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RESUMEN

Las enfermedades entéricas son un problema comun en todas las unidades de
produccion porcina, las cuales pueden ser causadas por parasitos, bacterias, virus
o toxinas. La manifestacion clinica mas evidente de estas patologias es la diarrea,
y dentro de las enfermedades virales que afectan el tracto gastrointestinal de los
cerdos se encuentran la Diarrea Epidémica Porcina, la Gastroenteritis
Transmisible del Cerdo y la Rotavirosis Entérica Porcina. El objetivo del presente
trabajo fue desarrollar y estandarizar una prueba de RT-PCR multiplex para el
diagnostico de las enfermedades producidas por los tres virus anteriormente
mencionados. Se disefiaron oligonucledtidos especificos para estos
microorganismos, se obtuvieron controles positivos para la estandarizacion de la
prueba y se purificOo el material genético de éstos. Posteriormente se
estandarizaron las RT—-PCR simples para cada virus, estableciendo Ilas
temperaturas ideales de alineacién de los oligonucleétidos, determinando las
concentraciones minima y maxima detectable de los agentes en cuestién. Se
estandariz6 la RT-PCR multiplex, se determinaron las condiciones oOptimas de
amplificacion, asi como la especificidad de la prueba. Se determin6é que la RT—
PCR multiplex detecta 2x1076, 2x1077 y 3x10”11 copias de material genético del
virus de Diarrea Epidémica Porcina, del virus de Gastroenteritis Transmisible del
Cerdo y del Rotavirus Porcino, respectivamente, siendo especifica para estos tres
virus. Finalmente, se emplearon 100 muestras de campo de hisopos rectales de
cerdos, provenientes de 10 estados de la Republica Mexicana para verificar la
efectividad de la prueba, donde se encontrd que la frecuencia de casos positivos
fue del 8% para DEP, 0% para GET y 3% para RVP.

Palabras claves: Enfermedades entéricas en cerdos; Diarrea Epidémica Porcina;
Gastroenteritis Transmisible del Cerdo; Rotavirosis Entérica Porcina; Republica

Mexicana; RT—-PCR multiplex.



ABSTRACT

Enteric diseases are a common problem in swine herds, which are produced by
parasites, bacteria, viruses and toxins. The most apparent clinical manifestation of
these pathologies is diarrhea, and within the viral diseases that affect the
gastrointestinal tract of pigs we can point out the Porcine Epidemic Diarrhea
(PED), the Transmissible Gastroenteritis (TGE) and the Porcine Enteric Rotavirosis
(PRV). The aim of the present study was to develop and to standardize a multiplex
RT-PCR for the diagnosis of the three viral diseases previously mentioned.
Specific primers were designed for these microorganisms, positive controls were
obtained for the standardization of the test, and the genetic material of the viruses
was purified. Subsequently, a RT-PCR for each virus was standardized, the
optimal annealing temperature of the primers was established, and the minimum
and maximum concentration from each virus was determined. The multiplex RT—
PCR was standardized, the optimal conditions for amplifications were determined,
as well as the specificity of the test. We determined that the multiplex RT-PCR
detects 2x1076, 2x1077 and 3x10711 copies of genetic material from the Porcine
Epidemic Diarrhea virus (PEDv), the Transmissible Gastroenteritis virus (TGEV)
and the Porcine Rotavirus (PRv), respectively. Therefore, the test is specific for
each of the viruses. Finally, 100 samples from 10 states of Mexico were used to
verify the effectivity of the test. Similarly, we found that the frequencies of positive
cases were 8% for PED, 0% for GET and 3% for PRV.

Keywords: Pig’s enteric diseases; Porcine Epidemic Diarrhea; Transmissible
Gastroenteritis; Porcine Enteric Rotavirosis; Mexico; multiplex RT-PCR; diarrhea;

swine; viral diseases.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades entéricas son un problema comun en todas las etapas de la
produccion porcina moderna en todo el mundo. La diarrea es una manifestacion
clinica de uno de los complejos mas frecuentes de enfermedades del cerdo.
Diferentes tipos de agentes pueden producir diarrea, entre ellos hay virales,
parasitarios, bacterianos y téxicos, y en varias ocasiones no sélo un agente
etiologico es el causante de esta manifestacion clinica (Carranza, A.l. y col.,
2006). Dentro de las enfermedades virales que afectan el sistema digestivo de los
cerdos, destacan la Gastroenteritis Transmisible (GET), la Diarrea Epidémica
Porcina (DEP) y la Rotavirosis Porcina (RVP) (Crouch, C.F., 1985; Pifieros, R. y
Mogollon D., 2015; Vlasova, A.N., et al., 2017). La importancia de estas tres
enfermedades radica en las pérdidas econdmicas en los meses posteriores al
ingreso de éstas a la produccion, pues de forma general ocurre un incremento del
porcentaje de mortalidad, retraso en el crecimiento y mala conversion alimenticia;
lo anterior se traduce en gastos por medicacion, limpieza, lavado y desinfeccion de
las instalaciones, asi como los costos por mano de obra (Berrios, P. y col., 1989;
Batista, E.R. y col., 2005; OIE, 2014). El diagndstico correcto comienza con la
historia clinica completa y necropsia, sin embargo, debido a la similitud de los
signos y de las lesiones ocasionadas por las enfermedades mencionadas
anteriormente es necesario realizar pruebas diagnoésticas para conocer con

precision el agente y/o agentes causales (Larson, L.A. and Schwartz, K.J., 1987).

1.1. CORONAVIRUS

Los coronavirus pertenecen al orden de los Nidovirales, suborden Cornidovirineae,
dentro del cual se encuentra la familia Coronaviridae, de la que se deriva la
subfamilia Orthocoronavirinae y ésta a su vez comprende los géneros Alfa, Beta,
Gamma y Deltacoronavirus. El virus de Diarrea Epidémica Porcina (VDEP) y el
virus de Gastroenteritis Transmisible del Cerdo (VGET) se encuentran en el género
Alfacoronavirus, sin embargo, el VvDEP pertenece al subgénero de los
Pedacovirus, y el VGET se clasifica dentro de los Tegacovirus (Pifieros, R. y

Mogollén, D., 2015; International Committee on Taxonomy of Viruses, 2018).
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1.1.1. Antecedentes

La GET fue descrita por primera vez en Estados Unidos de Norteamérica en 1946
por Doyle y Hutchings (Doyle, L.P. and Hutchings, L.M., 1946) Con los estudios
realizados en ese afio se demostré la naturaleza viral de la misma por medio de la
inoculacién del virus a cerdos joévenes, en los cuales producia una alta mortalidad
(Batista, E.R. y col., 2005; Saif, L.J. and Wesley, R.D., 2012). Posteriormente el
virus se detecté en Japdn, en el afio de 1956, y en Inglaterra en 1957 (Saif, L.J.
and Wesley, R.D., 2012). Aungque no se sabe con certeza cuando aparecio GET
en Meéxico, hay evidencia de que desde 1965 estd presente en el pais. El
Laboratorio Central de Diagnostico del Instituto Nacional de Investigaciones
Pecuarias realizd el primer diagnostico de un brote de la enfermedad que afectd
algunas producciones de Morelia, Michoacan, y en ese mismo afio, se reportd
informacion de brotes en otros lugares del pais, como en el norte de la Ciudad de
México. Entre 1966 y 1968, se reportaron brotes de la enfermedad en Jalisco y
varias partes de la Ciudad de México; posteriormente, en 1989, GET se extendio
en todo el pais. A pesar de esto, la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
indica que el primer reporte de GET en México ocurrié en 1996 (Ramirez, N.R.,
1981; Batista, E.R. y col., 2005).

Por su parte, la DEP se identificO y se notificd por primera vez en 1971 en Reino
Unido (Lee, C., 2015). El primer nombre que se le designo a esta enfermedad fue
Diarrea Viral Epidémica. Su presentacién clinica es similar a la de GET, sin
embargo, los lechones de mas de 4 semanas de edad no tenian signologia, lo que
hizo suponer que se trataba de un nuevo agente patdgeno (Pensaert, M.B., 2012).
En 1978, el vDEP fue reproducido de forma experimental en cerdos de distintas
edades, administrandolo via oral, y por medio de microscopia electrénica se
visualizaron particulas virales en heces y epitelio intestinal de los animales
infectados. En ese mismo afo, en Bélgica, se detectaron particulas virales de
coronavirus en contenido intestinal de cerdos con cuadro entérico durante un brote
de diarrea ocurrido en 1977; la diarrea fue reproducida de forma experimental y se
aislé una cepa, nombrada CV777, que mas tarde se diagnosticaria como DEP.

Durante los afos 80’'s y 90’s, se observaron brotes poco frecuentes en Europa,

2



pero el virus continué esparciéndose a Asia, en donde fue diagnosticada por
primera vez en el aflo 2000, especificamente en Corea del Sur, y en 2005 la
enfermedad arribé a China. Hasta ese momento, la enfermedad habia persistido
de forma endémica en la poblacion porcina, y poco a poco fue perdiendo
importancia a medida que los brotes fueron disminuyendo, esto debido a la
adquisicion de inmunidad natural por la circulacion del virus. Sin embargo, en el
afio 2010 comenzaron a haber brotes en China con cuadros clinicos méas severos,
causando pérdidas econdmicas importantes (Jung, K. and Saif, L.J., 2015; Lin,
C.M,, et. al., 2016; Song, D.S. and Park, B., 2012). En 2013 aparecio el virus por
primera vez en EEUU, y posteriormente la enfermedad ingres6 a México ese
mismo afo, el Laboratorio de Investigacion Aplicada S.A. de C.V. confirmé el
primer caso a partir de un ensayo inmunocromatografico el 30 de julio de 2013, y
mas adelante, el 8 de agosto, la Comisién México—Americana para la Erradicacion
de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Exoticas corrobord el diagnéstico por
medio de la técnica de PCR (Avalos, G.P., 2013; Trujillo, O.M.E., 2016). Los
primeros cerdos afectados fueron de los estados de Jalisco y Michoacan, y para
agosto de 2014 la DEP ya se habia extendido a todas las regiones porcicolas
importantes del pais, con excepcion de Yucatan, por lo cual, la Direccion General
de Salud Animal-SENASICA (SAGARPA) reconocio la presencia del virus en
México en mayo de 2014 (Aguila, R., 2014; Lee, C., 2015; Rivera-Benitez, J. y
col., 2015; Trujillo, O.M.E., 2016).

1.1.2. Estructura

El tamafio del vGET y el vDEP es aproximadamente de 28 Kb. Son virus
pleomorficos, y su estructura es similar, debido a que poseen multiples marcos de
lectura abiertos, también llamados ORF (Open Reading Frame, por sus siglas en
inglés), de los cuales cuatro son genes estructurales que codifican para las
proteinas S, M, E y N. Asimismo, tres ORF’s codifican para proteinas no
estructurales, y son ORFla, ORF1lb y ORF3. El ORFla codifica dos proteasas
virales, asi como replicasas, mientras que el ORF1b codifica para la polimerasa y
la helicasa viral (Pifieros, R. y Mogollén, D., 2015; Song, D.S. and Park, B., 2012;
Song, Z., et. al., 2016; Yount, B., et. al., 2000; Kocherhans, R., et. al., 2001).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los Coronavirus

Tamano i . . i
Gen Proteina codificada Funcién de la proteina

aproximado

| Es antagonista del interferén, degrada el
ARNmM de la célula huésped, inhibe la
NSP1 traduccion y detiene el ciclo celular
(International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2011).

No se conoce exactamente su funcion,

pero se asocia con el complejo
NSP2 replicasa/transcriptasa (International
Committee on Taxonomy of Viruses,
2011).

Es una proteinasa similar a la papaina,

participa en el procesamiento de

poliproteinas, en el proceso de unién del

12053 pb* L,
ARN durante la replicacion y en la
(VGET) NSP3 . .
ORF1 formacion de vesiculas de doble
a membrana; es antagonista del interferén
12354 pb** . .
(International Committee on Taxonomy of
(VDEP)

Viruses, 2011).

No se conoce su funcién con exactitud, se

especula que participa en la formacién de
NSP4 vesiculas de doble membrana
(International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2011).

Es la proteinasa principal, participa en el

procesamiento de poliproteinas
NSP5 ) .

(International Committee on Taxonomy of

Viruses, 2011).

Se desconoce su funcion, pero se asocia
NSP6 con la formacion de vesiculas de doble

membrana (International Committee on




Taxonomy of Viruses, 2011).

NSP7

Participa en la union del ARN
monocatenario sentido negativo
(International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2011).

NSP8

Forma el supercomplejo hexadecamérico
con NSP7 (International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2011).

NSP9

Participa en la unibn del ARN
monocatenario sentido negativo y se
asocia con el complejo
replicasa/transcriptasa (International
Committee on Taxonomy of Viruses,
2011).

NSP10

Se asocia con el complejo
replicasa/transcriptasa y estimula la
actividad de metiltransferasa de la NSP16
(International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2011).

NSP11

No se conoce su funcion (International
Committee on Taxonomy of Viruses,
2011).

ORF1

8037*—-8039**
pb

NSP12

Es una ARN polimerasa dependiente de
ARN  (International = Committee  on

Taxonomy of Viruses, 2011).

NSP13

Es wuna helicasa y & trifosfatasa
(International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2011).

NSP14

Es una 3’ 5§’ exorribonucleasa, necesaria
para el buen funcionamiento de la ARN
polimerasa dependiente de ARN y es una
guanin—N7-metiltransferasa, que forma el
extremo cap del ARN (International

Committee on Taxonomy of Viruses,




2011).

NSP15

Es una endorribonucleasa (International
Committee on Taxonomy of Viruses,
2011).

NSP16

Es una ribosa—2'-O—metiltransferasa,
necesaria para la formacion del extremo
cap del ARN (International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2011).

ORF3

Se divide en
ORF3a (219
pb*) y
ORF3b (735
pb***) (VGET)*

675 ph***
(VDEP)**

En el caso del vGET, este marco de
lectura abierto juega un papel importante
al incrementar o disminuir la virulencia y el
tropismo del virus, dependiendo de la
presencia o ausencia de deleciones en el
genoma de éste (Zhang, X., et. al., 2017).
El ORF3 provee al vDEP la capacidad de
adaptarse a modelos in vitro, y a nivel
experimental se utiliza para disminuir la
virulencia; se piensa que la proteina ORF3
funge como un canal de iones (Song, D.S.
and Park, B., 2012; Lee, C., 2015;
Kocherhans, R., et. al., 2001).

4152 pb***

Spike

Interactia con los receptores celulares
durante el ingreso del virus a la célula y
estimula la induccion de anticuerpos
neutralizantes en el huésped; asimismo,
esta asociada con la adaptacion a cultivos
celulares y la atenuacion del virus (Gerdts,
V. and Zakhartchouk, A., 2017; Lee, C.,
2015).

231 ph*+*

De membrana

Es la mas abundante, se encarga del
proceso de ensamblaje viral y de
produccion de anticuerpos neutralizantes
e interferon a (Song, D.S., and Park, B.,
2012; Lee, C., 2015). La regi6n de la




proteina M en el genoma de los

coronavirus es la mas conservada

(Masters, P.S, 2006)

E 681 pb*** De envoltura

Es responsable del ensamblaje del virion,
ademas de regular la expresion de la
interleucina 8 y, junto con la proteina N
induce estrés del reticulo endoplasmico
(Lee, C., 2015; Gerdts, V. and
Zakhartchouk, A., 2017). En conjunto con
la proteina M, la proteina E forma
pseudoparticulas, que exhiben una
actividad interferogénica similar a la
realizada por viriones completos (Song

D.S. and Park, B., 2012).

N 1326 pb*** De nucleocapside

Se une al ARN del viribn y provee una
estructura basica para la nucleocapside
helicoidal, la cual protege el genoma viral;
los epitopos de la proteina N son capaces
de inducir inmunidad celular (Song, D.S.
and Park, B., 2012).

antagoniza la produccion de interferon

Esta proteina

como parte de sus estrategias de evasion

del sistema inmune (Lee, C., 2015).

*Fuente: Fan, B., et. al., 2017
**Fuente: Zhang, X., et. al., 2017
***Fuente: Yang, D.Q., et. al., 2014.

1.1.3. Patogenia

1.1.3.1. Gastroenteritis Transmisible del Cerdo

La enfermedad se manifiesta mayormente en el periodo posterior al parto,

causando pérdidas remarcables. Su transmision es via fecal—oral, y existen dos

formas de presentacion de la enfermedad, la epidémica y la endémica. En la

epidémica, cerdos de todas las edades se ven afectados y la enfermedad se




propaga rapidamente; usualmente la enfermedad se observa en la época de
inverno y los signos varian de acuerdo con la edad de los cerdos. La mortalidad en
cerdos lactantes es casi del 100%, sin embargo, las cerdas también se ven
afectadas, ya que cursan con agalactia y anorexia. En el caso de la presentacion
endémica, es decir que la enfermedad se observa en sitios en donde el agente
persiste, la enfermedad se propaga lentamente y el sistema inmune de los cerdos
esta preparado para resistir la infeccion, por lo que la severidad del cuadro clinico
es menor, ademas, las hembras proveen de inmunidad a los lechones via calostro,
por lo que la mortalidad en maternidad varia del 10 al 20%. ElI vGET destruye el
epitelio intestinal, impidiendo la absorcion de nutrientes y causando diarrea, asi
como pérdida de condicion corporal (Muley, T., 2012; Saif, L.J. and Wesley, R.D.,
2012).

1.1.3.2. Diarrea Epidémica Porcina

Al ingresar el vDEP a los enterocitos, estos rapidamente sufren de necrosis y las
vellosidades intestinales se atrofian, causando nula absorcién de nutrientes y
diarrea. En casos severos, el virus afecta las células de las placas de Peyer del
intestino grueso (Jung, K. and Saif, L.J., 2015; Pensaert, M.B., 2012).

1.1.4. Replicacion

El ciclo de replicacion de los coronavirus ocurre en el citoplasma de los
enterocitos. Para poder ingresar a la célula, las espiculas del virion interactian con
el receptor que se encuentra en la membrana plasmatica, ocurriendo asi una
fusibn de membranas; se cree que el receptor para ambos virus es la proteina
aminopeptidasa N (APN), que es una proteina transmembranal presente en los
enterocitos (Lee, C., 2015; Lai, M.M.C. and Holmes, K.V., 2007). Una vez que el
virus ingresa a la célula, el genoma es desnudado en el citoplasma, entrando asi
en contacto con los ribosomas, en estos se traduce el ORFlab del ARN gendémico
viral a una poliproteina, que produce una ARN polimerasa (pol) dependiente de
ARN vy otras proteinas involucradas en la sintesis de ARN viral (Lee, C., 2015).
Los productos Pol utilizan el ARN gendmico como secuencia molde para la

sintesis de ARN de cadena simple en sentido negativo, el cual es utilizado para



sintetizar ARN gendmico y ARNm subgendmicos; aun no se sabe con certeza cual
es el mecanismo de sintesis de los ARNm subgendémicos (Lai, M.M.C. and
Holmes, K.V., 2007). Los ARNm se traducen para la produccion de las diferentes
proteinas que integran al virion (Masters, P.S, 2006). La proteina N y el ARN
genomico recién sintetizado se ensamblan, formando nucleocépsides helicoidales,
mientras que la proteina M se inserta en el reticulo endoplasmico (RE) y se ancla
al aparato de Golgi, esta proteina se une a la nucleocépside en el espacio entre el
reticulo endopladsmico rugoso (RER) y el aparato de Golgi (Lai, M.M.C. and
Holmes, K.V., 2007). Del mismo modo, la proteina E se transporta a través del RE
al aparato de Golgi, en donde interactia con la proteina M para desencadenar la
formacién de los viriones. La proteina S se traduce, se inserta en el RER y se
transportan al aparato de Golgi; inicialmente esta proteina esta glicosilada, luego
se trimeriza y sufre modificaciones adicionales (Lai, M.M.C. and Holmes, K.V.,
2007; Masters, P.S, 2006). Algunas proteinas S se asocian con la proteina M y se
incorporan a las particulas virales maduras, mientras que las proteinas S
excedentes que no se incorporan a los viriones viajan a la membrana plasmatica,
en donde pueden participar en la fusion célula—célula. Finalmente, los viriones son
liberados por exocitosis, y éstos pueden permanecer adsorbidos en la membrana
plasmatica de células infectadas (Lee, C., 2015; Lai, M.M.C. and Holmes, K.V.,
2007; Masters, P.S, 2006).

1.2. ROTAVIRUS

Los rotavirus son la causa principal de diarrea neonatal en varias especies (Paul,
P.S. and Stevenson, G.W, 2012), pertenecen a la familia Reoviridae y subfamilia
Sedoreovirinae (Polanco, G. y col., 1997; International Committee on Taxonomy of
Viruses, 2018).

1.2.1. Antecedentes
Los rotavirus fueron identificados por primera vez en terneros, y posteriormente en
humanos y otras especies. Por medio de la interaccion del rotavirus bovino con los
cerdos se comprob6 que éstos ultimos también pueden adquirir la enfermedad

(Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012). Los rotavirus se clasifican en al menos 9



grupos distintos (rotavirus tipo A—l), pero sélo 5 grupos afectan al cerdo (A, B, C, E
y H), de los cuales unicamente 3 de ellos causan diarrea (A, By C) (Vlasova, A.N.,
et. al., 2017). Sin embargo, los rotavirus del grupo A (RVA) son los principales
agentes causantes de la diarrea infecciosa aguda (DIA) en cerdos (Polanco, G.y
col., 1997). El rotavirus porcino (RvP) fue asociado inicialmente a diarreas del
cerdo en 1976, y es causa de diarrea en la mayoria de los paises (Rojas, M. y col.,
2011). A pesar de que no se tiene registro del afio en el que RvP comenz6 a
afectar a los cerdos en las producciones porcinas de México, a principios de la
década de 1980 se reportaron tres cepas distintas del virus, provenientes de
Jalisco, Sonora y Estado de México; al realizar la inoculacion de éstas en
lechones, se comprobd que eran patdgenas, pues los cerdos desarrollaron vomito,
diarrea y baja mortalidad (Ruiz-Morales, A. y col., 1984). En 1992, se detectaron
muestras positivas a RvP en el estado de Yucatan, lo cual podria ser un indicativo
de que el virus se podria encontrar distribuido en todo el pais (Puerto, M. y col.,
1992). La transmision de la RVP es via fecal-oral; el virus se replica en los
enterocitos del intestino delgado (Berrios, P. y col., 1989).

1.2.2. Estructura

Los rotavirus tienen forma esférica y poseen una doble cpside (Paul, P.S. and
Stevenson, G.W, 1999). El genoma del virus consiste en 11 segmentos de doble
cadena de ARN, que codifican para 11 proteinas distintas, 6 estructurales (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y 5 no estructurales (NSP1-NSP5/6), y su tamafio es
de aproximadamente 18 Kb (Polanco, G. y col., 1997; Estes, M.K. and Cohen, J.,
1989).
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Cuadro 2. Caracteristicas de los Rotavirus

Tamafio Proteina(s)

Funcion de la proteina

aproximado* | codificada(s)

ARN polimerasa viral (Rojas, M. y col.,
2008).

Estimula la actividad de la enzima ARN
Segmento 2 2690 pb VP2 polimerasa viral (VP1) (McDonald, S.M.
and Patton, J.T., 2011).

Segmento 1 3302 pb VP1

Enzima protectora viral, con actividad de
la fosfodiesterasa, guanililtransferasa vy
metilasa; junto con las proteinas VP1,
Segmento 3 2591 pb VP3
NSP2 y NSP5 ayudan a un proceso
activo de entrada del ARNm (Rojas, M. y
col., 2008).

Ataque celular, penetracion celular,

hemaglutinacion, formacion de
anticuerpos neutralizantes y unién al
receptor, asi como adhesién virica y
Segmento 4 2362 pb VP4 desestabilizante de membranas. Esta
proteina determina el rango de huésped,
virulencia, tropismo e induccion de
inmunidad protectora (Nejmeddine, M.,
et. al., 2000; Rojas, M. y col., 2008).

Es una particula esencial en la

transcripcion del genoma viral y participa
en la regulacion de la traduccion de los
Segmento 6 1356 pb VP6 _ )
ARNmMm virales, es una proteina altamente
conservada, antigénica e inmunogénica
(Ward, R.L. and McNeal, M.M, 2010).

Segmento 7, Es la proteina externa mas abundante;

8009, se encarga de mediar el ataque y el
_ 1062 pb VP7 _ _ )
dependiendo ingreso del virus a las células. Es

de lacepade altamente inmunogénica, induce la
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rotavirus

formacion de anticuerpos neutralizantes
y junto con la proteina VP4, activa la
respuesta inmune humoral (Ludert, J.E.,
et. al., 2002).

Segmento 5

1611 pb

NSP1

Restringe el rango del huésped para
contrarrestar la respuesta inmune e
impide la apoptosis durante las primeras
etapas de la infeccién para promover el
crecimiento viral (Hu, L., et. al., 2013).

Segmento 8

1059 pb

NSP2

Formacion de viroplasmas, participa en
la replicacion y empaquetamiento del
ARN e interactta con proteinas
estructurales presentes en los
viroplasmas, como la proteina VP2 (Hu,
L., et. al., 2013).

Segmento 7

1104 pb

NSP3

Regula la traduccién del ARNm del virus
y evita su degradacion (Hu, L., et. al.,
2013).

Segmento 10

751 pb

NSP4

Participa en el ensamblaje y la
maduracion del virus, en la ruptura de la
membrana celular e inhibe la absorcion
celular del sodio y la remodelacion de las
redes de microtubulos celulares y actina.
Es un componente esencial en la
replicacion, transcripcion y morfogénesis,
y es una enterotoxina viral (moviliza el
calcio intracelular y provoca un balance
negativo de electrolitos - diarrea) (Hu,
L., et. al., 2013).

Segmento 11

667 pb

NSP5/6

Formacion de viroplasmas, regula la
actividad de la proteina NSP2 con el
ARN vy participa en la replicacion viral
(Hu, L., et. al., 2013).
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*Fuente: Rojas, M. y col., 2008; McDonald, S.M. and Patton, J.T., 2011; Nejmeddine, M.,
et. al., 2000; Ward, R.L. and McNeal, M.M, 2010; Ludert, J.E., et. al., 2002; Hu, L., et. al.,
2013.

1.2.3. Patogenia

El RvP se replica principalmente en el citoplasma de las células epiteliales del
intestino delgado y con menor frecuencia en las células M de las placas de Peyer
y las células del ciego y colon. La replicacion del virus resulta en la muerte celular
y atrofia de las vellosidades. El dafio provocado por el virus esta relacionado con
la edad del cerdo, afectando en mayor medida a cerdos jovenes. La diarrea
comienza luego del dafio causado en el tracto gastrointestinal (atrofia de
vellosidades y muerte celular), teniendo como consecuencia la mala absorcion de
nutrientes y disminucién de la condicién corporal (Paul, P.S. and Stevenson, G.W,
2012).

1.2.4. Replicacién

Primero, las particulas infecciosas del virus, es decir, las TLP (particulas de triple
capa) interactian con los receptores celulares de los enterocitos, los sialoglicanos,
por medio de la proteina VP4 (Desselberger, U., 2014). Los rotavirus Unicamente
infectan las puntas de las vellosidades intestinales (Rojas, M. y col., 2008). Las
proteinas VP4 del virus sufren un cambio conformacional con la finalidad de
exponer a la proteina VP5 y que los dominios lipofilicos de esta ultima interactien
con la superficie celular de los enterocitos. EI mecanismo por el que los rotavirus
penetran a la célula no se conoce con exactitud, pero se cree que es por medio de
endocitosis mediada por el receptor (Desselberger, U., 2014; Trask, S.D., et. al.,
2013). Durante el proceso de entrada, el virus pierde las proteinas de la capa
externa, activando la transcripcion que depende de la ARN polimerasa viral,
liberando las particulas de doble capa (DLP) al citoplasma (Desselberger, U.,
2014). Las DLP comienzan a transcribir el ARNm, el cual se utiliza para la
traduccién de proteinas virales y, en cuanto se obtienen suficientes de estas
tltimas, el genoma de ARN se replica y se empaqueta en DLP de nueva creacion,

que se emplean para la creacion de viroplasmas, en donde se lleva a cabo la
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replicacion del genoma viral y la formacion de los viriones (Desselberger, U., 2014;
Rojas, M. y col., 2008). Las DLP se unen a la proteina NSP4, que funge como
receptor del reticulo endopldsmico (RE). Luego de la entrada a la célula, el virus
utiliza los ribosomas de la célula para la sintesis de proteinas virales. Finalmente,
los viriones son liberados por medio de lisis celular (Desselberger, U., 2014; Trask,
S.D., et. al., 2013).

1.3. Signos

De forma general y posterior a su ingreso al organismo, las tres enfermedades
causan deshidratacion, acidosis, diarrea, vomito, pérdida de condicion corporal,
anorexia, fiebre y, en el caso de las hembras lactantes asi como adultos,
inapetencia y anorexia; estos signos, asi como los porcentajes de morbilidad y
mortalidad varian de acuerdo a las medidas de bioseguridad de cada una de las
producciones (Pifieros, R. y Mogollon, D., 2015; Jung, K. and Saif, L.J., 2015;
Berrios, P. y col., 1989; Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012; Pensaert, M.B.,
2012; Saif, L.J. and Wesley, R.D., 2012).

En los 90’s, se consideraba que la severidad de los signos clinicos, asi como la
velocidad de diseminacién de la GET era mayor en comparacion con la DEP y la
RVP, sin embargo, en la actualidad, la DEP tiene un mayor impacto en las
producciones porcinas, pues a partir del afio 2010, la mortalidad incrementé al 50—
90% en China, mientras que en América, ha causado grandes pérdidas
econdmicas por los brotes explosivos ocurridos desde el afio 2013 (Arguello, H. y
col., 2016; Lee, C., 2015). La mayor parte de los cerdos menores a 7 dias de edad
mueren en 2-7 dias luego de la presentacién de los signos clinicos; los cerdos
mayores a 3 semanas de edad suelen sobrevivir, pero permanecen débiles por
tiempo indefinido. Los cerdos en crecimiento y finalizacion, asi como en hembras
de maternidad tienen inapetencia, la muerte en estos animales se debe
principalmente a factores ajenos a la infeccion, como el estrés o infecciones
secundarias; sin embargo, en las hembras lactantes se pueden observar signos
mas severos, es decir, fiebre, agalactia, inapetencia, vomito y diarrea. El periodo
de incubacion es corto, usualmente de 18 horas a 3 dias. En caso de que se
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presente la GET endémica o enzodtica, los signos son los mismos, pero con
menor severidad en comparacion con la GET epizodtica, disminuyendo la
mortalidad (Burciaga, B.L, 2013; OIE, 2004; Pifieros, R. y Mogollon, D., 2015;
Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012; Pensaert, M.B., 2012; Saif, L.J. and
Wesley, R.D., 2012).

La DEP es similar a la GET, sin embargo, actualmente la diseminacion del vGET
es mas lenta y la mortalidad en lechones es menor. En ambos casos, los lechones
menores a una semana de edad suelen morir por deshidratacion luego de 3 o 4
dias de la infeccién, ademas, ambos virus pueden afectar a cerdos de cualquier
etapa productiva, alcanzando asi una morbilidad de hasta el 100% (Pensaert,
M.B., 2012; Saif, L.J. and Wesley, R.D., 2012; Jung, K. and Saif, L.J., 2015, Estes,
M.K., 2007). La mortalidad en lechones puede variar de 50 al 80%, y los cerdos
mayores a una semana de edad pueden recuperarse de la infeccion, de 6 a 8 dias
luego de la observacion de los signos clinicos. Luego del brote, la diarrea puede
persistir por 2 o 3 semanas. Los signos clinicos se observan de 22 a 36 horas
luego del ingreso del virus al organismo, y la enfermedad afecta con mayor
frecuencia en lechones menores a una semana de edad (Saif, L.J. and Wesley,
R.D., 2012; Jung, K. and Saif, L.J., 2015). La importancia de la DEP en México
radica en sus porcentajes de morbilidad (100%) y de mortalidad (50 al 80%),
tomando en cuenta estas cifras, se realizdé un estudio en México en el afio 2013,
en donde se especula que cada cerda en produccion pierde 3.78 lechones por
camada, lo cual se traduce a una pérdida de $300.00 pesos por lechén, dando un
total de $1,200.00 pesos mexicanos por cerda (Amador, J. y col., 2015), por lo que
el impacto de la enfermedad no sélo se ve reflejado en el estatus zoosanitario del
pais, sino que también tiene gran relevancia en la situacibn economica de la

porcicultura en México (Lee, C., 2015).

El periodo de incubacion de la RVP es de 12 a 24 horas, la diarrea persiste por 3 a
5 dias, y en caso de que no haya una complicacién bacteriana, las heces vuelven
a la normalidad luego de 7 a 14 dias. Cuando el agente primario es RvP, la

mortalidad oscila entre el 10 al 50%, sin embargo, cuando se producen infecciones
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secundarias este porcentaje suele elevarse hasta 50 o 100%. La mortalidad esta
relacionada con la edad de los cerdos; los cerdos de 7 a 21 dias de edad tienen
signos menos severos en comparacion con los lechones menores a una semana
de edad. La morbilidad es variable, normalmente del 10 al 20% (Rojas, M. y col.,
2011; White, M., 2017; Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012).

1.4. Lesiones

Las lesiones causadas por los tres virus son similares. A la necropsia el intestino
se encuentra inflamado, flacido, distendido y con las paredes adelgazadas, el
estbmago se aprecia distendido y lleno de leche indigesta. En el caso de la GET,
la mucosa del estbmago se encuentra congestionada y hay probabilidad de que en
el 50% de los casos se aprecie el diafragma hemorragico. Las lesiones son menos
severas en animales de mas de 21 dias de edad. A nivel microscopico se observa
la atrofia de las vellosidades intestinales que es menos marcada en la RVP, hay
destruccion y exfoliacion del epitelio, asi como degeneracion celular.
Particularmente, en el caso de la RVP, se pueden apreciar viroplasmas dentro de
las células por medio de microscopia electrénica (Berrios, P. y col., 1989; Ma, Y.,
et. al., 2015; Estrada, A. y Morilla, A., 1981; Pifieros, R. y Mogollén, D., 2015; Paul,
P.S. and Stevenson, G.W, 2012; Pensaert, M.B., 2012; Saif, L.J. and Wesley,
R.D., 2012).

1.5. Tratamiento, Control y Vacunacion
Los animales adultos suelen recuperarse sin tratamiento y en un periodo de 7 a 10
dias en el caso de la DEP. De igual forma, las hembras lactantes se ven afectadas
en los brotes epizodticos de la GET. Los cerdos adultos no suelen tener diarrea
por rotavirus, sin embargo, el cuadro clinico en cerdos destetados puede
complicarse si existen otros patégenos entéricos como E. coli, en donde los signos
se exacerban. Por lo anterior, el tratamiento se enfoca en el uso de electrolitos en
lechones y en los cerdos adultos afectados por cualquiera de estas tres
enfermedades, asi como el control de la diarrea, deshidratacion e infecciones
secundarias, ya que no existe un tratamiento para combatir la infeccion viral. Las

medidas de prevencién se basan en la bioseguridad, es decir, los métodos de
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limpieza, lavado vy desinfeccion de las instalaciones, control de los
desplazamientos de cerdos, material y personal dentro de las instalaciones,
cuarentena para los animales que ingresaran a la produccién, control de la entrada
y salida de vehiculos y personas, utilizacion de ropa exclusivamente para trabajar
dentro de la produccion, registro de visitantes, bafio obligatorio antes de ingresar a
las instalaciones y manejo Todo Dentro—Todo Fuera en la explotacion, entre otras
(Batista, E.R. y col., 2005; OIE, 2014; Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012).

Las vacunas para las tres enfermedades en cuestion se basan en la induccién de
inmunidad en hembras gestantes, para posteriormente ser transferida a los
lechones por medio del calostro y la leche; este tipo de inmunidad se conoce como
inmunidad lactogénica o inmunidad pasiva. Las inmunoglobulinas transferidas a
los lechones por medio de la leche son las IgAs e IgMs, mientras que por calostro
s6lo se les provee de IgG. Gracias a la inmunidad lactogénica, las
inmunoglobulinas llegan al intestino delgado, protegiendo a los lechones de forma
eficaz (Gerdts, V. and Zakhartchouk, A., 2017; Vlasova, A.N., et. al., 2017).

En los 90’s, la GET fue responsable de muchas pérdidas econémicas importantes
alrededor del mundo, por lo que la industria farmacéutica desarrollé vacunas para
abatir la enfermedad. La mayoria de las vacunas comerciales para esta
enfermedad contienen virus atenuado. La vacuna de la DEP consiste en uso de
virus completo inactivado formulado con un adyuvante (Gerdts, V. and
Zakhartchouk, A., 2017). A pesar de que existen vacunas para la RVP,
actualmente siguen en proceso los estudios para generar una vacuna eficaz, ya
que las vacunas producidas hasta el momento generan una inmunidad débil e
ineficaz (Vlasova, A.N., et. al., 2017). Asimismo, se sabe que existen vacunas
polivalentes de estas tres enfermedades, cuya efectividad sigue siendo dudosa
(Gerdts, V. and Zakhartchouk, A., 2017).

1.6. Diagnostico

Las enfermedades infecciosas juegan un papel importante dentro de la medicina
veterinaria y el sector primario, debido a que las pérdidas econémicas causadas

por éstas van desde el decremento de la produccion hasta la muerte del ganado.
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Para poder evitar lo anterior, es necesario realizar un diagnéstico adecuado, con la
finalidad de implementar métodos efectivos de prevencion y control de las
patologias presentes en las unidades de produccion porcina (Truszczynski, M.J.,
1998).

Las pruebas de diagnostico virologico se clasifican en dos grupos importantes, las
pruebas directas y las indirectas. Las pruebas directas se enfocan en la deteccion
del agente etiologico, dentro de éstas se encuentran las pruebas que visualizan la
particula viral o su efecto celular especifico (las tinciones para microscopia de luz,
la microscopia electrénica, el cultivo y el aislamiento viral), las pruebas para
demostraciéon de antigenos virales (los inmunoensayos como ELISA, o el ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas por sus siglas en inglés) y las pruebas que
evidencian la presencia del material genético viral, como los ensayos de
amplificacion genética (la reaccién en cadena de la polimerasa o PCR, y la
reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa o RT-PCR) e
hibridacién in situ (Crespo, M.P., 2000; Tapia, L.l., 2015).

Las pruebas indirectas son las técnicas seroldgicas para descubrir anticuerpos
contra determinado agente viral, teniendo en cuenta que la exposicién al agente
produce una respuesta por parte del sistema inmune que genera la produccién de
anticuerpos especificos. Estos ensayos se pueden clasificar en tres grupos con
base en la cuantificacion de la reaccién antigeno—anticuerpo. En el grupo A, se
encuentran las pruebas que dependen de la capacidad del anticuerpo que se une
al antigeno para ejercer alguna funcién no relacionada con el virus (fijacién del
complemento, hemaglutinacion indirecta, aglutinacion por latex). El grupo B
engloba las pruebas que miden la capacidad de los anticuerpos para bloquear la
funcién viral especifica (neutralizacion, inhibicion de la hemaglutinacion, inhibicion
de la neuraminidasa). Finalmente, el grupo C reune a las pruebas que miden
directamente la interaccién antigeno—anticuerpo (ELISA indirecta, Western Blot,

inmunofluorescencia indirecta) (Crespo, M.P., 2000; Tapia, L.I., 2015).

De forma general, el diagndstico en laboratorio de estas tres enfermedades se

realiza por medio de pruebas serolégicas como la técnica de ELISA e
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inmunohistoquimica, o por medio de pruebas para la identificacion del agente,
como aislamiento viral, microscopia electronica o RT-PCR (Berrios, P. y col.,
1989; Estrada, A. y Morilla, A., 1981; Pifieros, R. y Mogollon, D., 2015).

En México el diagnéstico de la DEP se realiza por medio de RT-PCR,
seroneutralizacion, ELISA e inmunofluorescencia (IF) (Santiago, N. y Carredn,
N.R., 2018; Yoon, K.J., 2013). Para la GET, las pruebas diagndsticas de eleccion
son aislamiento viral, RT-PCR, microscopia electronica, IF directa, y
seroneutralizacion (Santiago, N. y Carreon, N.R., 2018; Burciaga, B.L, 2013). El
diagnéstico de la RVP no se lleva a cabo de forma regular en laboratorios de
diagnéstico, a pesar de esto, las pruebas en investigacion realizadas en el pais
son microscopia electrénica, RT-PCR, histologia, técnica de ELISA y reaccion de
aglutinacion de particulas de latex recubiertas de anticuerpos (Figueroa, M.M.,
2016). En otras especies existen pruebas de rutina para el diagnéstico de RvP, por
ejemplo, en perros se realiza por medio de microscopia electronica, RT-PCR
punto final y rotaforesis con tincion de plata, mientras que en bovinos se utiliza la
hemoaglutinacion con latex, la técnica de ELISA y RT-PCR punto final (Flores, A.,
2015; Rodriguez, W. y col., 2007). Finalmente, en humanos, el diagndstico de
rotavirosis se lleva a cabo de acuerdo a los Lineamientos para la Vigilancia
Epidemiolégica de Rotavirus por Laboratorio, establecidos por la Secretaria de
Salud, en donde se dictaminé que el diagnostico de esta enfermedad sélo se
realiza en los laboratorios pertenecientes a la Red de Laboratorios Estatales de
Salud Publica, y las pruebas establecidas son la electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE), RT-PCR punto final, ELISA y rotaforesis (Direccion

General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, 2015).

1.6.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR por sus siglas en inglés, es una de
las técnicas mas utilizadas para el diagndstico viral. Esta técnica, implementada
en el aio de 1984 por Kary Mullis (Joshi, M. and Deshpande, J.D., 2010), consiste

en una reaccion enzimatica in vitro que amplifica y multiplica millones de veces un
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segmento especifico de una secuencia de ADN en particular (Atawodi, S, et. al.,
2011).

El primer paso de la PCR es la mezcla de todos los reactivos, es decir, el ADN a
analizar (secuencia blanco o templado), un par de oligonucleétidos, o iniciadores
iniciadores, la ADN polimerasa, los desoxirribonucledsidos trifosfatos (ANTPs) y un
amortiguador de reaccion, compuesto por Cloruro de Magnesio, TrisCl, Cloruro de
Potasio, Sulfato de Amonio y ditiotreitol (Atawodi, S, et. al., 2011; Qiagen, 2012).
Posteriormente, las muestras son sometidas a distintas temperaturas en ciclos,
llevados a cabo por un termociclador; estos ciclos ocurren en tres etapas
principales, desnaturalizacion, hibridacion y extension. La desnaturalizaciéon es la
etapa en donde las cadenas de ADN se separan por calor, hormalmente a una
temperatura de 95°C por 20 a 30 segundos, y el resultado de este proceso es el
templado utilizado para el siguiente paso. En la hibridacion, los iniciadores se
alinean al extremo 3’ del templado e hibridan con su secuencia complementaria,
formando el complejo templado—iniciadores; para esto se nhecesita una
temperatura, conocida como temperatura melting o de hibridacién (Tm), que
depende de los pares de bases de los oligonucleétidos. Finalmente, en la
extension, la ADN polimerasa actia sobre el complejo y comienza su funcién
catalitica, agregando dNTP’s para crear cadenas completas de ADN a una
temperatura que oscila entre los 65 y 72°C, dependiendo de la ADN polimerasa
empleada; la extension de las cadenas es en direccion a la sintesis del ADN (de &’
a 3’). Al final de la reaccion, los amplicones estaran listos para analizarse (Tamay
de Dios, L. y col., 2013). Es una prueba altamente especifica (detecta Unicamente
el material genético del organismo a la que va dirigida) y muy sensible (puede
detectar 0.5x10"3 copias de material genético) (Atawodi, S, et. al., 2011; Roche
Diagnostics, 2006).

Existen varios tipos de PCR. A continuacion, se mencionaran algunas de las
variantes de la PCR (Wilczynski, S.P, 2008).
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1.6.1.1. PCR en tiempo real

Esta técnica fue desarrollada inicialmente como una variante de la PCR
convencional, sin embargo, los resultados de la PCR en tiempo real son arrojados
durante cada uno de los ciclos llevados a cabo en el termociclador. El objetivo de
la PCR en tiempo real es la deteccion y cuantificacion de secuencias especificas
de acidos nucleicos por medio de fluorescencia. Los resultados se visualizan en
curvas de amplificacion, las cuales indican en qué ciclo de la reacciéon las
muestras comenzaron a fluorescer (Tamay de Dios, L. y col., 2013; Loftis, A. and
Reeves, W., 2012).

1.6.1.2. PCR anidada

En este tipo de PCR se utilizan dos pares de oligonucledtidos. El primer par
amplificard una secuencia determinada, como en una PCR simple. Posteriormente
se realizara una segunda PCR utilizando como templado el producto de la
primera, de esta forma, el segundo par de oligonucle6tidos se alineara en un sitio
determinado de éste, amplificando una secuencia mas corta, con el propésito de
incrementar la sensibilidad y especificidad de la prueba (Marmiroli, N. and Maestri,
E., 2007; Wilczynski, S.P, 2008).

1.6.1.3. PCR Transcriptasa Reversa

La PCR Transcriptasa Reversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) fue disefiada
para amplificar o identificar secuencias de ARN. La técnica se basa en la creacion
de una cadena complementaria a la secuencia de ARN a analizar por medio de la
enzima transcriptasa, es decir, el ARN tiene la funcion de templado, y
posteriormente se sintetiza una segunda cadena con ayuda de una polimerasa,
creando asi una doble cadena de ADN, llamada ADN complementario (ADNCc)
(Tamay de Dios, L. y col., 2013; Marmiroli, N. and Maestri, E., 2007).

Esta técnica es sumamente sensible y especifica, y puede detectar pequefias
cantidades de ARN. La reaccion puede llevarse a cabo en un solo paso, o bien,
primero se realiza la RT y luego la PCR (Ferreira, C., et. al., 2004).
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1.6.1.4. PCRin situ

En este tipo de PCR, el material genético es amplificado directamente de tejidos o
células, los cuales deben ser fijados y permeabilizados para conservar la
morfologia celular y permitir el acceso de los reactivos de la PCR al material

genético; el amplicdn se visualiza por hibridacion (Wilczynski, S.P, 2008).

1.6.1.5. PCR Multiplex

La PCR multiplex o PCR mudltiple consiste en la realizacién de una sola prueba
diagnostica para la identificacion de dos o mas agentes etioldégicos por medio del
empleo de varios pares de oligonucleotidos que hibriden con el material genético
de los distintos microorganismos a detectar, conservando la alta sensibilidad,
especificidad y precision de una PCR convencional (Nguyen, T.T., et. al., 2016).
Esta prueba sigue la misma metodologia de una PCR simple, sin embargo, se
debe estandarizar la prueba para establecer una temperatura en la que todos los
oligonucledtidos a emplear se hibriden con sus correspondientes templados. Esta
prueba se lleva a cabo en un solo tubo. Asimismo, por medio de la prueba
multiplex se reducen los costos y el tiempo empleado en el diagndstico de los
diferentes microorganismos, debido a que se realiza la deteccion de varios

agentes en una sola reaccion (Song, D.S., et. al., 2006; Wilczynski, S.P, 2008).

1.6.2. Caracteristicas de los oligonucleoétidos
El tamafio ideal de los oligonucleotidos es de 18 a 22 pb; este tamafio es lo
suficientemente grande para que los oligonucleétidos sean especificos y lo
suficientemente corta para que éstos se alineen facilmente a la secuencia blanco.
La temperatura de alineamiento debe oscilar entre los 52 y 58°C debido a que si la
temperatura es menor a 50°C la PCR puede arrojar resultados inespecificos, por
otro lado, si la temperatura es mayor a 60°C el alineamiento sera insuficiente entre
los oligonucledtidos y su secuencia blanco, lo cual dara como resultado un bajo
rendimiento del producto de la PCR. Finalmente, para la eleccion de los pares de
oligonucledtidos se debe considerar el porcentaje de guanina—citocina (GC%) que
éstos tienen, que tiene que ser del 40 y 60%, esto debido a que los enlaces entre

estas dos bases son los que le dan mayor estabilidad a la union entre los
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oligonucledtidos y el templado; este porcentaje esta relacionado con la
temperatura de alineamiento, pues a mayor GC%, mayor temperatura (PREMIER
Biosoft, 2018).

1.7. Presencia de coinfecciones

Las coinfecciones se definen como las infecciones que ocurren de forma
simultdnea en un huésped, ocasionadas por dos 0 mas patdégenos (Descriptores
en Ciencias de la Salud: DeCS, 2017). A nivel mundial se han estudiado y descrito
varios tipos de coinfecciones que pueden ocurrir en los cerdos, entre las cuales se
encuentran las siguientes que involucran patdgenos del tracto gastrointestinal:
Salmonella spp. con Circovirus porcino tipo 2 (Wayne, S.R., et. al.,, 2007),
Kobuvirus porcino con vDEP, vGET, RvP o E. coli (Zhang, D., et. al., 2014), RvP
con Norovirus y Sapovirus porcinos (Funk, J.A., et. al., 2006), entre rotavirus de
distintos tipos (rotavirus porcino tipo A con el tipo B o con el C) (Janke, B.H., et.
al., 1990), Bocavirus porcino con VDEP, RvP o VGET (Zhang Q., et. al., 2013),
vDEP con E. coli, VGET con E. coli F4 (cepa enterotoxigénica) (Xia, L., et. al.,
2017), vDEP con Circovirus porcino tipo 2 (Jung, K. and Saif, L.J., 2015),
Deltacoronavirus porcino con RvP, vDEP, VGET o VGET y vDEP (Jung, K., et. al.,
2016), VDEP con Kobuvirus y Sapovirus porcinos, Kobuvirus con Sapovirus
porcinos (Wang, C., et. al., 2016), y vDEP con RvP o VGET (Zhang, Q., et. al.,
2013; Jung, K. and Saif, L.J., 2015).

Hasta el momento no se conoce con exactitud si las coinfecciones entre vVGET con
RvP o VDEP exacerban el cuadro clinico digestivo (Zhang, Q., et. al., 2013; Jung,
K. and Saif, L.J., 2015), sin embargo, se ha documentado que la presencia
simultdnea del RvP y el vDEP en el tracto gastrointestinal de los cerdos no
ocasiona la presentacion de lesiones mas severas en comparacion con una
infeccion de vDEP debido a que la pérdida de las vellosidades intestinales de los
enterocitos es muy similar en ambos casos a nivel microscépico (Jung, K., et. al,
2008). En cuanto a las interacciones entre VDEP y VGET respecta, se han
reportado al menos dos secuencias de cepas recombinantes de estos dos

coronavirus, de las cuales no se han estudiado la signologia y las lesiones que
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éstas pueden causar; se especula que en ambos casos la recombinacion se llevo
a cabo por coinfecciones (Boniotti, M.B., et. al., 2016; Akimkin, V., et. al., 2016).

24



2. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha identificado la presencia de los vVDEP, VGET y RvP en
las distintas producciones porcinas a nivel mundial provocando implicaciones
diferentes dependiendo del virus, sin embargo, se desconoce la situacién
zoosanitaria actual de las tres enfermedades en México, por lo cual una RT-PCR
multiplex nos permitira llevar a cabo el diagnéstico de manera rapida, eficaz y

oportuna.
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3. HIPOTESIS

Debido a la similitud en los signos y las lesiones causados por el vDEP, VGET y
RvP, una RT-PCR multiplex permitirA su diagnéstico de forma mas eficaz y
eficiente, con lo que se podra identificar la presencia de uno, dos o los tres virus

en una sola muestra ya sea de heces o hisopo rectal.
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4. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y estandarizar una prueba de RT-PCR multiplex para el diagndstico de
los virus causales de la Diarrea Epidémica Porcina, la Gastroenteritis Transmisible
del Cerdo y la Rotavirosis Porcina.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a Disefiar oligonucledtidos especificos para el vDEP, VGET y RvVP.
a Estandarizar la RT-PCR para cada uno de los virus.

a Determinar las concentraciones minima y maxima detectables de las RT—
PCR simples.

a Estandarizar la RT-PCR multiplex para el vDEP, VGET y RvP.

a Determinar la especificidad de la RT-PCR multiplex.

& Realizar el diagnéstico del vDEP, VGET y RvP a partir muestras de heces o
hisopos rectales de cerdos, por medio de la RT-PCR mudltiplex.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Obtencion del virus

El vDEP fue proporcionado por el Departamento de Medicina y Zootecnhia de
Cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), proveniente de aislamientos
previos a la elaboracién de esta tesis. El VGET fue proporcionado por el doctor
Humberto Ramirez Mendoza del Departamento de Microbiologia de la FMVZ. En
el caso del RvP, se trabajo con la cepa virulenta OSU (inserto de American Type
Culture Collection—ATCC®: Porcine Rotavirus VR ATCC® VR-892™).

5.2. Disefio de oligonucleétidos
Previo al disefio de los oligonucleétidos se alinearon 30 secuencias del segmento
8 del genoma del RvP (Anexo 1) con la finalidad de observar si este gen es
conservado o variable mediante el uso del software MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) y siguiendo el manual de usuario del programa (Kumar, S., et.
al., 2018); las secuencias se descargaron del GenBank del NCBI (National Center
of Biotechnology Information) en formato FASTA, siguiendo las instrucciones de la
plataforma en linea y posteriormente se cargaron en MEGA, en donde se realizo el
alineamiento por medio del método Clustal W. Se identificaron las zonas
conservadas de los genes (sefialadas mediante asteriscos). Tomando en cuenta
los datos arrojados por el software, se decidid disefiar los oligonucleétidos a partir
del segmento 8 que codifica para la proteina NSP2, en el caso del RvP. Mientras
que, para el disefio de los oligonucleétidos del vGET y vDEP se empled como gen
blanco al gen M, el cual se verificO si es un gen conservado en ambos casos

alineando 30 secuencias de cada virus en el software MEGA (Anexo 1).

Una vez que se determinaron los genes blanco, se procedié al disefio de los
oligonucledtidos, para lo cual se utilizé la herramienta PRIMER BLAST del NCBI,
tomando como temperatura de alineamiento ideal 56°C, o bien, que se encontrara
entre 54 y 57°C, y que el porcentaje de Guanina—Citocina se encontrara entre el
40 y 50%.
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De igual forma, se establecieron rangos de tamafios para los amplicones que se

obtendrian en la RT-PCR para la clara diferenciacion de los virus en la

electroforesis. Asi, se establecié que el amplicon del vDEP fuera de 141 pares de

bases, el del vVGET de 376 pares de bases y el del RvP de 701 pares de bases.

5.3. Purificaciéon del material genético

Antes de la estandarizacion de la prueba RT-PCR, se realiz6 la purificacion del

ARN de los virus por medio del método de isotiocinato de guanidina/fenol

cloroformo, mediante el siguiente protocolo:

1.

En un microtubo de plastico de 1.5 mL se colocaron 500 pL de la muestra a
purificar, y se le adicionaron 500 yL de Trizol® (inserto de Invitrogen®© del
reactivo, cat. 15596026).

Se incubd durante 10 minutos a 4°C en el refrigerador REVCO
(ThermoFisher Scientific™; Nam. de cat.: RCRF252A14).

3. Se agregaron al microtubo 200 L de cloroformo frio (4°C) al 100%.

4. ElI microtubo se agitdé en el vértex Genie 2 modelo G560 (Scientific

Industries™; Num. de cat.: 0K-0500-902) por aproximadamente 15
segundos.
La dilucion se incub6 durante 5 minutos a 4°C en el refrigerador REVCO.

6. La dilucion se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4°C en la

centrifuga Sorvall ST 16 (ThermoFisher Scientific™; Num. de cat.
75004240). Posterior a la centrifugacién, en el microtubo se observaron la
fase acuosa (fase transparente que contiene el RNA), la interfase y la fase
organica a simple vista.

Con la micropipeta Pipetman Classic™ P1000 (Gilson™) se separ6 la fase
acuosa y se coloco en otro microtubo de plastico de 1.5 mL. Se desecharon
las otras fases en el contenedor de residuos quimicos liquidos
correspondiente.

Con la micropipeta de 1 mL se adicioné un volumen igual al de la muestra,

de isopropanol frio a la fase acuosa, formando una dilucion nueva.
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9. La nueva dilucion se incubo6 durante 2 horas, a -20°C en el congelador del
refrigerador REVCO.

10.La dilucién se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C en la
centrifuga Sorvall ST 16, formando una pastilla sélida en el fondo del
microtubo de plastico que corresponde al RNA necesario para la RT-PCR.

11.Se decantd el isopropanol en el contenedor de residuos quimicos liquidos
correspondiente y se lavo la pastilla de RNA contenida en el precipitado del
microtubo de plastico con 200 pyL de etanol al 70% por el método de
pipeteo.

12.El microtubo con la pastilla se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 minutos a
4°C en la centrifuga Sorvall ST 16.

13.Se decantd el etanol en el contenedor de residuos quimicos liquidos
correspondiente 'y la pastila se dej6 secar completamente por
aproximadamente 24 horas dentro del microtubo de plastico.

14.Dentro del microtubo de plastico se suspendio la pastilla de RNA en 20 uL
de agua libre de nucleasas.

Al final se obtuvieron 20 pL de material genético, que se almacenaron a -70°C en
el ultra congelador vertical REVCO™ UxF (ThermoFisher Scientific™; Num. de
cat.: 315673H01) hasta su posterior uso.

5.4. Estandarizacion de las RT-PCR punto final simples
El kit que se utilizé para todas las RT-PCR fue el kit OneStep de Qiagen®©,
siguiendo las especificaciones del fabricante (inserto de Qiagen®© del kit, Num. de
cat. 210212). Se optimizaron los reactivos a un volumen total de 10 pL por
reaccion, de los cuales 3.3 pL corresponden a agua libre de RNAsas, 2 uL al
buffer Q, 2 pL al buffer, 0.4 pL a los desoxittibonucledtidos trifosfatos (ANTP’s), 0.4
pL a la mix de enzimas y 0.4 uL a los oligonucleotidos.
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5.4.1. Optimizacién de las condiciones de las RT-PCR punto
final simples

Con la finalidad conocer la temperatura de alineamiento ideal de cada par de
oligonucledtidos de los virus, se realizaron gradientes de temperatura de 54 a
59°C. Para ello se utilizé el termociclador Multigene™ Optimax de Labnet

International (NUm. de cat.: TC9610) con el siguiente protocolo:

Cuadro 3. Condiciones de la RT-PCR en el termociclador

Ciclos Temperatura

1 97°C 3 minutos para desnaturalizar la doble cadena de
RNA de RvP) (Kirkwood, C., 2010)
1 50°C 30 minutos Transcripcion reversa
1 94°C 15 minutos Desnaturalizacion inicial
94°C 30 segundos Desnaturalizaciéon
35 Gradientes (54-59°C) | 35 segundos Alineamiento
72°C 1 minuto Extension
1 72°C 7 minutos Extension final
1 15°C oo Conservacion de las muestras
* oo = jnfinito.

Se realizaron gradientes de concentracion de los oligonucle6tidos para determinar
la concentracion optima para la amplificacion del fragmento esperado y en la que a
Su vez se mostraran menos residuos; las concentraciones finales a utilizar por
reaccion fueron de 0.1, 0.2. 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 y 0.8 uM de cada uno de los
oligonucledtidos.

5.5. Electroforesis

Los resultados se observaron por medio de la técnica de electroforesis en geles de

agarosa al 2.5% (Agarose Molecular Biology Grade, Vivantis). Una vez
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solubilizada la agarosa, se agregaron 15 mL en un tubo universal de 50 mL y se le
adicion6 1 pL de Gel Red® (Biotium), el cual le provee la propiedad de
fluorescencia al gel. Ya polimerizado el gel, se coloc6 en la camara de
electroforesis (CLP Bioscience Modelo 75.710) con amortiguador TAE (50X TAE
Electrophoresis Buffer, ThermoFisher Scientific™) (40 mM de Tris base, 20 mM de
acido acético y 1mM de EDTA). Se agregaron 5uL de muestra con 1 yL de buffer
de Azul de Bromofenol 6X (25 mg de Azul de Bromofenol, 3 mL de Glicerol
aforado a 10 mL con agua destilada estéril) en cada pocillo, y 2 uL de marcador de
peso molecular (Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder; Nim. de catalogo: 15628019)
en un pocillo independiente. Posteriormente, se conecté la camara de
electroforesis a la fuente de poder (BIO-RAD Power PAC 300), ajustandola a 80
Volts por 60 minutos y al término se visualizaron en un transiluminador de luz UV
(Kodak Gel Logic 112, con camara Kodak Molecular Imaging Software V.5.0.1.27
Standard Edition 2008).

5.6. Determinacion de la concentracion minima y maxima

detectable de las RT-PCR punto final simples

5.6.1. Purificacion de la banda amplificada
A partir del gel de agarosa se realiz6 la purificacién de la banda de amplificacion
de cada una de las reacciones mediante el kit QIAquick® Gel Extraction Kit de
Qiagen®©, siguiendo las especificaciones del fabricante (inserto de Qiagen®© del kit,
cat. 28704), obteniendo como volumen final 50 pyL de la muestra. El protocolo a

seguir, el cual es establecido por la empresa, fue el siguiente:

1. Se extrajo el fragmento del amplicon del gel de agarosa con un bisturi
limpio y estéril.

2. Se peso el fragmento del amplicon en un microtubo de plastico de 1.5 mL.
Se agregaron 3 volumenes de buffer QG por un volumen de gel,

considerando que 100 mg de gel equivalen a 100 pL.
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3. Se incubd a 50°C por alrededor de 10 minutos hasta que la agarosa se
disolvio en el buffer QG. Con el vortex se mezclé la muestra cada 2 minutos
para ayudar a disolver el gel.

4. Se agreg6 un volumen de isopropanol a la muestra y se mezclo por pipeteo.

5. Se coloco una columna limpia en un microtubo de colecta, se vacio la
muestra en la columna y se centrifug6 por un minuto a 8,000 rpm.

6. Se colocé la columna en un microtubo de colecta nuevo, se agregaron 500
uL de buffer QG y se centrifugd por un minuto a 8,000 rpm.

7. Se colocé la columna en un microtubo de colecta nuevo. Para el lavado, se
agregaron 750 pL de buffer PE y se centrifugd por un minuto a 8,000 rpm.

8. Se coloco la columna en un microtubo de 1.5 mL.

9. Para eluir, se agregaron 50 pL de buffer EB, se dej6 incubar durante 1

minuto a temperatura ambiente y se centrifug6 a 8,000 rpm por 1 minuto.

5.6.2. Cuantificacion de la banda amplificada
Se cuantificaron los amplicones en el Instituto de Investigaciones Biomédicas
(1IBO) de la UNAM, por medio del equipo Nanodrop® (ThermoFisher Scientific™),
el cual mide la concentracién de las muestras a partir de 1 pyL por medio de

espectofotometria.

5.6.3. Concentracion minima y maxima detectable

Por medio del software DNA Calculator se determiné el nimero total de copias, el
cual requiere de la cuantificacibn en nanogramos por microlitro (ng/uL) del
amplicén purificado y de la secuencia del mismo. Se analizaron los datos
arrojados por el programa y se determind que la concentracibn maxima de cada
uno de los virus a utilizar fuera de 20,000,000 000 de copias. A partir de ésta se
realizaron diluciones décuples seriadas: 20,000,000,000; 2,000,000,000;
200,000,000; 20,000,000; 2,000,000; 200,000; 20,000; 2,000 y 200 copias.

5.7. Estandarizacion de la RT-PCR multiplex

Considerando los resultados anteriores, se prosiguié a la estandarizacion de la

prueba RT-PCR multiplex empleando cada uno de los virus (vDEP, VGET y RvP),
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asi como sus respectivos pares de oligonucleétidos, todo dentro de una sola

reaccion.

5.7.1. Optimizacion de reactivos y condiciones de la RT-
PCR multiplex

Se realiz6 el ajuste de la concentracion de los oligonucleétidos y de los virus, asi
como de los reactivos empleados con la finalidad de no utilizar un excedente de
éstos y que las bandas formadas en la RT-PCR se visualicen de forma clara.
También se realizd la prueba mudaltiplex con gradientes de temperatura de
alineamiento, en la que se determind la amplificacion correcta de todos los virus

buscados tomando en cuenta los resultados de las RT-PCR simples.

5.8. Determinacion de la especificidad de la RT-PCR multiplex

Se verificd la especificidad in silico de los oligonucleotidos por medio del sistema
de andlisis BLAST del banco de datos del NCBI. Asimismo, gracias al software en
linea OligoAnalyzer 3.1 de la empresa Integrated DNA Technologies (IDT), se
verificoO que cada par de oligonucleétidos no formara dimeros. Posteriormente, con
la finalidad de determinar la especificidad in-vitro de la prueba se realizé la RT—
PCR multiplex a los siguientes agentes infecciosos: Salmonella spp., Bacillus spp.,
Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiella pneumoniae, Enterococcus

faecalis, Circovirus Porcino tipo 2, virus de Influenza Porcina y virus de PRRS.

5.9. Diagnostico por RT-PCR multiplex en muestras de campo

Finalmente se emplearon 100 muestras de hisopos rectales de cerdos adultos del
afio 2017, proporcionadas por la Unidad de Investigacion de la FMVZ, las cuales
provienen de 10 estados de la Republica Mexicana (Guanajuato, Jalisco, Estado
de México, Michoacan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sonora, Veracruz y Yucatan;

Figura 1), de cada estado se tomaron 10 muestras aleatoriamente.

34



Edo. México

Fig. 1. Mapa de los estados de la Republica Mexicana muestreados.

35



6. RESULTADOS
6.1. Estandarizaciéon de las RT-PCR punto final simples

6.1.1.Disefo de oligonucleétidos
Se tom6 como gen blanco al gen M en el caso de los Coronavirus, y, de acuerdo
con los alineamientos realizados con las distintas secuencias del RvP, se observo
que el gen NSP2 es altamente conservado, por lo que se decidié emplear estos

genes para la sintesis de los oligonucleétidos:
Cuadro 4. Oligonucleétidos disefiados para la RT-PCR multiplex

Temperatura Secuencia
_ " Producto
Oligonucledétido de G de

_ _ esperado _
alineamiento referencia

Virus de la Diarrea Epidémica Porcina

F TCAATAGCATTCGGTTGTGG 56.12°C KJ645700
141 pb M
R GTGTTAGCGTTACACCAGTT 56.02°C (MX)

Virus de la Gastroenteritis Transmisible del Cerdo

F ATTCAGCTGGTTCGTGTATG 55.85°C KX900402
376 pb M
R GTCGATGTTCATACCACCTG 55.96°C (MX)

Rotavirus Porcino tipo A

F GGCTGAGCTAGCTTGCT 56.51°C Segmento | KR052763
701 pb
R | AGAGTTGTTAAATATTCATCAGTTGC |  56.58°C 8 (USA)

6.1.2.Gradientes de temperatura

6.1.2.1. RT-PCR para el vDEP

Al realizar la electroforesis, se observé que la temperatura de alineamiento de los
oligonucledtidos para este virus fue de 55°C. El rango de temperaturas fue de 54 a
59°C (Figura 2).
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Fig. 2. Electroforesis de los gradientes de temperatura del vDEP. Gel de agarosa al 2.5%, tefiido con
RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-6: gradientes de
temperatura. Cx(-) = Control negativo**.

6.1.2.2. RT-PCR para el vGET

El rango de temperatura de alineamiento fue de 54 a 59°C. Los oligonucle6tidos

del VGET se alinearon a todas las temperaturas que se programaron en el
termociclador:
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Fig. 3. Electroforesis de los gradientes de temperatura del vGET. Gel de agarosa al 2.5%, tefiido con
RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-6: gradientes de

temperatura. Cx(-) = Control negativo**.

6.1.2.3. RT-PCR para el RvP

En el gel se pudo apreciar que los oligonucledétidos para el RvP se alinean a todas
las temperaturas que se programaron en el termociclador.
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Fig. 4. Electroforesis de los gradientes de temperatura del RvP. Gel de agarosa al 2.5%, teflido con RedGel®.
Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-6: gradientes de temperatura. Cx(-) =

Control negativo**.
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6.1.3. Optimizacién de los oligonucleotidos
Una vez que establecida la temperatura de alineacion para los oligonucleétidos

(55°C), se realizo el ajuste de la concentracion de cada uno de ellos.

6.1.3.1. Oligonucleétidos para el vDEP
De acuerdo con lo observado en el gel de agarosa, o mas indicado fue utilizar la
concentracion de 0.4 pM, pues a esta concentracion, los residuos de
oligonucledtidos eran minimos y el amplicon se visualizaba adecuadamente, sin

embargo, la reaccion se puede llevar a cabo desde 0.3 hasta 0.8 uM.

Fig. 5. Electroforesis de los gradientes de concentracion de oligonucleétidos del vDEP. Gel de agarosa al
2.5%, tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-8:
gradientes de concentracion (0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 pM). Cx(-) = Control negativo**.

6.1.3.2. Oligonucleotidos para el vGET
Los resultados indicaron que la concentracion de oligonucleétidos era indiferente
para realizar la prueba, tomando en cuenta el rango utilizado, sin embargo, es
preferible emplear la concentracion de 0.4 pM, pues con ello el amplicon se
visualizd adecuadamente y los residuos de los oligonucledtidos eran casi

imperceptibles.
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Fig. 6. Electroforesis de los gradientes de concentracion de oligonucledtidos del vGET. Gel de agarosa al
2.5%, tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-8:
gradientes de concentracion (0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 pM). Cx(-) = Control negativo**.

6.1.3.3. Oligonucleodtidos para el RvP
A pesar de que la reaccion puede realizarse empleando cualquier concentracion
de oligonucleétidos dentro del rango establecido, el valor adecuado fue 0.1 pM, ya
gue a las demas concentraciones el amplicon se veia corrido y se apreciaba el

peso real del mismo; también se observd que a 0.1 pM los residuos de

oligonucledtidos eran minimos.

Fig. 7. Electroforesis de los gradientes de concentracion de oligonucledtidos del RvP. Gel de agarosa al 2.5%,
tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-8: gradientes de
concentracion (0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2 y 0.1 pM). Cx(-) = Control negativo**.
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6.1.4. Concentracion minimay maxima detectable de las RT-

PCR punto final simples

Los resultados de la cuantificacion fueron los siguientes:

Cuadro 5. Cuantificacion de los productos amplificados de cada virus

Producto amplificado Cuantificacion
VGET 39.2 ng/uL
RVP 15.6 ng/uL

Con base en las cuantificaciones obtenidas, por medio del software DNA

Calculator, se obtuvo el niumero total de copias de cada amplicon:

Cuadro 6. Numero total de copias presentes en el producto amplificado

Producto amplificado Numero de copias

vDEP 84 198 509 017.48 copias
vGET 101 608 725 404.85 copias
RvP 21 662 390 529.6 copias

Una vez obtenidas las cuantificaciones se procedié a determinar la concentracion

minima y maxima detectable. Los resultados fueron los siguientes:

6.1.4.1. Concentracion minima y maxima detectable del

vDEP
Se observo que, en el pocillo de 2,000,000 de copias, el producto se visualizaba
mejor, pues el tamafio del producto era el esperado y la banda se veia mas clara,
sin embargo, a 20,000,000 de copias el producto también se pudo visualizar, por
lo que se pudiera utilizar cualquiera de estas dos diluciones. De igual manera, se

determina que la concentracion minima detectable fue de 200,000 copias.
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Fig. 8. Electroforesis de la concentracion minima y maxima detectable del vDEP. Gel de agarosa al 2.5%,
teflido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1-9: diluciones
décuples seriadas del material genético (2x10710-2x10"2 copias). Cx(-) = Control negativo**.

6.1.4.2. Concentracion minima y maxima detectable del
VGET

Con base en lo observado en el gel de electroforesis, las diluciones en donde se
visualizé mejor el amplicon fueron de 200,000,000 y 20,000,000 copias, ya que el
tamafio de ambos productos fue el esperado y el barrido era menor, en

consideracion con las diluciones de mayor concentracion. La concentracion
minima detectable fue de 200 copias.

Fig. 9. Electroforesis de la concentracion minima y maxima detectable del vGET. Gel de agarosa al 2.5%,
tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1: concentracion
inicial del virus, carril 2-10: diluciones décuples seriadas del material genético (2x10"10-2x10"2 copias). Cx(-)

= Control negativo**.
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6.1.4.3. Concentracion minima y maxima detectable del
RvP

De acuerdo con el gel de electroforesis, se determind que la concentracion 6ptima
del virus para la RT-PCR fue de 20,000,000 copias, pues el barrido fue menor y el
producto fue del tamafio esperado. Considerando el tamafio de los amplicones, la

concentracion minima detectable fue de 2,000,000 de copias.

10 Cx(-)**
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Fig. 10. Electroforesis de la concentracion minima y méaxima detectable del RvP. Gel de agarosa al 2.5%,
tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1: concentracion
inicial del virus, carril 2—10: diluciones décuples seriadas del material genético (2x10"10-2x1072 copias). Cx(-)
= Control negativo**.

6.2. Estandarizacion de la RT-PCR multiplex

Considerando los resultados anteriores y siguiendo con el protocolo previamente
indicado (Cuadro 3), se determiné que la temperatura de alineamiento a utilizar

fuera la de 55°C. De igual manera, se realiz6 el ajuste de los reactivos:
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Cuadro 7. Optimizacién de reactivos parala RT-PCR multiplex

Reactivo Volumen

Agua libre de nucleasas O pL
Buffer Q 2 uL
Enzima RT 2L
dNTP’s 0.4 puL
Oligonucleoétidos 0.4 uL de cada uno (total: 2.4 pL)
Enzima polimerasa 0.4 pL
Virus 1 pL de cada virus

Asimismo, se tomaron en cuenta las concentraciones minimas detectables de
vDEP y VGET, y se emple6 la concentracion maxima de RvP, por lo que para la
RT-PCR multiplex las concentraciones de cada virus fueron las siguientes:

Cuadro 8. Concentraciones finales de los virus para la RT-PCR multiplex

Virus Concentracién

vDEP 2,000,000 de copias
vGET 20,000,000 de copias
RvP 297,857,869,782.04 copias

Luego de varios ensayos probando las concentraciones de los oligonucleétidos en
la reaccion mdltiplex, se establecié que los iniciadores se emplearian a 0.4 pM
para vVDEP y vGET, y a 0.8 uM para RvP.
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Fig. 11. Electroforesis de la RT-PCR multiplex. Gel de agarosa al 2.5%, tefiido con RedGel®. Marcador de
peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). Carril 1: vDEP, carril 3: vGET, carril 5: RvP, carril 7: RT—
PCR muiltiplex, carril 2, 4, 6 y 8: Cx(-) = controles negativos**.

6.3. Especificidad de la RT-PCR multiplex
Al realizar la RT-PCR multiplex empleando los controles positivos y patégenos
diversos, se determind que la prueba era especifica para los tres virus en cuestion,

pues unicamente se obtuvieron los amplicones esperados de vDEP, vDEP y RVP.

Fig. 12. Electroforesis de la prueba de especificidad de la RT-PCR muiltiplex (1° parte). Gel de agarosa al
2.5%, tefiido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). 1: vDEP, 2: vGET,
3: RvP, 4: RT-PCR multiplex, 5: Cx(-) = control negativo, 6: Salmonella spp., 7. Bacillus spp.
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Fig. 13. Electroforesis de la prueba de especificidad de la RT-PCR multiplex (2° parte). Gel de agarosa al
2.5%, teflido con RedGel®. Marcador de peso molecular* (100bp DNA Ladder, Invitrogen). 8. Escherichia coli,
9. Pseudomonas spp, 10. Actinobacillus pleuropneumoniae, 11. Enterococcus faecalis, 12. Circovirus porcino
tipo 2, 13. Virus de Influenza porcina, 14. vPRRS.

6.4. Diagndstico por RT-PCR multiplex en muestras de campo
Se realiz6 la RT-PCR multiplex para las 100 muestras de campo; en el siguiente
cuadro se aprecian los casos positivos de DEP, GET y RVP, en donde se muestra
que Unicamente se detectaron 8 muestras positivas a VDEP y 3 a RvP, lo que

indica una frecuencia de casos positivos del 8 y 3%, respectivamente.
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Cuadro 9. Resultados de las muestras de campo

NUmero de Muestras positivas
Estado
muestras
Edo. México 10 0 0 3
Guanajuato 10 0 0 0
Jalisco 10 0 0 0
Michoacan 10 3 0 0
Oaxaca 10 0 0 0
Puebla 10 0 0 0
Querétaro 10 0 0 0
Sonora 10 0 0 0
Veracruz 10 5 0 0
Yucatan 10 0 0 0
TOTAL 100 8 0 3
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7. DISCUSION

Las enfermedades virales entéricas son un problema comun en cualquier tipo de
produccion porcina, siendo DEP la de mayor importancia en México, con una
frecuencia de casos positivos del 16% en el pais en el afio 2016 (Carranza A.l. y
col., 2006; Sanchez, J.A., 2017). El dltimo reporte emitido de forma oficial de GET
en México es de mayo de 2018. Sin embargo, desde 1998 el impacto de la
enfermedad ha disminuido pues en ese afio se notificaron las ultimas muertes
ocasionadas por este virus a la OIE (World Organisation for Animal Health, 2018;
World Organisation for Animal Health, 1998). Asimismo, la Ultima prevalencia
encontrada del RvP en México fue del 73.3% del afio 2009 a 2011 (Vlasova, A.N.,
et. al., 2017).

El diagnéstico de las tres enfermedades en México suele realizarse con Kits
comerciales que usualmente provienen de otros paises, por lo que no se
contemplan las cepas que circulan en México (Santiago, N. y Carreon, N.R., 2018;
Figueroa, M.M., 2016). En el presente trabajo se estandarizO6 una RT-PCR
multiplex con base en las diversas cepas que circulan en el continente americano
y que han sido reportadas en el GenBank, tomando en cuenta principalmente las

mexicanas.

El gen seleccionado como secuencia molde para la elaboraciéon de los
oligonucledtidos de vDEP y vGET fue el gen M, pues de acuerdo con la literatura,
es el gen mas conservado en ambos Coronavirus (Masters, P.S., 2006); asimismo,
se ha reportado que el gen N y el ORF1 también presentan regiones con un alto
porcentaje de similitud entre las distintas cepas de ambos virus, por lo que se han
empleado como secuencias molde para la estandarizacion de una PCR (Masters,
P.S., 2006; Holmes, K.V., 2007). Se realizaron alineamientos con 30 secuencias
del RvP para encontrar las regiones mas conservadas del genoma de éste;
considerando los resultados de los alineamientos, se selecciond el segmento 8,
que codifica para la proteina NSP2, sin embargo, se sabe que en el genoma de

este virus el segmento 4, que da origen a la proteina VP4, tiene regiones
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conservadas, y por tanto es empleado para pruebas diagnésticas (Estes, M.K. and
Cohen, J.,1989) de igual manera se sabe que el segmento 11, correspondiente a
la proteina NSP5, y el segmento 6, que codifica para la proteina VP6 son
altamente conservados (Afrikanova, I., et. al., 1996; Ward, R.L. and McNeal, M.M,
2010).

Se ha descrito que la PCR puede detectar al menos 1x1073 copias de material
geneético, esto sin tomar en cuenta las enzimas que se pueden emplear, las cuales
dan una mayor sensibilidad a la técnica pudiendo llegar a ser de hasta 0.5x10"3
copias de material genético (Roche Diagnostics, 2006). Existen distintos
protocolos de PCR, por ejemplo, Uribe, V. y col. (2015) detectaron un virus RNA a
partir de 5x10"3 copias de material genético. Por otro lado, Elnifro, E.M. y col.
(2000) elaboraron una RT-PCR multiplex, en la que se puede detectar un
producto a partir de 1x1073 copias. Asimismo, Zhu, Y., et. al. (2017), detectaron
los VDEP y VGET a partir de 7.6x10"2 y 8.5x1072 copias respectivamente;
mientras que en las RT-PCR simples estandarizadas en el presente trabajo se
pudo amplificar el material genético desde 2x10"5 (vDEP) y 0.2x10"3 copias
(VGET). La concentracién minima detectable de RvP fue de 2x1076 copias, sin
embargo, a pesar de que se han estandarizado distintos protocolos de PCR para
la deteccidn de este virus, no existen datos especificos del nUmero de copias que
la técnica puede amplificar (Amimo, J.O., et. al., 2013). Al realizar la RT-PCR
multiplex se determind que la concentracién minima detectable ideal para los tres
virus en cuestion era de 2x1076, 2x1077 y 2.97x10"9 copias para VDEP, VGET y
RvP respectivamente, lo cual es un valor muy alto en comparacion con otras
pruebas multiplex, pues se ha reportado que los virus se detectan a partir de
1.74x10"3 (vGET), 2.1x1072 (vDEP) y 1.26x10"3 (RvP) copias en una sola
reaccion (Zhao, J., et. al., 2013). Si bien la concentracion minima detectable en la
multiplex ya estandarizada por Zhao, J., et. al. en el afio 2013 es mucho mas baja,
ésta fue realizada en China, mientras que la prueba presentada en esta tesis se

enfoca en cepas americanas teniendo una utilidad practica mayor en México.
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Por otra parte, dentro del complejo digestivo porcino se ha descrito la presencia de
diferentes patdégenos en heces que también pueden contaminar las muestras
tomadas o encontrarse en el ambiente, entre los cuales destacan Salmonella spp.,
E. coli, Enterococcus faecalis y menos frecuentemente Klebsiella pneumoniae
(Wilcock, B.P., 1979; Schwartz, K.J., 1999; Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura, 2010; Fry-Bravo, M.P., 2004); asimismo en el
tracto gastrointestinal de los cerdos también se encuentra Bacillus spp. vy
Pseudomonas spp. que pueden fungir como patdgenos oportunistas siendo parte
del microbiota intestinal (Giraldo-Carmona, J. y col., 2015; Looft, T., et. al., 2014).
Se ha descrito también que el Circovirus Porcino tipo 2 y el virus de Influenza
Porcina son agentes que se excretan por heces (Shan, T., et. al., 2011; Easterday,
B.C. and Van Reeth, K., 2012; Lukert, P.D. and Allan, G.M., 2012). Por lo tanto,
considerando que estos agentes se encuentran en las muestras que se analizan
para el diagnostico de la DEP, la GET y la RVP, se incluyeron estos

microorganismos para determinar la especificidad de la RT-PCR multiplex.

En el presente estudio de las 100 muestras testeadas se pudo obtener la
amplificacion de 8 (vDEP), 0 (vGET) y 3 (RvP) productos. Se han realizado
distintos estudios para la determinacion de la frecuencia de casos positivos al
vDEP en México, en uno de ellos se menciona que en el afio 2016 fue del 16%
(Sanchez, J.A., 2017), sin embargo, de acuerdo con Lara Romero, R. y col.
(2017), quienes evaluaron muestras provenientes de los estados de Guanajuato,
Jalisco, Michoacan, Puebla, Sonora y Veracruz, este valor fue de 88.8% en el
mismo afo, lo cual discrepa bastante en comparacion con el porcentaje de casos

positivos en este trabajo, que fue de 8%.

En 1977 se llevd a cabo un estudio en Monterrey (Nuevo Ledn), México, en donde
la frecuencia de casos positivos a GET de los cerdos de esa region fue
aproximadamente del 60% (Ramirez, N.R., 1981). Actualmente no se conoce la
frecuencia de casos positivos de esta enfermedad en México, sin embargo, se
sabe que en Estados Unidos de Norteamérica la prevalencia del vGET fue de

menos del 0.1% en el afio 2018 (Chen, F., et. al., 2019), por lo que los resultados
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obtenidos a partir de las muestras en este trabajo coinciden con lo reportado

previamente.

En cuanto a la prevalencia de RvP, ésta puede variar del 3.3 al 67.3% a nivel
mundial sin considerar las variaciones climaticas o etapas productivas (Vlasova,
A.N., et. al., 2017), sin embargo, en 2015 se reportd una frecuencia de casos
positivos de 73.3% en México (Homwong, N., et. al., 2016), porcentaje que difiere

en gran medida con el resultado del presente trabajo, que fue del 3%.

Un factor importante por considerar en cuanto a las muestras de campo es que
éstas son de animales adultos, no obstante DEP, GET y RVP afectan
principalmente a lechones y cerdos recién destetados (Burciaga, B.L, 2013; OIE,
2004; Pifieros, R. y Mogollon, D., 2015; Paul, P.S. and Stevenson, G.W, 2012;
Pensaert, M.B., 2012; Saif, L.J. and Wesley, R.D., 2012). Asimismo, se desconoce
en qué momento se tomaron las muestras, por lo que se debe recalcar que éstas
deben recolectarse en el periodo de excrecidon del virus, pues la PCR detecta
particulas virales, las cuales estan presentes de 7 a 9 dias (vDEP), de 8 horas a 3
dias (VGET) y 7 dias (RvP) luego de la presentacion de los signos clinicos
(Pifieros, R. y Mogollén, D., 2015; Fu and Hampson, 1987).

Asimismo, se ha reportado la presencia de coinfecciones de VGET, vDEP y RvP
(Zhang, Q., et. al., 2013; Jung, K. and Saif, L.J., 2015); en el presente trabajo se
encontr6 un 0% de coinfecciones entre estos patégenos, no obstante, estos
resultados no son determinantes para descartar la presencia de coinfecciones en

los cerdos en México, pues el nimero de muestras no fue representativo.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se estandarizaron las RT—PCR punto final simples para
cada uno de los virus (vDEP, VGET y RvP), seleccionados por su importancia
en la salud intestinal de los cerdos.

Se logré la optimizacién y estandarizacion de la RT-PCR multiplex para los
tres virus en cuestion, la cual es altamente sensible y especifica, abarata
costos, es rapida y es capaz de detectar coinfecciones.

Por medio de la prueba multiplex se determiné la frecuencia de casos positivos
en 3 de los 10 estados de la Republica Mexicana empleando 100 muestras
obtenidas por medio de hisopos rectales.

Se determiné la presencia del VDEP en muestras fecales de cerdos
provenientes de los estados de Veracruz y Michoacan, mientras que RvP

Unicamente se encontr0 presente en muestras del Estado de Meéxico.
Asimismo, no se observé la presencia de VGET en ninguna muestra fecal
porcina de los estados evaluados.

La frecuencia de casos positivos fue de 8% para el vDEP, 0% para el VGET y
3% para el RvP.

Los resultados obtenidos en el presente estudio probablemente estan
relacionados con el numero de muestras procesadas, por lo tanto, se
considera necesario expandir la n para obtener mayor conocimiento del
estatus zoosanitario de estas enfermedades en la poblacion de cerdos en
México y llevar a cabo evaluaciones periddicas para verificar constantemente
su impacto en la eficiencia productiva y la participacion en el abastecimiento de

proteina de origen animal para la poblacion humana de nuestro pais.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1. Secuencias de referencia

Secuencias utilizadas para la elaboracion de los oligonucleétidos de

Rotavirus porcino tipo A

e Gen blanco: Segmento 8.

No. de acceso en
GenBank Cepa Pais de origen
KR052763 LS00005_OSuU Estados Unidos de 1975
Norteamérica
KR052763 LS00006_OSU Estados Unidos de 1975
Norteamérica
KJ482274 ROTAO1 Brasil 2013
KJ482280 ROTAOQ7 Brasil 2013
KJ482283 ROTA10 Brasil 2013
KJ482289 ROTA17 Brasil 2013
KP231502 ROTA22 Brasil 2013
KJ482294 ROTA31 Brasil 2013
KC113255 ND China 2009
KU739908 1-4 Taiwan 2015
KU739913 2-1 Taiwan 2015
KU739933 3-17 Taiwan 2015
KU739943 3-18 Taiwan 2015
KU739953 3-20 Taiwén 2015
KU739963 4-1 Taiwan 2015
AB924091 BU2 Japon 2014
AB924102 BU8 Japon 2014
AB924113 BU9 Japon 2014
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AB972863 P343 Tailandia 1991
AB779641 CMP48 Tailandia 2008
KU363136 CMP-015-12 Tailandia 2012
GU199195 RU172 India 2002
JF781165 NMTL China 2008
JF796697 PRG9235 Corea del Sur 2006
JF796708 PRG921 Corea del Sur 2006
JF796719 PRG942 Corea del Sur 2006
JF796730 PRG9121 Corea del Sur 2006
KJ126815 LLP48 China 2008
KY053215 ET8B san C.rist(’)bal Y 2015
Nieves
MF462317 LNCY China 2016

*ND = No determinado

Secuencias utilizadas para la elaboracion de los oligonucleétidos del virus

de Gastroenteritis Transmisible del Cerdo

e Gen blanco: Gen M.

No. de acceso

Pais de origen
en GenBank

KX900402 TGEV/Mex/145/2008 México 2008
KX499468 TGEV AHHF China 2015
DQ443743 SC-Y China 2016
DQ201447 TS China 2016
HQ462571 WH-1 China 2016
KX083668 Isolate HE-1 China 2015
FJ755618 H16 China 1973
KT696544 JS2012 China 2012
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KU729220 TH-98 China 1998

HM776941 Isolate AYU China 2009

KP202848 Isolate SHXB China 2013

KC962433 Isolate TGEV-HX China 2012
Estados Unidos

KX900411 TGEV/USA/SouthDakotal54/2014 | | y 2014
e Norteamérica
Estados Unidos

KX900410 TGEV/USA/Minnesotal53/2014 L 2014
de Norteamérica

Estados Unidos 014
KX900408 TGEV/USA/Wisconsin151/2014 de Norteamérica
Estados Unidos

K X900406 TGEV/USA/Ilinois149/2013 y 2013
de Norteamérica
Estados Unidos

K X900404 TGEV/USA/Oklahomal47/2012 y 2012
de Norteamérica
Estados Unidos

KX900401 TGEV/USA/Tennesseel144/2008 - 2008
de Norteamérica
Estados Unidos

KX900400 TGEV/USA/lowa143/2008 - 2008
de Norteamérica
Estados Unidos

KX900399 | TGEV/USA/NorthCarolina142/2007 - 2007
de Norteamérica
Estados Unidos

KX900394 TGEV/USA/HB/1988 - 1988
de Norteamérica

Estados Unidos 1986
KX900393 TGEV/USA/Z/1986 de Norteamérica
Estados Unidos

DQ811788 Attenuated Purdue P115 . 2006
de Norteamérica
_ Estados Unidos

DQ811789 Virulent Purdue . 1952
de Norteamérica

Miller M6 Estados Unidos 2006

iller

DQ811785 de Norteamérica
_ Estados Unidos

K X900409 TGEV/USA/Minnesotal52/2014 2014

de Norteamérica
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_ Estados Unidos
KX900407 TGEV/USA/Minnesotal50/2013 N 2013
de Norteamérica

Estados Unidos

KX900403 TGEV/USA/Illinois146/2008 L 2008
de Norteamérica

_ Estados Unidos
K X900398 TGEV/USA/Minnesotal41/2007 » 2007
de Norteamérica

) Estados Unidos
KX900397 TGEV/USA/NorthCarolinal40/2007 . 2007
de Norteamérica

Secuencias utilizadas para la elaboracion de los oligonucle6tidos del virus

de Diarrea Epidémica Porcina

e Gen blanco: Gen M.

No. de acceso
en GenBank Cepa Pais de origen
KJ645700 MEX/124/2014 México 2014
KR265766 MEX/Mexico329/2014 México 2014
MHO004412 ND México 2016
MHO004416 ND México 2017
MH006957 ND México 2013
MHO006963 ND México 2013
MHO013465 ND México 2017
MHO004419 ND México 2017
MHO006961 ND México 2014
LC063823 ND Japon 2014
KY929405 ND Taiwén 2015
KY929406 ND Taiwan 2016
KR873434 KNU-141112-P5 Corea del Sur 2014
KP728470 SQ2014 China 2014
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KP765609 FL2013 China 2013
KU847996 ZL29 China 2015
PEDV/USA/I 127/2015 Estados Unidos 2015
owa
KU982969 de Norteamérica
_ Estados Unidos
KU982972 PEDV/USA/Minnesotal29/2015 . 2015
de Norteamérica
_ , Estados Unidos
KU982975 PEDV/USA/Missouri130/2015 . 2015
de Norteamérica
Estados Unidos
KT591944 USA/2014/1L/20697_P7 B 2013
de Norteamérica
Estados Unidos
KT860508 USA/IL20697/2014 P5 B 2013
de Norteamérica
Estados Unidos
KR078299 PC21A o 2013
de Norteamérica
Estados Unidos
KR078300 PC177 B 2013
de Norteamérica
. Estados Unidos
KR265761 USA/Hawaii/2014 o 2014
de Norteamérica
KR265831 ND Canada 2014
KU569509 ND Colombia 2014
KR873435 KNU-141112-P10 Corea del Sur 2014
KR061458 Italy/7239/2009 Italia 2009
LM645058 ND Alemania 2014
KRO11756 ND Francia 2014

*ND = No determinado
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