en
Europa, Asiay América la existencia de dos clados, el clado 1 el cual agrupa las secuencias
europeas Yy asiaticas mientras que las secuencias americanas constituyen el clado 2, lo
cual indica un origen evolucionado distinto entre ambos virus. Su transmision ocurre a partir
de secreciones nasales en contacto estrecho con cerdos infectados y se une a los residuos
de &cido sialico unidos a glicolipidos y glicoproteinas de las células epiteliales del tracto
respiratorio superior e inferior gracias a la HN, ingresando y generando su replicacion

citoplasmatica litica (Henrickson, 2003).

1.6.2 Manifestaciones clinicas de la infeccion

En USA, (Palinski et al., 2016) reportaron a través de métodos moleculares, que el 6.1%
de las muestras fueron positivas para PPIV-1, sin embargo, encontraron un patron en el
cual el tipo de muestra mas importante para la deteccién del virus fue el hisopado nasal
con respecto al pulmén. Asi, a través de hibridacion in situ, demostraron la replicacion del
agente en el epitelio nasal y traqueal, pero no en el pulmonar, ademds, encontraron
lesiones inflamatorias causantes de enfermedad respiratoria a través de andlisis
histopatoldgicos, sin embargo, estas no pudieron ser completamente asociadas al PPIV-1,
por lo tanto, se plantea su implicacion como agente epiteliotropico secundario y la
importancia en campo del uso de muestras de tejido nasal y traqueal para la deteccion del

agente a nivel poblacional.
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Estudios realizados en lechones Cesarean-derived/Calostrum-deprived (CDCD)
demostraron altas cargas virales en pulmones, mucosa proximal y distal de la trAqueay en
el turbinado nasal a los 2 y 5 dias pos-infeccion con una cepa americana, ademas,
demostraron su replicacién en el epitelio de bronquios, bronquiolos, traguea, septos
alveolares pulmonares y turbinado nasal, lo cual demuestra su ubicuidad en el tracto
respiratorio. Asi mismo, se demostré que, a pesar de no contar con anticuerpos maternales
para el control inicial de la enfermedad, el virus no desencadenaba una enfermedad
sistémica, sino que se mantenia restringido al epitelio respiratorio causando reacciones

inflamatorias leves y moderadas (Welch et al., 2021).

Por otro lado, (Welch et al., 2023) determinaron que existe un potencial de patogénesis
diferenciada de acuerdo con la cepa de PPIV-1 utilizada para la infeccion de cerdos de tres
semanas de edad. Asi, encontraron que aun cuando no existian diferencias en términos
de seroconversion, replicacién y secrecion viral o disminucién en la ganancia de peso en
los lechones evaluados, si existian diferencias en términos de lesiones microscopicas
pulmonares (mayores con la cepa IA17). Ademdas, demostraron que el Human
parainfluenza virus-1 C35 ATCC® VR-94™ (HPIV1) fue capaz de replicarse en los cerdos
luego de la infeccién experimental. Aun cuando esto pruebe la posible influencia del PPIV-
1 en las manifestaciones respiratorias y de que estas podrian llegar a ser diferentes de
acuerdo con la cepa circulante en la granja, resulta necesario corroborar como varia su
comportamiento y patogénesis de acuerdo con las coinfecciones virales o bacterianas que

pueden presentarse en campo.

1.6.3 Epidemiologia y métodos diagndsticos

El primer reporte de este agente se realizO en muestras provenientes de cerdos
sacrificados en China, en donde fue principalmente detectado en muestras de epitelio
nasofaringeo (3.1%), en hisopados rectales (0.7%) en cargas virales de hasta 10°
copias/mL, pero no en muestras de pulmoén. Los investigadores asociaron este resultado
a dos factores, el primero la poca cantidad de muestra que se habia tomado del 6rgano, y
la segunda, la posibilidad de una replicacién restringida a nivel de tracto respiratorio

superior (Lau et al., 2013).

Park et al., 2019) detectaron al PPIV-1 en el 43.3% de las muestras evaluadas (365/842)

provenientes de diversos estados de USA, en donde los mayores rangos de deteccion
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fueron en muestras de fluidos orales e hisopados nasales (67.6% y 64.1%
respectivamente) con respecto al pulmén (13.8%) lo cual sugiere la replicacion del virus en
el tracto respiratorio superior e inferior y que estan relacionadas con el tipo de muestra que
puede considerarse de eleccion. Un aspecto importante de esta investigacion fue el exitoso
aislamiento de dos cepas americanas en lineas celulares tipo LLC-MK2, lo cual permite
investigaciones de patogénesis y respuesta inmunoldgica frente al agente

En Chile se generé el primer reporte de la presencia del PPIV-1 de sur américa, hallandolo
a través de RT-PCR en el 18.9% de las muestras evaluadas (31 de 169) de cerdos entre
3y 11 semanas con sintomatologia asociada al PRDC. El tipo de muestra mas prevalente
fueron los fluidos orales (62.5%), seguido por hisopados nasales (19%) y pulmén (8.6%).
De las 31 muestras positivas a PPIV-1, 21 fueron positivas a SIV. Esto es importante
porgue demanda la deteccion de la replicacion de los agentes y, por tanto, la dilucidaciéon
del efecto que ejerce uno sobre el otro. En Europa, por su parte, el primer reporte fue de
(Denés et al., 2020) quienes determinaron la circulacion del virus en varias etapas de vida
encontrando también mayores cargas virales en animales de 4 semanas de vida, todo ello,
utilizando muestras de hisopados nasales. En Alemania y Holanda, (Schuele et al., 2021)
en granjas positivas a PRRSV y SIV el PPIV-1 fue detectado, por primera vez, el muestras

de fluidos orales, suero e hisopados nasales, todos en pooles.

Los resultados de (Wozniak et al., 2022) muestran que el virus circula en el 76,7% de
granjas evaluadas con enfermedad respiratoria leve a moderada. Se encontraron
coinfecciones con SIV (23.5%) y PRRSV (11.8%) en corrales con cerdos enfermos.
Ademas de ello, se detect6 una triple coinfeccion entre ellos relacionado con enfermedad
respiratoria. Es interesante notar que las cargas virales para PPIV-1 en coinfeccién fueron
mayores que cuando el virus se encontro solo, lo cual podria sugerir la posibilidad de una
influencia positiva de la coinfeccion en la replicacion viral del PPIV-1. Por otro lado, la
deteccion del virus en poblaciones de cerdos que presentan signos clinicos respiratorios,
negativos para PRRSV e SIV-A, sugiere que PPIV-1 deberia estar involucrado en el

diagnostico diferencial de problemas respiratorios.

1.7 Manifestaciones clinicas del CRP

Las manifestaciones clinicas estan asociadas a los diversos mecanismos que emplean los

agentes etiolégicos durante su proceso replicativo. Cuando dos o mas agentes virales
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estan presentes durante la infeccion los efectos en la manifestacion de la sintomatologia
clinica tienden a aumentar (Kumar et al., 2018; Saade et al., 2020). Los sintomas generales
presentes en el CRP ocasionado por virus son: estornudos, tos, disnea, secreciones
nasales bilaterales serosas o seropurulentas (esta U(ltima cuando se presentan
coinfecciones bacterianas), secreciones oculares, conjuntivitis, pirexia, letargia,
disminucion en el consumo de alimento y baja tasa de crecimiento. En la necropsia, las
lesiones asociadas son: edema pulmonar severo con consolidacion, edema linfonodular;
en algunos casos se ha evidenciado hiperplasia intersticial pulmonar y congestién.
También &reas de consolidacion multifocales de tonalidades purpuras/rojizas en la regiéon
craneo-ventral de los pulmones (Chand et al., 2012; Gale et al., 2020; Ma, 2020; Thompson
& Paulson, 2021; Turlewicz-Podbielska et al., 2021; Zhao et al., 2020).

Los porcentajes de morbilidad en granjas con CRP varian por la diversidad de
manifestaciones que dependen de mdltiples factores, sin embargo, estos oscilan entre un
30% - 70%, mientras que los porcentajes de mortalidad oscilan entre 4% - 16% (Opriessnig
et al., 2011). Resulta necesario anotar que la determinacién, a través de la sintomatologia
clinica, de si los virus o las bacterias son las responsables directas del problema
respiratorio reviste dificultad debido a que una enfermedad de origen viral puede estar
eclipsada por el efecto de enfermedades secundarias subsecuentes y también porque la
sintomatologia clinica generada por los diversos agentes virales es similar y, ademas de

ello, pueden estar presentes de forma inconsistente (Sarli et al., 2021).

Aln no se ha dilucidado por completo en las coinfecciones entre estos virus cudl es la
implicacién de que uno u otro sea el agente infectante primario o secundario. Sin embargo,
los estudios in vivo han demostrado que para el caso de la coinfeccion entre PRRSV y
PCV2, sin importar cual de los dos sea el agente infeccioso primario la tasa de replicacion
de ambos aumenta, situacién que es favorecida posiblemente por los mecanismos de
replicacion viral compartidos, como la autofagia, y la capacidad de control inmunolégico
innato y adaptativo. Por otro lado, en términos de coinfeccion entre PRRSV
(primoinfeccién) y SIV resultados son discordantes y algunos estudios demuestran que la
tasa de replicacion de los agentes disminuye. Por dltimo, sin importar cual de los tres
agentes esté en coinfeccion o cual de ellos sea el primero en infectar, existe un incremento
en las manifestaciones clinicas respiratorias de la infeccion, este proceso es debido,

posiblemente, a que todos los agentes generan alteraciones inmunoldgicas relacionadas
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con una produccion exacerbada de citoquinas, alteraciones vasculares con salida de
plasma al intersticio, asi como dafios en los neumaocitos productores de liquido surfactante,
todo esto lleva a incapacidad de intercambio gaseoso y esta relacionado, por tanto, con
las manifestaciones clinicas evidenciadas. Para una revision mas profunda de los

resultados aqui expuestos remitirse a (Saade, et al., 2020)

Un resumen de los mecanismos y las consecuencias de las infecciones virales Unicas o en

coinfeccion involucradas en el CRP puede encontrarse en la (figura 6)
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2.Capitulo 2. Dinamica de algunos virus
respiratorios en dos granjas porcinas

tecnificadas en el trépico alto colombiano

2.1 Introduccidn

El complejo respiratorio porcino (CRP) es una entidad multifactorial que desencadena
enfermedades respiratorias en cerdos en cualquier etapa del ciclo productivo. Se presenta
principalmente en cerdos de uno a tres meses de edad y su manifestacion esta afectada
por diversos factores. Entre estos, es importante tener en cuenta la naturaleza y las
interacciones entre los agentes infecciosos involucrados, las condiciones
medioambientales y de manejo en términos de bioseguridad de la granja, el microbioma
del sistema respiratorio, la respuesta inmune innata y adaptativa, entre otros (Brockmeier
et al., 2002; Kumar et al., 2018; Pirolo et al., 2021; Saade et al., 2020)

En Colombia, la investigacion dirigida a la deteccion de los agentes virales que afectan
negativamente los sistemas productivos porcinos nacionales se ha enfocado hacia el
diagnostico serolégico y molecular. Asi, diversos estudios como los de (Cruz et al., 2006);
(Ramirez-Nieto et al., 2012); (Mancipe-Jiménez et al., 2014); (Rincon-Monroy, 2014); (A.
Rincon, 2014); (Vargas-Bermudez et al., 2018) (Vargas-Bermudez et al., 2019) (Vargas-
Bermudez et al., 2021) han revelado que al interior de las producciones estan circulando
PRRSV, PCV2, SIV y PCV3. Estos se han relacionado con casos de manifestaciones
respiratorias de moderadas a graves. No obstante, no existe informacion sobre las

coinfecciones y los viromas asociados con la presentacion de brotes de CRP en el pais y
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cdmo estas varian de acuerdo con las condiciones climaticas de la granja. Por ello, el
objetivo del presente trabajo es determinar las dinamicas de PRRSV, PCV2, PCV3, SIVy
PPV2 en dos granjas porcinas ubicadas en el tropico alto colombiano y determinar si las
particularidades climaticas propias de esta condicién influyen en el comportamiento de

estos virus

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general.

Determinar las dindmicas de algunos virus respiratorios en dos granjas porcinas
tecnificadas de Colombia, una positiva a PRRSV y otra libre, ubicadas en el trépico alto

colombiano a una altitud entre los 1.000 y 2.000 msnm.

2.2.2 Objetivos especificos

Determinar, mediante métodos moleculares, la presencia de virus respiratorios (PRRSV,
SIV, PCV2 y PCV3) en dos granjas porcinas tecnificadas, una con circulacion y otra libre

de PRRSV en diferentes puntos del ciclo productivo.

Determinar la presencia de coinfecciones virales respiratorias durante el ciclo productivo

en condiciones del trépico alto colombiano.

Establecer el efecto de la presencia de PRRSV sobre la manifestacion del CRP en asocio

con otros virus.

Genotipificar los virus encontrados estableciendo relaciones filogenéticas con virus

reportados

Establecer si las condiciones de altitud y clima pueden afectar la presencia de virus

respiratorios
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2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de tipo longitudinal, estratificado y comparativo en dos granjas
tecnificadas ubicadas en el tropico alto colombiano durante el periodo comprendido

entre marzo y septiembre del 2022.

2.3.2 Ubicacion del estudio

El estudio se realiz6 en el departamento de Cundinamarca, las dos granjas estan ubicadas
en municipios distintos, pero a altitudes similares, asi: i) granja 1 (G1): ubicada a una altitud
de 1350 msnm; vy, ii) granja 2 (G2): ubicada a 1600 msnm, es decir, las dos estan en la
altura conocida como trépico alto colombiano (entre 1000 y 2000 msnm). La distancia entre
las granjas y el laboratorio de virologia y biologia molecular de la Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia no superaba los 60

kilbmetros; y entre ellas, la distancia era de 91.5 kilbmetros.

2.3.3 Granjas seleccionadas

Las granjas fueron seleccionadas por conveniencia (teniendo en cuenta el deseo
manifiesto por los propietarios y veterinarios de participar en el estudio). Las dos granjas
manejaban un sistema productivo de ciclo completo con sistema de flujo continuo (G1) y
en bandas (G2) y contaban con un inventario total de 150 madres cada una; el fin
productivo de las dos granjas es la cria, levante y finalizacién de cerdos destinados al
faenado para consumo humano. El factor diferencial entre granjas fue que G1 tiene un
registro histérico de la ausencia de PRRSV por diagnostico serologico (ELISA) mientras
que la G2 tiene un registro histérico de presencia de PRRSV también por pruebas

seroldgicas. Es importante sefalar que en Colombia no se vacuna contra PRRSV.

2.3.4 Poblacion evaluada

Tomando en cuenta el sistema productivo de ciclo completo la poblacion a evaluar fue
dividida en cuatro diferentes etapas, asi: (i) cerdos en pre-destete (PD: menos de 21 dias
de vida), (ii) pre-ceba (PC: 7 - 10 semanas de edad), (iii)) ceba (CC: 12 - 15 semanas de

edad) y (iv) finalizacién (CF: 18 - 22 semanas de edad); lo anterior basados en estudios
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previos del grupo de investigacion (Mendoza, 2015) y lo recomendado por (Vilalta et al.,
2018; 2019).

2.3.5 Muestreo y tipo de muestras colectadas

Se realizé un muestreo longitudinal estratificado con una periodicidad bimensual por seis
meses, es decir tres muestreos por granja. En G1, el primer muestreo fue el 14/03/2022,
el segundo muestreo ocurrio el 08/06/2022 y se finalizé el 23/08/2022. Por su parte, el
muestreo en G2 fue: inici6 el 22/04/2022, segundo muestreo el 29/06/2022 y el tercer
muestreo en 07/09/2022. Dentro de los periodos climéticos de Colombia, los dos primeros
muestreos para cada granja ocurrieron durante el primer periodo de lluvias que tiene el
pais (marzo-junio); mientras que el tercer muestreo se hizo durante el denominado periodo
seco (ausencia de lluvias, agosto - septiembre). Se determind un minimo de tiempo entre
cada muestreo entre granjas de 15 dias con el fin de prevenir la contaminacion de
patégenos de una a la otra, asi mismo, los materiales fueron preparados para cada
muestreo y ningun sobrante de material utilizado en una granja fue llevado a la otra. Es
necesario aclarar que no se evaluaron los mismos cerdos en cada muestreo en cada
granja, sino que se tomaron muestras de animales que se encontraban en la etapa de

desarrollo planteada para el muestro.

* Fluidos orales (FO): En cada muestreo, se seleccionaron tres corrales de cada grupo a
evaluar (PD, PC, CCy CF). Dentro de cada corral se ubicaron cinco cuerdas, para un total
de 15 cuerdas por grupo. Las cuerdas se dejaban un minimo de tiempo de 40 minutos
(min) en el PD, y un minimo de 25 min para los demas grupos. Luego de este periodo, se
recuperé el FO de cada cuerda exprimiendo las cinco cuerdas dentro de una bolsa plastica
sellable, que luego fueron cortadas en uno de sus extremos y el liquido fue re-envasado
en tubos Falcon de 15 mL que contenian 3 mL de medio de transporte viral, fueron
rotulados, y luego de ello, los tubos fueron puestos en refrigeracion y transportados el
mismo dia al laboratorio. Se hicieron “pooles” de cinco cuerdas (correspondientes a las
puestas en cada corral) obteniendo, en definitiva, tres muestras por grupo en cada
muestreo. Como fueron tres muestreos bimensuales durante seis meses, el niumero total
de cuerdas recuperadas fue de 45 por cada grupo que corresponde a nueve muestras

finales por cada grupo evaluado.
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En el laboratorio, los FO fueron centrifugados a 1600 xg durante 10 min, del total
recuperado se tomaban 1.5 mL de sobrenadante en un tubo eppendorf para almacenarlo
como original y de este se llevaban 200 yL a otro eppendorf para realizar la extraccidén de

acidos nucleicos. Las extracciones fueron congeladas a -80°C hasta su procesamiento.

* Muestras de sueros: Para la toma de sangre para recuperar suero, se seleccionaron
cuatro corrales de cada una de las cuatro etapas de desarrollo. Las muestras de sangre
fueron colectadas por venopuncién de la vena cava en lechones y de la yugular en las
demds etapas con agujas tipo Vacutainer® en tubos tapa amarilla de 7 mL que fueron
puestos inmediatamente en refrigeracibn y fueron transportados el mismo dia al
laboratorio. En cada corral se seleccionaron, al azar, tres individuos, es decir que se
obtuvieron 12 sueros por cada grupo. En el laboratorio, los tubos fueron centrifugados a
3500 xg durante 8 min para lograr la separacion completa del suero; con estos se hicieron
“pooles” de cuatro sueros en un tubo eppendorf de 1.5 mL, tomando 300 L de cada suero.
Luego de esto, se tomaron 200 pL de cada “pool” para la extraccion de acidos nucleicos.
Las extracciones fueron congeladas a -80°C hasta su procesamiento. Al final se obtuvieron
un total de tres muestras por cada grupo que luego de los tres muestreos se convirtieron
en un total de 36 muestras de sangre por grupo, es decir, nueve muestras por cada grupo

en total.

* Muestras ambientales: Se colectaron muestras ambientales con gasas estériles,
correspondientes a: superficie de glandula mamaria, piso de parideras, enriquecimiento
ambiental de los corrales y comederos del sitio donde estaban los cerdos donde se
colectaron los fluidos orales y las muestras de sangre. Todas estas muestras fueron
tomadas con una gasa estéril humedecida con 1 mL de medio de transporte vy,
posteriormente, fue depositada en un tubo Falcon de 15 mL junto con 3 mL del mismo
medio de transporte con el cual se humedecié. Las muestras fueron almacenadas en frio
hasta su arribo al laboratorio. Alli, las gasas fueron oprimidas para extraer la mayor
cantidad de contenido, posteriormente se centrifugaron a 1600 xg durante 10 min; del
sobrenadante se tomaban 1.5 mL en un tubo eppendorf para almacenarlo como original y
de este se llevaban 200 UL a otro eppendorf para realizar la extraccion de acidos nucleicos.
Las muestras fueron congeladas a -80°C hasta su procesamiento. La descripcién de cada

muestra ambiental se encuentra a continuacion:
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* Muestras de glandula mamaria: Se tomaron muestras de seis cerdas en cada muestreo.
Estas eran tomadas cuando los lechones se encontraban amamantandose, para ello, se
tomoé la gasa estéril, humedecida previamente con 1mL de medio de transporte viral, y con
esta se masaje6 desde la base hasta la punta de cada pez6n en sentido horario. Se utilizé
una gasa por cerda. Posteriormente, se hicieron “pooles” de tres gasas, obteniendo dos
muestras en cada muestreo que al final del experimento se convirtieron en un total de seis

muestras.

* Muestras de pisos de parideras: En los corrales de donde se tomaron las muestras del
punto anterior, se ubicaron los lechones que se encontraban durmiendo, del piso donde se
encontraban y usando la gasa humedecida con el medio de transporte viral, esta se pasoé
tratando de tomar la humedad que dejaba en el piso la respiracion de los cerdos. Se
tomaron muestras de seis pisos en cada visita haciendo pooles de tres gasas para un total

de dos muestras que se convirtieron en seis muestras al final del estudio.

* Muestras de enriquecimiento ambiental de los corrales y comederos: para estas
muestras igualmente se trabajé con el sistema de gasas estériles. Con dos gasas por corral
se tomaron muestras de los enriquecimientos ambientales y con otras dos se tomaron
muestras de los comederos. En cada caso se colectaron seis gasas, por muestreo,
haciendo “pooles” de tres para obtener dos muestras por visita, dos por enriquecimiento
ambiental y dos por comederos, siendo un total de seis muestras al final del estudio por

cada granja.

Todas las muestras ambientales fueron puestas en refrigeracion y fueron transportadas al
laboratorio el mismo dia donde fueron centrifugadas a 1600 xg durante 10 min, de alli se
almacenaron 2mL de sobrenadante y de estos, 200 uL para la extraccién de &cidos

nucleicos, los cuales fueron almacenados a -80°C hasta su procesamiento.

2.3.6 Virus evaluados

Los virus que se evaluaron en cada granja fueron: virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (PRRSV), circovirus porcino tipo 2 (PCV2), circovirus porcino tipo 3
(PCV3), el virus de la influenza porcina (SIV) tipo A, Parvovirus porcino 2 (PPV2) y
Parainfluenza porcina tipo 1 (PPIV-1).
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2.3.7 Procedimientos de laboratorio

= Extraccién de acidos nucleicos

Para la extraccion de acidos nucleicos virales se empleo el kit High Pure Viral Nucleic Acid
Kit® (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada extraccion fue dividida en
dos para detectar cada grupo de virus: ADN (PCV2, PCV3y PPV2) o ARN (PRRSV, SIVy
PPIV-1), la primera fue almacenada a -20°C y la segunda a -80°C hasta su procesamiento.

*» Preparacion de cDNA

Para la obtencién del cDNA para la deteccién de los virus ARN se emple6 el kit de
transcripcion inversa High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems— Thermo Fisher Scientific®), siguiendo las instrucciones del fabricante.

= Detecciodn viral através de PCRy qPCR

PCR A PUNTO FINAL: esta técnica se empled para la deteccion molecular de SIV-A 'y
PPV2 utilizando la enzima Taq Polimerasa Recombinante de Invitrogen® utilizando el
siguiente protocolo: denaturacion inicial a 94 °C durante 1 min, seguido por 38 ciclos cada
uno con una denaturacion a 94 °C durante 5 min, alineacion a 57 °C durante 30 segundos

(seq) y, extension a 72 °C durante 1 min.

La obtencion de los fragmentos gendmicos para secuenciacion de los virus de las muestras
positivas se realiz6 utilizando el siguiente protocolo: denaturacion inicial a 98°C durante 1
min, seguido por 35 ciclos, cada uno con una denaturacion a 98°C durante 15 seg,
alineacion a 57°C durante 30 seg y, extension a 72°C durante 40 seg, utilizando la enzima
Q5 High-Fidelity DNA polymerase. Esto se realizé en el equipo Bio-Rad C-1000 Touch.

Luego de la PCR, los amplicones fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5%.

gPCR: esta técnica se emple0 para la deteccion molecular y la cuantificacion de cargas de
PRRSV, PCV2, PCV3, SIV-A y PPIV-1. Cada uno de estos agentes fue detectado
utilizando primers y sondas especificas utilizadas y validadas en el laboratorio. El protocolo
utilizado fue el siguiente: denaturacion inicial a 95 °C durante 10 min, seguida de 42 ciclos
con una denaturacion a 95 °C por 15 seg, alineacion a 60°C por 45 seg, extension
(deteccion de fluorescencia) a 72°C por 2 segundos a 530- 560 nm, y un ciclo final de 40°C

por 30 seg.
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Los primers y sondas utilizadas para cada uno de los agentes y algunas de sus

caracteristicas pueden encontrarse en la tabla anexo 1.

= Genotipificacién viral y andlisis bioinformatico

Empleando primers para secuenciacion, se intentd la secuenciacion parcial de genomas
virales: PRRSV (ORF-5); PCV2 (Cap), PCV3 (Cap), SIV-A (H1-H3-H5-N1-N2), PPV2
(VP2). Con esto se realizé genotipificacién de los virus encontrados. Esta secuenciacion
se realiz6 empleando el método de Sanger en el Servicio de Secuenciacion y Andlisis
Molecular — SsiGMoL de la Universidad Nacional de Colombia. Las secuencias obtenidas
fueron curadas empleando el programa Bioedit® y se realiz6 filogenia empleando
MEGA7® comparando las secuencias obtenidas con las reportadas en las bases de datos
(GenBank) utilizando el método estadistico “Maximun Likelihood”, con el método de
filogenia de “Bootstrap” con 1000 réplicas, el método de inferencia Tamura-3 y el analisis
“Gamma Distributed With Invariant Sites (G+1)". La modificacion final del arbol se realizé
utilizando el programa FigTree version 1.4.4.

= Variables climaticas

Se tomaron datos mensuales durante los seis meses de duracion del estudio en cada uno
de los municipios en donde estaban las granjas. Las variables climéaticas que pudieron ser
recopiladas de las estaciones meteoroldgicas fueron: variacion de temperatura en la zona
geografica y en la granja (minima, maxima y promedio), pluviosidad y humedad. Estos
datos fueron obtenidos de la estacién meteoroldgica mas préoxima perteneciente al Instituto
de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) de Colombia a través de la
pagina web de la entidad. Se tomaron datos de hasta cuatro semanas previas a cada

muestreo para posteriormente utilizarlos en el andlisis estadistico.

= Variables productivas

Las variables productivas mas importantes (ganancia de peso, conversion alimenticia,
porcentaje de mortalidad por etapa) de los grupos seguidos durante seis meses fueron
solicitadas a cada granja y fueron comparadas con parametros de control y con la
presencia de los virus en estudio. Para los analisis estadisticos de estas variables, se
tomaban los datos de los dos meses anteriores a cada muestreo (tiempo que habia entre

muestreo y muestreo) y se realiz6 el promedio para cada una de ellas.
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= Anpalisis de resultados

Con los resultados obtenidos se determiné el porcentaje de positividad de cada virus en
cada granja, como también el porcentaje de positividad de cada una de las diferentes
copresencias virales posibles. Aqui es importante aclarar que el termino rutinario empleado
para la presencia simultanea de patégenos en un individuo es “coinfeccion”. En el presente
estudio, la mayoria de las muestras fueron de tipo ambiental (fluidos orales, pisos de
parideras, glandula mamaria, enriquecimiento ambiental y comederos), excepto los sueros.
Consideramos que el termino coinfeccion no es el apropiado ya que al encontrar los virus
en el ambiente no es indicativo de que los cerdos estén infectados. Asi, decidimos emplear
el término “copresencia” a lo largo del texto excepto cuando se hable particularmente de

sueros donde se empleara el termino coinfeccion.

Se establecieron diferencias entre los grupos evaluados tanto dentro de granja como entre
granjas mediante estadistica descriptiva. Igualmente, se analizé con estadistica descriptiva
el comportamiento de cada virus y copresencias a través del tiempo (evolucién en el
tiempo). Los andlisis de asociacion entre las variables climaticas y presencia de virus como
también con las variables productivas se analizaron mediante correlacion multiple
utilizando el método de Pearson con un nivel de significancia del 95%. Los andlisis de
resultados fueron asistidos por el analista estadigrafo del grupo de investigacion y las

gréficas fueron realizadas utilizando el programa Excel® para Windows 2010 y RStudio.

= Aval de comité de ética

El proyecto conto con el aval del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria
y de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota (Acta No. CB-
FMVZ-UN-009-2022). La ejecucién de este proyecto esta sustentada segun lo expuesto
en la resolucion 8430 de 1993 “Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacion en salud”. La ley 84 de 1989 “Por la cual se adopta el
estatuto nacional de proteccion de los animales y se crean unas contravenciones y se
regula lo referente a su procedimiento y competencia”, ley 576 del 2000 “Por la cual se
expide el Cédigo de Etica para el ejercicio profesional de la medicina veterinaria, la
medicina veterinaria y zootecnia y la zootecnia”, y la ley 1774 de 2016 “por medio de la
cual se modifican el cddigo civil, la ley 84 de 1989”. Por ultimo, el Codigo Penal, articulo 1

“Los animales como seres sintientes no son cosas, recibiran especial proteccion contra el
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sufrimiento y el dolor, en especial, el causado directa o indirectamente por los humanos,
por lo cual en la presente ley se tipifican como punibles algunas conductas relacionadas
con el maltrato a los animales, y se establece un procedimiento sancionatorio de caracter

policivo y judicial”.

2.4 Resultados

2.4.1 Descripcion general de los datos obtenidos en términos de
muestras, variables productivas y climéaticas.

= Numero de muestras colectadas de pendiendo de su origen.

Durante los seis meses de muestreo en cada granja fueron tomadas 16 diferentes tipos de
muestras con el fin de realizar un andlisis poblacional de la circulacion viral. Para ello, las
muestras se clasificaron en dos grandes grupos: en primer lugar, las ambientales:
ambiental piso de paridera (APP), ambiental glandula mamaria (AGM), fluido oral (FO),
comederos (C), juguete (J) y en segundo lugar las individuales (suero). En total, durante
cada muestreo, se recolectaban 34 muestras, por los tres muestreos en cada granja, se
recolectaron 102 muestrasy, por las dos granjas, 204 muestras. La relacion pormenorizada

de las muestras se encuentra en la tabla 1.

Tabla 1. Relacion del tipo y nUmero de muestras colectadas durante los tres muestreos
(bimensuales) durante un periodo de seis meses en cada granja.

Numero de muestras por

ID muestra* Total (3 muestreos) 2 granjas
muestreo
APP 2 6 12
AGM 2 6 12
SPD 3 9 18
SPC 3 9 18
SC 3 9 18
SF 3 9 18
FOPD 3 9 18
FOPC 3 9 18
FOC 3 9 18
FOF 3 9 18
PCC 1 3 6
PCJ 1 3 6
CcC 1 3 6
cJ 1 3 6
FJ 1 3 6
FC 1 3 6
TOTAL 34 102 204
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*APP: ambiental, piso de paridera. AGM: ambiental, glandula mamaria. SPD: suero predestete. SPC: suero preceba. SC:
suero ceba. SF: suero finalizacién. FOPD: fluido oral predestete. FOPC: fluido oral preceba. FOC: fluido oral ceba. FOF:
fluido oral finalizacién. PCC. Preceba comedero. PCJ: preceba juguete. CC: ceba comedero. CJ: ceba juguete. FC:

finalizacion comedero. FJ: finalizacién juguete.

= Datos productivos.

La tabla 2 muestra el promedio de los datos productivos de los dos meses previos a cada
muestreo reportados para cada granja. Alli se evidencia que ambas granjas presentaron
comportamientos diferentes. La G2 mostré mejores valores en las variables peso al destete
(7.26 kg en promedio a los 21 dias de vida) y peso a la ceba (121.6 kg en promedio a la
semana 22 de vida), mientras que la G1, a pesar de tener el mismo tiempo de produccién,
tuvo valores inferiores para estas variables, relacionado con su conversion alimenticia
(2.4). La G2 muestra una menor mortalidad en lactancia (10.7% en promedio) comparada
con la G1 (12.56% en promedio), no obstante, en las etapas finales de la produccion, la
mortalidad es mayor en la G2 (3.6%) que en la G1 (2.83%) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores promedio de los parametros productivos evaluados de los dos meses

previos a los muestreos en cada granja estudiada.

Muestreo PD* (Kg) PC (Kg) GDP (Kg) CA MRL (%) MRC (%)

Media SEM* Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM

Granja 2 (G2)

uno 7.2 0.74 1212 130 0.829 0.04 2.2 0.56 13.5 0.74 4.7 0.06
Dos 7.4 0.65 1206 094 0861 0.17 2.1 0.47 10.0 0.52 3.6 0.13
Tres 7.2 0.58 123.0 1.04 0.867 0.06 2.1 0.28 8.1 0.17 2.7 0.06

Granja 1 (G1)

uno 6.0 - 106.0 094 0.898 0.01 2.4 0.34 10.4 0.55 2.4 0.09
Dos 6.0 - 121.0 073 0955 0.05 2.4 0.42 11.9 0.42 3.3 0.17
Tres 6.1 0.02 1140 083 0930 0.01 2.4 0.31 15.4 0.47 2.8 0.86

*PD: Peso al destete. PC: Peso en ceba. GDP: Ganancia diaria de peso. CA: conversion alimenticia. MRL:
Mortalidad en lactancia. MRC: Mortalidad en ceba. SEM: Error estandar de la media. Kg: kilogramos. %:

porcentaje.
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= Datos Climatolégicos

Los datos promedio encontrados para cada variable climatol6gica evaluada se evidencia
en la tabla 3, es importante destacar que los datos mostrados corresponden a valores
promedio de los 10 dias previos a la fecha de cada muestreo. Las dos granjas presentaban
una diferencia de altitud de 300 m, la G1 se ubica a una altura de 1340 msn, mientras que
la G2 a 1630 msnm. Es interesante notar que para todas las variables climéticas los
resultados fueron mayores en la G1, asi la temperatura media fue mayor por 9.44°C, la
temperatura minima por 7.53°C, la temperatura maxima por 11.3°C, la humedad relativa

por 13.27% y la precipitacion media total por 30 mm/cm?,

Tabla 3. Promedio de las variables climatologicas evaluadas. Estos datos corresponden
a los valores reportados durante los diez dias previos a cada muestreo en cada granja.

Tmed* (°C) | Tmin (°C) | Tmax (°C) HRel (%) TMP (mm)
Media | SEM | Media | SEM | Media | SEM | Media | SEM | Media | SEM
G2
Uno 139 |4.36| 10.2 |351| 154 |3.28| 76.1 |0.11| 168.8 |13.49
Dos 129 | 558 | 11.8 |3.95| 16.8 |2.85| 76.8 | 0.04 | 137.3 |15.63
Tres 139 [4.85| 104 |3.25| 164 |2.96| 755 |0.18| 48.0 |14.68
G1
Primera | 22.0 | 3.47| 18.0 |2.95| 28.0 |3.65| 99.6 | 0.02 | 278.4 | 16.39
Segunda | 234 | 3.82| 19.0 |2.84| 27.0 [{4.39| 84.6 |0.05| 90.8 |17.47
Tercera | 23.6 |3.97| 18.0 |2.93| 27.0 {3.99| 84.0 |0.10| 75.0 [16.45

*Tmed: temperatura media. Tmin: temperatura minima. Tmax: temperatura maxima. Hrel: humedad relativa.

Muestreo

TMP: precipitacion media total, °C: grados centigrados. %: porcentaje, mm: milimetros.
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2.4.2 Comportamiento de los virus estudiados de forma individual
y en copresencias y coinfecciones por cada granja

= Deteccidén de los virus en la poblacién total evaluada en la granja 1 (G1)

Los diferentes agentes virales fueron evaluados para cada muestra tomada durante los
tres muestreos. En ninguna muestra de G1 fue encontrado el PPIV-1. Para los otros virus,
existieron diferencias en términos del nimero de muestras positivas para cada agente
durante cada muestreo. La G1 fue siempre negativa a PRRSV, cumpliendo asi los criterios
de inclusién del estudio. La Figura 6 muestra las dinamicas de deteccién de cada agente
durante cada muestreo y permite identificar dinamicas virales. Durante cada muestreo eran
tomadas 34 muestras, la figura muestra el nUmero de muestras positivas para cada agente.
SIV-A mantuvo una positividad del 100% de las muestras durante los tres muestreos (34 /
34). PPV2, por su parte, mostré una positividad del 100% en el primer muestreo (34 / 34),
pero disminuy6 a medida que pasé el tiempo, asi tuvo una positividad del 26.47% (9 / 34)
en el segundo muestreo y terminé con una positividad de 17.64% (6 / 34) en el tercer
muestreo. El PCV3 tuvo unas dinamicas distintas a las del PPV2, aumentando
paulatinamente desde el primer muestreo con 8.8% (3 / 34), luego el 11% (4 / 34) y
finalmente el 50% (17 / 34). PCV2 vari6 de acuerdo con el muestreo encontrandose en el
35.29% (12 / 34) para el primero siendo negativo en el segundo y alcanzando una
positividad en el tercero de 44.11% (15 / 34).
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Figura 6. Dinamica de los virus evaluados en la granja 1 (G1). Se discrimina el niUmero
de muestras positivas a cada agente durante cada muestreo bimensual durante seis

meses.

Con el fin de evaluar mejor las dinamicas de cada virus en relacion con los demas durante
cada muestro se realizé una discriminacion del niUmero total de muestras positivas a cada
copresencia durante los tres muestreos (Figura 7). Asi, en total la sumatoria de muestras
para cada granja fue de 102 durante los tres muestreos. Se evidencia que existi6 una
positividad a la copresencia de PPV2/SIV-A del 28.33% (34 / 102), seguida por PCV3/SIV-
A con 12.74% (13 / 102); la copresencia triple mas comun fue PCV2/PPV2/SIV-A con
11.76% (12 / 102), mientras que la Unica cuéadruple fue PCV2/PPV2/SIV-A con un 1.96%
(2 / 102) de muestras positivas (Figura 7).
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Figura 7. Sumatoria del nimero de muestras con copresencias virales durante los tres
muestreos en la granja 1.

La discriminacion del tipo de copresencias halladas durante los tres muestreos esta
plasmada en la Figura 8. La mas comun en el primer muestreo fue PPV2/SIV-A (59%; 20
1 34); 29% (10 / 34) para el segundo y 12% (4 / 34) para el tercero. Se evidencia, ademas,
cdmo varié el nimero de copresencias durante los tres muestreos, iniciando con cuatro,
luego dos y terminando con seis copresencias diferentes en el dltimo. Fueron mas
comunes las copresencias dobles (PPV2/SIV-A, PCV3/SIV-Ay PCV2/SIV-A), seguidas por
las triples (PCV2/PPV2/SIV-A'y PCV2/PCV2/ SIV-A) y cuadruple (PCV2/PCV3/PPV2/SIV-
A).
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Figura 8. Porcentaje de muestras positivas a las diferentes copresencias encontradas con
los virus evaluados (PRRSV, PCV2, PCV3, SIV y PPV2) en la G1 durante los tres

muestreos.

Para poder conocer cual era el tipo de muestra en la cual se podia hallar cada copresencia,

los datos fueron discriminados en la Tabla 5.

Tabla 4. Frecuencia de las copresencias virales en la granja 1 en las diferentes etapas

productivas evaluadas y dentro de estas dependiendo del tipo de muestra.

Etapa Productiva ] PreDestete <21 dias (10n) PreCeba (8n) [ Ceba (8n) Finalizacion |
Tipo de Copresencia | APP* [AGM [ SPD [FOPD [PCC|PCJ[FOPC|SPC| CC |CJ|FOC|SC[FC[FJ|FOF|SF

PCV2/PPV2/SIV-A 2 2 11
Primero PPV2/SIV-A 2 2 2 2 |2 2 3

PCV3/PPV2/SIV-A

PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A

PCV3/SIV-A 2 2
Segundo SIV-A 34
PPV2/SIV-A 2 10

PCV2/PCV3/SIV-A 2
PCV3/SIV-A 2 2
SIV-A 2
Tercero PCV2/SIV-A 2 |2
PCV2/PPV2/SIV-A
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PPV2/SIV-A 8
TOTAL 6 6 102 102

TOTAL

Muestreo

N

N

~

o

=
o

34

No (o

*APP: Ambiental piso de paridera. AGM: ambiental glandula mamaria. SPD: suero predestete. FOPD: fluido oral predestete.
PCC: preceba comedero. PCJ: preceba juguete. FOPC: fluido oral preceba. SPC: suero preceba. CC: ceba comedero. CJ:
ceba juguete. FOC: fluido oral ceba. SC: suero ceba. FC: finalizacién comedero. FJ: finalizacion juguete. FOF: fluido oral
finalizacion. SF: suero finalizacion. Los colores muestran la diferencia que existe entre el nimero de muestras positivas a
cada copresencia de acuerdo con el tipo de muestra y la etapa, asi, cuanto mas verde sea mayor nimero de muestras
positivas hay.
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Durante el primer muestreo, solamente dos copresencias (PCV2/PPV2/SIV-A'y PPV2/SIV-
A) tuvieron una distribucion a lo largo de todas las etapas productivas, en ocasiones
encontrandose en el mismo tipo de muestra tomada para cada etapa, como en el caso de
AGM, FOPC, SPC, FOC, FOF y SF; sin embargo, fue PPV2 / SIV-A la que estuvo mas
presente sobre todo a partir de la preceba, mientras que en el predestete estuvieron
presentes todas las copresencias. El segundo muestreo evidencié que las dinamicas
cambiaron, pero es interesante notar cémo se distribuyeron los virus por cada etapa, asi,
en el PD, PCV3/SIV-A y SIV-A fueron los virus mas comunes, mientras que en la
finalizacién la copresencia mas comuan fue PPV2/SIV-A. A medida que aumenté el nimero
de copresencias asi mismo disminuyé el nimero y tipo de muestras positivas a esta, sin
embargo, la tabla muestra que las etapas en donde existié mayor cantidad de copresencias
fue la ceba y la finalizacion, ademas, que no fue comudn encontrar en pareja al PCV3 con
el PPV2, y que las muestras en donde mas se encontraron fueron las de tipo ambiental,
seguida por los sueros. En cuanto a estos ultimos, las coinfecciones presentes variaron de
acuerdo con el muestreo y la etapa. Asi, durante el primer muestreo, en el PD las
coinfecciones mas comunes fueron PCV2/PPV2/SIV-A y PCV3/PPV2/SIV-A, a partir de
aqui, una coinfeccion que se encontré de forma constante fue PPV2/SIV-A, mientras que
PCV2/PPV2 SIV-A se repiti6 nuevamente en la preceba y la finalizacién y en la ceba se
evidencié PCV3/PPV2/SIV-A.

» Deteccién de los virus en la poblacién total evaluada en la granja 2

Los diferentes agentes virales fueron evaluados para cada muestra tomada durante los
tres muestreos. En ninguna muestra de G2 fue encontrado el PPIV-1. Para los otros virus,
hubo diferencias en términos del nimero de muestras positivas para cada agente durante
cada muestreo. La G2 fue positiva a PRRSV, cumpliendo asi los criterios de inclusion del
estudio. La Figura 9 muestra las dinAmicas de deteccion de cada agente durante cada
muestreo y permite identificar dindmicas virales. Durante cada muestreo eran tomadas 34
muestras, la figura muestra el nUmero de muestras positivas para cada agente. SIV-A
mantuvo una positividad del 100% de las muestras durante los dos primeros muestreos
(34/34), sin embargo, para el tercero tuvo una positividad del 85.29% (29 / 34). para el
PPV2, se encontrd que el nUmero de muestras positivas aumentaba con el tiempo, asi,
paso de una prevalencia del 8.82% (2 / 34) en el primer muestreo a una de 17.64% (6 / 34)

en el segundo a una del 100% en el tercero. EI PCV3 se mantuvo estable durante los
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primeros dos muestreos con una positividad del 32.35% (11 / 34) y aumentd en el dltimo a
44.11% (15 / 34). Por su parte el PCV2 mostré un aumento considerable entre el primer
(5.88%) y segundo muestreo (55.88%), y se mantuvo casi estable hacia el tercer muestreo
(58.82%)

e PRRSV e PCV/2 PCV3 eS|V e PPV/2
40
G e 34 34 34
2 9
$ 30
|_
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ESTREO

Figura 9. Dinamica de los virus evaluados en la granja 2 (G2). Se discrimina el nimero de
muestras positivas a cada agente durante cada muestreo bimensual durante seis meses.

Con el fin de evaluar mejor las dindmicas de cada virus en relacién con los demas durante
cada muestro se realizé una discriminacion del nimero total de muestras positivas a cada
copresencia en la G2 durante los tres muestreos (Figura 10). Asi, en total la sumatoria de
muestras para la granja fue de 102 durante los tres muestreos. Se evidencié que hubo un
namero mayor de copresencias totales con respecto a la G1, llegando en la G2 a ser de
14 tipos de copresencias diferentes. La G2 fue positiva a PRRSV durante todos los
muestreos. Hubo mayor nimero de copresencias triples (6 / 14) en donde PRRSV se
encontré en 3 / 6 copresencias triples. El siguiente tipo de copresencia mas comun fue

doble (4 / 14), seguido por las cuadruples (3 / 14) y una quintuple (1 / 14).
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Figura 10. Sumatoria del nimero de muestras positivas a las copresencias de agentes
virales encontradas durante los tres muestreos en la G2.

Con respecto al porcentaje de muestras positivas a las copresencias de agentes virales se
evidencian diferencias con respecto al nUmero de las copresencias en cada muestreo
frente a la G1. La G2 muestra un mayor numero de copresencias distribuidos en cada
muestreo comparado con la G1. Es importante destacar que el aumento de muestras
positivas a PRRSV en el segundo muestreo (Figura 9) corresponde con el aumento en el
namero de coinfecciones presentes en este muestreo debido a que se encontraron 12

diferentes copresencias (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de muestras positivas a las copresencias de agentes virales para

cada muestreo en la G2.

En el primer muestreo solo se encontraron copresencias dobles, principalmente
PRRSV/SIV-A y PCV3/SIV-A, y triples PRRSV/PCV3/SIV-A, mientras que en el segundo
muestreo se obtuvieron copresencias dobles (PV2/SIV-A), triples (PRRSV/PCV2/SIV-A),
cuadruples (PRRSV/PCV2/PCV3/SIV-A'y PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A) y quintuple (PRRSV/
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A) (coincidiendo con el mayor nimero de muestras positivas a
PRRSV) y para el tercer muestreo predominaron las copresencias triples, cuadruples y

nuevamente se obtuvo una quintuple.

Como se menciond previamente, a medida que aumenta el tipo de copresencias en cada
muestreo, asi mismo disminuye la cantidad de muestras positivas debido a su distribucion,
sin embargo, se puede analizar que las copresencias de 4 o 5 virus son mas comunes en
la primera y ultima etapa productiva. Otro aspecto importante por destacar es que los tipos
de muestras que presentaron mayor cantidad de positividad en las dos granjas, a lo largo
de todas las visitas y etapas productivas fueron los sueros y los fluidos orales (Tabla 7).
Es importante destacar que a pesar de que la G2 es positiva a un agente viral primario del
CRP como el PRRSV, en dos de los tres muestreos el SIV-A se encontr6 solo,
principalmente en muestras ambientales, pero también en suero. También, se denota que

este es el Unico virus que estd presente en todas las copresencias halladas,
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correspondiente con su caracter endémico. Por otro lado, el otro virus que se encontr6 solo

fue el PPV2 en el tercer muestreo, exclusivamente en muestras ambientales (Tabla 7).

Para el caso particular de los sueros, para el primer muestreo la coinfeccion de PRRSV/
SIV-A estuvo presente desde el predestete hasta a ceba y ceso en la finalizacion, por su
parte la monoinfeccion con SIV-A estuvo presente en todas las etapas productivas,
inclusive en la finalizacion. En el segundo muestreo, los tipos de coinfecciones hallados
variaron de acuerdo con las etapas productivas y se distribuyeron dentro de las mismas
muestras, asi en el predestete los cerdos presentaron coinfecciones con
(PRRSV/PCV3/SIV-A, PRRSV/SIV-A y PCV2/PCV3/SIV-A), para la preceba fueron
PCV3/SIV-A, PCV2/PCV3/SIV-A y PRRSV/PCV2/PCV3/SIV-A, para la ceba fueron
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A, PRRSV/PPV2/SIV-A y PRRSV/PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A,;
mientras que para finalizacion la mas comun fue PPV2/SIV-A seguida por
PCV2/PPV2/SIV-A. En el caso del tercer muestreo las coinfecciones en el predestete
fueron PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A; PCV3/PPV2/SIV-A y PCV2/PPV2/SIV-A; en la preceba
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A y PRRSV/PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A; en la ceba fueron
PRRSV/PPV2/SIV-A, PCV3/PPV2/SIV-A y PCV2/PPV2/SIV-A; y en la finalizacion
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A, PCV3/PPV2/SIV-A y PPV2/SIV-A. Estos resultados ponen de
manifiesto (y se relacionan con la Figura 9) que a medida que aumento la presencia de

PPV2 en las granjas también aumento su presencia en las coinfecciones detectadas.
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Tabla 5. Distribucion del nimero de muestras positivas a diferentes copresencias de

acuerdo con el tipo de muestra evaluada en la G2.

Etapa PreDestete <21 dias (10n PreCeba (8n Ceba (8n) |Finalizacion (8n)
Tipo de Copresencia IAPP*|AGM |SPD| FOPD JPCC |PCJ[FOPC [SPC]CC|CJ[FOC|SC|FC |[FJ|FOF [ SF

Muestreo

PRRSV/PCV3/SIV-A 2

PRRSV/SIV-A 4
PRRSV/PCV2/SIV-A
PCV3/SIV-A 2 2 5 2

PCV3/PPV2/SIV-A 2 2
PCV2/SIV-A
SIV-A 2 | 2 2
PRRSV/PPV2/SIV-A ]
PRRSV/PCV2/SIV-A 2
PRRSV/PCV3/SIV-A
SIV-A
PCV2/SIV-A
PCV3/SIV-A
PPV2/SIV-A
Segundo PRRSV/SIV-A
PCV2/PCV3/SIV-A
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PPV2/SIV-A
PCV2/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV2/PCV3/SIV-A
PRRSV/PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV2/PPV2/SIV-A 2
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PPV2/SIV-A
PCV3/PPV2/SIV-A
PCV2/PPV2/SIV-A
PPV2
PPV2/SIV-A
TOTAL 6 | 6

Primero

WIN|IN|w | |N|o

Tercero

*APP: Ambiental piso de paridera. AGM: ambiental gldndula mamaria. SPD: suero predestete. FOPD: fluido oral predestete.
PCC: preceba comedero. PCJ: preceba juguete. FOPC: fluido oral preceba. SPC: suero preceba. CC: ceba comedero. CJ:
ceba juguete. FOC: fluido oral ceba. SC: suero ceba. FC: finalizacion comedero. FJ: finalizacién juguete. FOF: fluido oral
finalizacion. SF: suero finalizacién. Los colores muestran la diferencia que existe entre el nUmero de muestras positivas a
cada copresencia de acuerdo con el tipo de muestra y la etapa, asi, cuanto mas verde sea mayor nimero de muestras
positivas hay.

Las copresencias fueron las que se detectaron principalmente durante el estudio, no
obstante, existieron virus que se encontraron solos en algunas muestras. Para la G1 del
total de muestras tomadas durante los tres muestreos (102), para el segundo el 59% (60 /
102) fueron positivas Gnicamente a SIV-A y ese nimero se redujo a 26% (27 / 102) en el
tercer muestreo. Por su parte, en la G2 (positiva a PRRSV) el SIV-A fue positivo en
monopresencia en el 46% (47 / 102) de las muestras del primer muestreo, pero disminuyo
al 6% (6 / 102) para el segundo, mientras que en el tercero solamente se encontré en
monopresencia el PPV2 en el 15% (15 / 102) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de muestra positivas a un Gnico virus durante los tres muestreos
en las dos granjas.

» Analisis de datos de las dos granjas en conjunto

= Cargas virales.

La tabla 4 muestra los valores de Cycle Threshold (CT) promedio encontrados para cada
uno de los agentes virales evaluados mediante qPCR que fueron positivas en cada
muestreo, teniendo como punto de corte de positividad para todos un CT < 37. Como puede
notarse, el promedio de CT de las muestras evaluadas a lo largo del estudio esta cerca de
este valor, indicando cargas virales bajas, lo que impidi6 tener muestras con
concentraciones de ADN suficiente para ser secuenciadas. Asi, solamente se obtuvieron
dos secuencias de PPV2 (en la G1 en las etapas de ceba y finalizacion en el primer
muestreo). En las dos granjas, las mayores cargas virales durante los tres muestreos
correspondieron a PPV2 y estos variaron de acuerdo con el muestreo; asi, en G1 las
mayores cargas virales se encontraron en el primer muestreo (CT= 29.47) y fueron
disminuyendo entre el segundo (CT= 31.67) y tercero (CT= 33.83). Por su parte, en la G2
en el primer muestreo fue de (CT= 31.33), en el segundo (CT= 30.67) y en el tercero (CT=
26.24).
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Tabla 6. Promedio de CT encontrado para cada agente durante cada muestreo y por

cada granja.

Muestreo PRRSV CT PCV2 CT PCV3 CT PPV2 CT
Media SEM Media SEM Media SEM Media SEM

G2
Uno 35.71 0.13 36.00 0.50 34.27 045 3133 2.07
Dos 37.00 - 35.13 0.32 36.44 055 30.67 1.45
Tres 37.00 - 33.69 048 36.09 0.42 26.24 0.71
Gl
Uno - - 3537 0.25 3482 049 2947 0.67
Dos - - - - 32.39 0.88 31.67 0.52
Tres - - 3581 0.44 3379 095 33.83 054

2.4.3 Analisis de correlaciones entre las variables.

= Correlacién inicial de variables climaticas y presencia de virus.

El primer analisis de los datos meteoroldgicos de las granjas fue realizado utilizando datos
de hasta cuatro semanas previas a las fechas de los muestreos. A partir de alli, se
realizaron andlisis de correlacion entre la presencia de los agentes virales y el promedio
de cada valor climatolégico para poder explicar en hasta qué dias previos a los muestreos,
los datos climatolégicos guardaban relacion con la presencia de los virus. Asi, se pudo
determinar que los datos de los 5y 10 dias (d5 y d10, respectivamente) previos al muestreo
estuvieron fuertemente relacionados con la presencia de los virus en granjas tecnificadas
del trépico alto colombiano (Figura 13). El grafico de calor muestra como se relacionaron
los promedios de cada caracteristica climatolégica con la presencia, en general, de los
agentes virales en las dos granjas tecnificadas del tropico alto colombiano, cuanto mas
rojo sea mayor correlacion positiva guardan las variables. A partir de este andlisis se
determiné que, al no existir diferencias estadisticamente significativas entre los dias 5y
10, se decidi6 trabajar los analisis posteriores con los datos promedio de los 10 dias
previos a los muestreos debido a su posible mayor influencia en el desarrollo de la infeccion

viral.
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Figura 13. Mapa de calor indicando la correlacién entre los promedios de los datos
climatoldgicos dias previos a las fechas de los muestreos, con la presencia de los

agentes virales evaluados.

= Correlacién entre todas las variables por granja.

Por otro lado, el primer andlisis de las correlaciones entre las diferentes variables
(climaticas, productivas y presencia de agentes virales) se muestra en la Figura 14. Alli se
aprecia la distribucion de las variables y permite identificar como se correlacionaron, para
ello es necesario analizar la direccionalidad de la flecha y su magnitud (hacia la derecha
esla G1, haciala izquierda la G2 y cuanto mas larga sea la flecha mayor correlacion guarda
con las demas variables). La direccionalidad de las variables representadas muestra las
dos granjas completamente distintas, influenciadas cada una con un grupo de variables.
Como puede evidenciarse, la G1 estuvo principalmente influenciada por las variables
climéticas (Tmed, Tmin y Tmax) las cuales estuvieron correlacionadas fuertemente con la
CA 'y la GDP. Asi mismo, el agente viral mas importante en esta granja fue el SIV-A, este
ultimo afecta estadisticamente las etapas de predestete y preceba, junto con la GDP, lo
cual indicaria que las variables climéticas influyen en el comportamiento de SIV-A 'y que
este afecta la GDP de los animales principalmente en las primeras etapas del ciclo

productivo.
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Por su parte, la G2 presentd correlaciones distintas a G1. Alli se encontré que los virus
como PRRSV y PCV2, estuvieron principalmente asociados con las fases de la preceba y
predestete. Esto podria indicar la influencia de un agente como PRRSV en la manifestacion
de PCV2 Yy, tal vez, PCV3. Se aprecia, ademas, una correlacion negativa entre el PPV2 y
el PCV3 (la direccionalidad de las flechas entre ambos virus es contraria), lo cual podria
indicar que la presencia de uno de ellos afecta negativamente al otro. Debido a que algunas
variables climaticas no tuvieron direccionalidad hacia la G2 (temperaturas y Hrel) es
probable pensar que estos virus no estuvieron influenciados por estas variables o que, en
el caso del presente estudio, influyeron méas sobre el SIV-A, pero que si influy6é la

precipitacion total mensual.
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Figura 14. Andlisis de correlacién entre variables las climéticas y productivas con la

presencia de agentes virales encontrados en cada una de las granjas estudiadas.
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= Correlacion entre variables en conjunto para las dos granjas.

Luego, se realizé un analisis de correlacién en conjunto para las dos granjas analizando
todas las variables (virus, variables productivas y climéticas). Asi, se encontré que agentes
como SIV-A y PRRSV, debido a las diferencias encontradas en sus dinamicas entre las
dos granjas, no estaban correlacionados con las variables evaluadas. Ademas, el PCV2
muestra una pequefia correlacion linear con las variables, sin embargo, debido a que estas

no son cercanas siquiera a 0.1 no se evidencia coloracion (Figura 15).
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Figura 15. Mapa de calor indicando la correlacion entre todas las variables analizadas
(agentes virales, datos productivos y climatolégicos) en las dos granjas.

La presencia de PCV3 se correlacion6 negativamente en diferentes grados con multiples
variables, asi, la presencia del agente estuvo relacionada negativamente con la presencia
del PPV2 lo cual podria indicar que ambos agentes son antagonistas (corroborado por la
Figura 14 y previamente ilustrado en los analisis descriptivos). Por otro lado, es interesante
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notar que la presencia del PCV3 influyé negativamente sobre la GDP, sin embargo,
disminuyd el valor de la conversion alimenticia y eso podria relacionarse con las relaciones
directas y positivas encontradas con el peso al destete y el peso final. Estadisticamente,
PCV3 mostré una correlacién negativa con las mortalidades analizadas, es decir, el virus
no las aument6. Por Ultimo, la disminucion de la temperatura y el aumento de la
precipitacion total mensual, estuvieron relacionadas estadisticamente con un aumento en

la presencia de PCV3 en ambas granjas.

Por su parte, con respecto al PPV2 se determinaron correlaciones diferentes a las
encontradas al PCV3, lo cual es de esperarse debido a la correlacion negativa que existe
entre ambos virus. El PPV2 disminuyé los pesos al destete y el peso final lo cual esta
relacionado con un aumento en los valores de la conversion alimenticia. Con respecto a
las variables climaticas, se encontré un comportamiento diferente con respecto al PCV3,
encontrandose que el incremento de la temperatura y la disminucién en la precipitacion

mensual total aumentaron la presencia de PPV2 en las dos granjas.

El peso al destete influyé de forma positiva en el peso en la finalizacién y conté con una
relacién negativa con a GDP lo cual indicaria que, a pesar de que el peso al destete sea
bajo, las ganancias diarias de peso después son suficientes para lograr los indices de peso
deseados al final del ciclo productivo, esto esta correlacionado con la conversién
alimenticia encontrada. Con respecto a las mortalidades, se denot6 que a menor peso al
destete aumentd la mortalidad en la lactancia, sin embargo, hubo una correlacién positiva

entre los pesos con la mortalidad en la ceba.

Las variables climaticas mostraron correlaciones negativas con respecto a los pesos, eso
significa que el aumento de la temperatura disminuy6 el peso al destete y el peso en la
ceba. Sin embargo, mostraron correlaciones positivas con la ganancia de peso y la
conversién alimenticia. Las mortalidades mostraron comportamientos diferentes entre si.
Para la mortalidad en la lactancia, cuanto mayor sea la temperatura, la humedad y la
precipitacion esta fue mayor. Sin embargo, con respecto a la mortalidad en la ceba, esta
aumenté cuando la temperatura y la humedad disminuyeron o cuando la precipitacién
mensual total aumentd. Estas correlaciones podrian explicar en parte el comportamiento
dindmico de los virus, pero ponen de manifiesto que deben existir otros factores que deben
tenerse en cuenta como influenciadores de cambios en el desempefio productivo de la

granja.
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= Correlaciones entre agentes virales y etapas productivas.

La Figura 16 muestra la correlacién entre la presencia de los agentes virales con las etapas
productivas analizadas en las dos granjas, cuanto mas cercanos se encuentren las
variables mayor correlacion guardan entre si. Se denota una distribucion de las variables
entre los cuatro cuadrantes, sin embargo, se evidencid que las fases de ceba y predestete
estuvieron fuertemente influenciadas por un grupo de virus como el SIV-A, PRRSV y PCV3.
Ademads, la ceba también estuvo influenciada fuertemente por el PPV2 (y también la
preceba, aunque en menor proporcion) y, poco por el PCV2 (como se mostré en la Figura
14, estuvo principalmente asociado a las fases inferiores del ciclo productivo). Estos datos
corroboran los resultados obtenidos en la estadistica descriptiva por cuanto las etapas con
mayor afectacion y nimero de muestras positivas correspondieron al predestete y a la
ceba.
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Figura 16. Correlacion entre las etapas productivas evaluadas en las dos granjas y la

presencia de los virus estudiados.
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= Correlacion entre agentes virales/etapa productiva/muestreo en las dos granjas.

Con el fin de determinar las dinamicas de correlacion entre las variables evaluadas se
proyectaron multiples graficos aluviales. La Figura 17 muestra un compendio general de
las dos granjas en donde se aprecian comportamientos diferentes entre los diferentes tipos
de virus de acuerdo con la etapa productiva y la fecha del muestreo. El grosor de las lineas
gue fluyen entre los parametros evaluados (muestreo / virus / etapa productiva) indica el

namero de muestras positivas.

Como puede apreciarse SIV-A estuvo distribuido de manera similar entre los tres
muestreos y entre las etapas productivas evaluadas en las dos granjas (Figura 18). Por su
parte, para PRRSV como solo estuvo presente en una granja, el grosor es menor, sin
embargo, se encontré principalmente en el segundo muestreo (Figura 19) y en las etapas

de preceba, predestete y ceba, pero menos en la finalizacién (Figura 18).

De forma interesante, PPV2 fue detectado principalmente en el primer y tercer muestreo y
en las etapas de ceba y finalizacién en contraste con las de predestete y preceba de forma
consistente en las dos granjas, el grosor de la linea evidencia que fue el virus mas
frecuente, comparando con PCV2 y PCV3. Como se ha notado, la presencia del PCV3
guardd una relacién negativa con el PPV2, asi, PCV3 estuvo menas presente en el primer
y segundo muestreo y en las etapas de ceba y finalizacion que fue cuando el PPV2 estuvo
mas presente. El PCV2 fue detectado principalmente durante la preceba y la finalizacion y
durante el tercer muestreo. Por Ultimo, las dos granjas maostraron que en el tercer muestreo
existié una mayor cantidad de muestras positivas a todos los virus evaluados corroborando

los resultados previos de la estadistica descriptiva.
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Figura 17. Grafico aluvial donde se muestra la dindmica de muestras positivas a los
diferentes virus de acuerdo con el muestreo y la etapa productiva evaluada en las dos

granjas.
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Figura 18. Grafico aluvial que muestra la dindmica de deteccion de virus de acuerdo con
la etapa productiva en las dos granjas.
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Figura 19. Gréfico aluvial gue muestra las dinamicas de deteccién de agentes virales de
acuerdo con cada muestreo en las dos granjas.

= Correlacion entre agentes virales/etapa productivalvisita por cada granja

Para realizar un andlisis mas detallado de los comportamientos por cada una de las
granjas, la Figura 17 fue desglosada para mostrar datos individuales por granja. Las
dindmicas para la G1 estan contenidas en las Figuras 20, 21 y 22. La Figura 20 muestra
las dindmicas de positividad de los virus de acuerdo con la etapa productiva y el nimero
de muestreo, por su parte, la Figura 21 muestra las dinamicas de los virus de acuerdo con
el muestreo y la Figura 22 las dinAmicas de acuerdo con la etapa productiva. Se muestra
la distribucion de SIV-A de forma constante durante los tres muestreos (Figura 21) y a lo
largo de todo el ciclo productivo (Figura 22). La dindmica de los otros virus fue diferente (el
grosor de la linea indicando mayor nimero de muestras positivas) asi, el PPV2 fue
encontrado principalmente en el primer muestreo (Figura 21) y durante la ceba y la
finalizacion (Figura 22) concordando con los resultados antagénicos frente al PCV3 (Figura
14). Mientras que, para el PCV2 su deteccion se dio principalmente en el primer y tercer
muestreo (Figura 21) y en el predestete y la preceba (Figura 22).
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Figura 20. Grafico aluvial que muestra las dindmicas de distribucion de muestras
positivas para cada virus de acuerdo con el muestreo y la etapa productiva en la granja 1
(G1).
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Figura 21. Gréfico aluvial que muestra la dinamica de distribucion de muestras positivas
de acuerdo con el muestreo en la G1.
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Figura 22. Gréfico aluvial que muestra la dinamica de la distribucién de muestras
positivas de acuerdo con la etapa productiva en la G1.

La Figura 23 muestra el grafico aluvial que permite identificar las dinamicas de los agentes
virales evaluados de acuerdo con el nUmero de muestro y la etapa productiva para G2,
mientas que las Figuras 24 y 25 muestran las dinAmicas encontradas de acuerdo con el
muestreo y con la etapa productiva, respectivamente. Las dinamicas encontradas para la
G2 mostraron un comportamiento similar a la G1 para el SIV-A y el PPV2, no obstante, la
presencia de PRRSV, a pesar de ser constante durante los 3 muestreos, difirié entre las
etapas productivas, demostrando una mayor presencia en la preceba, el predestete y la
ceba (Figura 25), pero no tanto en la finalizacién. Por su parte el PCV3 mostré una

distribuciéon mayor en la preceba junto con el PCV2 y PRRSV (Figura 25).
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Figura 23. Grafico aluvial que muestra la distribucion de muestras positivas a cada
agente de acuerdo con el muestreo y la etapa productiva en la G2.
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Figura 24. Gréfico aluvial que muestra la distribucién del nimero de muestras positivas a
cada agente de acuerdo con el muestreo en la G2.
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Figura 25. Gréfico aluvial que muestra la distribucién del nUmero de muestras positivas a
cada agente de acuerdo con la etapa productiva en la G2

= Andlisis filogenético

Se hizo secuenciacion de dos cepas de PPV2 provenientes de G1 demuestras de suero
(ceba y finalizacion); estas fueron denominadas PPV2-VP2/Col/Cundinamarca/SCC/2023
y PPV2-VP2/Col/Cundinamarca/SCF/2023 y por qPCR presentaron CT de 26.3 y 26,
respectivamente. Para el analisis filogenético se emplearon las secuencias completas del
gen gque codifica para la proteina VP2 y estas fueron comparadas con 90 secuencias
reportadas en el GenBank. El arbol filogenético mostrd una divisién clara del PPV2 en dos
clados gue se evidencian en la Figura 26 por diferencias entre los colores, asi, el color azul
corresponde al clado 2, dominado principalmente por muestras provenientes de Europa.
Por otro lado, en color verde se encuentran las secuencias del clado 1, en donde se ubican
secuencias colombianas detectadas en estudios previos y depositadas en el GenBank. En
este mismo clado, se ubicaron las encontradas en el presente estudio (PPV2-
VP2/Col/Cundinamarca/SCC/2023 y PPV2-VP2/Col/Cundinamarca/SCF/2023). Es
Importante destacar que estas dos secuencias se encuentran estrechamente relacionadas
con secuencias de genoma completo previamente reportadas por el grupo de
investigacion, pero estan ubicadas en una rama diferente a las demas secuencias

colombianas de los departamentos de Antioquia y Cundinamarca.
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Figura 26. Arbol filogenético donde se ubican dos secuencias de PPV2-VP2 encontradas
en el presente estudio (color rojo) y comparadas con 90 secuencias de todo el mundo y
reportadas en el GenBank incluyendo siete secuencias de Colombia reportadas
previamente. El arbol fue construido en el programa MEGA?7 utilizando el método
estadistico “Maximun Likelihood”, con el método de filogenia de “Bootstrap” con 1000
réplicas, utilizando el método de inferencia Tamura-3, con el analisis “Gamma Distributed
With Invariant Sites (G+l)”. El arbol fue luego modificado en sus colores y forma en el
programa FigTree version 1.4.4. la escala del &rbol fue calculada en 0.01.

2.5 Discusion

Los agentes virales buscados en el presente estudio han sido analizados en mdltiples

ocasiones por diversos grupos de investigacion del pais con el fin de conocer sus
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dinamicas al interior de las granjas, sin embargo, este es el primer estudio donde se
evallan tantos virus y con tanta diversidad de muestras; principalmente de tipo ambiental,
cubriendo todo el ciclo productivo en granjas tecnificadas y teniendo en cuenta

particularidades climaticas y geograficas propias del tropico alto.

Estudios previos realizados para la deteccibn de PRRSV en el pais han abarcado
principalmente su deteccion seroldgica, asi, (Cruz et al., 2006) determinaron en animales
destinados al sacrificio para consumo humano que la prevalencia promedio de PRRSV en
14 departamentos evaluados fue del 4.3%, los autores hacen hincapié en la disminucion
de la prevalencia comparado con un reporte previo de (Arbelaez et al., 1997 citado por
Cruz et al., 2006) en donde se calcul6 en un 5.2% para 17 departamentos, con una mayor
tasa en aquellos departamentos de frontera con Venezuela (llegando a tener prevalencias
cercanas al 24%), relacionandolo principalmente por la alta tasa de movilidad de los
animales debido al contrabando en la zona de frontera (Cruz et al., 2006). Sin embargo,
un andlisis seroldgico y molecular mas reciente realizado en el pais (Mendoza Nifio, 2015),
detect6 especificamente para granjas del departamento del Valle del Cauca, uno de los
principales productores de cerdos en el pais y con caracteristicas climéaticas diferentes
(altitud inferior a 1000 msnm), una prevalencia general del 21.43%, principalmente en la
etapa de ceba. La autora encontrd, ademas, que estos resultados varian de acuerdo con
la etapa productiva evaluada y con la fecha de la toma de la muestra, los factores
asociados a este comportamiento que determinaron los investigadores fueron la
movilizacién de animales entre sitios (maternidad, preceba y ceba) y la capacidad de
seroconversion de los animales debido a que se encontraron diferencias entre resultados

positivos a ELISA y a gRT-PCR para cerdos en las diferentes etapas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que para PRRSV, el porcentaje
de positividad al interior de una granja seropositiva y no vacunada llegé hasta un 41% y
gue vario a lo largo del tiempo. Esto presenta concordancia con los resultados de
Mendoza-Nifio, ademas, la etapa en la cual el virus se detecté de forma mas comuan fue
en la preceba hasta la ceba; otros estudios han caracterizado a estas etapas como el
momento en el cual PRRSV circula en mayor proporcion asociado principalmente a la
disminucion de la proteccion maternal derivada del calostro a partir de la semana 8 de vida

(L6pez-Soria et al., 2010; Papatsiros et al., 2022)
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Nuestro estudio muestra la presencia de genoma de PRRSV en sueros indicando estados
de viremia en las diferentes etapas productivas de acuerdo con el mes del muestreo (Tabla
8) detectandose desde el predestete hasta la ceba y que las muestras mas comunes para
encontrarlo fueron FO y ambientales. Su presencia en este tipo de muestras podria indicar
la recirculacion viral del agente y su constante diseminacion al interior de la piara. Esto a
su vez, podria estar relacionado con incorrectas medidas de manejo y bioseguridad como
el ingreso compartido a multiples sitios de la granja, el uso compartido de equipos y
utensilios, asi como la movilizacidon de credos al interior de la granja. También se puede
asociar con la presencia y cantidad de agentes virales presentes simultaneamente en una
misma granja, tal como se encontré a lo largo de todas las etapas productivas en la G2
(Ramirez et al., 2012).

Ademas, otros estudios han determinado que la diseminacion del PRRSV dentro de las
granjas se da bajo dos diferentes patrones: el primero en el cual el 90 % de los lechones
destetados se infectan hacia las 8.5 semanas de edad y el segundo donde, entre el 20 -
40%, son infectados entre las 10 - 12 semanas de edad (Evans et al., 2008). Por otra parte,
en un estudio en Paises Bajos en 10 granjas, se encontrd que los grupos con edades entre
9 a 16 semanas presentaron mayor probabilidad de infeccion, indicando que estos grupos
son los mas adecuados para la deteccion de la circulacion de PRRSV a través de RT-PCR
y no Unicamente por serologia (Duinhof et al., 2011). Esa predisposicion por edad, también
puede estar asociada con el hecho de que los macréfagos alveolares de los cerdos jovenes
son, al parecer, mas susceptibles a la infeccion que los de los cerdos adultos; esto podria
explicar por qué en este estudio en la G2 encontramos una mayor distribucion de muestras
positivas en las etapas de predestete y preceba comparada con las etapas de ceba y
finalizacion (Espinoza & Velasquez, 2021; Kvisgaard et al., 2017; Stadejek et al., 2017).
Un resultado adicional es que, en las granjas, la presencia de un agente primario del CRP
como lo es PRRSV, esta relacionado con una diversificacién en el nimero de copresencias
de mdltiples agentes virales, tal como lo demuestra la diferencia entre las granjas en este
estudio (Figura 10y 11).

A pesar de que en este estudio no se obtuvieron secuencias para PRRSV, los estudios
previos del pais muestran la circulacién de cepas americanas, dentro de las cuales podria
esperarse que estén incluidos los virus presentes en esta investigacion. En este sentido,

vale la pena recordar que los tipos de muestras mas comunes para la deteccion viral y
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posterior secuenciacién de PRRSV en Colombia han sido los lavados broncoalveolares y
el pulmén, sobre todo en la fase aguda de la enfermedad. Mendoza-Nifio, (2015), demostrd
una identidad mayor al 93% entre las secuencias de nt de los virus detectados en el Valle
del Cauca. En ese mismo sentido, (Castro, 2015), demostré que todos los aislamientos de
ese estudio (provenientes de diversos departamentos colombianos) correspondieron al
genotipo americano; al igual que un estudio reciente donde se evaluaron 18 muestras de
suero provenientes de cerdos de Antioquia y Valle del Cauca, demostrando que
corresponden al genotipo americano con una identidad entre las cepas de campo entre
82.7% - 99.8%.

Las cargas virales bajas para PRRSV detectadas en nuestro estudio se pueden explicar
por diversos factores como (i) disminucion en la carga viral debido a una respuesta inmune
humoral efectiva, (ii) una baja presencia viral en muestras ambientales debido a la labilidad
del virus por sus caracteristicas estructurales y fisicas (envuelto, ssARN) y (iii) degradacién
(disminucién de la carga) durante el transporte de los FO, aunque el tiempo de transporte
nunca fue superior a cuatro horas como ya se ha recomendado en otros estudios (Castro,
2015).

En relaciéon con SIV-A, el primer aislamiento en Colombia fue hecho por (Ramirez-Nieto et
al., 2012), quienes, determinaron que el virus varid en las granjas después del brote
pandémico del 2009, encontrando secuencias relacionadas con el virus “clasico” y otras
con el “pandémico”. Este resultado fue corroborado por los trabjos de (Karlsson et al., 2013;
Mancipe et al., 2014; Flérez et al.,, 2018; Osorio-Zambrano et al., 2022), quienes
determinaron que, a partir del brote pandémico del 2009, el virus mas prevalente en las
granjas nacionales es el SIV-A pH1N1. En relacién con nuestro estudio, si bien no pudios
secuenciar muestras positivas, es probable que los virus estén relacionados
filogenéticamente con el virus pandémico H1N1. Estudios a nivel mundial recogidos por
(Baudon et al., 2017) demuestran que los virus de influenza mas prevalentes se relacionan
con las cepas H1 y H3. Ademas, que las prevalencias oscilan entre granjas de 0 - 100%,
siendo este ultimo, un resultado comparable con los reportados en este estudio para las
dos granjas. Con respecto a los factores de riesgo, se reporta que la densidad de los lotes
y el tamafio de las piaras, asi como las medidas de manejo, bioseguridad y el alojamiento
son factores de riesgo asociados a su presentacion (Baudon et al., 2017; Nurhayati et al.,
2020). Un estudio en Brasil (Schmidt et al., 2016) demostré el mismo comportamiento que

encontramos en el presente estudio. Ellos encontraron circulacion de SIV-A HIN1
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pandémico y HIN2 relacionandolos con la presencia de brotes respiratorios y la
manifestacion del CRP, principalmente con agentes bacterianos. La figura 14 muestra la
correlacion que encontramos entre SIV-A y factores climaticos en G1, principalmente en
las fases de predestete y la preceba; sin embargo, no se evaluaron otros factores de riesgo
como la desinfeccion, la diseminacién por parte de los trabajadores o algunas otras
practicas que podrian estar relacionadas con la presencia endémica del virus en las dos
piaras. Los resultados mostrados aqui demuestran que es importante tener en cuenta las
variables climéticas y el personal en el contexto del CRP para conocer como influyen en el

desarrollo de la enfermedad.

Estudios previos han demostrado que factores climaticos como variaciones de temperatura
y humedad, asi como la concentracién de amonio en los corrales son capaces de inducir
enfermedad respiratoria en cerdos en la finalizacion en ausencia de agentes virales o
bacterianos relacionados con el CRP (Pessoa et al., 2022). A pesar de que aqui fueron
incluidos, exceptuando la concentracion de amonio, los resultados muestran que los
factores climaticos afectan la presencia principalmente de los virus de PCV3 y PPV2 en
las granjas ubicadas en el trépico alto colombiano. Esto exige que en proximas
investigaciones se sigan incluyendo los factores ambientales debido a que su presencia
afecta las dinamicas de circulacion viral y, por ende, la presentacion de la enfermedad

respiratoria (Segalés et al., 2012; Vangroenweghe & Thas, 2021)

Un aspecto importante para tener en cuenta en el contexto colombiano es la ausencia de
vacunacion contra SIV-A, una practica que es comun en otros paises y que ha demostrado
gue disminuye la transmision entre animales, la sintomatologia clinica y las lesiones
pulmonares. Los cerdos criados en el contexto nacional deben hacer frente al SIV-A con
anticuerpos adquiridos a través del calostro los cuales, se ha demostrado, van
disminuyendo hasta la semana 6 de vida, y posteriormente, a través de la inmunidad
humoral y celular adquirida luego de la infeccién natural. Se ha demostrado también que
la respuesta humoral de los cerdos frente al virus durante la infeccion es menor cuando
aun existen anticuerpos calostrales. La respuesta inmune humoral no evita la diseminacién
viral pero si disminuye la manifestacion de sintomatologia clinica (Gale et al., 2020;
Pifleyro, 2012; Romagosa et al., 2011). En el contexto del estudio, es importante tener en
cuenta como podrian los demas agentes virales presentes en las dos granjas influir en esa

respuesta inmune humoral y celular desencadenada frente a SIV-A, la cual se hipotetiza
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debe estar sucediendo debido a que el virus se encontraba de forma endémica durante los

seis meses de muestreo.

Un estudio de secuenciacion de genoma completo demostr6é el mantenimiento del SIV-A
en las granjas durante todo el ciclo productivo a pesar de que en algunas el virus no
circulaba en todas las etapas. Los autores proponen que el virus permanece al interior de
la granja con amplia distribuciéon y es necesario el andlisis de subpoblaciones porcinas
para entender la diversidad y las dinamicas de circulacion (Diaz et al., 2017). Estos
resultados son similares a los demostrados en este estudio, en donde a pesar de que en
la mayoria de los muestreos la presencia del SIV-A fue del 100% en las dos granjas, Si

existié una disminucién para el tercer muestreo en la G2.

Especificamente, cuando (Mancipe et al., 2014) analizaron la influencia del virus SIV-
H1N1p en el contexto del complejo respiratorio porcino en producciones colombianas,
correlacionandolo con agentes como PRRSV, PCV2, App y Myh, encontraron que, en las
granjas positivas al virus de influenza, era mas probable la presencia de PCV2 en cerdas
de reemplazo y en multiparas. Sin embargo, se reducia el riesgo de presentacién de
PRRSV en todas las granjas y en cualquiera de las dos edades (Mancipe et al., 2014). Con
respecto a la interacciébn de PCV2 y SIV-A, se ha demostrado que los cerdos de tres
semanas son mas susceptibles a la infeccién por SIV-A que los cerdos de 16 semanas en
granjas positivas a PCV2, pero, ambas etapas son mas susceptibles a la infeccién por SIV-
A en granjas positivas que en granjas negativas a PCV2; no obstante, la infeccion por SIV-
A no aumenta la replicacion del PCV2 (Lagan Tregaskis et al., 2021; Ouyang, Zhang, et
al., 2019; Wei et al., 2010).

Cuando en este estudio se realizaron los analisis de correlacion entre los virus de acuerdo
con las etapas productivas (Figura 16) se encontrdé que SIV-A, PCV3 y PRRSV estaban
relacionados entre si y con las etapas de pre-destete y ceba; por lo tanto, para el contexto
de las granjas evaluadas, es mas probable que estos virus se encuentren en estas etapas,
contrastando con los resultados previos de (Mancipe et al., 2014), sobre todo para PRRSV.
Los resultados encontrados aqui confirman que los cerdos pueden infectarse con SIV-A
desde las primeras etapas de vida y que este puede mantenerse circulando durante todas
las etapas productivas y que puede variar entre grupos de una misma granja. Resulta

necesario entender cémo en el contexto de las copresencias virales, estos agentes se
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mantienen en una especie de simbiosis que les permitan mantenerse, pero sin

desencadenar enfermedad clinica grave.

La posible explicacion de este resultado puede estar dada por la respuesta inmune. Al
acontecer una infeccién primaria por SIV-A en el epitelio alveolar, este desencadena
reacciones de liberacion de citoquinas proinflamatorias y quimiotacticas que llevan al
reclutamiento de células fagociticas como los PAM y otras células, las que son el sitio de
replicacion del PCV3, PCV2 y PRRSV. El reclutamiento de esas células infectadas puede
ser mayor en estas etapas productivas debido a una mayor replicacion viral. Los resultados
de otras investigaciones han demostrado que SIV-A es capaz de infectar de forma abortiva
a los macréfagos, lo cual podria generar una competencia con los demas agentes virales
evitando su replicacién efectiva y, por ende, la manifestacion clinica de la enfermedad, sin
embargo, esta hip6tesis debe seguir siendo evaluada analizando si esa capacidad de
infeccién celular estd marcada por la virulencia de los demas agentes y el intervalo entre
infecciones sobre todo en estudios in vivo (Crisci et al., 2019; Maisonnasse et al., 2016;
Saade et al., 2020). A pesar de que no se realizé una caracterizacion de la poblaciéon
enferma durante los muestreos, los cerdos que manifestaron sintomas respiratorios como
tos, estornudos y secrecién nasal bilateral pertenecian principalmente a los grupos de la

cebay la finalizacion.

El analisis de correlaciéon entre las variables por cada granja (Figura 14) mostré que existe
una asociacion entre el PRRSV y PCV2, principalmente en el predestete y la preceba,
siendo estos resultados similares a los encontrados por (Tic6 et al., 2013; Lépez-Soria et
al., 2010; Ma et al., 2021). Un aspecto importante a tener en cuenta cuando se vacuna
contra PCV2 en granjas PRRSV - positivas , es que a pesar de que existe una buena
respuesta inmunol6gica humoral gracias a la induccién de anticuerpos vacunales contra
PCV2, la infeccién previa con PRRSV altera las respuestas inmunes de tipo celular. Las
mas afectadas son donde participan los LT CD4+ y CD8+; esto es muy importante, sobre
todo en las primeras semanas de vida del lechén, en donde pueden ocurrir cambios en la
induccion de proteinas que ayudan al proceso de maduracion y diferenciacion linfocitaria
en el timo, lo cual desencadenaria posteriormente el mal funcionamiento del sistema

inmunoldgico frente a otros agentes patogénicos (Canelli et al., 2016).

(Cecere et al., 2012) ademas demostraron, in vitro, que en células dendriticas coinfectadas

con PCV2ay PRRSV genotipo Il existia un fuerte efecto inmunomodulador de la respuesta
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inmune a través de una inmunosupresion via linfocitos Trg. ESto es importante porque en
la G2, donde se encontraron los dos agentes anteriormente mencionados, hubo un
incremento en la diversidad de coinfecciones y copresencias en las muestras evaluadas,
principalmente en las primeras etapas de vida de los cerdos. Aungque se debe tener en
cuenta que el efecto de PCV2 (cargas virales bajas) seguramente no fue impactante como
producto de la vacunacion rutinaria implementada, corroborando la informacién de (Canelli
et al., 2016); sin embargo, se puede hipotetizar que esa falla en el desarrollo de una
respuesta inmune celular adecuada es lo que lleve a esa multiplicidad de virus encontrados
en la granja positiva a PRRSV. Los estudios ademéas han demostrado que la coinfeccién
PCV2/PRRSV lleva a un aumento en la replicacion y de la actividad inflamatoria (Saade et
al., 2020)

Los estudios sobre la respuesta humoral inducida por la vacunacién contra PCV2
reconocen que existe una proteccion suficiente para mantener controlada la infeccion
sistémica pero que esta inmunidad humoral no es esterilizante, lo cual explicaria, ademas,
la circulacion viral del PCV2 a lo largo de todas las etapas productivas encontradas en las
dos granjas, que adicionalmente podria favorecer su evolucion (Figueras-Gourgues et al.,
2019; Pleguezuelos et al., 2022; Vargas-Bermudez et al., 2018). Con respecto a esto
ultimo, algunos estudios apuntan a que PCV2 aumenta en las etapas de ceba y finalizacion
debido a una pérdida de la inmunidad materna y vacunal (Grau-Roma et al., 2009;
Larochelle et al., 2003). No obstante, esto no ocurrié de la misma manera para las dos
granjas evaluadas; en la G1, el PCV2 se mantuvo estable desde el predestete hasta la
ceba y solo aument6 en la finalizacién, es decir, en cerdos mayores de 18 semanas;
mientras que en la G2 el mayor nimero de muestras positivas se encontrd en la preceba
y se mantuvo mas bajo en las demas etapas, lo cual podria estar influenciado por la

presencia de PRRSV y los demas virus encontrados (Kim et al., 2022).

Por otro lado, se ha demostrado que el SIV-A puede afectar la respuesta inmune humoral
frente a PCV2. Asi, (Sun et al., 2021) en un estudio en ratones pudo determinar que una
primoinfeccion por SIV-A afecta negativamente la respuesta inmune humoral frente a la
vacuna contra PCV2 y aumenta su replicacion. Sin embargo, existio una diferencia con
respecto al tipo de vacuna, en donde la vacuna inactivada mostr6 mejor desempefio en
comparacion con la vacuna a subunidades. Es importante mencionar también, que los
investigadores relacionaron la polarizacion de macrofagos que genera el SIV-A durante la

infeccion con esta modulacion a nivel de respuesta humoral frente a las vacunas.
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Con respecto a los efectos que sobre la vacunacion contra PCV2 ejerce el PCV3, (Wozniak
et al., 2019), determinaron que la circulacién de este ultimo no afecta la eficacia vacunal
contra el primero, y que, ademas, una alta viremia de PCV2 en granjas sin vacunar no esta
relacionada con un aumento en el nivel de infeccion del PCV3. Todo esto puede explicar
en parte por qué, a pesar de gue se encontré PCV3, PPV2, SIV-Ay PRRSV, considerados
algunos con efecto inmunomodulador, la vacunacion contra PCV2 fue efectiva (CT
promedios para G2 de 34.94, y 35.59 en la G1). Con respecto a los genotipos circulantes
de PCV2 en el pais, debido a que no se logré secuenciar, no se conocieron a ciencia cierta
cudles eran los genotipos encontrados en estas granjas. Los cebadores utilizados para la
gPCR en este estudio, detectan simultaneamente los genotipos b y d, por lo cual se
sospecha que los virus circulantes hacen parte de alguno de estos dos genotipos
(seguramente el PCV2d). Un estudio retrospectivo demostré la circulacion predominante
en el pais, incluyendo el departamento de Cundinamarca, del genotipo PCV2d, con una
identidad de 99.1 - 99.6% entre cepas (Vargas-Bermudez et al., 2022). Es interesante notar
gue, en Colombia, hasta la primera década del siglo XXI, el genotipo dominante en el pais
era el PCV2a, pero a partir de alli, cambio por PCV2b y PCV2d (Almario-Leiva et al., 2020;
Rincdn et al., 2014). Estos resultados estan en concordancia con los previos reportes en
Estados Unidos, China, Corea y algunos paises europeos, en los cuales PCV2a, PCV2by
PCV2d son los de mayor circulacion, encontrandose ademds coinfeccién en cerdos con
manifestaciones clinicas asociadas al sindrome sistémico (Guo et al., 2019; Guo et al.,
2020; Lv et al., 2020; Saporiti et al., 2020; Xiao et al., 2016; Kim et al., 2018)

El PCV3 se asocié también en las dos granjas con una disminucion en la GDP, ademas,
con un mejor desempefio en términos de conversion alimenticia lo cual llevé a una
correlacion positiva con el peso final. Se ha demostrado que altas cargas virales estan
relacionadas con exacerbacién de sintomatologia clinica en cerdos posdetete y, por ende,
en alteraciones del comportamiento productivo en los adultos (Alomar et al., 2021). Por lo
anterior y debido a que las cargas virales para PCV3 encontradas en este estudio fueron
bajas, se hipotetiza que estas no son suficientes para causar enfermedad o afectar
negativamente en términos productivos a las granjas evaluadas; por tanto, al igual que
con PCV2, la concentracion de PCV3 tisular o virémico es importante para desencadenar

enfermedad grave (Kedkovid et al., 2018).
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En adicion, (Temeeyasen et al., 2021) demostraron que a pesar de que la infeccién por
PCV3 sea subclinica se pueden generar respuestas inflamatorias de tipo multisistémico y
gue, ademas, la viremia puede prolongarse hasta 42 dpi con una eliminacion constante a
través de las secreciones nasales y de forma transitoria a través de las heces, y también
con una fuerte respuesta humoral principalmente mediada por la 1gG sin afectar las
poblaciones de LT. Sin embargo, aun queda la duda de como actla este agente en
correlacion con los demas, en este estudio los cerdos estaban aparentemente sanos, es
decir, sin sintomatologia clinica aparente hasta la etapa de la ceba, en donde la
sintomatologia respiratoria fue calculada en un aproximado del 10%. Esto quiere decir que
existen mas factores que afectan el desarrollo de la enfermedad sistémica, se podria
hipotetizar que resultaria necesario un aumento de las cargas de uno 0 mas virus como
PRRSV, SIV-A, PPV2 para disrumpir el sistema inmunolégico y permitir el incremento
sustancial del PCV3. También, factores ambientales como la disminucion de la
temperatura, al menos, en el contexto del trépico alto colombiano. Otros factores que
pueden afectar las dindmicas virales y que deben evaluarse con mayor profundidad en
estos estudios son los protocolos de desinfeccion para este u otros agentes y el andlisis
de transporte de los animales entre sitios productivos dentro de una misma granja (Lara et
al., 2022; Temeeyasen et al., 2021).

A pesar de que los andlisis no muestren una correlacion entre PCV2 y PCV3 en las
muestras tomadas en el pais, recientemente (Vargas-Bermudez et al., 2022) demostraron
la amplia circulacion de estos agentes, principalmente en seis departamentos dentro de
los cuales se encuentra Cundinamarca. Asi, determinaron gque las dinamicas virales han
variado en los ultimos afios; entre 2015 - 2016, la prevalencia del PCV2 (9.13%) era mayor
a la del PCV3 (1.9%), sin embargo, para 2018 - 2019, el PCV3 fue encontrado en una
prevalencia del 43.5% en muestras de sueros y en 52.6% en muestras de tejidos de fetos
abortados y nacidos muertos; mientras que PCV2 fue encontrado el en 11% en muestras
de suero y en ninguna muestra de tejido (departamentos de Atlantico y Cundinamarca).
Ademas, es interesante notar que solamente se encontrd coinfeccion en el 6.4% de las
muestras evaluadas. Estos resultados concuerdan con los encontrados en este estudio,
en donde la prevalencia de la copresencia para los dos agentes fue del 5.88% en la G1
(principalmente en muestras ambientales) y de 2.94% en la G2 (principalmente en sueros
del predestete y la preceba), ademas, los analisis de correlacién muestran que los dos

circovirus no se encuentran correlacionados. Con respecto a esto, la diferencia en términos
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de muestras en las cuales se encontraron los circovirus revel6 que en la granja PRRSV-
positiva fue en donde se encontraron los circovirus en viremia, lo cual podria estar

favorecido por la presencia de este ultimo virus (Figura 25).

Estos resultados colombianos en términos de coinfeccion PCV2/PCV3 difieren de los
reportados en paises como Republica Dominicana, en donde el rango de la deteccion de
esta coinfeccion en cerdos con enfermedad digestiva fue de 38.09% (Gainor et al., 2023).
Las variaciones en términos de etapas y muestras para la deteccién de PCV3 se han
reportado en otros paises, asi (Klaumann et al., 2019) demostraron, a través de un estudio
de tipo longitudinal en cuatro granjas espafiolas, que el PCV3 puede mantenerse desde el
destete hasta la finalizacion (semana 23) en los cerdos y que su comportamiento varia
entre granjas. Estos resultados son importantes debido a que demuestran, junto con los
resultados de nuestro estudio, la distribucion mas o menos homogénea que presenta el
PCV3 en las etapas productivas de las granjas evaluadas, inclusive, en la G1 existe una
mayor distribucion en las primeras dos etapas, mientras que en la G2 es mayor en la
preceba (Figuras 22 y 25). Un estudio en Colombia demostré la asociacién entre el PCV3
con fallas reproductivas en campo, interesantemente los lechones provenientes de la cerda
infectada con una carga viral de aproximadamente 103, nacieron débiles y presentaron
sintomatologia respiratoria y fueron positivos a PCV3 en el tejido pulmonar y ganglios
mesentéricos con mayores cargas comparados con los otros tejidos muestreados,
poniendo de manifiesto que este agente puede transmitirse de forma vertical y
desencadenar enfermedad respiratoria desde el predestete, los autores también
demostraron que las cargas virales van disminuyendo hacia la sexta semana de vida

(Vargas-Bermudez et al., 2021).

Los analisis de correlacién mostraron que no hubo una relacion lineal positiva entre el
PCV2 y el PPV2 (Figuras 14, 15y 16) a pesar de que se encontraron en copresencia en
muestras de suero de varias etapas principalmente el predestete, la ceba y finalizacion
pero nunca solo los dos, sino con los demas agentes virales (Tabla 7 y 8). Estos resultados
estan en concordancia con los mostrados por (Mitek et al., 2020), quienes determinaron,
en granjas polacas, muestreando animales entre 3 a 21 semanas, que la viremia del PCV2
no aumentaba en presencia del PPV2, como si por el PPV1y PPV7, todo esto, a pesar de
qgue el PPV2 fue uno de los patégenos con mayor deteccién en las muestras de suero

generales (26.6%) y del 30.2% en sueros positivos a PCV2. Sin embargo, los resultados
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previos son discordantes con los reportados por (Lagan Tregaskis et al., 2021; Novosel et
al., 2018; Opriessnig et al., 2014), los cuales sugirieron una asociacion positiva de los dos

agentes en el tejido pulmonar como causantes de PCVAD.

Es probable que los agentes necesiten a otros para poder generar viremia y poder salir del
tejido pulmonar y diseminarse. Para otros tipos de parvovirus como el PPV1, se ha
reportado que la promocién de la replicacién puede estar dada por un aumento del infiltrado
monocitico en el tejido pulmonar y, por ende, un aumento en el nimero de células que
puede infectar el PCV2, ademas, que existe un aumento en el TNF-a cuando la infeccién
era concurrente a cuando cada virus infectaba por separado (Kim et al., 2006; Opriessnig
& Halbur, 2012). Ademas, un estudio que evalud la eficacia vacunal frente a PCV2 en el
contexto de una coinfeccion con PPV2 demostré que este ultimo no afectaba la respuesta
inmune humoral frente a PCV2 (Opriessnig, Karuppannan, Halbur, et al., 2020).

Un estudio en China va en concordancia con los resultados demostrados previamente, en
donde los parvovirus mas prevalentes fueron el PPV2 (30.53%) y PPV3 (29.77%), los que
tuvieron el mayor porcentaje de coinfeccién con el PCV2 (9.66% para PPV2 y 8.51% para
PPV3) (J. Li et al., 2021), estos resultados se comparan con los encontrados en nuestro
estudio, en donde la copresencia de PCV2/PPV2/SIV-A estuvo en el 11.76% para la G1y
de 7.84% para la G2 (Figuras 8 y 11). Con respecto a la distribucion de muestras y etapas
productivas, esta copresencia estuvo distribuida tanto en muestras de suero (coinfeccion)
como en muestras ambientales lo largo de todo el ciclo productivo (Tablas 7 y 8). En
relacion con esto, (Kim et al., 2022) demostré en Corea que la circulacién de los diferentes
parvovirus es un evento comun en las granjas, ademas, el virus de mayor circulacion fue
el PPV2 con un 32.6% de las muestras positivas asociado principalmente a la etapa de
engorde vy finalizaciéon, ademas, y en relacién con lo encontrado aqui, existi6 una mayor
prevalencia del PCV2 y PPV2 cuando los cerdos eran PRRSV - positivos, lo cual indica la
importancia de este virus para favorecer la aparicion de otros agentes virales en los
porcinos. Esto se demuestra en este estudio en donde se ve un aumento en el nimero de
coinfecciones y copresencias virales en la granja positiva a PRRSV (G2). Estos resultados
son corroborados por (Kim et al., 2022) quienes determinaron que las prevalencias de los
PPV, especialmente del PPV2 aumentaba en los tejidos pulmonares infectados por

PRRSYV sin importar si este también tenia coinfeccién por PCV2.
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Un estudio en Serbia demuestra la posibilidad de que el PPV2 circule como agente Unico,
encontrdndose esta monoinfeccién en el 21.7% de los cerdos silvestres muestreados
(Nisavi¢ et al., 2021). Este resultado fue mayor al encontrado en nuestro estudio, en donde
el porcentaje de monopresencia de PPV2 fue del 4.9%, Unicamente en la G2 y
principalmente en muestras ambientales. Un estudio analizando el perfil serolégico contra
el PPV2 demostr6 que los anticuerpos frente al virus disminuyen hasta los 14 dias de vida
y empiezan a aumentar a partir del dia 23 cuando los sintomas respiratorios también se
presentan, ademas, el mayor nivel de viremia se encontro cerca al dia 60 de vida y a partir
de alli empieza a disminuir debido a un aumento en los anticuerpos (Cségola et al., 2016).
No obstante, estos resultados contradicen a lo reportado en este estudio, en donde la
mayor cantidad de muestras PPV2 - positivas se encontré en las etapas de ceba y
finalizacion y no tanto en las etapas de preceba y predestete, lo cual si esta correlacionado
con lo reportado por (Nelsen et al., 2021), quienes determinaron que a pesar de que el
PPV2 se encuentre distribuido por toda la piara, la edad de mayor prevalencia fue a partir
de las 8 semanas de vida; ademas, que a medida que aumenta la edad el CT es menor,
es decir, existe un aumento en la carga viral. Ademas, a través de hibridacién in situ

demostré su replicacion en células compatibles con macréfagos vy linfocitos T.

En este mismo sentido (Lagan Tregaskis et al., 2021), demuestran que a pesar de que el
PPV2 puede detectarse desde el predestete, el pico de prevalencia se encuentra en cerdos
mayores a 10 semanas de vida, resultados similares a los reportados en nuestro estudio,
lo cual demuestra la posibilidad de mantenimiento viral en las granjas. También, (Mitek et
al., 2019) demostraron que la mayor prevalencia de parvovirus en granjas polacas era para
el PPV2, utilizando principalmente FO como muestra, y que el virus tenia la capacidad de
mantenerse desde el posdestete hasta la finalizacién en donde alcanzaba su maximo nivel
de replicacion y de viremia. Este bajo nivel de prevalencia en las primeras etapas de vida
puede estar dado a que no se transmiten de forma vertical o que los lechones adquieren
proteccion por inmunidad pasiva y esta se pueda mantener durante algunas semanas
(Lagan Tregaskis et al., 2021). Esto dltimo lleva a proponer que seria muy importante
analizar las dinAmicas de anticuerpos frente a los demés agentes y coémo estos afectan la

respuesta inmunoldégica de los lechones.

Aqui se encontr6 que la presencia de PPV2 aumenta las mortalidades en la granja,

disminuye los pesos al destete y en la finalizacion y aumenta los valores de CA. Aspectos
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importantes para tener en cuenta debido a que este es el primer reporte relacionado con
el efecto del PPV2 sobre los parametros productivos en el pais y estan en concordancia
con los resultados de (Saekhow et al., 2014; Saekhow & lkeda, 2015), quienes
determinaron que la presencia del PPV2 estaba correlacionada con la disminucién en el
rango de crecimiento de los cerdos jovenes. Ademas de ello, se determiné una correlaciéon
negativa entre la presencia del PPV2 y la del PCV3 en el contexto general de los andlisis
de las dos granjas, esto es importante porque demuestra que ambos agentes pueden

influenciarse mutuamente afectando uno la presencia del otro.

El andlisis filogenético de las secuencias de PPV2 encontradas en el estudio (Figura 26)
las ubicé en el clado 1 junto con las secuencias colombianas reportadas hasta la fecha.
Andlisis previos han demostrado que el clado 1 es el de los aislamientos cronol6gicamente
mas recientes demostrando que el PPV2 es un virus en evolucion constante; esto puede
demostrarse en este estudio ya que las dos secuencias reportadas aqui provienen de un
departamento (Cundinamarca) donde ya hay cepas registradas en el GenBank y presentan
diferencias a nivel de la region que codifica para Cap, lo que eventualmente podrian tener
un efecto en el tropismo e inmunogenicidad del virus (Lagan Tregaskis et al., 2021).

Un estudio que correlacion6 la prevalencia de diferentes agentes bacterianos y virales
relacionados con el CRP demostré que existian variaciones temporales y entre etapas para
cada agente (Vangroenweghe & Thas, 2021). Estos resultados son similares a los
reportados aqui, en donde los factores climaticos influyeron en la presentacién de los virus
de PPV2 y PCV3. No obstante, en su estudio (Vangroenweghe & Thas, 2021)
determinaron que eran los valores climaticos de 10 semanas previas a los muestreos los
cuales influian en las dinamicas virales, resultado diametralmente opuesto a lo reportado
en este estudio, en donde los mayores valores para la correlacion de las variables y la
presencia viral fue determinada para los 10 dias previos a los muestreos. Posibles
acontecimientos que marquen esta diferencia pueden estar relacionados con que el
estudio se realizé en Europa, en donde existen marcadas condiciones climéticas como las
estaciones y que, ademas, el estudio fue realizado en un periodo de 5 afios, mientras que
en las condiciones tropicales de Colombia no se habla de estaciones climéticas y el estudio

acaecio en un periodo de 6 meses.

Con respecto a las muestras colectadas para la deteccion de los agentes virales, las

muestras de glandula mamaria se han demostrado que funcionan para determinar la
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circulacion de agentes virales entre la granja, sobre todo cuando se utilizan cerdas nodrizas
para lechones que lo necesitan. Asi, (Garrido-Mantilla et al., 2020) demostraron la
transmisién de SIV-A y PRRSV a lechones negativos a través del contacto con la glandula
mamaria de cerdas expuestas a lechones positivos a los dos virus. Por lo tanto, evaluar
este tipo de practicas al interior de una piara es una herramienta esencial para el analisis
de la circulacién viral; nuestro estudio demuestra que las muestras de glandula mamaria
proporcionan informacion valiosa para determinar los virus presentes en esta primera
etapa productiva. Esto es importante porque ya se ha demostrado que los lechones
predestete son reservorios para granjas endémicamente positivas a PRRSV y SIV-A, esto
se explica porgue si bien los lechones nacen libres de SIV-A se contagian a través del
contacto directo con cerdos infectados. Para el caso de PRRSV, los lechones pueden
nacer virémicos debido a infecciones in utero o también por contacto directo con animales
infectados, materiales contaminados o aerosoles (Garrido-Mantilla et al., 2020; Pileri &
Mateu, 2016; Torremorell et al., 2012; Vilalta et al., 2018).

Ademas de eso, se ha demostrado que FO son una herramienta diagndstica importante
para la deteccion molecular de mdltiples virus asociados a problemas respiratorios y
gastrointestinales en cerdos, asi como de la respuesta inmune a través de la deteccién de
anticuerpos, sin embargo, estos resultados deben correlacionarse con la concentracion de
los agentes virales, debido a que si los valores de la PCR cuantitativa son altos (CT > 32),
la capacidad de deteccion disminuye considerablemente (Almeida et al., 2018; Bjustrom-
Kraft et al., 2018; Castro, 2015; Lagan Tregaskis et al., 2021; Turlewicz-Podbielska et al.,
2020; Vereecke et al., 2023).

Es importante destacar que los resultados mostrados en las investigaciones para los virus
evaluados muestran su distribucidon general por todas las etapas productivas, comprobado
ademas por los resultados de este estudio. Es decir, que ya no se puede hablar de la
deteccion de un solo agente en las piaras nacionales e internacionales, sino que deben
desarrollarse metodologias que favorezcan la deteccion molecular rapida de diversos
agentes virales para un monitoreo efectivo y eficaz en las diferentes subpoblaciones de
cerdos al interior de las granjas. En el estudio, ademas, todas las muestras fueron
sometidas a la deteccion de PPIV-1, no obstante, no fue detectado en ninguna de las dos

granjas evaluadas.
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3.Conclusiones y recomendaciones

Se determinaron las dinamicas de diferentes agentes virales asociados con el CRP en dos
granjas porcinas nacionales tecnificadas en el trépico alto colombiano. La copresencia de
los virus varié entre muestreos y muestras, no obstante, los virus parecen tener un
comportamiento de mantenimiento al interior de la granja en todas las etapas productivas
lo cual podria favorecer la presentacion de enfermedad respiratoria bajo la influencia de
otros factores externos. El virus con menos variacion fue SIV-A, el cual se encontré de

forma endémica en las dos granjas evaluadas.

Los métodos moleculares empleados permitieron la identificacion de los diferentes agentes
virales en muestras tanto ambientales como de suero. Las copresencias variaron de
acuerdo con el muestreo en las dos granjas, eso indica que un periodo de dos meses es
mas que suficiente para cambiar las dindmicas de presentacion de los diferentes agentes
virales en las granjas. El nimero también vari6é de acuerdo con la granja, asi la G1 presentd
12 tipos de copresencias durante los tres muestreos, y de ellas las mas comunes fueron
dobles: PPV2/SIV-A, PCV3/SIV-A, PCV2/SIV-A; mientras que las triples fueron
PCV2/PPV2/SIV-A y PCV2/PCV3/SIV-A. Por su parte, la G2 presentd 26 copresencias
diferentes a lo largo de los tres muestreos, marcado principalmente por copresencias
dobles (4) y triples (6). Las dobles mas comunes fueron PCV2/SIV-A, PCV3/SIV-A y
PRRSV/SIV-A; por su parte, las triples fueron PRRSV/PCV2/SIV-A, PRRSV/PCV3/SIV-A
y PCV2/PPV2/SIV-A. Ademds, también se encontré una copresencia quintuple en el 5.88%
de las muestras. Es necesario poner de manifiesto que los analisis estadisticos muestran
que existe una correlacion negativa entre el PCV3 y PPV2, lo cual indicaria que en el
contexto del tropico alto colombiano y de las demas copresencias, un virus afecta

negativamente la presencia del otro.

A pesar de que no se evalud la prevalencia de sintomatologia clinica asociada al CRP, la
presencia de un agente como PRRSYV tiene un efecto en la presentacion de copresencias
virales tendiendo a aumentarlas, tal como se evidencié en la G2. Se determiné ademas
gue a pesar de que las granjas estén ubicadas en un mismo departamento y en una misma
regién conocida como el trépico alto colombiano, los parametros climaticos las afectan de
forma diferente, no obstante, condiciones como la temperatura, humedad y precipitacion

tienen un efecto en la manifestacion de agentes virales como PCV3 y PPV2. Ademas, y
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relacionado con los pardmetros productivos muestran que mientras el PCV3 afecta el
desempefio productivo de los cerdos en términos de GDP, el PPV2 esta correlacionado
con un aumento en las mortalidades del destete y de la finalizacién, asi como con una
disminucion en los pesos al destete y la finalizacién, constituyendo el primer reporte

generado en el pais.

A pesar de que no se pudo establecer secuencias para la mayoria de los virus evaluados
debido a los altos CT, se puede establecer, epidemiologicamente, que los virus
encontrados corresponden a los mismos virus reportados previamente en el pais. Para el
PPV2, los analisis filogenéticos muestran que pertenecen al clado 1 y que las secuencias
reportadas aqui se correlacionan con las secuencias previamente reportadas en el pais.
Sin embargo, existi6 una variacién entre las secuencias reportadas a pesar de que
provienen de una misma granja y un mismo muestreo, demostrando que este virus

permanece en una constante evolucién de su proteina Cap.

Es necesario seguir realizando analisis epidemiol6gicos de las poblaciones porcinas
nacionales no solo en el contexto del tropico algo colombiano, sino en los que se conocen
como trépico medio y tropico bajo debido a que ya se establecio que las dinAmicas virales
cambian inclusive en granjas ubicadas en una misma regién geografica. Ademas, debido
a la caracteristica de mantenimiento de los virus a lo largo del sistema productivo, es
necesario dejar de evaluar los virus como entidades no correlacionadas entre si, con el fin
de poder determinar cdmo son sus dinamicas en las granjas nacionales, ademas, resulta
necesario seguir incluyendo en los estudios de la deteccién de los agentes virales factores
externos como el clima, evaluados aqui, sino también correlacionar las medidas de manejo
y bioseguridad en la granja, asi como factores como la movilidad de los cerdos entre los

sitios productivos e inclusive el papel de los trabajadores como posibles fomites.

El desarrollo de métodos moleculares para la deteccion de mdultiples agentes virales de
una misma muestra de forma simultanea es necesario para mejorar los procesos de
andlisis de las dindmicas virales, debido a que ahorra tiempo y costos operacionales, los
cuales son importantes para la toma rapida de decisiones con el fin de controlar brotes de

enfermedad de los diferentes agentes patogénicos.

Los analisis filogenéticos de las secuencias de los diferentes agentes virales presentes en

el pais son necesarios debido a que deben conocerse las particularidades propias de los
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virus circulantes con el fin de entender cémo en un contexto particular como el colombiano,
estos agentes evolucionan y con ello, ser capaces de analizar las implicaciones
particulares que puedan tener para la evolucion de la enfermedad y poder prever, hasta

cierto punto, las dindmicas de los virus.
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A. Anexos

Tabla anexa 1. Secuencias de los cebadores utilizados en los diferentes andlisis de

laboratorio.

Virus Secuencia cebador Fuente
CEBADORES DETECCION

PRRSV | PF: 5'-
(qPCR) | PR:5"-
Sonda:
SIV-A | PF: 5-CTTCTAACCGAGGTCGAAACG-3 Schmid et al, 2016
(PF) PR: 5-AGGGCATTTTGGACAAAG/TCGTCTA-3" | https://doi.org/10.1111/7

h.12223
PCV2 | PF:5-
(qPCR) | PR: 5"
Sonda:

PCV3 | PF: 5-AACGGTGGGGTCATATGTGTTG-3’
(QPCR) PR: 5"-AGACGACCCTTATGCGGAAA-3’
Sonda: fam-CTCACCCAGGACAAAGCCTCTTCTTT



https://doi.org/10.1111/zph.12223
https://doi.org/10.1111/zph.12223
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PPV2
(PF)

PF: 5-AGCTCTGCGACAAGTGGG-3’
PR: 5"-GTCTACGGCCTGCAAGAA-3’

PPIV-1
(PF)

PF: 5-GACTCATCTACTAACGGNTAYGARA-3’
PR:5"-CACAAACATCTTGCTACTWATDATNGT-3"

Denés et al., 2021.
https://doi.org/10.1111/tb
ed.13869

CEBADORES DE SECUENCIACION

PRRSV

PF: 5°-
PR: 5°-

SIV-A

H1-PF: 5-CCAAGGTGAGAGGTCAAGCAG-3
H1-PR: 5"-GCATTGTATGTCCAAATATCCA-3’

H3-PF: 5-TATGCCTGGTTTTCGCTCAA-3’
H3-PR: 5"-TTCGGGATTACAGTTTGTTG-3’

H5-PF: 5"-GTGACGAATTCATCAATGTRCCG-3’
H5-PR: 5°- CTCTGGTTTAGTGTTGATGTYCCAA-3

N1-PF: 5-GGTTCCAAAGGAGACATTTTTG-3
N1-PR: 5-CTATCCAAACACCATTGCCATA-3’

N2-PF: 5- TGCGATCCTGACAAGTGTTATC-3
N2-PR: 5'- CAGACACATCTGACACCAGGAT-3’

PCV2

PF: 5-CTTTTTTATCACTTCGTAATGGTTT-3
PR: 5"-AAATTTCTGACAAACGTTAC-3’

PCV3

S1/PF:5"-CACCGTGTGAGTGGATATAC-3’
S1/PR:5"-CAAACCCACCCTTAACAG-3

S2/PF:5-GTCGTCTTGGAGCCAAGTG-3’
S2/PR:5-CGACCAAATCCGGGTAAGC-3’

S3/PF:5 -TGTTGTACCGGAGGAGTG-3’
S3/PR:5-TGCCGGGTAATACTAGCC-3’

S4/PF:5-GAAGTTGCGGAGAAGATG-3’
S4/PR:5-TCCAAGTCGACCCTTATG-3’

Palinski et al., 2017.



https://doi.org/10.1111/tbed.13869
https://doi.org/10.1111/tbed.13869

156 Dinamica de algunos virus respiratorios en dos granjas porcinas tecnificadas en el

tropico alto colombiano

PPV2 | S3-PF: 5"-
S3-PR: 5'-

S4-PF: 5'-
S4-PR: 5'-

S5-PF: 5°-
S5-PR: 5'-

Cebadores disefiados
por la doctora Diana

Vargas. Grupo CI3V.

Tabla anexa 2. Secuencias utilizadas para el analisis filogenético del PPV2.

ON210861.1 PPV2/COL/Valle/2021*

MK378220.1 PPV2/China-VIRES/2019

ON210860.1 PPV2/COL/Cundinamarca/2021

MK378219.1 PPV2/China-SX02/2019

ON210859.1 PPV2/COL/Cundinamarca/2020

MK378218.1 PPV2/China-SX01/2019

ON210858.1 PPV2/COL/Cundinamarca/2020

MK378217.1 PPV2/China-SH01/2019

ON210857.1 PPV2/COL/Antioquia/2021

MK378213.1 PPV2/China/SC02/2019

ON210856.1 PPV2/COL/Antioquia/2021

MK378208.1 PPV2/China/NM02/2019

ON210855.1 PPV2/COL/Antioquia/2021

MK378207.1 PPV2/China-NM01/2019

NC 025965.1 PPV2/Bazil/2011

MK378197.1 PPV2/China-HuN02/2019

MZz577030.1 PPV2/China/2020

MH921914.1 PPV2/Korea/2020

MZ491184.1 PPV2/Korea/2022

MH778962.1 PPV2/Korea/2018

MZ491183.1 PPV2/Korea/2022

MG345018.1 PPV2/China/2018

MW883399.1 PPV2/EE.UU/2020

MG345017.1 PPV2/China/2018

MW883398.1 PPV2/EE.UU/2020

MG345016.1 PPV2/China/2018

MW853949.1 PPV2/China/2018

MG345015.1 PPV2/China/2018

MW853948.1 PPV2/China/2018

MG345014.1 PPV2/China/2018

MW853947.1 PPV2/China/2018

MG345013.1 PPV2/China/2018

MWO051675.1 PPV2/OK/USA

LT622855.1 PPV2/Italy/2016

MK649760.1 PPV2/UK/2019

KY586144.1 PPV2/Brazil/2017

MK649759.1 PPV2/UK-16/2019

KY018936.1 PPV2/Korea/2017

MK649758.1 PPV2/UK-33/2019

KY018935.1 PPV2/Korea/2017

MK649757.1 PPV2/UK-32/2019

KU745627.1 PPV2/China/2016

MK649756.1 PPV2/UK-31/2019

KP765690.1 PPV2/Hungary/2015

MK649755.1 PPV2/UK-30/2019

KF725662.1 PPPV2/EE.UU/2014
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MK649754.1 PPV2/UK-29/2019

KF725661.1 PPV2/EE.UU/2014

MK649753.1 PPV2/UK-28/2019

KC767891.1 PPV2/Poland/2011

MK649752.1 PPV2/UK-27/2019

KC701314.1 PPV2/Poland/2013

KC701296.1 PPV2-7Hungary/2013

KC701313.1 PPV2/Serbia/2013

KC701295.1 PPV2/Poland/2013

KC701312.1 PPV2/Serbia/2013

KC701294.1 PPV2/Serhia/2013

KC701311.1 PPV2/Hungary/2013

KC701293.1 PPV2/Serhia/2013

KC701310.1 PPV2/Hungary/2013

KC701292.1 PPV2/Serhia/2013

KC701309.1 PPV2/Poland/2013

KC701291.1 PPV2/Croatia/2013

KC701308.1 PPV2/Croatia/2013

KC687100.1 PPV2/Croatia/2013

KC701307.1 PPV2/Croatia/2013

KC687099.1 PPV2/Croatia/2013

KC701306.1 PPV2/Serbia/2013

KC687098.1 PPV2/Croatia/2013

KC701305.1 PPV2/Serbia/2013

KC687097.1 PPV2/Poland/2013

KC701304.1 PPV2/Serbia/2013

JQ860248.1 PPV2/Romania/2012

KC701303.1 PPV2/Poland/2013

JQ860247.1 PPV2/Romania/2012

KC701302.1 PPV2/Poland/2013

JQ860246.1 PPV2/Romania/2012

KC701301.1 PPV2/Poland/2013

JQ860245.1 PPV2/Romania/2012

KC701300.1 PPV2/Hungary/2013

JQ860244.1 PPV2/Romania/2012

KC701299.1 PPV2/Poland/2013

JQ860243.1 PPV2/Romania/2012

KC701298.1 PPV2/Hungary/2013

JQ860242.1 PPV2/Romania/2012

KC701297.1 PPV2/Serbia/2013

JQ860241.1 PPV2/Romania/2012

JQ860240.1 PPV2/Romania/2012

JQ860239.1 PPV2/Romania/2012

JQ860238.1 PPV2/Romania/2012

*Los nombres fueron modificados para poder realizar la estructura del arbol. Ninguna

modificacion fue realizada a los nimeros de acceso del GenBank






Tabla anexa 3. Tabla de la distribucion de las copresencias por cada etapa en la G1.

Muestreo Etapa Tipo de Copresencia | Muestreo Etapa Tipo de Copresencia| Muestreo Etapa Tipo de Copresencia
muestra muestra muestra
APPL-2 | bcvaipPvaisiv-a APP1-2 PCV3/SIV-A APP1-2 PCV2/PCV3/SV-A
AGM1-2 PPV2/SIV-A AGM1-2 ) AGM1-2 PCV3/SIV-A
Pre destete PPV2/SIV-A Pre destete Pre destete PCV2/PCV3/SV-A  SIV-A
(<21dias) | SPP 123 |pevappyarsiva (<21 dias) | SPD 123 (<2Ldias) | SPO 123 PCVZISV-A
PPV2/SIV-A SIV-A
FOPD 1-2-3|PCV2/PCV3/PPV2 FOPD 1-2-3 FOPD 1-2-3 PCV3/SIV-A
/SIV-A
SPC 1-2-3 PPV2ISIV-A SPC 1-2-3 SPC 1-2-3 | PCV3/SV-A  PPV2/SIV-A
PCV2/PPV2/SIV-A
PreCeba FOPC 1-2-3 PreCeba | FOPC 1-2-3 SIV-A PreCeba | FOPC 1-2-3 PCV2/PCV3/SIV-A
PC pPC PC
Primer ) PPV2/SIV-A Segundo P) Tercer P) SIV-A
muestreo muestreo muestreo
PPV2/SIV-A PPV2/SIV-A
SC 1-2-3 PCV3/PPV2/SV-A SC 1-2-3 SIV-A SC 1-2-3 [SIV-A PCV2/PPV2/SIV-A
PCV2/SV-A  SIV-A
Ceba FOC123 | ppvoisivea Ceba | OC123 Ceba | (OC123 PPV2/SIV-A
PCV2/PPV2/SIV-A SIV-A
CcC CcC CcC SV-A
CJ PPV2/SIV-A CJ CJ
SF 1-2-3 PPV2ISIV-A SF 1-2-3 SF 1-2-3 SIV-A  PCV2/SIV-A
L ., PCV2/PPV2/SIV-A o ., N . PCV2/SV-A
Finalizacion | FOF 1-2-3 Finalizaciéon| FOF 1-2-3 | PPV2/SIV-A Finalizacion| FOF 1-2-3 PCV2/PCVA/PPV2/SIV-A
FC FC FC
= PPV2/SIV-A = = PPV2/SIV-A




160

Dindmica de algunos virus respiratorios en dos granjas porcinas tecnificadas en el
tropico alto colombiano

Tabla anexa 4. Tabla de la distribucion de las copresencias por cada etapa en la G2.

Muestreo Etapa Tipo de Copresencia Muestreo Etapa Tipo de Copresencia Muestreo Etapa Tipo de Copresencia
muestra muestra muestra
APP1-2 APP1-2 APP1-2 PRRSV/IPCV2/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV3/SIV-A PRRSV/PCV2/SIV-A
Pre destete Pre destete Pre destete )
(<21 dias) PRRSVISN-A (<21 dias) PRRSV/PCV3/SIV-A (<21 dias) PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
SPD 1-2-3 SIV-A SPD 1-2-3 PRRSV/ISIV-A SPD 1-2-3 PCV3/PPV2/SIV-A
PCV2/PCV3/SIV-A PCV2/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV3/SIV-A PRRSV/PCV2/SIV-A SIV-A PRRSV/PCV2/PPV2/SIV-A
FOPD 1-2-3 PCV3/SV-A FOPD 1-2-3 PCV2/SIV-A FOPD 123 | 5 RSVIPCV2/PCVAIPPV2ISIV-A
PCV3/SIV-A
SPC 1-2-3 PRRSSI\\;{iN-A SPC 1-2-3 PCV2/PCV3/SIV-A SPC 1-2-3
PRRSV/PCV2/PCV3/SIV-A PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PCV2/SIV-A PRRSV/PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PreCeba FOPC 1-2-3 PCV2/SV-A PreCeba FOPC 1-2-3 SIV-A  PCV2/SV-A PreCeba FOPC 1.2-3
SIV-A PRRSV/SIV-A
Primer ZS PRRSS'\\//_IQIV A Segundo ';S PCV2/SIV-A Tercer 'P:f]: PRRSV/PCVZQ;?/\ZB/PPVZSN_A
muestreo - muestreo muestreo
PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
PRRSV/PPV2/SIV-A
SC 1-2-3 |[PRRSV/SIV-A SIV-A SC 1-2-3 PRRSVIPCV2/PCV3/PPV2/ SC 1-2-3 PPV2/SIV-A
SIV-A
Ceba Ceba Ceba
PRRSV/PPV2/SIV-A
FOC 1-2-3 PRRPS(\:/\/Z/CSYSEV'A FOC 1-2-3 PRRF%/\I/ZE:SY&?N_A FOC 1-2-3 PCV3/PPV2/SIV-A
PCV2/PPV2/SIV-A
CcC PCV3/SIV-A CcC PRRSV/PCV2/SIV-A CcC PPV2
CJ SIV-A CJ PCV3/SIV-A CJ
PPV2/SIV-A PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
sF123 SV-A SF123 PCV2/PPV2/SIV-A SF123 | pcvappvaisv-A | PPV2ISIV-A
PRRSV/PCV2/SIV-A
PRRSV/PPV2/SN-A PCV2/PCV3/PPV2/SIV-A
Finalizacién| FOF 1-2-3 Finalizacion| FOF 1-2-3 PCV2/SIV-A Finalizacién| FOF 1-2-3
PCV3/PPV2/SIV-A PCV2/PPV2ISV-A PRRSV/PCV2/PPV2/SIV-A
FC FC SIV-A FC
FJ SIV-A FJ PCV3/SIV-A FJ PPV2
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