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la existencia e genogrupos y sub-genogrupos dentro
de esta especie viral realizando el andlisis filogenéticas
a través de la comparacion de la secuencia nucleotidica
de los genes 8y M y el genoma completo de cepas de
diferentes brates de China, Estados Unidos y Corea. [3,
5,6,7.8]

PEDV ha sido informado en muchos paises de Europay
Asia ircluyendo Alemania, Francia, Suiza, Hungria,
Italia, Ghina, Corea del Sur, Tailandia, y Vietnam 3] pero
nunca en América. En mayo de 2013 fue idertiicado
por primera vez en los Estados Unidos y a finales de
enero de 2014, habian ocurrido brotes en 23 estados,
con 2692 casos confirmados causando graves pérdidas
econsmicas. (9]

E1 31 de julio de 2014 se produjo un brote de diarrea
parcina con las caracteristicas clinico-epidemiolégicas
de DEP en Latacunga, provincia Colopaxi. Se
presentan los resultados del diagnostico por medios
moleculares para confimar la presencia del virus de la
diarrea epidémmica por primera vez en Ecuador.

Il. METODOLOGIA

Preparacion de las Muestras: Para el diagnéstioo par
PCR se tomaron muestras de infestino delgado y
diarrea de 11 cerdos erfermos que procedian de una
granja porcina del cantén Latacunga, provincia
Colopaxi.  Los cerdos tenian signos clinicos
compativles con ciiarrea epidérmica porcina  como
diarrea y vomitos con una morbilidad de 4.86%.

Las mussiras de intestino estaban constituidas por
106m de yeyuno e llecn por separade con sU contenico,
ligado por ambos extremos y las heces diarreicas
hablan sido colectadas por estimulacion rectal. Se
trasladaron refrigeradas el mismo dia que fueron
tomadas.

Se prepararon § homogenados de intestin mediante el
raspado de la mucosa intestinal de 23 fragmentos
intestinales arrastrandolas vellosidades jurto con el
conterido intestinal y mezotandolas al 50% con solucién
salina tamporiada con fasfato (PBS: 0.1 M, pH7 2), tres
procedian de lleon y dos de yeyuno. Ademas se prepars
un exiracto de cada muestra de diarrea diluida 1:10 en
PBS, se homogenizaron por agitacién, y se clarificaron
mediante centrifugacién durante 10 minutos a 4300 X g
@4'C.

Extraccion de ARN: Se realizé |a extraccion del ARN
de cada extracto de diarrea y homogenado de intestino
con Trizol (Irwitrogen) siguiendo la metodologia
delfabricante con las siguientes variaciones: Se
utiizaron 500 pL del reactivo el cual se mezcls
suavemete durante 5 rmin con 200 L del homogerado
de intestino delgado o 500 uL del sobrenadarte

olarificado de heces. Enla precipitacion con isopropanol
se incubb 2 -70°C durante 2 horas. El ARN se almacend
a-70°C

Reverso-transcripeion (RT): Para la obiencion del
ADN complementario (c-DNA) se realizd la reaccidn de
RT con la enzima MLV (Invitrogen). Previamente 10 pL
de cada ARM se incubaron a $5°C por 3 min junto @ 250
ng de ‘randomhexamers’ y 0.3mM de dntps
(Irvitroger), luego se colocaron los tubos en hielo
répidamente durante 1 min. El volumen de reaceien final
fue de 50 L de una mezola que cortenia el Buffer R,
DTT (0.3mM), Inhibidor de ARNasa (207 pl) en
concentracion final y 200u de la enzima MLY. E| perfil
témmico de incubacion de la reaccion fue: 25°C 15min
37°C, 1hora; 95°C, 3min

Diagnéstico del virus DEP por PCR: Se Ltilizaron
primers (Tabla 1) que amplifican una regién conservara
del gen N [10] La concentracion final de los
componertes de la reaccin de POR de diagnéstico
fueron Buffer PCR Green Flexi 1% MgCL2, 1.5mM.
dntps, 0.2mM; primers, 0.5 pM y 1.25u de la Enzima
GoTaq Hot Start, (Promega). El perfil de temperatura fue
Smin, §4°C; 30 ciolos de -30 s & 94°C, 1min a 56°C
y1min a 72°C- con una extension final de Smin 872G

Tabla 1. Primers uiilzados pera la amplificacicn por PCR de un
fragmento del gen N para el diagndstico y del gen S para secuenciar

s | scarrcmericeroasanca ] .
NEST | CTCCACGACCCTGOTTATTT
SR | CATAIGCAGECTGCTCTGAA s st

Obtencion de productos de PCR para secuenciar:
Se seleccionaron cuatra muesiras para la obtencion del
producto del gen S para secuenciar (11, Y2, 13y D8)y se
Uilizd una pareja de primers (Tabla 1) ouya diana es el
gen'8.[11] Los componentes y su concertracion final en
Ia reacoion de SOpL fuerorn: buffer POR1X; MgGI2, 3mM:
dntps,0.2mM; primers S1 y S2, 05pM y 1ude
PLATINUM TAQ polimerasa (Invitroger). El perfil
térmico: 94°C, 5min, 30 ciclos de 30 s a 94°C, 1min a
53°Cy 1min a 72°C; Smin a 72°C. La pureza y la
estimacion de la concertracion de los prociictos de
PCR se analizaron por electroforesis en el de agarosa
tenida con SyberSafe

Secuenciacion: Se uiilizo el servicio de Macrogen,SA
(Seul, Repiblica de Corea del Sur) para fa purificaion
de los productos de PCR y la oblencion de la secuencia
nuclecticica mediarte el métoda de  secuenciaion
estandar en capilar.
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Resumen
El virus de la diarrea epidémica poroina (DEP) es
coronavirus que produce diarreas y vémitos can alta
mortalidad, en Ecuador nunca antes habia sido
irforrmado el diagnéstico de esta enfermedad. En el afio
2014 se produjo un brote de diarrea en cerdos de la
provincia  Cofopaxi  con  las  caracteristicas
clinico-epidemiologicas de DEP Se presentan los
resultados de la confirmacion por RT-PCR de la
presencia de ARN del virus DEP en las musstras de
irtestino y heces de Gerdos erfermos v I obtencion de
la secuencia nuclectidica de un fragmento de 627
nuclettidos del gen S del aislado, que fue llamado DEP
Cotopaxi 2014, esta secuencia fuvo una identidad de
100% con mas de 72 cepas o aislados del virus de |a
DEP de los brotes del 2013 y 2014 de Estados Uridos y
de aislados de Corea del Sur relacionados
filogenéticamerte también con cepas americanas

Palabras  claves: Diarrea epickmica _porcina,
diagnéstioo, PCR, caracterizacion molecular, Ecuador.

FIRST REPORT OF MOLECULAR DIAGNOSIS OF
PORCINE EFIDEMIC DIARRHEA IN ECUADOR

Abstract
The virus of porcine epidemic diarrhea (PED) Is &
coronavirus that causes diarhea and vomiting with high
mortality. This cisease had never been informed in
Ecuadar. In 2014, an outbreak of diarthea in pigs of
Gotopaxi province with ciinical and  epidemiological
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characteristics of that disease. Here in are preserted the
RT-PCR diagnostic results of the presence of PED virus.
RNA in intestine and stool samples from diseased pigs
and sequencing of S gene fragment of 627 nucleotides,
the isolated virus was named Cotopaxi 2014 and the
nucleotide sequence shared a 100% identity over 72
strains or isolates of PED virus from USA oLtbreaks
during 2013 and 2014, and with South Korear isolates,
phylogenetically related to American sirairs.

Keywords: Porcine Epidemic Diarrhoea, diagnostic,
PCR, molecular characterization, Ecuador

1. INTRODUCGION

La diarrea epidemica porcina (DEP) se reportd por
primera vez en el Reino Unido en 1971 [1]. La
erfermedad se caracteriza por grave enteritis, vamitos,
diartea acuosa, deshidratacion, y alta tasa de
mortalidad entre los cerdos Posteriormente,  se
identificd el agerte causal de la PED como el virus de
la diarrea epidémica porcina (PEDV), clasificado dentro
del género Alphacoronavirus, familia Coronaviridae,
orden Midovirales [2] y se ubica dentro del grupo 1 de
este génera separado del virus de la gastroenteritis
transmisible (TGE) que produce los mismes signos
clinicos en cerdos, pero no estd antigénicamente
relacionado.[3] El genorna de los coronavirus esta
constituido por ARN de 26-30Kb de cadena simple
polaridad positiva, el cual estd asociado con la
nucleaproteina N formando la nucleocépsida helicoidal
rodeada de una envoltura lipoproteica con espiculas de
la glicoprateina S y las proteinas M y sh (también
conocida coma E).[4] Recientemente se ha establecido
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Programas para e andlisis de las secuencias: Los
programas empleados para el analisis de las
secuencias fueron BioEditSequenceAlignment Edtor
[11].MEGA 6.1 [13] Las secuencias fueron camparadas
con las depositadas en el banco de  datos de
secuencias nucleotidicas (GerBank, NCBI, USA)
medante el programa BLAST

(https:/fblast.nchi.nim nih gov/Blast cgi)

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del andlisis por RT-PCR del ARN
extraidlo de todas las muestras, se amplifico una banda
de latallaesperada de 338ph con Ios primers que tienen
camo diana Lna regitn conservada del gen N de VDEP.
Enla Figura 1 se muestra la amplificacion obtenica del
ARN extraida de cinco muestras de ileony yeyunoy de
nueve de las once muestras de heces diareicas

Figura 1. andisis por RTP CR del gen N del virus ciarrea spidémica
porcina de las muestras de intesing y heces darreicas de cerdos.
enfermos.

P = petrén de Pesa Molecular Tracki 1 00gky;
Muestras de Yeyuno; D= Muestras de Dianea.

Muestras de ilsan;

Parala obtencion de la secuencia nucleotidica de cuatro
muestras seleccionadas de fleon, yeyuno y dianea, se
obtua un producto de PCR de 651pb con 10 primers
del gen 5, mostrandose I0s productos obtenidos de dos
de estas muestras en la Figura 2. Después de editadas
Ias secuencias y comparacias mediante el alineamienta,
se obtuvo la secuencia nucleaticica e Ios cuatro
productos secuenciados y sus réplicas observandose
que eran idénticas ertre si, a esta secuencia se le
nombro virus de la diarrea epidémica porcina Cotopaxi,
2014, Al comparar esta secuencia nucleotidica,
medante el programa BLAST se detemnind que existia
un 100% de identicad con mas de 71 aislacos o cepas
de DEP de brotes del 2013 y 2014 en diferentes estados
de los Estacios Unidos de América 8, 14]y de Corea del
Sur (Tabla 1) [5] En el alineamiento de 1a secuencia del
DEPY de Ecuadar conla secuencia del gen S de lacepa
americana OMB51 [39] se puede ohservar un 100% de
identicad alineando en la posicion 1489 hasta Ia 2115
del gen S de dicha cepa (Figura 3)

El gen S del VDEP tiene mas de 4000 nucleetidos y
cadifica para Ia proteina S que constituye las espiculas
dela ervaltura, 1o gue detennina su alta variablidad. La

caracterizacitn genética de este gen ha servido para
dilucidar Ias relaciones genéticas entre Ios diferertes
cepas y el estatus epidemialégico en el campo [7] Por
ofra parte se han abservad 97-100% de identidad entre
regiones del gen S dentro del mismo sub genogrupo 3]

[ —

1005

Figura 2. Produdos de PCR del gen S del virus de la diarres
epidémica porcina de muestrasde cerdos enfermos
H=llean 1; V2= Yeyuno 2, P= Patron Low ass Ladder, Invirogen.

Figura 3. Secuencia nudectidica de 627 nudledtidas dl gen S del
vius de la diarres epidémica de Ecuador

(Cotopad, 2000) y 1 slineamierta con Ia secuencia de la cepa
OHa1 aistada on Estacios Unidos durante o 2014,

En el estudio filogenética conducido por Huang et a [6]
se demostrd que tadas las cepas de DEPY de Ios
Estados Unidos estén agrupacas en un clado dentra del
SUb-genogrupo 2a y estan estrechamerte relacionacins
con una cepa de China llamada AH2012,
posteriormente se deteming que las cepas de
Norteamerica del 2013 y 2014 se agrupan en 2 clados
claramente  conformados[s] S embargo,
recientemente se demostrd la presencia de un vinis
PED variante, 1a cepa OHB513] Hay que sefialar que
Ias cepas de Corea del Sur gue tienen un 100% de
identidad nuclectidica con la region del gen 5 de
Cotopaxl 2014 (Tabla 1)) estan  relacionacas
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filogenéticamente con cepas de Estados Unidos. [5]
La completa identidad genética del aislado ecuatoriana
en la regisn de 627 nuclectidos del gen S sugiere que
pertenscen al mismo genogrupo, pero para realizar el
analisis filogenético y establecer el arigen del brote de
Ecuador es necesario completar la caracterizacion
genética del aislado Cotopaxi 2014 mediarte la
abtencion de la secuencia nucleoticica del S gen
completo

Tabia Il; Cepas y aislados representstivos con los que el virus de I
darres epidémica porcine Cotcpaxi 2014 fiene una identided del
100% en una region de 626 nuclestidos del gen S,

SATG PG170-P2 KM3Z227.1 | Gl etal 2014
SATE PC18E.P2 KM302226.1 | Gl etal. 2014
SAIC PC228- P10 KM302224 1 | Ol et al, 2014
Sarnesaraga2nia KIBS707.1 | Uasova etal, 2014
SANimesota 1272014 KIGS7081 | Viasova ot al. 2014
/SA/ON1 2672014 KIGG7021 | Viasova ot al. 2014
SaMissouri1O1/201 KIB458021 | Vissova etal. 2014
SAlnci=dB2013, KIBISE01 | Ussovs et al, 2014
SAow0/2013 KIBaS8aE 1 | Uasova et al, 2014
SAONGTS/2013 KIBSE701 | Wasova atal, 2014
jSARisconsinT42013 KIG4GE691 | Viasova et al. 2014
SANohCarolinad0201d |  KUB4BB48.1 | Viasovaetal. 2014
S Texae30r2012 KIBISE4S 1 | Ussova etal, 2014
SAColarado 02013 KIGaSE52 1 | Uasova et al, 2014
SAr CHEs variants) Kideagrs | wang etal 2014

bislaco KNU-1310 (Corea) | KUS1045.4° | LeeyLee 2013
isledo KNU-208¢Corea) | KJSG2070.1 | Lee yLee 2013
elada 132 (USA) KF4887541] | Huang stal, 2013

isada M (S} KF4887521 | Huang e al.2013

IV. CONGLUSION

Es la primera vez que se confifma por medios
moleculares el diagnéstico clinico-epidemiolégico de la
presencia del virus de la diarrea epidémica porcina en
cerdos de la provincia Cotopawi de Ecuador y es
presurmible que el virus proceda de Estados Unidos,
dada la alta identidad genélica del aislado Cofopax
2014 con secuencias del gen S de cepas y aislados del
mencianado pais de los afios 2013 y 2014,
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