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RESUMEN.

El propdsito de esta investigacion fue realizar en Colombia un estudio de
epidemiologia molecular en Peste Porcina Clasica (PPC) para analizar aislados
circulantes en el pais relacionados con brotes de enfermedad entre 1997-2002.
Este trabajo incluyé6  Aislamiento viral, Inmunoperoxidasa Directa,
Inmunofluorescencia Directa, Transcriptasa Reversa - Reaccion en Cadena de la
Polimerasa Anidada (RT-PCRn), Secuenciacion y Analisis de secuencias. Dos
fragmentos del virus de la PPC fueron secuenciados; uno de 190 nucleotidos del
gen de la glicoproteina E2 y otro de 150 nucleotidos de la region 5 UTR. Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de cepas de referencia

y aislados de otros lugares del mundo.

Los resultados permitieron establecer que el brote que ocurrid en el afno 2002
estuvo asociado con un solo tipo viral clasificado dentro del grupo 1, subgrupo 1.1
el cual estuvo muy relacionado con el aislado “Santander” aislado de un brote en
los afios 80; por lo que se propone que ha estado circulando en el campo desde

entonces. También se detectd una relacion filogenética de los aislados
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colombianos de los afios 90 con aislados del Brazil, lo cual hace suponer un
origen diferente. En conclusion, se demostré6 que los aislados ocurridos en
Colombia durante el 2002 tienen un mismo origen ya que mostraron una alta

homologia en sus secuencias.

Palabras claves: Virus de la Peste Porcina Clasica, epidemiologia molecular,

secuenciamiento, analisis de secuencias, Colombia, Pestivirus.
INTRODUCCION

La Peste Porcina Clasica (PPC) es una enfermedad viral altamente contagiosa
que causa importantes pérdidas econdmicas en la industria porcina tanto a nivel
nacional como mundial. El agente causal de la PPC es el Virus de la Peste
Porcina Clasica (VPPC), perteneciente al Género Pestivirus, Familia Flaviviridae
(Wengler, 1991). Este virus afecta cerdos domésticos, silvestres y jabalies,
causandoles un severo sindrome hemorragico generalizado como una de las

manifestaciones mas importantes de la forma aguda de la enfermedad.

El genoma del VPPC esta formado por ARN de cadena sencilla, polaridad positiva,
de aproximadamente 12.3 Kb, el cual contiene un marco de lectura abierto (ORF)
que esta flanqueado por dos regiones no codificantes (UTR) en los extremos 5’ y
3. Este ORF codifica para una sola poliproteina que después de sufrir una serie
de clivajes origina las proteinas virales maduras. Dentro de las proteinas
estructurales, sobresale la glicoproteina E2 como la mas importante, ya que

estimula la produccion de anticuerpos neutralizantes en el hospedero y es



considerada como la mas inmunogénica, encontrando hacia su extremo 3’ una de

las regiones mas variables entre los Pestivirus (Collet et al., 1989).

En los ultimos afos se ha demostrado la gran utilidad del analisis de secuencias
en los estudios de Epidemiologia Molecular realizados desde el afio 1994 en
diversos paises afectados por la PPC (Lowings et al., 1994 y 1996; Diaz de Arce
et al., 1999; Greiser-Wilke et al., 2000; Paton et al., 2000; Biagetti et al., 2001). En
esos estudios se ha comprobado que el secuenciamiento tiene mayor poder
discriminatorio para la tipificacion y clasificacion de los Pestivirus, que otros
procedimientos como anticuerpos monoclonales, patrones de restriccion del

genoma (RFLP’s), etc.

En Colombia, la enfermedad se reportd por primera vez en la década de los 40;
desde entonces se han venido presentando brotes esporadicos de PPC que han
afectado seriamente la produccién porcicola nacional. El principal objetivo de este
trabajo fue establecer el comportamiento de estos aislados Colombianos durante
el tiempo y el espacio geografico, para tratar de determinar si el causante de los
brotes ha sido el mismo virus a través de los afios o si se habian introducido

nuevas cepas en el territorio nacional.

Este trabajo estd enmarcado dentro del Plan Nacional de Erradicacion de la PPC

en Colombia y se constituye en el primero realizado entre los paises del area



andina en el cual se utilizan las herramientas basicas de la Epidemiologia
Molecular para rastrear, clasificar y determinar el comportamiento de los aislados

de VPPC circulantes en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Muestras: Se procesaron muestras de tonsila (amigdala), ganglio linfatico, bazo o
rindn de 38 casos positivos, por Inmunofluorescencia Directa y/o RT-PCRn para
PPC, correspondientes al brote de la enfermedad ocurridos en Colombia durante
el afio 2002. Estos casos se seleccionaron de un total de 234 recibidos en el
Laboratorio Nacional de Diagnostico Veterinario del ICA para diagnéstico de PPC
provenientes de diferentes departamentos del pais. Ademas, se incluyeron
muestras de tejidos de 12 casos positivos a PPC de los afos 1997-2000 y
muestras de tejidos (tonsila, bazo y ganglio linfatico) de un animal inoculado
experimentalmente con el aislado viral denominado “Santander”, el cual se
presento en los afios 80 y que actualmente es utilizado como cepa de desafio en
las pruebas de potencia para la evaluaciéon de las vacunas contra PPC disponibles

en el mercado.

Células y Virus: La linea celular PK-15 (ATCC CCL33) y el VPPC cepa Alfort
fueron obtenidos gracias a la colaboracién de la doctora Heidy Diaz de Arce del
Laboratorio de Sanidad Animal-CENSA-Republica de Cuba. El titulo obtenido

para el virus fue 10" DITC50 (Dosis Infecciosas Tejido Celular 50%). Las células



PK-15, certificadas libres del Virus de Diarrea Viral Bovina (VDVB), fueron
cultivadas en medio de crecimiento MEM (Minimun Essential Médium) modificado
por Dulbecco (DMEM) (GIBCO-USA), adicionado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) gamma irradiado (SIGMA-USA) certificado libre del VDVB y anticuerpos

contra el VDVB.

Inmunofluorescencia Directa (IFD): El procedimiento se realizé de acuerdo a lo
descrito por Terpstra (2000) y Bloemraad (2000), utilizando el conjugado

policlonal de CEDITEST®ID-DLO (Holanda).

Aislamiento Viral: Se siguid el protocolo descrito por Wensvoort et al. (1986) y
Terpstra (2000), el que en sintesis consiste en tomar 1-2 g de un pool de tejidos
que son homogenizados por maceracion en una suspension al 10%
peso/volumen. 50 ul de cada homogenizado en dilucién 1:5 se inocularon por
triplicado en placas de 96 pozos y se incubaron por tres dias a 37°C en una

atmodsfera con 5% CO..

Inmunoperoxidasa Directa (IPD): La técnica de inmunoperoxidasa se realiz6
siguiendo esencialmente el procedimiento reportado por Terpstra (2000). Se
utilizé el anticuerpo monoclonal especifico para VPPC 21.2 (CEDITEST® ID-DLO,
Holanda) marcado con peroxidasa de rabano picante. Las placas inoculadas se
lavaron y fijaron a 80°C por 2 horas y luego incubadas por 1 hora a 37°C en

camara humeda en presencia del anticuerpo monoclonal. Después de varios



lavados, las células fueron coloreadas con la solucion substrato cromoégeno 3-
amino 9-etil carbazole por 20 minutos a temperatura ambiente y observadas al

microscopio.

Extracciéon de ARN: EI ARN fue extraido de acuerdo a las recomendaciones del
productor utilizando el reactivo Trizol (Gibco BRL-USA). EI ARN fue finalmente
resuspendido en 50 pl de agua con dietil-pirocarbonato (DEPC) (Sigma®-USA)

antes de ser congelado a —70°C.

RT-PCR anidada (RT-PCRn) para el gen E2 y regién 5’UTR: Para la
transcripcion reversa del ARN obtenido se utilizaron hexameros al azar (random
hexamers) 30 ng/ml (Promega®USA) y la enzima transcriptasa reversa del virus
de la leucosis murina de Moloney M-MLV (Promega®USA). Todas las muestras

fueron montadas por duplicado.

Para la aplicaciéon de la técnica PCR anidada, se usaron dos pares de primers

para las regiones E2 y 5’UTR, descritos previamente por Paton et al, 2000b.

Para la amplificacion de la region E2 los primers utilizados fueron: externos
Forward: 5 AGR CCA GAC TGG TGG CCN TAY GA 3’ (2228-2250) y Reverse:
5 TTY ACC ACT TCT GTT CTC A 3’ (2898-2880). Primers internos Forward: 5’
TCR WCA ACC AAY GAG ATA GGG 3 (2477-2497) y Reverse: 5 CAC AGY

CCR AAY CCR AAG TCA TC 3 (2748-2726). Para 5’UTR los primers externos



CSFV-UP1 (sense): 5 CTA GCC ATG CCC WYA GTA GG 3’ (94-113) y CSFV-
UP2 (antisense): 5 CAG CTT CAR YGT TGA TTG T 3’ (514-496). Primers
internos: CSFV/SQ-1 (sense): 5 AGC TCC CTG GGT GGT CTA 3’ (146-163) y
CSFV/SQ-2 (antisense): 5 TGT TTG CTT GTG TTG TAT A 3 (417-399). En
paréntesis estan indicadas las posiciones de los nucledtidos correspondientes a la

cepa de referencia Alfort 187.

Para E2 las condiciones de reaccion para la primera PCR (20 ciclos) fueron:
denaturacion inicial 94°C/5’, denaturacion 94°C/1’, anillamiento 50°C/1’, extension
72°C/1’ y una extension final 72°C/10’. Para la segunda PCR (30 ciclos) fueron las
mismas condiciones excepto el anillamiento, el cual se realizé a 60°C por 1

minuto.

La primera y segunda PCR para 5UTR fueron realizadas con las mismas
concentraciones de reactivos y condiciones que para E2, con la unica diferencia
en la temperatura de anillamiento; con los primers externos 62°C por 1 minuto y

con los primers internos 54°C por 1 minuto.

Los productos obtenidos para las dos regiones del genoma viral fueron de 271 pb,
los cuales fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
coloreados con bromuro de etidio (10 mg/ml Promega®-USA) y visualizados bajo

luz ultravioleta.



Secuenciamiento: Se realizo la purificacion y secuenciacion automatizada de 19
productos de PCR obtenidos del gen E2 y 5 productos de la region 5’UTR del VPPC. La
purificacion se realizd usando el kit Wizard PCR Preps DNA Purification System
(Promega”) y la secuencia de los productos de PCR fue determinada en el equipo ABI
PRISM 310 de Applied Biosystems® con el Kit Big Dye Terminator de Applied
Biosystems”, realizando dos reacciones para cada muestra (forward y reverse), y utilizando
los primers internos mencionados anteriormente para cada region. El procedimiento se
realiz6 en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC) gracias a la
colaboracion de la Dra. Pilar Martinez, y de los Drs. Manuel Elkin Patarroyo y Manuel
Alfonso Patarroyo. Las secuencias (principalmente de cepas de referencia internacional,
utilizadas en el analisis y construccion de arboles) fueron obtenidas del Genbank y las
secuencias pertenecientes a virus aislados en Cuba y otros paises incluyendo algunos de
Latinoamérica fueron proporcionadas por la Dra. Heidy Diaz de Arce del Laboratorio

CENSA-Cuba.

Evaluacion de los Datos: La depuracion y edicion de las secuencias se realizd con los
programas CHROMAS Version 1.45 (Mc Carthy), CLUSTAL W (Thompson et al., 1994)

y BLAST (Altschul et al, 1990).

Analisis de Secuencias: Para la construccion de los dendrogramas se utilizaron
190 nucleotidos del gen E2 ubicados en las posiciones 2518-2707 (Lowings et al.,
1996; Paton et al., 2000) y 150 nucledtidos de la region 5’UTR ubicados en la
posicion 190-339 (Greiser-Wilke et al., 1998; Paton et al., 2000). EIl alineamiento

multiple de las secuencias fue realizado usando el programa CLUSTAL W



(Thompson et al., 1994). Los arboles fueron generados con el paquete MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analisis) versién 2.1 (Kumar et al., 2001). La
estimacion de distancias fue calculada de acuerdo a los modelos propuestos por
Jukes y Cantor (1969); dos parametros establecidos por Kimura (1980) y
distancia-p en MEGA 2.1 y los arboles sin raiz fueron construidos usando el
método de Neighbor-Joining (Saitou, 1987) y Unweighted Pair-Group Method with
Arthmetic Mean-UPGMA (Sokal y Michener, 1958) en MEGA 2.1. El
Bootstrapping fue realizado con 1000 réplicas para cada uno de los arboles y se
utilizaron las cepas de Tremor Congénito y/o Kanagawa como grupos externos
(outgroups). La nomenclatura de los grupos y subgrupos virales fue la sugerida

previamente por Lowings et al, (1996).

RESULTADOS

Deteccion del VPPC por IFD e IPD: De 38 casos (afo 2002) analizados por IFD, 36
(94.7%) resultaron positivos (Tabla 1). En 14/19 (73.7%) muestras procesadas
(1997-2002) se logro aislar el VPPC, y en todos los casos su presencia fue
evidenciada por medio de la IPD al observar una coloracién pardo-rojiza en el

citoplasma de las células infectadas.

RT-PCRn para el Gen E2 y region 5°UTR: Se obtuvieron los fragmentos
esperados del segmento de 271 pb tanto del gen E2 como de la region 5UTR
(Figuras 1y 2). Los resultados de esta prueba se pueden observar en la Tabla 1.

De los 38 casos pertenecientes al afno 2002, para E2 se obtuvieron 36 casos



(94.7%) positivos y solo dos (5.3%) negativos. De los 12 casos de los afios 1997-
2000 tres casos fueron positivos y nueve negativos. Los dos tejidos procesados
del animal experimentalmente infectado con el aislado Santander fueron
igualmente positivos para esta prueba. Para 5UTR las 16 muestras procesadas

resultaron positivas.
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Figura 1. Productos de RT-PCRn de un fragmento de 271 pb del
gen E2 del WPPC, a partir de ARM extraido de muestras de tejidos de
cerdos sospechosos de PPC, Linea 1y 17: Marcador molecular de pb,
a la izquierda esta indicado el tamafio del fragmento amplificado.
Lineas 3 y 18: Control Positivo,  Lineas 2 y 22! control Megativo,
Lineas Sy 6; 10y 11; 12 v 13; 19 v 20; 24 y 25; 26 y 27: Casos de
campo del afio 2002, Cada pareja corresponde a tonsila v rifidn
respectivamente,
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Figura 2. Productos de RT-PCRn de un fragmento
de 271 pb de la regién S’UTR del VPPC, a partir de
ARN extraido de muestras de tejidos de cerdos sos-
pechosos de PPC. Linea 1 y 11: Marcador molecular
de pb, alaizquierda estd indicado el tamario del frag-
mento amplificado. Linea 16: Control Positivo. Li-
nea 2 y 10: Control Negativo. Lineas 3 a 9: casos
3764, 4650, 5356, 5704, 5985, 6588, 7447; linecas 12
a 15: casos 7487, 7510, 7609, 8281. Todos corres-
pondientes a casos de campo del ano 2002.

Secuenciamiento y Analisis de Secuencias: Los resultados del alineamiento de las
secuencias del gen E2 y de 5’UTR, utilizando el programa CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994) se pueden observar en las figuras 3 y 4. Los dendrogramas obtenidos para E2 y
5’UTR se presentan en las figuras 5 y 6 . Las distancias nucleotidicas entre los aislados
Colombianos incluidos en este estudio fueron calculadas con el método de Kimura-2. La
medicion de las distancias con los modelos Jukes y Cantor y distancia-p proporcionaron

resultados similares a los obtenidos con Kimura-2.



Tabla 1. Resultados obtenidos con las diferentes técnicas utilizadas
segun afo de recoleccidn y procedencia de las muestras.

PROCEDENCIA PRUEBAS
No [ IDENTIFIC. I PCR SECUENCIAMIENTO
Municipio | Departamento | IFD A.V. E2|5'UTR E2 5'UTR
1 [3764-02 Zipaquira | Cundinamarca + - |+ + SI SI
2 |3812-02 Zipaquird | Cundinamarca + | + SI
3 |3847-02 Tena Cundinamarca + + | + + SI
4 4191-02 San Cundinamarca + + | + + SI
Antonio
Teque.
5 14438-02 Zipaquird | Cundinamarca + | + |+ + SI
6 |4650-02 Zipaquira | Cundinamarca + | + |+ + SI
7 |4755-02 La Calera |Cundinamarca + - |+ + SI
8 [4766-02 San Cundinamarca + + +
Antonio
Teque.
9 |5160-02 La Calera |Cundinamarca - +
10 |5356-02 La Calera |Cundinamarca + + +
11 |5390-02 Soacha Cundinamarca + +
12 |5403-02 Soacha Cundinamarca + +
13|5456-02 Sibaté Cundinamarca + +
14 |5704-02 Puente Santander + + | + + SI
Nacional
15 |5755-02 La Calera |Cundinamarca + +
16 |5841-02 Fontibon Cundinamarca + +
17 |5864-02 Zipaquird | Cundinamarca + +
18 |5893-02 Choachi Cundinamarca + +
19 |5948-02 La Dorada |Caldas + -
20 |5981-02 Zipaquira | Cundinamarca + +
21 |5985-02 San Andrés | San Andrés + | + |+ + SI
22(6143-02 Sibaté Cundinamarca + +
23(6279-02 Sibaté Cundinamarca + +
24 |6554-02 Soacha Cundinamarca + +
25 |6588-02 Ibagué Tolima + | + |+ + SI
26 |6621-02 Cajica Cundinamarca + +
27 |6645-02 Soacha Cundinamarca + +
28 |6760-02 Caqueza Cundinamarca + +
29 | 6895-02 Soacha Cundinamarca + -




30| 7447-02 San Cundinamarca + + SI
Antonio
Tena
31|7487-02 Vélez Santander + | + |+ SI SI
32|7510-02 Ibagué Tolima + | + |+ SI SI
33|7538-02 Fusagasuga | Cundinamarca + +
34 |7609-02 Moniquirda |Boyaca + | + |+ SI SI
35|8028-02 Guaduas Cundinamarca + +
36 [8156-02 La Vega Cundinamarca + +
37 |8226-02 Cota Cundinamarca + +
38|8281-02 Toca Boyaca + | + |+ SI
39|3076-97 Manta Cundinamarca -
40 | 2584-98 Madrid Cundinamarca -
41 |3223-98 Zipaquira | Cundinamarca - |+ SI
42(1012-99 N.I. Quindio -
43 |1094-99 Trujillo Valle -
4411831-99 Mocoa Putumayo - |+ SI
45 | 1884-99 Puerto Asis |Putumayo -
46 |2032-99 Puerto Asis | Putumayo =
47 |2094-99 Puerto Asis | Putumayo - |+ SI
48 |2177-99 Puerto Putumayo -
Caicedo
49 |2638-99 Dorada Putumayo -
50 | 3299-99 Rionegro Antioquia -
80- | Bazo . + | + SI
51 85 [Ganglio &? Santander - oI

+ indica resultado positivo para esta prueba. — indica resultado negativo. IFD:
Inmunofluorescencia Directa. A.V.: Aislamiento Viral. Las casillas en blanco
representan las pruebas no realizadas. Sombreadas de azul se indican las
muestras pertenecientes al afio 2002, en rosa las pertenecientes al banco de
muestras y en amarillo el aislado Santander.
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Figura 3. Secuencias de los fragmentos de 190nt del gen E2 de VPPC
determinadas en este estudio. El alineamiento multiple incluye todas las secuencias
de VPPC Colombianos. Estan indicados los sitios que presentaron alguna
diferencia en la secuencia nucleotidica. Los numeros de acceso al GenBank para
estas secuencias son AY308850-AY308867.



DISCUSION

En este trabajo se aplicaron los conceptos de la Epidemiologia Molecular para
comparar a nivel genémico algunos de los aislados del VPPC circulantes en
Colombia, logrando establecer las relaciones de parentesco entre ellos vy
permitiendo la clasificacion de los mismos en el Grupo 1, Subgrupo 1.1 de
acuerdo con la clasificacion propuesta por Lowings et al, 1996. De esta manera,
se describen por primera vez las caracteristicas gendmicas de los virus circulantes

en el pais.

Es importante destacar el haber logrado aislar el VPPC en células PK-15 el cual
fue evidenciado por medio de la IPD. Ninguno de los aislamientos obtenidos
presentd efecto citopatico, lo cual es concordante con lo reportado anteriormente
por otros autores, quienes sefialan que la mayoria de aislados de VPPC no
exhiben citopatogenicidad en cultivo celular, (Moennig y Plagemann, 1992; Meyers
y Thiel, 1995) aunque excepcionalmente se ha evidenciado la existencia de

algunas cepas citopaticas (Kosmidou et al., 1998; Meyers y Thiel, 1995).
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Figura 4. Secuencias de los fragmentos de 150 nt de la regidn S'UTR correspondisntes
a los aislados del YPPC determinados en este estudio. Se observa la identidad completa
en las cinco secuencias analizadas,

Con las dos regiones del genoma viral analizadas en este estudio, los VPPC
Colombianos se segregaron en grupos similares cuando se utilizaron los
diferentes modelos de construccion de arboles y de medicién de distancias. Con
las secuencias de las dos regiones trabajadas, los aislados Colombianos
Esta concordancia entre los

permanecieron ubicados en el Subgrupo 1.1.

resultados obtenidos al utilizar diferentes modelos, permitié confirmar la
informacion obtenida y deducir que estos resultados son independientes del

modelo empleado para la construccion de los arboles.
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Figura 5. Dendrograma construido por el método de Neighbour-Joining utilizando
190 nucleétidos de la regién gue codifica para la proteina E2. Incluye 19 VPPCs
Colombianos secuenciados en este estudio. Se emplearon las secuencias Kanagawa
y Congenital Tremor como grupos externos. La nomenclatura de Grupos y Subgrupos
es la propuesta por Lowings et al., 1996. Los aislados Colombianos estin sefialados
en colores rojo (2002), azul (Santander 80) y verde (1998-1999). Para cada nodo
estd indicado el valor correspondiente al Bootstrap.
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La informacion asi obtenida es consistente con estudios previos, en los cuales se
han secuenciado aislados de VPPC del Continente Americano que han sido
clasificados en el Grupo 1 (Lowings et al., 1996; Diaz de Arce et al., 1999; Paton et
al., 2000). Es probable considerar que para los aislados Colombianos, la
clasificacion dentro del Grupo 1, signifique una relaciéon cercana con las cepas
vacunales secuenciadas en otros lugares del mundo. Sin embargo, se deberan
continuar los estudios para lograr amplificar y secuenciar fragmentos de la cepa

utilizada en la produccion de las vacunas comerciales utilizadas en el pais.

Para el presente estudio, se consideraron significativos unicamente los valores de
bootstrap mayores a 70% (Clewley, 1999 citado por Paton et al., 2000).

Observando el agrupamiento de los virus Colombianos y los valores de bootstrap



obtenidos, se puede inferir que los brotes que se presentaron durante el aino 2002
en Colombia fueron causados por un mismo tipo viral que se encuentra muy
relacionado con el VPPC denominado aislado “Santander”, el cual se presentd en
los afios 80 y que segun estos resultados probablemente ha permanecido en el

campo desde ese tiempo.

En un grupo separado del grupo de VPPC del afio 2002 (Figura 5), pero dentro del
Subgrupo 1.1 se encontraron los aislados correspondientes a los afios 1998 y
1999, muy relacionados con una cepa del afio 1987 encontrada en el Brasil (EVI-
192). Por lo anterior, se cree que la presentacion de los casos en los afios 98-99
en el sur de Colombia tuvieron un origen diferente al del brote del afno 2002. Es
probable que esta relaciéon esté dada por la movilizacion entre los dos paises
(Colombia-Brasil) ya que estas zonas se encuentran geograficamente cercanas y
comunicadas por transporte fluvial principalmente.

Teniendo en cuenta la informacion epidemioldgica, el primer caso de PPC en el
afo 2002 correspondié al reportado en el municipio de Zipaquira (Cundinamarca)
(3764-Zipaquira1-Col02), para el cual se pudo establecer como origen probable de
la enfermedad la entrada de animales infectados provenientes de una explotacién
extensiva sin vacunacion a PPC, ubicada en la zona de Mondofiedo (Mosquera —
Cundinamarca) donde los animales eran alimentados con residuos de la
alimentacion humana y desechos crudos recogidos en mataderos de la region. Se
cree que desde este sitio la enfermedad se disemind a otros departamentos como
Boyaca, Tolima, Santander, etc. (Boletin Informe Epidemiolégico semanal, ICA,

2002).



Situaciones epidemiolégicas similares han sido descritas en la literatura, donde se
ha demostrado que las formas mas comunes de transmision de la PPC son el
contacto directo entre animales infectados y cerdos vivos susceptibles y la
alimentacioén de los porcinos con carne de cerdo contaminada (Paton et al., 2000;
Gomez-Tejedor y valenciano,1994). Segun Edwards et al., (2000) la alimentacién
con desechos o basuras es la fuente de infeccion mas frecuente para los brotes
primarios en paises donde esto es permitido, tal como ocurre en Colombia,
principalmente en explotaciones de tipo extensivo. La opcion tecnolégica para el
uso de las lavazas en la alimentacion porcina es la coccidon de estos desperdicios

antes de ser suministrados a los animales (Edwards et al., 2000).

Con relacion al caso presentado en San Andrés, se consideré segun la
informacion epidemiolégica existente, que este fue originado por la alimentacién
de los cerdos con desperdicios de carnes crudas obtenidas en algunos hoteles de
la Isla. Normalmente, dichos alimentos son llevados a la Isla desde el interior del
pais y se cree que probablemente el virus fue transportado por esta via. Segun el
dendrograma obtenido en este estudio (Figura 5 ), se observa que no hay ningun
tipo de relacion del virus aislado de San Andrés con los encontrados en varios
paises de Centroamérica y del Caribe puesto que estos ultimos se encuentran
clasificados principalmente en los Subgrupos 1.2 y 1.3. En consecuencia, el brote
que se presentdé en San Andrés lIslas, fue causado por el mismo tipo de VPPC

circulante en el interior del pais causante de los brotes durante el ano 2002.



El alineamiento de las secuencias de 5UTR, confirmé el hecho de estar
trabajando con una region altamente conservada del VPPC, ya que los cinco
aislados Colombianos procesados no presentaron diferencias en sus secuencias
(Figura 6). Esto esta de acuerdo con lo encontrado en otros estudios en los
cuales varios virus clasificados en el grupo 2.1 fueron idénticos al 5UTR mientras
que con E2 los virus se agruparon en grupos diferentes (Paton et al., 2000). El
arbol construido con 5’UTR también agrupé los virus Colombianos en el Grupo 1
Subgrupo 1.1. De esta manera se pudo observar que con las dos regiones
secuenciadas, los VPPCs Colombianos se agruparon de igual forma. Esto
también ha sido demostrado por otros autores, incluso trabajando con otro virus
perteneciente a la Familia Flaviviridae, como es el virus de la Hepatitis C, con el
cual se han logrado subdivisiones virales similares obtenidas por comparacion de
secuencias derivadas de diferentes regiones blanco del genoma (Simmonds et al.,
1996 En: Paton et al., 2000). Las secuencias idénticas encontradas para los cinco
aislados virales Colombianos coinciden con lo reportado por varios autores
quienes afirmaron que la regién 5’'UTR es altamente conservada, debido a que es
un sitio clave en la iniciacion de la traduccién y en la replicacién del VPPC (Van

Rijn et al., 1997; Paton et al., 2000).

En este estudio se analizaron las secuencias de aislados colombianos del VPPC,
lo que permitié conocer por primera vez a nivel nucleotidico los virus circulantes en
el pais y valorar la utilidad de esta informacion de secuencia para los estudios de
Epidemiologia Molecular. A pesar de las diferencias en el numero de aislados

secuenciados para cada regidén viral estudiada, las dos regiones analizadas



agruparon los virus Colombianos en el Grupo 1 Subgrupo 1.1. Se encontraron
relaciones importantes entre aislados causantes de brotes de PPC durante el afio
2002 en Colombia y los aislados que se presentaron en los afos 80 y 90. EI
aislamiento del VPPC a partir de tejidos se logré sobre monocapas de células PK-

15, lo que permiti6 complementar y confirmar la identificacién del agente.
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