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Resumen

En virus de la diarrea epidémica porcina (VDEP) perteneciente a la familia de los
coronavirus el cual afecta principalmente a animales menores a 7 dias de edad, la
capacidad para infectar a los enterocitos y células de las vellosidades del intestino
delgado provoca el signo clinico caracteristico de esta enfermedad; una diarrea
aguda causada por mala absorcion, esta enfermedad cuya mortalidad puede llegar
al 100% en lechones, fue reportada en México por primera vez entre marzo de
2013 y agosto de 2014. El objetivo de este trabajo fue estandarizar y evaluar
diferentes protocolos de identificacibn molecular para la deteccion del virus de la
diarrea epidémica porcina que circula de forma natural en México empleando
muestras de hisopos colectadas de cerdos infectados experimentalmente
clasificados en tres grupos experimentales: G1, lechones inoculados (n = 5) con
un inéculo de vDEP virulento (PEDV/MEX/PALOALTO/01/2016), identificado en
lechones de seis semanas de edad; G2, lechones inoculados (n = 5) con la mezcla
de un in6culo de vDEP virulento y variante (PEDV/MEX/PALOALTO/02/2016),
identificado en lechones de ocho semanas; y G3, lechones inoculados (n = 7) con
una cepa virulenta (PEDV/MEX/MICH/01/2015; No. GenBank: KY828995) de
referencia, de las cuales se obtuvieron valores de sensibilidad de hasta 96% by
de 66% para el gen Ny S en las pruebas de RT-PCR en punto final, asi como una
sensibilidad de 88% y 100% en las pruebas de RT-PCR en tiempo real, asi mismo
los resultados con mayor eficiencia se obtuvieron a partir de la prueba

estandarizadas a partir de cepas de circulacion nacional aisladas en el laboratorio.



Abstract

The virus of porcine epidemic diarrhea (VDEP) belonging to the family of
coronaviruses, mainly affects animals less than 7 days of age, the ability to infect
the enterocytes and villi cells of the small intestine causes the characteristic clinical
sign of this disease: an acute diarrhea caused by malabsorption; This disease
whose mortality can reach 100% in piglets, was reported in Mexico for the first time
between March 2013 and August 2014. The objective of this work was to
standardize and evaluate different molecular identification protocols for the
detection of the diarrhea virus porcine epidemic circulating naturally in Mexico
using samples of swabs collected from experimentally infected pigs classified into
three experimental groups: G1, inoculated piglets (n = 5) with a virulent vDEP
inoculum (PEDV / MEX / PALOALTO / 01/2016) , identified in six-week-old piglets;
G2, inoculated piglets (n = 5) with the mixture of a virulent and variant vDEP
inoculum (PEDV / MEX / PALOALTO / 02/2016), identified in eight-week-old
piglets; and G3, inoculated piglets (n = 7) with a virulent strain (PEDV / MEX /
MICH / 01/2015; GenBank: KY828995) reference, of which sensitivity values of up
to 96% and 66% were obtained for the N and S gene in the RT-PCR end-point
tests, as well as a sensitivity of 88% and 100% in the RT-PCR tests in real time,
likewise the results with greater efficiency were obtained from the standardized test

from strains of national circulation isolated in the laboratory.



1. Introduccién

La domesticacién del cerdo, ocurri6 aproximadamente hace 9000 afios en el
oriente medio, sin embargo, aun no se reconoce si las marcadas diferencias
morfolégicas con respeto de sus ancestros tienen un origen Unico o mdltiple, ya
gue Darwin, reconocio dos formas de cerdos domésticos la europea (Sus scrofa) y
la asiatica (Sus indicus) (1).

1.1 La especie porcina

1.1.1 Taxonomia

El cerdo doméstico Sus scrofa (Linnaeus, 1758) es un mamifero de la familia
suidae, subfamilia suidae, del género sus, cuenta con 16 subespecies, con
respecto al cerdo domeéstico (Sus scrofa domestica) a lo largo del tiempo se ha
extendido de manera importante, ocasionando asi el surgimiento de nuevas razas
y de lineas genéticas. En México, las razas con mayor presencia son: Landrace y
Yorkshire, las cuales se caracterizan por presentar elevados estandares
reproductivos; como una aptitud innata para la cria de lechones y el alto nimero
de estos por parto. Mientras que las razas Duroc, Hampshire y Pietrain, se
caracterizan por la buena calidad de carne, asi como la adecuada conversion
alimenticia que puede alcanzar 3:1, llegando a tener una ganancia de peso en

promedio de 900 gramos al dia (1,2).
1.1.2 La produccion porcina mundial
La produccion de cerdo a nivel mundial ha tenido un crecimiento de mas del 2%

entre el 2010 y 2014, reportando un total de 985 673 301 cabezas de cerdo a nivel

mundial. China se ubica como el pais con la mayor produccion de cerdo ya que



representa un 48% de la produccion total, la Unién Europea ocupa el segundo sitio
con un 15.1%, Estados Unidos en tercer puesto con 6.8% Yy Brasil con 3.8%
ubicandose en el cuarto puesto; México ocupa el octavo lugar a nivel mundial con
el 1.6% de la produccion mundial (3).

1.1.3 La produccién en México y principales Estados productores

De acuerdo a datos proporcionados por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) el inventario nacional de
ganado porcino ha presentado un crecimiento de aproximadamente un 7% en
relacion al afio 2006 ya que para el aflo 2015 datos preliminares refieren a una
poblacién de 16 364 459 cerdos en México. Los Estados de Jalisco, Sonora,
Veracruz, Puebla y Yucatan ocupan los primeros cinco lugares a nivel nacional,
representando en su conjunto el 54% del inventario nacional (2,4).

En México se reporta que se consume en promedio 16.6 kg de carne de cerdo por
persona al afio, considerando la produccion porcina como una actividad de gran
importancia por lo cual la identificacion de pérdidas de produccion de la misma
toma gran relevancia por el impacto que representa. Estas causas pueden ser
clasificadas en enfermedades respiratorias las cuales se presentan en un 60%,

reproductivas en un 20%, musculo/esquelético un 9% y digestivas un 8% (5).

1.2 Principales enfermedades digestivas de los cerdos

1.2.1 Enfermedades digestivas bacterianas

Las enfermedades en el tracto gastrointestinal de los cerdos marcan una severa
limitacion en la eficiencia y produccién de estos, durante la primera semana de

edad los principales agentes patdgenos asociados a estas enfermedades son



bacterias del género Clostridium (Clostridium difficile, C. perfringens A y C) asi
como Escherichia coli, Enterococcus spp. estos agentes patdgenos, se
caracterizan por la presencia de diarreas, que van desde pastosas (Clostridium

spp.) hasta acuosas (E. coli) (6).

1.2.2 Enfermedades digestivas parasitarias

Entre los agentes parasitarios presentes en los cerdos se encuentran Isospora
suis, nematodos como Ascaris suum, Strongyloides ransomii, Trichuris suis.

La capacidad de Isospora suis para causar diarreas en lechones lactantes se ha
reportado ampliamente; se calcula que mas del 70% de las camadas infectadas
las presentan. Los signos clinicos asociados a estos parasitos se observan en
animales de entre siete y 11 dias de edad los cuales se observan como diarreas
pastosas con tonos amarillentos o grisaceos, los lechones permanecen hiumedos
por las diarreas, presentan deshidratacion. Los animales afectados suelen
recuperarse teniendo una mortalidad reducida, sin embargo pueden dar paso a
infecciones bacterianas y virales, complicando los cuadros clinicos (6,7).

El Ascaris suum se considera como el nematodo mas abundante que se presenta
en el intestino delgado de los cerdos. Las hembras pueden alcanzar una longitud
de mas de 40 cm mientras que los machos alcanzan una longitud de 25 cm
aproximadamente encontrandose principalmente en el yeyuno de los animales; al
competir directamente por los nutrientes se presenta una baja conversion
alimenticia, asi como obstrucciones en el intestino. Otros parasitos importantes

son el Macracanthorhynchus hirudinaceus y Strongyloides ransomi (6,8).



1.2.3 Enfermedades digestivas virales

El Rotavirus un virus de la familia Reoviridae, es un virus no envuelto, de
morfologia icosaédrica, de aproximadamente 65 nm de diametro, cuentan con una
doble cadena de RNA. Es uno de los agentes infecciosos que se asocia con
mayor frecuencia a gastroenteritis agudas en animales (hasta el 90% de la causa
de diarreas en sistemas de produccion comerciales) principalmente en individuos
jovenes (los dos primeros meses de vida); sin embargo la susceptibilidad de estos
decrece conforme avanza su edad (6,9,10).

La principal via de infeccidn es por via oral-fecal, el periodo de incubacion es entre
las 18 y 96 horas; en los que se han descrito diarrea pastosa blanquecina, en
algunas ocasiones se puede presentar fiebre, la deshidratacion usualmente es la
causa de muerte, la cual se presenta en alrededor del 15% de los animales
infectados (6,11).

El Astrovirus porcino es un virus miembro de la familia Astroviridae, del género
Mamastrovirus, tiene un didmetro aproximado de 30 nm, no cuenta con envoltura,
su genoma se compone por una cadena simple de RNA. Este virus se ha
identificado en Reino Unido, Jap6n, Sudafrica, Republica Checa y Hungria, los
signos clinicos observados son diarrea severa, solo en presencia de patégenos
secundarios (6).

La gastroenteritis transmisible es una enfermedad viral altamente contagiosa,
descrita en 1946 en los Estados unidos, para posteriormente ser descrita
alrededor del mundo. En México concretamente se describid por primera vez en el

afio de 1965 de un brote proveniente del estado de Michoacan, el cual se



caracteriz6 por su alta mortalidad en lechones menores de 2 semanas. El virus de
la gastroenteritis transmisible, esta clasificado dentro del género de los
Coronavirus, con morfologia es circular pleomorfa, con un diametro de entre 100 y
150nm, la envoltura externa es lipoproteina y su genoma viral esta conformado por
una cadena de RNA en sentido positivo (12). El periodo de incubacion es de 16 a
24 horas, la lesion caracteristica de la gastroenteritis transmisible es la atrofia de
las vellosidades intestinales ocasionadas por el desprendimiento de las células
epiteliales provocando la disminucion en la superficie de absorcion y con ello la
aparicion del principal signo clinico: una diarrea acuosa; asi como una grave
deshidratacion. Sin embargo, en lechones menores a las dos semanas de vida
también se observa vomito, asi como debilidad, sin pérdida del apetito; en cerdas
se puede presentar una ligera agalactia; a partir de las tres semanas de edad, los
animales presentan cuadros clinicos mas benignos con lo cual la mortalidad se

reduce significativamente (6,12).

1.3 Diarrea epidémica porcina
1.3.1 Antecedentes historicos

En 1971 en Inglaterra se identificdé la aparicion de una enfermedad no descrita
previamente causando brotes principalmente en invierno en granjas de
crecimiento y engorda; esta enfermedad fue llamada como “diarrea viral
epidémica” (13). En el afio de 1977 por medio de inoculaciones experimentales de
aislamientos  provenientes de Bélgica, demostraron la caracteristica
enteropatogena del virus, por lo cual se propuso el nombre de “diarrea epidémica

porcina” (DEP), el cual se conserva hasta estos dias (6).



En Asia los primeros brotes de la enfermedad ocurrieron en China en el afo de
1973, para posteriormente ser observada en Japdén en el afio de 1982. Esta
enfermedad permanecié endémica con una prevalencia relativamente baja y con
brotes aislados y esporadicos. Sin embargo en el afio 2007 se present6 un brote
severo en Tailandia. Asi mismo en octubre del afio 2010 emergieron brotes de
DEP en diez provincias de China afectando principalmente a lechones menores de
siete dias de edad en los cuales se observo una elevada mortalidad, calculando la
pérdida en mas de un millén de lechones. En el caso de los verracos y las cerdas
en produccion se observaron signos digestivos en algunos animales lo cual
contrasto con los brotes previamente reportados en Tailandia quiénes describieron
signos clinicos con diferentes grados de diarrea, asi como una anorexia
generalizada en animales de todas las edades (14-16).

En abril de 2013 se reportaron los primeros casos en América provenientes de
granjas del estado de lowa en los Estados Unidos en las cuales se identificaron
cerdos de 24 horas de vida con diarrea amarillenta, con contenido de fléculos de
leche sin digerir, se observé la presencia de vomito, los lechones presentaron una
deshidratacion severa y se observé la muerte de estos dentro de los dos dias
posteriores; en naves de gestacion y crecimiento se presentd un 15% de casos de
diarrea, anorexia y vémito. En el caso de México, el primer reporte oficial emitido
por SAGARPA-SENASICA, hacia la OIE, se registrO en mayo del 2014, con
muestras obtenidas en el periodo de agosto de 2013 a mayo del afio siguiente

(2014), obteniendo una prevalencia del 30% en las muestras analizadas (14,17).



1.3.2 Clasificacion taxondmica

Este virus pertenece al orden de los Nidovirales, cuya morfologia se caracteriza
por poseer envoltura, los virus de la familia Coronaviridae, muestran largas
proyecciones que sobresalen de la envoltura estas se forman por trimeros de la
proteina espiga (S); esta estructura les provee de su caracteristica corona. Los
coronavirus poseen una nucleocapside (N) la cual tiene simetria helicoidal (18).

El virus de la diarrea epidémica porcina es un virus envuelto, tiene un diametro de
entre 95 y 190 nm, cuenta con un genoma RNA en cadena sencilla y sentido
positivo el cual mide 28 kilobases. El genoma viral cuenta con dos regiones no
traducibles en los extremos 5y 3", cuenta con siete marcos de lectura abierta de
traduccion (ORF) los cuales se encargan de codificar poliproteinas no
estructurales, asi como cuatro proteinas estructurales que son espiga (S),
envoltura (E), matriz (M) y nucleocéapside (N) (16).

La proteina S del virus es una glicoproteina esencial para el anclaje y fusion de la
particula viral en el hospedero, esta proteina tiene un ensamblaje en forma de
trimero con una pequefia cola citoplasmatica y una regiéon transmembranal
hidrofébica; esta proteina se divide en dos dominios principales (S1 y S2); el
dominio conocido como S1 tiene la funcion de anclaje y fusion del virus con su
célula blanco (Figura 1) esta region juega un papel de suma importancia en la
replicacion del virus ya que la region N terminal de la proteina S es importante en
el reconocimiento del receptor celular (aminopeptidasa N) para asi ingresar en la
célula blanco mediante fusion de membrana y subsecuentemente liberacion del

genoma viral dentro del citoplasma, para iniciar la replicacion del virus; en



investigaciones recientes se ha identificado que otro de los receptores de este
virus es el acido sialico (16,19). La proteina N (nucleocapside), es una proteina
fosforilada, la cual cumple con el papel de blindar el genoma, ademas esta

asociada con el ensamblaje de complejos de ribonucleoproteinas (Figura 1) (19).

Baker, 2008 RMA

Figura 1. Representacion esquematica de las proteinas S y N. A) se observa la
region S1y S2, asi como su ensamblaje en forma de trimero. B) en la proteina N,
se observan sus 3 dominios altamente conservados, modificada de Baker, 2008.



1.3.3 Ciclo de replicacién

1.3.3.1 Receptor celular

La aminopeptidasa N (APN) en una glicoproteina transmembranal de tipo I, la
cual es abundante en la membrana de enterocitos maduros realiza multiples
funciones biologicas incluyendo el metabolismo peptidico, asi como la adhesion y
la motilidad celular (20,21). Esta proteina funciona como un receptor y sefializador
molecular en la superficie celular la cual esta conformada por siete dominios con
funciones independientes de los cuales el dominio 1 constituye la fraccion
citoplasmatica formando una pequefia cola citoplasmatica, en la region N terminal,
el domino 2 consiste en un segmento transmembranal el cual conecta
directamente con el dominio 3, en los dominios 5 y 6, se encuentra alojada la
actividad peptidica, mientras que en el dominio 7 se encuentra localizado el

extremo C terminal (20).
1.3.3.2 Replicacion viral

La replicacion y transcripcidn de este virus tiene lugar en el citoplasma de las
células infectadas; comenzando en el momento en el que la glicoproteina S tiene
contacto con su receptor celular, se fusiona con la membrana de su célula blanco
por medio de endocitosis liberando asi su material genético dentro del citoplasma.
Una vez que el RNA viral es liberado en la célula este actta como RNA mensajero
y es traducido por los ribosomas inmediatamente produciendo asi poliproteinas
dependientes de polimerasa viral. La traduccion del ORF1b depende del cambio
de los marcos ribosémicos, por accion de la replicasa se generan 16

poliproteinas, no estructurales, asi mismo fragmentos especificos del genoma son



traducidos formando las proteinas estructurales las cuales forman membranas al
interior de la célula huésped para generar una doble membrana interna llamada
vesicula donde se ha observado la sintesis de RNA viral. Es en este sitio donde
los complejos de replicasa generan las proteinas virales, asi como las estructuras
secundarias (16,19).

La proteina N se inserta junto con el nuevo genoma sintetizado otorgandole su
forma helicoidal, mientras que las proteinas M, E y S, se insertan en el reticulo
endoplasmico para trasladarse al aparato de Golgi, durante este tiempo se realiza
el ensamblaje de la nueva particula viral, para finalmente salir de la célula por
medio de exocitosis, llevandose consigo componentes de la membrana celular

(Figura 2) (16).
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Figura 2. Ciclo de replicacion del virus de la diarrea epidémica porcina (Tomado de
Lee, 2015).
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1.3.4 Patogenia

El tropismo del vDEP se encuentra dirigido a los enterocitos y células epiteliales
de las vellosidades del intestino delgado su principal forma de transmision es la
oro-fecal, sin embargo también se ha descrito su diseminacion por medio de
alimento, agua e instalaciones contaminadas. El periodo de incubacion del virus es
de 20 a 36 horas post infeccion, sin embargo la replicacién viral inicia a partir de
las 12 horas en el citoplasma de las células teniendo su mayor efecto a partir de
las 24 horas, esta replicacion conlleva la degeneracion de los enterocitos y con
ello la disminucién de las vellosidades intestinales, reduciendo asi la capacidad de
absorcion del intestino (6).

La diarrea que produce este virus se debe en gran medida a una mala absorcién a
consecuencia de la pérdida masiva de enterocitos los cuales en etapas de edad
temprana su ciclo de reemplazo es de entre 5 a 7 dias, asi mismo se observa una
baja en los niveles de calcio y de bicarbonato produciendo asi una acidosis
metabolica (22).

Macroscopicamente se pueden observar intestinos transparentes a partir del
duodeno llegado en ocasiones hasta el colon, dentro del colon es comun encontrar
la presencia de liquido amarillento en el lumen; la presencia de leche en el
estbmago es ocasionada por una baja en la peristalsis intestinal; mientras que la

anorexia se presenta en una etapa tardia posterior a la infeccion (22).
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1.3.5 Cuadros clinicos

Los signos clinicos se han asociado a la edad de los cerdos: en lechones menores
de siete dias de edad se ha descrito mortalidad y morbilidad del 100%,
observando principalmente diarrea acuosa severa, hipotermia y vomito que los
conduce a la muerte; en cerdos mayores de dos semanas de edad se ha descrito
mortalidad de entre 1 y 3 % y una morbilidad del 50% observando signos clinicos
menos agresivos. En hembras en produccidn se han descrito signos clinicos como
vomito y diarrea, ademas se han asociado problemas reproductivos, tales como
disminucién en la tasa de paricion de las cerdas y un aumento en el nUmero de
lechones nacidos muertos (23,24).

1.3.6 Epidemiologia mundial

En la década de 1970 se presentd por primera vez la DEP en el Reino Unido y
Bélgica, en 1977 se aislo por primera vez obteniendo la cepa de referencia CV777.
A inicios de 1990 se presentaron severos brotes de esta enfermedad en Corea del
Sur y Japén, en esa misma década en Europa se observaron brotes esporadicos
pero persistentes (6,25). Entre el afio 2007 y el 2008 se presentaron severos
brotes en Tailandia en esa region se identificdé que el virus circulante estaba
estrechamente relacionado con cepas procedentes de China, principalmente con
la cepa Js-2004-2 (15). En mayo de 2013 se observaron los primeros casos en el
continente americano, en Estados Unidos de América los brotes se difundieron a
lo largo del pais rapidamente, en un principio se identificé un virus con una alta
homologia genética con la cepa AH2012 proveniente de China, posteriormente y

antes de un afio de los primeros brotes se observo la aparicion de la cepa OH851,
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la cual presentaba mudltiples deleciones e inserciones a lo largo del gen S (cepas
S-INDEL) (14,25).
1.3.7 Epidemiologia en México

Posterior al primer brote en Estados Unidos en mayo de 2014 se confirmé el
primero caso de esta enfermedad en una granja de ciclo completo en Ontario,
Canada. En el caso de México se confirmé entre marzo de 2013 y agosto de 2014
durante 99 inspecciones sanitarias en 19 estados de la republica incluyendo a la
Ciudad de México; de los cuales Guanajuato, Jalisco y Puebla fueron los mas
visitados. Durante este periodo se obtuvieron 2309 muestras de las cuales el 30%
fueron reportadas como positivas siendo el estado de Guanajuato el mas afectado.
En el afio 2016 se clasific6 como una enfermedad endémica y fue adjuntada
dentro del grupo tres de la lista de enfermedades de reporte obligatorio (26,27).
1.4 Diagnostico

Desde el primer brote de DEP ocurrido en 1971 en Inglaterra la enfermedad se ha
diagnosticado con base en técnicas serolégicas y moleculares. Las técnicas
seroldgicas tienen la capacidad de detectar anticuerpos de un animal infectado por
lo cual no se pueden utilizar al momento de observar cuadro clinico sugerente o
de un brote agudo ya que se tiene que esperar a que el animal pueda activar una
respuesta inmune y la deteccion de anticuerpos se lograria a partir del dia siete
post infeccién. En cambio las técnicas moleculares permiten realizar la deteccion
del genoma viral desde el momento en que aparecen los primeros signos clinicos.
Actualmente las herramientas de diagndstico molecular brindan una deteccion

rapida con una alta sensibilidad y especificidad, han sido utilizadas para realizar
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estudios moleculares y poder determinar la circulacion de nuevas variantes virales
(28,29).

1.4.1. Pruebas directas

1.4.2. Aislamiento viral

Uno de los primeros pasos para establecer ensayos in vitro, viroldgica e
inmunoloégicamente asi como para evaluar la susceptibilidad y el sistema de cultivo
celular adecuado para su replicaciéon en el laboratorio es empleando células
VERO, asi como cultivos primarios de intestino y lineas celulares que expresen el
receptor celular. El efecto citopatico caracteristico de este virus es la formacion de
sincitios, la replicacion del virus es dependiente de la actividad proteolitica de una
enzima. Comunmente se ha utilizado tripsina exdgena en el medio de cultivo con
lo cual la eficiencia infectiva del virus aumenta, sin embargo a pesar de la
potencializacion de la actividad proteolitica la recuperacion viral sigue siendo dificil
y en bajas concentraciones, asi mismo para confirmar el aislamiento viral es
necesario el empleo de técnicas moleculares o microscopicas (29,30).

1.4.3. Microscopia electronica

La clasificacion de los virus en algunos grupos taxonémicos se ha basado a partir
de una caracterizacion fisica, asi como por su tamafio, su simetria y la presencia o
ausencia de envoltura lipidica, por lo cual la microscopia electrénica ha sido
referente en el reconocimiento de nuevos agentes virales. Una técnica utilizada
especialmente en la identificacion viral es la llamada microscopia electrénica
inmunitaria la cual involucra la adicion de suero inmune especifico para el virus en

suspension para posteriormente ser observados mediante microscopia electrénica
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los anticuerpos especificos para el virus, causan una aglutinacién del mismo,
facilitando asi su observacion. El fundamento de la tincibn negativa en la
microcopia electronica, se basa al igual que en la Optica, de generar un contraste
con substancias que no permitan el paso de los electrones a través de estas
mismas los mas utilizados son el acetato de uranilo, soluciones de plomo y acido
fosfotungstico (31,32).

1.4.4 Deteccidon molecular

La técnica de uso mas comun es la reaccion en cadena de la polimerasa
transcriptasa reversa (RT-PCR). Esta técnica molecular tiene como fundamento la
amplificacion masiva in vitro por medio de enzimas y de una secuencia especifica
del RNA; durante una serie de ciclos repetidos la secuencia blanco es copiada
fielmente, estos ciclos estdn compuestos a su vez por tres etapas principales:
desnaturalizacion, hibridacién y extension (33,34).

1.4.5 RT-PCR

La prueba de RT-PCR requiere una serie de compuestos indispensables para su
realizacion, el templado el cual sirve como base para la sintesis de nuevas
cadenas del mismo corresponde a la muestra de material genético (DNA), en caso
en que las muestras contengan RNA, es necesaria la sintesis de cDNA, por medio
de la transcripcion reversa esto con ayuda de la transcriptasa reversa, enzima de
origen viral a partir de los virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) y el virus de la
leucemia murina (MMLV-RT) y la polimerasa, proveniente de la bacteria Thermus
aguaticus esta enzima es termoestable y mantiene su funcién a temperaturas altas

(34,35).
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La acciéon de sintesis de nuevas cadenas o de amplificacion se lleva a cabo con
ayuda de los iniciadores los cuales son secuencias de nucleétidos, que se van a
unir a cada una de las secuencias de DNA que previamente fue separada. Su
tamafio méximo es de 30 pares de bases las cuales tendran que cumplir con una
serie de requisitos para asegurar su correcto funcionamiento, entre ellos se
encuentra la temperatura de fusion, la cual normalmente oscila entre 40 y 65
grados centigrados, estos iniciadores ademas tienen que tener un bajo o nulo
grado de complementariedad esto con el fin de evitar la formacion de dimeros
entre los mismos iniciadores y con ello la formacion de productos inespecificos.
Durante la prueba; la desnaturalizacion es la primer etapa, esta consiste en la
separacion de las cadenas de DNA por medio de altas temperaturas, esta
temperatura oscila entre los 95 hasta los 97 grados centigrados; esto dependera
de la relacion C-G, ya que al presentar una triple unién hidrogenada la
temperatura aumentara directamente proporcionalmente a ésta asi como el tiempo
de esta reaccion el cual tiene un periodo aproximado de 20 a 30 segundos. El
siguiente paso de la reaccion de PCR es la hibridacion en esta fase la temperatura
disminuye hasta un rango entre 40 y 60 grados centigrados esto con el fin de
llevar a cabo la alineacién de los iniciadores a sus correspondientes cadenas en el
extremo 3’ y 5’, cabe sefalar que el tiempo y la temperatura éptima, es especifico
e individual para cada uno de los iniciadores (36).

Durante la extension, la cual corresponde a la tercera fase de la reaccion, la
temperatura aumenta hasta 72 grados centigrados, para permitir que la
polimerasa, la cual, al ser una enzima termoestable, se active su funcionamiento a

altas temperaturas. Debido a la accion de la polimerasa y a la utilizacion de los
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nucleotidos disponibles en la mezcla de reaccion las cadenas especificas de DNA

se van formando, para asi repetirse en cada uno de los ciclos (34,37,38).

1.4.6 RT-PCR en tiempo real.

A pesar que la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa ha
sido una eficiente y sensible forma de deteccion del RNA del virus de la diarrea
epidémica porcina, esta reaccion cuenta con una serie de limitaciones como el
tiempo empleado en la visualizacidbn posterior a la electroforesis en gel de
agarosa, asi como la imposibilidad de cuantificar la carga viral de las muestras
(39), es por esto que esta técnica ha tenido mejoras y refinamiento dando como
resultado la RT-PCR en tiempo real.

En la RT-PCR en tiempo real la amplificacion asi como la deteccidén se lleva a
cabo de manera simultanea sin necesidad de una accidén posterior, empleando
una base fluorescente con la cual se realizara la deteccién quimica en presencia
del producto de RT-PCR esto sucede mediante el empleo de un termociclador con
lector de fluorescencia. Los agentes generadores de fluorescencia y por lo cual
permite realizar la lectura se dividen en dos tipos. Los agentes intercalantes
(quimicos no especificos) los cuales aumentan notablemente la fluorescencia en
presencia de una cadena de DNA de doble hélice. Un ejemplo de estos agentes y
el mas utilizado es el SYBR green; el incremento en la cantidad de DNA por cada
ciclo se traduce en un aumento proporcional en la fluorescencia, este tipo de
agentes fluorescente presentan el inconveniente de baja especificidad ya que se
unen de manera indistinta a cualquier doble cadena, por lo que para reducir esto la

temperatura de fusion de los productos debe ser precisa, para asegurar en su
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mayor parte la deteccion de la cadena blanco. Otros agentes fluorescentes de
deteccion son las llamadas “sondas de hibridacion especificas” (Figura 3), estos
agentes utilizan sondas especificas para cada reaccién de PCR, dichas sondas
cuentan con dos fluorocromos denominados donador y aceptor respectivamente.
Existen distintos tipos de sondas las llamadas lineales como es el caso de las
sondas de hibridacion en las cuales el fluorocromo donador se encuentra en el
extremo 5y un aceptor en su extremo 3’, los cuales al estar integros y unidos
emiten una menor fluorescencia que en el momento de su separacion por la
accion de la Taq polimerasa esta hidroliza el extremo 5°, produciendo la
separacion del fluorocromo y con ello se permite la captacion de dicha

florescencia; otro ejemplo de las sondas de hibridacion especificas (40,41).
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Figura 3. Mecanismo de la sonda de hidrolisis. Donde (A) durante el alineamiento de las sondas,
la secuencias se alinean por complementariedad a su blanco, para posteriormente (B), con ayuda
de la polimerasa, se hidroliza la region 5’ de la misma, liberando asi el fluorocomo donador (C) y

con ello se emite la fluorescencia (40).
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En las moléculas beacon (Figura 4) la molécula donadora se encuentra en el
extremo 5°, mientras que la aceptora en el extremo 3", presentando ademas una
estructura secundaria en forma de asa, en la que se encuentra la secuencia
especifica de DNA; una vez hidrolizada, las sondas se separan, permitiendo asi la

fluorescencia para su identificacion (41).
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Figura 4. Mecanismo de la sonda beacon (40).
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1.4.7 Pruebas indirectas

Un grupo de pruebas de gran utilidad para el diagnostico de esta enfermedad son
las llamadas serolégicas son pruebas que se basan en identificar la respuesta
inmune de los organismos para los agentes patdégenos. Dentro de este grupo de
pruebas se encuentra el ensayo inmunoenzimatico (ELISA), la prueba de
inmunoperoxidasa, inmunofluorescencia, Western blot, entre otras pruebas, las
cuales se basan en la reaccion y especificidad de la unién antigeno-anticuerpo
(42, 43).

1.4.8 ELISA

En los dltimos afios se han desarrollado pruebas de ELISA indirecta para la
identificacion de IgG e IgA, utilizando principalmente la fraccion S1 de la proteina
S, asi como la proteina N, obtenidas de forma recombinante, este método
diagnéstico permite una automatizacion del mismo (42). Esta prueba consiste
fundamentalmente en la deteccion de anticuerpos especificos utilizando la
reaccion antigeno-anticuerpo, la deteccién depende del tipo de prueba que se
realice. En el ELISA de captura al utilizar anticuerpos permite la deteccién de
antigenos; mientras que las pruebas de ELISA indirecto permiten identificar la
presencia de anticuerpos en las muestras. La obtencién de un resultado se logra

gracias a la accién enzimatica entre un cromdgeno y su sustrato (43).
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1.4.9. Ensayos de inmunofluorescencia

Esta prueba se ha utilizado para detectar antigenos en un cultivo celular o en una
muestra de tejido en este caso enterocitos de un animal sospechoso; el principio
de esta reaccion es la identificacion antigénica por medio de la interaccion
antigeno-anticuerpo, la identificacion intracelular del agente patégeno se realiza
utilizando un conjugado fluorescente con un anticuerpo especifico para el virus de
la diarrea epidémica porcina para posteriormente ser visualizado gracias a un

microscopio de fluorescencia (29).
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2. Justificacion

Asociado a que el vDEP causa un gran impacto productivo y econémico en las
producciones porcicolas nacionales, es necesario trabajar en la estandarizacion
de pruebas de diagndstico molecular que identifiguen los genotipos virales que
circulan de forma natural en México y determinar asi la funcionalidad de las

pruebas experimentales y de referencia.
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3. Objetivos

Estandarizar y evaluar diferentes protocolos de identificacion molecular para la
deteccién del virus de la diarrea epidémica porcina que circula de forma natural en
México

3.1 Objetivos particulares

° Desarrollar y estandarizar un procedimiento de deteccibn molecular
cuantitativo para el diagnostico del RNA del virus de la diarrea epidémica porcina

° Estandarizar y adaptar métodos de diagnostico molecular de referencia
para el diagnostico del RNA del virus de la diarrea epidémica porcina

° Calcular la sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas de
diagnéstico molecular

e Calcular los valores predictivos de las diferentes pruebas de diagndéstico

molecular.
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4. Hipotesis
El desarrollo de métodos de diagnostico molecular, basado en cepas del virus

circundante en el pais, refleja mejores resultados que los métodos de

referencia.
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5. Material y métodos

5.1 Disefio experimental

La evaluacién de las pruebas moleculares se realiz6 empleando muestras de
hisopos colectadas de cerdos infectados experimentalmente. Los cerdos fueron
inoculados con virus previamente aislados y se clasificaron en tres grupos
experimentales: G1, lechones inoculados (n = 5) con un in6culo de vDEP virulento
(PEDV/MEX/PALOALTO/01/2016), identificado en lechones de seis semanas de
edad; G2, lechones inoculados (n = 5) con la mezcla de un inéculo de vDEP
virulento y variante (PEDV/MEX/PALOALTO/02/2016), identificado en lechones de
ocho semanas; y G3, lechones inoculados (n = 7) con una cepa Vvirulenta
(PEDV/MEX/MICH/01/2015; No. GenBank: KY828995) de referencia.

5.2 Muestras clinicas

Se colectaron muestras en los tres grupos experimentales empleando hisopos de
poliéster de 15 cm de longitud (HL) (Sterile polyester tipped applicators, Puritan).
En el G3 se colectaron ademas hisopos cortos de 5 cm de longitud (HC) e hisopos
orales (HO) (aplicadores convencionales de punta de algodén). Todas las
muestras fueron almacenadas en 1 ml de solucién de fosfatos (PBS) contenida en
microtubos de 1.5 ml e inmediatamente congeladas a -80° C (en vapor de
nitrégeno liquido).

5.3 Extraccion de RNA

Las muestras con los hisopos fueron descongeladas y sometidas a agitacion

mecanica por 15 segundos, se retir0 la punta del hisopo y se empled el
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sobrenadante de PBS con el material biologico para la extraccion de RNA. Se
empleé el paquete comercial RNeasy Mini Kit® (QIAGEN). Se colectaron 350ul y
se homogenizd con 350ul del reactivo de lisis. Posteriormente se siguieron las
instrucciones de acuerdo a lo especificado por el fabricante. Se obtuvo un volumen
total de 80ul de RNA total, se realizaron alicuotas en tubos con 10ul de RNA y
fueron conservadas a -80°C. Durante cada analisis se descongel6 una alicuota por
prueba realizada.

5.4 Andlisis in silico

Se realizo el andlisis in silico de los iniciadores y las sondas utilizadas durante los
experimentos, se empled el programa Mega 6 para realizar alineamientos de 10
cepas obtenidas en el laboratorio (44), asi como con cepas de referencia (27
cepas) como se muestra en el cuadro 1. Los alineamientos fueron empleados
para comprobar la complementariedad de cada iniciador, ademas se verificd la

temperatura de hibridaciéon y la formacién de dimeros.
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Cuadro 1. Lista de cepas utilizadas para el andlisis in silico de los iniciadores y sondas

para las pruebas de RT-PCR en punto final y tiempo real.

Cepa DEP

ZJCZACHINA
VN/KCHY-310113/2013VIETNAM
USA/Indiana/17846/2013USA
USA/Colorado/2013USA
strain_attenuated_DR13_SK
SM98 SOUTH_KOREA
SD-M_CHINA
Poltava01/2014_UKRAINE
PEDVCHINA

OH851_USA
MEX/Mexico329/2014MEXICO
MEX/124/2014MEXICO
MEX/104/2013MEXICO
LZC_CHINA
PEDV/MEX/VER/01/2014
PEDV/MEX/GTO/02/2014
PEDV/MEX/MICH/02/2015
PEDV/MEX/JAL/03/2016

PEDV/MEX/PUE/01/2016

No. GenBank

JX524137
KJ960180
KF452323
KF272920
JQ023162
GU937797
JX560761
KP403954
KC189944
KJ399978
KR265766
KJ645700
KJ645708
EF185992
KY82899
KY828994
KY828996
KY828998

KY829000.1

Cepa DEP

LC_CHINA
LO0721/GER/2014GERMANY
KNU-1406-1_SOUTH_KOREA
IA1_USA
FR/001/2014_FRANCE
CV777_BELGIUM
COL/Cundinamarca/2014_COL
CH/FJZZ-9/2012_CHINA
CAN/Quebec334/2014_CANADA
AJ1102_CHINA
AH2012_CHINA
7239/2009_ITALY
13-019349_USA
PEDV/MEX/SON/01/2014
PEDV/MEX/JAL/01/2014
PEDV/MEX/MICH/01/2015
PEDV/MEX/JAL/01/2016

PEDV/MEX/MICH/01/2013

No. GenBank

JX489155

LM645057

KM403155

KF468753

KR011756

AF353511

KU569509

KC140102

KR265831

JX188454

KC210145

KR061458

KF267450

KY828992

KY828993

KY828995

KY828997

KY828999
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5.5 RT-PCR punto final

Se emplearon iniciadores previamente reportados por Kim et al. (2007) y Chiou et
al., 2014 (45,46), para amplificar un fragmento de 338 pares de bases del gen N.
Ademas, se emplearon dos pares de iniciadores de disefio propio dirigido al gen S,
con un tamafo de 834 (S1) y 1135 (S1-2) pares de bases, respectivamente. Las
reacciones se prepararon con una mezcla en volumen final de 10ul mas 3ul de la
muestra de RNA (en promedio 4.6 ng/ul); la mezcla de reaccion se realizo
empleando el paquete comercial OneStep RT-PCR kit (QIAGEN). Se utiliz6 en
todos los casos la misma proporcion en la mezcla de reaccién; la cual consistio en
2.5 ul de QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5X , 0.5 ul de QIAGEN OneStep RT-
PCR enzyme mix (Omniscript, Sensiscript reverse transcriptase y HotStart Taq
DNA polymerase), 0.5 ul de mezcla de dNTP’s, 0.5 ul de los iniciadores delantero
y reverso (c/u), complementando con agua libre de RNAasas (5.5 ul) para ajustar
un volumen de 10 pl de la mezcla, finalmente se adicionaron 3 pl de cada muestra,
para generar un volumen total de 13 pl. Esta mezcla se realiz6é en tubos de 1.5 ml
nuevos y estériles, se dio un pulso de agitacion y posteriormente un pulso de
centrifugacion para llevar al fondo todo el contenido del mismo, posteriormente se
trasladdé a tubos para PCR de 0.2 ml, donde se llevé a cabo la reaccion. La
reaccion se llevo a cabo en un termociclador Axygen MaxyGene Thermal Cycler I,
bajo las siguientes constantes: retrotranscripcion (50°C/30 min), inactivacion de la
retrotranscripcion y desnaturalizacion inicial (94°C/15 min), seguido por 45 ciclos,
compuestos por temperatura de desnaturalizacion (90°C/ 30 seg), alineamiento

(S800: 59°C, S1000: 60°C; N: 58°C/ 60 seg), posteriormente la extension (72°C/1
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min), por ultimo un ciclo de 72°C por 10 minutos para extension final. Una vez
finalizada la reaccion se realiz6 la electroforesis de los productos en gel de
agarosa al 1.5% teflido con Midori Green a un volumen de 100ml, para

posteriormente ser visualizado en fotodocumentador.
5.6 RT-PCR tiempo real

Para los ensayos de RT-PCR en tiempo real se utilizaron los iniciadores descritos
por Wang et al. (2014) (55), los cuales se encuentran dirigidos al gen S (region
conservada), se emplean dos diferentes sondas, las cuales estan disefiadas para
hibridar con cepas de virus variantes (S-VAR) y virulentos (S-VIR). Ademas, se
estandarizé una prueba de disefio propio denominada S1-INI, la cual esta dirigida
para amplificar un fragmento conservado del gen S1 del vDEP. Las pruebas se
realizaron empleando una mezcla de reaccidén del paquete comercial QuantiTect
Reverse Transcription Kit (QIAGEN), utilizando 10ul de master mix 2X, 0.2 pl de
RT Mix, 0.75 pl de iniciadores (c/u), 0.5 pl de las sondas especificas, 5.8 pl de
agua libre de RNAasas para ajustar un volumen de 18 pl. Finalmente, para
completar la reaccién, se afiadié 2 pl de cada una de las muestras a evaluar. Para
el desarrollo de la prueba se utilizé el termociclador CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BioRad), con el siguiente programa: retrotranscripcion (50
°C/20 min), desnaturalizacion (95°C/30 seg) y 40 ciclos de desnaturalizacion

(94°C/45 seq), hibridacion y lectura (60°C/45 seg).
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Figura 5. Genoma del virus de la diarrea epidémica porcina y sitios de
amplificacion para las distintas pruebas de RT PCR en punto final y tiempo real.
Para la estandarizacién de la prueba de disefio interno (S1-INI), se realizaron
experimentos con gradientes de temperaturas para el alineamiento de los
iniciadores, con muestras previamente reportadas como positivas. El gradiente se
realiz6 con temperaturas oscilantes entre 50 y 60 °C, para las cuales se
observaron las curvas reportadas, asi como su punto de corte (Cq) y la presencia
de amplificaciones no especificas.

5.7 Cuantificacion absoluta de la carga viral

Para realizar la cuantificacion absoluta en las pruebas de RT-PCR en tiempo real
se requirio clonar el fragmento amplificado. La clonacion se llevd a cabo
empleando el vector plasmidico pJET1.2/blunt (CloneJET PCR Cloning Kit;
Thermo Fisher Scientific). Para la cuantificacion en la prueba S-VAR/S-VIR se
emplearon los vectores previamente transformados por Lara-Romero et al., (2017)
(44). Para la cuantificacion en la prueba INI se construyeron dos vectores con el
inserto de una cepa variante y una cepa virulenta del vDEP. Previamente, se
obtuvo cDNA, bajo las constantes referidas por el fabricante (RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit; Thermo Fisher Scientific), dicha reaccion se realizé

para la obtencion de un volumen total de 20pul, posteriormente se realiz6 una
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prueba de PCR, utilizando los iniciadores INI y la mezcla de reaccion GoTaq
Green PCR Master Mix (Promega) en un volumen de 100 pl, posterior a la
amplificacion se observé en un gel de agarosa al 2%. Los productos fueron
purificados con el paquete comercial QIAquick Gel Extraccion Kit (QIAGEN) bajo
las condiciones establecidas por el fabricante. Los productos purificados fueron
ligados al vector pJET empleando la mezcla: 10ul de Buffer de reaccion, 1ul de
Bluting enzima, 1pl de vector pJET, 1ul de ligasa y 7pl del producto purificado. El
vector con el inserto fue empleado para transformar células E. coli One Shot
Topl0 (Thermo Fisher Scientific), las cuales fueron sembradas en medio liquido
LB, dejando crecer toda la noche a 250 rpm a una temperatura de 37°C. Una vez
alcanzado el periodo de crecimiento, se centrifugl y se obtuvo una suspension de
células para la transformacioén, la cual se llevé a cabo por medio de choque
térmico. Se sembrd en placa usando agar LB con ampicilina, las colonias que
crecieron a las 18 horas fueron seleccionadas para una nueva siembra en medio
liguido LB, se dej6 incubar por 12 horas y se centrifugd para posteriormente
realizar la purificacion de los plasmidos empleando el paquete comercial QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen). Los plasmidos purificados fueron sometidos a una
digestion enzimatica para liberacion del plasmido, utlizando la enzima de
restriccion Bgl Il. EI DNA extraido fue resuspendido en buffer TE (pH 8.0), se
realizaron alicuotas de 50 pl y fueron almacenadas a -80° C. La concentracion
final fue determinada por espectrofotometria. La cantidad exacta de moléculas de
DNA fue calculada con el programa libre disponible en scienceprimer.com. Se
realizaron diluciones decuples del DNA plasmidico (10! a 10719, mismas que

fueron empleadas en la elaboracion de la curva estandar.
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5.8 Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico para determinar la especificidad y sensibilidad
analitica de las pruebas utilizando las siguientes formulas(47).

o verdaderos positivos
sesibilidad = — x 100
total de casos positivos

La especificidad se calcul6 a partir de las muestras negativas, asi como los
testigos utilizados en cada una de las pruebas.

o verdaderos negativos
especificidad = - x 100
total de casos negativos

6. Resultados.

6.1. Analisis in silico

Al realizar el alineamiento con las distintas cepas de referencia se observo que los
iniciadores empleados en la prueba S1-800, tienen concordancia, con el 83.3% de
las cepas. Asi mismo, para los iniciadores empleados en las pruebas de RT-PCR
en tiempo real, los dirigidos para las cepas variantes obtuvieron el mejor resultado
general, de la misma forma, la concordancia, entre los iniciadores de las pruebas
S-Vir y S1-INI, obtuvieron valores parecidos (89.3 y 86.4%). Cabe mencionar, que
los iniciadores empleados en las pruebas de RT-PCR en tiempo real, obtuvieron
valores mas altos en comparacion con las pruebas en punto final. En el Cuadro 2
se observan las cepas mexicanas reportadas por Lara-Romero et al. (2017) (44) y

el porcentaje similitud de cada uno de los iniciadores de las pruebas.
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Cuadro 2. Porcentaje de similitud obtenido del analisis in silico.

Iniciadores Cepas de referencia
S1-800 83.33

S1-2-1000 74.07

N 75.92
S-Vir 89.39
S-Var 100

S1-INI 86.41

6.2 RT-PCR punto final

Cepas de México
100

70

86.66
100

90

Para obtener los resultados a partir de las reacciones de RT-PCR se realizaron

electroforesis utilizando geles de agarosa al 1.5% para ser visualizados por medio

del fotodocumentador; de los tres grupos experimentales se recolectaron 83

muestras en total, dichas muestras obtuvieron un porcentaje de positividad grupal

promedio para la prueba S800, de 0 (G1), 2.8 (G2) y 33.9% (G3), mientras que

para la prueba S1000, el porcentaje de positividad fue del 13.3, 2.8 y 60.2%; para

la prueba N, fue de 75, 95.1 y 81.4%. Por hora de colecta, los valores de

positividad se presentan en la Figura 6, la representacién numérica se encuentra

acompafnada de un mapa de calor, entre mayor sea la intensidad de color, mayor

sera el promedio de muestras positivas.
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0

10 RT-PCR punto final

20 S1 S1-2 N

30 hpi |G1 | G2|G3| |Gl |G2]G3| |Gl |G2]|G3
40 24 IND| 20| 14 | IND| 0 | 29 | [ ND 100|100
50 481 0 | 0 | 14 0 |20| 57 || 60 [100| 57
60 721 0 | 0 [28|]40| O [ 86 | [100{100 {100
70 96| 0 | 0 |[ND|| O | 0 |[ND| {80 [100| ND
80 1200 0 | O | 85 0| 0 |100|| 80 |100|100
90 1441 0 | O [ND||20| O |[ND| | 80 | 100| ND
100 168 0 | O [28{|20| O |29 || 50| 66 | 50

Figura 6. Porcentaje de positividad en las pruebas de RT-PCR punto final
utilizando los distintos iniciadores.

6.3. RT-PCR en tiempo real

6.3.1. Porcentaje de positividad

Para la observacion de los resultados obtenidos en la prueba de RT-PCR tiempo
real, se prescinde de la utilizacién del gel de agarosa, ya que estos se observaron
por medio del programa Bio-Rad CFX Manager, mediante el cual se observaron
las curvas de amplificacion, con las que se identificaron las muestras positivas,
cuyo porcentaje grupal del mismo fue de 100 (G1), 85.4 (G2) y 81.4% (G3) para
las pruebas S-Vir, 10.8, 100 y 24.2% para la prueba S-Var y de 100, 86.4 y 90%
en la prueba S1-INI, respectivamente; desglosandose por hora de muestreo se

pueden observar los porcentajes de positividad en la Figura 7.
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RT-PCR tiempo real

S-Vir S-Var ST-INI

hpi
24
48
72
96
120
144
168

Figura 7. Porcentaje de positividad en las pruebas de RT-PCR tiempo real
utilizando los distintos iniciadores.

6.3.2. Valores de cuantificacion (Cq)

Una de las posibilidades de realizar las pruebas de RT-PCR en tiempo real, es
que el resultado puede ser expresado con valores cualitativos o cuantitativos. En
relacion al andlisis cualitativo puede expresarse de dos formas, con el valor de
cuantificacion (Cq) y con el valor ajustado a la Cq. Se decidio presentar los dos
analisis ya que es comun que los clinicos y médicos veterinarios que hacen uso
del laboratorio de diagnéstico reciban los resultados, en muchos casos, de esta
forma. A continuacién, se presentan los resultados con relacion al valor de
cuantificacion en donde se promedi6 el valor de las muestras analizadas por hora
de colecta (Figura 8). Empleando con un mapa colorimétrico, iniciando desde las
tonalidades rojizas correspondiente a los valores mas bajos (mayor concentracion
relativa de RNA viral), hasta llegar a las tonalidades verdes con los valores mas

altos (menor concentraciéon relativa de RNA viral), por lo que se observé que el
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promedio de Cq por prueba realizada fue de 28.5 para S-Vir, 33 para S-Var y 30.6

para la prueba S1-INI.

RT-PCR tiempo real

S-Vir S-Var S1-INI

hpi | G1 | G2 |G3| |Gl| G2 | G3 Gl | G2 |G3
40 24 [ND| 31 | 30 30 [ 32| |[ND| 32 | 33
35 48 | 31 | 32 | 31 37| 33 | - 32 | 33 | 32
30 72| 28| 31 |25 321 33 | 32 30 | 32 | 31
25 96|29 | 31 |[ND - | 32 (ND| | 31 | 33 |[ND
20 120] 30 | 30 | 20 - | 33 |32 33 | 32 | 21
15 144 30 | 28 [ND| (37| 32 [ND| | 31 | 32 |[ND
10 168| 31 | 30 | 21 -1 32| - 34 | 32 | 22

Figura 8. Valores de cuantificacion (Cq) promedio obtenidos durante la fase
experimental. El color rojo representado en un mapa de calor indica un valor de Cq
mas bajo y el verde, un valor mas alto.

Es importante sefialar que, en esta forma de representar los resultados, el valor
expresado es inversamente proporcional a la cantidad de material genético

contenido en las muestras colectadas, lo que significa que a menor Cg, mayor

concentracion relativa del material genético del vDEP.
6.3.3 Valores ajustados a Cq

Para expresar los resultados como valor ajustado a Cq, el valor obtenido debe
restarse al ciclo considerado como punto de corte en donde la prueba es positiva,
en este caso, el ciclo 40. Esta forma de representar los resultados indica
incrementos en numeros relativos, que corresponden a una mayor concentracion
del material genético del vDEP. Los valores por dia fueron promediados y se

emplearon para graficar en relacion al tiempo de experimentacion (Figura 9 a 11).

36



En el G1 se observé que los valores ajustados mas altos se obtuvieron con las

pruebas S-Vir, seguido de la prueba S1-INI, al mismo tiempo se observé un

comportamiento similar a lo largo de las horas post inoculacion, se observa que

para la prueba S-Var, el comportamiento de los resultados fue erratico, asi como

los valores ajustados por debajo de lo esperado.

Valores ajustados G1

—
e

Valores ajustados Cq
5 o © 5

b

.

0 24 48 72 96 120 144 168
Horas post inoculacion

® Prueba S-Var

B Prueba S-Vir

& Prueba S1-INI

Figura 9. Promedio de los valores ajustados a Cq del G1 a lo largo del tiempo de
experimentacion. Se observan los valores promedio mas altos empleando la

prueba S-VIR.

En el G2 se observd que los valores ajustados mas altos se obtuvieron con la

prueba S-Vir, sin embargo, se identific6 un comportamiento, similar entre las tres

pruebas realizadas a lo largo del tiempo post inoculacion, de la misma forma, se

observa una tendencia uniforme en los valores obtenidos a lo largo del tiempo.
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Valores ajustados G2

-
P

® Prueba S-Var
#® Prueba S-Vir
4 Prueba S1-INI

= a0 -
e rn &

i

Valores ajustados Cq
(=]

e _n &

0 24 48 72 9% 120 144 168
Horas post inoculacion

Figura 10. Promedio de los valores ajustados a Cq del G2 a lo largo del tiempo de
experimentacion. Se observan los valores promedio mas altos empleando la
prueba S-VIR.

En el G3, se pudo observar que la prueba S-Vir, obtuvo una mayor positividad en
comparacion con las demas pruebas realizadas, en la prueba S1-INI se observa
un comportamiento similar a la anterior; en contraste la prueba S-Var, refleja una

identificacion mas baja y erratica en relacion a las otras pruebas.
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Valores ajustados G3

25, !
® Prueba S-Var
820- #® Prueba S-Vir
(]
'g + Prueba S1-IN|
- 151
1]
k7
=]
' 101
S
S s
. .

0 24 48 72 96 120 144 168

Horas post inoculacion

Figura 11. Promedio de los valores ajustados a Cq del G3 a lo largo del tiempo de
experimentacién. Se observan los valores promedio méas altos empleando la
prueba S-VIR.

En el caso del G3 se analizaron de manera conjunta, dos tipos de muestras mas,
la muestra colectada con hisopo corto (HC), via rectal y una muestra de fluido
colectada por medio de hisopo oral (HO). EI comportamiento registrado para las

muestras de HC, a través de las diferentes horas post inoculaciéon, fue similar

entre las tres pruebas evaluadas (Figura 12).
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Valores ajustados G3 HC
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# Prueba S-Vir
* prueb S1-INI

N
b

-
bt

Valores ajustados Cq
—
o

<

0 24 48 72 96 120 144 168
Horas post inoculacion

o

Figura 12. Promedio de los valores ajustados del G3, con muestras obtenidas por
medio de hisopo rectal corto (HC).

En los valores correspondientes de las muestras obtenidas por medio de HO, se
observa un comportamiento similar entre las pruebas S-Vir y la prueba S1-INI, en

cuanto la prueba S-Var, se observé un comportamiento erratico.
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Valores ajustados G3 HO

254
® Prueba S-Var

S 20 # Prueba S-Vir
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[
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0 24 48 72 96 120 144 168
Horas post inoculacion

Figura 13. Promedio de los valores ajustados obtenidos del grupo 3 con muestras
de fluido oral colectadas por medio de hisopo (HO).

6.3.4 Cuantificacion absoluta por RT-PCR en tiempo real

6.3.4.1 Construccion de curvas de calibracion

Para las pruebas de S-VAR y S-VIR, se utilizaron curvas de calibracion
previamente estandarizadas en el laboratorio. Los valores de cuantificacion
obtenidos indican limites de deteccion de 1 a 107 copias de equivalentes
gendémicos por ml. Las curvas de cuantificacion obtenidas por medio de la
metodologia de disefio interno (S1-INI) se presentan en la Figura 14. Se observo
un patron de dilucion en las diferentes concentraciones evaluadas por ciclo de
amplificacion, de la misma forma se comprob0 que existi6 concordancia entre
cada prueba inter-ensayo, ya que, en todos los casos, la amplificacion de cada
una de las diluciones es correspondiente entre ellas. En la curva de calibracion de

la prueba virulenta, las Cq resultantes abarcaron a partir del ciclo 7.8, hasta un
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méaximo de 34.9, mientras que, para la prueba variante, fueron entre los ciclos 7.3
y 35.18. Los valores de cuantificacion obtenidos indican limites de deteccion de 1
a 10° copias de equivalentes gendémicos por ml, para ambas pruebas. Todos los
valores obtenidos durante la cuantificacion de la carga viral, fueron transformados

a Log10.

Una vez construidas las curvas de calibracion se logro cuantificar la carga viral por
muestra. Los valores promedio y la desviacién estandar de cada grupo, por dia de

experimentacion se muestran en las Figuras 15 a 17 .
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Figura 14. Curva de calibracion de la prueba S1-INI. A) Diluciones seriadas y
amplificacion empleando un vector con el inserto de una cepa virulenta. B)
Diluciones seriadas y amplificacion empleando un vector con el inserto de una
cepa variante.
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En el G1 el comportamiento de las pruebas S-Vir y S1-INI, presentaron una
tendencia similar, durante todo el tiempo de experimentacion, con una
cuantificacion maxima a las 72 horas con valores de 1.29E+06 y 1.75E+05, para
estas, comparativamente, a las 15049 copias cuantificadas por la prueba S-Var

(Figura 15).
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Figura 15. Promedio de los valores de cuantificaciéon del G1 con muestras rectales
obtenidas por medio de hisopo largo.

En el G2, se observa en todas las pruebas una tendencia similar entre ellas,
identificando una menor cuantificacion general con la prueba S1-INI, en
comparacién con las otras pruebas. La cuantificacion maxima se presento a las 12
horas para la prueba S-Vir, con una cuantificacion de 8.69E+05. Los valores
maximos para las pruebas S-Var y S1-INI, se registraron a las 24 horas (1.27E+06
y 8.38E+04 numero de copias, respectivamente), posteriormente se presentd una
baja generalizada en la cuantificacion a las 48 horas y un repunte a las 144 horas

post infeccion. Se observd menor desviacion estandar en la prueba S1-INI,
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comparativamente con las otras pruebas, lo que indica una menor variacion entre

los valores reportados (Figura 16).
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Figura 16. Promedio de los valores de cuantificacion del G2 con muestras rectales
obtenidas por medio de hisopo largo.

En el G3, se observé una tendencia a incrementar la carga viral de forma positiva
a lo largo del tiempo, identificando un pico maximo en la cuantificacion con valores
de 4.74E+08 para la prueba S-Vir y 6.79E+08, para la prueba S1-INI, a las 120

horas post inoculacién (Figura 17).
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Figura 17. Promedio de los valores de cuantificacion del G3 con muestras rectales
obtenidas por medio de hisopo largo.

Los resultados obtenidos de las muestras colectadas por medio de hisopo corto y
de hisopo oral del G3 se presentan en las Figuras 18 y 19. En el caso de las
pruebas realizadas para el muestreo con hisopos cortos, se detecté la mayor
cuantificacion a las 168 horas post infeccion con un valor de 2-3.24E+09 para la
prueba S-Vir y de 3-92E+09 para la prueba S1-INI a las 120 horas post infeccién

(Figura 18).
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Figura 18. Promedio de los valores de cuantificacion del G3 con muestras rectales
obtenidas por medio de hisopo corto.

En las muestras de fluidos orales colectados con hisopo, se pudo observar que las
pruebas correspondientes a S-Vir y S1-INI, presentan valores similares a lo largo
del experimento, teniendo un pico de amplificacion maximo a las 168 horas post
infeccion (2.16E+07 y de 1.58E+08 numero de copias, respectivamente). Para la
prueba S-Var, se presenté una baja cuantificacién, con un maximo de 1.9E+03

namero de copias (Figura 19).
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Figura 19. Promedio de los valores de cuantificacion del G3 con muestras de fluido
oral obtenidas por medio de hisopo oral.

6.4 Analisis estadistico

Una vez obtenidos los resultados de las pruebas se obtuvieron los valores de
sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos por cada grupo en
cada una de las pruebas (Cuadros 3y 4) (47,48). En el Cuadro 5 se observa una
baja sensibilidad para las pruebas dirigidas al gen S, en los dos primeros grupos
(3.7, 7.69 y 18.5, 7.69%), mejorando considerablemente en el G3, esto indica la
alta probabilidad de tener resultados falsos negativos. En contraste, las pruebas
realizadas para el gen N, el promedio registrado entre los tres grupos, fue de
87.49%. En cuanto los valores predictivos, los valores negativos, resultaron con

bajos valores.
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Cuadro 3. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos para las pruebas de RT-
PCR punto final.

Valores de especificidad, sesibilidad y valores predictivos en pruebas de RT-PCR en punto final.
Muestras Controles i A Sesibilidad | Especificidad Ua.|or. Vélo! Exactitud
Grupo totales Positivos [ Negativos| Total ) ) predictivo predictivo )
— - . positivo (2] | negative () -
Pasitivos | Negativos
5800
G1 26 1 1 1 27 28 3.70 100.00 100.00 3.70 7.4
G2 25 1 1 2 25 27 7.69 100.00 100.00 4.00 .11
G3 32 1 1 13 21 34 33.33 100.00 100.00 4.76 41.18
51000
G1 26 1 1 5 23 28 18.52 100.00 100.00 4.35 2143
G2 25 1 1 2 25 27 7.69 100.00 100.00 4.00 .11
G3 32 1 1 22 12 34 B6.67 100.00 100.00 8.33 67.65
PEDN
G1 26 1 1 22 5 28 §1.45 100.00 100.00 16.67 5§2.14
G2 25 1 1 25 2 27 36.15 100.00 100.00 50.00 96.30
G3 32 1 1 28 5 34 84.85 100.00 100.00 16.67 85.29

En el Cuadro 4 se presenta la sensibilidad promedio para cada uno de los grupos

y protocolos de RT-PCR en tiempo real evaluados. La prueba S1-INI presento

mayor porcentaje de sensibilidad y exactitud. La prueba S-Var registro los valores

mas bajos. En comparacion con los protocolos evaluados de RT-PCR en punto

final estas pruebas tuvieron un mejor desempefio.

Cuadro 4. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos para las pruebas de RT-
PCR en tiempo real.

Valores de especificidad, sesibilidad v valores predictivos en pruebas de RT-PCR en tiempo real.
Muestras Controles - . Sesibilidad | Especificidad 'Uailor- 'Ua‘lo‘r Exactitud
Grupo Positivos|Negativos| Total 2 3 predictivo predictivo %
totales — - (4) () A ! ()
Pasitivos [ Negativos positivo (2] | negativo (4]
S-Var
G1 26 1 2 3 27 29 14.8 100.00 100.00 8.00 20.69
G2 25 1 2 22 25 28 88.5 100.00 100.00 40.00 83.29
G3 32 1 2 5} 21 35 21.2 100.00 100.00 714 25.1
S-Vir
G1 26 1 2 5 26 23 100.0 100.0 100.0 100.0 100.00
G2 25 1 2 2 22 28 88.5 100.0 100.0 40.0 §3.29
G3 32 1 2 22 27 35 84.5 100.0 100.0 28.6 85.71
S1-INI
G1 26 1 2 22 26 29 100.0 100.0 100.0 100.0 100.00
G2 25 1 2 25 22 28 858.5 100.0 100.0 40.0 83.29
G3 32 1 2 28 30 35 33.9 100.0 100.0 50.0 94.29
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7. Discusion.

A partir de la aparicion de nuevas cepas del virus de la diarrea epidémica porcina
en el continente asiatico y su posterior llegada al continente americano, con los
primeros casos en Estados Unidos y su posterior diseminacion por los paises de la
region a partir del 2013, el desarrollo de técnicas diagndsticas eficientes ha sido
una prioridad para la contencion de esta enfermedad. En el caso de la técnica de
RT-PCR factores como la practicidad y el potencial cuantitativo, ha contribuido en
un aumento en el uso de esta herramienta diagnostica (13,14).

El desarrollo de protocolos de diagnéstico molecular para el vDEP, considerando
con la situacién actual, es de suma importancia. Esto debido a la alta capacidad
de variacion genética del virus, se ha registrado una elevada aparicién de cepas
nuevas a partir de la aparicién de la enfermedad, un ejemplo de esto es el reporte
de mas de 90 cepas diferentes en Estados Unidos a partir del afio 2014 (49). En
México, los reportes de la aparicion de nuevas cepas se basan principalmente en
la caracterizacion de la proteina S del virus, como lo menciona Trujillo y Lara
Romero. (17,44).

En los andlisis in silico realizados a partir de cepas circulantes en el mundo, asi
como en cepas reportadas para México, se encontré una alta similitud con los
iniciadores utilizados (86.64 y 86.33%) respectivamente. Debido a la falta de
informacion en México para el analisis de los indicadores para el gen N,
reportados por Chiou et al. (46), su similitud con las cepas analizadas fue de
75.92%.

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas de RT-PCR en punto final indican
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resultados contrastantes, con respecto a los resultados del analisis in silico, ya que
los porcentajes de positividad fueron muy bajos en los grupos G1 y G2.

En el G2, se observd una positividad mayor con la prueba dirigida al gen N, las
cuales, en general, presentaron una mejor deteccién en todos los grupos, una de
las razones puede ser que, debido a que el producto de amplificacion es de un
menor tamafio, su extension es mas eficiente en la prueba de RT-PCR, que con
productos de mayor tamafio, como en las pruebas realizadas para el gen S (50).
Una de las ventajas en la utilizacion de las técnicas de RT-PCR en tiempo real,
como lo mencionan Miller et al. (2015) (39), es la mayor capacidad de deteccién
de la prueba comparandola con la RT-PCR en punto final. Se menciona una
mejora de esta prueba en términos de sensibilidad, aumentando hasta 10 a 100
veces mas este valor. Esta situacion se logroé observar en el presente estudio, ya
que el porcentaje de positividad promedio obtenido fue mayor, comparandolo con
las pruebas de RT-PCR punto final.

Para una evaluacion integral, en el caso de los datos obtenidos por RT-PCR en
tiempo real, una buena alternativa es realizar la comparacién correspondiente
entre cada grupo con valores ajustados y la cuantificacién promedio, ya que no
son excluyentes entre ellas; asi se logra observar una tendencia en las graficas
del G1, donde se mantiene una evolucion similar a lo largo de las horas post
inoculacion, para las pruebas S-VIR y S1-INI.

En el caso del G2, se registro una evolucion similar, observando valores altos a las
12 y 24 hpi, para la prueba S-Vir, seguido de un repunte a las 144 hrs. Esto es
equivalente a la evaluacion del Cq ajustado. Asi mismo, las graficas

correspondientes al HL del G3, muestran valores mas altos y se observa una
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mayor positividad, relacionado con una menor Cq promedio. En el caso de la
comparacion con las pruebas de RT-PCR punto final, se observa positividad
promedio menor, situacion similar a lo reportado por Miller et al. y Schmittgen et al.
(39,51), que mencionan que las pruebas de RT-PCR en tiempo real presentan
una mayor sensibilidad, asi como una menor variacién inter ensayo.

En los datos obtenidos sobre la especificidad, sensibilidad y los valores predictivos
de cada grupo de muestras, se observd una amplia diferencia entre las pruebas de
RT-PCR punto final y en tiempo real. De acuerdo a lo mencionado por Miller et al.
y Wang et al., (39,52), durante el disefio de los iniciadores denominados S-Var y
S-Vir se reporté un porcentaje de alineacion alto, con respecto a las sondas
disefiadas. Sin embargo, el numero de cepas analizadas en ese estudio fue muy
reducido. Una vez que se amplia el nimero de cepas, el porcentaje de
alineamiento disminuye hasta un 86%, esto se refleja claramente con los datos
obtenidos de sensibilidad, ya que se pierde la capacidad de detectar animales
enfermos (excretando el virus), en las pruebas realizadas. Los valores obtenidos
indican un 14.8 y 84.8% de sensibilidad, respectivamente, en contraste con las
pruebas S1-INI, en donde la capacidad para detectar animales enfermos aumenté
de manera importante.

Los valores predictivos que resultaron a partir de las pruebas diagnésticas
realizadas, muestran un 100% de probabilidad de identificar a un individuo
enfermo, esto como lo menciona Lumbreras (53), esta relacionado a la prevalencia
de la enfermedad, la cual era alta. Asi mismo, los valores predictivos negativos,
los cuales resultaron menos efectivos, ya que las pruebas, principalmente en la

prueba S-Var, ya que es la prueba que gener6 mayor cantidad de resultados
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falsos negativos.

La exactitud de la prueba como menciona Ruiz Morales (54), es el valor que
reporta a los individuos que teniendo o no la enfermedad fueron diagnosticados
eficientemente, en las pruebas diagnésticas realizadas, se pueden observar
valores de exactitud muy similares y que concuerdan con los valores de
sensibilidad, teniendo mejores resultados en las pruebas de RT-PCR en tiempo

real.
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8. Conclusiones.

e Se logré estandarizar una prueba de diagnostico molecular adaptada a
cepas nacionales, asi como su evaluacion con protocolos de referencia
estandarizados.

e EIl protocolo de diagnéstico molecular desarrollado a partir de cepas
circulantes en el pais, obtuvo valores de sensibilidad y especificidad més
eficientes entre los protocolos utilizados.

e La herramienta de diagndstico molecular (S1-INI) permite la cuantificacion
de la carga viral y puede ser empleada con muestras colectadas bajo

diferentes protocolos.
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