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Resumen:

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) es el agente causal de una
de las enfermedades infecciosas economicamente mas importantes de la produccion porcina en
todo el mundo. La variacion genética del PRRSV hace que el andlisis epidemioldgico y
molecular de los virus circulantes sea muy importante para las actividades de vigilancia en un
brote de la enfermedad. El monitoreo de los virus PRRS es necesario para explicar el origen de
los virus encontrados, ya sea interna o externamente al pais. No se ha publicado ningan estudio
epidemiol6gico o molecular sobre los virus PRRS circulantes en el Ecuador. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio es investigar los virus PRRS circulantes en el Ecuador en 2017, 2018
y 2019 a nivel molecular mediante la secuenciacién de ORF5. Los resultados demuestran que
las 9 cepas de PRRSV pertenecen a PRRSV-2, pero la diversidad entre cepas es alta, segun la
identidad de nucle6tidos y los arboles filogenéticos. Las secuencias mas similares a los virus
de Ecuador provienen de virus presentes en Norte América y Peru. Esta informacion sugiere
que el PRRSV ingres6 en dos eventos independientes al pais a través de multiples fuentes y
rutas de transmision, lo que debe ser considerado para desarrollar estrategias de prevencion y

control, y asi proteger la salud porcina del pais.

1. Introduccidén

El PRRSV, conocido como sindrome respiratorio y reproductivo porcino, es una
enfermedad que afecta a los cerdos domésticos en muchos paises (Zhang & Yoo, 2015). Esta
patologia se caracteriza por producir abortos y nacimientos de lechones débiles, aumento de la
mortalidad en lechones lactantes y destetados, y enfermedad respiratoria en lechones
destetados y de engorde (Nodelijk, 2011). El sindrome es causado por el virus PRRS (PRRSV),
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el mismo que puede agravar otras infecciones producidas por virus como el coronavirus
respiratorio porcino y la Influenza A, o bacterias como Streptococcus suis (Nelsen et al., 1999).
El PRRSV es un virus que posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo y
pertenece a la familia Arteriviridae, género Porartervirus (Adams et al., 2017). Se divide en

dos genotipos: PRRSV-1 que es europeo, y PRRSV-2, que es americano (Meng et al., 1995).

La enfermedad de PRRS ocasiona altas pérdidas econdmicas en la industria porcina,
ademas es prevalente en numerosos paises que se dedican a la produccion de carne de cerdo
(Renken et al., 2021). En Europa, los paises que estan libres de la enfermedad son Australia,
Nueva Zelanda, Finlandia, Noruega, Suecia y Suiza (WOAH, 2023). En América del Sur,
paises como Argentina, Brasil y Paraguay nunca han notificado la enfermedad de PRRS a la
Organizacién Mundial de Sanidad Animal, mientras que en Ecuador, Colombia, Peru, Bolivia,
Venezuela y Uruguay el virus estd presente (WOAH, 2023). EI manejo y la erradicacion del
PRRSV presentan dificultades debido a las estrategias empleadas por el virus para interferir
con el sistema inmunoldgico innato del huésped, su capacidad de generar infecciones
persistentes y su propagacion a través de diversas vias de transmision. Ademas, existen
dificultades para implementar medidas de control de la enfermedad, como la variacion genética
del PRRSV (Kapur et al., 1996), la compleja dinamica de los movimientos de cerdos entre
granjas y los rigurosos estandares de bioseguridad, lo que hace que el analisis epidemioldgico
y molecular de este virus sea de gran importancia para monitorear los cambios de estos

patdgenos circulantes.

En Ecuador, en abril de 2017, se reportaron signos clinicos compatibles con PRRS en una
granja porcina comercial ubicada en el km 11 via Quevedo en la provincia de Santo Domingo
de los Tsachilas. El Laboratorio de Diagnostico Veterinario oficial de la Agencia de Regulacion
y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD), confirm6 que las muestras recolectadas de
la granja sospechosa eran positivas a PRRSV. Se realizd vigilancia activa en nueve fincas
epidemiol6gicamente relacionadas, entre ellas dos fincas sospechosas que resultaron negativas
a PCR. Toda la poblacién porcina de la granja fue sacrificada, se aplicé un seguimiento de 30

dias y una desinfeccion exhaustiva (OIE, 2017).

Desde la primera notificacion oficial de PRRS en una granja porcina del Ecuador en 2017,
no se ha publicado ningun estudio molecular sobre los virus PRRV en el pais. Por tanto, en

este trabajo se propuso investigar los virus PRRS circulantes en Ecuador entre 2017 y 2019
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mediante técnicas moleculares, para esto se plantearon como objetivos especificos: i) tipificar
los virus PRRV circulantes mediante la secuenciacion ORF5, ii) comparar las secuencias
obtenidas con secuencias originales de otros paises latinoamericanos y disponibles en GenBank

para investigar la relacion genética.

2. Materiales y métodos

2.1. Muestras

Se utilizaron nueve muestras de suero sanguineo de animales con signos compatibles para
PRRSV. Las muestras procedieron de tres granjas porcinas industriales ubicadas en las
provincias de Santo Domingo de los Tsachilas, Manabi y EI Oro, fueron recolectadas por la
Agencia de Regulacién y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD) y analizadas por la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Central del Ecuador entre los afios 2017 y
2019 (Figura 1).

Santo]Domingo De Los Tsachilas

e

Santo Domingo (6)
® Manabi (2)
® El0ro (1)

Figura 1. Casos de PRRSV distribuidos en Ecuador entre 2017 y 2019

2.2. Secuenciacién Viral
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Las nueve muestras con signos compatibles para PRRSV resultaron positivas, las mismas
fueron confirmadas por PCR en tiempo real y se enviaron al Laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto Federal de Investigacion para la Salud Animal de Alemania para deteccion viral y
secuenciacion ORF5. Se utiliz6 ORF5 porque codifica para una proteina de la membrana
estructural del virus y tiene una alta tasa de sustitucion genética (Alvarez et al., 2016). Para la
secuenciacion de nucleotidos de ARN, se amplifico el ORF5 utilizando una mezcla de primers

siguiendo la metodologia descrita por Wernike et al. (2012).

2.3. Analisis Filogenético

Se analizaron las secuencias ORF5 del virus de las muestras confirmadas en Ecuador
durante los afios 2017 y 2019 (Tabla 1). Ademas, para conocer el nimero de invasiones del
virus al pais, identificar la provincia donde ocurri6 el primer ingreso y reconstruir la filogenia
de los virus ecuatorianos secuenciados se recuperaron las secuencias virales de referencia
genéticamente diversas de PRRSV de diferentes ubicaciones geograficas (América del Norte,
América del Sur, Asiay Europa) del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
. Todas las secuencias se alinearon usando muscle del paquete msa (Bodenhofer et al., 2015).
La filogenia se construyé utilizando el método Neighbor-Joining implementado en el paquete
ape (Paradis et al., 2004). Las distancias evolutivas se calcularon empleando el método de
méaxima verosimilitud basado en el modelo general de tiempo reversible del pagquete phangorn
(Schliep, 2011). Los arboles se dibujaron a escala con las longitudes de las ramas medidas en
nimero de sustituciones por sitio. La cepa de referencia de PRRSV tipo 2 de EEUU
(EF536003) se utilizé como grupo externo para comparar las puntuaciones de similitud. Todos

los andlisis se realizaron utilizando el programa R version 4.2.3.

Tabla 1. Informacion de los 9 aislamientos de PRRSV del Ecuador en este estudio

Nombre de la cepa Provincia Afo
01-MANABI-ECU Manabi 2018
02-MANABI-ECU Manabi 2019
01-SANTO-DOMINGO-ECU Santo Domingo de los 2017

Tsachilas
02-SANTO-DOMINGO-ECU Santo Domingo de los 2017

Tsachilas
03-SANTO-DOMINGO-ECU Santo Domingo de los 2017

Tséachilas



Santo Domingo de los

04-SANTO-DOMINGO-ECU min 2017
Tsachilas
05-SANTO-DOMINGO-ECU Santo Domingo de los 2017
Tsachilas
06-SANTO-DOMINGO-ECU Santo Domingo de los 2017
Tsachilas
01-EL-ORO-ECU El Oro 2018

3. Resultados

En el presente trabajo, se compararon las secuencias ORF5 de nueve virus, originados en
diferentes provincias de Ecuador con las secuencias del GenBank, para determinar la
diversidad genética de los virus PRRS. Todos los virus investigados pertenecen a PRRSV-2
(Figura 2), sin embargo no comparten un ancestro en comun (parafiléticos). Ocho virus
tuvieron una similitud de nucledtidos de 88.92 a 90.15 % con el virus de EEUU (GenBank
EF536003), cepa de referencia de tipo 2; mientras que el virus restante tuvo una similitud de
92,87 %, por lo que los virus ecuatorianos parecen divergir de otras secuencias.

Por consiguiente, los aislamientos formaron dos grupos distintos en el arbol filogenético basado
en las secuencias ORF5 (Figura 2). Dentro del primer grupo (virus coloreados en naranja) se
observo poca diversidad genética entre las cepas ecuatorianas comparado con las cepas de
Missouri, EEUU (MNO073101) y Lima, Perd (MH791387), asi por ejemplo, la identidad de
nucleotidos entre las primeras y 01-SANTO-DOMINGO-ECU (97.06 %) y 01-MANABI-ECU
(96.18 %) estaba por encima del 90 %, lo mismo ocurrio al comparar las secuencias con la cepa
peruana, 01-SANTO-DOMINGO-ECU (98.18 %) y 01-MANABI-ECU (97.37 %). Las cepas
de Santo Domingo de los Tsachilas y Manabi comprenden una nueva introduccion del virus al
pais, pero independiente a la de El Oro; estas comparten un ancestro comun con la cepa de
Lima, Pert (MH791387), asimismo este clado de America del Sur comparte un ancestro con
la secuencia de Missouri, EEUU (MN073101).

Con respecto al segundo grupo (virus coloreado en morado), se noté que la cepa de EI Oro (01-
EL-ORO-ECU) quedd sola en una rama del arbol, sin embargo, al compararla con la cepa
mexicana (MF352172) que estaba mas proxima, la similitud fue de 88.80 %. Aunque la
secuencia de la provincia de EI Oro comparte un ancestro comin con varios linajes del
continente Americano, su mayor similitud con el linaje de México podria sugerir que el ingreso

del virus a la provincia de El Oro fue desde Norte América.
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Figura 2. Analisis filogenético de las secuencias de PRRSV aisladas en Ecuador entre 2017 y 2019

4. Discusion

En esta investigacion se describe el primer estudio molecular sobre los virus ecuatorianos

de PRRS desde su primera notificacion oficial en el 2017, en una granja de cerdos de cria 'y

engorde de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (OIE, 2017) hasta los casos

confirmados en el 2018 y 2019 en las provincias de Manabi y ElI Oro. Los resultados

demuestran que las nueve cepas de PRRSV procedentes de las provincias mencionadas

pertenecen a PRRSV-2, ademas que estas cepas pertenecen a dos clados que son parafiléticos,

demostrando una diversidad de linajes relativamente alta en Ecuador. La diversidad de linajes

de los virus presentados sugiere que el PRRSV esta en constante evolucién para adaptarse a la

inmunidad natural, asi como a la adquirida por la vacuna (Morgan et al., 2013). En Ecuador no

se administra la vacuna porque no es una enfermedad endémica, sin embargo, en caso de

implementar un plan sanitario, es importante considerar las limitaciones o aspectos negativos

de las vacunas disponibles actualmente (Nan et al., 2017).
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Para los anlisis moleculares de las muestras de PRRS se utilizaron las secuencias ORF5,
este marco de lectura abierta junto con el ORF7 cubre aproxidamente el 7 % del genoma de
PRRSV. ElI ORF5 es uno de los marcadores ideales para el analisis filogenético (Ramos et al.,
2022) debido a que ha sido usado frecuentemente en estudios anteriores, ademas constituye
una de las regiones mas variables del genoma, contiene sitios antigénicos importantes para
neutralizar anticuerpos y proporciona informacion evolutiva relevante del virus (Darwich et
al., 2011; Shi et al., 2010). Aungue la secuenciacion del genoma completo puede mejorar el
entendimiento de como las nuevas mutaciones afectan la deteccion de anticuerpos de virus
(Franzo et al., 2014), el ORF5 representa un recurso efectivo para la deteccion, identificacion

de cepas y vigilancia epidemiolégica de PRRSV en las granjas locales.

Las secuencias analizadas de los virus ecuatorianos mostraron una similitud con la cepa
de referencia de EEUU de 92.87 %, mientras que con otros norteamericanos y peruanos existio
una identidad alta (>90 %) lo que permite inferir una relacion estrecha y determinar el ingreso
del virus al pais. Estos resultados sugieren dos diferentes invasiones del virus a Ecuador. Una
desde Norte América y una segunda invasion desde Lima, Perd. En este estudio no se usaron
cepas de Europa, puesto que en este continente el virus es endémico y no se utiliza la
secuenciacion como una herramienta de vigilancia de rutina, por tanto no depositan sus
secuencias en el GenBank (Carlsson et al., 2009). A pesar de no haber ingresado secuencias de
Europa, estudios previos no muestran una relacion con las de América del Sur. Por ejemplo,
en Suiza en el 2012, se mostrd una similitud alta con virus de referencia en Europa (Nathues et
al., 2016). Por otro lado, rebrotes en América del Sur no sugieren una relacion con linajes de
Europa. Especificamente, en Chile que habia erradicado la enfermedad y tuvo un brote en 2013
en una granja comercial, se evidencio una similitud elevada con virus de EEUU (Neira et al.,
2017). Lo mismo sucedi6 con Uruguay y Per0, quienes tuvieron una similitud alta con los virus
de EEUU (Ramos et al., 2022).

El presente estudio sugiere dos invasiones distintas en Ecuador. No obstante, la forma
precisa de como se introdujo el PRRSV desde Pert o Norte América al Ecuador es desconocida.
Una posibilidad es que hubo una transmision indirecta de la cepa de América del Norte a través
de paises vecinos como Colombiay Pert, donde la enfermedad es endémica (WOAH, 2023) y
porque algunos casos se ubicaron cerca de las fronteras del pais. Otra alternativa puede ser una
transmision directa al importar animales vivos o semen con fines de mejoramiento genético o

a través de las personas que pueden actuar como vehiculos de transmision del agente patégeno.
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A pesar de que el pais cuenta con estrictas normas sanitarias que restringen la importacion
ilegal de animales y productos bioldgicos (AGROCALIDAD, 2022), existe la probabilidad de

importacion o ingreso ilegal de productos porcinos y de materiales de riesgo.

Los casos reportados en el pais han sido Unicamente de granjas porcinas de tipo comercial,
no se incluyd datos de granjas familiares ni tampoco de cerdos salvajes. Las investigaciones
epidemioldgicas de campo realizadas por AGROCALIDAD sugieren que la transmision del
PRRSV a las granjas familiares puede ocurrir muy probablemente como un desbordamiento de
las granjas comerciales. Si se diera el evento, podria ser confirmado por un analisis filogenético
de las secuencias virales de granjas comerciales y familiares. Los cerdos salvajes o
asilvestrados también pueden representar una ruta alternativa de entrada y diseminacion del
PRRSV, no obstante, no se tienen datos de la presencia de estos ejemplares en las zonas
cercanas donde se diagnosticaron los casos, solo se conoce la existencia de estos animales en
las Islas Galapagos (Cruz et al., 2005). De todas formas, la propagacién de la enfermedad
dentro del pais puede haber estado relacionada con el personal, el equipo, el transporte y el
movimiento legal o ilegal de animales (Otake, Dee, Acvm, et al., 2002; Otake, Dee, Jacobson,
etal., 2002).

Existen algunos paises como Hungria y Chile en los que se ha logrado la erradicacion del
PRRS luego de la circulacion viral endémica (Neira et al., 2017; Szabo et al., 2019). Por el
contrario, la deteccién de multiples eventos de introduccion del PRRSV en el Ecuador
demuestra que a pesar de las restricciones reforzadas por los servicios nacionales de salud
animal, el sistema es vulnerable y las enfermedades animales no locales son una amenaza
importante para la poblacion porcina nacional. Un brote de PRRS puede significar pérdidas
economicas significativas para la industria y recursos costosos desplegados por los servicios
de salud animal para el control de enfermedades, como los reportados en el pais en 2017 al
sacrificar 469 cerdos (OIE, 2017). Por lo tanto, estos resultados pueden contribuir a mejorar la

prevencion y la preparacion para proximos eventos sanitarios.

5. Conclusiones
El genotipado del virus del PRRS (Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino)

mediante estudios moleculares es una herramienta fundamental para evaluar la eficacia de las
medidas de bioseguridad internas y externas, asi como para obtener una mayor comprension

de la ecologia de este virus. En el presente estudio, se ha caracterizado por primera vez la
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invasion y diversidad del virus del PRRS en Ecuador. Los resultados filogenéticos permitieron
identificar dos diferentes invasiones del PRRSV, una en la poblacion porcina de El Oro, y otra
invasion distinta en Santo Domingo de los Tsachilas y Manabi. Estos resultados ayudaran a
entender las rutas de invasion y asi mejorar las estrategias de prevencion y control de la

enfermedad.

Las secuencias de referencia mas similares a los virus del PRRSV que han ingresado a
Ecuador provienen de virus presentes de Norte América y Peru. Parece que la transmisién del
virus se limita principalmente a granjas de tipo comercial, por su tipo de manejo. Esta
informacion sugiere que el PRRSV puede estar siendo introducido a través de multiples fuentes
y rutas de transmision. Es importante considerar estas observaciones al desarrollar estrategias
de control y prevencion para limitar la propagacion del virus y proteger la salud porcina en el

pais.
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Figura 3. Andlisis filogenético de las secuencias de PRRSV aisladas en Ecuador entre 2017 y

2019, método de distancias

Linea de Comandos para el analisis del presente trabajo

# Se cargan las librerias
library(Biostrings)
library(seqinr)
library(phangorn)
library(msa)

library(ape)
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library(ggtree)
library(ggmsa)
library(pheatmap)

# Se establece el directorio de trabajo
setwd("D:/MAESTRIA_BIOLOGIA_COMPUTACIONAL/TITULACION")

# Se cargan los archivos con las secuencias de Ecuador (FASTA)
prokDNA <- readDNAStringSet("PRRSV_ALL .fasta")

# Se alinean las secuencias de ADN (analisis de alineamiento multiple)
prokAligned <- msa(prokDNA,"Muscle™)

class(prokAligned) <- "AAMultipleAlignment"

ggmsa(prokAligned, start = 15153, end = 15802)

ggmsa(prokAligned, start = 15153, end = 15802, char_width = 0.5, seq_name =T) +
geom_seqlogo() + geom_msaBar()

# Se observa la alineacion de secuencias
print(prokAligned, show="complete")

# Se convierte la alineacién al formato seqinr
prokAlignedl <- msaConvert(prokAligned, type = "seqinr::alignment™)

# Se genera una matriz de distancia
prokdist <- dist.alignment(prokAligned1, "identity")

# Se observa la matriz de distancia
df_mat = data.matrix(prokdist)

# Se realizar un split de clusters basada en la matriz de distancias
pheatmap(df_mat,show_colnames =T,cutree_cols = 2,fontsize_row = 3,fontsize_col = 4)

# Se genera un arbol de Distancia Neighbor-Joining
prokTree <- nj(df_mat)

# Se enraiza el arbol filogenético utilizando el outgroup (grupo externo)
tree <- root(prokTree, outgroup="EF536003.1-USA-REF-1991",r=TRUE)

# Se grafica el arbol filogenético de distancias

p <- ggtree(tree) + geom_tiplab(size=1.6, color="blue")+
geom_hilight(node=96, fill="gold")+
geom_hilight(node=143, fill="orange")+
geom_hilight(node=155, fill="purple")

p + geom_treescale()

# Se genera un arbol de maxima verosimilitud (mayor precision)
prokAligned2 <- msaConvert(prokAligned, type = "phangorn::phyDat™)
fit <- pml(prokTree, prokAligned2)
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# Se mejora el arbol usando modelos de Sustitucién con Particiones

fitGTR <- optim.pml(fit, model = "GTR", rearrangement = "stochastic")

# Se enraiza el arbol filogenético utilizando el nuevo ajuste y el outgroup (grupo
externo)

treel <- root(fitGTR$tree, outgroup="EF536003.1-USA-REF-1991",r=TRUE)

# Se grafica el arbol filogenético de maxima verosimilitud

pl <- ggtree(treel) + geom_tiplab(size=1.6, color="blue")+
geom_hilight(node=154, fill="gold")+
geom_hilight(node=80, fill="purple™)

pl + geom_treescale()
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