Peste porcina clasica en Cuba: fuerzas que rigen su evolucién,
reclasificacion y desarrollo de un ensayo isotérmico de deteccion

Autoria principal
Carmen L. Perera®, Lester J. Pérezay Maria T. Frias?

Otros autores
Damarys Relova® Ana Maria Acevedo?, Liani Coronado? Maria I. Percedo?, Liliam Rios®

Colaboradores
Alexander Postel®, Llilianne Ganges®, Osvaldo Fonseca? Sara Castel?, Jose |. Nifiez®, Sophia
Austermann-Busch®, Stefanie Schmeiser®, Irene Greiser-Wilke®, Volker Moenig®, Paul Becher”.

Entidad ejecutora principal
4Grupo de Virologia Animal, Direccién de Microbiologia, CENSA.

Entidades participantes

®Laboratorio de referencia de la UE y la OIE para Peste Porcina Clasica, Instituto de Virologia.
Universidad de Medicina Veterinaria Hannover, Alemania.

‘Centre de Reserca in Sanitat Animal (CReSA).

Autor para correspondencia

Carmen Laura Perera.

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria. Carretera de Jamaica y Autopista Nacional. Apdo
10. San José de las Lajas. Mayabeque.

Correo. claura@censa.edu.cu

Teléfono 047-849133Fax: 047-861104

Aporte cientifico de cada autor al resultado

v' Carmen L. Perera (20 %): Realiz6 el disefio experimental, el procesamiento bioinformatico,
el andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos y preparé los manuscritos para
publicacion.

v Lester Josué Pérez (20 %): Realizé el disefio experimental, el procesamiento
bioinformatico, el analisis e interpretacion de los resultados obtenidos y preparé los
manuscritos para publicacion.

v' Maria Teresa Frias (20 %): Realiz6 el disefio experimental, el andlisis e interpretacion de los
resultados obtenidos y prepar6 los manuscritos para publicacion.

v' Damarys Relova (10 %): Contribuyé en la evaluacién experimental. Particip6 en el analisis
de los resultados y conformacion del documento.

v Ana M. Acevedo (10%): Contribuy6é en la evaluacién experimental y conformacion del
documento.

v’ Lianis Coronado (10 %): Contribuy6 en la evaluacion experimental. Participé en el analisis
de los resultados.

v' Liliam Rios (5 %): Contribuy6 en la en la evaluacion experimental. Particip6 en el analisis de
los resultados.

v Maria Irian Percedo (5 %): Contribuy6 en la en la evaluacion experimental. Particip6 en el
analisis de los resultados.



RESUMEN

El virus de la peste porcina clasica (VPPC) es endémico en Cuba luego de la gran
epidemia de 1993 y hoy en dia es el primer problema zoosanitario de la porcinocultura
en el pais. A pesar del programa de control para esta enfermedad, basado
fundamentalmente en una politica de vacunacion, no se ha logrado su erradicacion. Por
lo tanto ante la inefectividad del programa de control, se desconoce la diversidad
genética de las cepas del virus de la peste porcina clasica que circulan en la actualidad
en las granjas porcinas cubanas, asi como las fuerzas que rigen su evolucién. De ahi
gue, los objetivos del presente trabajo fueron determinar estas fuerzas, evaluar los
pardmetros de reclasificacion de este virus a nivel mundial y por las caracteristicas
insulares de Cuba, desarrollar un ensayo RT-LAMP para el diagnostico de esta entidad.
La evolucion del virus en el pais esta determinada por la presién de seleccion como
fuerza evolutiva, que genera un efecto "cuello de botella" que facilita el escape de las
cepas a la vacunaciéon actual contra este agente, permitiendo que estas poblaciones
virales se establezcan. Las mismas han evolucionado con variaciones en la virulencia
aun cuando mantienen el mismo subgenotipo. Las cepas virales en Cuba a partir del
presente trabajo se reclasificaron como subgenotipo 1.4, subgenotipo que integra
solamente aislados cubanos lo que lo hace unico en el mundo. De los marcadores
filogenéticos propuestos el que permite una mejor clasificacion de esta especie viral es
el marcador E2 completo (1119 nt), que permitid una clasificacion de los diferentes
subgenotipos a partir de un punto de corte de 86% de identidad de secuencias y entre
un 80-86% para los genotipos. Para el RT-LAMP se disefidé un conjunto de cebadores
gue mostraron una elevada estabilidad, sensibilidad y rango amplio de deteccion, lo
cual para este tipo de ensayo resultd la primera evidencia mundial y posibilita su
extension a los laboratorios de diagndstico territoriales en Cuba.

Este colectivo de autores en ocasiones anteriores ha recibido premios de la Academia
de Ciencias de Cuba (ACC) en los afios 1998, 2005, 2009 y 2010 en temas de estudios
relacionados al que se propone. Sin embargo, la presente propuesta de premio no
coincide con los resultados premiados anteriormente. Todos los resultados obtenidos
poseen un alcance internacional y nacional, con aspectos novedosos de interés para la
comunidad cientifica.

Premio ACC de 1998: "Bases cientifico-técnicas en apoyo al Programa de control de la
PPC en Cuba". Se describen los métodos de diagnésticos desarrollados por el CENSA,
todos los descritos segun el estado del arte en esa época, en apoyo al Programa de
Control de la PPC en Cuba.

Premio ACC de 2005: "Origen y Evolucién de los virus que causan la Peste Porcina
Clasica", se describen los primeros ensayos de filogenia molecular que se realizan en
Cuba con los virus de la PPC de diferentes regiones geograficas en base al marcador
filogenético de 190nt (E2).



Premio ACC de 2009: " Sistema basado en tecnologias de deteccion de &acidos
nucleicos para el diagndstico de enfermedades virales de importancia econémica”, se
desarrollaron ensayos de PCR basados en gel (PCR punto final), para virus que
incluyeron al virus de la peste porcina clasica, otros pestivirus, herpesvirus bovino y el
virus de la encefalomiocarditis.

Premio ACC de 2010: "Desarrollo y aplicacion de tecnologias de amplificacion en
tiempo real para la deteccion de virus emergentes que afectan al cerdo”, se
desarrollaron nuevos ensayos de PCR en tiempo real basados en formatos de SYBR-
Green | con parametros elevados de sensibilidad y especificidad para la deteccion en
muestras clinicas de virus emergentes como el virus de la peste porcina clasica, el
circovirus porcino tipo2, el virus de la enfermedad de Aujeszky, el parvovirus porcino y
los recientemente clasificados torque teno sus virus 1y 2 los cuales afectan al cerdo.

COMUNICACION CORTA

La peste porcina clasica (PPC) es una enfermedad viral muy contagiosa de cerdos
domésticos y jabalies (Moennig et al., 2003) la cual provoca grandes pérdidas
econdmicas, debido a las altas tasas de mortalidad, obligatorias politicas de sacrificio
sanitario y la prohibicion del comercio de cerdos vivos y productos porcinos (Terpstra y
de Smit, 2000) y en Cuba es el primer problema zoosanitario de la porcinocultura.

El agente causal, es el virus de la peste porcina clasica (VPPC) del género Pestivirus,
de la familia Flaviviridae (Thiel et al., 2005). El VPPC se divide en tres genotipos, el 1, 2
y 3. Cada genotipo comprende diferentes subgenotipos, los subgenotipos 1.1-1.3, 2.1-
2.3y 3.1-3.4 (Lowings et al., 1996; Paton et al., 2000). El genoma de virus de PPC es
de simple cadena positiva de ARN que contiene un Unico marco de lectura abierto
(ORF) flanqueada por dos regiones no traducidas (UTRs). La ORF codifica para una
poliproteina de aproximadamente 3900 aminoacidos la cual es procesada
posteriormente en proteinas por las proteasas celulares y virales en cuatro proteinas
estructurales (C, Erns, E1, E2) y 8 proteinas no estructurales (NPRO, P7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Meyers y Thiel, 1996). La glicoproteina E2 expuesta en la
superficie externa del virus (Weiland et al.,, 1999), es la mas inmunogénica,
responsable de la induccion de anticuerpos neutralizantes y de la proteccion contra
desafio letal (Hulst et al., 1993). La E2 tiene dos unidades estructurales
independientes, una que consta de los dominios B/C y la otra de los dominios A/D (van
Rijn et al., 1994).

En Cuba, la vacunacion de los cerdos se realiza con una vacuna viva atenuada
lapinizada (Cepa C-Labiofam, SA) que mantuvo el pais con la enfermedad bajo control
desde mediados de los afios 70. Sin embargo, a partir de 1993 la PPC se convirtié en
una enfermedad endémica con brotes cada afio (Diaz de Arce et al, 1999; Diaz de Arce
et al, 2005), a pesar del programa de vacunacion implementado. Como se informé
anteriormente (Diaz de Arce et al., 1999) el origen mas probable de los brotes en 1993,
fue un escape de la cepa Margarita que se aislé en Cuba en 1958, y se ha utilizado
como cepa de confrontacién en las pruebas de potencia de la vacuna desde 1965. Por
otro lado, en estos ultimos afios se ha observado en los animales una tendencia hacia



formas mas leves de la enfermedad, caracteristica de las presentaciones crénicas de la
misma.

En 2003 luego de 10 afios de la reintroduccion de la cepa Margarita (Diaz de Arce et
al., 2005) se encontr6 una alta tasa de mutaciones no sinénimas en la secuencia del
gen parcial E2, por lo que se sugirio que la evolucion del virus podria estar sustentada
por una presion de seleccién positiva ligada a programas de vacunacion ineficientes, y
conducir a una menor gravedad de los signos clinicos presentes (Diaz de Arce et al.,
2005).

El diagnéstico primario de PPC en Cuba esta basado en técnicas inmunohistoquimicas,
poco sensibles y muy subjetivas. La amplificacion isotérmica mediada por un lazo
(LAMP) es hoy en dia un método molecular sensible y especifico que puede ser
implementado en laboratorios basicos sin equipamiento sofisticado (Notomi et al.,
2000).

Presién de selecciéon positiva sobre la region del dominio B/C del gen E2 del
virus de la peste porcina en zonas endémicas bajo la vacunacion con la cepa-C
En los inicios del brote de la PPC en Cuba en el afio 1993, existia una pequefia
diferencia en los aislados del VPPC que circulaban entre el occidente y el oriente del
pais, pero ya para los afios 2000-2002 la poblacién viral tenia un caracter homogéneo,
lo cual mostro el caracter endémico de la PPC en el pais (Diaz de Arce et al., 2005).
Desde 2009 la variabilidad genética VPPC disminuyé aln mas, probablemente debido
al efecto de “cuello de botella” causado por la vacuna. Por lo tanto, las cepas que
circulan actualmente podrian haber sido seleccionadas positivamente por la presion de
la vacuna.

Con el avance de las técnicas de secuenciacion y los andlisis bioinformaticos por la
disponibilidad de programas cada vez mas precisos y que generan nuevos estudios, se
realizo la busqueda de las causas de la evolucién del VPPC en el Cuba luego de 19
afios bajo un programa de control basado fundamentalmente en vacunacién con el
empleo de la vacuna lapinizada (Labiofam S.A).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la presion de seleccion positiva en gen
parcial de la E2 del VPPC a partir de animales infectados con clinica moderada (no
aguda, ni hemorragica) para conocer sobre los mecanismos de virulencia y las fuerzas
de la evolucién del virus en la poblacion porcina bajo programas regulares de
vacunacion.

La sustitucion G761R observada en un sitio bajo presion de seleccion positiva se ha
mantenido desde 2001 hasta 2011 en los aislados de VPPC cubanos lo que sugiere
gue la seleccion de esta sustitucion podria estar vinculada a una posible ventaja
adaptativa. El elevado numero de sitios seleccionados positivamente que se
encuentran en el gen parcial de la E2, que median la entrada del virus en las células
diana, sugiere que estos cambios podrian estar asociados a la evasion viral de la
respuesta inmune del huésped.



El ensayo de infeccion experimental realizado para aumentar el conocimiento sobre la
virulencia de VPPC que han estado circulando en los cerdos domésticos en
comparacion con la cepa altamente virulenta Margarita, que fue el origen de las cepas
actuales de VPPC (Diaz de Arce et al., 2005), proporciona evidencia in vivo de una
presentacion mas leve de la enfermedad causada por un aislado representativo de
VPPC gque evolucion6 con el tiempo en las poblaciones de cerdos bajo los programas
regulares de vacunacion.

El curso mas leve de la enfermedad en el ensayo de infeccion experimental esta de
acuerdo con los altos valores de Ct, que corresponden a bajas cargas de ARN viral,
obtenidos a partir del analisis del RT-PCR en tiempo real realizado para las muestras
de campo. Segun Weesendorp y colaboradores (2009) el VPPC altamente virulento por
lo general se disemina rapidamente por todo el organismo, provocando altos titulos del
virus en la mayoria de los 6rganos y la sangre, mientras que con las cepas
moderadamente virulentas, los titulos de virus tienden a ser mas bajos.

En el presente estudio se ha logrado establecer la variabilidad del gen parcial de la E2
de los aislados cubanos de VPPC en piaras de cerdos vacunados. El andlisis
filogenético mostré que todos los virus de PPC cubanos pertenecian al genotipo 1.2 y
se agruparon con la cepa Margarita. El analisis de la presion de seleccion estimé seis
nuevos sitios bajo seleccion positiva en el gen parcial E2 analizado. Ademas, las
manifestaciones clinicas de PPC se relacionaron mayormente con un curso leve de la
enfermedad. El elevado niamero de sitios seleccionados positivamente sugiere que
estos cambios podrian estar asociados a la evasion viral de la respuesta inmune del
huésped. Estas observaciones ponen de manifiesto una posible asociacion entre el
escape de las variantes virales y las alteraciones observadas en la virulencia del virus.
Por lo tanto, si bien los programas de vacunacion no han dado lugar a un cambio de
genotipo, si sugieren que hayan provocados alteraciones en la virulencia.

Aislados del virus de la Peste porcina clasica de Cuba forman un nuevo
subgenotipo 1.4

Los marcadores filogenéticos de las secuencias de nucle6tidos (150 nt) de la regién
5'no traducida (5"NTR) y de un fragmento de la E2 (190 nt) son los mas utilizados en
PPC (Paton et al., 2000;). Recientemente, se ha sugerido reemplazar la estrategia
anterior por analisis filogenético de secuencias de la E2 completa (1119 nt) para
proporcionar una informacion méas detallada sobre brotes de PPC y la relacion
epidemiologica de los aislados de este virus (Postel et al., 2012).

El presente estudio tuvo por objetivo obtener las secuencias completas de la E2 de
cuatro aislados cubanos recientes del VPPC y un aislado de Guatemala para tener una
informacion mas detallada en cuanto a las relaciones evolutivas de los aislados de
VPPC que estan circulando en Cuba y sus relaciones genéticas con otros aislados del
genotipo 1.



El arbol filogenético basado en las secuencias completas de la E2 muestra que los
aislados cubanos no se encuentran en el mismo cluster que los aislados del
subgenotipo 1.2, ni en ningln otro de los subgenotipos establecidos, sino que forman
un grupo separado dentro del genotipo 1. La segregacion de los aislados cubanos en el
analisis filogenético fue también confirmada por andlisis de méaxima verosimilitud. La
segregacion de los aislados del genotipo 1 en los subgenotipos individuales 1.1, 1.2,
1.3 y el grupo de aislados cubanos fue soportado por los altos valores de bootstrap
(88.7—-100%) indicando una alta significacion estadistica.

Como se reportd en un estudio reciente, la filogenia basada en secuencias
codificadoras de la E2 completa esta acorde con el andlisis basado en las tres
secuencias mas largas de la 5’NTR-E2 y permite una segregacion confiable en
subgenotipos (Postel et al.,, 2012). El analisis filogenético de las secuencias de la
5'NTR-E2 confirmé la segregacion de los aislados de VPPC de Cuba en un clade
separado.

Todos los aislados cubanos caracterizados a nivel molecular hasta el momento estan
filogenéticamente relacionados con la cepa "Margarita”. Probablemente debido a la
condicion insular de Cuba, no ha habido introduccién de VPPC 1.1 o 1.3 a partir de los
paises vecinos, De este mismo modo ninguno de los aislados de VPPC similares a los
cubanos han sido encontrados en otras partes de América Central y del Sur. De
acuerdo con esto, los aislados de VPPC que estan circulando en Cuba pertenecen a un
subgenotipo Unico solamente presente en el archipiélago cubano.

Los resultados de nuestro andlisis basado en las secuencias de la E2 completa y las
secuencias de la region 5’NTR-E2 demostré que los aislados de VPPC de Cuba no
pueden ser asignados al genotipo 1.2 sino que forman un nuevo subtipo que se
propone sea designado como subgenotipo 1.4.

Capacidades y limitaciones en su aplicacion diagnéstica de un nuevo LAMP
especifico para VPPC

Un punto crucial en la amplificacion isotérmica mediada por un lazo es que se requiere
de cuatro a seis cebadores, reconociendo seis u ocho regiones altamente conservadas
en el genoma. La alta variabilidad de los virus ARN, como el VPPC, es un obstaculo
para encontrar adecuados cebadores para el LAMP con caracteristicas apropiadas que
permitan una adecuada sensibilidad con diversos aislados de PPC de diferentes
genotipos y subgenotipos.

Varios LAMP especificos para VPPC han sido desarrollados difiiendo en términos del
disefio (Chen et al., 2009; Chen et al., 2010; Chowdry et al., 2014; Yin et al., 2010;
Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2010), sin embargo, ninguno de los ensayos LAMP
desarrollados han tenido un buen desempefio en condiciones de campo. La especial
situacion epidemioldgica de Cuba, principalmente por la baja diversidad de los aislados
cubanos puede ser considerada como favorable para el desarrollo de un ensayo
basado en LAMP y su aplicacion como primera linea de diagnéstico de PPC en Cuba.



Se evaluaron varias parejas de cebadores los que se disefiaron para la region NS5B
(sets 1-3) y la 5’NTR (sets 7-9), de ellas el set-3 mostré el mejor rango diagndstico el
cual revel6 una amplia deteccién de aislados del genotipo 1. En contraste, aislados del
genotipo 2 y 3 no fueron detectados por este RT-LAMP. Los resultados demuestran
gue el nuevo ensayo RT-LAMP desarrollado es capaz de detectar otros aislados del
subgenotipo 1, sin embargo para alguno de estos con una sensibilidad menor.

El ensayo de RT-LAMP recientemente desarrollado demostro la deteccion especifica
de todos los aislados cubanos de VPPC disponibles, independiente del afio o region.
La amplia reactividad dentro del genotipo 1 mostré que este ensayo de RT-LAMP es
suficientemente robusto para tolerar un cierto grado de mutaciones en la regién diana
(NS5B). El limite de deteccion promedio fue de 100 a 1000 copias por reaccion, de
manera que se puede concluir que un RT-LAMP promedio es aproximadamente 10-100
vez menos sensible que el RT-PCR en tiempo real aplicado en el Laboratorio de
Referencia UE y OIE para PPC.

La situacion especial de Cuba con respecto a PPC, la baja diversidad de los aislados
cubanos en combinacion con un bajo riesgo para la introduccién de nuevas cepas,
refuerza las oportunidades para una aplicacion exitosa de esta herramienta en el
diagndstico primario, la que proporcionara una informacion rapida y precisa en caso de
sospecha de un brote a nivel de los Laboratorios Territoriales del Instituto de Medicina
Veterinaria encargados del diagndéstico de esta entidad.
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La novedad e impacto cientifico de los resultados

1.

Se demuestra la presion de seleccibn como fuerza evolutiva en los virus de peste porcina
clasica en Cuba que facilita el escape de las cepas circulantes a la vacunacion contra este
virus.

. Las relaciones filogenéticas, basadas en el gen completo de la proteina E2 permitié revelar

que los aislamientos cubanos son mas divergentes del resto de los virus de PPC del
subgenotipo 1 a nivel mundial, los cuales forman un nuevo subgenotipo que se denomind
subgenotipo 1.4.

. Se desarrollo, optimizd y evalué un ensayo de RT-LAMP de un solo paso para la deteccién

especifica de los virus endémicos cubanos de PPC. Ensayo diagnostico que puede ser
extendido a la Red Nacional de Laboratorios del IMV.
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