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Resumen

Se reporta, por primera vez en Costa Rica, en una granja porcina ubicada en la provincia de Cartago, la presencia del patégeno
Circovirus Porcino3 (PCV3). Se utiliz4 la técnica de PCR en Tiempo Real. De un total de 56 pooles de muestras de sangre,
provenientes de animales con sintomatologfa respiratoria y desmedro, 32 resultaron positivos (57,14%) y 24 negativas
(42.86%) para PCV3. Solo hubo un caso positivo para PCV2 y negativo para PCV3. Es importante dar seguimiento a la
presencia de esta enfermedad en el pafs, con el fin de conocer su epidemiologfa e impacto en el hato porcino nacional.

Palabras clave: PCR tiempo real, Circovirus porcino 3 (PCV3), porcinos, Costa Rica.

Abstract

The presence of the pathogen Porcine Circovirus 3 (PCV3) is reported for the first time in Costa Rica in a swine farm
located in the province of Cartago. The Real Time PCR technique was used. From a total of 56 pools of blood samples
from animals with respiratory symptomatology and emaciation, 32 tested positive (57.14%) for PCV3, while 24 tested
negative (42.86%). Only one case tested positive for PCV2 and negative for PCV3. The presence of this disease in the
country must be monitored in order to know its epidemiology and its possible impact on the national swine herd.

Keywords: Real Time PCR, Porcine Circovirus 3 (PCV3), Porcine, Costa Rica.

Resumo

A presenga do patdgeno Circovirus Porcino 3 (PCV3) ¢ relatada pela primeira vez na Costa Rica, em uma granja de
suinos localizada na provincia de Cartago. Foi utilizada a técnica de PCR em Tempo Teal. De um total de 56 amostras de
sangue de animais com sintomatologia respiratéria e emagrecimento, 32 foram positivas (57,14%) para PCV3, enquanto
24 foram negativas (42,86%). Apenas um caso testou positivo para PCV2 e negativo para PCV3. A presenga desta doenga
no pais deve ser monitorada para conhecer sua epidemiologia e seu possivel impacto no rebanho suino nacional.

Palavras-chave: PCR em Tempo Real, Circovirus Porcino 3 (PCV3), suinos, Costa Rica.
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1. Introduccién

El circovirus porcino (PCV) es un virus desnudo, con genoma ADN monocatenario circular, perteneciente
al género circovirus de la familia Circoviridae (Mankertz et al., 2004). Hasta ahora, se ha reportado tres
especies de circovirus en cerdos: a) circovirus porcino 1 (PCV1), el cual no causa manifestaciones clinicas
(Cheng, 2017) pero induce una respuesta inmune con anticuerpos en individuos infectados (Mankertz et
al., 2004); b) circovirus porcino 2 (PCV2), el cual es mds comuin en cerdos. Causa el sindrome emaciante
multisistémico post destete, enfermedad respiratoria y entérica, dermatitis porcina, sindrome nefropdtico
y falla reproductiva (Ouyang et al., 2019) y ¢) circovirus porcino 3 (PCV3), descrito recientemente, en
apariencia, con amplia distribucién (Kwon et al., 2018).

EI PCV3 se reportd, por vez primera, en 2016 en Estados Unidos; luego en: Japén, Corea del Sur, China,
Suecia, Rusia, Tailandia, Brasil, Dinamarca, Polonia, Italia y Espafia (Franzo et al., 2018b; Ku et al., 2017,
Kwon et al., 2017; Palinski et al., 2017; Shen et al., 2017; Stadejek et al., 2017, Tochetto et al., 2018). En
Colombia, la presencia de PCV3 se informa, por primera vez, a partir de muestras de campo de cerdos con
sintomas clinicos compatibles con PCV2 (Sun et al., 2019; Vargas-Bermuidez et al., 2019).

EIPCV3 se divide en 3 grupos: PCV3a, PCV3b y PCV3c (Franzo et al., 2018b; Fux et al., 2018). Las cepas de
PCV3 comparten una alta homologia; por ejemplo, un 94.44 — 100% a nivel de nucleétidos y un 96.3-100%
a nivel de aminodcidos (Geng et al., 2019).

En China, el PCV3a se subdivide en: PCV3a-1 y PCV3a-2; y una cepa intermedia PCV3a-IM. Por tanto, la
diversidad genética de PCV3 tiende a incrementar a nivel mundial (Chen et al., 2019; Ouyang et al., 2019; Qi
et al.,, 2019; Saraiva et al., 2019; Vargas-Bermudez et al., 2019).

EI PCV3 se ha detectado, mediante PCR, en: caninos, bovinos y ratones (Jiang et al., 2019). Cuatro cepas
de PCV3, aisladas de ratones, fueron secuenciadas y comparadas con las secuencias del marco de lectura 2
(ORF2)y, del genoma completo de PCV3, aisladas de cerdos, observindose una homologia de 97.9%-98.8%
a nivel del ORF2 y de 96.9%-98.3% a nivel del genoma completo, lo cual sugiere transmisién entre especies
(Jiang et al., 2019).

Se considera que los animales silvestres juegan un papel importante como reservorios potenciales del virus
(Liu etal., 2019 citado en Ouyang et al,, 2. 019). Que el PCV3 podria transmitirse a huéspedes no porcinos
por rutas de transmision entre especies (Sun et al., 2019).

Fux etal. (2018), en Alemania, reportan alta prevalencia del PCV3. Mediante andlisis filogenético identificaron
dosgruposde cepasdel virus, las cuales se consideran genotipos. Segtin los autores, las posiciones especificas delos
marcadores de nucledtidos y aminodcidos, en el ORF 1y 2, deberian ser ttiles para la clasificacidn, intraespecies
y el genotipo de las cepas de PCV3. Adicionalmente, los mismos autores no encontraron una correlacién entre
las variantes de PCV3 y el origen geogrifico, observando que la variabilidad hallada en Alemania es similar a la
de otros paises europeos, lo cual hace suponer que PCV3 no es un patdgeno emergente.

El ADN del PCV3 se ha encontrado en casi todos los tejidos y fluidos, tanto en animales sanos como
enfermos: cerebro, rifién, corazén, bazo, suero, efusién pleural, cavidad peritoneal, fluidos orales y nasales,
heces, semen (Franzo et al., 2019; Ouyang et al., 2019) y calostro (Kedkovid et al., 2018).

La transmisién del PCV3 puede darse de manera horizontal o vertical. Ademds, el virus puede estar presente
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en cerdos aparentemente sanos o en animales enfermos (Kedkovid et al., 2018; Zheng et al., 2017) asi como
en aquellos de diferentes edades; lechones con tan solo un dfa de nacidos o cerdos con 24 semanas cumplidas
(Kedkovid et al., 2018; Kwon et al., 2017; Palinski et al., 2017; Stadejek et al., 2017; Sukmak et al., 2019).

Las infecciones por PCV3 se han asociado con la presencia de las siguientes condiciones: inflamacién cardfaca
y multisistémica (Phan etal., 2016), dermatitis y sindrome de nefropatia e insuficiencia reproductiva (Palinski
etal., 2017; Tochetto et al., 2017; Wang et al., 2017), abortos, momias, fetos nacidos muertos (Ku et al., 2017;
Palinski et al., 2017), pirexia y neumonia (Franzo et al., 2018a; Franzo et al., 2019; Kedkovid et al., 2018;
Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016; Shen et al., 2017), diarrea (Zhai et al., 2017), enfermedad respiratoria
(Phan et al.,, 2016) y neurolégica (Chen et al,, 2019; Phan et al., 2016). En términos de presentacién clinica,
los problemas digestivos se relacionan en un 10.4% con la enfermedad causada por el PCV3 y las alteraciones
respiratorias en un 26.6% (Ouyang et al., 2019).

Dado el interés por conocer la presencia de patdgenos en nuestro medio, se describe el hallazgo de PCV3 en
una granja porcina en Costa Rica, mediante el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR, por sus siglas en inglés).

2. Materiales y métodos

2.1. Recolecciéon de muestras y preparaciéon

Cuadro 1. Distribucién de las muestras colectadas.

Fecha Cantidad de pooles Cantidad de muestras
18/07/2019 22 110
13/03/2020 20 100
16/04/2020 8 40
11/06/2020 6 30

Total 56 280

Se realiza cuatro muestreos en animales que presentan sintomatologia respiratoria y desmedro, en una granja
comercial de flujo continuo con 3000 vientres. Las muestras se colectan en distintos lotes de produccién,
los cuales tenfan animales entre las cinco y veintitrés semanas de edad. La toma de muestras se lleva a cabo
mediante venopuncién de la vena yugular externa con una aguja calibre 21 x 1 %; se recolect6 cada una en
tubos de ensayo sin anticoagulante y se transportaron refrigeradas al laboratorio para la elaboracién de los
pooles, cinco muestras por cada uno, para posterior anlisis molecular.
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2. 2. Extraccién de ADN de muestras de suero porcino: andlisis de la muestra, extraccién y
purificacién de ADN mediante columnas.

La extraccién y purificacién del ADN total del suero de muestras de sangre porcina se realizé con
el kit “Pure Link Genomic DNA Mini kit de Invitrogen” (N° de catdlogo K1820-01) siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI ADN extraido y purificado se almacené a una temperatura de 2-8°C
hasta su posterior andlisis.

2.3. Anilisis Mediante PCR Tiempo Real.

2. 3. 1. Cebadores y sonda

Los cebadores utilizados fueron fabricados por la casa comercial nvitrogen; la sonda por Applied Biosystems.
Las secuencias de los cebadores y las sondas especificas, que se utilizan para PCV3, son las siguientes:
primer forward: SCGGTGGGGTCATATGTGTTG-3’ (de 1443-1462 nucledtidos en GenBank no. NC-
031753.1); primer reverse: S-CACAGCCGTTACTTCACC-3’ (de 1543-1560 nucleétidos en GenBank
no. NC-031753.1); sonda: SROX-CTTTGTCCTGGGTGAGCGCTGGTAG-BHQ2 3’ (de 1496-1520
nucleétidos en GenBank no. NC-031753.1) los cuales interrogan la regién BMR83_gpl en la posicién 1336
ala 1980. El tamafio esperado del amplicén es de 118 bp. Thermo Fisher Scientific Inc. (2022).

Las secuencias de los cebadores y la sonda especificos que se utilizan para PCV2 son: primer forward: 5’
CCAGGAGGGCGTTSTGACT=3" (de 1535-1553 nucledtidos en GenBank no. KX828228.1); primer
reverse: 5- CGYTACCGYTGGAGAAGGAA-3’ (de 1614-1633 nucleétidos en GenBank no. KX828228.1);
sonda: 5 FAM-AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT-TAMRA 3 (de 1612-1592 nucledtidos en
GenBank no. KX828228.1). Las cuales interrogan la regién ORF2 en la posicién 1030 a la 1734. El tamano
esperado del amplicén es de 99 bp. Thermo Fisher Scientific Inc. (2022).

2. 3. 2. Protocolo de PCR Tiempo Real para PCV2 y PCV3

Las pruebas se realizan en un termociclador de tiempo real 7500 de Thermofisher. Se tomaron 5 uL de
ADN, extraido de la muestra, mds 10 uL de TagMan Universal Master Mix II (Marca Applied Biosystems,
N° de catdlogo 4440038) para un volumen total de reaccién de 20uL. Los cebadores se reconstituyen a 100
micromolar, posteriormente, se utilizaron 400 nano molar para cada una de las reacciones (Kim et al., 2017).
Se completd el volumen de la reaccién con 2 pLL de agua libre de nucleasas Ambio (N° de catdlogo AM9938).

La amplificacién se realizé en minitubos de PCR, con el siguiente perfil térmico: 3 minutos a 95°C seguido
por 40 ciclos de 10 segundos a 95°C y 30 segundos de annealing y la extensién a 60°C se realiza la lectura de
la fluorescencia. El valor se considerd negativo cuando el resultado fue superior a 37 ciclos; positivo cuando
se obtuvo resultados inferiores a 37. Este valor se tomd como referencia de Kim et al. (2017).

Resultados y Discusién

Se consideran positivos los valores inferiores a 37 ciclos en el RT-PCR, de un total de 56 pooles de sangre, 32
resultaron positivos (57,14%) y 24 (42,85%) negativos para PCV3, en cerdos con edades que oscilaban entre 5
y 23 semanas, con sintomatologfa respiratoria y desmedro. Unicamente un pool (1,78%) fue positivo a PCV2.
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Cuadro 2. Resultado de positividad en la granja.

Fecha muestreo Cantidad de pooles PCV-2 PCV-3
18-07-2019 22 1 positivo 11 positivos
13-03-2020 20 0 positivos 12 positivos
16-04-2020 8 0 positivos S positivos
11-06-2020 6 0 positivos 4 positivos

Total 56 1 32

El resultado obtenido es superior a los reportados en Brasil y China en cerdos sintomdticos. Por ejemplo, en 9
estados de Brasil reportan un 47,8% (32/ 67) de PCV3, en los cuales la tasa de positividad en animales sanos
fue de 29,8% (20/27); mientras que en los cerdos no sanos fue de 17.9% (12/67), lo cual sugiere que la mayoria
de los cerdos puede vivir con la infeccién sin los sintomas clinicos (Saravia et al., 2019). Por otra parte; en
China, se reporta una tasa de positividad a PCV3 de 31.18%, a nivel de animales, y de 48.78% (20/41) a nivel
de granjas, oscilando el rango de 20% a 42.86% entre 2013 y 2017 (Xu PengLi et al., 2018).

Otro estudio, realizado en China, demostré que una alta tasa de deteccién de PCV-3, en el suero de cerdos
asintomdticos, puede estar asociado con una baja tasa de replicacién viral, que no conduce a inflamacién
detectable, lo cual podria ser un mecanismo de supervivencia del virus para evitar ser eliminado por el sistema
inmune (Savic et al., 2019).

Asimismo, Savic et al. (2019) reportan que el PCV3 puede actuar como un agente secundario, que agrava
la condicién del animal, especialmente cuando sufre infeccién activa por PRRSV, enfermedad de Glasser,
pasteurelosis y la enfermedad del complejo respiratorio porcino (PRDC por sus siglas en inglés).

A pesar de que en esta investigacién no se evalué posibles agentes concomitantes, presentes en la granja, es
importante considerar, para futuros estudios, que las coinfecciones de PCV3, con otros patégenos, son muy
comunes en los hatos porcinos. Por ejemplo, se han reportado muestras positivas de PCV3 con altas tasas
de coinfeccién con PCV2, PRRSV, PEDV (virus de la diarrea epidémica porcina) y parvovirus porcino
(Ouyang et al., 2019). Sin embargo, segtin Saravia et al. (2019), no hay correlacién entre el PCV3, los signos
clinicos y la interaccién por PCV2.

Otros autores describen que la tasa de coinfeccién entre PCV3 y PCV2 es de 61.54%; en Corea reportan un
28.3% y en China 1.26 a 39.39% (Sukmak et al., 2019). Asimismo, se ha reportado una coinfeccién entre
PCV3y PRRSV de 61.54% (Chen et al., 2019; Zheng et al., 2018). En nuestro caso, iinicamente se constatd

un pool positivo a PCV2 que resultd negativo para PCV3.

Conclusiéon

Se reporta, por primera vez, la presencia del patégeno denominado PCV3 en Costa Rica. Se recomienda
dar seguimiento a la presencia de esta enfermedad en el pais con el fin de conocer su epidemiologia y posible
impacto en el hato porcino nacional.
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