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Resumen

Desde 2013, los brotes provocados por el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDv) han causado
pérdidas econdmicas para la produccién porcina. La presencia de variantes virales intrahuésped, la
compartimentacion y la coinfeccion con otros patdgenos podrian afectar la virulencia y la respuesta
inmune a la infeccion.

Los informes de coinfeccion del PEDv con otros virus destacan la importancia de las interacciones
virales en el desarrollo de la enfermedad. Usando secuenciacidon de siguiente generacion, se
analizaron las secuencias virales presentes muestras tomadas de lechones con diarrea aguda y se
exploraron las posibles interacciones entre PEDv y otros patdgenos menos reportados. La coinfeccién
de PEDv con Kobuvirus porcino se detectd en el 36,4% de las muestras. Se obtuvieron genomas
completos de Coronavirus y Kobuvirus Porcino, asi como un genoma parcial de Sapovirus Porcino.
Los resultados filogenéticos mostraron que la agrupacién de estas cepas corresponde a una relacion
geografica.

Para investigar la variacién intrahuésped de las secuencias del PEDv, se examind el gen codificante
de la proteina Spike (S), amplificado directamente de diferentes érganos pertenecientes a animales
positivos. Usando el protocolo descrito por DIEP et al 2017 que consiste en una rt-PCR, se analizaron
las secuencias presentes en diferentes tejidos de 5 cerdos positivos. Se encontré al menos una
secuencia con deleciones gendmicas coexistiendo con cepas con un gen S intacto en las muestras de
dos intestinos y una tonsila. Los tamafios de las deleciones variaron entre 612 nt y 185 nt y estaban
en diferentes posiciones en el gen S. Se detectaron mutaciones puntuales en rifiones y ganglios
linfaticos del mismo animal. Este es el primer reporte completo de genoma vy aislamiento de
Kobuvirus Porcino en México, asi como el primer analisis filogenético para Sapovirus Porcino en el
pais. La presencia de variantes de delecién en el gen S sugiere una alta incidencia de virus defectuosos

in vivo.
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Abstract

Since the end of 2013, outbreaks caused by the Porcine Epidemic Diarrhea virus (PEDv) have
caused economic losses for the swine industry. The presence of intrahost viral variants,
compartmentalization, and coinfection with other pathogens could affect virulence and the immune
response to infection.

Reports of PEDv coinfection with other viruses highlight the importance of viral interactions
in disease development. Using next-generation sequencing, viral sequences present in samples taken
from piglets with acute diarrhea were analyzed and possible interactions between PEDv and other
less reported pathogens were explored. Coinfection of PEDv with porcine Kobuvirus was detected in
36.4% of the samples. Complete genomes of Porcine Coronavirus and Kobuvirus were obtained, as
well as a partial genome of Porcine Sapovirus. The phylogenetic results showed that the grouping of
these strains corresponds to a geographical relationship.

To investigate the intrahost variation of PEDv sequences, the gene encoding the Spike (S)
protein, directly amplified from different organs belonging to positive animals, was examined. Using
the protocol described by DIEP et al 2017, which consists of an rt-PCR, the sequences present in
different tissues of 5 positive pigs were analyzed. At least one sequence with genomic deletions was
found coexisting with strains with an intact S gene in samples from two intestines and one tonsil.
Deletion sizes ranged from 612 nt to 185 nt and were at different positions in the S gene. Point
mutations were detected in kidneys and lymph nodes from the same animal.

This is the first complete report of the genome and isolation of Porcine Kobuvirus in Mexico,
as well as the first phylogenetic analysis for Porcine Sapovirus in the country. The presence of deletion

variants in the S gene suggests a high incidence of defective viruses in vivo.
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Introduccion

1.1 Antecedentes

La Diarrea Epidémica Porcina (PED) es un tipo de enteritis viral que tiene como
principal signo la diarrea, ademas de vomito, anorexia, deshidratacion y pérdida de peso. A
pesar de que el agente causal de la PED puede infectar a porcinos de cualquier edad, la
severidad del cuadro clinico depende en gran medida de la edad del animal, siendo los mas
afectados los cerdos neonatos en los cuales tiene una alta mortalidad; debido a esto, la
enfermedad tiene un fuerte impacto econdémico sobre las producciones afectadas (D. Song,

Moon, & Kang, 2015).

El virus fue reportado por primera vez en 1971 (Oldham, 1972) y aislado a partir de
un brote ocurrido en Bélgica en 1976 (Pensaert & de Bouck, 1978), desde entonces brotes
esporadicos han ocurrido en diferentes paises europeos. En Asia se ha convertido en una
enfermedad de gran impacto econdmico desde el primer brote ocurrido en China en 2010
(Jinghui & Yijing, 2005; Kusanagi et al., 1992; Kweon et al., 1993), el cual provocd cuadros
clinicos de mayor gravedad que los ocurridos en Europa. En Mayo de 2013 se reportd un
brote de PEDv por primera vez en el continente americano en el estado de lowa, Estados
Unidos, seguido por brotes en Canadad y México, donde Trujillo-Ortega et al., 2016
describieron por primera vez un brote en el Estado de México. Desde entonces la
enfermedad ha tomado importancia como un problema en la produccién porcina a nivel

mundial.

1.2 La familia Coronaviridae

La familia Coronaviridae incluye virus envueltos de genoma ARN lineal de cadena
sencilla y sentido positivo de hasta 32 kb de longitud y con una de simetria helicoidal (de

Groot et al., 2012).



La subfamilia Orthocoronavirinae esta dividida en cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus (de Groot et al., 2012). En porcinos,
han sido identificados seis miembros de esta subfamilia: Los virus de Diarrea Epidémica
Porcina (PEDv), Gastroenteritis Transmisible (GETv) y el Coronavirus Respiratorio Porcino
(PRCoV) que pertenecen al género Alphacoronavirus, al igual que el virus responsable del
Sindrome de Diarrea Aguda Porcina (SADS-CoV) este virus fue identificado recientemente en
animales en China con una signologia similar a la provocada por PEDv (Gong et al., 2017; Q.

Wang, Vlasova, Kenney, & Saif, 2019).

El virus GET infecta células epiteliales del intestino delgado y es clinicamente
indistinguible de PEDv, teniendo una prevalencia baja (0.1%) en Estados Unidos, tiene un alto
grado de similitud con PRCoV por lo que se cree que ambos virus comparten un origen en
comun, con la diferencia que PRCoV también infecta a células del tracto respiratorio

provocando enfermedad respiratoria (F. Chen, Knutson, Rossow, Saif, & Marthaler, 2019).

El virus de Encefalomielitis Hemoaglutinante Porcina pertenece al género
Betacoronavirus; infecta tejidos respiratorios y neuronales y provoca vomito y problemas
neuroldgicos en lechones, ha sido reportado en Norteamérica aunque se cree que la mayoria
de los casos son subclinicos (Mora-Diaz, Pifieyro, Houston, Zimmerman, & Giménez-Lirola,

2019).

El Deltacoronavirus Porcino (PDCoV) fue reportado en Hong Kong en 2012 y en
América en febrero de 2014, este virus tiene tropismo entérico causando diarrea moderada

con una mortalidad menor al 40% en lechones (Jung et al., 2015).

1.3 Diarrea Epidémica Porcina
1.3.1 Etiologia
El agente etioldgico de la diarrea epidémica porcina es un virus miembro de la familia

Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae del género Alphacoronavirus. La particula viral



consiste en una envoltura lipidica de aproximadamente 130 nm de didmetro que cubre una
capside helicoidal que protege el genoma (Figura 1). El genoma consiste de una cadena ARN
en sentido positivo de aproximadamente 28 kb de longitud y contiene siete marcos de
lectura abiertos (ORF) que codifican para poliproteinas virales no estructurales 1a vy 1b, y
proteinas estructurales (S, espicula; E, envoltura; M, membrana; N, nucleocdpside y ORF3)

(D. Song & Park, 2012):

ORFla/b El ORF 1 codifica para dos precursores poliproteicos ppla y pplab, los
cuales son procesados por proteasas similares a la papaina y serina para
dar lugar a proteinas no estructurales (Nspl-16), muchas de estas
interactian para formar el complejo replicasa-transcriptasa (RTC)
responsable de la replicacion del ARN viral y la transcripcion de los ARN
subgendmicos. Ademas de estas funciones en la replicacion, algunas Nsp
estan involucradas en antagonizar la respuesta inmune innata del huésped

(D. Song & Park, 2012).

S (Spike) La proteina S es la responsable de la unién del virus con el receptor celular
y de la fusidon con la membrana plasmatica de la célula hospedera, es una
glicoproteina de membrana tipo | que contiene epitopos de union a
anticuerpos neutralizantes (Shirato, Matsuyama, Ujike, & Taguchi, 2011;

D. Song & Park, 2012).

ORF3 El ORF3 codifica para una proteina accesoria que forma un canal idnico y
que se ha relacionado con estrés en reticulo endoplasmico y autofagia en
la célula hospedera. Mutaciones en este gen producidos por pasajes
seriales en cultivo celular se han relacionado con una reduccién de la

virulencia (Sietal., 2020; Zou et al., 2019) y su delecién completa resulta



en cuadros clinicos menos severos en cerdos infectados
experimentalmente y una formacion de placas reducida en cultivo celular

(Beall et al., 2016).

E La proteina E juega un papel importante durante la gemacién del virién.
(Envoltura) Interactula con las proteinas M y N e incrementa la produccion de IL-8 (Xu

et al, 2013).

M La proteina M es la proteina estructural mds abundante, esta relacionada
con el ensamblaje viral, e induce el arresto de la célula en la fase S del ciclo

celular inhibiendo la transcripcion de Ciclina A (XU et al., 2015).

N Es una fosfoproteina asociada al genoma viral y necesaria para la
encapsidacion del mismo formando la cdpside viral. Antagoniza la
produccion de IFN-B. Es altamente inmunogénica y conservada. Su

sobreexpresion produce arresto del ciclo celular (Ding et al., 2014).

Nucleocapside

Envoltura

Glicoproteina S —

Proteina de
Membrana (M)

Proteina de Envoltura (E)

Proteina de
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o
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Figura 1. Representacion grafica de la estructura de wuna particula viral de
Alphacoronavirus  (Bergmann &  Silverman, 2020). Disponible en: http://
https://www.ccjm.org/content/early/2020/05/12/ccjm.87a.20047

Dentro de las proteinas del virus de la PED, la proteina Spike es considerada como la
proteina viral de mayor antigenicidad, induce la produccién de anticuerpos neutralizantes y
es utilizada en el desarrollo de ensayos diagndsticos y en el desarrollo de nuevas vacunas, asi
como una de las mas utilizadas en estudios filogenéticos para este grupo de este virus (Bosch,
van der Zee, de Haan, & Rottier, 2003). La proteina Spike esta dividida en dos subunidades:
la subunidad N- terminal (S1) y la C-Terminal (S2). S1 se une al receptor celular mientras que
la subunidad S2 es responsable de la actividad fusogénica durante la entrada del virion a la
célula y contiene una region transmembranal (Shirato et al., 2011). Se han identificado
epitopos de union a anticuerpos neutralizantes (AcN) en la subunidad S1 en los aminoacidos
497-636 (dominio COE), 752-759 (SS2), 768-776 (SS6) y 1368-1374 (2C10) (Chang et al.,
2019; Sun et al., 2008).

Estudios moleculares del gen S sugieren que el virus puede ser clasificado en dos
grupos (G1y G2) y cuatro subgenotipos (S. J. Park et al., 2007). El subgrupo “a” del G1 (G1a)
incluye virus que circularon por Europa y Asia antes del afilo 2010. Por el contrario, los virus
detectados en los brotes mas graves de PEDv en Asia después al afio 2010 asi como en gran
numero de granjas en los EE. UU. pertenecen al G2 en los subgrupos 2ay 2b (G2a y G2b). El
subtipo G1b incluye aislados que presentan deleciones e inserciones (cepas INDEL) en el gen
gue codifica para la proteina S y se ha propuesto que derivarian de la recombinacién entre
aislados del genotipo 1a con aislados del genotipo 2b (Boniotti et al., 2016; Huang et al.,

2013).

Cambios a nivel de aminoacidos en los epitopos de la proteina S se han relacionado
con la aparicion de nuevos brotes (W. Liet al., 2012; S. J. Park et al., 2007). En EU dentro del
primer afio luego de la aparicion del brote, se detectd la presencia de una variante del virus

denominada S-INDEL la cual presentaba multiples deleciones e inserciones en el gen S
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(Vlasova et al., 2014), estas modificaciones en el genoma viral se relacionaban con un cuadro
clinico de menor severidad en lechones (L. Wang, Byrum, & Zhang, 2014). Se ha demostrado
gue una exposicion previa de cerdas a cepas S-INDEL, aumenta la sobrevivencia de los
lechones inoculados con una cepa virulenta de PEDv a un 100%, comparados con un 67% de
sobrevivencia en lechones nacidos de cerdas no inoculadas; lo que indica que la inmunidad
lactogénica generada en cerdas expuestas a cepas S-INDEL brinda proteccién contra las

cepas mas virulentas reduciendo la morbilidad a un 43% (Goede et al., 2015).

Ademas de las variaciones en el gen S entre virus circulantes, se han reportado
variantes genéticas que coexisten en el hospedero, Diep, et al 2017 reportd la presencia de
diferentes variantes en la misma muestra, encontrando variantes con deleciones en el gen S
(582 nty 648 nt) coexistiendo con variantes con el gen S completo (Diep, Norimine, Sueyoshi,
Lan, & Yamaguchi, 2017). En cerdos infectados experimentalmente se ha reportado la
presencia del virus en pulmén asociado a macrdéfagos alveolares, donde la secuencia del gen
S mostré variaciones en la porcion N terminal, o que sugiere que estas mutaciones pueden
afectar el tropismo viral de las cepas silvestres, permitiendo una infeccién en pulmén ademas
de una infeccidn intestinal. Aln no se tienen identificadas exactamente las mutaciones que

podrian permitir este cambio en el tropismo (J.-E. Park & Shin, 2014).

La heterogeneidad de la poblacion de virus PED dentro del hospedero puede tener
otrasimplicaciones ademas de permitir la infeccion a diferentes lineas celulares, la diversidad
poblacional ha sido relacionada a la eficacia viral. La generacion de mutantes en poblaciones
virales también permite una adaptacidn continua a la presién ejercida por el sistema inmune,
permitiendo la generacion de mutantes de escape. De esta forma, las interacciones entre
estas mutantes, ya sean de cooperacion o interferencia podrian determinar el

comportamiento biolégico del virus (X. Zhang et al., 2007).



1.3.2 Ciclo de replicacion

Al inicio del ciclo de replicacidn las particulas virales se adhieren a la superficie de las
células intestinales debido a la afinidad de la proteina S con el heparan sulfato celular. La
proteina S es la proteina de entrada que se une al receptor celular, la proteina
transmembranal aminopeptidasa N (pAPN) ha sido identificada como un posible receptor de
entrada para PEDv (B. X. Li, Ge, & Li, 2007), sin embargo estudios recientes han demostrado
gue la eliminacién de la expresién de pAPN en células susceptibles no tiene efecto en la
infeccion, lo que sugiere que el virus podria estar utilizando alguna otra molécula como
receptor (W. Li et al., 2017). La penetracion ocurre por endocitosis mediada por clatrina y la
fusion de la envoltura viral con la membrana del endosoma la cual estd mediada por cambios
conformacionales de la proteina S, para que estos cambios ocurran, la proteina S debe ser
activada proteoliticamente por una o mas proteasas del hospedero como las catepsina Ly B

lisosomal o la tripsina extracelular (C. Liu et al., 2016).

Después de la desencapsidacién, el genoma viral se libera en el citoplasma y se
traduce inmediatamente para producir replicasas PPla y PP1ab codificadas en el ORF1. Estas
poliproteinas se escinden proteoliticamente en 16 nsps que comprenden el complejo de
replicacion y transcripcién (RTC) que participa en la sintesis de ARN de cadena negativa

utilizando el ARN gendmico como molde (Lee, 2015).

Tanto las cadenas negativas de longitud completa como las de longitud subgendmica
se producen y luego se utilizan para sintetizar el ARN gendmico de longitud completa y ARN
mensajeros subgendmicos de diferente longitud. Cada ARN mensajero subgendmico se
traduce para producir solo la proteina codificada por el ORF en el extremo 5' del ARNm por

lo que la traduccidn se realiza de manera anidada (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de replicacién de PEDv, se observan los ARN subgendmicos y sus
proteinas codificadas. Obtenido de:

https://virologyj.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12985-015-0421-2/figures/2

Las proteinas de la envoltura S, Ey M se insertan en el reticulo endoplasmico (RE) y
se anclan en el aparato de Golgi. La proteina N interactla con el ARN gendmico recién
sintetizado para formar la nucleocdpside de simetria helicoidal. Los viriones se ensamblan
durante la gemacion de los complejos formados en el compartimento ER-Golgi (ERGIC) y
luego se liberan mediante exocitosis (Lee, 2015). La muerte celular es una consecuencia de

la infeccion viral, observandose antes la formacion de células gigantes multinucleadas como



efecto citopatico en el cultivo celular en presencia de tripsina; este efecto es provocado por

la expresién de la proteina S viral fusogénica en la superficie de la célula (Lee, 2015).

1.3.3 Epidemiologia

PED es considerada una enfermedad de distribucion mundial provocando brotes en
Asia de mayor severidad y frecuencia que los ocurridos en Europa. En 2007 y 2008 se
presentd un brote en Tailandia que resulté en la pérdida del 100% de lechones neonatos en
la mayoria de las granjas afectadas (D. Song & Park, 2012); en 2010-2012 brotes severos de
PED ocurrieron en China incluso en animales vacunados con la cepa CV777, con mortalidades
de moderadas a altas en lechones, lo cual sugiere una baja efectividad de la vacuna debido
a las diferencias genéticas y antigénicas entre las variantes responsables de estos brotes y la

cepa vacunal (W. Lietal., 2012; J. Wang et al., 2013).

Desde el afio 2013 se reportaron brotes sospechosos a PEDv en Estados Unidos,
México, Canada y Brasil. En Estados Unidos, el impacto sobre la produccion porcina asociado
a la entrada y difusién del PEDv tuvo un costo econdmico aproximado de 900-1.800 millones
de ddlares durante el primer afio (Paarlberg, 2014). Las variantes americanas identificadas
estaban estrechamente relacionadas con las variantes Chinas (China/2012/AH2012) y fueron

clasificadas dentro de los genotipos G2b y G1b (Figura 3) (Huang et al., 2013).



Figura 3. Reconstruccion de las vias de diseminacion de PEDv entre paises, se indican
los genotipos detectados en cada pais (Lee, 2015). Disponible en:
https://virologyj.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12985-015-0421-2

En México, se comenzaron a reportar brotes desde febrero de 2013 y para el mes de
agosto de 2014 muchas regiones porcicolas importantes se habian visto afectadas por la
enfermedad, en mayo de 2015 SAGARPA notificd la presencia de la enfermedad en México
ante la OIE. Amador, 2014 calculé pérdidas econdmicas de hasta 17% en 4 granjas mexicanas
afectadas durante 2014 (Amador, 2015). Actualmente, los estados donde se reportan mayor
numero de casos positivos son Puebla, Jalisco, Veracruz y Aguascalientes. En el afio 2016 fue
reportada una prevalencia de 16% de un total de 2099 muestras (Sanchez & Carrera, 2017).
Los genotipos identificados en el territorio nacional se asociaron al genotipo 2b y asi como a

cepas INDEL (Figura 4) (Lara-Romero et al., 2018; Reveles-Félix et al., 2020).
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Figura 4. Arbol filogenético construido partir del gen S de PEDv, se dividen las cepas
emergentes. La secuencia obtenida en México 2014 se encuentra en el grupo 2b no-INDEL.
Construida por HU et al 2021 (Vu et al, 2021). Disponible en:
https://www.mdpi.com/2076-0817/10/11/1479/htm
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1.3.4 Transmisidon y patogenia

La ruta fecal-oral es la principal via de transmisidn, aunque el virus también puede
transmitirse por aerosoles con via de entrada nasal (Y. Li et al., 2018). Vémito y heces son
fuentes de contaminacion de fémites como camiones de transporte y alimento (Alonso et
al., 2014; Dee et al., 2014; Lowe et al., 2014). Algunos estudios han demostrado la presencia
de ARN viral en muestras de leche de cerdas afectadas, sugiriendo una potencial ruta de

transmision vertical de PEDv (Jung & Saif, 2015; W. Li et al., 2012; Z.-L. Li et al., 2012).

Los enterocitos intestinales son el sitio primario de replicacién del virus. Durante el
periodo de incubacidén, cerdos infectados presentan enterocitos necrosados o en proceso de
necrosis y vellosidades normales, luego de 1-3 dias después de la presentacion de diarrea los
cerdos comienzan a presentar acortamiento de las vellosidades intestinales. El virus es
citolitico y los enterocitos infectados mueren como resultado de la replicacion viral,
ocasionando atrofia de las vellosidades en el intestino delgado. La diarrea inducida por PEDv

es una consecuencia de mala absorciéon debida a la pérdida de enterocitos (Jung et al., 2014).

Existen diferencias en la virulencia de las diferentes cepas del PEDv. Las cepas S-INDEL
se asocian a una infeccion de menor virulencia, con un periodo de incubacién mas largo, un
periodo de diarrea mas corto, dafio del intestino mas focalizado y menor mortalidad (18 %
frente al 55 % de los cerdos infectados) en comparacion con lechones desafiados con cepas
NO-INDEL americanas. Sin embargo, es importante sefialar que tanto las cepas S-INDEL como
la cepa europea cepa CV777 (Clasica), son también capaces de provocar cuadros diarreicos
graves, con mortalidades que pueden llegar al 75 % de los lechones lactantes en las dos
primeras semanas de vida. La excrecion viral ocurre principalmente durante las primeras dos
semanas, con un pico de excrecion en los dias 5-6 (Arguello, de Nova, Rubio, & Carvajal,

2016).
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1.3.5 Controly profilaxis
Los lechones estan protegidos hasta el dia 13 de edad por los anticuerpos obtenidos
del calostro de madres inmunizadas (de Arriba, Carvajal, Pozo, & Rubio, 2002), esta duracién

depende del titulo de anticuerpos IgA de la madre (Bae et al., 2003).

En Asia, donde la infeccién por el PEDv resulta en grandes pérdidas econémicas la
vacunacion ha sido usada desde hace varios afios, mediante el uso de vacunas atenuadas o
inactivadas elaboradas con cepas de referencia. En América se desarrolld una vacuna de
subunidades (Harrisvaccines, lowa, USA) asi como una vacuna inactivada (Zoetis, Florham
Park, NJ, USA) con permiso temporal desde 2014, esta vacuna de aplicacion intramuscular
logré inducir un alto titulo de IgG en sangre en cerdas seronegativas, sin embargo, no se
detectaron niveles altos de IgA en el calostro de estos animales (Langel, Paim, Lager, Vlasova,

& Saif, 2016).

Aungue estas vacunas comerciales se consideran eficaces debido a que inducen la
generacion de anticuerpos circulantes y reducen la mortalidad en animales destetados y
adultos, no todos los animales vacunados desarrollan una inmunidad lactogénica eficiente
gue protegeria a los cerdos lactantes. Existen varios factores que podrian explicar la pobre
inmunogenicidad lactogénica de las vacunas comerciales, principalmente el tipo de vacuna
y la via de inmunizacion. En un estudio realizado por Song y colaboradores en 2007 se
demostré que la inoculacién oral de cerdas seronegativas con PEDv atenuado elevo los
niveles de IgA en el calostro y redujo la mortalidad de los lechones lactantes (13%) en

comparacién con la via intramuscular (60%) (D. S. Song et al., 2007).

La recurrencia de PEDv en producciones inoculadas sugiere que el virus es tiene la
capacidad de evadir las estrategias de inmunizacién disponibles actualmente. La aparicion
continua de nuevas cepas resalta la necesidad de nuevas vacunas basadas en el PEDv

circulante actual.

13



Como una medida alternativa a el uso de vacunas comerciales, en algunas
producciones se ha llevado a cabo la practica conocida como “Feedback”, la cual consiste en
una inoculacion directa con el virus de campo circulante obtenido de una muestra bioldgica
sin ninguna atenuacion previa. Debido a la falta de control y procesamiento de dicha
muestra, esta practica conlleva riesgos tales como el provocar una infeccion grave por PEDv
0 algun otro agente presente en la muestra, aumentar la virulencia del virus y diseminar la
infeccidn en la produccién. A pesar de estos riesgos, este procedimiento es usado en lugares
sin acceso a vacunas comerciales debido a la respuesta inmunitaria que generan; se han
reportado diversos protocolos para el uso de feedback, Clement y colaboradores 2016
encontraron que la inoculacién oral de un homogenado intestinal a las hembras de dos
unidades productivas resulté en titulos neutralizantes de 1:160 a 1:640 en suero, y de 1:160
a 1:1280 en muestras de leche, asi como anticuerpos detectables en el 90% de los lechones

(Clement et al., 2016).

1.4 Enfermedades emergentes en cerdos

En las ultimas décadas los reportes de nuevos agentes virales presentes en cerdos
han ido en aumento, en gran parte, esto ha sido gracias las plataformas de secuenciacion de
siguiente generacion (NGS) las cuales pueden ser aplicadas para identificar multiples
secuencias genomicas presentes en una muestra bioldgica, sin embargo, una de las
limitaciones de esta tecnologia es la incertidumbre respecto a si los microorganismos
detectados contribuyen directamente al cuadro clinico que presente el animal.

Uno de los aspectos que se ha observado gracias a las NGS ha sido la presencia de
dos o0 mas patégenos en animales que presentan un cuadro clinico, lo cual ha levantado
preguntas sobre la interaccion y posibles efectos que estas coinfecciones pueden tener sobre
el animal. La capacidad de las NGS de detectar secuencias de manera no especifica también
permite encontrar agentes virales no esperados en la muestra analizada, lo cual puede

aprovecharse en un marco de diagndstico, aunque la factibilidad de esta aplicacion debe
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analizarse dependiendo de cada caso debido al costo y tiempo de andlisis (Guo, Ruan, Qiao,

Deng, & Zhang, 2020; Jung, Kang, Lee, & Song, 2008; F. Zhang et al., 2019).

Existen varios ejemplos de casos donde se reporta la presencia simultdnea de
patdgenos virales que han causado importantes brotes en unidades de produccién porcinas;
la confeccion con PEDv ha sido reportada para Astrovirus (PAstV), Circovirus (PCV), Aichivirus
C (PKV-1), Sapovirus (PSaV), Sapelovirus porcino (PSV), Deltacoronavirus (PDCoV) y Rotavirus
A (GARV) (Guo et al., 2020; Jung et al., 2008; F. Zhang et al., 2019), incluyendo infecciones
mixtas con mas de dos agentes (Q. Chen et al., 2018); estos reportes se enlistan en el cuadro
1. Para determinar el impacto de dichas coinfecciones sobre la severidad del cuadro clinico,
Jung et al 2008 (Jung et al., 2008) compard lechones inoculados Unicamente con el PEDv o
GARV (Rotavirus A) asi como la combinacion de ambos virus, sin poder encontrar alguna
interaccion de ambos virus en el intestino delgado de los cerdos, tampoco se encontrd una
diferencia significativa en el tamafio de las vellosidades intestinales entre el grupo inoculado
con el PEDvy el inoculado con PEDv/ GARV; por otro lado la coinfeccién de PEDv con PDCoV
en lechones resulté en un incremento de la severidad de la enfermedad demostrada por una
eliminacién fecal viral mas prolongada y una disminucién de las vellosidades intestinales
comparado con los cerdos inoculados con PEDv o PDCoV solos, asi como aumentos
significativos de IFN-a e IL12 en los grupos inoculados con PEDv/PDCoV en comparacion con

los grupos inoculados individualmente (Saeng-chuto et al., 2021).

Cuadro 1: Agentes virales reportados en coinfeccion con PEDv.

Agente viral coexistente con Prevalencia Ref.
el PEDv
Kobuvirus Porcino 15-81.5% (Sisay, Wang, Oka, & Saif, 2013)(Su et al.,
2020)

Deltacoronavirus Porcino 51- 55.9% (Dong et al., 2015)(Feng, Xu, & Zhu, 2020)
Rotavirus A 20.3-22-7% (Su et al., 2020)(Cai et al., 2016)
Gastroenteritis Transmisible 5.78% (Su et al., 2020)
Sapovirus Porcino 8.4% (C. Wang, Lan, & Yang, 2016)
Astrovirus Porcino 40.9 % (Cai et al., 2016)
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Capitulo 1

Deteccidn y caracterizacion molecular de la coinfeccidén por el virus de la

diarrea epidémica porcina y el Aichivirus C porcino en México.
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2.1 ANTECEDENTES

En los ultimos afios una diversa variedad de patdgenos virales se han identificado
como agentes causales en cuadros de diarrea en cerdos. Entre estos agentes, han adquirido
una importancia particular los miembros de la familia Coronaviridae: el virus de la Diarrea
Epidémica Porcina (PEDv), el virus de la Gastroenteritis Transmisible (GETv), vy el
Deltacoronavirus Porcino (PDCoV). Existen otros ejemplos de virus asociados a casos de
diarrea, como son el Aichivirus C (PKV-1), Sapovirus (PSaV) y Sapelovirus porcino (PSV), para
los cuales hay reportes de infecciones mixtas con coronavirus porcinos; sin embargo, el papel
gue podrian tener en la aparicion y severidad de diarreas alin necesita mas estudios (Guo et

al., 2020; Jung et al., 2008; F. Zhang et al., 2019).

2.2 JUSTIFICACION

En México, el surgimiento de rebrotes en relacionados con la infeccién del PEDv en
poblaciones porcinas inmunizadas sugiere una variabilidad genética entre los virus que
afectan a las producciones porcicolas en el pais y los virus vacunales, pero también podrian
seflalar a interacciones entre otros agentes que podrian afectar la respuesta a la

inmunizacién y agudizar la patogenia de la infeccion por el PEDv.

2.3 HIPOTESIS

La poblacién de virus ARN presente en cerdos naturalmente infectados con el PEDv

incluirad a otros virus patdgenos asociados a cuadros diarreicos en porcinos.

2.4 OBJETIVO GENERAL

Identificar la poblacién de virus de ARN proveniente de diferentes érganos de

cerdos positivos a PED por medio de analisis moleculares, gendmicos y metagendmicos.
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2.5 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Investigar la poblacién de virus de ARN presentes de tejidos de cerdos
naturalmente infectados por medio de analisis de secuenciacidon masiva.

2. Ensamblar los genomas de los virus identificados y analizar variantes virales
por medio de herramientas bioinformaticas.

3. Realizar analisis filogenéticos de estos genomas con cepas de referencia con
el software PhyML

4, Confirmar la presencia de coinfecciones en cerdos positivos a PEDv por

medio de RT-PCR vy aislamiento viral.

2.6 MATERIAL Y METODOS

2.6.1 Coleccion de muestras

Se recolectaron muestras de 10 granjas diferentes en cuatro estados diferentes de
México. En el momento del muestreo, todos los animales analizados presentaban signos
clinicos compatibles con enfermedad gastrointestinal. Las granjas comerciales analizadas se
ubicaron en el estado de Nuevo Ledn, Guanajuato y Estado de México, mientras que las
muestras recolectadas en el estado de Chiapas pertenecian a rebafios de cerdos de traspatio.
Se recogieron 68 hisopos rectales de cerdos adultos y seis muestras de tejido intestinal de
lechones de camadas que presentaban signos clinicos digestivos, las muestras se dividieron
en alicuotas y se almacenaron en tubos de plastico estériles con medio de Eagle modificado

por Dulbecco (DMEM) a -80 °C.
2.6.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de las muestras de tejido se realizé con el kit RNeasy Mini (n.2

de catdlogo 74.904 Qiagen, Valencia, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Aproximadamente 30 mg de muestras de tejido se rompieron en morteros
congelados y Buffer RLT dentro de una cabina de flujo laminar. La cuantificacién del ARN
extraido se realizé con un kit de ensayo Qubit RNA HS (n.2 de catdlogo: Q32852 Invitrogen™,
Hercules, CA, USA). Después de la extraccidn, cuantificacion y evaluacién de la calidad de las
muestras, las extracciones se dividieron para su uso en pruebas moleculares y de

secuenciacion.

2.6.3  Anadlisis molecular por RT-PCR

Para la deteccidon molecular de los virus analizados, el cDNA se sintetizé usando el kit
VILO Superscript (Invitrogen, Hercules, CA, USA) y la deteccion se realizé usando Platinum™
Taq DNA Polymerase High Fidelity (Cat no: 11,304,011 Invitrogen™, Hercules, CA, USA). Para
la deteccién del genoma de PEDv se usé el protocolo de RT- PCR en tiempo real reportado
por la Universidad de Minnesota Veterinary Diagnostic Lab (Miller, Crawford, Lager, Kellner,
& Brockmeier, 2016) en el termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher,

USA) usando los iniciadores descritos en el cuadro 2.

Cuadro 2: Iniciadores y sonda usados en el protocolo de RT-PCR para deteccién del
PEDv.

N gene gRT-PCR

PED_N_Forward-941 GAATTC CCA AGG GCG AAA AT
PED_N_probe-963, FAM-BHQ CGT AGCAGCTTG CTT CGG ACCCA
PED_N_Reverve-1028 TTTTCG ACA AATTCC GCATCT

Ademas de la deteccién molecular de PEDv, también se buscé la presencia de PKV
usando el protocolo descrito por Liu et al. (X. Liu, Oka, & Wang, 2015) con los primers PK-F10
5'-GGTGGACTCATTGAGTAC-3' y PK-R10 5'-CCTCCCTGGGTGCA GCTTC-3. Las muestras fueron

analizadas para la presencia de Deltacoronavirus usando el protocolo de Hu et al. Con
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iniciadores 5'-CGCGTAATCGTGTGATCTATGT- 3' y 5'-CCGGCCTTTGAAGTGGTTAT-3' (Hu et al.,
2015).

2.6.4 Secuenciacion

La secuenciacién de ARN de las muestras positivas se realizé en el centro de
secuenciacién de Ultima generacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se midieron
las concentraciones de ARN (espectrofotémetro de micro volumen Genova Nano 737,501,
Jenway, Staffordshire, Reino Unido) y se construyeron bibliotecas de secuenciacion con el kit
de preparacion de muestras de ARNm trenzado TruSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) con
5 ulL de ARN. Luego, las muestras se secuenciaron en profundidad en el sistema Illumina
NextSeg500, generando lecturas de extremos emparejados de 75 bases. Después de las
evaluaciones de calidad realizadas por FASTQC (Babraham Bioinformatics, Reino Unido) y la
eliminacién del adaptador con Cutadapt v1.11, las lecturas se filtraron primero con el
software Bowtie2 Alignment contra el genoma de referencia de Sus scrofa

(GCF_000003025.6) para eliminar las secuencias provenientes del hospedero.

Los datos restantes se ensamblaron con SPAdes v3.12.0 (Centro de Biotecnologia
Algoritmica, San Petersburgo, Rusia) y el software SSPACE v3.0 (BaseClear B.V., Paises Bajos).
Las series de secuencias o lecturas que se superponen fueron ensambladas para formar los
llamados “contigs", generando secuencias largas las cuales se sometieron a una clasificacion
taxondmica utilizando la canalizacion de clasificacion metagendmica de Kraken (Wood, Lu,
& Langmead, 2019). Para identificar los contigs correspondientes a genomas virales se usé
la herramienta de busqueda de alineacion local basica (BLASTn) contra una base de datos de
genomas virales obtenida del sitio web del NCBI (disponible en: https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov)
(consultado el 20 de febrero de 2020). Finalmente, las lecturas originales se mapearon a los
contigs virales utilizando el software BBMap Alignment para verificar la cobertura. La

prediccion de eventos de recombinacidon homologa se realizé utilizando RDP4 (Programa de
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Deteccion de Recombinacidn). Los andlisis se ejecutaron en las instalaciones del Centro de

Ciencias Gendmicas de la UNAM.

2.6.5 Andlisis y caracterizacion de secuencias obtenidas por plataforma
[llumina

Para los analisis filogenéticos las secuencias completas representativas de las familias
virales fueron seleccionadas por CD-HIT-EST; en caso de estar disponibles, también se
incluyeron secuencias reportadas en México. Las secuencias representativas y los genomas
obtenidos se alinearon usando MAFFT v7.45 (Universidad de Osaka, Japdn). Luego, los arboles
filogenéticos obtenidos de los genomas completos fueron construidos usando el algoritmo de
Maxima Similitud con SH-like para el soporte estadistico de las ramas con el software PhyML
v3.3.21090321 (Université de Montpellier, Francia) (Guindon, Lethiec, Duroux, & Gascuel,
2005) y el programa iTOL v6.1.1 (University of Wirzburg, Alemania) (Letunic & Bork, 2007),
utilizando el modelo General Time Reversible seleccionado por el JModelTest v2.1.10

(University of Vigo, Espafia) (Darriba, Taboada, Doallo, & Posada, 2012).

2.6.6 Aislamiento viral

Para confirmar la presencia de los virus identificados por secuenciacion, dos muestras
intestinales que dieron positivo para los PKV y PEDv se propagaron por separado para el
aislamiento del virus. Las muestras intestinales se prepararon como homogeneizados al 10 %
en DMEM y se pasaron a través de filtros de 0,45 um (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.). Los
sobrenadantes resultantes se inocularon en células VERO (rifidn de mono verde africano)
cultivadas a 37 °C con 5 % de CO2 en Dulbecco's Modified Eagle's Media (DMEM; GIBCO,
Gaithersburg, MD, EE. UU.). Para la valoracion del efecto citopatico (CPE) los cultivos
infectados se observaron diariamente y se analizd la replicacién viral mediante RT-PCR

después de cada pase.
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2.7 RESULTADOS
2.7.1 Analisis molecular por RT-PCR

Se detectd coinfeccion del PKV con PEDv en el 80% (8/10) de las producciones
analizadas. Estas se ubicaban en los estados de Nuevo Ledn, Chiapas y Estado de México.
Todas las fincas presentaron manifestaciones clinicas al momento de la toma de muestras.
De las muestras utilizadas en este estudio, el 51,4% (38/74) fueron positivas para PKV vy el
67,6% (50/74) fueron positivas para PEDv. En general, se detecté coinfeccién entre los PKV
y PEDv en el 36,4 % (27/74) de las muestras. La presencia del genoma del Deltacoronavirus

solo se detectd en una finca ubicada en Guanajuato sin coinfeccion por PEDv o PKV (Figura

5).

Nuevo Ledn
m PECV +
B PRV =

m PEDV/PKY
DCoV
Guanajuato
t
Esme México
26%
Figura 5. Resultados del analisis molecular por RT-PCR para deteccién de muestras

positivas a PEDv, PKV, PDCoV vy la coinfeccion por PEDv/PKV. Porcentaje por estado.
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2.7.2 Analisis metagendmico

Se seleccionaron muestras de PEDv positivas pertenecientes a dos lechones con signos
clinicos agudos para la secuenciacién de proxima generacion. Después de la eliminacion de
lecturas de baja calidad, se obtuvo un promedio de 7,029,014 lecturas por muestra. Estas
lecturas se ensamblaron y los contigs se anotaron taxondmicamente usando Kraken y BLASTn.
Los resultados de Kraken mostraron la identificacién de patdgenos porcinos conocidos
clasificados en las familias Coronaviridae, Picornaviridae y Caliciviridae. También se detectaron
otros agentes virales de las familias Tospoviridae, Bromoviridae y Marseilleviridae. Los contigs

ensamblados de los virus porcinos y su longitud se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3:

Numero de lecturas mapeadas y contigs ensambladas para muestras de tejido de
cerdos diarreicos. Familias virales porcinas identificadas en las muestras analizadas

No. de
Lecturas Lecturas

Muestra Contigs | Familias virales lecturas |Longitud | Cobertura

iniciales filtradas
mapeadas

205H 17,720,334 |8,606,544 | 360 Coronaviridae 309,090 28,029 827.06
Picornaviridae 186,517 8,116 1723.60

Caliciviridae 402 2,977 10.13
103H 9,526,342 |5,451,484 | 333 Coronavirus 119,986 28,034 321.00
Picornaviridae 336 580 43.45

A nivel de especie, la muestra 205H, proveniente del Estado de México, mostrd
coinfeccion por los PEDv, PKV y PSaV; mientras que la muestra 103H, proveniente del mismo
estado solo mostrd evidencia de coinfeccion entre los PEDv y PKV, pero no presencia de
PSaV. Para la muestra 205H, se ensamblaron dos genomas completos de PEDv (28.029 y
28.034 nt) ademads de una secuencia de longitud completa correspondiente al Kobuvirus
Aichivirus C porcino (8.116 nt); para la muestra 103H, se ensamblé un Aichivirus C porcino
parcial (580 nt) y una secuencia parcial de Sapovirus porcino de 2.977 nt (Cuadro 4). Los
analisis de BLASTn utilizando una base de datos del genoma viral de NCBI mostraron una alta
cobertura e identidad entre los genomas de PEDv y una cepa de EE. UU. (nUmero de acceso:

KF272920.1).
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Cuadro 4: Identidades porcentuales de secuencias ensambladas con referencias.
Sample | Assembled Genome | Length | Subject Best Hit (BLASTN) Perc. Identity
ID (AC Number) (nt) Cover (AC Number) (AC Number)
205H EdoMex/205/2018 28,029 | 99.97% Porcine epidemic diarrhea virus 99.66%
(MT490316.1) strain USA/Colorado/2013 (95.89%)
(KF272920.1)
EdoMex/2018/205 8116 99.50% Porcine kobuvirus isolate 90.66%
(MT211964.1) OH/RV11/2011 (MF506730.1) (97.84%)
EdoMex/2018/205 2977 40.30% Sapovirus Glll isolate p2 91.13%
(MT726205.1) (KX688107.1) (96.64%)
103H EdoMex/103/2018 28,034 | 99.99% Porcine epidemic diarrhea virus 99.66%
(MT490315.1) strain USA/Colorado/2013 (95.89%)
(KF272920.1)
NA 580 10% Porcine kobuvirus strain KobuV/Pig- 95.86%
Wt/ESP/P2B/2017 (MK962329.1) (100%)

2.7.3 Analisis del genoma de Coronavirus Porcino

Para ambas muestras se ensamblaron genomas de Coronavirus de longitud completa,

estas secuencias presentaron una identidad de 99,6% con respecto a las secuencias

mexicanas locales. El analisis filogenético del genoma completo mostré que los genomas

ensamblados se encuentran en un grupo con otras cepas mexicanas no INDEL previamente

reportadas (Figura 6). El ORF3 de los dos genomas consistié en 224 aa, con una alta identidad

de nucledtidos (99.8%) a las cepas locales y, como se esperaba de los resultados de filogenia,

no tuvo la delecién presente en las cepas atenuadas. Sin embargo, en el gen ORF3 las dos

secuencias mostraron mutaciones a nivel de aminodcidos: V. - A en la posicién de

aminoacido 21,V = |l en el sitio 54, F = V en el aminodacido 80 y A = T en el aminoacido 100

de la proteina codificada en dicho gen.
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El analisis del gen S de ambas muestras mostré una similitud a nivel de nucledtidos
de 99,47-99,66 % y 99,42—99,78 % a nivel de aminodacidos con cepas locales (MH004420.1,
KJ645708.1) y una identidad del 99,66 % nt y 96,64 % aa a la cepa de referencia CV777
(NC_003436.1), con la mayoria de los cambios de aminodcidos ubicados en el dominio S1.
Ademas, se ubicaron las siguientes mutaciones entre regiones que contienen epitopos
neutralizantes: L > Fenaa 492, G > Senaa 594, A - E en aa 605, de la region COE yen la
regién del epitopo SD1 636—789: Y - Senaa 766, N> D enaa 707, N - Senaa 719, N -
Senaa724,ycambioY - S enaa 766 de la proteina S del genoma de referencia CV777. Las
genomas virales obtenidos se cargaron en la base de datos GenBank: MT490315 (103H),

MT490316 (205H).
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Figura 6. Arbol filogenético utilizando secuencias completas del genoma de PEDv. El
arbol se infirid usando el método de maxima verosimilitud y el modelo GTR con distribucién
Gamma y soporte de rama similar a SH usando el software Phyml v3.3.21. Las secuencias
obtenidas en este estudio estan marcadas en color azul.
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2.7.4 Analisis del genoma de Kobuvirus y Sapovirus Porcino

Se identificaron coinfecciones PEDv y Aichivirus C en las dos muestras analizadas. Se
obtuvo una secuencia completa del genoma de Kobuvirus porcino (GenBank Accession no.
MT211964) en la muestra 205H y también se generd un contig de 10% de longitud del
genoma para la muestra 103H (Cuadro 4). El analisis filogenético basado en el gen que
expresa la poliproteina completa reveld que la cepa detectada en este estudio formd un
grupo con el aislado OH/RV11/2011 de EE. UU. Y Chgz/2015 (Figura 3). Los analisis de
secuencia del gen que codifica la poliproteina revelaron un rango de identidad de
nucledtidos entre 89.70-90.66% vy una identidad de aminoacidos entre 96.91-97.84% para
cepas de referencia de EE. UU. Y China (GenBank: MF506730.1, KC424640.1),
respectivamente. El duplex con motivo de 90 nt previamente reportado presente en cepas
de Hungria, Espafia y China y la insercion presente en la posicién 135-137 nt de

US/OH/RV50/2011 no estaban presentes en las secuencias ensambladas.
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Figura 7. Arbol filogenético utilizando cds completos de PKV. El rbol se infirié usando
el método de maxima verosimilitud y el modelo GTR con distribucién gamma y soporte de
rama similar a sh usando el software Phyml v3.3.21. La secuencia obtenida en este
estudio estd marcada en color rojo.

A partir de una de las muestras se ensambld una secuencia de 2.977 nt
correspondiente al PSaV ORF 1 parcial y la totalidad de ORF 2, mostrando una alta similitud
de nucledtidos (91.13%) a la secuencia de Sapovirus Glll disponible (KX688107.1). Para el
VP2, la similitud fue del 93,36% a nivel de nucledtidos y del 97,08% a nivel de aminoacidos
con respecto a la secuencia de EE. UU. 2015 (MK965901.1). El gen que codifica la capside

presentd una homologia del 97% a nivel de aminodcidos con la cepa GIIl 2019 USA
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(MK965900.1). El andlisis filogenético basado en la region del gen de la capside de PSaV

mostré una agrupacién con muestras de EE. UU. y China (Figura 8).
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91.%%

1
64(2%
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Figura 8. Arbol filogenético para la regién que codifica la capside del sapovirus porcino.
El arbol se infirid usando el método de maxima verosimilitud y el modelo GTR con
distribucion gamma y soporte de rama similar a sh usando el software phyml v3.3.21. La

secuencia obtenida en este estudio estd marcada en color.
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2.7.5 Aislamiento viral

Después de la infeccion en células VERO con indculo positivo a PKV, se observé un
efecto citopatico 3 a 4 dias después de la infeccion (p.i.) consistiendo principalmente en
muerte y pérdida de la morfologia celular. Después de cada recoleccion viral, el ARN de PKV
se detectd consistentemente en dos aislamientos después de 9 pases. No se detectd ARN de
coronavirus porcino en las células o sobrenadantes en pases en cultivo celular mediante la
prueba de RT-PCR, y no se observo fusién celular ni sincitios caracteristicos de la replicacién

de coronavirus porcino en los cultivos (Figura 9).

Figura 9. Efecto citopatico observado en cultivo celular después de la infeccion con el
PKV 5 dias post-infeccién. A) células VERO sin infectar b) células VERO infectadas con el
PKV en el pase 9.
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2.8 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Desde la introduccion del PEDv en México en 2013, este ha convertido en uno de los
principales agentes causantes de manifestaciones diarreicas en las producciones porcinas
(Trujillo-Ortega et al., 2016). En el presente estudio fue posible identificar la coinfeccion de
Coronavirus Porcino con PKV y PSaV en animales con diarrea severa. Aungue se identifico al
PEDv como responsable de la mayoria de los brotes en las unidades de produccion
analizadas, pudimos identificar la presencia del PKV en la mayoria de estas granjas. Debido a
la falta de reportes de estos virus relacionados a brotes de diarrea en México, estos no se
habian considerado en las medidas de control y vigilancia en la granjas afectadas, por lo cual

se desconoce la fecha aproximada de introduccion de estos virus.

La presencia de ambos virus en piaras con signos clinicos similares podria indicar una
alta asociacion de la infeccion por el PKV con un cuadro diarreico, pero no necesariamente

como el agente causal, ya que ninguna granja afectada fue Unicamente positiva para PKV.

El PKV se ha detectado en cerdos con y sin signos clinicos (C. Wang et al., 2016), con
la prevalencia mas alta en lechones lactantes y un 40 % de positividad en lechones no
diarreicos, segun lo informado por Park, 2010 (S.-J. Park et al., 2010). Es posible que el PKV
sea un patdgeno oportunista en las gastroenteritis en cerdos cuando se produce una
infeccion primaria por PEDv u otros patégenos; sin embargo, se desconocen los posibles
efectos en el resultado de la enfermedad, los tiempos de recuperacion y el aumento de peso
diario en los animales supervivientes. Aunque la patogenia de la coinfeccion por PEDv y PKV
sigue sin estar clara, Zhao et al 2016. informaron una mayor prevalencia de esta coinfeccion
sobre la prevalencia de infecciones causadas Unicamente por el PEDv en China, lo que podria
indicar un posible mayor impacto y diseminacién de los casos de coinfeccién (Zhao et al,,
2016). Estos resultados coinciden con lo reportado por Wang at al en 2016 (C. Wang et al.,

2016) quienes describen una prevalencia de 59.6% para la coinfeccién entre el PKV y el PEDv.
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Aungue la Unica granja positiva para Deltacoronavirus en este estudio fue negativa
para coinfecciones del PEDv con el PKV, las consecuencias de la coinfeccion entre PEDv y
PDCoV resultd en una eliminacion fecal de ambos virus mas prolongada y con titulos virales
mas altos que en aquellos cerdos inoculados Unicamente con uno de los dos virus (Saeng-
chuto et al.,, 2021), asi como una mayor expresiéon de citosinas proinflamatorias (IL-6, IL-8 y
TNF-a); estos resultados resaltan la importancia de investigar la prevalencia de estas

interacciones entre miembros de la familia Coronaviridae asi como con otros virus.

La clasificacion taxondmica de los contigs ensamblados informd la presencia de
miembros de las familias Coronaviridae, Picornaviridae y Caliciviridae en la muestra 205H.
Sin embargo, no fue posible ensamblar genomas completos para PKV en la muestra 103H, ni
tampoco no se detectd PSaV. La diferencia en los patdégenos detectados puede derivar de la
disparidad en la eficiencia de la secuenciacidn, ya que ambos animales se alojaban en la
misma area. Analisis adicionales detectaron la presencia de virus ambientales coherentes
con el tipo de muestra utilizada, probablemente originados en el contenido intestinal
digerido. Este es el primer reporte del genoma completo y aislamiento del Kobuvirus Porcino
en México, asi como el primer analisis filogenético del PSaV porcino en el pais. Estos
resultados muestran la necesidad de realizar estudios con mayor nimero de muestras a lo
largo del territorio nacional para estimar la prevalencia del PKV y el PSaV en unidades de

produccion porcina y las implicaciones clinicas de estas interacciones.

Durante un brote activo en una unidad de produccion, el diagndstico se restringe a
una pequefa variedad de agentes ya identificados en la region geografica; por lo tanto, es
probable que los agentes mas prevalentes como el PEDv, se investiguen y controlen, dejando
sin diagnosticar posibles infecciones secundarias lo que podria generar complicaciones, en
particular para el control basado en la inoculacion por ‘feedback’. Si bien la implementacion

de la metagendmica viral como una herramienta de diagndstico regular podria ser
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prohibitiva para la mayoria de las granjas debido a su costo, un anadlisis de NGS de muestras
representativas de los animales de la regién podria proporcionar una mejor perspectiva y
comprension de los virus y otros patodgenos circulantes.

La publicacion de los resultados obtenidos en este estudio se realizé en la revista

“Viruses” en el afio 2021 y se encuentra anexado al final de este documento como Anexo 1.
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Capitulo 2

Mutaciones intrahospedero en el gen S del Virus de Diarrea Epidémica Porcina

en cerdos infectados naturalmente
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31 ANTECEDENTES

Estudios sugieren que los virus forman una poblacion heterogénea durante una
infeccién y que estas poblaciones varian genéticamente entre ellas. Se han encontrado
secuencias distintas del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y el virus de
Hepatitis C entre diferentes compartimentos de tejidos o tipos celulares (Fulcher et al., 2004;
Gismondi et al., 2013). En Coronavirus, el surgimiento del Coronavirus Respiratorio Porcino
(PRCV) se ha asociado a una mutacion de TGEV que provoco cambios en el tropismo viral a
través de deleciones en el gen S. Durante una infeccién por PEDv, los enterocitos se
consideran las principales células diana del virus, sin embargo, estudios donde se reporta la
presencia de ARN viral en otros érganos, han demostrado la infeccion fuera del tracto
gastrointestinal. Secuencias virales obtenidas de macréfagos alveolares han revelado
mutaciones en el gen S que no se observaron en las poblaciones virales obtenidas de tejido
intestinal, también, se han reportado variantes de PEDv que contienen deleciones en el gen
S coexistiendo con virus de genoma completo en la misma muestra intestinal (Diep et al.,

2017).

3.2 JUSTIFICACION

En Meéxico, el surgimiento de rebrotes de la PED en poblaciones de cerdos
inmunizadas sugiere una variabilidad genética del virus circulante en el pais. Estudios
sugieren que los virus forman poblaciones que pueden estar compartimentalizadas en los
diferentes 6rganos y tejidos, no obstante, se ha generado poca informacién relacionada a la
variabilidad intrahospedero en Alphacoronavirus Porcino. La existencia de poblaciones
virales heterogéneas y compartimentalizadas que alberguen mutaciones en el gen S viral,
podrian ser un mecanismo contribuyente a variabilidad antigénica, patogenia, cambios en el

tropismo, evasion del sistema inmune y la adaptacion viral in vitro
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3.3 HIPOTESIS

Las secuencias virales obtenidas a partir de los diferentes érganos positivos a PEDv

contendran mutaciones en el gen S que podran relacionarse con los tejidos de origen.

34 OBJETIVO GENERAL

Identificar las mutaciones presentes en el gen S del Coronavirus Porcino obtenido a
partir de diferentes dérganos de animales naturalmente infectados, por medio de la

secuenciacion por el método de Sanger y analisis comparativos de las secuencias obtenidas.

3.5 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Identificar la presencia de PEDv en dérganos provenientes de cerdos

naturalmente infectados por medio de RT-PCR

2. Amplificar el gen S del Coronavirus Porcino en su totalidad
3. Purificar los amplicones obtenidos por peso molecular
4, Analizar la existencia de variaciones en el gen S presentes en tejidos de cerdos

naturalmente infectados en secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciacién Sanger

del gen Sy utilizando diferentes herramientas bioinformaticas.

3.6 MATERIALY METODOS

3.6.1 Recoleccién de Muestras

Se analizaron muestras de Intestino, estdmago, pulmon, higado, bazo, tonsilas,
linfonodos inguinales y rifndn provenientes de 5 cerdos naturalmente infectados por el PEDv
durante un brote en el Estado de México en 2018. Estas muestras formaban parte del banco
de muestras perteneciente al laboratorio de Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia, UNAM.
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3.6.2 Analisis molecular por RT-PCR

Para el monitoreo del aislamiento en cultivo celular se usé el protocolo de RT- PCR
en tiempo real reportado por la Universidad de Minnesota Veterinary Diagnostic Lab en el
termociclador StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher, USA). Los iniciadores

utilizados se describen en el cuadro 5.

Cuadro 5: Iniciadores y sonda usados en el protocolo para PCR.
N gene qRT-PCR

PED_N_Forward-941 GAATTC CCA AGG GCG AAA AT

PED_N_probe-963, FAM-BHQ | CGT AGC AGC TTG CTT CGG ACC CA

PED_N_Reverve-1028 TTT TCG ACA AAT TCC GCATCT

3.6.3 Secuenciacion del gen S de PEDv.

La secuenciacion de la totalidad del gen S del virus se realizé mediante amplificacidon
del gen usando un juego de cinco pares de iniciadores reportados por Diep et al., 2017 y su
posterior secuenciacion por el método Sanger. Los amplicones obtenidos fueron purificados
usando el sistema de electroforesis E-gel de Invitrogen y enviados al Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM para su secuenciacion por el método de Sanger.

3.6.4 Anadlisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias completas del gen S fueron alineadas con
secuencias

de referencia usando el algoritmo MAFFT, la homologia entre las secuencias de
nucledtidos y aminoacidos fue analizada usando Mega 7 (Molecular Evolutionary Analysis
software). Los andlisis filogenéticos fueron realizados por el método de maxima similitud

bajo el modelo Tamura-Nei usando el software Mega 7.
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3.7 RESULTADOS

3.7.1 Procesamiento y analisis molecular

Se evalud la presencia de genoma viral en muestras de diferentes tejidos extra
intestinales. En tres de los animales (103H, 205H y 604M) el genoma fue detectado en:
intestino, estémago, pulmdn, bazo, tonsilas, linfonodos inguinales y rifidn en tres de los
animales, mientras que dos cerdos destetados lo presentaron Unicamente en el tracto

gastrointestinal (Cuadro 6).

Cuadro 6: Analisis de RT-PCR para deteccion de gen N de PEDv en tejidos de
animales naturalmente infectados.

ID Intestino | Rifion | Tonsila | Pulmén | Higado | Estomago | L. Ing. | Bazo
205H + + + + - + + +
103H + + + + - + + +
604M + + + + - + + +

C1 + - + + - + - +

C2 + - - - - + - -

3.7.2 Secuenciacién del gen S de PEDv

Con el fin de establecer el protocolo descrito por Diep et al 2017 para secuenciacién,
este se estandarizd usando muestras de intestino positivo proveniente del brote ocurrido en
2018 en lJilotepec, Estado de México. El andlisis filogenético de estas secuencias mostré que
el brote ocurrido en Estado de México en 2018 fue provocado por un PEDv genotipo 2b
(Figura 10), teniendo las secuencias 103H y 205H una similitud de 99.66% y 99.38%
respectivamente sobre el gen S de la secuencia reportada por Lara-Romero et al.

proveniente de Jalisco en 2017 (numero de acceso: MH004420.1).
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Figura 10. Analisis filogenético
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construido con el método de Maxima Similitud de las

secuencias nucleotidicas obtenidas del gen S a partir de un brote en cerdos en el Estado de
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México en el 2018. Arbol basado en el modelo Tamura-Nei y distribucién Gamma con 100
repeticiones de bootstraps construido con el software MEGA7.

3.7.3 Andlisis de secuencias virales extraintestinales

Las secuencias virales obtenidas a partir de tejidos extraintestinales presentaron

diferencias puntuales, cambios en aminoacidos y deleciones en el gen S al compararlas con

las secuencias obtenidas del intestino del mismo animal. En total se encontrd evidencia de

dos secuencias con deleciones de 396nt y 612nt de longitud en intestino y una de 186nt en

tonsila. El animal con identificacion 103H mostré una variabilidad mayor que el resto de los

animales. Los porcentajes de similitud a nivel de nucledtidos para el animal 103H se

muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7:

Los porcentajes de similitud pareada a nivel de nucleétidos de secuencias
obtenidas a partir del animal 103H sin consideracién de gaps.
* Secuencia de tonsila con delecién

Intestino | Pulmén | Bazo Rifion Tonsila | Tonsila_del | LN_103
*

Intestino_103 100% 99.95% | 100.00% | 99.81% | 99.78% | 99.81% 99.88%
Pulmon_103 99.95% | 100% 99.95% 99.90% | 99.93% | 99.81% 99.90%
Bazo_103 100.00% | 99.95% | 100% 99.95% | 99.90% | 99.81% 99.90%
Rifion_103 99.81% | 99.90% | 99.95% 100% 99.78% | 99.78% 99.90%
Tonsila_103 99.78% | 99.93% | 99.90% 99.78% | 100% 99.83% 99.78%
Tonsila_del 103* | 99.81% | 99.81% | 99.81% 99.78% | 99.83% | 100% 99.69%
LN_103 99.88% | 99.90% | 99.90% 99.90% | 99.78% | 99.69% 100%

Para el animal 103H se observo la presencia de una secuencia con una delecién de

62 aa (186nt) en el genoma viral obtenido de una muestra de tonsila, la cual comienza desde

la posicion 586 aa de la proteina S, esta misma secuencia también presenta un cambio

puntual gue produce un cambio no sindnimo en la posicion 698 de la proteina (S698F).
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La secuencia obtenida a partir de rifidn del animal 103H presenta un cambio no
sinénimo en la posicion 149 aa. No se encontraron mutaciones no sinénimas en el resto de

las secuencias obtenidas de tejidos del animal (Figura 11).

NDYLSFSKFCVSTSLLASACTIDLFGYPEFGSGVKFTSLYFQFTKGE
582 584 586 588 500 592 594 506 598 600 602 604 606 608 610 612 614 616 618 620 622 624 626 628

KY828993.1 PEDV/MEX/JA

103 Rinon
103 Tonsila 2
103_Tonsila
103_Estomago
103 Bazo

103 Pulmon

Dominio COE

ELITGTPKPLEGVTDVSFMTLDVCTEYTIYGFEKGEGIITTLTNSS SLLA
628 630 632 634 B3¢ 638 640 642 644 646 648 650 652 654 656 658 660 662 664 666 668 670 672

KYB828993.1 PEDV/MEX/JAL,

103_Rinon
103 Tomsila 2~ - - - - - - - - -
103 Tonsila
103_Estomago
103 _Bazo

103 _Pulmon

Dominio S1D

LAGVYYTSDSGOLLAFEKENVTSGAVYSVTPCSFSEQAAYVDDDIVGVI
673 676 678 680 682 684 686 688 690 692 694 696 698 700 702 704 <706 708 70 7Vi2 V14 716 718

KY828993.1 PEDV/MEX/JA

103_Rinon
103 Tonsila 2
103 Tonsila
103_Estomago
103_Bazo

103 Pulmon

Figura 11. Alineamiento de secuencias deducidas de aminoacidos obtenidas
directamente de tejidos provenientes del brote provocado por el PEDv ocurrido en el
Estado de México. Se muestra la delecion encontrada en tonsila como secuencia separada.
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3.8 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Para determinar el alcance de la variacién intrahospedero del Virus de la Diarrea
Epidémica Porcina durante una infeccién, primero se busco el genoma viral en érganos fuera
del tracto gastrointestinal, se detectd la presencia del virus en pulmodn, bazo, tonsilas,
linfonodos inguinales y rifién en los lechones en el area de maternidad, es importante
mencionar que los dos animales en los cuales no se detectd genoma viral en tejidos extra-
intestinales eran animales destetados que se albergaban en un area separada del resto de
los cerdos analizados y presentaban un cuadro clinico menos severo lo que puede reflejar

una etapa mas temprana de la infeccidén y por lo tanto, menor distribucién viral.

El analisis de secuenciacién indicd que las poblaciones virales encontradas en un
mismo animal mostraban diversidad genética en sus genes S. Comparadas con las secuencias
obtenidas a partir de intestino, la mayoria de las secuencias extraintestinales no presentaron
cambios a nivel de aminoacidos a excepcion de aquellas obtenidas de rifion y tonsilas. Al
examinar el gen de la proteina Spike (S) obtenido en tonsilas, se identificaron variantes con
deleciones y que coexistian con virus de gen S completo, esta delecion se encuentra dentro
del dominio COE, una region identificada por Chang et al. 2019 (Chang et al., 2019) como
inductora de anticuerpos neutralizantes y la cual ha sido detectada como una de las regiones
mas variables del gen S. Estas variantes no han sido reportadas para virus obtenido de tonsila,
sin embargo, Diep et 2017 observaron mutaciones en esta misma region en virus obtenido
directamente de pulmones e intestinos que también coincidian con virus completos (Diep et
al., 2017; Van Diep et al., 2020). Aunque hay poca informacion sobre las consecuencias de
estas mutaciones sobre el desempefio viral, los reportes antes mencionados han
comprobado la infectividad en cultivo celular de virus con deleciones en el gen S; es posible
gue la delecion encontrada en este estudio tenga un papel en la evasién de la respuesta

inmune debido a la relacién del dominio COE con la generacion de anticuerpos; en esta
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region también se identificod el sitio de unién a Aminopeptidasa N (APN, a.a. 477-629),
aungue los reportes de infeccion en células que no expresan APN indican que cambios en
esta region no se traducen en un cambio en el tropismo (W. Li, van Kuppeveld, He, Rottier,

& Bosch, 2016).

Otro de los cambios a nivel de proteina que se encontraron fue en la regién N-
terminal S1, sitio que fue identificado por Li et al 2016 (W. Li et al., 2016) como la region de
unién al acido sialico y un factor favorecedor de la entrada del virus a la célula; en estudios
realizados con el TGEv identificaron deleciones y mutaciones puntuales en la region N-
terminal del gen S en cepas atenuadas (Sanchez, Pascual-Iglesias, Sola, Zufiiga, & Enjuanes,
2019). El PRCoV es resultado de una mutacién natural de TGEv que carece de tropismo
entérico y contiene una delecién en esta misma regién. Estos reportes resaltan la

importancia de la region N-terminal del gen S sobre la virulencia y cambios de tropismo viral.

La presencia de variantes en un mismo hospedero ha sido reportada para otros
Coronavirus como SARS-CoV2 MERS-CoV, TGEv, PEDv y Coronavirus HKU15 en cerdos, y
FCoV en gatos, entre otros (Borucki et al., 2016; Hora et al., 2013; Y. Wang et al., 2021; Woo
et al., 2017). Los resultados de este estudio mostraron la heterogeneidad intrahospedero de
PEDv, asi como una posible variante de evasién; aun se requieren mas estudios para
comprender completamente la variabilidad genética del virus relacionada a los tejidos de
origen y los posibles efectos sobre mecanismo de infeccion por PEDv y su patogenia, al igual

gue los mecanismos exactos de las dindmicas dentro de la poblacién viral intrahospedero.
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Discusion General

En el presente trabajo se exploraron aspectos sobre la variabilidad viral presente en
infecciones naturales, primero, explorando la diversidad de especies virales que podrian
existir dentro de un cuadro infeccioso; el segundo aspecto fue investigar la variacion
presente dentro de una poblacion viral y la posible compartimentalizacién ocurrida dentro
los diferentes drganos infectados. Es posible que la dindmica viral y las interacciones entre
poblaciones virales tengan un efecto sobre la patogenicidad que podria pasar desapercibida
dentro de un contexto de produccién o asumirse como un aumento de virulencia del virus
reconocido como el agente causal, cuando en realidad es resultado de una sinergia entre
poblaciones virales.

El uso de herramientas como la secuenciacion de siguiente generacion (NGS) son un
instrumento valioso para la exploracion de las poblaciones dentro del hospedero durante
una infeccion, sin embargo, el seguimiento de los hallazgos usando técnicas in vivo es
necesario para realmente reconocer los cambios y efectos de las poblaciones en el
desempefio viral y virulencia, ya que el conocimiento que tenemos actualmente sobre los

mecanismos de patogenicidad de PEDv aun es escaso, mas aun durante una co-infeccién.
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Conclusion General

Se detectd la presencia de dos agentes patogenos diferentes en muestras intestinales de
cerdos positivos a PEDv y que presentaban como signologia clinica: diarrea, vémito y
deshidratacién. Los resultados del analisis metagendmico mostraron la identificacién de
patégenos porcinos clasificados en las familias Coronaviridae, Picornaviridae y Caliciviridae,
los cuales también son reconocidos como agentes causales de cuadros diarreicos
individualmente; También se detectaron otros agentes virales de las familias Tospoviridae,
Bromoviridae y Marseilleviridae.

Se lograron ensamblar genomas completos de Coronavirus y Kobuvirus Porcino. El analisis
de las secuencias mostré asociacion de los PKV y PSaV con muestras de USA y China. Esta
asociacion también es observada en las secuencias de PEDv, las cuales se ubican en el clUster
formado por el genotipo 2b, no-INDEL

Las secuencias obtenidas se cargaron en la base de datos GenBank: MT490315 (103H),
MT490316 (205H) para PEDv, y MT211964.1 y MT490315.1 para el PKV.

Se confirmd la variaciéon en secuencias de Coronavirus porcino obtenidas de diferentes
organos del mismo animal, estas mutaciones se encontraban sobre el gen Sy principalmente
dentro del extremo N-terminal de la region S1 de virus obtenidos en rifidn y tonsila, la cual,
ademas, presenté una delecion de 62aa co-existiendo con virus de gen S completo. También
se encontraron secuencias con deleciones en muestras de intestino de 396nt y 612nt de

longitud.
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Anexo 1. Molecular Detection and Characterization of Porcine Epidemic Diarrhea Virus and
Porcine Aichivirus C Coinfection in México
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Abstract: Swine enteric viral infections are responsible for substantial economic losses in the pork industry
worldwide. Porcine epidemic diarrhea (PEDV) is one of the main causative agents of diarrhea in lactating pigs,
and reports of PEDV coinfection with other enteric viruses highlight the importance of viral interactions for
disease presentation and outcomes. Using next-generation sequencing (NGS) and sequence analyses from
samples taken from piglets with acute diarrhea, we explored the possible interactions between PEDV and
other less reported pathogens. PEDV coinfection with porcine kobuvirus (PKV) was detected in 36.4% (27/74)
of samples. Full genomes from porcine coronavirus and kobuvirus were obtained, as was a partial porcine
sapovirus genome (PSaV). The phylogenetic results show the clustering of these strains corresponding to the
geographical relationship. To our knowledge, this is the first full genome and isolation report for porcine
kobuvirus in México, as well as the first phylogenetic analysis for porcine sapovirus in the country. The NGS
approach provides a better perspective of circulating viruses and other pathogens in affected production
units.

Keywords: porcine diarrhea; kobuvirus; coinfection

1. Introduction

Diarrheic diseases in swine have strong economic impacts on production units around the
world. In recent years, porcine coronaviruses have represented some of the principal causes of
these diseases; however, reports of naturally occurring coinfection of coronaviruses with other
viral agents highlight the importance of less characterized viruses on disease severity and
outcome [1,2].

Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) induces an enteric disease with high mortality rates
in suckling piglets characterized by acute diarrhea and severe dehydration. It was first identified
in Europe in 1978 and in Asia in 1982. Since then, PEDV has had a great impact on the Asian swine
industry. In May 2013, the presence of PEDV was reported in México along with the United States
and Canada, resulting in heavy economic losses for the swine production units [3,4].

PEDV is a member of the Coronaviridae family, subfamily Orthocoronavirinae, and genus
Alphacoronavirus and is an enveloped virus approximately 120 nm in diameter with a
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