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RESUMEN

VARGAS ESPARRAGOZA LILIANA. Monitoreo de la infeccion del virus de la diarrea
epidémica porcina durante brotes activos y rebrotes en cerdas reproductoras (bajo la
direccion de: MVZ, Doctor José Francisco Rivera Benitez y MVZ, Doctor Enrique Corona

Barrera).

El virus de la diarrea epidémica porcina produce diarrea aguda, vomito y deshidratacion
severa en cerdos de todas las edades, afectando significativamente a los lactantes causando
mortalidad del 90-100 % con grandes pérdidas econdmicas. Actualmente, es reconocida
como una enfermedad emergente y re-emergente, las caracteristicas clinicas durante los
brotes son diversas y la capacidad de producir rebrotes en hembras previamente expuestas,
hace necesaria su investigacion. El objetivo del presente estudio fue realizar un monitoreo
en cerdas reproductoras y sus camadas durante un brote de DEP en granja, al igual en su
siguiente parto.

Se registro un brote en una granja porcina con mortalidad de 24 %, empleando gRT-PCR se
detectd diferencia en la excrecion viral en los muestreos realizados en la primera etapa,
mientras que para la segunda no existié distincion. En los pardmetros no se determiné
diferencia entre el testigo, brote y parto consecutivo. Mediante ELISA se comprobd que el
estado inmunoldgico de las cerdas fue el mismo en todo el monitoreo mientras que en
lechones fue distinto. Empleando aislamiento viral y seroneutralizacion se encontraron
anticuerpos neutralizantes en el 100 % (18 sueros) de cerdas, mientras que en lechones solo
40 % de 15 sueros. Las inmunoglobulinas en calostro se mantuvieron en ambos partos. Con
la secuenciacion parcial del gen S se detectd una delecion y dos sustituciones de
aminoéacidos no encontradas en otras cepas INDEL reportadas anteriormente, esto persistio
durante toda la investigacion; la secuencia correspondiente al final del monitoreo tuvo dos

sustituciones extras en una region distinta.



INTRODUCCION

1.1 Historia

En el afio 1971 en Inglaterra, se identificd una enfermedad gastroentérica que afectaba
cerdos en crecimiento y engorda (Lin, et al., 2015 A), la cual es caracterizada por provocar
una diarrea acuosa, similar al virus de la gastroenteritis transmisible del cerdo (VGET). La
enfermedad fue denominada diarrea epidémica viral y con el paso de los afios se disemind
por diversos paises de Europa (Lee, 2015).

En 1976, la enfermedad se presentd de nuevo, en contraste a los brotes previos, en esta
ocasion afectd cerdos de todas las edades, incluyendo a los lactantes. Debido a estas
caracteristicas se clasific6 en un grupo diferente para diferenciarlo del mencionado
anteriormente (Lee, 2015).

En 1978, en Bélgica se le asigné el nombre de CV777, posteriormente se determiné que
estos dos grupos de cepas eran diferentes a los otros coronavirus: VGET y el virus de
encefalomielitis hemaglutinante; asi fue como la enfermedad fue denominada diarrea
epidémica porcina (DEP) (Lee, 2015; Song y Park, 2012).

Los casos de DEP en Europa fueron esporadicos y con baja seroprevalencia durante los
90’s, causando diarrea especialmente en cerdos adultos y signos atenuados en lactantes
(Leidenberger, et al., 2017). Fue en 1982 cuando se reportd por primera vez en el
continente asiatico y desde entonces, la enfermedad ha causado pérdidas econdmicas en la
industria porcicola (Lin, et al., 2016).

Diversas vacunas atenuadas o inactivadas basadas en la cepa CV777 se han desarrollado
desde 1994, estas fueron utilizadas con éxito hasta el afio 2010 cuando en China se report6
una nueva variante de alta virulencia, la cual afecté de forma considerable al sector, debido
a la mortalidad generada en neonatos (50-100 %), esta cepa fue encontrada en granjas
donde se utilizaban vacunas inactivadas (Lin, et al., 2016). Al realizar el analisis de las
secuencias, se determiné la presencia de dos inserciones en el gen S del virus en la nueva
variante.

En abril del 2013, DEP fue reportada en Estados Unidos (Gimenez-Lirola, et al., 2017)
(USA/Colorado/2013) diseminandose rapidamente por todo el pais, generando 95 % de
mortalidad en animales lactantes; el origen exacto y la ruta de ingreso del virus no se

conocen, sin embargo al realizar analisis filogenéticos se demostrd que la cepa causante de



este brote se encuentra relacionada con los aislamientos chinos antes mencionados

(Leidenberger, et al., 2017).

Las cepas emergentes se encontraban diseminadas por México y Canada en el 2014 (Lin,
et al., 2016), en este mismo afio se reportaron dos variantes OH851 y CH/HBQX/10 en US
y China respectivamente, en ellas se encontraron tres deleciones y una insercion en el gen S
en comparacion con las secuencias prototipo circulantes en Norte América, pero similares a
las cepas clésicas (Lin, et al., 2016). Estas cepas se caracterizan por una disminucion en la
severidad de los signos y menor mortalidad, genéricamente son denominadas cepas S-
INDEL, mismas que posteriormente se han encontrado distribuidas por Europa.

El vDEP presenta alta variabilidad, aunado a esta condicion puede existir recombinacion
entre algunas cepas que puede ser clasica y virulenta, virulenta y S-INDEL (Lin, et al.,
2016).

Actualmente, la DEP es considerada una enfermedad emergente y re-emergente por la
capacidad que tiene de producir rebrotes, esto indica que el virus puede superar los
protocolos de vacunacion, sistemas de control y la bioseguridad, ademas del riesgo

potencial de la entrada de multiples cepas a la produccion porcicola (Jung y Saif, 2015).

1.2 Agente etioldgico

1.2.1 Clasificacién taxonomica
El virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP), es un virus envuelto tipo ARN
monocatenario en sentido positivo, pertenece a la familia Coronaviridae, género
Alphacoronavirus, orden Nidovirales (Gimenez-Lirola, et al., 2017). Este agente se
clasifica en el grupo IV de Baltimore, por su origen se determinaron 3 genogrupos
diferentes (Lara-Romero, et al., 2017):
= Cepas G1 clasicas: Gla (cepas de campo), G1b (cepas vacunales).
= Cepas G2 pandémicas: G2a (cepas asiaticas a partir de 2010), G2b (cepas
americanas).

= Cepas S-INDEL (cepas variantes).
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1.2.2 Caracteristicas estructurales
El virion es esférico y pleomorfico, su diametro varia de 95-190 nm con proyecciones
conformadas por trimeros de la proteina S del virus, cuya longitud es de 18-23 nm. En su
estructura se distinguen 4 proteinas: Spike, envoltura, matriz y nucleocépside (Lee, 2015).
1.2.3 Organizacion del genoma
El genoma completo del virus es de 28 Kb, y se encuentra dividido de la siguiente forma:
5’UTR, ORFla, ORF1b, S, ORF3, E, M, N, 3°’UTR (Song y Park, 2012). Dos tercios se
encuentran abarcados por ORFla y ORF1b. Cada gen codifica para una proteina especifica
gue a continuacion se mencionan (Lee, 2015).
ORF1a: replicasa 12, cuya funcién es la sintesis de ARN viral.
ORF1b: poliproteina 1a y lab, que posteriormente seran escindidas para formar 16
proteinas no estructurales (pns) que conformaran el complejo de replicacion y
transcripcion.
S: spike (150-220 kDa), glicoproteina transmembranal tipo 1 cuya funcion es la
unioén al receptor celular, la fusion viral y la induccion de anticuerpos neutralizantes.
La secuencia de este gen es de especial importancia debido a la gran tasa de
modificaciones que posee, estas se encuentran relacionadas con la virulencia y
evolucion de cada cepa. La proteina se conforma de 1383-1386 aminodacidos (aa) y
se divide en dos sitios: S1 (1-789aa) que reconoce el receptor celular y S2
relacionada con la fusion del virion a la célula (790-1383aa) (Chen, et al., 2016 A),
el primer sitio contiene un dominio N-terminal (NTD) y un C-terminal (CTD),
siendo el NTD doénde se han encontrado variaciones entre cepas clasicas y
emergentes incluyendo S-INDEL, se ha sugerido que una mutacion de los
aminoacidos localizada en esta region puede afectar la afinidad al receptor celular
(Deng, et al., 2016).
Este gen posee 4 epitopos neutralizantes: COE (499-638 aa), SS2 (748-755aa), SS6
(764-771), 2C10 (1368-1374) (Lara-Romero, et al., 2017; Song y Park, 2012). El
primero es el mas variable (Lin, et al., 2016).
ORF3: gen accesorio que codifica para un canal de iones, puede prolongar la fase S

del ciclo celular, facilita la formacién de vesiculas y regula la produccion de



viriones (Chen, et al., 2016 A). Este gen puede ser utilizado para diferenciar entre
cepas de campo Yy cepas vacunales atenuadas.

E: envoltura (7 kDa), involucrada en la liberacion de la particula viral, ademas de
inducir estrés al reticulo endoplasmico de la célula, de igual forma favorece la
produccion de IL6 e IL8 (Sun, et al., 2017 A).

M: matriz (20-30 kDa), es la proteina méas abundante en la envoltura del virién,
capaz de estimular la produccién de anticuerpos neutralizantes.

N: nucleocapside (58 kDa), genera estrés celular, protege al genoma, antagoniza la
produccion de IFN y activa al NF-xp (Lee, 2015). Es una proteina altamente
conservada entre cepas Yy es la que se expresa de forma mas abundante en la célula
infectada (Okda, et al., 2015).

1.3 Transmision

La transmision del vVDEP se da principalmente por via fecal-oral, pero el alimento
contaminado o los ingredientes de la dieta pueden ser el vehiculo, aunque también se ha
reportado transmision por aerosol (Lin, et al., 2016; Lin, et al., 2015 B).

El vDEP puede ingresar a las granjas mediante camiones que pueden ir contaminados con
heces 0 vomito de animales afectados. Adicionalmente las personas, aves o fauna nociva
pueden diseminar el virus por las instalaciones de granjas de produccion porcina (Lee,
2015).

Después de la aparicion de un brote, el virus puede permanecer en las instalaciones a causa
de una higiene inadecuada o por animales persistentemente infectados, como los cerdos en
las etapas de destete a engorda. Existe un posible reservorio que pueden ser cerdos adultos

con una infeccion subclinica (Jung y Saif, 2015).

1.4 Ciclo de replicacion

El receptor del vDEP es la aminopeptidasa N porcina (1) (glicoproteina transmembranal de
150 kDa), misma que se encuentra en la superficie del enterocito (Jung y Saif, 2015). La
proteina S debe ser activada por una escisién proteolitica que producira dos subunidades
que originaran al péptido sefial encontrado en S1 vy a la proteina de fusion en S2, asi el CTD

de la proteina interactda con la aminopeptidasa (2) (Teeravechyan, et al., 2016).



El virion penetra a la célula liberando su genoma hacia el citoplasma (3), inmediatamente
es traducido por los ribosomas para producir las replicasas ppla y pplab (4), estas
poliproteinas son escindidas en 16 pns que conforman el complejo de replicacion y
transcripcion (CRT) (5).

El CRT sintetiza una cadena de ARN en sentido negativo, posteriormente se realiza la
cadena en el sentido positivo (6).

Las proteinas S, E y M traducidas (7) son insertadas en el reticulo endoplasmico y ancladas
en el aparato de Golgi (AG) (8). La proteina N interactta con el nuevo ARN sintetizado
para formar el complejo ribonucleocépside de forma helicoidal y asi proteger el acido
nucleico.

El virion es ensamblado en el compartimiento intermedio del reticulo endoplasmico y AG
mediante gemacién (9), por medio de una vesicula adquirida de este organelo. La liberacion
se da mediante exocitosis (10) al fusionar la vesicula con la membrana plasmatica (Lee,

2015). El esquema del ciclo de replicacion se presenta en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema representativo del ciclo de replicacion del vDEP (Modificado de Lee,
2015).



1.5 Patogenia

El tropismo primordial del virus es en intestino delgado, especialmente yeyuno e ileon,
secciones que son las més afectadas, incluso el ciego y colon pueden ser susceptibles (Lin,
etal., 2016).

El periodo de incubacidn es de horas a dos dias, pero varia por cepa y por grupo de edad
afectado (Diel, et al., 2016).

La DEP afecta animales de todas las edades, alcanzado una morbilidad de 100 %. El
tiempo que tarda en existir una recuperacion de los signos es de tres a cuatro semanas (Lee,
2015).

En animales de destete y engorda, la enfermedad es autolimitante en aproximadamente
cinco a diez dias (Jung y Saif, 2015), aunque el virus afecta el crecimiento de los cerdos,
generando menor ganancia de peso diaria.

Con la replicacion se destruye el enterocito generando atrofia, esto se ve reflejado en la
reduccién de la actividad enzimatica del intestino delgado que interrumpe la digestion y
absorcion de nutrientes y electrolitos causando diarrea por mal absorcion, lo que finaliza en
la deshidratacion fatal en los lechones. Al examinar los enterocitos mediante microscopia
electrénica se observa una réapida degeneracién de la mitocondria que conlleva a la
disminucion en el transporte de energia necesaria para la absorcién. La diarrea por este
virus tiene un pH é&cido, esto es consecuencia del descenso de las enzimas digestivas tales
como lactasa, sacarasa, maltasa, fosfatasa alcalina que se encuentran en el borde de la
membrana de las vellosidades intestinales (Jung y Saif, 2015).

El mecanismo mediante el cual el vDEP produce vomito no se conoce. La enfermedad
presenta similitud con la gastroenteritis transmisible, los neonatos padecen hipernatremia,
hipercalemia, hipercloremia e hipocalcemia, ademas de bajos niveles de bicarbonato.

El motivo por el cual, los lechones lactantes son los mas afectados reside en la baja
capacidad que poseen para reemplazar los enterocitos dafiados, a diferencia de animales de
mayor edad; por ello la severidad de la enfermedad es inversamente proporcional a la edad
de los cerdos (Jung y Saif, 2015). Thomas, et al. (2015) describen otros factores que
podrian estar contribuyendo en la susceptibilidad de los neonatos frente al vDEP: sistema
inmunoldégico inmaduro (bajos niveles de IFNo y células fagocitarias), mayor

vulnerabilidad a la deshidratacion y desbalance electrolitico, mayor cantidad de enterocitos



permisivos. Lin, et al. (2015 B) adicionalmente mencionan una mayor expresion de

aminopeptidasa N porcina en los animales menores de una semana de vida.

1.6 Signos y lesiones

La infeccion en lechones menores a siete dias de vida causa diarrea liquida, vomito por tres
a cuatro dias, seguido de deshidratacion y desbalance electrolitico que finaliza en la muerte
de los animales, ademas de la prolongada excrecion del virus en las heces (Poonsuk, et al.,
2016 A). Las lesiones se centran en el tracto gastrointestinal, caracterizado por distencion
estomacal causada por la acumulacién de leche sin digerir, se observa adelgazamiento de
las paredes intestinales y en el lumen un fluido amarillento (Lee, 2015). De igual forma los
vasos mesentéricos se encuentran congestionados y los linfonodos de esta region se
observan edematosos.

Las lesiones microscopicas se detectan con histologia, se observa atrofia difusa y severa de
las vellosidades intestinales, vacuolizacion en el enterocito, edema subepitelial en ciego y
colon e infiltracion de células inflamatorias en la ldmina propia del intestino (Jung y Saif,
2015).

En animales de mayor edad se observa diarrea severa, vomito y anorexia.

1.7 Diagnostico

El vDEP no es el Unico coronavirus entérico que afecta a los cerdos, adicionalmente existen
otros tres que han sido descritos: VGET, Deltacoronavirus porcino (DCoV) y recientemente
el Sindrome de Diarrea Aguda Porcina que emergié por una recombinacion entre VGET y
vDEP. Los dos ultimos son considerados mas virulentos que el DCoV pero clinicamente e
histopatologicamente son indistinguibles (Lin, et al., 2016; Gimenez-Lirola, et al., 2016;
Mesonero-Escuredo et al., 2018), por ello el diagnéstico no puede basarse en la historia
clinica ni en lesiones observadas.

1.7.1 Andlisis virologicos
Los andlisis virologicos se basan en la deteccion del virus, sus acidos nucleicos o proteinas

estructurales.



Aislamiento viral.
La linea celular Vero (rifidn de mono verde) es la mas utilizada para la propagacion del
VDEP, el efecto citopatico (ECP) causado es la fusion de células resultando en la formacion
de sincitios (Park, et al., 2011 A), vacuolizacién y desprendimiento de células, la
replicacion del virus se ha confirmado por medio de inmunofluorescencia o RT-PCR.
Para el aislamiento se requiere el uso de tripsina o alguna enzima proteolitica, que se
adicionan al medio de cultivo, estas enzimas son necesarias para la escision de la proteina S
en sus dos subunidades y para que el virion pueda anclarse con el receptor celular y asi
fusionarse con la membrana plasmatica.
Las muestras de campo obtenidas en algunos estudios han positivas a vVDEP por medio de
RT-PCR vy al realizar el aislamiento, el virus no se replica, con ello se concluye que se
requieren cultivos primarios de células epiteliales intestinales o lineas celulares que
expresen la aminopeptidasa N en mayor abundancia (Diel, et al., 2016).

Inmunofluorescencia.
La técnica de inmunofluorescencia ha sido empleada para detectar los antigenos del virus
en cultivo celular infectado o en cortes de tejido intestinal. EI fundamento de este ensayo es
mediante inmunodeteccion de antigenos intracelulares utilizando un anticuerpo conjugado
con un fluorocromo, la fluorescencia emitida se visualiza en el citoplasma de las células
utilizando un microscopio para este fin. De igual forma, el antigeno es detectado en células
intestinales en diferentes etapas de la infeccion (Diel, et al., 2016).

Inmunohistoquimica.
Las muestras analizadas con inmunohistoquimica son fijadas con formalina y embebidas en
parafina, lo que permite la conservacion. Se ha utilizado esta prueba para la deteccion de
antigeno en tejido intestinal, es un ensayo enzimatico en el cual se utiliza un anticuerpo
especifico contra el virus que es reconocido por un segundo anticuerpo marcado con una
enzima, la reaccion es visualizada al adicionar el sustrato (Diel, et al., 2016).

ELISA de captura.
La ELISA de captura se utiliza para la deteccion de antigeno en las heces de los animales
infectados, mediante el empleo de anticuerpos especificos de captura en la fase sélida, la
muestra fecal se incuba permitiendo el reconocimiento, la reaccion es visualizada al agregar

un conjugado seguido de su sustrato. La prueba se puede ver afectada por las condiciones



10

de almacenamiento de la muestra o errores al momento de su toma, ademas no se puede
detectar durante el periodo de incubacion (Diel, et al., 2016).

RT-PCR.
La RT-PCR es una prueba de diagnostico molecular que detecta el ARN del vDEP. El
resultado de la prueba puede obtenerse a las 24 horas de recibir la muestra, esto permite la
implementacién de medidas de control para reducir el riesgo de diseminacién del virus. Las
muestras que pueden ser utilizadas son: heces, hisopados rectales o intestino de animales
infectados, ademas de fluidos orales. Es un ensayo que presenta alta sensibilidad y
especificidad (Diel, et al., 2016).
Para el disefio de los iniciadores se deben seleccionar regiones del genoma del virus que
permitan detectar la mayoria de las cepas circulantes en el mundo (clasicas, pandémicas y
S-INDEL), ademas de diferenciar de otros coronavirus.
La secuenciacion del gen S ha sido util para determinar el genotipo circulante, pero para el
diagndstico no es necesario.

Pruebas de inmunocromatografia (pruebas rapidas de campo).
Las técnicas mencionadas anteriormente se han empleado para el diagndstico del virus, sin
embargo el tiempo para obtener el resultado depende del entrenamiento de los técnicos y de
la disponibilidad de equipo especifico, ademas de los factores que influyen en la calidad de
la muestra cuando se transporta a un laboratorio desde la granja donde existe el brote.
Diversos laboratorios farmacéuticos han desarrollado kits de deteccién rapida con
especificidad y sensibilidad altas para ser utilizados en las producciones porcinas, estos
ensayos de inmunocromatografia son cualitativos y el resultado se obtiene en minutos
(Kwang-Soo, et al., 2017).
La muestra que se emplea para los kits son heces obtenidas mediante hisopado rectal, y
algunos de ellos estan disefiados para diferenciar con VGET y rotavirus. El hisopo se
introduce en un diluente incluido en el kit mezclando la materia organica por unos
segundos, posteriormente con un gotero se obtiene una fase liquida que es colocada en el
pozo destinado a la muestra (VDRG® PEDV Ag Rapid Kit).

1.7.2 Analisis seroldgicos

La importancia del desarrollo de ensayos serolégicos radica en la deteccién de la infeccion,

confirmacion de una previa exposicion y monitoreo de los niveles de inmunidad (Gimenez-
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Lirola, et al., 2017). Basados en la deteccion de anticuerpos generados ante la infeccion.

Las muestras a utilizar son: suero, calostro, leche, heces y fluidos orales (Diel, et al., 2016).
ELISA.

Se han desarrollado dos tipos de este ensayo para la deteccién de anticuerpos contra el

vDEP.

» Indirecta: basada en virus completo o proteinas recombinantes (S, M y N)
expresadas en bacterias, el antigeno es fijado en placas de poliestireno e incubado
con un suero problema, la reaccion es revelada utilizando un conjugado y un
sustrato cromogénico

= Comepetitiva: se utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales, estos compiten
con las inmunoglobulinas del suero por el antigeno fijado en el pozo. El revelado se
realiza de la misma forma que para la técnica indirecta

Con este tipo de ensayos, se ha detectado 1gG contra la proteina N del virus entre el 9-14
dpi (dias postinfeccion) con un pico al dia 21, al 43 atn se mantienen. El ELISA indirecto
ha permitido utilizar fluidos orales para determinar la presencia de 1gG e IgA,
especialmente este Ultimo anticuerpo parece incrementar aproximadamente a los 100 dpi.
En conclusion esta prueba es considerada una herramienta para evaluar la exposicion al
VvDEP (Diel, et al., 2016).

La desventaja de esto es la posible reaccion cruzada al utilizar sueros de animales
inmunizados con vacunas atenuadas causando baja especificidad; algunos grupos de trabajo
han empleado estas proteinas recombinantes purificadas para el diagnostico seroldgico pero
para realizar la validacion de estos ensayos se requiere cumplir con multiples parametros
(Okda, et al., 2015).

Inmunofluorescencia indirecta.

La técnica de inmunofluorescencia indirecta es utilizada para detectar anticuerpos y evaluar
el estado inmunoldgico de la poblacion en la piara. La linea celular que se emplea es la
Vero con la finalidad de obtener antigeno y detectarlo con anticuerpos presentes en un
suero problema procedente de animales sospechosos, si la muestra es positiva, las
inmunoglobulinas se unen al epitopo en la fase sélida. Estos son visualizados con un
microscopio de fluorescencia al utilizar un anti-anticuerpo de cerdo marcado con un

fluorocromo, aqui es considerada como una técnica cualitativa.
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Para determinar el titulo de anticuerpos (cuantitativa) se realizan diluciones seriadas del
suero y la cantidad es expresada como el reciproco de la dilucion mas alta del suero en que
la sefial fluorescente es observada.
Con esta prueba, los anticuerpos anti-vDEP son detectados a los 7-14 dpi y los anticuerpos
circulantes se mantienen hasta el dia 43, a partir de este momento comienzan a declinar.
Existe discrepancia en su uso, ya que se reporta en un estudio que al emplear un suero
hiperinmune contra la cepa de VGET Miller existio reactividad cruzada con cuatro cepas de
VvDEP al utilizar esta técnica, pero no fue capaz de neutralizar a este ultimo (Diel, et al.,
2016).

Seroneutralizacion viral.
La seroneutralizacion se define como la reduccion en la infectividad viral mediada por
anticuerpos neutralizantes, estos bloquean uno o mas pasos de la replicacion del virus en la
celula. La interpretacion basandose en el ECP suele ser complicada debido a que la tripsina
utilizada puede producir redondeamiento y desprendimiento de las células, en
consecuencia, podria ser confundido este efecto, al igual que el efecto citotoxico que podria
tener el suero (Lee, 2015). Los anticuerpos neutralizantes son detectados a partir del dia 7-
14 dpi y un alto titulo existe atn después de 6 meses ante infecciones naturales (Diel, et al.,
2016).
Esta técnica ha sido empleada para evaluar el nivel de inmunoglobulinas presentes en
calostro y suero. Adicionalmente, este ensayo es capaz de discriminar entre cepas de VDEP
y VGET (Diel, et al., 2016).
Es una prueba altamente especifica y Util para la determinacion del titulo de anticuerpos,
sin embargo es costosa y requiere de una persona capaz de interpretarla (Lee, 2015).

1.7.3 Diagnosticos diferenciales
La diarrea neonatal es uno de los signos clinicos méas frecuentes en los cerdos jovenes,
incrementando significativamente la mortalidad en maternidad. ElI impacto de las
enfermedades entéricas depende del agente causal y del animal per se, para implementar las
medidas de control apropiadas se requiere un diagndstico certero.
Los diagndsticos diferenciales de las enfermedades en neonatos (primera semana de vida)

pueden ser causadas por bacterias o virus, ya sea por si solas o0 en co-infeccion.
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= Agentes virales: la rotavirosis causada por Rotavirus tipo A es la mas comun,
aungue el tipo B y C también se encuentran ligadas, los agentes causales de la GET
y la DEP son agentes etiologicos de importancia.

= Agentes bacterianos: Escherichia coli es la bacteria mas importante como
responsable de la enfermedad entérica, siendo el principal serotipo el
enterotoxigénico (ETEC). Clostridium perfringens es otro patégeno de importancia
dentro de las causas de diarrea, se clasifica en cinco grupos (A-E) basado en la
produccidn de toxinas: alpha, beta, epsilon e iota (Mesonero-Escuredo, et al., 2018).

= Agentes parasitarios: la coccidiosis causada por Cystoisospora suis produce diarrea
en los lechones, se caracteriza por emaciacion, diarrea y adelgazamiento de la pared
intestinal. A la histopatologia se observa atrofia de las vellosidades en yeyuno y
también puede percibirse el parasito en el citoplasma del enterocito (Kanamori, et
al., 2018).

1.8 Prevencion

La bioseguridad es una de las medidas méas importantes para la prevenciéon y control
durante un brote, al minimizar el ingreso de material o personas que pudieron tener
contacto con el virus. La restriccion del movimiento de animales o personal de cada area es
crucial para el control en la diseminacion.

La desinfeccion de las instalaciones consta del lavado eficiente de la superficie en cuestion,
el uso de un producto apropiado que inactive al agente y posteriormente se recomienda
dejar secar en su totalidad. Ademas de realizar el monitoreo de los animales de nuevo
ingreso para conocer su estado sanitario (Lee, 2015).

Mediante analisis filogenéticos y de aminoacidos de la proteina S, se ha determinado que
las diferencias entre las cepas prototipo americanas y las S-INDEL residen en la region S1
(1-738aa), especialmente en el dominio N-terminal (1-390aa) mientras que el genoma
restante es conservado entre las dos. La secuencia de proteinas que corresponde a los
epitopos neutralizantes antes mencionados es conservada entre ambos tipos de cepas, lo que
sugiere una neutralizacion cruzada, es decir, los anticuerpos generados contra una cepa
virulenta deberian proteger contra una S-INDEL o viceversa (Chen, et al., 2016 B y C; Lin,
etal, 2015 A).
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Como estrategia alternativa se ha considerado en algunas granjas la exposicion intencional
de cerdas gestantes frente al virus mediante Feedback utilizando diarrea 0 macerado de
intestinos de lechones infectados, con ello se trata de estimular la respuesta inmune
lactogénica (Lee, 2015; Goede y Morrison, 2016). Existen diversas desventajas sobre el uso
de esto, como es el riesgo de diseminar ciertos patdgenos como PRRS o PCV2 o al
desconocer el titulo de virus presente en el indculo puede no generar anticuerpos suficientes
para la proteccion de la camada (Lee, 2015; Clement, et al., 2016). Al igual que las vacunas
atenuadas, el Feedback puede no generar los anticuerpos deseados por razones similares:
dosis viral baja, inactivacion del virus por errores en condiciones de manejo y
almacenamiento del indculo, interferencia de inmunidad al existir previas
inmunoglobulinas que bloqueen la replicacion viral en el intestino de la cerda o una etapa
de gestacion inadecuada para la infeccion (Langel, et al., 2016).

Las vacunas atenuadas o inactivadas de varias cepas se desarrollaron desde 1994, éstas
fueron eficientes en Asia hasta la aparicion de las nuevas cepas emergentes donde la
proteccién fue parcial o nula (Lin, et al., 2016). En México se encuentra disponible una
vacuna inactivada basada en la cepa USA/Colorado/2013 (Lara-Romero, et al., 2017). El
uso de proteinas recombinantes como bioldgicos inmunogénicos ha cobrado importancia

recientemente.

1.9 Situacion nacional del vDEP

Mediante pruebas moleculares, se identificd que el virus empezé a circular en las zonas de
importancia en la produccion porcina como La Piedad, Michoacan y Degollado, Jalisco
desde julio del 2013 (Herrera, 2014), pero fue hasta mayo del afio siguiente cuando el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
reconocio que la enfermedad estaba presente en el pais.

Las cepas del vDEP que se encuentran circulando en México han sido secuenciadas,
encontrandose modificaciones al igual que las reportadas a nivel mundial, en muestras
analizadas de diversos estados se detectaron cambios e inserciones en la region COE en
comparacion con la cepa de Colorado/2013. De igual forma, se obtuvieron dos cepas S-
INDEL circulantes en México: PEDV/MEX/VER/01/2014 y PEDV/MEX/MICH/02/2015.
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Con los andlisis filogenéticos se determind que en el pais existen cepas pertenecientes a los
genogrupos 2a 'y 2b (Lara-Romero, et al., 2017).
Se han reportado cuatro presentaciones de la enfermedad (Herrera, 2014):
= Brote agudo de corta duracion: el curso de la enfermedad dura de 4 a 6 semanas
regresando a pardmetros normales de la granja
= Brote de larga duracion: mortalidad alta de cuatro a seis semanas, posteriormente se
establece en 20 % alcanzado hasta 60 %. El brote se prolonga por veinte semanas
con picos y declives
= Rebrote agudo con alta mortalidad: después de la recuperacion de pardmetros
normales, se presenta un rebrote con mortalidad que va desde 50 a 70 %
= Rebrotes periddicos de baja mortalidad cada ocho y doce semanas o intermitentes:
posterior a un brote de DEP, se presentan variaciones recurrentes en la mortalidad
de 5 a 20 % por dos a tres semanas.
La pérdida econdmica calculada en un estudio con 700,000 cerdas en México en el 2014,
fue de aproximadamente 80,152,671 dolares.
Segun (Langel, et al., 2016), la situacion del vDEP en los hatos se puede clasificar en tres
formas:
= Negativos: nunca infectados
= Activo: presencia de enfermedad y positivos mediante RT-PCR en la excrecion del
virus
= Estable: previo brote reportado, sin signos actual, no excretan virus y algunas o
todas las cerdas con inmunidad.
La existencia de los rebrotes no se encuentra claramente explicada, ya que al ingresar el
virus a la produccion porcina se presume que todas las cerdas fueron infectadas, para
asegurar esto se ha empleado el uso del Feedback con la finalidad de generar una respuesta
inmune humoral capaz de ser transmitida mediante el calostro y leche. Sin embargo, al
haber un rebrote es cuestionable, por que si existe inmunidad, el virus puede afectar de
nueva cuenta a los animales generando alto porcentaje de mortalidad y cuadros clinicos, alli
la interrogante.
Durante los brotes agudos de DEP, la signologia se ve reflejada en cerdos de todas las

edades, pero los lechones que no reciben la suficiente inmunidad materna son los que
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frecuentemente mueren. Posterior al brote, el virus puede ser eliminado o presentarse como
una enfermedad enzodtica en las granjas, de ser asi, afectard a los animales neonatos y
lactantes, estos transmitiran el virus a las camadas siguientes que tengan baja o nula
inmunidad lactogénica, esto sugiere que aquellos animales lactantes que no reciben los
niveles suficientes de anticuerpos a través del calostro son méas susceptibles a la
enfermedad causando una circulacion persistente en la granja (Park, et al., 2011 B). Goede,
et al. (2015) mencionan que poco se conoce acerca de la duracion de la inmunidad en los
hatos expuestos al VDEP y esto podria estar relacionado con la aparicion de los rebrotes en

poblaciones porcinas afectadas previamente.

1.10 Inmunidad

Los cerdos recién nacidos son agammaglobulinemicos debido al limitado numero de
células linfoides, al poco desarrollo de tejido linfoide y ausencia de células de memoria o
efectoras. Las secreciones mamarias contienen una cantidad significativa de células del
sistema inmune, este numero se ve reflejado ante el desarrollo fisioldgico e inmunoldgico
que tiene la glandula mamaria de la hembra. Ante la ingesta de calostro los linfocitos
transmitidos pasivamente pueden cruzar el epitelio intestinal del neonato para migrar a
linfonodos mesentéricos, higado, bazo, pulmon, lamina propia de duodeno y yeyuno
(Poonsuk, et al., 2016 B).

Las inmunoglobulinas transmitidas protegen a los animales desde su nacimiento hasta que
su sistema inmune madura, la IgG predomina en calostro, mientras que el isotipo IgA en
leche (Clement, et al., 2016). La acumulacion de linfocitos en la glandula mamaria difiere
entre cerdas primerizas y multiparas, debido a que las segundas tienen mayor tejido donde
almacenar células plasmaticas (Poonsuk, et al., 2016 B).

Los anticuerpos son esenciales para la proteccion de los neonatos, particularmente mediante
la transmision de inmunidad a través del calostro ingerido por los animales, estas
inmunoglobulinas deben ser capaces de neutralizar al vDEP (Song, et al., 2016; Park, et al.,
2011 B).

El uso de vacunas atenuadas ha sido discutido por dos motivos: su eficacia y la evidencia
que sugiere la recombinacion de cepas vacunales con cepas de campo, un ejemplo de esto

es un estudio realizado en China en el que se determin6 que la cepa CH/GSJIII/07(campo)
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se encuentra estrechamente relacionada con dos cepas vacunales, esto sugiere que este tipo
de inmundgenos pueden modificarse en una forma infecciosa en campo (Song y Park,
2012), una situacién similar es reportada por Lin, et al. (2016) con la cepa CH/HNQX-
3/14. La variabilidad que existe en la proteina S afecta la virulencia de la cepa y se piensa
que al contener los epitopos neutralizantes puede generar una limitacion ante la proteccion
cruzada que pudiera existir (Choudhury, et al., 2016).

Las cerdas en gestacion han sido expuestas al Feedback, con la finalidad de estimular la
inmunidad lactogénica, sin embargo el contenido intestinal no es homogéneo en cuanto a la
cantidad de virus, por ello una infeccion uniforme es inconsistente. En consecuencia, se
sugiere evaluar la cantidad de IgA en calostro y leche para determinar si la inmunidad
pasiva es adecuada para los lechones recién nacidos (Gerber, et al., 2014).

Si la cerda se infecta a pocos dias previos al parto, se determina que no genera la suficiente
inmunidad para proteger a la camada via calostro, en consecuencia los lechones se infectan
y la excrecion viral incrementa. En los cerdos lactantes se ha reportado la deteccion de
anticuerpos propios hasta la tercera semana de vida y permanece hasta los 60-100 dias de
vida, incluso hasta los 145 dias (Bertasio, et al., 2016).

Ouyang, et al. (2015) detectaron presencia de IgA en plasma de cerdas infectadas hasta seis
meses posteriores, mediante seroneutralizacion se determind que aun transcurrido este
tiempo, la inmunidad permanecio alta en esa muestra.

Los neonatos son protegidos por 1gG especifica hasta el dia 4-13 de vida transmitida por
calostro y leche de la cerda. Después de la infeccidn intestinal de la cerda, las células que
producen IgA migran a glandula mamaria, donde secretan este anticuerpo en el calostro y
en la leche y con ello IgA, la cual llega al lumen intestinal. El calostro contiene
aproximadamente 60 % de 1gG (Poonsuk, et al., 2016 B) y protege de infecciones
sistémicas (Langel, et al., 2016), sin embargo el anticuerpo mas eficiente para la
neutralizacion del vDEP es la IgA, ademas de ser mas resistente a la degradacion
proteolitica por el factor inhibidor de tripsina contenido en las secreciones mamarias
(Paudel, et al., 2014; Poonsuk, et al., 2016 B), este anticuerpo provee inmunidad local en el
tracto gastrointestinal del lechon (Langel, et al., 2016).

Goede, et al. (2015) reportan que las cerdas infectadas naturalmente por una cepa S-

INDEL, siete meses posteriores fueron inoculadas con una cepa virulenta,
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aproximadamente al dia 109 de gestacion, generaron inmunidad lactogénica y al desafiar a
los lechones con esa cepa existié proteccion parcial. Con ese estudio se demostrd que las
hembras infectadas naturalmente son capaces de producir inmunidad lactogénica, sin
embargo la proteccion de los lechones puede no ser completa, ya que existen diversas
variantes que pueden influir (Langel, et al., 2016).

Se ha observado que la exposicién de una cerda ante el virus, reduce el impacto sobre los
neonatos debido a los mecanismos de inmunidad materna, por ello se postula que IgA e
IgG contenidos en leche y calostro son necesarios para la proteccion de los lechones. Se
determiné que la infeccién oral de un animal genera mayor cantidad de IgA en el tejido
mamario (Poonsuk, et al., 2016 B).

Los anticuerpos maternos de cerdas infectadas con VDEP son indispensables para la
supervivencia del lechon, la actividad neutralizante del calostro es mayor a la de la leche y
suero (Song, et al., 2016; Diel, et al., 2016). Langel, et al. (2016) mencionan que no existe
correlacion entre el nivel de 1gG en el suero de la cerda y la cantidad de este en las

secreciones procedentes de la glandula mamaria.

2. JUSTIFICACION

La diarrea epidémica porcina es una enfermedad altamente contagiosa que afecta a cerdos
de todas las edades, especialmente a los lechones menores de una semana de vida causando
mortalidad del 90-100 % por cepas virulentas y de 0-75 % por cepas S-INDEL. Los signos
presentados en los animales son: diarrea, vémito, anorexia y deshidratacion severa, siendo
esta ultima la causa de muerte.

Posterior a la presentacion de un brote en granja se asume que las cerdas generaran
inmunidad, la cual serd transferida a la camada mediante el calostro protegiendo a los
lechones de la infeccidon, sin embargo existe evidencia de la aparicion de rebrotes en las
producciones porcicolas.

La existencia de los rebrotes en las granjas no esta claramente explicada, las suposiciones
se encuentran relacionadas con la inmunidad o directamente con la cepa viral, por ello es
importante conocer las razones del porqué, si existe inmunidad ante la primera exposicion,

el virus vuelve a afectar a los animales.
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3. HIPOTESIS

Las cerdas expuestas por primera vez al vDEP generaran inmunidad y se conservara hasta
su siguiente parto, permitiendo la transferencia de anticuerpos a las dos camadas
producidas, evitando asi, la aparicion de un rebrote aun cuando la cepa del virus que circule
en ese momento sea diferente a la cepa original. Las cerdas dejaran de excretar virus hacia
el segundo parto y por lo tanto sus lechones no seran infectados, adicionalmente los

parametros de eficiencia productiva no se veran afectados.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Realizar el monitoreo en granja de la infeccion del virus de diarrea epidémica porcina
durante un brote activo y un posible rebrote en cerdas reproductoras y sus camadas

empleando técnicas seroldgicas y moleculares.

4.2 Objetivos particulares

1. Realizar el diagnostico del vDEP durante un brote activo en una granja para confirmar la
presencia del agente viral.

2. Recabar informacidn acerca de los parametros productivos y reproductivos antes, durante
y después del brote para determinar si la enfermedad se refleja en estos.

3. Determinar y cuantificar la excrecion viral en diferentes momentos de muestreo, de
cerdas reproductoras y sus camadas hasta el destete para conocer su comportamiento.

4. Detectar la presencia de anticuerpos en calostro de hembras y suero de cerdas y lechones.
5. Detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes en suero de cerdas y lechones.

6. Realizar seguimiento al parto consecutivo para determinar diferencia en inmunidad y
excrecion del virus empleando la misma metodologia usada durante el brote.

7. Amplificar y secuenciar una regién parcial del gen S del virus a partir de muestras de las
dos etapas de muestreo para detectar variaciones y realizar analisis filogenéticos de las

cepas circulantes.
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5. MATERIAL Y METODOS

El trabajo de campo se realizé en una granja porcina ubicada en el Estado de México, el
procesamiento de las muestras en el laboratorio de Virologia del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Microbiologia perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.

5.1 Informacion del brote en granja

La informacion general de la granja se encuentra descrita en el Cuadro 1. El brote de DEP
se registro el 1 de agosto del 2017. No se tenia historia de brotes previos de DEP, ni se
implementaba ninguna vacuna para este virus. A partir del cuadro clinico, se implementd la
vacunacion contra VDEP (Zoetis® virus inactivado) en las cerdas gestantes que se
encontraban a tres semanas del parto por recomendacion del fabricante, esto a partir del dia
31 del mismo mes.

El brote inici6 con un macho celador que present6 diarrea, vomito y apatia. Se administrd
enrofloxacina, sin embargo, la diarrea se present6 por tres dias méas y el apetito se recuperd
hasta la semana siguiente. A los dos dias algunas hembras de primer parto tuvieron los
mismos signos, hasta que todas ellas dejaron de comer. Se trataron con enrofloxacina y
gentamicina. Seis dias después, las cerdas recuperaron el apetito, pero demuestran rechazo
al alimento ofrecido (sorgo), al dia siguiente, las hembras de segundo parto alojadas frente
a las de primer parto inician con anorexia y vomito.

Debido al rechazo por el alimento, se envidé una muestra al laboratorio, por humedad se
decide cambiar el sorgo por maiz.

A los doce dias iniciado el brote, 50 % de las cerdas alojadas frente a las sementaleras
presentaron los mismos signos ya descritos anteriormente. Tres dias después se detecta la
muerte de un lechon de cinco dias de vida. Las hembras de reemplazo gestantes padecieron
anorexia, una de ellas aborté a los 70-80 dias de gestacion.

Se menciond que algunas cerdas presentaron diarrea a los cinco dias antes de su parto, el
resto de ellas al subir a jaula de maternidad iniciaron con este cuadro clinico, sus camadas
fueron las mas afectadas; algunas hembras presentaron vomito. En la Figura 2 y 3 se
muestran los signos observados durante la visita a la granja, en animales de todas las

edades.



21

Algunos lechones de 23 dias de edad tuvieron vomito y diarrea pastosa, animales de 40 dias
de edad iniciaron con diarrea. La mortandad fue de 24 % en animales de 1-10 dias de edad.
A los 22 dias se realizo el diagndstico confirmatorio de VDEP. Se implementaron ciertas
medidas estrictas de desinfeccion de las instalaciones, ademas de uso de cal en pasillos,
paredes y piso de casetas, al igual que uso de antibi6ticos como colistina y bacitracina en
alimento para evitar co-infecciones bacterianas (Cuadro 2 y Figura 4).

Cuadro 1. Informacion general de granja analizada.

Informacidn zootécnica Granja
NUmero de vientres 240
Tipo de granja Multisitios: Sitio 1
Planificacién partos 23 hembras/15 dias
Barda perimetral Si
Presencia de otras especies Si
Distancia a granja mas cercana 12 km
Ingreso personas externas No
Ingreso vehiculos Si
Desinfeccion vehiculos Si
Vados en cada area Si
Ducha al ingreso No
Ducha a la salida Si
Limpieza y desinfeccién de botas Diariamente
Visita a otra granja No
Medicacion alimento Si
Disposicion excretas Fosa
Disposicion mortalidad Fosa
Colibacilosis Si
Historia GET Si
Salmonelosis Si
PRRS Vacunacion, estable
Fecha brote DEP 01-ago-17
Area inicio Servicios y gestacion
Fecha estabilidad de DEP dic-17
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Figura 2. Signologia observada en cerdos destetados y hembras del area de servicios y
gestacion. A. Cerda gestante con diarrea acuosa B. Cerda con anorexia C. Cerda destetada
recostada en heces acuosas color grisaceo D. Cerdo destetado con diarrea amarillenta en
zona perianal E. Piso de destete sucio por diarrea F. Cerdos en destete con pérdida de peso

se observan animales de diferentes tamarios.

o s o
*a . S

Figura 3. Signologia observada en sala de maternidad. A. Lechones sucios y con baja
condicidn corporal B. Animales lactantes recostados sobre su madre en busca de una fuente
de calor C. Lechones hipotérmicos y tapete manchado con diarrea D. Jaula de maternidad
sucia de heces acuosas color grisdiceo E. Piso sucio F. Tapetes antiderrapantes de
maternidad con diarrea blanquecina originada por el consumo de leche de neonatos.
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Cuadro 2. Medidas implementadas después del brote de DEP.

Medidas implementadas ante DEP Granja

Tratamientos animales

Antibiéticos en agua Si
Antibidticos inyectados Si
Hidratacion lechones No
Administracién calostro a neonatos Si

Cambios en maternidad

Restriccion movimiento del personal Si
Desinfeccion con cloro Si

Uso desinfectante comercial Si
Ropa exclusiva Si

Restriccidn en adopciones y donaciones No
Encalamiento Si

Descanso instalaciones Si

Cambios en otras areas

Restriccion movimiento del personal Si
Desinfeccion Si
Ropa exclusiva Si

G S M
z L 7 : P
Figura 4. Medidas de desinfeccion implementadas en la granja y en sala de maternidad. A-
C En las iméagenes se observa el uso de cal en pisos, paredes y como vado sanitario en la

entrada a la caseta de maternidad. D. Personal de granja desinfectando la entrada a
maternidad.
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5.2 Coleccion de datos de produccion, parametros reproductivos
Se obtuvo la informacion acerca de algunos parametros con la finalidad de determinar si
estos fueron afectados con el brote de DEP, de la misma forma al siguiente ciclo productivo
individual de cada cerda.
Se registrd el comportamiento productivo de la camada al nacimiento, camada al destete y
post-destete de la hembra, aunque solo los datos resaltados se analizaron.
= Al nacimiento: lechones nacidos totales, lechones nacidos vivos, lechones nacidos
muertos
= Al destete: mortalidad durante la lactancia, duracion de ésta, lechones
destetados, peso al destete y peso ajustado a 21 dias
= Post-destete: dias destete a primer servicio, dias destete a concepcién, nimero de
servicios dados
Al siguiente parto, se registro solamente el comportamiento de las camadas.
Para comparar estos parametros, se asignd un grupo testigo conformado por las mismas

cerdas del estudio un parto antes del brote.

5.3 Toma y procesamiento de muestras

Las muestras fueron colectadas durante un brote activo en una granja localizada en el
Estado de Mexico.

Cerdas: se seleccionaron 8 cerdas en gestacion con tres semanas antes del parto (muestreo
1) y se procedio a la toma de muestra de sangre por via yugular con aguja 20G en tubos
vacutainer sin anticoagulante para la obtencion de suero. Se centrifugd a 2500 rpm por 15
minutos, se realizaron alicuotas de forma estéril en una cabina de seguridad bioldgica y se
almacenaron a -20 °C. Este procedimiento se repitio al dia uno posparto (muestreo 2), a los
14 dias (muestreo 3) y al momento de destete (muestreo 4), estos cuatro muestreos
realizados durante el brote se agruparon como etapa 1.

Adicionalmente, se tomaron hisopados rectales de las cerdas y fueron colocados en
microtubos con 1 mL de PBS esteéril, se mantuvieron en congelacion hasta la llegada al
laboratorio, donde posteriormente se almacenaron a -70 °C. Esto fue realizado en los cuatro

muestreos descritos anteriormente.
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Al momento del parto se colectd6 10 mL de calostro en tubos Falcon y la muestra fue
almacenada a -70 °C hasta su procesamiento (Figura 5). En este momento se afiadieron tres

cerdas a la poblacién del muestreo.

Lechones: se extrajo sangre de corddén umbilical de todos los lechones nacidos realizando
un pool para después obtener el suero. Se seleccionaron cinco lechones por camada para la
toma de muestra de hisopado rectal, el cual se realiz6 al dia de nacidos y a los 14 dias y,

para el destete se consideraron solo tres animales. Adicionalmente se colectdé una muestra

sanguinea al momento del destete (Figura 6).

Estos mismos procedimientos se repitieron al siguiente parto (etapa 2). En la Figura 7 se

observa la toma de las multiples muestras.

Muestreo 2

=Sangre
=Hisop o rectal

Muestreo 1

=Sangre
=Hisop o rectal

=Sangre
=Hisop o rectal

="Toma de calostro
Cerdas

Muestreo 4

=Sangre
="Hisop o rectal

Figura 5. Muestreo en cerdas evaluadas
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$

\\

=Hisop o rectal

Muestreo 2

Muestreo 1 | Muestreo 3

=Hisop o rectal =Sangre
=Hisop o rectal
s L -

=Toma de sangre de
cordén umbilical

L.echones

Figura 6. Muestreo en lechones
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Figura 7. Toma de muestras en cerdas y lechones. A-B Sangrado de lechones al momento
del destete C- D. Toma de muestra sanguinea de cerdas en lactancia E. Colecta de calostro
directo del pezon al momento del parto F. Toma de hisopo rectal en lechones al dia de
nacidos

5.4 Extraccion de RNA
El paquete comercial de RNeasy Mini Kit® (Qiagen) fue utilizado para la extraccion de
RNA total en la muestra de hisopado, para ello se siguieron las indicaciones del fabricante.

Se implement6 el uso de B-mercaptoetanol como lo sugiere el instructivo.

5.5 RT-PCR duplex en tiempo real
Esta prueba se realiz6 para las primeras ocho muestras con la finalidad de discriminar ente
cepas variantes y virulentas, de acuerdo a lo reportado por (Wang et al., 2014).

5.6 RT-PCR en tiempo real
Para realizar la RT-PCR se utilizé el kit comercial TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix®
con un volumen de reaccion final de 20 pL, empleando 2 pL de ARN. Al finalizar el

muestreo se obtuvieron un total de 330 muestras.
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5.6.1 Iniciadores y sonda
Los oligonucleotidos empleados fueron los reportados por (Martinez-Puebla, et al., 2017),
se disefiaron con base en la posicion 2225-2327nt del gen S, la cual es una region altamente
conservada entre cepas variantes y virulentas.

5.6.2 Condiciones de amplificacion
Se utilizo el termociclador CFX96 Real Time System BioRad® para la realizacion de la

RT-PCR, en el Cuadro 3 se presentan las condiciones del programa de amplificacion.

Cuadro 3. Condiciones para la amplificacién de una regién del gen S.

50 °C 5 minutos
95°C 20 segundos
95°C 15 segundos
60 °C 1 minuto

Para determinar el valor de cuantificacion (Cq) se utilizo el software Bio-Rad CFX
Manager™ version 3.1 y se emple6 una curva patron para cuantificar la carga viral en cada
muestra. Al final se obtuvo el nimero de equivalentes genémicos por mL de muestra

(expresado en Logsp).

5.7 Aislamiento viral

Para realizar la prueba de seroneutralizacion, se requirio aislar el vDEP causante del brote
en la granja y obtener un lote viral suficiente para la determinacién de anticuerpos
neutralizantes en los sueros obtenidos de la granja, ademas de la titulacion del virus para
realizar la prueba.

5.7.1 Células

Se emplearon células Vero (rifidn de mono verde africano) pase No. 138 para la replicacion
del virus. Para ello, se mantuvieron los cultivos celulares utilizando DMEM suplementado

con el 5 % de suero fetal bovino.
5.7.2 Preparacion inéculo

Se realizé el macerado de intestino delgado de un lechdn lactante de 10 dias de edad con

signos clinicos agudos, obtenido durante el brote inicial en la granja. Se colocd 1 g del
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organo en un mortero y se procedio a macerar utilizando 10 mL de DMEM sin suero y se
centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante obtenido fue
filtrado con membranas estériles de nitrocelulosa con poro de 0.45 um en el interior de un
gabinete de seguridad bioldgica, se realizaron alicuotas en microtubos estériles y fueron
almacenados a -70 °C hasta su uso.

5.7.3 Infeccion
Un dia previo a la infeccion, se realizaron pases celulares con la finalidad de garantizar que
la célula se encuentre en division y la replicacion viral sea mayor.
Como medio de infeccion se empleé DMEM sin suero, adicionando 10 %TPB, gentamicina
1 mL/L y 10 pL/mL (25 pg/mL) de pancreatina de acuerdo al protocolo descrito por
(Horie, et al., 2016). Este medio fue utilizado para la dilucién del in6culo y para el
mantenimiento de las células durante la infeccion.
Se empled una botella de 25 cm2 para la infeccion utilizando el inéculo diluido 1:10 en un
volumen de 500 pL y se incubd a 37 °C por 30 minutos permitiendo la adsorcion del virus,
posteriormente se adicionaron 4.5 mL del medio de infeccidn a la botella. A las 72 horas la
botella fue congelada-descongelada (2 veces) para la lisis celular y por lo tanto liberacion
de viriones. Se realizd la extraccion de ARN y qRT-PCR para determinar si el virus se
replico exitosamente. El sobrenadante obtenido fue empleado como indculo para llevar a un
segundo pase, el proceso fue el mismo que se describié antes, esto se realizd hasta obtener
un cuarto pase, el ultimo colectado a las 48 hpi. En todos los casos se destin una botella
como testigo negativo.
La cosecha del dltimo pase fue reservado para ser utilizado en la seroneutralizacion.

5.7.4 Titulacion viral
La titulacion se realizo empleando una placa de 96 pozos para cultivo celular de la linea
Vero, se hicieron diluciones decuples seriadas del virus con medio de infeccién iniciando
de 10! hasta 108, ademas de una dilucién 1:2 como control testigo, todas las diluciones se
analizaron con ocho repeticiones.
Para la inoculacién se utilizaron 50 uL de cada dilucién por pozo, ademas de dieciséis
testigos en los cuales se adiciono Unicamente medio de infeccion. La placa se incubo por
una hora a 37 °C para permitir la adsorcion, posteriormente se agrego 100 puL de medio sin

SUero por pozo.
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La placa fue fijada a las 48 hpi con 70 pL de cristal violeta por pozo con la finalidad de
observar al microscopio el ECP. El titulo se obtuvo mediante el método de Reed y Milench
(1938).

5.8 ELISA

El ensayo inmunoenzimatico indirecto que se realizo fue basado en la metodologia descrita
por (Barrera, 2018). Se empled una proteina recombinante de la nucleocapside del virus de
DEP como antigeno (100 ng). Se blogued con leche semidescremada al 5 % y los lavados
fueron realizados con PBS+Tween 0.05 %. Los sueros y calostros obtenidos del muestreo
fueron evaluados para la deteccién de 1gG utilizando una dilucién 1:100. Como conjugado
se utilizd un anti-lgG de cerdo marcado con HRP diluido 1:7500 y como solucién
reveladora TMB, para finalizar, &cido sulfirico como soluciéon de paro. La lectura se
efectud con un espectrofotometro a una densidad Optica de 450 nm. Adicionalmente el
procedimiento se ejecutd para la deteccion de IgA en el calostro, la Gnica modificacion fue

el anticuerpo secundario.

5.9 Seroneutralizacion

La seroneutralizacion se define como la reduccién de la infectividad del virus mediada por
anticuerpos neutralizantes, estos se unen a los viriones bloqueando una o mas etapas del
ciclo de replicacion (ingreso, union con receptor celular, desnudamiento) o causando lisis
de las particulas virales; con ello se reduce o neutraliza la infectividad (Diel, et al., 2016).
Se seleccionaron 33 sueros probados previamente por ELISA con densidades Opticas altas,
medias y bajas con la finalidad de comprobar la presencia de anticuerpos neutralizantes.
Estos fueron inactivados a 56 °C por 20 minutos.

Se utilizaron 1000 DICC 50 % (Poonsuk, et al., 2016), esto fue ajustado de acuerdo al
titulo viral obtenido y al volumen total a emplearse para la placa de 96 pozos. Se colocaron
50 pL de DMEM sin suero en cada pozo, excepto para la primer dilucion del suero en la
cual el volumen final fue de 100 pL. Se empled un control positivo y negativo para cada
placa, iniciando 1:160 y se realizaron diluciones dobles seriadas hasta 1:10240
transfiriendo 50 pL entre ellas. Lo mismo se realizd con los sueros problema, 50 pL de la

solucion ajustada del virus se colocd en cada pozo. Esta mezcla fue incubada por 30
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minutos a temperatura ambiente, posteriormente se transfirieron los 100 pL a la placa de
células Vero, al final se adicionaron 100 pL de medio de infeccién. Cada suero fue
analizado por duplicado.

Las placas se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera con 5 % de CO2 hasta las 72 hpi
cuando la lectura fue realizada previamente y posterior a ser fijadas con cristal violeta.

El titulo de anticuerpos fue definido como la Gltima dilucion capaz de neutralizar el efecto
causado por el virus en cultivo celular a las 72 hpi.

Se determind un punto de corte de 1:160, es decir los sueros que no fueron capaces de
neutralizar al virus en esta dilucion se consideraron negativos y aquellos con titulo >1:160

se determinaron como sueros positivos.

5.10 Amplificacion parcial y secuenciacion del gen S

5.10.1 Indéculos

Se seleccionaron algunas muestras de hisopos rectales con Cq bajo (Cuadro 4) para la
preparacion de tres indculos correspondientes al inicio y final de las dos etapas de
muestreos en la granja. En la Figura 8 se esquematiza el gen S y su division de acuerdo a
los aminoéacidos, asi como las regiones que amplifican pares de iniciadores.

El primer indculo se obtuvo de tres cerdas y dos lechones destetados; el segundo a partir de
una cerda gestante y dos lechones al dia de nacidos; por ultimo el tercero procedente de una

cerda y un lechon destetados.

Cuadro 4. Etapa y muestreo seleccionados para preparacion de los indculos.

Etapa 1. muestreo 4 | Etapa 2: muestreo 1y 2 | Etapa 2: muestreo 4

Cada indculo fue utilizado para la infeccion de células Vero en botellas de 25 cm?, la
dilucion empleada fue 1:2 y el procedimiento fue el antes descrito; se mantuvo hasta las 72
hpi para posteriormente ser congelada-descongelada (2 veces). Se realizaron tres pases

ciegos para cada uno de ellos.
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Figura 8. Esquema del gen S del vDEP. Los digitos indican el inicio y final de cada region
en aminoacidos.

5.10.2 Elaboracion cDNA

Se realizo la extraccion de RNA total de los tres inoculos originales y de su tercer pase, asi
como de la muestra original de intestino con su pase nimero tres obtenido del aislamiento.
Posteriormente utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis #K1612® se generd el cDNA
para las ocho muestras siguiendo las instrucciones del fabricante. Lo obtenido se diluyo 1:5
con agua libre de nucleasas.

5.10.3 PCR Punto Final

Se utilizaron dos pares de iniciadores reportados por (Lara-Romero, et al., 2017) (Cuadro
5). La mezcla de reaccion se realizd a un volumen final de 50 puL. En el Cuadro 6 se
muestran las cantidades y las constantes de amplificacién. Los productos de PCR fueron
empleados para el corrimiento electroforético en gel de agarosaal 1 % a 90 V y 300 A, para

la visualizacion se utiliz6 bromuro de etidio.

Cuadro 5. Secuencia de nucleétidos de los iniciadores para la amplificacion parcial del gen
S.

Iniciador Secuencia Tamafio del amplicon TM

Fw TAAGTTGCTAGTGCGTAATAATGA

1 Rv GCAATTAGCTGTACAGGGTTCA 398 pb 60 °C
Fw AGGCGGTTCTTTTCAAAATTTAATG

2 Rv GCAATTAGCTGTACAGGGTTCA 596 pb 54 °C

5.10.4 Purificacion de productos y secuenciacion
Se realizaron dos metodologias para la purificacién de las muestras amplificadas, para ocho
de ellas se empled el QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen ®) y las cuatro restantes con
el QIAquick Gel extraction Kit (Qiagen ®).
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La secuenciacion fue efectuada por la metodologia de Sanger en el Instituto de Biologia de

la Universidad Nacional Auténoma de México.

Cuadro 6. Mezcla de reaccion de PCR punto final para amplificacion parcial del gen S.

Master mix 25 pL 95°C | 2 minutos

Fw 3uL 95 °C 1 minuto

Rv 3uL 1 minuto
Agua 14 pL 72 °C | 1.30 minutos
cDNA 5uL 72 °C | 10 minutos

5.10.5 Anadlisis filogenético
Posterior a la amplificacion parcial del dominio S1 del gen S del vDEP (region NTD) se
realizd el anélisis filogenético empleando el programa bioinformatico Mega 5.05. Se
analizaron cinco secuencias generadas en tres momentos de muestreo, brote y aislamiento
(par 1: 398 pb) y tres secuencias de dos tiempos de muestreo (par 2: 596pb). Se seleccion6
el mejor método de andlisis de secuencias de aminoacidos empleando la prueba de méxima
verosimilitud.

Se realizé el analisis filogenético empleando el modelo JTT con 1000 réplicas de arranque.

5.11 Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa SPSS Statistics 17.0. Para la determinaciéon de la normalidad se
empled la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianzas se analizé mediante
la prueba de Levene. De cumplir con el supuesto de homocedasticidad se utilizé la prueba
de T-Student para comparacion de dos medias y se realiz6 ANOVA de un factor para
mayor nimero de medias, con este Ultimo analisis se incluyo la prueba de Tukey. En caso
de no cumplir, se procedio al empleo de estadistica no paramétrica con la prueba de
Kruskal-Wallis.

Un valor de p <0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros
En la Figura 9 se observan los parametros obtenidos durante el presente estudio, para el
segundo muestreo la C2 y C11 fueron dadas de baja de la granja por decision del

propietario. La misma informacion fue recabada sobre el grupo testigo (Cuadro 7).

| aa | 2 | &3 | c¢4 | ¢ | 6 | ¢ | e | ¢ | cwo | en
Comportamiento camada al nacimiento
Vacunacién 31/08/2017]31/08/2017] 31/08/2017] 31/08/2017|31/082017] 31/082017] 31/08/2017] 31/08:2017 | 31/08/2017] 31/08:2017 | 31/08/2017
Fecha parto 10/09/2017]11/09/2017] 10/09/2017] 12/09/2017] 11/09/2017] 11/0972017] 18/09/2017] 15/09/2017 | 11/09/2017] 11/09/2017] 11/09/2017
4 5 4 2 2 3 4 2 5 4 6
LNT 17 11 14 16 17 12 3 13 12 s 14
LNV 14 10 14 16 16 12 3 13 10 3 11
LNM 3 1 0 0 1 0 0 0 2 0 3
Comportamiento camada al destete
Mortalidad lactancia | 1428% | 0 | 14% | 1250% | 25% | 0 | 6666% | 1538% | 20% | 25% | 18,18% |
Duracién lactancia 24 | B | 2 | » o B ] 23 | e | 1o 3o 5|5
Niimero destetados 0] T I I | S R 6 | g | W
Peso destete 734 | 487 | 778 | ss | a5 | 79 | 304 | e13 | 86 | 766 | s15 |
Peso ajustado 21 dias|  69.3 46,01 734 88 No 763 499 68,3 25 74.7 76.32
| calculadol | |
Post.destete
Dias destete a primer b1 7 7 7 8 4 5
servicio
Dias destete a 5 7 7 8 4 5
concepcion
Niimero servicios 1 1 1 1 1 1 1
Siguiente parto
Comportamiento camada al nacimiento
Vacunacién 10/01/2018 10/01/2018]10/01/2018[10/012018] 10/01/2018] 1001/2018] 09022018 | 10/012018] 10/01/2018
Fecha parto 30 01 7013 02/02/2018] 02/022018]30/01/2018| 02/022018] 02/02/2018| 05/03/2018 | 30/01/2018] 31/01/2013
LNT 11 8 19 13 14 11 11 13
LNV 9 8 14 13 14 10 11 13
% 2 0 3 0 0 1 0 0
Comportamiento camada al destete
Mortalidad lactancia | 10% 0 1250% | 7.14% | 7.69% | 1428% 0 0 15,38%
Duracion lactancia 20 20 23 20 20 20 3 2
Niimero destetados 9 8 12 11 9 11 9 11
Peso destete 537 616 87.1 73 55,5 74 672 834

Figura 9. Pardmetros registrados durante el brote de DEP y en el siguiente parto. Se resalta
en color verde la informacion sobre los parametros de produccion de interés.

Se calculé el promedio de la mortalidad, peso al destete, nUmero de destetados y dias
destete a primer servicio de las once cerdas evaluadas antes, durante y después del brote de
DEP, se realizo un ANOVA determinando que entre estos valores obtenidos no existio

diferencia estadistica significativa (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Parametros del grupo testigo registrados un parto anterior al brote.
ClL C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 cC10 c1u1

Comportamiento camada al nacimiento

Comportamiento camada al destete
Mortalidad
lactancia %

Duracion

lactancia

Namero
13
destetados

Peso al destete No

kg calculado

Peso ajustado a No

PANGIES calculado
Post-destete
DDPS

Dias destete a

concepcion

Namero

Servicios

Cuadro 8. Promedio de cuatro pardmetros evaluados, durante y un parto posterior a antes
del brote de DEP y su valor de significancia.

Parametro Testigo | Brote Siguiente parto
Wl EmEWEN ) 10.72 % | 19.18 % 7.44 %

Nuamero destetados 10.09 9.64 9.89 0.854
Peso destete (kg) 65.11 | 64.48 69.18 0.746

Valor p

Dias destete a primer servicio 5 6.25 No obtenido 0.146

En la Figura 10 se observa el dia después del parto de las hembras evaluadas, algunos
lechones presentaron diarrea desde ese momento, diferencia de condicion corporal y peso
en los neonatos de la misma camada. Para el siguiente parto, las nuevas camadas no fueron



35

afectadas por la enfermedad, determinando que no existio un rebrote a lo largo del estudio

Figura 10. Signologia observada en lechones de un dia de nacidos en primera etapa de
muestreo. A. Diferencia de tamafio en lechones de dos camadas diferentes y dentro de la
misma B. Neonato con diarrea amarilla y acida C. Tapete de maternidad sucio por diarrea.

P £ '.:‘\

-—

Figura 11. Camadas nacidas en el parto de la segunda etapa de muestreo. A-D. Camadas
con homogeneidad en el peso de los lechones, los animales se encontraron limpios y secos,
sin rastros de diarrea.
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6.2 RT-PCR duplex en tiempo real

La cepa circulante fue detectada como S-INDEL, esto coincide con los signos presentados

en los animales, el porcentaje de mortalidad es el mayor indicativo.

6.3 Excrecion viral
Se utilizd RT-PCR en tiempo real y una curva patron para cuantificar la carga viral en
muestras de hisopados rectales en diferentes momentos, desde la gestacion hasta el destete.
Mediante graficas de lineas se evaluo la excrecion viral de las cerdas en sus cuatro
momentos de muestreo y sus camadas en tres momentos de muestreo (1 dia posparto, a los
14 dias de vida, destete) con el objetivo de comparar el comportamiento entre ambos
grupos de animales. Esto se realiz6 en ambos partos.

6.3.1 Etapa 1

Cerdas
Se realiz6 una prueba de homocedasticidad de varianzas para confirmar la posibilidad de
elaborar estadistica paramétrica, el valor de significancia fue p=0.496; con ello se procedio
a efectuar un ANOVA con la finalidad de determinar la existencia de diferencia en la
excrecion viral en las cerdas en los cuatro momentos de muestreo.
Los resultados en la Figura 12 demuestran que existe diferencia estadistica significativa en

la cantidad de virus excretado entre gestacion-1dpp, gestacion-destete, 1dpp-14 dias, 14

dias-destete.

1 dpp 0.003

Gestacion 14 dias 0704
Destete 0.001

Gestacion 0.003

1 dpp 14 dias 0.000
Destete 0586

Gestacion 0.704

14 dias 1 dpp 0.000
Destete 0.000

Gestacion 0.001

Destete 1 dpp 0.586
14 dias 0.000

Figura 12. Valor de significancia en el analisis de comparacion de los cuatro momentos de
muestreo en la primera etapa.
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La prueba de Kruskal-Wallis se realiz6 adicionalmente y se obtuvo un valor de p=0.000, lo
cual secunda al resultado del ANOVA. Se puede interpretar que se registr6 mayor cantidad

de virus excretado en la gestacion y a los 14 dias posparto en los cuales no hay diferencia

significativa (Figura 13).
Excrecion viral de cerdas en los diferentes
momentos de muestreo

5 (Etapa 1)

=7

S T

E 6 = .

R T . .

23

=

)

S

21

£

2 O T T T 1
Gestacion 1 dpp 14 dpp Destete

Figura 13. Promedio de excrecién viral en hisopados rectales de cerdas en gestacién, un
dia posparto, catorce dias y al destete.

Camadas

El valor de significancia para la prueba de homocedasticidad fue de p=0.000, por lo cual al
realizar la prueba de Kruskal-Wallis se obtuvo una p con el mismo valor, que indica la
existencia de diferencia significativa entre los muestreos pero al ser no paramétrico, no se
conoce entre cuales grupos radica la distincion. Se puede observar que 54.54 % de las
camadas presentaron un pico de excrecion viral a los 14 dias de vida, mientras que el 45.45
% restante tuvieron mayor numero de equivalentes gendmicos al dia de nacidos (Figura
14).
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Excrecion viral de las camadas en los
diferentes
momentos de muestreo
(Etapa 1)

.
+ L T

Numero de equivalentes genémicos Log 10
N w £ (0] (o)} ~

1dpp 14 dpp Destete

Figura 14. Promedio de excrecion viral en hisopados rectales de camadas al dia de
nacimiento, catorce dias de vida y al destete.

6.3.2 Etapa 2

Cerdas
En el siguiente parto se dieron de baja dos cerdas (C2 y C11), se realizaron los mismos
analisis. En la prueba de homocedasticidad de varianzas se obtuvo un valor de significancia
de p=0.041, por ello se procedio a realizar un andlisis de Kruskal-Wallis con un valor de
p=0.135. Como resultado se obtuvo la no existencia de diferencia significativa en la
excrecion viral entre las cerdas a lo largo de los cuatro muestreos realizados en ellas. En la

Figura 15 se observa gréficamente el comportamiento en la eliminacion del virus.

Camadas
En la Figura 16 se muestra la excrecién viral de las camadas, para este parto se obtuvo mas
variacion en los resultados a comparacion de la primera etapa. En la prueba de
homocedasticidad de varianzas se obtuvo un valor de significancia de p=0.000, por ello se
procedio a realizar un analisis de Kruskal-Wallis con un valor de p=0.339.
Como resultado se determin6 que no existe diferencia significativa en la excrecion viral

entre las camadas a lo largo de los muestreos realizados.
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Excrecioén viral de cerdas en los diferentes
momentos de muestreo
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Gestacion 1dpp 14 dpp Destete

Figura 15. Excrecidn viral en hisopados rectales de cerdas en gestacion, un dia posparto,
catorce dias y al destete, en el parto consecutivo al brote.

Excrecidén viral de las camadas en los
diferentes
. momentos de muestreo
2 (Etapa 2)
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Figura 16. Promedio de excrecion viral en hisopados rectales de camadas al dia de nacidos,
catorce dias de vida y al destete.
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6.4 Aislamiento viral
La revision del cultivo celular inoculado fue realizada a las 24,48 y 72 hpi hasta el 4° pase
buscando sincitios, vacuolizacion o desprendimiento de las celulas. En las Figuras 17 y 18

se observa el efecto encontrado.

‘4‘ - =y v ¢ N J p. !

b e : 7 7, SR S R -
/1 WA A 7 o .t p

1 . . i : ; A J

- AN ‘ ) a8 (‘v 8y

Figura 17. Efecto observado durante el aislamiento del vDEP en células Vero durante
primer y segundo pase. A. Testigo primer pase B. Sincitios a las 24 hpi C. 48 hpi D. 72 hpi
E. Testigo segundo pase F. Efecto a las 24 hpi G. 48 hpi H. 72 hpi.

6.5 ELISA
6.5.1 Sueros

Cerdas
Se realiz6 un analisis de homocedasticidad de varianzas previo al ANOVA, en el primero
se obtuvo un valor de p=0.917, y para el segundo se determind que no existié diferencia
estadistica significativa p=0.392 entre los cuatro muestreos de la primera etapa.
Adicionalmente se calcul6 el valor de p mediante la prueba de Kruskal-Wallis obteniendo
resultado de 0.389. En la Figura 19 se observa el comportamiento de la inmunidad humoral

de las hembras.
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Figura 18. Aislamiento del vDEP en células Vero durante tercer y cuarto pase. A. Sincitio
observado en células al tercer pase a las 24 hpi B. 48 hpi C. 72 hpi D. Cuarto pase a las 24

hpi. E-F. Efecto a las 48 hpi.

1gG en sueros de cerdas en los diferentes
momentos de muestreo
(Etapa 1)
4.000
3.500
£ 3000 ;‘ T T
5 2500 | 1
§ 2.000 =
2
2 1500
<
1.000
0.500 _
Gestacio 1 dpp 14 dias Destete
0.000 f T T T )

Figura 19. Niveles de 1gG en suero de cerdas en gestacion, un dia posparto, a los catorce
dias y al destete.
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Para los sueros del segundo parto se realizaron los mismos analisis estadisticos, para la
homocedasticidad se obtuvo un valor de p=0.266 y en el ANOVA p=0.865, mediante la
prueba de Kruskal-Wallis p=0.754. Se concluy6 que tampoco hubo diferencia entre los
muestreos que involucraron a las cerdas para el segundo parto (Figura 20).

Se realiz6 una comparacion de medias mediante la prueba de T-Student para muestras
independientes entre los cuatro diferentes momentos de muestreo (gestacion, un dia
posparto, 14 dias y destete) y las dos etapas (brote y parto siguiente), el valor de p fue de
0.728, 0.577, 0.518, 0.981 respectivamente, por lo que no se encontrd evidencia estadistica

para concluir que existe diferencia en los niveles de 1gG en suero en las cerdas.

1gG en sueros de cerdas en los diferentes
momentos de muestreo
(Etapa 2)

4.0000

3.5000 T _|_
E 3.0000 T T
[ = F
§ 2.5000 #l 1 ﬁ
§ 2.0000 = ,
g 1.5000
< 1.0000

0.5000

Gestacio 1dpp 14 dias Destete
0.0000 . . . . .

Figura 20. Niveles de 1gG en suero de cerdas en gestacién, un dia posparto, a los catorce
dias y al destete en segunda etapa de muestreo.

Camadas
Se emple6 la prueba de Kruskal-Wallis obteniendo un valor de p=0.001, por lo que se
concluyd la existencia de evidencia estadistica para determinar que el nivel de IgG en suero
de estos animales fue diferente en los dos muestreos (brote y parto consecutivo), siendo

mayor en la segunda etapa.
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6.5.2 Calostro

= |gG: con las absorbancias se realiz6 la comparacién de las medias de los dos
momentos de muestreo, para el supuesto de homocedasticidad se obtuvo un valor de
p=0.443 y en la prueba T-Student se determind que no existio diferencia
significativa (p=0.731) en los niveles de esta inmunoglobulina en el calostro
producido por las cerdas.
= |gA: no se cumplid con la homocedasticidad, por lo que se analizaron estos
resultados mediante la prueba de Kruskal-Wallis con un valor p de 0.284. Se
interpretd que no existié diferencia significativa entre las dos etapas.
Se realiz6 la comparacion de IgG con IgA en calostro para las dos etapas de muestreo,
mostrando en la primera una significancia de 0.018 y 0.009 para la segunda. Es decir,
existio diferencia significativa entre las etapas, siendo mayor la cantidad de 1gG en
calostro.

6.6 Seroneutralizacidn

El ECP del suero negativo fue observado hasta la dilucion 1:160, se definié como punto de
corte. En cada placa se destinaron seis testigos de virus y seis de células sin infectar, esto se
observa en la Figura 21. Se emple6 como control negativo un suero obtenido de sangre de
corddn umbilical, este mostrd formacion de sincitios a partir de la primer dilucién (Figura
22), el control positivo un suero hiperinmune obtenido de un cerdo de engorda con un titulo
de 1:320 (Figura 23).

En el Cuadro 9 se observan los titulos detectados en suero de cerdas a lo largo de las dos
etapas de muestreo, al igual que de los lechones al destete.

En las cerdas se encontrd un titulo de 1:320 en 60 % de los animales durante el monitoreo
realizado a lo largo de dos partos, siendo el maximo 1:640. En las dos etapas se detectaron
lechones negativos a anticuerpos neutralizantes de acuerdo al punto de corte establecido en
el estudio, para la primera el 50 % de los animales tuvo un titulo de 1:160 mientras que
para la segunda los cerdos sin anticuerpos detectables fueron un 42.86 %.
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Figura 21. Testigo negativo y positivo de prueba de seroneutralizacion contra VDEP.
Fotografia 20X A. Testigo negativo de células sin infectar B al D. Testigos de virus.

D

Figura 22. Efecto citopatico observado en seroneutralizacién empleando un suero negativo
Fotografia 20X A. Primer dilucion (1:160) B al G. Diluciones dobles seriadas del suero
hasta 1:10240.
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Figura 23. Efecto citopatico observado en seroneutralizacion empleando un suero positivo
Imagen 20X A. Primer dilucion (1:160) B. Dilucién 1:320 sin efecto observado C al G.
Diluciones dobles seriadas del suero hasta 1:10240 con sincitios.

Cuadro 9. Titulo de anticuerpos neutralizantes de cerdas y lechones en las dos etapas de

muestreo.
Etapa Titulo cerdas Titulo lechones
60 % 1:320 50 % 1:160
1 20 % 1:160 37.5 % negativo
20 % 1:640 12.5 % 1:320
50 % 1:320 42.86 % negativo
2 37.5 % 1:160 28.57 % 1:160
12.5 % 1:640 28.57 % 1:320
18 sueros 15 sueros

6.7 Caracterizacion parcial del gen S del vDEP

Mediante la elaboracién de PCR en Punto final se amplificaron dos fragmentos del gen S
del vDEP correspondientes a la region NTD a partir de tres in6culos y sobrenadantes
resultantes de la infeccion en cultivo celular, intestino y un aislamiento a partir de este (3°
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pase). En la Figura 24 se presenta el gel de agarosa en donde se visualizan las bandas
correspondientes al tamafio del amplicon, el marcador utilizado fue el 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen ®).

En el Cuadro 10 se observan las muestras secuenciadas, asi como el par de iniciador

correspondiente.

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa con muestras amplificadas

Cuadro 10. Inéculos empleados para amplificacion parcial del gen S.

Iniciador ‘ Muestra
In6culo 1 3° pase  Indculo 3 original ~ 3° pase intestino
1 In6culo 2 original ~ In6culo 3 3° pase

In6culo 2 3° pase  Intestino

Inéculo 1 original  Indculo 3 original Intestino

2 In6culo 1 3° pase  Indculo 33° pase  3° pase intestino

Empleando el programa bioinforméatico Mega 5.05 se obtuvieron dos regiones del gen S,
una conformada por 103 aminoacidos y otra por 192. El analisis filogenético se realizo
empleando el modelo JTT con 1000 réplicas de arranque utilizando 58 secuencias del

vDEP obtenidas del GenBank incluyendo cepas mexicanas.
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En la Figura 25 se observa el arbol filogenético construido a partir de los primeros 103
aminoacidos del gen. Las muestras del presente estudio dieron origen a un nuevo subclado
dentro del genogrupo S-INDEL conformado por 22 secuencias en este analisis, esto se
demuestra en la Figura 27 encontrando una sustitucion en todas las muestras evaluadas
Q42K, adicionalmente en la secuencia del indculo tres en su tercer pase se determiné la
sustitucion R33G.

En la Figura 26 se observa el arbol filogenético construido a partir de 192 aminoacidos del
gen. De igual forma se demuestra el nuevo subclado dentro del genogrupo S-INDEL, se
encontraron dos sustituciones en la secuencia del indculo 3 original: N83S y S90G (Figura
28). Adicionalmente se determiné una sustitucion en todas las muestras de interés D112A 'y
la delecion de un aminoacido N143del.

Los cambios en las posiciones 42, 112 y 143 fueron las mismas en todas las muestras del
presente estudio determinando que fueron estas modificaciones las que originaron un clado
diferente con base en 58 secuencias del vVDEP de la posicion 1 a 192. Estas modificaciones
persistieron a lo largo de los muestreos (brote a segunda camada destetada).

El in6culo original procedente del segundo destete (final del monitoreo) tuvo dos
sustituciones Unicas, de igual forma, en su tercer pase se encontr6 un cambio de

aminoacido.
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Figura 25.  Analisis
filogenético molecular
por el método de
maxima  verosimilitud
de secuencias

amplificadas con primer
par de iniciadores. La
historia evolutiva se
infiri6  utilizando el
método de maxima
verosimilitud basada en
el modelo JTT. Se
muestra el arbol con la
probabilidad de registro
mas alta (-555.3996). El
porcentaje de arboles en
los que se agrupan los

taxones asociados se
muestra junto a las
ramas. Los arboles

iniciales para la
busqueda heuristica se

obtuvieron
automaticamente de la
siguiente manera:
cuando el numero de

sitios comunes era <100
0 menos de una cuarta
parte del ndmero total
de sitios, se utilizé el
método de parsimision
maxima; de lo contrario
se utiliz6 el método
BIONJ con matriz de
distancia MCL. El arbol
se dibuja a escala, con
longitudes de rama
medidas en el numero
de sustituciones por
sitio. El analisis
involucrd 66 secuencias
de aminoacidos. Se

eliminaron todas las posiciones que contienen huecos y datos faltantes. EXistio un total de
79 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis evolutivos se realizaron en
MEGADS.Las secuencias de interés se encuentran marcadas con un circulo negro.
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evolutivos se realizaron en MEGAS5. Las secuencias de interés se encuentran marcadas con
un circulo negro.
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Figura 27. Analisis de regiones variables de las secuencias obtenidas del primer par de
iniciadores, se muestran las dos sustituciones encontradas del aminoacido 31 a 44.
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Figura 28. Analisis de regiones variables de las secuencias obtenidas del segundo par de
iniciadores, se muestran las tres sustituciones encontradas y una delecion.
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7. DISCUSION

El vDEP causa mortalidad de 0-100 %, esto se relaciona con el tipo de cepa que se
encuentra afectando a los animales

Las cepas S-INDEL producen nulo a bajo porcentaje de mortandad en los lechones
menores de una semana de vida. En el presente estudio se calculé una mortalidad de 24 %,
similar a lo reportado por (Bertasio, et al., 2016) que encontré mortalidades de 18, 25, 30 y
35 % en granjas infectadas con el mismo grupo de vDEP. El tiempo transcurrido para
retornar a la linea base de produccién en la granja analizada fue de 16 semanas, en
contraste con las 52 semanas reportadas por (Goede y Morrison, 2016) esto podria
relacionarse con los protocolos de desinfeccidn e inmunidad del hato.

Ante un brote de DEP, los pardmetros productivos y reproductivos pueden ser afectados, el
area de maternidad es la méas perjudicada por la mortalidad que causa el virus en los
lechones que se encuentran en lactancia, Furutani, et al. (2018) determinaron una mayor
mortandad y menor numero de lechones destetados de un grupo de cerdas que fue infectado
durante un brote encontrandose entre 60-90 dias de gestacidén, comparado con un grupo
testigo. En el presente estudio no se encontrd diferencia significativa entre estos
pardmetros, al igual que lo reportado por (Furutani, et al., 2017) al establecer este mismo
resultado en cerdas Berkshire gestantes en un brote. El ingreso del virus a las producciones
porcinas se asocia con la disminucion en el nimero de lechones destetados y el aumento de
la mortalidad en lactancia, pero no con el comportamiento de la camada en el parto
siguiente como lo observado en la granja analizada.

El control y la prevencién de la DEP es uno de los mayores desafios para la industria
porcicola (Ouyang, et al., 2015), Furutani, et al. (2018) mencionan la posibilidad de que el
virus continde presente por la sala de maternidad al tiempo en que las siguientes cerdas
paren, debido a que las granjas tienen un sistema de produccion intensivo que dificulta la
limpieza y desinfeccion completas entre parto-parto.

La excrecion del virus en las heces de cerdas a los 28 dias de haber iniciado el brote en la
granja analizada fue de 5.42log;, EG/mL, mientras que Bertasio, et al. (2016) presenté la
cantidad de 6.5log;, EG/mL en una produccion porcina con el mismo tiempo de inicio de

la signologia y con una cepa perteneciente al mismo grupo que la de este estudio.
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En este estudio se encontré la mayor excrecion de las cerdas al momento del primer
muestreo (gestacion) y otro pico a los 14 dias posteriores al parto, entre estos dos no se
encontré diferencia estadistica significativa. De acuerdo a lo reportado por Lin, et al. (2015
A), las cerdas se encuentran expuestas de forma continua a gran cantidad de virus excretado
por los lechones, infectdndose al estar en contacto con ellos, estos investigadores detectaron
antes de los 14 dpi un titulo de >8log,, EG/mL; es posible que la hembra que se encuentra
lactando sea més susceptible a la infeccion debido a los cambios fisioldgicos asociados con
la gestacion y lactacion. Cabe resaltar que lo reportado por Bertasio, et al. (2016) es un
analisis realizado en infecciones naturales en granja, al igual que el presente estudio.

En el caso de los cerdos lactantes, en la investigacion ya mencionada se registrd6 mayor
excrecion de los tres a seis dias de vida (5.6- 6log;, EG/mL), a los 14-18 dias disminuyd y
al dia 30 fue nula, en contraste con lo analizado en el presente estudio se detectd que la
mitad de los lechones tuvieron la mayor excrecion del virus a los 14 dias con 5.17log,,
EG/mL vy el restante, al primer dia de vida con la cantidad de 4.88log,, EG/mL. En
comparacion con lo que (Diel, et al., 2016) reportan ante una infeccion experimental, la
excrecion del virus se detecto entre el primer dia y tercer dia postinfeccion y hasta los 24-
30 dias, similar a lo encontrado en los lechones del presente estudio. Contrastando con
Chen, et al. (2016 B) que realizaron la comparacion con cepas S-INDEL vy virulentas,
ambos grupos comenzaron la excrecion a los dias uno a tres posteriores a la inoculacion, en
la cepa prototipo se detectd gran cantidad de virus hasta el dia siete y gradualmente fue
disminuyendo mientras que para S-INDEL fue incrementando progresivamente, alcanzando
un pico al quinto dia y decliné hasta el séptimo dia. Por otra parte Lin, et al. (2015 A)
detectaron que camadas infectadas (tres dias de vida) con cepa S-INDEL tuvieron el pico
de excrecion viral al dia posterior a la inoculacion. El titulo fue disminuyendo pero
incrementaba cada tres a seis dias, la excrecién continu6 mas alld de los 21 dpi en la
mayoria de los cerdos, siendo esta Ultima parte, igual a lo encontrado en este estudio.
Leidenberger, et al. (2017) también reportd eliminacion de virus en heces posterior a los 20
dpi.

Para la segunda etapa de muestreos no se encontraron estudios realizados que brinden
seguimiento al parto consecutivo, por lo cual no fue posible la comparacién de

informacion. Al igual que lo reportado por Park, et al. (2011 B), aunque no exista
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signologia en los lechones, se ha detectado RNA mediante RT-PCR de muestras fecales de
estos animales, indicando la persistencia del virus en el hato, similar a lo encontrado.
Contrario a Stadler, et al. (2015) que realizaron una evaluacion durante un brote en una
granja de ciclo completo, encontrando muestran negativas a las cuatro, seis y ocho semanas
posteriores al inicio de la signologia; aunque a las nueve semanas, el grupo afectado
inicialmente presento diarrea de nuevo.

La constante circulacion del virus favorece la infeccidn y por lo tanto, la inmunidad es mas
duradera (Bertasio, et al., 2016), en este estudio no se encontré diferencia significativa en
los niveles de IgG en el suero de las cerdas a lo largo de los ocho muestreos realizados en
ellas, incluso posterior a la vacunacion. En contraste a Bertasio, et al. (2016) que
mencionan que en una granja analizada sélo en un 70 % de las cerdas se detectaron
anticuerpos en suero a los 28 dias posteriores al brote, mientras que en el presente estudio
el 100 % de los animales presentaron IgG en suero en este mismo tiempo. Los resultados
concuerdan con (Ouyang, et al., 2015), que reportan que los niveles de 1gG e IgA en suero
pueden permanecer con alto titulo méas alla de los 6 meses posteriores a una infeccion de
campo, de igual forma (Leidenberger, et al., 2017) mencionan un estudio en el cual algunas
cerdas fueron inoculadas con cepas de campo cuatro semanas antes del parto, presentaron
IgG e IgA en suero y calostro, al igual que lo reportado por (Goede, et al., 2015).
Leidenberger, et al. (2017) sugieren que debe existir una re-vacunacion/re-infeccion de las
hembras para asegurar la proteccion de los lechones a través del calostro. En contraste a la
granja analizada donde se implementd la vacunacion contra VDEP en el calendario de
medicina preventiva, como ya se mencion6 no existié aumento significativo de anticuerpos
posterior a la aplicacion del profilactico.

Schwartz, et al. (2016) reportaron la evaluacion de una vacuna con virus atenuado en un
grupo de cerdas gestantes con exposicion previa al vDEP (EP) y otro con hembras sin
exposicion previa (SEP) dejando dos grupos testigos (T) correspondientes a la variable de
exposicion (TEP y ESEP), se demostrd que la exposicion previa induce altos niveles de 1gG
en suero, evidenciado alto titulo en TEP a comparacion del ESEP. La vacunacién no
incrementd de forma significativa los niveles de IgA en calostro del grupo EP y muy poco
en el grupo SEP, existio poca diferencia entre EP y TEP. La IgG en calostro fue similar en
EP y SEP y mayor en EP que en TEP. Esto concuerda con la investigacion realizada, ya



54

que las IgA e IgG no tuvieron diferencia en el calostro de los dos partos evaluados
demostrando que los anticuerpos detectados en el suero de las cerdas de la granja y en el
calostro son producidos ante la exposicién con el virus, siendo este Gltimo el componente
mas importante para la proteccion de las camadas. Por otra parte Rapp-Gabrielson, et al.
(2014) probaron una vacuna con virus atenuado en hembras gestantes con previa
exposicion en granja, la vacunacion disminuyo6 la mortalidad en lechones en lactancia (6.3
% del grupo testigo vs 0.6 % del grupo vacunado).

En este estudio se encontré diferencia significativa entre los niveles de IgG e IgA en
calostro de acuerdo a lo mencionado por (Poonsuk, et al., 2016 B), siendo mayor la
cantidad del primer anticuerpo mencionado.

El nivel de IgG en el suero de los lechones a los 21 dias de edad tuvo diferencia
significativa en los dos muestreos siendo mayor en la segunda camada. Bertasio, et al.
(2016) reportan que la mayoria de los lechones infectados con cepa S-INDEL desarrollan
inmunidad desde las tres semanas hasta los 60-100 dias de vida. En contraste con lo
mencionado por (Leidenberger, et al., 2017) que mencionan que los anticuerpos declinan a
la edad del destete. Stadler, et al. (2018) por otra parte detectaron anticuerpos a partir de los
seis a nueve dpi hasta los 43 dias en animales infectados a las cuatro semanas de vida, 63
dpi en animales de engorda y 105 dpi en cerdos lactantes, resultando en la deteccion de 1gG
por al menos 63 dias después del brote inicial. Diel, et al. (2016) indicaron que las
inmunoglobulinas G contra la proteina N del vDEP se detectan desde los siete dias
alcanzando un pico a los 21 dpi y comienza a declinar, aunque persisten posterior a los 43
dpi. En el estudio realizado no se determind la inmunidad en suero después del destete,
pero hasta los 21 dias de vida coincide con lo reportado por los autores.

Los anticuerpos neutralizantes se detectan entre el séptimo y 14 dias posteriores a la
infeccion, alzando un pico al dia 21 y persisten por lo menos seis meses al igual que en el
grupo de cerdas analizadas y sus camadas (Diel, et al., 2016). El titulo encontrado por
seroneutralizacion en las cerdas en ambas etapas fue de 1:160-1:640, mientras que (Okda,
et al., 2015) detectaron titulo de 1:40 a 1:1280 en hatos previamente expuestos al virus con
un punto de corte de 1:20 empleando 100 UFP. Por otra parte (Poonsuk, et al., 2016 B)
mencionan que cerdas previamente expuestas al virus tuvieron en promedio un titulo de 1:8

y a los 12 dpi de desafiarlas con una cepa se incrementd a 1:26 determinando sueros <1:8
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como negativos con 1000 DICC 50 %. Ouyang, et al. (2015) determinaron un titulo de
1:512 en cuatro grupos de cerdas infectadas considerando titulo menor a 1:16 como sueros
negativos con 50 DICC 50 %. En animales vacunados también se han evaluado estos
anticuerpos, Taimur, et al. (2016) reportaron sueros con titulo de hasta 1:160 (<1:10 como
negativos con 100 DICC 50 %.), mientras que Sunhee, et al. (2017) mencionan titulos de
1:64 a 1:128 en animales inmunizados con virus atenuado en cultivo celular. Los resultados
del presente estudio son similares a lo determinado por estas dos ultimas investigaciones.
En una investigacion realizada por Clement, et al. (2016) se estudid la duracion de los
anticuerpos neutralizantes en cerdas gestantes previamente expuestas al vVDEP en dos
granjas, encontrando titulos menores a 1:20 (negativo), posteriormente brindaron Feedback
a las hembras obteniendo valores de 1:160-1:640 al momento del parto y a las seis semanas
titulo de 1:20-1:640. Adicionalmente determinaron que a los seis meses posteriores a la
exposicion tuvieron inmunidad. Al igual que en el presente estudio donde se determiné
presencia de anticuerpos neutralizantes en el segundo parto (aproximadamente siete meses
después del brote).

En lechones se detectaron animales negativos y otros con de 1:160-1:320. Clement, et al.
(2016) reportaron en lechones de 18 dias de vida un titulo méximo de 1:40 en una granja
donde el 90 % de los cerdos tuvieron anticuerpos y de 1:20-1:80 en una segunda granja en
animales de 12 dias de edad de los cuales solo en el 52 % de ellos pudo detectarse
neutralizacion (1:20 como negativo). El titulo determinado en este estudio se contrasta con
lo obtenido por otros autores, mientras que la presencia de cerdos negativos a anticuerpos
es similar a lo descrito por (Clement, et al., 2016).

El aislamiento en cultivo celular es el primer paso para establecer ensayos viroldgicos y
serologicos. En el presente estudio se empled como inéculo una muestra de intestino
visualizando vacuolizacion, desprendimiento de células y sincitios desde las 24 hpi, esto se
incremento hasta las 72 hpi. Los reportes previos para una propagacion exitosa de diversas
cepas del vDEP mencionan el uso de tripsina en el medio de infeccion. Oka, et al. (2014)
utilizaron 11 cepas incluyendo S-INDEL (lowa 106) para inocular células Vero empleando
10 pg/mL de la enzima en el medio, determinaron que el tiempo transcurrido para
visualizar el ECP es significativamente diferente (uno a cinco dias postinfeccidn) entre tipo

de in6culo y cepa utilizada, siendo el contenido intestinal la mejor fuente para el
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aislamiento. Por otro lado Liu, et al. (2015) reportaron la formacion de sincitios en cultivo
celular a partir de las 24 hpi. Yamamoto, et al. (2015) obtuvieron el aislamiento a partir de
muestras fecales e intestinales, en el cual observaron ECP a los siete dpi en los tres pases
realizados, mientras que en otras muestras no se observo ECP en cinco pases ciegos. En el
presente estudio se empled pancreatina como enzima proteolitica (Horie, et al., 2016), al
igual Solis-Galicia, et al. (2017) mencionan que para el aislamiento de las diferentes cepas
circulantes en Meéxico, la pancreatina es mas eficiente en comparacion con la tripsina
reportada por otros autores.

La severidad de los signos y la mortalidad que se presenta en los brotes varia de acuerdo a
la virulencia de las cepas y a las modificaciones en el gen S del vDEP. En la primera region
de este gen se encuentran las mayores variaciones, un cambio de un solo aminoacido podria
modificar la virulencia de los coronavirus (Deng, et al., 2016). En este se obtuvieron 4
muestras correspondientes al inicio (gestacion) y final (destete) de las dos etapas analizadas
(gestacion durante brote y gestacion consecutiva) y se emplearon como in6culos para su
aislamiento en cultivo celular con la finalidad de que se replicara y obtener mayor material
genético para la secuenciacion. Empleando dos pares de iniciadores se obtuvo la secuencia
parcial de la regién NTD del gen S del virus de la granja, realizando el andlisis filogenético
se origind un nuevo subclado en un grupo de 22 cepas S-INDEL reportadas previamente al
encontrar dos sustituciones: Q42K, D112A y la delecion de un aminodcido N143del. Estas
modificaciones persistieron a lo largo del monitoreo. Para el final del estudio (segundo
destete) se encontraron dos sustituciones en la secuencia del in6culo original: N83S y S90G
y en su tercer pase en cultivo celular la sustitucion R33G. En México existe poca
informacién acerca de las cepas circulantes, Lara-Romero, et al. (2017) reportaron la
primer cepa INDEL en el pais, su nombre es PEDV/MEX/ VER/01/2014 la cual tiene 99.8
% de identidad con la cepa OH851 y la segunda encontrada fue la
PED/MEX/MICH/02/2015. La cepa del presente estudio sugiere ser la tercer INDEL
encontrada.

Mediante analisis filogenéticos de diversas cepas se ha encontrado que difieren
especialmente en el NTD, determinando mas de 100 mutaciones en los aminoacidos. En las
posiciones 1-324 de la proteina S se ha demostrado afinidad de unién a co-receptores de
azucar (Deng, et al., 2016). Lin, et al. (2016) mencionan que el indice de mutacion es de
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6.2x10~*sustituciones/sitio/afio, adicionalmente estos autores reportaron que una insercion
y una delecién dieron origen al clado de cepas emergente y al de cepas clasicas.

En el presente analisis se encontraron las mdltiples deleciones (1-nt, 11-nt, y 3-nt) e
inserciones (6 nt) en el NTD de la S1, tipico de las cepas S-INDEL como lo reportan (Van
Diep, et al., 2018). Bertasio, et al. (2016) reportaron un seguimiento en granja durante un
brote de INDEL donde se detectd un segundo pico de excrecion viral en cerdos de 60 dias
de edad después del brote inicial, mediante secuenciacion se determind una variante
genética diferente comparada con la del inicio de la signologia clinica, por lo tanto
concluyeron que existi6 una segunda introduccion del vDEP, sugieren que la rapida
diseminacion del virus en una granja se debe a la deficiente bioseguridad o el manejo
incorrecto durante la desinfeccion. Al final de este monitoreo se determind que existieron
dos sustituciones extras en el NTD pero no se registrd un rebrote en la granja analizada, se
demostrd la existencia de anticuerpos capaces de neutralizar al virus circulante hasta el
final del estudio atn con las modificaciones en la secuencia analizada, lo que sugiere una
reaccion cruzada como lo mencionan (Chen, et al., 2016 B y C; Lin, et al., 2015 A).

Lin, et al. (2016); Sun, et al. (2018) sefialan que empleando bioinformatica se predice que
los cambios en la proteina S de las cepas podrian alterar su estructura primaria o
secundaria, sitios de N-glicosilacién, potenciales sitios de fosforilacion y sitios de
palmitolaciones; todas estas modificaciones afectarian la antigenicidad y patogenicidad. La
delecion encontrada en la secuencia del virus estudiado podria explicar la presentacién
clinica observada en esta investigacion.

Sun, et al. (2018) indican que la proteina S es la principal estructura para el desarrollo de
vacunas contra este virus, asi como para entender la relacién genética entre las diversas

cepas y poder asi determinar la epidemiologia de la enfermedad en el campo.
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8. CONCLUSIONES

En el presente estudio se realiz6 un monitoreo serologico y molecular de cerdas
reproductoras y sus camadas durante un brote de DEP presentado en una granja, al
igual en su siguiente parto.

Se confirmo la presencia del virus en la granja mediante RT-PCR, la cepa causante
del brote present0 caracteristicas de S-INDEL y la presentacion clinica observada
concuerda con ello.

Los parametros productivos y reproductivos recabados antes, durante y posterior al
brote no tuvieron diferencia significativa entre ellos.

En la primera etapa la excrecién viral en heces de las cerdas mostré un primer pico
en las muestras obtenidas durante la gestacion correspondiente al brote, el segundo
pico se registrd a los 14 dias posteriores al parto indicando una re-infeccion.

La excrecion por parte de los lechones de la primera camada tuvo diferencia
significativa en los tres muestreos realizados en ellos.

Se detectd RNA viral en las heces de hembras y sus camadas de la segunda etapa,
no se determind diferencia en los cuatro muestreos de las cerdas.

Con lo anterior se demostr6 la prolongada excrecién viral en heces de las cerdas
reproductoras indicando la persistencia del agente en la instalacion porcina y la
continua re-infeccion de los animales.

La inmunidad humoral (IgG) generada por las cerdas se mantuvo hasta el final de la
investigacién indicando una duracion de aproximadamente seis meses, al igual que
los anticuerpos (IgG e IgA) presentes en el calostro. Es decir en ambas etapas se
detectaron anticuerpos en suero y calostro de las cerdas.

Se logro aislar el virus causante del brote y se llevd a un cuarto pase para la
seroneutralizacion.

Se determind la existencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus en 100 % de
los sueros analizados pertenecientes a cerdas y solo en 40% de los sueros de
lechones destetados.

Con la secuenciacion se determiné que la region parcial analizada del gen S (NTD)
mostré una delecion no encontrada en otras cepas INDEL ademés de dos

sustituciones, estas mismas modificaciones persistieron a lo largo del estudio. La
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secuencia obtenida al final del estudio reveld dos sustituciones extras en una region
distinta.

= Al detectar la excrecion viral por tiempo prolongado, se concluye que las
inmunoglobulinas generadas son capaces de neutralizar de tal forma que no existié
la re-emergencia de DEP en la granja analizada aunque la cepa encontrada al final
de la investigacion fuera distinta a la del brote inicial.

Los resultados obtenidos durante la presente investigacion permiten concluir que la
prevencion de esta enfermedad radica en la generacion de anticuerpos neutralizantes contra
el vVDEP ante una previa exposicién por parte de la cerda reproductora, que seran
transmitidos mediante el calostro a los lechones, siendo estos los animales principalmente
afectados.

Las practicas deficientes de bioseguridad, movimiento de animales, alimento, personal,
equipo y otro fomites han sido identificados como factores de riesgo para la transmision del
virus entre granjas, por ello el mayor reto ante la re-emergencia del vVDEP se encuentra
asociado con las practicas en la produccién porcicola, asi como la nula/baja produccion de
calostro/leche por parte de la cerda que puede dejar sin proteccién a los neonatos generando
un rebrote.

Los datos adquiridos en estudios realizados en campo son importantes ya que se consideran

factores que no podrian ser reproducidos en condiciones experimentales.
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