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RESUMEN

El virus de la diarrea epidémica porcina provoca una enfermedad contagiosa
principalmente en lechones, caracterizada por diarrea, vomito, deshidratacion y
alta mortalidad. El virus pertenece a la familia Coronaviridae, es de ARN de
cadena sencilla y su genoma codifica para 4 proteinas estructurales (spike,
nucleocapside, membrana y envoltura) y 3 proteinas no estructurales (replicasas
lay 1b, y ORF 3), siendo la spike la mas importante debido a su alta variabilidad,
su importancia en la induccion de anticuerpos neutralizantes y en la replicacion del
virus. El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia del virus en
diferentes granjas de la Republica Mexicana, estandarizar una RT-PCR dirigida al
gen spike, realizar la secuenciacion del producto obtenido, y determinar la
variabilidad genética de los virus identificados. Se obtuvieron 53 muestras
positivas por RT-PCR tiempo real, identificando la presencia del virus en 15
estados de la Republica Mexicana. Por medio de la RT-PCR estandarizada se
amplificaron 28 muestras, de 10 diferentes estados, de éstas se obtuvieron 20
secuencias del gen spike, 20 del gen ORF3, 20 del gen de envoltura, 19 del gen
de membrana, y 18 del gen de la nucleocapside. Al realizar la caracterizacién
genética del virus, a partir con el gen spike, se pudo apreciar en el arbol
filogenético dos pequefios grupos de cepas en diferentes clados. Asi mismo la
similitud encontrada entre las cepas mexicanas fue del 98.82 al 99.98%, mientras
que de éstas con las cepas emergentes americanas se encontré6 del 99.35-
99.95%, con cepas Indel-S de 95-95.93%, y de las clasicas de 92.75-93.26%. Tres
diferentes cepas presentaron insercion, de éstas las cepas VDEP/MEX/GTO/IN-
DMZC15/2015 y vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016, presentaron insercion de un
aminoacido (***Y*®, *'D*8 respectivamente). Y la cepa VDEP/MEX/QRO/IN-
DMZC49/2019, presenté la insercion de dos aminoacidos (**'SQ°%*®), dentro de la
region COE.

Palabras claves: Virus de la diarrea epidémica porcina, Republica Mexicana, RT-

PCR, caracterizacion genética.



ABSTRACT

The Porcine Epidemic Diarrhea virus causes a contagious disease characterized
by diarrhea, vomit, dehydration and high mortality mainly in piglets. This virus that
belongs to the Coronaviridae family is a single-stranded RNA whose genome
encodes for 4 structural proteins (spike, nucleocapsid, membrane and envelope)
and 3 non-structural proteins (replicases 1a and 1b, and ORF3). The spike protein
is the most important due to its high variability, its role in the induction of
neutralizing antibodies and its importance on virus replication. The aims of the
present study were to detect the presence of the virus in different farms from
Mexico, to standardize an RT-PCR targeted to the spike gene, to sequence the
obtained product, and to determine the genetic variability of the identified viruses.
Fifty-three positive samples of 15 states of the Mexican Republic were obtained by
real-time RT-PCR. By means of standardized RT-PCR, 28 samples of 10 different
states were amplified. It represents 20 sequences of the spike gene, 20 of the
ORF3 gene, 20 of the envelope gene, 19 of the membrane gene, and 18 of the
nucleocapsid gene. The genetic characterization of the spike gene showed two
small groups of strains in different clades from the phylogenetic tree. Likewise, the
similarity between the Mexican strains was from 98.82 to 99.98%. While the
similarity with the emerging American strains was from 99.35 to 99.95%, with Indel-
S strains from 95 to 95.93%, and the classic ones from 92.75 to 93.26%. Three
different strains had insertions. The VDEP/MEX/GTO/IN-DMZC15/2015 and
VvDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016 strains showed insertion of an amino acid
(24y4 4TD*8  regpectively). And the VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2019 strain
presented the insertion of two amino acids (**’SQ>%), within the COE region.

Keywords: Porcine Epidemic Diarrhea virus, Mexican Republic, RT-PCR, genetic
characterization.
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INTRODUCCION

El virus de la Diarrea Epidémica Porcina (vDEP) fue identificado por primera vez
en los 70 del siglo XX, se caracteriza por provocar una enfermedad contagiosa
principalmente en lechones de los 0 a los 7 dias de edad presentando diarrea,
vomito, deshidratacion y alta mortalidad, lo que resulta en grandes pérdidas
econdémicas (Jung & Saif 2015; Sun et al. 2015a; Zimmerman et al. 2013). La
enfermedad se mantuvo en Europa y Asia hasta el 2013 (Jarvis et al. 2016a),
dandose el primer reporte en los Estados Unidos en Abril de ese afio (Stevenson
et al. 2013). En México se declar6 oficialmente su presencia en mayo del 2014
ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (OIE 2014). En los ultimos
afios se ha distribuido por varios paises del continente Americano (Jarvis et al.
2016a; Lee 2015; Ojkic et al. 2015).

El vDEP pertenece al género de los Alfacoronavirus, en la familia Coronaviridae,
es de ARN de cadena sencilla que mide ~28,000pb; este comprende 7 marcos de
lectura abiertos (ORF’s) que codifican para 4 proteinas estructurales; Proteinas:
spike (S); nucleocéapside (N), proteina de membrana (M) y proteina de envoltura
(E); y 3 proteinas no estructurales (replicasas 1a y 1b, y ORF 3) (Vlasova et al.
2014; Song & Park 2012). La proteina spike es la mas importante debido a su alta
variabilidad, su importancia en la induccién de anticuerpos neutralizantes y en la
replicacion del virus (Woo et al. 2010; Weiss & Leibowitz 2011). Las cepas
aisladas en los brotes iniciales en Estados Unidos fueron clasificadas como cepas
altamente patégenas. En 2014, en Ohio, USA fue identificada una cepa de menor
patogenicidad, conocida como Indel-S debido a que presenta tres deleciones de
nucledtidos y una insercién en el gen S, semejante a la cepa clasica CV777
(Wang, Byrum, et al. 2014), Actualmente se han reportado cepas tipo Indel-S, no
Indel y cepas clasicas en diversos paises donde la enfermedad es endémica,
aunque la patogenicidad de las diferentes cepas es variada (Suzuki et al. 2015;
Hanke et al. 2015; Lee & Lee 2017; Chung et al. 2016; Grasland et al. 2015). De



igual manera, han sido descritas varias cepas recombinantes entre las secuencias
de los genes de cepas Indel, no Indel y clasicas (Li et al. 2016; Jarvis et al. 2016a),
asi como entre las regiones del gen spike (Vlasova et al. 2014). También se han
encontrado cepas recombinante entre algunos coronavirus entéricos (Boniotti et al.
2016; Akimkin et al. 2016).

En México, en los ultimos afios, se han producido brotes con una alta mortalidad
de lechones en las granjas. Mediante la aplicacion de protocolos de bioseguridad y
de procedimientos de manejo se ha podido disminuir la incidencia de brotes,
aunque se han presentado brotes nuevos en algunas granjas y rebrotes en
granjas que ya se encontraban estables. Asi, conocer las diferentes cepas que se
encuentran circulando dentro y entre las granjas se vuelve necesario para realizar
un mejor control de la enfermedad. Por ello, en el presente trabajo fueron
identificadas las diferentes cepas variantes presentes en algunos estados de la
Republica Mexicana.

ANTECEDENTES

La Diarrea Epidémica Porcina (DEP) es una enfermedad entérica aguda de los
cerdos, descrita por primera vez en el Reino Unido hacia el afio de 1971,
altamente contagiosa en todas las etapas productivas de los cerdos, los cuales
suelen presentar diarrea, vomito y deshidratacion. El agente etiol6gico fue
identificado siete afios después en Bélgica como un coronavirus, llamado virus de
la Diarrea Epidémica Porcina (vDEP) (Y. Chen et al. 2014; Wang, Byrum, et al.
2014; Jung & Saif 2015; Sun et al. 2015a; Ojkic et al. 2015). La presencia de esta
enfermedad se mantuvo delimitada a unos paises de Europa y Asia; a finales del
siglo XX y comienzos de este siglo hubo brotes en algunos paises europeos
(Alemania, Francia, Suiza, Italia) y asiaticos (Corea, China, Tailandia) (Song &
Park 2012). A partir del 2010 han surgido cepas variantes del vDEP en China, a
las cuales se les ha asociado con brotes con una morbilidad del 80-100%, y con

mortalidades que van desde el 50 al 90% en lechones lactantes, lo que resulta en



grandes pérdidas economicas. A principios del 2013 se report6é que en los Estados
Unidos (Stevenson et al. 2013), algunas granjas experimentaban una explosiva
epidemia de diarrea y vomito afectando a cerdos de todas las edades, causando
entre un 90 y 95% de mortalidad entre los lechones. Al realizar estudios
histologicos se revel6 una severa atrofia de los vellosidades en todos los
segmentos del intestino delgado pero las pruebas de laboratorio realizadas para
detectar rotavirus y virus de gastroenteritis trasmisible resultaron negativos; sin
embargo, la microscopia electronica con tincidn negativa reveld6 pequefias
particulas parecidas a coronavirus y a través de PCR se consiguié la amplificacion
de una regién conservada del gen de la polimerasa de todos los miembros de la
familia de los coronavirus. Subsecuentes secuenciaciones y andlisis de las
mismas revelaron la identidad de las cepas de vDEP, que tiene una alta identidad
(del 99%) a cepas de China aisladas en 2012 (Huang et al. 2013; Wang, Byrum, et
al. 2014).

En México se comenzaron a presentar algunos brotes de diarreas atipicas con alta
mortalidad de lechones en granjas de la zona centro-occidente del pais, lo cual
daba evidencia clinica sugerente a la causada por el VDEP. Después de la
realizacion de un muestreo epidemiolégico en producciones de diferentes tipos, y
de realizar el andlisis por medio de la prueba RT-PCR, se logré identificar la
positividad de algunas de las muestras hacia este virus, por lo cual se declaré
oficial en mayo del 2014 ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
(OIE 2014). En estos ultimos afios se han reportado brotes con alta mortalidad
provocando un alto impacto en las producciones en Canada, Perl, Colombia,
Republica Dominicana, Japén, Corea del Sur, Alemania, Portugal y Ucrania (Jarvis
et al. 2016b).

AGENTE ETIOLOGICO

El vDEP es un virus ARN envuelto de cadena sencilla y en sentido positivo, con un

diametro medio de 130 nm. De acuerdo con la nomenclatura establecida por el



Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés), el
VDEP pertenece a la familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae, y al género
de los Alfacoronavirus. EI genoma esta conformado por aproximadamente 28,000
nucleodtidos, y comprende una region 5° no codificable (UTR), una 3" UTR vy al
menos 7 marcos de lectura abiertos (ORF’s) que codifican para 4 proteinas
estructurales: spike (proteina S); nucleocapside (N), proteina de membrana (M) y
proteina de envoltura (E); y 3 proteinas no estructurales: replicasas la y 1b, y
ORF 3. Estos estan dispuestos en el genoma en el orden de replicasa 5 - 3’
(Figura 1) (Vlasova et al. 2014; Song & Park 2012; Lee 2015). La proteina spike es
la responsable de los picos presentes en la superficie de los coronavirus, la cual le
da la caracteristica con apariencia de corona bajo el microscopio electronico, y es
una glicoproteina tipo | de membrana con péptidos de sefial (Woo et al. 2010;
Weiss & Leibowitz 2011).
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Fuente: (Lee 2015)

Figura 1. Representacion esquematica del vDEP, organizacion gendmica (A) y la

estructura del virion (B).



CORONAVIRUS

Los coronavirus son una familia de virus ARN que junto con los arterivirus
pertenecen al orden de los Nidovirales. Dentro de la familia Coronaviridae se
tienen dos subfamilias los torovirinae y los coronavirinae, estos Ultimos son
divididos en cuatro géneros (alfa, beta, gamma y deltacoronavirus). Los
coronavirus causan enfermedades en diversos animales domésticos y silvestres,
asi como en humanos. Dichas enfermedades pueden ser agudas o cronicas,
principalmente son enfermedades entéricas, respiratorias y algunas veces
neurolégicas o cursar con hepatitis. Comunmente infectan a su hospedador de
manera especie-especie, siendo transmitidas comunmente por via respiratoria o
por via oro-fecal. Los alfacoronavirus que afectan a la especie porcina son el virus
de la gastroenteritis transmisible, el coronavirus respiratorio porcino y el virus de la
diarrea epidémica porcina; otros coronavirus patdogenos para el cerdo son los
betacoronavirus como el virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina, y un

deltacoronavirus porcino (Gerdts & Zakhartchouk 2017; Pifieros et al. 2015).

Los coronavirus son virus envueltos ARN de cadena positiva de 80 a 120 nm de
diametro, con genomas largos de 26.4 a 31.7 Kb, y con contenido de guaninas y
citosinas que varian de 32 a 43%. Todos los coronavirus contienen un genoma
similar, en ambos extremos 3’ y 5’ contienen una regién corta no traducida, el
locus de replicasa codificado dentro del extremo 5’ y las proteinas estructurales
codificadas en el 3’, éstas se encuentran en el siguiente orden: spike (S), envoltura
(E), membrana (M) y nucleocapside (N). En algunos virus del género
betacoronavirus antes del gen S se encuentra codificado el gen de la
hemaglutinina esterasa (HE). En los diferentes subgrupos de coronavirus se
encuentran numeros variables de marcos de lectura abiertos, dentro de sus
genomas (Masters 2006; Woo et al. 2010; Weiss & Leibowitz 2011; Madhugiri et
al. 2016). La proteina nucleocapside junto con el genoma ARN forma un complejo
helicoidal dentro del virus. Los trimeros de la proteina spike se encuentran

presentes en la superficie, lo que le da su caracteristica morfolégica de corona.



Las proteinas M y E son transmembranales involucradas en el ensamblaje viral y
en algunos virus la proteina HE forma pequefios picos en la membrana. En el
extremo 5 se encuentran dos ORF, la y 1b, que codifican para dos largas
poliproteinas no estructurales, la ppla y pplb, que dirigen la replicacion y

transcripcion del genoma.

Para determinar la posicion filogenética de los coronavirus, se hace la
construccion de arboles filogenéticos usando diferentes genes. Los genes solos
mas comunmente usados para estudios de filogenia incluyen el de la proteasa de
tipo quimotripsina (nsps5), de la polimerasa (nspl12), de la helicasa (nsp13), el gen
Syelgen N, ya que éstos se encuentran presentes en todos los coronavirus (Woo
et al. 2010). En el caso del vDEP se realiza la genotipificaciéon a partir de la
secuencia completa del genoma o por algunos genes como son S, M, Ny ORF3,
usados para determinar la diversidad y las relaciones evolutivas de los aislados de
VDEP (Lv et al. 2016).

Los analisis filogenéticos del gen S completo, por medio de la inferencia con el
método neighbor-joining, demuestran que el virus se divide genéticamente en dos
grupos: genogrupo | (Gl, cepas clasicas) y genogrupo Il (Gll, cepas pandémicas);
a su vez, cada uno se divide en dos subgrupos lay Ib, y lla y llb, respectivamente.
Dentro del Gl, se encuentran las cepas clasificadas del tipo Indel-S, donde estan
las cepas clasicas como la prototipo CV777 y cepas vacunales (genotipo la), asi
como cepas emergentes (genotipo Ib) de Estados Unidos, China, Europa, entre
otras. En el subgrupo lla se encuentran genotipos recientes prevalentes en varios
paises de Europa, Asia y América; en el subgrupo llb hay otros genotipos
prevalentes de China y otros paises asiaticos (Huang et al. 2013; Lv et al. 2016;
Lee 2015).

ORF lay 1b

El ORFlay 1b de los coronavirus ocupa aproximadamente dos terceras partes del

genoma, codifican para la poliproteina replicasa y es traducida de ambos ORF’s.



La replicasa codifica de 15 a 16 proteinas no estructurales (NSPs), llamadas nsp1,
nsp2, nsp3, nsp4, etc. Estas proteinas difieren en nimero, secuencia y funcion
entre los grupos de coronavirus, algunas codifican para proteinas de funciones
esenciales, como proteasas (nsp5 y nsp6), para la ARN polimerasa dependiente
de ARN (nspl2) y para la helicasa (nsp13) (Compans et al. 2005; Masters 2006;
Woo et al. 2010; Lee 2015).

Spike (S)

Las proteinas S son glicoproteinas tipo | de membrana con péptidos de sefial, que
estan insertadas en la envoltura viral para formar las espiculas que dan a los virus
su morfologia caracteristica semejante a una corona cuando se visualiza por
microscopia electronica. Estas proteinas participan en la interaccién del virus con
los receptores celulares que median la entrada viral y para la propagacion de
célula a célula, a través de su capacidad para inducir la fusién de las membranas.
Las proteinas S se sintetizan como un precursor de aproximadamente 120 kDa
que es glicosilada cotraduccionalmente para obtener un peso molecular final de
180 kDa (Woo et al. 2010; Weiss & Leibowitz 2011; Masters 2006). Son las
proteinas con las secuencias mas variables en los genomas de los coronavirus.
Funcionalmente esta dividida en dos subunidades, dominio N-terminal S1 (1-789
aminoécidos) y C-terminal S2 (790-1383 aminoacidos), el dominio S1 es el mas
variable. La mayor parte de la proteina esta expuesta al exterior del virus, se
ensambla en la membrana como un trimero en el que la subunidad S1 forma una
estructura de cabeza globular que se une al receptor y la subunidad S2 forma un
tallo transmembranal, que es la responsable de la actividad de fusién con la célula.
(Kim et al. 2015; Jarvis et al. 2016a; Makadiya et al. 2016; de Haan et al. 2008;
Huang et al. 2013).

La secuencia de aminoacidos de la proteina S es conocida por ser apropiada para
determinar las relaciones genéticas entre diferentes cepas aisladas del vDEP y

para su uso en el desarrollo de ensayos diagndsticos y de vacunas (Hao et al.



2014; Kim et al. 2015; Kwan et al. 2016; Y. Chen et al. 2014; Oh et al. 2014). En la
mayoria de las cepas el gen S consiste en una secuencia de 4161 nucledtidos,
que codifican para 1386 aminoacidos. Sin embargo, el gen muestra altas
variaciones en el numero de nucleétidos que dan como consecuencia que algunas

cepas presenten deleciones o inserciones (Lee 2015; Jarvis et al. 2016a).

Nucleocapside (N)

La N es una proteina basica de union al ARN que juega papeles tanto
estructurales, como no estructurales en la replicacion. La proteina N junto con el
genoma ARN forman la capside viral; de igual manera interacciona con la proteina
de membrana durante el ensamblaje (Weiss & Leibowitz 2011; Compans et al.
2005; Lee 2015). Se ha demostrado que la proteina se asocia con complejos de
transcripcion-replicacion en células infectadas. El gen N es otro objetivo comun
para el estudio filogenético de los coronavirus. Debido a su inmunogenicidad
también es usado para clonacion y generacion de proteinas recombinantes para
ensayos seroldgicos (Woo et al. 2010; Masters 2006). La proteina N del vDEP
inhibe el crecimiento de las células epiteliales del intestino y prolonga la fase S del
ciclo celular, mientras se produce dentro de la célula. Adicionalmente, provoca un
efecto antagdnico en la produccion del interferén, lo que constituye una estrategia

de evasion de la respuesta inmunoldgica (Xu et al. 2013).

Membrana (M)

Esta proteina contiene entre 221-262 aminoacidos y es la proteina mas abundante
en la envoltura del virus. La proteina M consiste en un dominio N-terminal
glicosilado hidréfilo corto, expuesto en la superficie externa del virus, seguido de
tres dominios transmembrana y una cola larga C-terminal que se encuentra al
interior del virus. Esta contiene dos dominios, uno anfipatico adyacente al tercer
dominio transmembrana, y otro hidrofilico corto (Masters 2006; Weiss & Leibowitz
2011; Woo et al. 2010). Las proteinas M juegan un papel crucial en el ensamblaje

y la gemacion de las particulas virales, e interactian entre si y con las otras



proteinas N, E y S del virion. Las proteinas M son inmunogénicas e inducen la
produccion de anticuerpos de proteccién, con actividad de neutralizacién viral (Lee
2015; Compans et al. 2005).

Proteina de membrana pequefia o envoltura (E)

Las proteinas E de los coronavirus son proteinas transmembranales pequefas,
formadas por 76-109 aminoacidos, comprometidas en el ensamblaje de particulas
virales, junto con la coexpresion de la proteina M (Lee 2015; Compans et al.
2005). Cada proteina E contiene tres dominios, un dominio N-terminal corto, un
dominio transmembrana largo y un dominio C-terminal hidréfilo (Woo et al. 2010;
Weiss & Leibowitz 2011).

Genes accesorios

Todos los coronavirus contienen genes accesorios, los cuales se encuentran
dentro de distintos marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) e
intercalados entre los genes replicasa, S, E, M y N. Estos genes extras pueden
variar dependiendo del virus. El vDEP tiene solo uno, mientras que el SARS-CoV
puede tener hasta ocho, en algunos casos pueden estar como accesorios dentro
de un gen como el gen interno que se encuentra en el gen N de varios de los
betacoronavirus. Los genes accesorios de los coronavirus originalmente fueron
llamados no estructurales, sin embargo esto no necesariamente ocurre, ya que

unos forman parte de la estructura de los virus (Woo et al. 2010; Masters 2006).

El vDEP presenta un ORF3 entre el gen S y el gen E, este ORF3 también se
encuentra presente en otros virus como el vVGET, HCoV-NL63, SARS-CoV, entre
otros (Masters 2006). En el VGET puede presentar inserciones y deleciones, lo
cual sugiere que el gen puede estar involucrado en la patogenicidad viral (Song et
al. 2003; Woo et al. 2010). Los analisis filogenéticos del ORF3 no han encontrado
diferencias especificas entre las cepas clasificadas con el gen S, como las Indel-S

y las no Indel-S, teniendo una identidad de nucleétidos de 95.4%-95.7%, por lo



cual se considera que este gen esta altamente conservado (Vlasova et al. 2014;
Wang et al. 2016).

REPLICACION VIRAL

La infeccion de los coronavirus inicia por el apareamiento del virus con los
receptores de la célula, lo que desencadena una serie de eventos que terminan
con el ingreso de la nucleocpside en el citoplasma sitio donde se lleva a cabo la
traduccion del genoma en sentido positivo, actuando como ARN mensajero, del
que se traduce en primera instancia la poliproteina de la replicasa. Esta actuara
sobre el genoma para producir un ARN anti sentido y llevar a cabo dos pasos
simultaneos de transcripcion de los ARNs que codificaran para las diferentes
proteinas estructurales y, por otro lado, para la replicacion del ARN. Una vez
sintetizadas las proteinas S, E y M pasan al reticulo endoplasmico, de donde son
llevadas a un compartimiento entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi.
Mientras tanto la nucleocépside es formada por el ensamblaje de la proteina N con
el nuevo ARN. La nucleocépside se une con las proteinas en el compartimento
mediante gemacién, dando como origen a los nuevos viriones, los cuales son
exocitados por medio de vesiculas pequefias o sacos de Golgi (Figura 2). Durante
la infeccién por algunos coronavirus una fraccion de la proteina S que no ha sido
ensamblada en el viribn puede estar presente en la membrana plasmatica de la
célula, siendo un factor predisponente para que se lleve a cabo la fusion con las
células vecinas (Masters 2006; Weiss & Leibowitz 2011; Compans et al. 2005; Lee
2015).
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Fuente: (Lee 2015)

Figura 2. Esquema del ciclo de replicacion del vDEP.

VARIANTES

El vDEP generd una mayor atencion para el 2010, cuando se presentaron brotes
con cepas mayormente patdégenas a las que ya circulaban y que se reportaban
desde los afios 80 en China (Chen et al. 2010). Con la llegada del vDEP al
continente americano, en 2013, y con el estudio de las cepas presentadas en los
brotes iniciales en Estados Unidos, éstas fueron clasificadas como cepas
emergentes patdgenas. Sin embargo, en 2014 fue encontrada en Ohio (USA) una
cepa de menor patogenicidad, conocida como Indel-S debido a que en su regién
N-terminal presenta una insercion de un aminoacido (aa) (aa 161-162) y dos
deleciones (aa 59-60 y aa 140), diferente a lo observado en las cepas altamente
virulentas del vDEP, pero semejantes a las cepas clasicas, como la cepa CV777
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(Wang, Byrum, et al. 2014; Chen et al. 2017). Con lo anterior se determind que
existia la circulacién de dos grandes grupos de cepas, las del tipo Indel-S y las no
Indel-S (Vlasova et al. 2014). Las primeras han sido encontradas en diversos
paises donde la enfermedad es endémica, aunque han sido descritas como cepas
de alta y de baja patogenicidad (Suzuki et al. 2015; Hanke et al. 2015; Lee & Lee
2017; Chung et al. 2016; Grasland et al. 2015). De igual manera han sido
identificadas varias cepas recombinantes, producto de la recombinacion entre las
secuencias de los genes de cepas Indel-S, no Indel-S y clasicas (Li et al. 2016;
Jarvis et al. 2016a), asi como entre las regiones de la proteina S, la S1 y la S2
(Vlasova et al. 2014). Asimismo se han encontrado cepas recombinantes entre
algunos coronavirus entéricos, como lo es el vVDEP con el virus de la
gastroenteritis transmisible (Boniotti et al. 2016; Akimkin et al. 2016). También se
ha encontrado una cepa recombinante con otra ya previamente descrita como
recombinante y una cepa emergente, que presenta una mortalidad del 30% (Valké
et al. 2017). Finalmente, se han obtenido cepas con mutaciones después de
realizar pases seriados en cultivos celulares (Q. Chen et al. 2014; Oka et al. 2014;
Lee et al. 2017; Chen et al. 2015). Estas mutaciones estan dadas por deleciones
en los genes de S, ORF3, E, M, N, ORF 1a/b, nspl, nsp3, nsp9, nps11(Chen et al.
2015), o en los genes de nsp2, nsp3, nsp5, nps12 y nspl3 (Lee et al. 2017).

PATOGENIA

El vDEP ingresa al organismo por via oral, a través de aerosoles, heces, vomito o
fomites contaminados. Experimentalmente se ha estudiado la patogénesis del
virus en lechones de tres dias de edad, encontrando que la replicacion viral ocurre
en el citoplasma de los enterocitos del intestino delgado se lleva a cabo de las 12-
18 horas post-inoculacién, mientras que los signos clinicos a las 22-36 horas post-
inoculaciéon (Zimmerman et al. 2013; Gallagher & Buchmeier 2001; Jung & Saif
2015). El vDEP tiene efecto citolitico y provoca una necrosis aguda, lo cual genera
atrofia de las vellosidades (Jung & Saif 2015; Annamalai et al. 2015). Sin embargo,
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el virus puede no producir muerte de los enterocitos en cerdos infectados (Kim &
Chae 2000). Aunque algunos estudios sugieren que el vDEP no replica en otros
organos, se ha logrado identificar antigenos virales por inmunohistoquimica y
material genético por RT-PCR en pulmén, higado, riidn y bazo de lechones
infectados experimentalmente (Park & Shin 2014). Por otro lado, después de la
inoculacion de una cepa emergente americana en lechones gnotobioticos, se
detectd Unicamente solo el antigeno viral en duodeno, yeyuno, ileon, ciego y colon
(Jung et al. 2014).

La aminopeptidasa N (APN), una glucoproteina transmembrana de 150kDa
expresada en los enterocitos, se creia que era el receptor de vDEP debido a que
es el receptor para otros coronavirus, como el vGET (C. Li, Li, Lucio de Esesarte,
Guo, Elzen, et al. 2017; Li et al. 2007; Nam & Lee 2010; Liu et al. 2015). Estudios
recientes han demostrado que el vVDEP puede infectar varias lineas celulares
carentes del receptor APN, mientras que VGET y una cepa de coronavirus humano
(HCoV-229E-S1) no replicaron (W. Li et al. 2017). Sin embargo, otras evidencias
indican que aunque el receptor APN no es necesario, si promueve la capacidad

infectiva del virus (Shirato et al. 2016).

Con pasajes subsecuentes de diferentes cepas patdgenas en cultivos celulares,
se ha logrado atenuarlas y reducir significativamente su patogenicidad. Algunas
cepas, incluso, pierden totalmente su patogenicidad y los efectos citotéxicos y
citopéticos producidos in vitro (Chen et al. 2015; Lee et al. 2017; Q. Chen et al.
2014). La finalidad y utilidad de estos estudios ha sido determinar las mutaciones

que atendan las cepas y obtener virus no patégeno para usarlo en la vacunacion.

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES

Los signos clinicos se observan de 22-36 h post-infeccion, la diarrea acuosa es el
signo mas frecuente y caracteristico, presentada en cerdos de todas las edades,

provocando una morbilidad de hasta el 100%. Los lechones menores a una
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semana son los méas afectados, pueden morir después de 3 a 4 dias debido a
deshidratacion severa. La mortalidad en lechones es del 50% al 100% (Jung &
Saif 2015; Lin et al. 2016; Lv et al. 2016; Zimmerman et al. 2013). Los animales
enfermos pueden presentar vomitos, depresion y anorexia, y a menudo dan la
impresion de presentar dolor abdominal. Los hallazgos anatomopatolégicos se
limitan al intestino delgado, el cual se presenta distendido, con apariencia
translucida y con contenido acuoso amarillento. Estos cambios podrian estar
relacionados a los dafios de la mucosa provocados por la infeccion viral de los
enterocitos, los cuales muestran vacuolas, descamacion y, ocasionalmente, la
formacién de sincitios. Las vellosidades presentan acortamiento o pérdida, y
algunas pueden fusionarse. En el estbmago se puede apreciar la presencia de
coagulos de leche que no ha sido digerida (Zimmerman et al. 2013; Stevenson et
al. 2013; Huang et al. 2013; Jung & Saif 2015; Lee 2015; Lin et al. 2016).

DIAGNOSTICO

La DEP no puede ser diagnosticada solo con los signos clinicos que se presenten
en la granja, ni mucho menos con la observacion de las lesiones macroscopicas,
debido a la semejanza con lesiones provocadas por otros virus entéricos. Los
métodos de laboratorio son necesarios para el diagnostico etioldgico. Los métodos
mas comunmente usados son la inmunofluorecencia directa (IF), para detectar
antigenos virales, y el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para
demostrar la presencia del virus en heces o de anticuerpos en suero. El virus
también puede ser detectado por inmunocromatografia, inmunohistoquimica,
microscopia electrénica, reaccién en cadena de la polimerasa transcriptasa
reversa (RT-PCR) y aislamiento viral (AV) (Geiger & Connor 2013; Song & Park
2012; Zimmerman et al. 2013). Para el diagnostico mediante la prueba RT-PCR en
tiempo real, se usan iniciadores que amplifican fragmentos de la proteina N o M
debido a que éstas tienen regiones conservadas entre varias cepas del virus.

También se usan iniciadores dirigidos al gen S, Gtil para poder identificar las cepas
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circulantes dentro de diferentes regiones. El diagnostico se puede realizar a partir
de muestras de heces o de intestino, y de suero de animales con signologia (D.
Song et al. 2006; Steinrigl et al. 2015; Wang, Zhang, et al. 2014; Zhao et al. 2014).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una
herramienta de biologia molecular, basada en el estudio de los acidos nucleicos
de cualquier organismo. Es una reaccion enzimatica in vitro para amplificar
millones de veces una secuencia de ADN especifica por la repeticion de varios
ciclos de copiado de la secuencia blanco. Esta técnica se caracteriza por su alta
eficiencia, sensibilidad y reproducibilidad, que genera resultados faciles de
analizar y altamente confiables (Walker 2013; Tamay de Dios et al. 2013; Roche
2006). La PCR toma como fundamento la actividad que normalmente realiza la
enzima ADN polimerasa, que sintetiza ADN dentro de la célula. Esta reaccion se
da comunmente en tres etapas, 1) la desnaturalizacion, que es el proceso por el
cual la doble cadena de ADN se separa entre si, dejando cada una de las hebras
libres, 2) la hibridacién, es cuando se vuelven a unir ambas cadenas, cada una
con su complementaria, de manera in vitro se usan secuencias complementarias
cortas de nucledtidos, llamados oligonucleétidos, y 3) la extension, que es el
proceso en el cual la ADN polimerasa se ensambla en la porcién de doble cadena
del ADN y comienza a sintetizar una nueva cadena a partir de la molde ya
existente. Estas tres etapas son simulados de manera in vitro por un equipo
llamado termociclador, el cual en cada una de las etapas modifica las
temperaturas para que se lleve a cabo adecuadamente el proceso, repitiendo
entre 25 a 35 ciclos (Walker 2013; Roche 2006; Martinez & Silva 2004).

Para que se lleve a cabo la reaccion se necesitan varioS componentes: una
cadena ADN molde o también llamado templado, la ADN polimerasa, nucleétidos
libres (desoxinucleédtidos trifosfatados, o dNTPs), oligonucleétidos (también

llamados iniciadores) y iones, como magnesio principalmente. El templado es el
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material genético base que se quiere amplificar, y debe purificarse del organismo
de interés. La ADN polimerasa mas comunmente usada es la Taq polimerasa,
aislada de Thermus aquaticus, que se mantiene activa a las temperaturas altas de
desnaturalizacion (su actividad maxima es a 72°C). Los dNTPs, se preparan en
concentraciones de trabajo van de 20 a 200 pMm en una solucion Tris buferada
(10mM, pH 7.7-8.0) para dar un balance éptimo entre rendimiento, especificidad y
fidelidad. Los oligonucledtidos deben tener una longitud de entre 20-25
nucleotidos, un porcentaje de citosinas-guaninas de entre el 40-60% y una
similitud del 100% a la cadena molde a amplificar, se utilizan dos oligonucledétidos,
uno en sentido 5 a 3’ llamado “forward”, y otro en anti-sentido 3’ a 5’ llamado
‘reverse”, entre los cuales no debe de haber auto-complementariedad. Las
concentraciones de trabajo recomendadas van de 0.1-0.5 pM. El magnesio se
utiliza porque actia como un cofactor enzimatico de la reaccion, cuya
concentracion 6ptima de trabajo de 0.5-2.5 mM, ajustable para no afectar en el
rendimiento de la Taq polimerasa (Walker 2013; Park 2011; Tamay de Dios et al.
2013; Roche 2006; Innis & Gelfand 1990).

SECUENCIACION

La secuenciacion es un conjunto de métodos y técnicas bioquimicas que nos
permiten conocer el orden de la secuencia de los nucleétidos (A, C, T, G), cuya
combinacion en un orden determinado constituyen el cédigo genético de un
organismo. Esto metodologia es util en la investigacion de los procesos biolégicos
fundamentales, y en campos aplicados esta informacién puede usarse para
predecir enfermedades, estudiar el parentesco, estimar la evolucién, entre otras
(Carrilno 2015; De et al. 2004). La secuenciacion surgid en 1975, en la
Universidad de Cambridge por el bioguimico Frederick Sanger. La idea central
esta basada en copiar el proceso natural de replicacion del ADN. Se realiza como
meétodo enzimatico que utilizaba trifosfato de dideoxinucleétidos (ddNTP). Ya que

la deoxirribosa de un ddNTP no cuenta con el grupo 3-OH, cuando el nucleétido
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es incorporado a la cadena de ADN se bloquea la adicion del siguiente nucleétido,
por lo que cada molécula sintetizada va a terminar aleatoriamente. De esta
manera se obtienen fragmentos de todos los tamafos posibles que terminan en un

residuo especifico.

La estrategia es hacer cuatro reacciones diferentes de sintesis de ADN, utilizando
un ddNTP distinto, ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP, lo que va a generar una
escalera de moléculas de ADN. Estos fragmentos de DNA se separan en un gel
por electroforesis con cuatro carriles distintos, para determinar la secuencia del
templado (Sanger 2007). Casi al mismo tiempo que Sanger, Allan Maxam y Walter
Gilbert desarrollaron un método alternativo de secuenciacion basado en la
modificacion quimica del ADN. Este método requiere marcaje radioactivo en uno
de los extremos y la purificacién del fragmento de ADN que se desea secuenciar.
El tratamiento quimico genera rupturas en una pequefia proporcién, de uno o dos
nucledtidos en cada una de las reacciones G, A+G, C, C+T. Posteriormente, se
separan los fragmentos producto de las cuatro reacciones por tamafio mediante
electroforesis en gel (Maxam & Gilbert 1977). En 1980, Sanger, Maxam y Gilbert
compartieran el Premio Nobel de Quimica.

El método de Sanger tiene varias ventajas sobre el método de Maxam-Gilbert. El
primero se puede realizar en un par de horas, en cambio el segundo tarda por lo
menos un dia; y las reacciones por el método de Sanger son mas puras, con
menos contaminantes que puedan afectar la reaccién. La automatizacion de la
secuenciacion con base en la metodologia de Sanger y con el uso de
dideoxinucleétidos marcados con fluoréforos, que desplazaron a los isGtopos
radioactivos, representa una gran ventaja ya que los fluoroforos son detectados
por medio de un laser en una electroforesis capilar y la sefial emitida es transferida
directamente a una computadora donde un programa le da interpretacion y
ensambla la secuencia. Asi, la captura de las secuencias se hace mas rapida y

con mayor reproducibilidad. Con los métodos automatizados y la aplicacion de
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cuatro diferentes fluoréforos en una sola reaccion, se pueden determinar miles de

secuencias de bases por dia (Aksyonov et al. 2006; De et al. 2004; Carrilho 2015).

En los dltimos afios han surgido tecnologias de nueva generacion, las llamadas
técnicas de secuenciacion masiva, que hacen la secuenciacion mucho mas rapida
y mas barata. Estas estrategias tienen en comun, que evitan el paso de clonaje en
bacterias, este es sustituido por la fragmentaciéon del ADN. Una vez fragmentado
el ADN se le afladen adaptadores en los extremos, los cuales presentan una
secuencia complementaria de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por
PCR y a su vez combinarla con la secuenciacion masiva. Entre las tecnologias de
secuenciacion masiva de nueva generacion se encuentran: Roche-454
(pirosecuenciacién), Solexa (lllumina), SOLID (Secuencing by Oligo ligation and
detection), lon Torrent, entre otras (Quail et al. 2012; Carrilho 2015). El
fundamento de la tecnologia de lon Torrent se basa en la semiconduccién, se
detectan los cambios de pH que son producidos por la liberacion de iones de
hidrogeno (H"), esto ocurre cuando hay union de un nucleétido en la cadena base
que se esta secuenciando. Cada nucleétido se va agregando en soluciones por
separado, dando de esta manera la interpretacion de la secuencia (Quail et al.
2012; lon Torrent by Life Technologies 2011).
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JUSTIFICACION

Es necesario realizar muestreos de intestino y heces de cerdos con enfermedades
entéricas en granjas de la Republica Mexicana, con la finalidad de comenzar a
aislar las cepas circulantes del vDEP y evaluar si éstas cuentan con las mismas
caracteristicas genéticas que las altamente patdgenas reportadas en Asia y en
Estados Unidos. Asimismo, es importante conocer si existe variabilidad entre las
cepas identificadas en México y su potencial de infeccién. Lo anterior podria
contribuir al desarrollo de métodos de diagndstico, sensibles y especificos, para la
deteccion de las diferentes cepas del vDEP circulantes en el pais y posteriormente
desarrollar vacunas efectivas.
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HIPOTESIS

Debido a la alta prevalencia de la DEP y al ingreso rapido del vDEP en las granjas

de la Republica Mexicana, se encontrara una sola variante de este virus.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las variantes genéticas del VDEP en las granjas de la Republica

Mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar un muestreo en diferentes granjas sospechosas a vDEP, con la
finalidad de detectar la presencia del virus.

2. Estandarizar la prueba de RT-PCR hacia la proteina S para la detecciéon de
vDEP.

3. ldentificar el linaje de las muestras positivas por secuenciacion.

4. Determinar la variabilidad genética de los virus identificados en las

diferentes regiones de la Republica Mexicana con base en el gen spike (S).
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo en granjas de la Republica Mexicana.

Entre los afios 2013 a 2016, fue realizado un muestreo representativo de
intestinos y heces de lechones, de aproximadamente una semana de edad, con
cuadros digestivos sugerentes a la enfermedad causada por el vDEP. Un total de
68 muestras (47 de intestinos y 21 de heces) fueron proporcionadas por asesores
privados del sector porcicola y por el Departamento de Medicina y Zootecnia de
Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los
especimenes provinieron de granjas ubicadas en 17 estados de la Republica
Mexicana: Aguascalientes (1), Ciudad de México (2), Estado de México (4),
Guanajuato (2), Hidalgo (1), Jalisco (7), Michoacan (1), Morelos (1), Nuevo Leon
(1), Oaxaca (1), Puebla (21), Querétaro (9), San Luis Potosi (3), Sonora (6),
Tlaxcala (1), Veracruz (4) y Yucatan (1) (figura 3).

AGUASCALIENTES (1.5%)
=CD. DE MEXICO (2.9%)
mEDO. DE MEXICO (8.8%)
= GUANAJUATO (2.9%)

HIDALGO (1.5%)

JALISCO (10.3%)
EMICHOACAN (1.5%)
mMORELOS (1.5%)
ENUEVO LEON (1.5%)
BOAXACA (1.5%)
EPUEBLA (30.9%)

QUERETARO (13.2%)
ESAN LUIS POTOSI (4.4%)
= SONORA (8.8%)
BTLAXCALA (1.5%)
VERACRUZ (5.9%)
YUCATAN (1.5%)

Figura 3. Porcentaje de muestras por estado. En el mapa con distintos colores se
observan los estados muestreados y en la grafica se observa el porcentaje de

muestras obtenidas en cada estado.
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Preparacion de las muestras

Se realiz6 una inspeccion general fisica de las muestras, de éstas se tomo6 una
porcion representativa y se procedié bajo lo siguiente: si la muestra era de
intestino se realiz6 la pulverizacion en mortero con nitrégeno liquido, el
pulverizado obtenido se mezclé por Vortex durante aproximadamente 15 s con
solucién buferada de fosfatos (PBS) en una proporcion de 1:5, y se realizd la
clarificacion de la muestra por centrifugacion a 5000 rpm durante 25 min. A las
muestras de heces se les adicion06 PBS en una proporcion de 1:10, se
homogenizaron por Vortex aproximadamente por 40 s, se dejaron en refrigeracion
a 4°C durante 2h, después fueron clarificadas por centrifugacion a 5000 rpm
durante 25 min. Los sobrenadantes obtenidos de ambos tipos de muestras fueron
utilizados de inmediato para la realizacion de la RT-PCR Tiempo Real (RT-PCRQ).

El resto de los sobrenadantes fue almacenado a -70°C.

Deteccion del virus de la diarrea epidémica porcina

La deteccion del antigeno viral se realiz6 con prueba de inmunocromatografia de
ANIGEN (Animal Genetics México), y la RT-PCRq con el kit comercial Real-Time
RT-PCR PEDV/SDCV, Pockit®. Ambas técnicas se llevaron a cabo siguiendo las
especificaciones del fabricante. De las muestras positivas se decidio utilizar
aquella que presentaba un ct (“Threshold point” o ciclo umbral) mas alto para
realizar la estandarizacién de la RT-PCR punto final dirigida hacia el gen S del
vDEP.

Estandarizacion de la RT-PCR dirigida hacia el gen S

Disefio de Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos fueron disefiados con la herramienta Primer-BLAST del
National Center of Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine
(NCBI) tomando como referencia la secuencia del genoma completo de un virus

emergente de Estados Unidos, la cepa Colorado/2013 (No. de acceso Genbank:
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KF272920.1). Para todos los oligonucleétidos disefiados se buscé que la
temperatura de metilacion (Tm) fuera de 60°C. Posteriormente, se realizé la
alineacion en el programa MEGA 7.0.25, de mas de 80 secuencias reportadas en
diferentes partes del mundo, con la finalidad de revisar la variacion de los
oligonucledtidos con las diferentes cepas del virus. De igual manera se realiz6 el
andlisis de los oligonucle6tidos mediante el software OligoAnalyzer 3.1 de la
pagina del IDT (Integrated DNA Technologies, https://www.idtdna.com), para

determinar que se cumplieran los criterios de disefio. Ya obtenidos los
oligonucledtidos ideales, se us6 el programa Basic Local Alignment Secquence
Tool (BLAST) del NCBI para validar su especificidad Unica hacia las secuencias
del vDEP. Los oligonucledtidos que se obtuvieron fueron sintetizados por una

empresa nacional (T4 oligo®©, http://t4oligo.com/home/). Se disefiaron dos pares

de oligonucleotidos que amplifican en dos fragmentos el gen S, y otro par que
amplifica en un fragmento los genes ORF3, E, M y N, las secuencias de los

oligonucledtidos se presentan en el cuadro 1.

NOMBRE SECUENCIA (5 ------- 3) GEN AMPLICON
SRF/VDEP/S-F1 GTGTCATCACCGAAAAGTTGGC
S 2 952
SRF/VDEP/S-R1 TCAACAGACTCAAGCCTAGCG

SRF/VDEP/S-F2  TCTATGGCTTTAGAGGTGAGGGTATC
S 2428

SRF/VDEP/S-R2 GTGGGCAATAAAGAACAATGACAGC

SRF/VDEP/AII-F3 GCTGTCATCGTTCTTTATTGCCC ORF3,
E, M, 2829
SRF/VDEP/AII-R3 CCTTCTTGCACTGACATTACCAC N

Cuadro 1. Oligonucleotidos disefiados para el vDEP.
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En la siguiente figura se puede observar los sitios donde hibridan cada uno de los
seis oligonucledtidos, asi como el tamafio aproximado en pares de bases que se

obtendria en la amplificacion.

Templado: KF272920.1 Porcine epidemic diarthea virus strain USA/Colorado/f2013, complete genome
2K 4K 6K 8K 10K 12K 14K 16K 18K 20K K, 24K, 26K ‘Fﬂ‘

| : ¥ |:|Nucleocap5|de
Replicasa 12y 1b Sp|ke — DMembraﬁa
: | ORF 3[3] e
S-F1 2,95200 s.R1|EnV°Itura i
§-F22428pb S- Rz

All-F32, 829pbAII R3

SF 4y SR2

Figura 4. Esquema de la posicion de los oligonucleétidos para su amplificacion.

Purificacion de ARN

Se realiz6 la purificacién del ARN con el kit de extraccion QIAmp Viral RNA Mini,
Qiagen, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con la siguiente
metodologia:
1. En un tubo Eppendorf de 1.5ml se colocaron 560ul de buffer AVL, 5.6pl de
acarreador de RNA y 140pul de la muestra.
2. Se homogeniza con vortex por aproximadamente 15 s, y se incuba durante
10 min a temperatura ambiente.
3. Posteriormente se le adicionan 560ul de etanol al 100%, para ser agitado
con vortex durante 10 s.
4. Luego se transfiere a una columna, y se centrifuga a 8000 rpm por 60 s, se

coloca el tubo con la columna en otro tubo recolector.
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5. Se adiciona a la columna 500yl de buffer de lavado AW1 y se centrifuga a
9000 rpm por 60 segundos, se cambia a otro tubo para colectar.

6. Se le adiciona 500ul de buffer de lavado AW2 y se centrifuga a 14000 rpm
por 3 min, se coloca el tubo con la columna en otro tubo Eppendorf.

7. Se le adiciona 30l de agua libre de RNAsas, se incuba por 60 segundos a
temperatura ambiente, para después centrifugar a 14000 rpm por 60 s (este
altimo paso se realiza dos veces, para obtener un volumen total de 60pl).

Nota: la muestra obtenida se usa inmediatamente, o se almacena a -70°C.

Transcripcion en reversa (RT)

Una vez obtenido el ARN, y previo a la RT se realizé el tratamiento de la muestra
purificada con ADNasas con el kit RQ-1 RNase-Free DNase (Promega®), en un
microtubo de 0.2ml se coloc6é 1ug de ARN, 8ul de H,O DEPC, 1ul de buffer RQ1
RNase free DNase 10x, y 1ul de RQ1 RNase free DNase, esta mezcla se coloco
en el termociclador a 37°C durante 30 min, al terminar esto, se le adicion6 1pl se

solucidn stop, y se dejé nuevamente en el termociclador a 65°C durante 10 min.

Una vez terminado esto se llevo a cabo la RT para obtener el cDNA mediante el kit

comercial Superscript Il RT (Invitrogen®, con la siguiente metodologia (figura 5):

1. Con un volumen total de 5ul de ARN, se le adiciona 1ul de Oligo
SRF/VDEP/AII-R3 (20pM), 1pl de dNTPs (10mM).

2. Se coloca en el termociclador a una temperatura de 60°C durante 5 min,
posterior se baja la temperatura a 4°C.

3. Se le adiciona 4pl de 5x first stand buffer, 2ul de 0.1 M DTT y 1ul de RNasa
OUT (40U/pl).

4. Se coloca a una temperatura de 42°C durante 2 min, posterior se baja a 4°C.

5. Se le adiciona 1pl de Enzima Superscript RT (200u).

6. Se coloca a una temperatura de 42°C por 50 min, y por ultimo 70°C por 15
minutos, al final se baja la temperatura a 4°C.

Con la finalidad de comprobar que la reaccién de la transcriptasa reversa se

estaba llevando a cabo de manera adecuada, se realizd la cuantificacion del ADN
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total con el equipo Qubit 2.0 Fluorometer (Life technologies), con el kit Qubit®
dsDNA HS Assay, siguiendo las instrucciones del proveedor, y a la par se realizé
la prueba RT-PCR punto final anidada usada para el diagnostico dentro del DMZC

con el kit Onestep, pero omitiendo la RT en la reaccion (Anexo 2).

70°C
° — -
,55 C [/ 10min |
5min
42°C 42°C
[ 2min 50 min
4°C 4°C \4°C
1 -
4ul— RNA
1ul = dNTPs 4l — 5x FS Buffer
1ul - Oligo 2ul-01MDTT
SRF/PEDV/AII-R3 1upl— Rnase out ‘ 1pl =Superscript I ‘

Figura 5. Esquematizacion de las condiciones de la RT.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 a partir del cDNA obtenido de la RT, mediante el empleo del Kit
LongAmp™ Hot Start Taq 2X Master Mix de BioLabs®. Se realizé la optimizacion
del kit, bajo las indicaciones del fabricante, para cada reaccion se agrega en un
microtubo lo siguiente: 1.5ul del cDNA (1pg-1ng), 0.4ul de iniciador SRF/VDEP/S-
F1 (20uM), 0.4pul de iniciador SRF/VDEP/S-R2 (20uM), para obtener la
amplificacion del gen Spike, mientras que para amplificar los demas genes se
utilizaron 0.4ul de iniciador SRF/VDEP/AII-F3 (20uM), 0.4ul de iniciador
SRF/VDEP/AII-R3 (20uM), a lo anterior se le adiciond 5ul de LongAmp Hot Start
Tag 2X Master Mix y 2.7ul de agua libre de nucleasas, para obtener un total por
reaccion de 10ul, el producto obtenido fue sometido a electroforesis. Para la
estandarizacion de la prueba se usaron las siguientes condiciones de
amplificacion (figura 6): Desnaturalizacién inicial 94°C/30s, seguido de 30 ciclos de

desnaturalizacion a 94°C/30s, alineacion se realizaron gradientes de temperatura

27



cada un grado de 50-59°C/30s, extension de 65°C/5.2min y un ciclo de extension
final a 65°C/10 min.

94°C | 94°C

30 seg 15 seg | v650C ‘ 65°C7
56°C /5.2min  10min \
30 seg i ‘.
:  4°C
1 Ciclo 30 Ciclos | 46k

Figura 6. Esquematizacion de las condiciones de la PCR.

Electroforesis

Para la realizacion de la electroforesis se prepararon geles de agarosa (Agarose
Molecular Biology Grade, Vivantis) a una concentracion de 1.5%, en un volumen
final de 30ml, se les adiciond 2ul de RedGel 1X (Biotium), para el corrimiento del
gel se utilizé una cadmara de electroforesis CLP Bioscience Modelo 75.710, con
una fuente de poder (BIO-RAD Power PAC 300) donde se ajustd a un tiempo de
60 min a 90 voltios. Se utilizo6 como buffer de corrida TAE (50X TAE
Electrophoresis Buffer, Termo Scientific) (40mM de Tris base, 20mM de acido
acético y 1mM de EDTA), se cargaron los productos de la RT-PCR en los geles,
con 5ul del volumen total de la reaccion méas 1l de Buffer de Azul de Bromofenol
6X (25mg de Azul de Bromofenol, 3ml de Glicerol y se afor6 a 10ml con agua
destilada estéril), en un pocillo aparte se colocaron 3ul marcador de peso
molecular (1kb plus ladder, Invitrogen). Una vez realizada la electroforesis, los
geles se visualizaron en un transiluminador Kodak Gel Logic 112, con camara
Kodak Molecular Imaging Software V.5.0.1.27 Standard Edition 2008.
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Secuenciacion

El cDNA obtenido de la amplificacion del gen de interés, fue sometido a
secuenciacion mediante la plataforma lon Personal Genome Machine (PGM)
siguiendo las especificaciones del proveedor para la secuenciacion de DNA. En
breve, 100ng de cDNA fue empleado para la elaboracidn de la libreria con el lon
Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Life Technologies), el cDNA fue fragmentado
fisicamente con el Bioruptor® Sonication System hasta obtener fragmentos de 200
pares de bases (pb), a estos fragmentos se ligaron adaptadores, repararon los
extremos y se purifico el DNA. La cantidad, calidad e integridad fue avaluada
usando High Sensitivity DNA Kit (Agilent, Santa Clara, CA). Se obtuvo un
templado de la libreria haciendo uso del lon PGM™Hi-Q™ OT2 Kit (Life
Technologies) mediante PCR de emulsion en el lon OneTouch™ 2 System. La
reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en un chip lon 314 Chip v2 y con el lon
PGM ™ Hi-Q ™ Sequencing kit (Life Technologies). Las lecturas obtenidas fueron
filtradas con el FastQC plug-in v3.4.1.1, seleccionando solo aquellas con un
Qscore = 20 (6,074,916 reads), la profundidad obtenida fue mayor a 300X.

Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias se revisé la calidad de la secuencia y se
editaron dejando solamente las secuencias que codifican para la proteina, esto se
realiz6 utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment editor 7.2.6., una vez
obtenidas las secuencias fueron comparadas con otras secuencias de referencia
en el Genbank para la reconstruccion filogenética. El analisis de alineacion de
cada gen se realizé por el método Clustal W, posteriormente se realizd la
construccion del arbol filogenético, por el método Neighbor-Joining (NJ),
calculando el bootstrap por 1000 replicas, estos dos analisis usando el software
MEGA 7.0 (molecular evolutionary genetics analysis) (Kumar et al. 2016), las
secuencias de nucleotidos se convirtieron en secuencias de aminoacidos y se

evaluaron los cambios entre ellas.
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RESULTADOS

Deteccion del virus de la diarrea epidémica porcina.

Del las 68 muestras se obtuvieron 53 positivas por medio de RT-PCR(q (cuadro 2)
de 15 estados de la Republica Mexicana, las cuales representan el 77.94%. De
éstas 39 fueron de intestino y 14 de heces. La deteccién de muestras positivas en
intestino fue de un 82.97%, mientras que para las heces fue del 66.66%, del total
de las muestras procesadas.

PROCEDENCIA TOTAL DE RESULTADO RT-PCRq

(ESTADO) MUESTRAS +) % ) %
AGUASCALIENTES 1 0 0.00 1 6.67
CIUDAD DE MEXICO 2 1 1.89 1 6.67
ESTADO DE MEXICO 6 4 7.55 2 13.33
GUANAJUATO 2 2 3.77 0 0.00
HIDALGO 1 1 1.89 0 0.00
JALISCO 7 6 11.32 1 6.67
MICHOACAN 1 1 1.89 0 0.00
MORELOS 1 1 1.89 0 0.00
NUEVO LEON 1 1 1.89 0 0.00
OAXACA 1 1 1.89 0 0.00
PUEBLA 21 17 32.08 4 26.67
QUERETARO 9 7 13.21 2 13.33
SAN LUIS POTOSI 3 2 3.77 1 6.67
SONORA 6 5 9.43 1 6.67
TLAXCALA 1 1 1.89 0 0.00
VERACRUZ 4 3 5.66 1 6.67
YUCATAN 1 0 0.00 1 6.67
TOTAL 68 53 77.94 15 22.06

Cuadro 2. Resultados de las muestras al vDEP por RT-PCRq.
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RT-PCR de los genes S, ORF3,E, My N

Una vez estandarizada la RT y la PCR (anexo 3), se realizé las amplificaciones del
gen S completo y de los demas genes estructurales, generandose dos bandas,
una de un peso aproximado de 4,821pb, y otra de 2,829pb aproximadamente
(Figura 7).

Productos de la PCR:

MPM

Control positivo (All-F3 — All-R3)
Control negativo (All-F3 — All-R3)
Control positivo (S-F1 - S-R2)
Control negativo (S-F1 - S-R2)

S

Figura 7. Electroforesis de la RT-PCR en gel de agarosa al 1.5%. RT-PCR
estandarizada para el gen S (Carril 4), asi como para los genes ORF3, E, M, N
(Carril 2).
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A las 53 muestras que fueron positivas para el vDEP (ver Cuadro 2), se les realizo
las dos RT-PCR punto final para el gen S y para los demas genes estructurales, y
se obtuvo la amplificacion de 28 muestras, las cuales provinieron de 10 de los 17
estados muestreados, estos son el Estado de México (3), Guanajuato (1), Jalisco
(4), Michoacéan (1), Puebla (10), Querétaro (4), San Luis Potosi (2), Sonora (1),
Tlaxcala (1) y Veracruz (1) (figura 8).

m 4.4% EDO. DE MEXICO (3)
= 1.5% GUANAJUATO (1)
u5.9% JALISCO (4)
#1.5% MICHOACAN (1)
14.7% PUEBLA (10)
5.9% QUERETARO (4)
2.9% SAN LUIS POTOSI (2)
u1.5% SONORA (1)
®1.5% TLAXCALA (1)
® 1.5% VERACRUZ (1)

Figura 8. Porcentaje y nimero de muestras positivas a la RT-PCR punto final. En
el mapa con distintos colores se observan los estados que presentaron muestras
con amplificacion positiva hacia los genes S, ORF3, E, M y N, en la grafica se

observa el porcentaje de muestras obtenidas en cada Estado.
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Secuenciacion

A partir de las 28 muestras amplificadas, se obtuvieron 20 secuencias de
nucleotidos para el gen S completo de los siguientes estados y afios, Estado de
México (1,2014), Guanajuato (1,2015), Jalisco (3,2015), Michoacan (1,2015),
Puebla (1,2014; 5,2015; 2,2016), Querétaro (2,2016), San Luis Potosi (1,2015),
Sonora (1,2015), Tlaxcala (1,2014) y Veracruz (1,2015) (Cuadro 3).

Para el ORF3 se obtuvieron de igual manera 20 secuencias del gen completo,
Estado de México (1,2014; 1,2015), Guanajuato (1,2015), Jalisco (3,2015; 1,2016),
Michoacan (1,2015), Puebla (1,2014; 3,2015; 2,2016), Querétaro (3,2016), San
Luis Potosi (1,2015), Tlaxcala (1,2014) y Veracruz (1,2015) (Cuadro 3).

Para el gen de envoltura se obtuvieron 20 secuencias del gen completo, Estado de
México (1,2014; 1,2015), Guanajuato (1,2015), Jalisco (3,2015; 1,2016),
Michoacan (1,2015), Puebla (1,2014; 3,2015; 2,2016), Querétaro (3,2016), San
Luis Potosi (1,2015), Tlaxcala (1,2014) y Veracruz (1,2015) (Cuadro 3).

Para el gen completo de membrana se obtuvieron 19 secuencias, Estado de
México (1,2014; 1,2015), Guanajuato (1,2015), Jalisco (2,2015; 1,2016),
Michoacan (1,2015), Puebla (1,2014; 3,2015; 2,2016), Querétaro (3,2016), San
Luis Potosi (1,2015), Tlaxcala (1,2014) y Veracruz (1,2015) (Cuadro 3).

Para el gen de la nucleocapside se obtuvieron 18 secuencias completas, Estado
de Meéxico (1,2014; 1,2015), Guanajuato (1,2015), Jalisco (2,2015; 1,2016),
Michoacan (1,2015), Puebla (1,2014; 3,2015; 1,2016), Querétaro (2,2016), San
Luis Potosi (1,2015), Tlaxcala (1,2014) y Veracruz (1,2015) (Cuadro 3).
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Id. de la Tipo de Genes secuenciados (aminoéacidos)
Procedencia Afio
muestra muestra S ORF3 E M N
GenBank:

KE272920 Colorado/USA 2013 Referencia| 1386 224 76 226 441
IN-DMZCO Puebla 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
INI-DMZC3 Tlaxcala 2014 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC5 Puebla 2014 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC6 Edo. de México 2014 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC9 San Luis Potosi 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC10 Jalisco 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC11 Jalisco 2015 Intestino 1386 224 76 “) O]
IN-DMZC12 Puebla 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC13 | Edo. de México 2015 Intestino ) 224 76 226 441
IN-DMZC14-1 Puebla 2014 Intestino ) ) ) ) )
IN-DMZC14-2 Puebla 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC15 Guanajuato 2015 Intestino 1387 224 76 226 441
IN-DMZC16 Puebla 2015 Intestino | 1386 ) ) ) )
IN-DMZC17 | Edo. de México 2015 Intestino ) ) ) () )
IN-DMZC18 | San Luis Potosi 2015 Intestino ) ) ) () )
IN-DMZC19 Michoacéan 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC20 Puebla 2015 Heces 1386 ) ) ) ¢)
IN-DMZC22 Veracruz 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC23 Sonora 2015 Heces 1386 ) ) ) )
IN-DMZC25 Jalisco 2015 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC42 Puebla 2016 Intestino ) ) ) ) )
IN-DMZC43 Querétaro 2016 Intestino ) 224 76 226 )
IN-DMZC44 Puebla 2016 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC45 Querétaro 2016 Intestino 1387 224 76 226 441
IN-DMZC46 Jalisco 2016 Intestino ) 224 76 226 441
IN-DMZC48 Puebla 2016 Intestino 1386 224 76 226 441
IN-DMZC49 Querétaro 2016 Intestino 1389 224 76 226 441
IN-DMZC50 Querétaro 2016 Intestino ) ) O] ) O]

Cuadro 3. Resultados de las muestras secuenciadas, asi como del nimero de

aminoacidos de cada una de las secuencias encontradas.
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De las 20 secuencias obtenidas para el gen S, 17 tienen una longitud de 4161
nucledtidos, que codifican para 1386 aminoacidos mas su codon de paro; dos
tienen 4164 nucleétidos que codifican para 1387 aminoacidos mas su codon de
paro, y otra mas presenta una longitud de 4170 nucledtidos, que codifican para
1389 aminoéacidos y un codon de paro. Para la secuencia del gen ORF3, las 20
muestras presentaron una longitud de 675 nucledtidos, que codifican para 224
aminoéacidos y un codén de paro. Para el gen E, todas las secuencias obtenidas
tuvieron una longitud de 231 nucledtidos, que codifican para 76 aminoacidos y un
codon de paro. Para el gen M todas las secuencias tuvieron una longitud de 681
nucleétidos que codifican para 226 aminoacidos y un codén de paro. Para el gen
N se obtuvo un producto de secuenciacion de 1326 nucledtidos, los cuales

codifican para una cadena de 441 aminoacidos y un codon de paro.
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Andlisis del gen S

El analisis filogenético incluye las 20 secuencias del gen S completo, de muestras
positivas provenientes del Estado de México, Guanajuato, Jalisco, Michoacan,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tlaxcala y Veracruz. De igual manera
se incluyeron algunas cepas de referencia de América, Europa y Asia (Anexo 1).
El andlisis nos sugiere como resultado los diferentes clados en los que se han

clasificado las cepas del vDEP (figura 9).

En el clado superior se pueden apreciar las cepas del tipo no Indel-S, encontradas
en diferentes paises, en la rama superior de este clado estan incluidas las cepas
encontradas en este estudio, que a su vez estan dentro de las cepas emergentes
americanas junto con varias cepas mexicanas ya descritas por Lara-Romero et al,
en el 2017, y cepas de referencia como la USA/Colorado/2013 (KF272920).

Las secuencias encontradas se pueden apreciar dispersas dentro de este grupo
de cepas, sin embargo se observa que las cepas VDEP/MEX/PUE/IN-
DMZC5/2014, vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC12/2015, vDEP/MEX/TLAX/IN-
DMZC3/2014, vDEP/MEX/SLP/IN-DMZC9/2014, vDEP/MEX/PUE/IN-
DMZzC16/2015, vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC20/2015 'y vDEP/MEX/SON/IN-
DMZC23/2014, se encuentran estrechamente relacionadas en una rama, junto con
la cepa DEPV/MEX/MICH/01/2013 descrita por Lara-Romero et al (2017).

Las secuencias mexicanas mas distantes que se encuentran en otro grupo son, la
vDEP/MEX/EDOMEX/IN-DMZC6/2014, vDEP/MEX/GTO/IN-DMZC15/2015,
vDEP/MEX/MICH/IN-DMZC19/2015, vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016,
VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2016 y VvDEP/MEX/PUE/IN-DMZC48/2016. Asi
mismo las demas cepas se encuentran en la parte media del clado de cepas

emergentes americanas (Figura 9).
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Figura 9. Analisis filogenético de la secuencia completa del gen S con las cepas
de referencia. En rojo se han marcado las cepas encontradas en el presente
estudio. El arbol se realiz6 con el método Neighbor-Joining, utilizando maxima

probabilidad compuesta por distancia de nucle6tidos y con 1000 repeticiones para

bootstrap, con MEGAY.
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Dentro del analisis filogenético realizado so6lo con la cepa de referencia
USA/Colorado/2013 (KF272920), con la cepa clasica CV777 (NC_003436) y con la
cepa emergente Indel-S OH851 (KJ399978), se encontrd que la distribucion de las
secuencias obtenidas de los diferentes estados, no se encuentran juntas entre
ellas (Figura 10). Marcados con un circulo color gris se pueden observar las
secuencias obtenidas de Puebla, de color azul las secuencias de Jalisco, de color
rosa las secuencias de Querétaro, de color negro, anaranjado, verde, amarillo,
verde limén, morado y guinda, las secuencias de Veracruz, San Luis Potosi,
Tlaxcala, Sonora, Michoacan, Estado de México y Guanajuato, respectivamente,
las cepas de referencia se encuentran marcadas con un triangulo de color rojo. Se
puede observar que en la rama donde se encuentra la secuencia
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC5/2014, se encuentran otras tres de Puebla del afo
2015, ademas de la secuencia de Sonora del mismo afio, y la de Tlaxcala del
2014. En la rama vecina a ésta se encuentran otras dos secuencias de Puebla del
afio 2015, que estan mas cercanas a la cepa de referencia USA/Colorado/2013. Y
dentro de este mismo se hallan las tres cepas de Jalisco, asi como la secuencia
de Veracruz y de San Luis Potosi, todas del afio 2015. En la rama inferior se
puede observar que las secuencias agrupadas en este clado son la del Estado de
México del 2014, la de Michoacan y Guanajuato de 2015, y tres secuencias del
2016, dos de ellas de Querétaro y la restante de Puebla. Separada de estas dos
ramas, Yy sin una homologia cercana, se encuentra la secuencia
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC/2016.
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Figura 10. Analisis filogenético del gen S de las secuencias VDEP/IN-DMZC, junto
con las cepas USA/Colorado/2013 (KF272920), CV777 (NC_003436) y OH851
(KJ399978). El arbol se construyé con el método Neighbor-Joining, usando un

bootstrap de 1000 repeticiones, con MEGA?7.

Andlisis de similitud del gen S

Con base en el andlisis de similitud obtenido, las secuencias de nucleotidos
encontradas en este estudio presentaron una similitud entre el 99.35 al 99.95%,
(VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2016 y vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC14-2/2015,
respectivamente) con relacion a la cepa de referencia USA/Colorado/2013
(KF272920), mientras que con la cepa Indel-S USA/OH851/2014 (KJ399978) la
similitud fue del 95 y 95.93% (VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC14-2/2015 vy
vDEP/MEX/EDOMEX/IN-DMZC6/2014, respectivamente). Asimismo, se encontro
una similitud menor, que va de 92.75 a 93.26% (VDEP/MEX/QRO/IN-
DMZC49/2016 y vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC14-2/2015, respectivamente) con la
cepa clasica BEL/CV777/1977 (NC_003436). Entre las diferentes secuencias

encontradas se pudo observar que existe una similitud entre ellas que va del
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98.82% (entre VvDEP/MEX/PUE/IN-DMZC20/2015 y VvDEP/MEX/SON/IN-
DMZzC23/2015) al 99.98% (entre VDEP/MEX/SON/IN-DMZC23/2015 vy
VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2016) (Figura 11). Al realizar el andlisis de la
alineacion de las secuencias, se encontrd que la secuencia VDEP/MEX/GTO/IN-
DMZC15/2015 presentd la insercion de una tirosina (Y) entre la posicion 424-425
y la secuencia VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016 presenté una insercion de un
acido aspartico (D) entre la posicion 447-448 (Figura 12).

Cepas nt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 nm 1" 122 13 ¥ 1B 16 17 18 19 20 21 2 B
1 USA/Colorade/2013 (KF272920) 4161
2 USAJOHBS1/2014 (KJ399978) 4152 96.05
3 BEL/CVZ77M977 (NC_003436) 4152 9328 9557
4 vWDEPMEX/PUEAN-DMZC0/2015 4161 9986 9591 9316
5 vDEPMEXTLAXIN-DMZC3/2014 4161 9983 9591 9321 9969
6 vDEPMEX/PUEAN-DMZC5/2014 4161 9978 9586 9321 99.64 9981
7 vDEPMEX/EDOMEXIN-DMICE/2014 4161 99.83 95.93 93.21 9969 9971 9966
8 vDEP/MEX/SLPAN-DMIC9/2015 4161 9971 9586 9306 9957 9966 9957 9959

9 vDEPMEXJALIN-DMZC10/2015 4161 9959 9569 93.02 99.45 99.42 99.38 99.42 993

10 vDEPMEX/JALIN-DMZC11/2015 4161 9976 9581 93.06 99.66 99.59 9954 9957 99.47 994

11 vDEPMEX/PUEAN-DMZC12/2015 4161 9959 9571 93.00 99.45 99.62 9966 99.47 9935 9921 99.4

12 vDEPMEX/PUEAN-DMZC14-272015 #4181 99.95 95 93.26 99.81 99.38 99.76 93.83 99.71 99.54 99.71 9959

13 vDEPMEX/GTOAN-DMZC15/2015 4164 9957 9571 9304 99.42 9945 994 9969 9933 99.16 99.3 9326 9957

14 vDEPMEX/PUEAN-DMZC16/2015 4161 9969 95.79 93.09 99.54 93.78 9969 9957 99.47 9328 99.45 995 9969 993

15 vDEPMEXMICHAN-DMZC19/2015 161 9952 9562 92.97 99.38 935 99.35 99.64 99.33 99.16 99.35 99.21 99.52 9935 99.28

16 vDEPMEX/PUEAN-DMZC20/2015 4161 9945 9564 9297 99.3 9952 99.42 9933 99.23 99.09 99.26 9326 99.45 9909 994 9913

17 vDEPMEX/VERAN-DMZC22/2015 4161 99.42 95.47 9287 99.28 99.26 99.21 99.26 99.18 9899 99.23 99.06 99.38 98.99 99.11 99.04 95.89

18 vDEPMEX/SONAN-DMZC23/2015 4161 99.42 9562 9294 9926 995 994 993 9921 99.06 9926 99.26 99.42 99.06 99.33 99.11 99.95 9867

19 vDEPMEX/JALAN-DMZC25/2015 4161 9966 9571 9292 9952 995 9945 995 9938 9935 99.45 9926 9962 9923 9935 9921 99.16 99.11 99.16

20 VDEPMEX/PUEAN-DMZC44/2016 4161 9974 9586 9321 9959 9962 9957 9971 995 9933 995 9938 9974 99.45 9947 994 9928 9918 9926 994

21 vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016 4164 9954 9562 929 99.42 99.42 9935 9966 993 9913 993 9916 99.54 9933 9926 99.35 99.04 98.97 99.01 9921 99.42

22 vDEPMEX/PUEAN-DMZC48/2016 4181 9959 9566 9299 9945 9947 994 9971 9935 99.16 9933 9926 9959 9945 9933 994 99.09 9906 99.06 9926 995 9976
23 vDEPMEX/QRO/N-DMZC49/2016 470 99.35 95.42 92,75 9821 99.23 99.16 99.47 99.11 98.92 99.09 99.01 93.35 99.23 99.09 99.16 98.85 98.82 96.62 99.01 99.26 99.45 99.76

Figura 11. Porcentajes de similitud entre las secuencias mexicanas con las cepas
de referencia: USA/Colorado/2013, USA/OH851/2014, BEL/CV777/1977.

Epitopos de la proteina S

Con base en el alineamiento de aminoacidos de las secuencias encontradas, y
tomando como referencia la cepa emergente americana del tipo no Indel-S
USA/Colorado/2013 (KF272920), se pudo encontrar (Figura 12) que la region COE
se encuentra ubicada ente la porcién del 502-641, con un total de 140
aminoacidos en 19 secuencias, similar a la cepa de referencia; la region COE de

una secuencia contuvo 142 aminoacidos.

La region del epitopo SS2 se encuentra entre la posicion 751 a la 758, con una

longitud de 8 aminoéacidos; el epitopo SS6, también de 8 aminoéacidos, esta
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localizado entre las posiciones 767 a la 774. Por ultimo, el epitope 2C10 se
encontrd entre la posicién 1371 a la 1377, y tuvo una longitud de 7 aminoacidos.

Figura 12. Identificacion de los epitopos de la proteina S (COE, SS2, SS6 y 2C10)
en las secuencias VDEP/IN-DMZC, resaltadas en recuadro rojo. Marcado en color
amarillo se aprecian las sustituciones de uno o0 mas aminoacidos, con base en la

secuencia de referencia USA/Colorado/2013.

Region COE

Hay una region conformada por 140 aminoacidos en la cepa de referencia
Usa/Colorado/2013, que contiene el epitope COE. En este estudio se encontrd
gue 19 secuencias contienen este mismo numero de aminoacidos, sin embargo,
una secuencia presento una insercion de dos aminoacidos. De las 20 secuencias
encontradas y analizadas en el presente estudio 15 de ellas presentaron

sustituciones de aminoacidos desde uno hasta tres, dentro de la misma secuencia
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(Figura 13). La secuencia VDEP/MEX/JAL/IN-DMZC10/2015 present6 sustitucion
de una glicina (G) a un acido aspéartico (D) en la posicion 523. En la posicion 524
cuatro secuencias (VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC12/2015, vDEP/MEX/VER/IN-
DMzC22/2015, vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC48/2016 y vDEP/MEX/QRO/IN-
DMZC49/2016) presentaron sustitucion de una histidina (H) a una arginina (R). En
la secuencia VDEP/MEX/JAL/IN-DMZC25/2015 se encontré la sustitucion de una
glicina (G) a una alanina (A) en la posicibn 526. En la secuencia
vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2019, entre el aminoacido 537-538, se encontré una
insercién de dos aminoacidos, una serina (S) y una glutamina (Q). En la posicién
566, las secuencias VDEP/MEX/JAL/IN-DMZC11/2015, vDEP/MEX/MICH/IN-
DMZzC19/2015, vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC20/2015, VDEP/MEX/VER/IN-
DMzC22/2015, vDEP/MEX/SON/IN-DMZC23/2015 'y  vDEP/MEX/JAL/IN-
DMZC25/2015, presentaron la sustitucion de una lisina (K) a una asparagina (N).
En la posicibn 569 se encontrd la sustitucion de un &cido aspértico (D) a una
tirosina (Y) en las secuencias VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC/45/2016,
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC48/2016 y vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2016. En la
posiciébn 608 de la secuencia VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC44/2016 se presento la
sustitucion de un acido glutdmico (E) a un &cido aspartico (D). En la posicion 612
de las secuencias VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC20/2015 y vDEP/MEX/SON/IN-
DMZC23/2015, se observo la sustitucion de una glicina (G) por una alanina (A). En
la secuencia VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC12/2015 se observé una sustitucion a una
leucina (L) por una fenilalanina (F) en la posicion 615 y otra sustitucion en la
posicion 633 de una lisina (K) a una treonina (T). La posicion 628 de la secuencia
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC14-2/2015 pas6 de una lisina (K) a un acido glutamico
(E). La cepa vDEP/MEX/MICH/IN-DMZC19/2015 present6 otra sustituciéon en la
posicion 636 de un acido glutamico (E) a una valina (V). Por altimo en la posicion
639 se observo sustitucion de una treonina (T) a una lisina (K) para la secuencia
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC16/2015, y en la misma posicién 639 de las secuencias
vDEP/MEX/TLAX/IN-DMZC3/2014, vDEP/MEX/MICH/IN-DMZC19/2015,
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vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC20/2015 y vDEP/MEX/SON/IN-DMZC23/2015 de una

treonina (T) a una metionina (M).

COE

523 524 526 537 - - 538 566 569 608 612 615 624 633 636 639
USAfColorados2013 (KF272920) G H G H - - G K D E G F K K E T
vDEPMEX/PUEAN-DMZC0/2015 . . . . - - . . . . . . . . . .
vDEPMEX/TLAXAN-DMZC3/2014 . . . . - - . . . . . . . . . M
vDEPMEX/PUEAN-DMZC5/2014 . . . . - -
vDEPMEX/EDOMEXAN-DMZCE/2014 . . . . - -
vDEPMEXISLPAN-DMZCS/2015 . . . . - -
vDEPMEXAJALAN-DMZC10/2015 D . . . - - . .
vDEPMEX/JALAN-DMZC11/2015 . . . . - - . H . . . . . .
vDEPMEX/PUEAN-DMZC12/2015 . R . . - - . . . . . L - T
vDEPMEX/PUEAN-DMZIC14-2/2015 . . . . - - . - . - - - E
vDEPMEX/GTOAN-DMZC15/2015 . . . . - -
vDEPMEX/PUEAN-DMZC16/2015 - . . . - -
vDEPMEXMICHAN-DMZC19/2015 -
vDEPMEX/PUEAN-DMZC20/2015 . .
vDEPMEXAVERAN-DMZC22/2015 . R
vDEPMEX/SONAN-DMZC23/2015 . . .
vDEPMEXAJALAN-DMZIC25/2015 . . A
vDEPMEX/PUEAN-DMZIC44/2016

Cepa

rEEEER
P
2. 22X

L

vDEPMEX/QROAN-DMZC45/2016 . . Y
vDEPMEX/PUEAN-DMZIC45/2016 . R . . - - Y
vDEPMEX/QROAN-DMZC49/2016 . R . . s a Y

Figura 13. Sitios de cambios dentro de la region COE, con base en la secuencia
de referencia USA/Colorado/2013.

Epitopos SS2, SS6 y 2C10

Con base en la cepa de referencia Usa/Colorado/2013, los epitopos SS2 y 2C10,
con 8 aminoacidos (YSNIGVCK) y 7 aminoacidos (GPRLQPY), respectivamente,
no presentaron ninguna sustitucion en las secuencias analizadas (Figura 14). El
epitopo SS6 (SQSGQVKI), sblo mostrdé una sustitucién de una serina (S) a una
fenilalanina (F), en la posicibn 767 de la secuencia (VDEP/MEX/PUE/IN-
DMZC5/2014).

43



S82 S$S6 2C10

Cepa 51 752 753 754 755 756 757 758 767 768 T69 770 TM 772 173 T4 1371 1372 1373 1374 1375 1376 1377
USAiColoradof2013 (KF272920) Yy § N I 6 v C K $ @ § 6 a v K | G P R L Q@ P ¥
wDEPMEX/PUEAN-DMZC0/2015 . e . . . . v s s . s s . . ) . . . .
wDEPMEXTLAXN-DMZC3/2014

wDEPMEX/PUEN-DMZCS/2014 . . . . . . . . F
vDEPMEX/EDOMEX/IN-DMZCE/2014 .
wDEPMEX/SLPIN-DMZC9/2015

wDEPMEX/ALIN-DMIC10/2015

wDEPMEX/AJALIN-DMZC11/2015

wDEPMEX/PUEN-DMZC12/2015
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Figura 14. Sitios de cambios dentro de los epitopos SS2, SS6 y 2C10, en relacion

con la secuencia de referencia USA/Colorado/2013.

Andlisis del gen ORF3

El analisis filogenético del ORF3 demostrd que todas las secuencias encontradas
en el presente trabajo, se ubican dentro del cluster 1-1 (Figura 15), junto con la
mayoria de las cepas de referencia del tipo Indel-S y del tipo no Indel-S, de
diversos paises, usadas en el presente estudio. El alineamiento de los 224
aminoacidos demostrd cuatro sustituciones con base en las cepas de referencia
usadas en este estudio (Anexo 1). La secuencia vVDEP/MEX/JAL/IN-DMZC11/2015
presentd dos sustituciones de aminoacidos, una en la posicion 71 de una
metionina (M) a una leucina (L), y otra en la posicion 144 de una isoleucina (I) a
una treonina (T); la secuencia VDEP/MEX/EDOMEX/IN-DMZC6/2014 tuvo una
sustitucion en la posicién 136, de una alanina (A) a una valina (V). Por ultimo, en
la posicion 139 la sustitucion fue de una tirosina (Y) a una fenilalanina (F) en la
secuencia VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC5/2014.
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Figura 15. Andlisis filogenético del gen ORF3 de las secuencias vDEP/IN-DMZC,

junto con las cepas de referencia. El arbol se construyé con el método Neighbor-

Joining, usando un bootstrap de 1000 repeticiones, con MEGAY.
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Analisis del gen Envoltura

El andlisis filogenético realizado para el gen de envoltura nos lanza dos grupos
dentro del arbol (figura 16), en donde se puede apreciar que las 20 secuencias
encontradas en este estudio se ubican en el grupo Il, junto con todas las cepas
emergentes de referencia, de los diferentes paises. En la alineacion de las
secuencias de aminoacidos se encontré que la secuencia VDEP/MEX/JAL/IN-
DMZC25/2015 presentd una sustitucion en la posicion 39, de una fenilalanina (F) a

una valina (V).
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Figura 16. Analisis filogenético del gen de envoltura de las secuencias VDEP/IN-
DMZC (rombos rojos), junto con las cepas de referencia. El arbol filogenético se
construyd con el método Neighbor-Joining, usando un bootstrap de 1000
repeticiones, con MEGAY.
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Analisis del gen Membrana

El andlisis del gen de membrana y la construccion del arbol filogenético, indican
que éste se divide en dos grandes grupos (I y Il), y cada uno de estos en dos
subgrupos (la, b y lla, llb) (Figura 17). Las 19 secuencias obtenidas en este
trabajo se encuentran en el grupo I, 18 de ellas en el subgrupo la y una en el
subgrupo Ib. El alineamiento de aminoacidos demostré dos sitios de sustitucion,
uno en la posicion 54 de una isoleucina (I) a una treonina (T) en la secuencia
vDEP/MEX/MICH/IN-DMZC19/2015, con relacidén a todas las cepas de referencia.
La secuencia VDEP/MEX/JAL/IN-DMZC10/2015 presentdé una sustitucién en la
posicion 42, de una alanina (A) a una valina (V), con respecto a las cepas de
referencia emergentes. Las cepas de referencia clasicas presentan en esta

posicién una valina (V).
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Figura 17. Analisis filogenético del gen de membrana de las secuencias VDEP/IN-
DMZC (rombos rojos) y su relacion con las cepas de referencia. El arbol
filogenético se construy6 con el método Neighbor-Joining, usando un bootstrap de
1000 repeticiones, con MEGA?7.
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Analisis del gen Nucleocapside

El andlisis del gen de la nucleocpside y la construccion del arbol filogenético,
indican que éste se divide en dos grandes grupos (I y Il), y cada uno estos en dos
subgrupos (la, Ib y lla, lIb), respectivamente (Figura 18). De las 18 secuencias
encontradas, 16 se sittan en el subgrupo Ila, mientras que una
(vDEP/MEX/EDOMEX/IN-DMZC13/2015) en el subgrupo Ilb, y otra mas
(VDEP/MEX/PUE/IN-DMZC14-2/2015) fuera de ambos grupos cerca de la cepa
atenuada KOR/VirulentDR13/2003 (JQ023161).
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Figura 18. Andlisis filogenético del gen de la nucleocapside de las secuencias
vDEP/IN-DMZC (rombos rojos), junto con las cepas de referencia. El arbol se
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El alineamiento de aminoacidos codificados por el gen de la nucleocapside
demostré que habian 21 sitios de sustitucion de aminoacidos (figura 19), con

respecto a

la secuencia de
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vDEP/MEX/PUE/IN-DMZCO0/2015, present6 tres sustituciones (Q126L, S149G y
K380I), y de éstas la isoleucina (I) en la posicion 380 se encuentra presente en las
cepas clasicas atenuadas de referencia (Anexo 1). La secuencia
vDEP/MEX/SLP/IN-DMZC9/2015 present6 dos sustituciones, una isoleucina (I) en
lugar de una serina (S) en la posicion 13, y una alanina (A) en lugar de una
treonina (T) en la posicion 428. En la posicion 145 se observo la sustitucion de una
alanina (A) por una valina (V), y en la posicién 256 la sustitucion de una serina (S)
por una asparagina (N) en las secuencias VDEP/MEX/JAL/IN-DMZC10/2015 y
vDEP/MEX/JAL/IN-DMZC25/2015. En esta Ultima secuencia se observaron otras
dos sustituciones de aminoacidos, una asparagina (N) en la posicion 8 en lugar de
un &cido aspartico (D), y una fenilalanina (F) en lugar de una leucina (L) en la
posicion 367. Otra secuencia que presentd cuatro sustituciones fue la
VvDEP/MEX/MICH/IN-DMZC19/2015, de un acido aspértico (D) a un acido
glutdmico (E) en la posicion 228, de una isoleucina (I) a una valina (V) en la
posicion 235, de una prolina (P) a una serina (S) en la posicion 248 y en la 413 de

una treonina (T) a una asparagina (N).
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Figura 19. Sitios de sustitucion de aminoéacidos de las secuencias vDEP/IN-DMZC
del gen de Ila nucleocapside, con respecto a la cepa de referencia
USA/Colorado/2013.
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DISCUSION

Las gastroenteritis causadas por agentes virales en las producciones porcinas han
tomado mucha importancia los ultimos afios, debido a las grandes pérdidas
econOmicas que representan para el sector (Paarlberg 2014; Lee 2015; Furutani et
al. 2017). Dentro de los agentes con mayor importancia se encuentra el vDEP, al
cual desde su ingreso en la Republica Mexicana en 2013 (OIE 2014), se le ha
prestado gran atencion debido a que provoca alta morbilidad y mortalidad (Lin et
al. 2016; Lee et al. 2017). Al ser un virus emergente, y debido a sus altas tasas de
mutacion, se ha dificultado su control o erradicacion, lo cual ha provocado rebrotes
en las producciones porcinas, aun después de controlarse por un tiempo la
enfermedad (Sun et al. 2015b; Pifieros et al. 2015; Hanke et al. 2017; Van Diep et
al. 2018).

En el presente estudio, se utilizaron muestras de intestino delgado y heces de
lechones, ubicados en granjas de tipo semi-tecnificadas y tecnificadas de 17
estados de la Republica Mexicana. EI mayor porcentaje de deteccion de vDEP fue
en muestras de intestino (82.97%), y un menor porcentaje de deteccion en
muestras de heces (66.66%). Es probable que la etapa de la enfermedad durante
la que se tomaron las muestras, el manejo y almacenamiento o transporte de los
especimenes hayan influido en las diferencias de deteccién del vDEP identificadas
(Jung & Chae 2004; Zimmerman et al. 2013). Otra explicacién a éste hecho puede
ser la presencia de algun factor inhibidor de la reaccion de RT-PCRq presente en
las heces (Martinez & Silva 2004; Hoxhaj 2017).

El ingreso de un virus a un pais y que afecta la produccién animal es un problema
serio. Su eliminacion se vuelve dificil, y a veces hasta imposible, por lo que la
enfermedad causada se vuelve endémica (Choi et al. 2014; Lee 2015; Lv et al.
2016). En México se han informado diferentes prevalencias del agente etiolégico.
La OIE, por parte de SENASICA, reporté una prevalencia del 30%, en el periodo
comprendido entre agosto de 2013 a mayo de 2014 (OIE 2014). En otro estudio,

realizado del 2013 al 2016, se reportdé un 88.8% de muestras positivas al vDEP
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(Lara-Romero et al. 2017). En el presente estudio, se encontré una prevalencia del
77.94% del vDEP, identificado en 15 (46.87%) de los 32 estados de la Republica
Mexicana, sumandose los estados de Hidalgo, Oaxaca y San Luis Potosi a los
estados con presencia del virus reportados previamente (OIE 2014; Lara-Romero
et al. 2017). La prevalencia en otros paises es muy variada; en Corea se encontro
una prevalencia de 26.3% entre enero del 2004 y mayo de 2005 (D. S. Song et al.
2006), en China las prevalencias reportadas van de 61.10 a 78.49% entre febrero
del 2011 al marzo del 2014 (Sun et al. 2016).

La proteina S de los coronavirus, es una glicoproteina de membrana tipo | que
interactda con los receptores de la célula durante la entrada del virus (Gallagher &
Buchmeier 2001; Bosch et al. 2003; Li et al. 2017). EIl gen que codifica para esta
proteina es el mas usado para realizar la caracterizacion genética del virus
(Hulswit et al. 2016; Li et al. 2017). Se han descrito diferentes genotipos del gen
de la proteina S basados en sus caracteristicas genéticas y en los periodos en los
gue han emergido: Gla (clasicas), Glb (emergentes Indel-S), Glla (emergentes No
Indel-S americanas) y Gllb (emergentes No Indel-S asiaticas) (Lee 2015; Jarvis et
al. 2016b; Vlasova et al. 2014). En México estudios anteriores han identificado
cepas circulantes de los genotipos Gll (americanas), asi como cepas del genotipo
Gl (Indel-S) (Trujillo-Ortega et al. 2016; Lara-Romero et al. 2017). En el presente
trabajo las 20 secuencias encontradas se ubican dentro del genotipo Glla como
las cepas emergentes americanas y asiaticas (Lee 2015; Barrera et al. 2017). Sin
embargo, las secuencias encontradas en Jalisco (IN-DMZC10, IN-DMZC11 y IN-
DMZC25) y en Michoacan (IN-DMZC19), se ubican en un cluster junto con cepas
emergentes de Japon, Corea y China, mientras que las secuencias restantes, se
ubican en un cluster con las cepas americanas. Por lo anterior, es probable que el
origen de las cepas circulantes en la Republica Mexicana derive de diferentes

paises.

Se ha descrito que el porcentaje de similitud del gen S, entre las cepas del virus

clasicas y emergentes, va del 96-98%. Dentro del cluster de las cepas de Estados
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Unidos la similitud es mayor (99.33-99.61%), con respecto a las cepas emergentes
de China (98.10-99.50%) (Lin et al. 2016). En el presente estudio se pudo
observar que la similitud de las secuencias encontradas en la Republica Mexicana
con respecto a las cepas emergentes americanas es del 99.35-99.95%. En otro
estudio donde se secuenci6 la region S1, de cuatro muestras procedentes del
Estado de México, encontraron una similitud del 99%, con respecto a cepas
emergentes (Trujillo-Ortega et al. 2016). Las secuencias del presente estudio
presentan una similitud del 95-95.93% con las cepas Indel-S emergentes, y de
92.75-93.26% con las cepas de referencia clasicas. Estos resultados coinciden
con las similitudes encontradas (99.1-99.8%), con cepas emergentes no Indel-S
de Filipinas (Kwan et al. 2016), mientras que en Taiwan, las cepas presentaron
una similitud entre el 94.4-99.9% (Temeeyasen et al. 2014), y en China se
reportaron en un rango del 99.7-99.8% (Chiou et al. 2017).

La proteina S presenta varias regiones que inducen la produccion de anticuerpos
neutralizantes, aunque hay variabilidad alta respecto entre las cepas virales (Sun
et al. 2014; Lin et al. 2016; Chen et al. 2017). Los epitopos neutralizantes de la
proteina S son SS2 (posicion de aminoacidos descrita, 748-755), SS6 (posicién de
aminoacidos descrita, 764-771) (Sun et al. 2008), y 2C10 (posiciébn de
aminoacidos descrita, 1368-1374) (Cruz et al. 2006). En el presente estudio, se
realizd la comparacion con la cepa de referencia USA/Colorado/2013, ya que la
similitud era mayor con el genogrupo Glla (figura 9). Dentro del andlisis se obtuvo
la posicion de los epitopos, "*YYSNIGVCK'®®, *’SQSGQVKI' ™y ¥ "*GPRLQPY"’
(SS2, SS6 y 2C10, respectivamente). Asimismo, se pudo observar que las 20
secuencias analizadas no presentaban cambios en los epitopos SS2 y 2C10,
mientras una cepa de Puebla, del afio 2014 (IN-DMZC5) tiene una mutacion
L/S767F en el epitopo SS6, una posicion que se ha descrito con mutaciones en
diferentes cepas (Hao et al. 2014; Sato et al. 2018).

Por otra parte, el dominio de unién al receptor (o region COE), que se describio
dentro de la posicion 499-638 (Chang et al. 2002), nosotros lo encontramos entre
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la posicion del aminoécido 502 al 641. Se observaron un total de 13 sustituciones
de aminoacidos en las 20 secuencias analizadas en el presente trabajo. En un
estudio previo se describieron 7 cambios de aminoacidos en diferentes cepas
virulentas, comparadas con la cepa de referencia CV777 (Wang et al. 2016).
Recientemente, en México se encontraron 11 sustituciones en 7 cepas diferentes
(Lara-Romero et al. 2017), una de estas sustituciones (Hsz4R) fue en una cepa de
Sonora. Las sustituciones identificadas en el presente trabajo fueron en las cepas
de Puebla, Veracruz y Querétaro. Se han descrito cambios de aminoacidos entre
las cepas clasicas (Gl) en comparacién con las cepas virulentas del genogrupo Gll
en la region COE (Sato et al. 2018). Los datos mencionados sugieren que las
variaciones antigénicas entre los diferentes grupos de cepas esta dada por los
cambios de 8 a 11 aminoéacidos en este epitopo neutralizante (Kang et al. 2005;
Lin et al. 2016). Las secuencias del epitope COE estudiadas en el presente trabajo
presentaron la sustitucion de las tres serinas (As22S, Ass4S Y Gsg9S) mismas que se
han descrito en las cepas emergentes globales, asi como las dos del epitopo SS6
(L767S y D769S). Estas sustituciones de aminoacidos se han descrito como sitios de
fosforilacién por la presencia de la serina (Hao et al. 2014; Chiou et al. 2017; Van
Diep et al. 2018), las cuales suelen ser modificaciones post-traduccional
reversible, que pueden regular la estabilidad y actividad de una proteina viral, asi
como las interacciones con otras proteinas celulares y virales (Keating & Striker
2012). En el presente estudio fue identificada la insercion de dos aminoacidos
>3730Q°® en la regi6on COE, en la cepa VDEP/MEX/QRO/IN-DMZC49/2016, esta
inserciéon pudiera estarle confiriendo a la proteina S diferente actividad biologica.

La proteina no estructural ORF3, juega un papel importante durante la union y
ensamblado del virus, asi como en la infectividad y patogenicidad viral (Sung et al.
2015; Wang et al. 2012). Se ha descrito que la similitud de la secuencia de
aminoacidos del ORF3 entre las cepas es de 93.7-100% (Temeeyasen et al. 2014;
Sun et al. 2014). En el presente trabajo encontramos una similitud con las cepas

de referencia globales emergentes del 99.1-100%. Estos resultados podrian ser
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explicados con base en que ORF3 es un gen relativamente conservado
(Temeeyasen et al. 2014; Kwan et al. 2016; Wang et al. 2016). Se han descrito
varias cepas que presentan deleciones de aminoacidos dentro del ORF3, lo que
las hace tener caracteristica de cepa atenuada (Suzuki et al. 2015; Kwan et al.
2016); sin embargo, las cepas incluidas en nuestro estudio corresponden en
identidad a cepas virulentas.

La proteina de envoltura tiene varias funciones dentro de la replicacion viral,
incluyendo el ensamblado del virus, la interaccion con proteinas de la célula
huésped y la activacion de los canales de iones (Weiss & Leibowitz 2011; Sung et
al. 2015). Se ha descrito una similitud del 98.7-100% entre las diferentes cepas de
los diferentes paises (Fan et al. 2017), lo cual corresponde con los resultados del
presente estudio ya que la similitud con las cepas globales de referencia fue del
100% (Anexo 1). En una cepa encontramos la sustitucion de un aminoacido,

derivando en una similitud del 98.68%.

La proteina de membrana es el componente mas abundante en la envoltura viral y
desempefia un papel importante en el ensamblado viral. También induce la
formacién de anticuerpos neutralizantes (Shenyang et al. 2007; Song & Park
2012). La similitud de la secuencia del gen M entre diferentes cepas es del 96.6 al
100% (Jinghui & Yijing 2005; Fan et al. 2012; Fan et al. 2017). En las secuencias
analizadas en nuestro estudio se encontr6 una similitud del 98.67-100% con
respecto a las cepas globales emergentes usadas. Adicionalmente, encontramos
que 18 de las cepas son del subgrupo Ila, mientras que la cepa
vDEP/MEX/PUE/IN-DMZC10/2015 seria del subgrupo Ib, junto con algunas cepas
Chinas (Kim et al. 2015). El epitopo conservado **WAFYVR?® la proteina de
membrana (Zhang et al. 2012), también se encontré0 conservado en todas las

secuencias analizadas en nuestro estudio.

La proteina nucleocapside es una fosfoproteina basica asociada al genoma del
virus, al cual le provee estabilidad, tiene actividad en el ensamblaje viral y juega un

papel importante en la transcripcion y replicacién del virus (Compans et al. 2005;
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Woo et al. 2010; Grunewald et al. 2017). Su gen es altamente conservado; la
homologia en la secuencia de los aminoacidos codificados es del 94.8-100% (Li et
al. 2013). En cepas Japonesas del vVDEP encontraron una similitud del 98.72-
100% con cepas emergentes americanas (Van Diep et al. 2018). En el presente
trabajo encontramos una similitud entre las cepas estudiadas del 99.09-100% con
respecto a la cepa de referencia emergente americana (USA/Colorado/2013). Las
mutaciones encontradas en algunas cepas del presente estudio, como la IN-
DMZC15 (P162S), la IN-DMZC19 (P24sS) y la IN-DMZC46 (Gi1s3S) pudieran
sugerirnos una mayor fosforilacion de la nucleocapside, que a su vez tendria
influencia en los procesos de transcripcion y replicacion del virus (Grunewald et al.
2017; Van Diep et al. 2018),.
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CONCLUSIONES

e En el presente estudio se logré determinar la presencia del virus de la
diarrea epidémica porcina en 15 estados de la Republica Mexicana: Ciudad
de México, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan,
Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,

Sonora, Tlaxcala, Veracruz. La frecuencia fue del 77.94%.

e Se realizé la estandarizacion de la prueba RT-PCR punto final, dirigida al
gen S (4,821pb) y para los ultimos genes del genoma del virus (ORF3, E,
M, N; 2,829pb), logrando la amplificacion de 28 muestras provenientes de
10 estados: Estado de México (3), Guanajuato (1), Jalisco (4), Michoacan
(1), Puebla (10), Querétaro (4), San Luis Potosi (2), Sonora (1), Tlaxcala (1)
y Veracruz (1).

e Se obtuvieron 20 secuencias completas de cada uno de los siguientes
genes: spike, ORF3 y de envoltura; 19 del gen de membrana y 18 del gen
de la nucleocapside.

e Se obtuvo la caracterizacion genética, a partir del gen spike, de las 20
secuencias encontradas, ubicandolas dentro del genogrupo Glla, que
corresponde a las cepas emergentes No Indel-S. Las muestras analizadas
provinieron del Estado de México, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Puebla,

Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tlaxcala y Veracruz.

e Se pudo apreciar la separacion de dos pequefios grupos de cepas en
clados diferentes. Un grupo incluye las cepas de Michoacan, Estado de
México, Guanajuato, Querétaro y Puebla; el otro grupo esta conformado por
las cepas de Sonora, Tlaxcala, San Luis Potosi, Veracruz, Jalisco y cinco
de Puebla. Una sola cepa de Puebla se encontré separada de los dos

grupos anteriores.
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e Se pudo observar una similitud del 98.82-99.98% entre las cepas
circulantes en la Republica Mexicana; con respecto a las cepas emergentes
americanas la similitud encontrada fue del 99.35-99.95%, con las cepas
Indel-S de 95-95.93% y con las clasicas de 92.75-93.26%.

e Tres cepas presentaron inserciones: las cepas VDEP/MEX/GTO/IN-
DMZC15/2015 y vDEP/MEX/QRO/IN-DMZC45/2016 de un aminoacido

(P4y4 4pHM8 - regpectivamente), y la cepa VDEP/MEX/QRO/IN-
DMZC49/2019 de dos aminoacidos (**'SQ°*®), dentro de la regién COE.
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ABREVIATURAS

°C

pl

MM

A

ADN
APN
ARN
AV
BLAST
ct

C
cDNA
COE
ddNTP
DEP
DEPC
DMzC
dNTPs
E
EDOMEX
EDTA
ELISA
Et al
FMVZ
G

Gl

Gla
Glb

Gll

Grados Celsius

Microlitros

Micromolar

Adenina

Acido desoxirribonucleico

Aminopeptidasa N

Acido ribonucleico

Aislamiento viral

Basic local alignment search tool

Threshold point; Ciclo umbral

Citosina

Acido desoxirribonucleico complementario
Dominio de union al receptor
Didesoxinucledtidos

Diarrea epidémica porcina

Diethyl pyrocarconate; Pirocarbonato de dietilo
Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos
Desoxinucleotidos trifosfatados

Envoltura

Estado de México

Acido etilendiaminotetraacético

Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
y otros

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Guanina

Genogrupo 1

Genogrupo la

Genogrupo 1b

Genogrupo 2
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Glla
Gllb
GTO
h
HCoV
HE
ICVT

IDT

IF
Indel-S
IN-DMZC
JAL

kb

kDa

M
MEGA
MEX
mg
MICH
min

ml

mM
MPM

NCBI
ng
nm
NSPs
OIE

Genogrupo 2a

Genogrupo 2b

Guanajuato

Horas

Human coronavirus; Coronavirus humano
Hemaglutinina esterasa

International committee on taxonomy of viruses; Comité internacional
de taxonomia de virus

Integrated DNA technologies
Inmunofluorescencia

Insercion y delecion en el gen spike
Investigacion Departamento de Medicina y Zootecnia de Cerdos
Jalisco

kilobases

Kilo daltones

Membrana

Molecular evolutionary genetics analysis
México

Miligramos

Michoacan

Minutos

Mililitros

Milimolar

Marcador de peso molecular

Nucleocapside

National center for biotechnology information
Nanogramos

Nanometros

Proteinas no estructurales

Organizacion mundial de sanidad animal
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ORF

PBS
PCR
PEDV
pH
ppla

pplb
PUE

QRO
rpm

RT
RT-PCR
RT-PCRq

S1
S2
SARS

SLP
SON

TAE
Taq
TLAX
Tm
UNAM
USA

Open reading frame; Marco abierto de lectura

Pares de bases

Solucion buferada de fosfatos

Reaccion en cadena de la polimerasa

Porcine diarrea epidemic virus

Potencial de hidrogeno

Poliproteina 1la

Poliproteina 1b

Puebla

Querétaro

Revoluciones por minuto

Transcriptasa reversa

Reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa
Reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa en
tiempo real

Segundos

Spike

Dominio spike 1

Dominio spike 2

Severe acute respiratory sindrome; Sindrome respiratorio agudo
grave

San Luis Potosi

Sonora

Timina

Tris-acetato-EDTA

Thermus aquaticus

Tlaxcala

Temperatura de fusion del DNA

Universidad Nacional Autonoma de México

The United States of America; Estados Unidos de América
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UTR Untranslated region; Regiones no traducidas

vDEP Virus de la diarrea epidémica porcina
VER Veracruz
VGET Virus de la gastroenteritis transmissible
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ANEXOS

Anexo 1. Cepas de referencia del vDEP

Tipo de Cepa Origen No. Acceso Nombre Cepa
USA, 2013 KF272920 USA/Colorado/2013
USA, 2013 KJ645683 USA/NorthCarolina91/2013
USA, 2014 KR265846 USA/Missouri270/2014
USA, 2014 KR265840 USA/Ohio249/2014
MEX, 2014 KR265766 MEX/Mexico329/2014
MEX, 2013 KJ645708 MEX/104/2013
MEX, 2014 KJ645700 MEX/124/2014
CAN, 2014 KR265831 CAN/Quebec334/2014
Emergente No
Indel-S (G2, 2b) MEX, 2013 KY828999 PEDV/MEX/MICH/01/2013
MEX, 2014 KY828992 PEDV/MEX/SON/01/2014
MEX, 2014 KY828993 PEDV/MEX/JAL/01/2014
MEX, 2015 KY828995 PEDV/MEX/MICH/01/2015
MEX, 2016 KY829000 PEDV/MEX/PUE/01/2016
MEX, 2016 KY828994 PEDV/MEX/GTO/02/2016
MEX, 2016 KY828997 PEDV/MEX/JAL/01/2016
MEX, 2016 KY828998 PEDV/MEX/JAL/03/2016
COL, 2014 KU569509 COL/Cundinamarca/2014
CHN, 2012 KC210145 AH2012
CHN, 2013 KF177257 YJ3F
CHN, 2012 KC140102 CH/FJZZz-9/2012
Emergente No CHN, 2013 KT021227 YN1
Indel-S (G2, 2a) JPN, 2013 LC063820 IBR-1/JPN/2013
KOR, 2013 KJ662670 KNU-1305
KOR, 2008 KF779469 MF3809/2008/SouthKorea
KOR, 1999 AY167585 Chinju99
USA, 2014 KR265760 USA/Minnesota211/2014
EMERGENTES USA, 2014 KR265761 USA/Hawaii/2014
INDEL-S (G1, 1b) USA, 2014 KJ399978 OH851
CAN, 2014 KM196109 SK-030
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MEX, 2014 KY828991 PEDV/MEX/VER/01/2015
MEX, 2015 KY828996 PEDV/MEX/MICH/02/2015
FR, 2014 KR0O11756 FR/001/2014
GER, 2014 LM645058 GER/L00719/2014
BEL, 2015 KR003452 15V010/BEL/2015
JPN, 2013 LC063846 MYZ-1/JPN/2013
KOR, 2014 KM403155 KNU-1406-1
SLO, 2015 KU297956 SLO/JH-11/2015
CHN, 1986 JIN547228 CH/S
CHN, 2012 JX560761 SD-M
KOR, 2003 JQ023161 Virulent DR13
KOR, 1999 JQ023162 Attenuated DR13
Clasicas (G1, 1) BEL, 1977 NC_003436 CV777 (PEDv)
KT323979 CV777 (Cepa Vacunal)
KOR, 2010 GuU937797 SM98
JPN, 2011 AB548618 83P-5
JPN, 2013 AB548621 83P-5 100th-passaged
CHN, 2013 AB857235 GDS03
Vacunales 2016 LY411681 KR 1020160132494-A/11
Boehringer 2016 LY411680 KR 1020160132494-A/10
2016 LY411674 KR 1020160132494-A/1
ITA, 2009 KR061459 Italy/213306/2009
CHN, 2014 KP890336 CH/HNYF/2014
HUN, 2016 KX289955 HUN/5031/2016
Recombinantes USA, 2013 KF468752 MN
CHN, 2016 KX812523 XM1-2
CHN, 2016 KX812524 XM2-4
CHN, 2014 KR095279 CH/HNQX-3/14
PRCV USA, 2006 DQ811787 ISU-1
TGEV USA, 2006 DQ811785 Miller M6
TGEV USA, 1952 DQ811789 Virulent Purdue
PDCoV USA, 2013 KR265853 USA/Minnesota/2013
PDCoV USA, 2014 KR265865 USA/lowa459/2014

Cuadro 3. Cepas de referencia del vDEP.
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Anexo 2. Comprobacién de la RT

A partir de la muestra control IN-DMZC16, se obtuvo la cuantificacion de ADN
total, de los diferentes procesos durante la estandarizacion de la RT: ARN
purificado, ARN tratado con DNasas, y ADN complementario producto de la RT, y
el ADN producto amplificado de la PCR anidada punto final (protocolo de
diagnéstico implementado en el DMZC), obteniendo 37.4, 20.2, 23.6 y >600 ng/pl,
respectivamente, esto se puede observar en la figura 20A, donde se aprecia que
una vez dado el tratamiento se reduce la concentracion del ADN total 17.2 ng/ul,
ya realizada la RT se aumenta 2.4 ng/ul, por ultimo, al finalizar el proceso con la
PCR, el producto de esta no pudo ser cuantificado por el equipo Qubit®, ya que

presentaba una concentracion elevada, >600 ng/pl.

Se realiz6 una PCR anidada con el kit Onestep (Qiagen), omitiendo la RT, para
esta se utilizé la muestra obtenida de la RT (Kit: Superscript I, Invitrogen) por
duplicado, sin tratamiento con DNasas y con tratamiento, aqui se logré obtener la
amplificacion de ambas, para los productos de ambos PCR, esto se puede

observar en la siguiente figura 20B.
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10 20.2 Primer PCR: Segundo PCR
1. cDNA sin Tx 5. cDNA sin Tx

0 2. cDNA sin Tx 6. cDNA sin Tx
ARN ARN ADNc (RT)  ADNc (PCR) 3. cDNA con Tx 7. cDNA con Tx
purificado  (ADNasas) 4. cDNA con Tx 8. cDNA con Tx

9. Controles negativos

Figura 20. A) Cuantificacion de la concentracion del ADN total presente en la
muestra. B) Electroforesis del producto de la PCR anidada.
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Anexo 3. Protocolo RT-PCR estandarizado

1) Purificacién.

- Kit de extraccion QIAmp Viral, Qiagen.

2) Tratamiento con dnasas
(Kit: RQ-1 RNAse-Free DNase, Promega)
- Colocar en tubos para PCR, uno por cada muestra:
o 1pug RNA
o 1 pl RQ1 RNase free DNAse 10x buffer
o 1 pl RQ1 RNase free DNase
o H,O DEPC cbp aforar a 10 pl

- Colocar los tubos en el termociclador 37°C durante 30 minutos.

- Al terminar, adicionar solucion stop 1 pl y colocar nuevamente en el

termociclador los tubos a 65°C durante 10 minutos.

3) Transcriptasa Reversa (RT)
(Kit: Superscript Il RT, Invitrogen)
- Después del tratamiento con DNasa, adicionar a cada muestra:
o 5 ul RNA (Muestra)
o 1 pl Oligo SRF/VDEP/AII-R3 (20 uM)
o 1 ul dNTP’s mix

- Colocar los tubos en el termociclador a 55°C durante 5 minutos, después

bajar la temperatura a 4°C, mientras se prepara lo siguiente para cada una
de las muestras, la mezcla se hace en un tubo separado.
o 4 ul de 5x First Stand Buffer
o 2ulde0.1MDTT
o 1 pl de RNase out
- Adicionar a cada muestra 7 pl de la mezcla anterior, mezclar ligeramente en

Vortex y colocar en el termociclador a 42°C durante 2 minutos.
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- Afadir a cada muestra 1 pl de Superscript Il, y colocar en el termociclador a
42°C por 50 minutos, continuar con 70°C durante 15 minutos.

- Al terminar, se guardan las muestras a -80°C, hasta su posterior uso en
PCR.

3) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Kit: LongAmp Hot Start Taq 2X Master Mix, NEB-R)
- Colocar en un ependorff:

o 1.5ul cDNA
o 0.4 pl Primer F (SRF/VDEP/S1-F o SRF/VDEP/AII-F3, 20 uM)
o 0.4yl Primer R (SRF/VDEP/S2-R o0 SRF/VDEP/AII-R3, 20 uM)
o 5 ul Master Mix
o 2.7 pl HO libre de nucleasas

o Volumen total: 10ul por reaccién

- Colocar los tubos en el termociclador bajo las siguientes condiciones:
94°C por 30 seg (1x)
94°C por 15 seg (30x)
56°C por 30 seg (30x)
65°C por 5 min 20 seg (30x)
65°C por 10 min (1x)

4) Lectura de resultados (por electroforesis):
Gel de agarosa al 1.5%, 90 volts durante 60 minutos.
Colocar 3 pl de MPM (1Kb Plus DNA Ladder) en un carril, y 1 pl de Buffer de carga

con 5 pl de muestra en los catrriles.

Producto esperado: Gen S =4,821pb; Genes ORF3, E, M, N = 2,829pb.
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