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RESUMEN

El género Coronavirus (CoV) incluye especies que afectan al hombre y animales. Estos
virus causan enfermedades respiratorias y hacen parte del Complejo diarreico neonatal de
los camélidos sudamericanos, causando elevada mortalidad. El objetivo del presente
estudio fue detectar y caracterizar molecularmente las diferentes estirpes de coronavirus
que circulan en crias de alpacas y llamas de 3 comunidades campesinas del Cusco, para
poder develar datos epidemioldgicos y la diversidad genética viral en este nicho
ecoldgico. Se colecto en total 112 muestras, 80 de heces y 32 de lavado pulmonar, de las
cuales 100 fueron de alpacas y 12 de llamas. Se extrajo el ARN viral y luego, mediante
RT-PCR y PCR anidada se amplificd una region conservada del gen ARN dependiente
de la ARN polimerasa viral (RdRp), comdn a todos los géneros de CoV conocidos
(PanCoV). Luego se identificé el género Betacoronavirus, subgénero Embecovirus,
mediante RT-PCR anidada. Ademas, por RT-PCR, se amplificé el gen de la espicula (S)
completa o parcial (regidn hipervariable, S1). Luego se secuenci6 los amplificados para
determinar el género, subgénero y especie de coronavirus. 100 (89.3%) del total de
muestras fueron CoV positivas, donde el 87.5% (70/80) y el 93.8 (30/32) fueron entéricas
y respiratorias, respectivamente. Se detecté 98 mono infecciones y 2 coinfecciones (B- y
a-CoV y BCoV y un CoV sin clasificar). El secuenciamiento del gen RdRp identificd 33
cepas del género B-CoV, subgénero Embecovirus y 2 a-CoV, subgénero Decacovirus.
Ademas, 2 cepas mostraron estrecha relacion con Megaderma BatCoV. El
secuenciamiento del gen de la espicula (S) mostré un 98-100% de identidad con cepas de
origen bovino (BcoV-Like). Se reporta una alta frecuencia de CoV, asi como una alta
diversidad genética de géneros y subgéneros infectantes en los que predomind el género
B-CoV subgénero desconocido y en menor medida el subgénero Embecovirus especie
BCoV-Like. Nuestros datos también sugieren un nuevo papel para los murciélagos en la
diseminacion y transmisién de CoV poco comunes a las alpacas criadas en las zonas

rurales de la Provincia de Canchis, departamento del Cuzco.

Palabras claves: Alpaca, coronavirus, Betacoronavirus, Embecovirus, Alfacoronavirus,
BatCoV.



ABSTRACT

The genus Coronavirus (CoV) includes species that affect humans and animals. These
viruses cause respiratory diseases and are part of the Neonatal Diarrheal Complex of
South American camelids, causing high mortality. The objective of this study was to
detect and molecularly characterize the different strains of coronaviruses that circulate in
baby alpacas and Ilamas from 3 peasant communities in Cusco, in order to reveal
epidemiological data and viral genetic diversity in this ecological niche. A total of 112
samples were collected, 80 from feces and 32 from lung lavage, of which 100 were from
alpacas and 12 from llamas. Viral RNA was extracted and then, by RT-PCR and nested
PCR, a conserved region of the viral RNA polymerase-dependent RNA gene (RdRp),
common to all known CoV genera (PanCoV), was amplified. The genus Betacoronavirus,
subgenus Embecovirus, was then identified by nested RT-PCR. In addition, by RT-PCR,
the complete or partial spike (S) gene (hypervariable region, S1) was amplified. The
amplified samples were then sequenced to determine the genus, subgenus and species of
coronavirus. 100 (89.3%) of the total samples were CoV positive, where 87.5% (70/80)
and 93.8 (30/32) were enteric and respiratory, respectively. A total of 98 mono-infections
and 2 coinfections (- and a-CoV and BCoV and an unclassified CoV) were detected.
Sequencing of the RdRp gene identified 33 strains of the B-CoV genus, Embecovirus
subgenus, and 2 a-CoV, Decacovirus subgenus. In addition, 2 strains showed a close
relationship with Megaderma BatCoV. Sequencing of the spike (S) gene showed 98-
100% identity with strains of bovine origin (BcoV-Like). A high frequency of CoV is
reported, as well as a high genetic diversity of infecting genera and subgenres in which
the genus B-CoV, unknown subgenre, predominated, and to a lesser extent the
Embecovirus subgenus, BCoV-Like species. Our data also suggest a new role for bats in
the dissemination and transmission of rare CoVs to alpacas reared in rural areas of

Canchis Province, Cuzco Department.

Keywords: Alpaca, coronavirus, Betacoronavirus, Embecovirus, Alphacoronavirus,
BatCoV.



I INTRODUCCION

La alpaca (Vicugna pacos) es un animal adaptado a las condiciones desafiantes de
nuestra serrania, como la baja concentracion de oxigeno y temperatura extrema, pero que
ademas aprovecha eficientemente los escasos y altamente lignificados pastos naturales
(Quispe, 2011; Vila, 2012). Por esto, su crianza es una actividad econémica crucial para
el poblador altoandino, permitiendo la produccion de fibra, de alto valor econémico en
los mercados internacionales por su finura (Méndez, 2008). La mayoria de los criadores
de alpacas son pequefios (poseen menos de 100 animales), realizan una crianza extensiva
y debido a su situacién econémica desfavorable y falta de capacitacion en aspectos
sanitarios, sufren importantes pérdidas econémicas en las etapas iniciales de la
produccion (CONACS, 2005; INEI, 2013; MINAG, 2021).

Las enfermedades de origen infeccioso afectan a las alpacas desde temprana edad,
reduciendo la rentabilidad de esta industria (Ameghino y De Martini, 1991; FAO, 2005),
pudiendo la mortalidad neonatal alcanzar hasta un 30% (MINAG, 2021), principalmente
por enfermedades respiratorias y entéricas, en buena parte debido a la falla de la

transferencia pasiva de anticuerpos calostrales (Pinn et al., 2013; Weaver et al., 2000).

Entre los principales patogenos involucrados en brotes mortales que afectan a las
alpacas destacan Streptococcus pneumoniae, Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida (Carhuapoma et al., 2023); coronavirus (CoV), orthoreovirus de mamiferos
(MRV) y rotavirus A (RVA) (Castilla et al., 2021); RVA y CoV (Lépez et al., 2011);
CoV (Luna et al., 2015) y RVA (Rojas et al. (2017). Todos estos patdgenos pueden
reducir severamente el tamafio de la manada, afectar los programas de mejoramiento
genético y los parametros zootécnicos, perjudicando a las industrias relacionadas con la
fibra de alpaca (Fowler, 2010).

Los coronavirus (CoV) se destacan por infectar a una amplia gama de huéspedes,
incluidos los humanos y los animales domésticos y silvestres, causando infecciones
respiratorias o entéricas que suelen variar en su gravedad (Ahmer, 2018). Esta familia
viral, con genoma de ARN monocatenario de sentido positivo, presenta una alta
diversidad genética y se clasifica en cuatro géneros virales conocidos como
Alphacoronavirus (a-CoV), Betacoronavirus (B-CoV), Deltacoronavirus (3-CoV) vy

Gammacoronavirus (y-CoV), que a su vez se dividen en subgéneros (que varian en su
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potencial zoondtico) y especies que exhiben una predileccion por saltar las barreras entre
huéspedes debido a su diversidad genética inherentemente basada en una alta frecuencia
de recombinacion homologa y a la acumulacion de mutaciones puntuales, con potenciales
efectos devastadores para la salud publica y la produccion animal comercial (Cui et al.,
2019; ICTV, 2023).

Mientras en Ameérica del Sur los CoV afectando alpacas tienen como origen méas
probable el coronavirus tipo bovino (BCoV) y han sido clasificados como B-CoV,
subgénero Embecovirus (Lopez et al., 2011; Luna et al., 2015; Rojas et al., 2016; Rocha
et al., 2018), en Ameérica del Norte ademas de este género se ha detectado a-CoV
(subgénero Duvinacovirus), mas préximo a un CoV respiratorio humano (Cebra et al.,
2003; Jin et al., 2007; Crossley et al., 2012; Génova et al., 2008). En nuestro pais, el
primer estudio sobre CoV en alpacas neonatas con diarrea report6 una frecuencia de 40%

(Rojas et al., 2016), mostrando la importancia de este patdgeno.

Interesantemente, Bergner et al. (2018; 2020) identificaron una gran diversidad de
especies de CoV, principalmente de los géneros a-CoV y B-CoV, ademéas de otros
coronavirus aun no clasificados, en murciélagos hemat6fagos capturados en ambientes
préximos a las zonas de cria de alpacas en nuestro pais. Las implicancias de estos

hallazgos aun no han sido esclarecidas.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente estudio fue identificar el género y
subgénero de coronavirus (CoV) presentes en alpacas recién nacidas en Cuzco, la segunda
region productora de alpacas en Perl en un intento por comprender mejor la

epidemiologia molecular de este virus.
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2.1 Situacion de los camélidos sudamericanos en el Peru

Pert es el principal productor de camélidos sudamericanos contando mas de 5
millones de cabezas entre las 4 especies: alpaca, llama, vicufia y guanaco. Los Andes son
el habitat natural de estos animales donde destaca la crianza de la alpaca, de la cual Peru
posee un total de 3 685 516 cabezas, que representa mas del 85% de la poblacion mundial
de este animal. Respecto a las llamas, la otra especie doméstica, Peru es el segundo
productor, por detrés de Bolivia, con casi el 33% de la poblacion mundial. En el sur de
nuestro pais se concentra la crianza de estos animales, principalmente en los
departamentos de Puno, Cuzco y Arequipa (FAO, 2005; INEI, 2013; MIDAGRI, 2022).
En el departamento de Cuzco, la provincia de Canchis, con una poblacion de 167 979

animales, es el principal productor de alpacas(INEI, 2012).

Hace maés de un siglo es reconocida legalmente la existencia y personeria juridica
de las comunidades campesinas, anteriormente llamadas “comunidades de indigenas”,
definidas como organizaciones de interés publico, integradas por familias que habitan,
controlan 'y estan vinculadas ancestralmente a determinados territorios.
Aproximadamente el 90 % de las comunidades campesinas en el Per( se ubican en la
sierra (MIDAGRI, 2019).

Cuzco comprende el 16% del total de comunidades campesinas del Perd, siendo
s6lo superado por Puno, con casi el 24%. La provincia de Canchis incluye
aproximadamente 106 comunidades campesinas distribuidas en sus 8 distritos las cuales
albergan poco mas de 2658 familias dedicadas a la crianza de alpacas y llamas (INEI,
2012; Ho, 2017).

Los productores alpaqueros se clasifican segun el tamafio de la explotacion, forma
de organizacion, nivel tecnoldgico, productivo y manejo de sus hatos en pequefios
productores (90% de los productores y 80% de la poblacion de alpacas, con alrededor de
100 animales por productor, quienes no reciben asistencia técnica y donde el rebafio
incluye a ovinos, vacas y llamas); productores medianos (que representan el 5%, poseen
entre 100 y 250 alpacas y adoptan algunas practicas de manejo como la rotacion de

potreros y separacion de crias, invirtiendo un tiempo mayor a esta actividad; grandes
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productores (representan no mas del 5 % productores, llevan registros que utilizan en el
mejoramiento genético y control sanitario, cuentan con una mayor disponibilidad y
calidad de pastos naturales y cultivados que los otros productores y sus rebafios superan
las 250 alpacas) (CONACS, 2005; Ho, 2017).

Aunque la carne, piel y cuero aportan a la subsistencia de buena parte de las
comunidades campesinas, debido al uso comercial, turistico y artesanal (FAO, 2005), sin
dudas, la fibra es el producto que genera mayores utilidades al productor alpaquero,
debido a su alto valor internacional ya que es considerada como un producto de lujo
debido a su finura (Wang et al., 2003). En general, la textileria alpaquera representa casi
el 1,5% del valor total de las exportaciones del pais, donde los pequefios productores
participan mayoritariamente en la produccion de la fibra con el 85% del total (ONUDI,
2006). Lamentablemente, los criadores de alpacas estan entre los que registran menores

ingresos en nuestro pais (FAO, 2005).

Por su parte, las Ilamas son utilizadas principalmente como fuente de carne y como
acemilas y su nimero no es tan significativo como el de las alpacas debido a la preferencia
del poblador andino por los bovinos y ovejas como fuente de lana y proteina (INEI, 2013;
MIDAGRI, 2022).

Como la crianza de estos animales se da entre los 3800-5000 msnm, en muchos
casos esta actividad es la principal o Unica fuente de proteina y trabajo para buena parte

de la poblacién rural que vive en esta region (Bustinza et al., 1988).

2.2 Principales enfermedades infecciosas en crias de alpacas y llamas

La mortalidad neonatal en alpacas puede alcanzar el 30% (MIDAGRI, 2021) siendo
las enfermedades infecciosas y parasitarias la principal causa de esta. Frecuentemente
coexisten virus y bacterias en infecciones mixtas, originando brotes que reducen la
produccion, el progreso genético y el beneficio de esta actividad (FAO, 2005). El
inadecuado manejo sanitario, higiene de los corrales, poca disponibilidad de vacunas y
fallas en la transferencia pasiva de anticuerpos calostrales son factores que contribuyen
significativamente a estos cuadros (Martin et al., 2010; Moreno et al., 2021; Pinn et al.,
2013; Weaver et al., 2000).



2.2.1 Complejo entérico neonatal
Diversos autores han identificado, en procesos entéricos agudos, asociados a

mortalidad en crias de alpacas, patdgenos como coronavirus (CoV), mammalian
orthoreovirus (MRV) y rotavirus A (RVA) (Castilla et al., 2021); CoV y Salmonella spp
(Cebra et al., 2003); Clostridium perfringens, Escherichia coli, Giardia, Eimerias y
Cryptosporidium (Rosadio et al., 2012; Rojas et al., 2016); RVA y CoV (Lopez et al.,
2011); RVA (Rojas et al., 2017); CoV (Luna et al., 2015).

La diarrea neonatal se caracteriza por durar entre 3-8 dias, no presentar fiebre,
causar deshidratacién, acidosis, pérdida de peso, postracion y caquexia. También causa
retardo en el crecimiento en los animales que se recuperan (Alva y Calder6n, 1987,
Whitehead et al., 2006). De naturaleza etioldgica multifactorial, Whitehead y Anderson
(2006) reconocen a coronavirus, E. coli, Cryptosporidium spp., Giardia spp. y coccidia

los como principales agentes relacionados a la diarrea.

La enterotoxemia, causada por Clostridium perfringens tipo Ay C (Pérez, 2006;
Rosadio et al. (2008) es otra patologia importante durante las primeras semanas de vida,
debido a la ocurrencia de brotes de elevada mortalidad (Bentancor et al., 2009; Rosadio
et al., 2008). Aunque C. perfringens hace parte de la microbiota residente de la alpaca,
asi como del hombre y otros animales (Uzal y Songer, 2008), bajo ciertas condiciones
ambientales y nutricionales, ain no plenamente establecidas, el intestino sufre un proceso
de disbiosis y proliferacion de cepas patogénicas de esta bacteria, que al producir varias
de sus potentes toxinas conduce a un cuadro toxémico que rapidamente se puede volver
letal (Uzal y Songer, 2008). Recientes estudios atribuyen a Eimeria macusaniensis un

papel en la patogénesis de esta enfermedad (Rosadio et al., 2010).

2.2.2 Procesos respiratorios agudos

Los factores climaticos estresantes (humedad, nevadas y el cambio brusco de
temperatura, por ejemplo), asi como la época lluviosa, que coincide con la campafia de
paricion en el pais juegan un papel importante en la aparicion de neumonias agudas (Cirilo

et al., 2012), segunda causa de muerte de alpacas neonatas (Rosadio et al., 2010).

Iniciales estudios serologicos en animales sufriendo de cuadros respiratorios

mostraron la exposicion a los virus Parainfluenza tipo 3, virus respiratorio sincitial y virus



Influenza tipo A (Rivera et al., 1987; Rosadio et al., 1993) sugiriendo un papel en estos

procesos.

Posteriormente,  Streptococcus  pneumoniae, Mannheimia haemolytica,
Pasteurella multocida (Carhuapoma et al., 2023); virus Parainfluenza tipo 3 (PI-3), virus
respiratorio sincitial bovino (BRSV), Pasteurella multocida y Mannheimia haemolytica
(Cirilo et al., 2012; Rosadio et al., 2011); Mannheimia haemolytica (Dwan et al., 2008)

y Cov (Luna et al., 2015) fueron identificados en cuadros de neumonia neonatal aguda,

Las lesiones histopatoldgicas que causan estos agentes y su probable interaccion
fueron estudiadas por Cirilo et al (2012) quienes sugieren un papel inicial de los virus en
el desarrollo de estos cuadros, permitiendo la colonizacion bacteriana y un agravamiento

de las lesiones.

2.3 Coronavirus

2.3.1 Aspectos historicos
Respecto al origen del nombre Coronavirus, se atribuye a los primeros estudios

realizados con microscopia electronica, que mostraron un halo proyecciones desde su
superficie, con una porcion bulbar en su parte terminal, parecida a la corona solar
(Branddo, 2004; Masters, 2013; Couceiro et al., 2015).

Los andlisis basados en la secuencia de la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) situaron al ancestro mas reciente de los 4 géneros de Coronavirus en
aproximadamente 10 100 afios (media de 1.3 x 10 substituciones nucleotidicas por sitio
por afio) (Woo et al., 2012). Sin embargo, otro estudio, analizando 5 regiones genémicas,
amplié este a un periodo entre los 293-58 millones de afios atras, sugiriendo que estos
virus han evolucionado coinfectando a aves y/o murciélagos, sus mas probables

huespedes naturales (Wertheim et al., 2013).

Esta temprana coevolucion podria explicar, en parte, la diversificacion de los
géneros CoV entre mamiferos (a0 y B CoV) y aves (y y 6 CoV) y por qué los murciélagos
son reservorio de multiples especies de CoV, bien adaptados a estos virus, sin mostrar

sintomatologia aparente (Wertheim et al., 2013).

Los primeras sospechas de infecciones por coronavirus se reportaron en el area de

la medicina veterinaria, siendo, por orden de deteccidn, el virus de la bronquitis infecciosa
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(IBV), el primer coronavirus descrito en gallinas en 1937, clasificado actualmente como
parte del género Gammacoronavirus (yCoV). Luego, en 1946, se aislo en ratones el virus
de la hepatitis murina (MHV), designado dentro del género BCoV, subgénero
Embecovirus. Posteriormente, en 1951, el virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV),
fue reportado en cerdos. Este tltimo ha sido designado dentro del género Alfacoronavirus
(aCoV), subgénero Tegacovirus (Couceiro et al., 2015; ICTV, 2021).

Los CoVs se distribuyen mundialmente e infectan a diversos huéspedes debido,
entre otras razones, a su alta tasa de mutacion y recombinacién, que facilita la

diferenciacion y adaptacion de estos virus (Khbou et al., 2020).

2.3.2 Propiedades generales de los coronavirus
2.3.2.1 Morfologia y estructura

Los CoVs miden entre 100 y 160 nm de diametro, poseen una envoltura lipidica,
que en los Orthocoronavirinae es casi el doble de ancho que cualquier tipica membrana
bioldgica, y son moderadamente pleomorficos, aunque frecuentemente esféricos
(Fenners, 2017; Couceiro et al., 2015). Las particulas virales son sensibles a los solventes
lipidicos, detergentes, formaldehido, agentes oxidantes, radiacion UV vy el calor. (Bedell
et al., 2016, Patterson et al., 2020).

La superficie viral de los Orthocoronavirinae presenta proyecciones largas, de 20
nm, que son peplémeros compuestos de trimeros que componen la proteina S. Ademas,
los Embecovirus (BCoV) muestran proyecciones mas cortas, dimeros de 5 nm de largo
que conforman la proteina Hemaglutinina esterasa (HE) (Hurdiss et al., 2020; ICTV,
2023).

Las proteinas estructurales E y M hacen parte de la envoltura viral y tienen
relevancia en el ensamblaje del virus mientras la proteina N esta incluida en la

nucleocapside (Figura 2) (Fenners, 2017; Couceiro et al., 2015).
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Figura 1. Representacion esquematica del virion de Embecovirus.

En naranja la envoltura; en azul el nucleocépside. S: proteina Spike; HE: Hemaglutinina; M:
proteina M; N: proteina N; E: proteina E. Fuente: Barcena et al., 2009.

Proteina Espicula (S)

Esta proteina tiene como funcion mediar la entrada de la particula viral en las
células del huésped, al participar en la interaccion con el receptor celular y facilitar la
fusion con la membrana celular, siendo por ello clave en la patogénesis y el principal
determinante del tropismo celular. Esta proteina transmembrana trimérica es la mayor de
las proteinas estructurales de los CoVs (Belouzard, 2012; Li, 2016; Alsaadi et al., 2019).
Los monémeros de la proteina S poseen 21 a 35 sitios de N-glicosilacion, llegando a
alcanzar un peso molecular de 200 KDa. (Belouzard, 2012, Masters, 2013). Estos
monomeros incluyen un gran ectodominio N-terminal (se acompafia de una sefal
peptidica) y un pequefio endodominio C-terminal, que aloja el segmento transmembrana
y endodominio. Los mondmeros de la proteina S se dividen en 2 subunidades designadas
como S1y S2 cumpliendo funciones diferenciadas (Figura 3) (Masters, 2013).

La subunidad S1 facilita la union viral al receptor celular y se compone de 2
dominios, el dominio N-terminal (NTD) y el dominio C (Hulswit et al., 2016).
Dependiendo de la especie de CoV, uno o ambos dominios se unen a receptores proteicos
y de azUcares, y funcionan como dominio de union al receptor (RBD). EI NTD de ciertos
CoVs (BcoV y HcoV-0C43) puede unirse a carbohidratos dejando al dominio C unirse a

receptores proteicos. La subunidad S1 es muy variable, carece de homologia entre los



géneros de CoV y frecuentemente diverge entre diversos aislados de un solo CoV
(Belouzard, 2012).

La subunidad S2 es responsable de la fusién de membrana, contiendo en su
estructura al péptido responsable por esta funcion, ademas de albergar 2 regiones
repetidas 7 aminoéacidos (heptadas) denominadas HR1 y HR2. Ademaés, esta subunidad
contiene un dominio transmembrana, region altamente conservada entre las especies de

CoV de diferentes géneros (Hofmann et al., 2006).

Es interesante notar que mientras que en el MHV, BcoV y SARS CoV-2 (BCoV)
yel IBV (yCoV) se produce una escision parcial o completa entre S1 'y S2, conocido como
sitio de clivaje por una proteasa tipo furina, en los aCoV Yy algunos otros pCoV no se
produce dicha escision se designan a los dominios S1y S2 como N-terminal y C-terminal,

respectivamente (Masters, 2013).

Proteina de membrana (M)

Esta glicoproteina de membrana tiene como rol el ensamblaje del virus y el
empaquetamiento del ARN viral (Lubeck, 2013). Es una proteina altamente hidrofdbica,
transmembrana, que por su caracteristica de atravesar 3 veces la envoltura viral se
clasifica como N®°C®® (Couceiro et al., 2015), le da forma al virion. Esta es la proteina
estructural mas abundante en los CoV (Masters, 2013). EI monémero de la proteina M
presenta muchas y variadas formas (politopica), tiene un peso molecular de 25 a 30 KDa
y 3 regiones: un ectodominio N-terminal muy pequefio, 3 dominios transmembrana y un

endodominio C-terminal largo (Figura 4) (Masters, 2013).

El ectodominio es una regién poco conservada y presenta una O-glicosilacion
(cuando se afiade una molécula de azlcar a un atomo de oxigeno presente en un residuo
aminoacidico de una proteina) en los BCoV, excepto en el MHV-2 y SARS-CoV, donde
la glicosilacién ocurre a través de un atomo de Nitrogeno. La siguiente region
transmembrana presenta un alto grado de conservacion, es corta y se encuentra entre las
otras 2 regiones. Finalmente, la tercera region, de endodominio, es resistente a la accion
de proteasas y se prolonga hasta contactar la nucleocapside formando una red similar a
una matriz, que explicaria el notable grosor de la envoltura de los Orthocoronavirus.
(Masters, 2006,2013)



Interesantemente, el primer o tercer dominio transmembrana sirven como sefial
para la insercion y anclaje de la proteina M por lo que no es necesario que esta cuente con
una sefial péptido amino-terminal (como si lo presenta la proteina S). Esto se ha observado
en los Bcoronavirus IBV y MHV. Por otra parte, 10s aCoV-1 contienen péptidos sefial N-
terminales escindibles en su proteina M pero no es claro si estas tienen algun papel en la

insercion en la membrana (Masters, 2013).

Proteina de envoltura (E)

Esta es una pequefia proteina pentamérica de membrana, con peso molecular que
varia entre los 8.4 y 12 KDa que se encuentra en menor cantidad en los coronavirus. Esta
proteina integral presenta un ectodominio hidrofilico corto N-terminal, un dominio
hidrofébico transmembrana y un largo endodominio hidrofilico C-terminal (Figura 5). De
secuencia altamente variable entre los géneros de CoV, e inclusive entre miembros de un
solo género, tampoco tiene un péptido sefal escindible y no es glicosilada. A esta proteina
se le atribuye actividades de canal idnico y/o permeabilizacion de membrana, un papel en
el ensamblaje y la morfogénesis del virion y ademas se le ha identificado como un factor
de virulencia para algunos virus, incluido el coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV) (Masters, 2013; Alsaadi et al., 2020).

Proteina Hemaglutinina Esterasa (HE)

La proteina estructural HE, que aparece como una segunda agrupacion de
proyecciones cortas alrededor de la proteina S (Masters, 2006, 2013), es probablemente
la proteina mas caracterizada de las proteinas accesorias debido a su actividad biol6gica
(Callebaut y Pensaert, 1980). Algunos autores consideran a la proteina HE como un cuarto
componente, adicional, de la envoltura de la membrana de algunos Bcoronavirus,
Embecovirus, como MCoV, HcoV-HKUL1 y el SARS-CoV2.

El mondmero HE tiene un peso molecular de 48 KDa y presenta un ectodominio
N-terminal, que ocupa casi la totalidad de su secuencia, y un endodominio C-terminal
muy corto (Figura 6). A su vez presenta una sefial peptidica para su N-glicosilacion en
diversos sitios que aumentan su peso en alrededor de 17 KDa. Parte de la actividad de la

proteina HE se relaciona a la unién con el acido sialico presente en las glicoproteinas y
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glicolipidos de la superficie celular (principalmente de superficies mucosas) mientras que
su otra actividad, acetilesterasa, es especifica para acidos sialicos 9-0 0 4-0-acetilados.
Estas actividades parecen permitir que la proteina HE actle como cofactor de la proteina
S, contribuyendo en los pasos iniciales de la interaccion virus-célula ademaés de facilitar

el ingreso del virus a través de la mucosa extracelular. (Master, 2013)

Proteina N
Esta proteina, con peso molecular de 43 a 50 KDa, hace parte de la estructura de
la nucleocépside, se encuentra fosforilada en su region SR (probablemente por la enzima
glucégeno quinasa-3) y modificada en un nimero limitado de residuos de serina y
treonina. Se ha observado que tienen 3 dominios: el NTD, el CTD y un dominio 3 (Figura
7) (Masters, 2006).

Los dominios NTD y CTD, cargados positivamente por la presencia de multiples
lisina y arginina, ocupan la mayor parte de la molécula ubicandose entre ellos la region
SR, que sirve como enlace. Los dominios NTD y CTD pueden unirse al ARN gendmico
para formar un complejo de ribonucleoproteina (RNP), especificamente a la secuencia
reguladora de la transcripcion (TRS), otorgando a la proteina N la capacidad de participar
en el proceso de sintesis y replicacion viral, siendo importante para la transcripcién de
ARN subgendémico (ARNSsg) (Masters, 2013).

Ademas de su papel en la encapsidacién del genoma, muestra actividad de

chaperona de ARN y actlla como un antagonista del interferdn tipo | (Zafiga et al., 2010)

Por otra parte, el dominio 3, cargado negativamente por la presencia de residuos

acidos, proporciona a la proteina N la capacidad de interactuar con la proteina M.

2.3.2.2 Estructura y organizacion gendémica

El genoma de los coronavirus se caracteriza por tener un tamafo de entre 27 a 32
kb, ser de ARN, cadena simple, lineal, de sentido positivo y policistronico. Posee una
estructura cubierta terminal 5’ y una cola poliadenilada 3° (Masters, 2013; Couceiro et

al., 2015; Fenner’s, 2017).
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La replicacion del genoma viral ocurre a través de la formacién de un ARN
antigendmico, generado por transcripcion continua, que se inicia en el extremo 5’ y que
tiene un marco de lectura abierto (ORF) corto denominado secuencia lider (con 65 a 98
nucleétidos aproximadamente); luego se continua con una region no traducida (5’-UTR)
y con el inicio del ORF 1ab (Brian y Baric, 2005). A continuacion de este ORF contindan
los genes que codifican las proteinas estructurales S, E, M y N, aunque algunos miembros
del género Betacoronavirus-subgénero Embecovirus, también se puede encontrar el gen
HE. El extremo 3’ contiene la otra region 3°-UTR, que es continuada por una cola
poliadenilada (Figura 8) (Brian y Baric, 2005; Couceiro et al., 2015). En resumen, la
replicacion del genoma viral se da a partir de ARNm genomicos y subgendémicos

cubiertos y poliadenilados.

En general el genoma de los coronavirus se esquematiza como 5’complejo
transcriptasa-replicasa-S-M-E-N-3’, aunque dependiendo del género y la especie pueden
albergar muchos més ORFs, adicionando mas genes a su estructura. Las ORFs adicionales
pueden ubicarse entre las regiones génicas ORF1, S, E, M, y N (Masters, 2006). Dispersos
entre los genes que codifican las proteinas estructurales, proximo al extremo 3, se hallan
8 ORFs adicionales que se denominan como “genes accesorios”. Estos tltimos pueden
ubicarse entre los intervalos intergénicos, pero nunca entre los genes E y M (Masters,
2013).

El ORFlab (ppla y pplb) abarca la mayor parte del genoma (2/3), sintetiza el
complejo transcriptasa-replicasa y se divide en ORFla y ORF1b. Ambos marcos de
lectura sintetizan hasta 16 proteinas no estructurales (nsp), como en el coronavirus
humano (SARS-CoV-1). Las nsp varian en nimero segun el género y especie viral.
(Hilgenfeld y Peiris, 2013). La ORF1la se encarga de producir su propia proteasa y
sintetizar las nsp1-11; estas proteinas no estructurales estan involucradas en la prote6lisis
de los productos del complejo transcriptasa-replicasa, la replicacion del genoma viral y la
sintesis de ARNsg. Por otra parte, la ORF1b sintetiza la ARN polimerasa viral
dependiente de ARN (RdRp) (Brian y Baric 2005; Sawicky et al., 2007).
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Figura 2. Organizacion gendémica de los Coronavirus. Fuente: Santos et al., 2018

2.3.2.3 Ciclo de replicacion
Adhesidn celular, entrada del virion y deposito del genoma viral

Con la entrada del virion a la célula huésped, por fusion o endocitosis, comienza
el ciclo replicativo viral (Figura 9). Este paso inicial depende de la unién especifica del
virion al receptor de la célula huésped, seguido de la fusion de las membranas viral y
celular. La unién es mediada por la interaccién de la proteina S y su receptor celular, la
especificidad de esta unidn dirige el tropismo tisular y determina el rango de especies
hospedadoras que el CoV puede infectar (Masters, 2013).
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Son variados los receptores celulares que emplean los coronavirus para infectar
a sus hospederos. Entre estos podemos indicar que el MERS-CoV usa la dipeptidil
peptidasa 4 (DPP4) (también conocida como CD26), mientras el SARS-CoV 1y 2 ala
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). Por otra parte, algunos aCoV usan a la
aminopeptidasa N (APN) o también llamada CD13 (De Wilde 2017, Fenner’s, 2017).

Inmediatamente después de la interaccion inicial entre la proteina S y el receptor
celular, ocurre la escision proteolitica de esta a través de proteasas extracelulares o
endosomales como catepsinas, una proteasa transmembrana serina tipo 2 (TMPRSS2),
entre otras (Maier, 2015). Esta escision permite que se muestre un péptido de fusion el
cual se va a insertar en la membrana, continuando con la unién de HR1 y HR2, para
formar una estructura mas estable y resistente a las proteasas (Bosch et al., 2003). Esta
estructura permite la fusion entre las membranas viral y celular y la consiguiente

deposicion del genoma del virion en el citoplasma. (Masters, 2013; Maier, 2015)

Sintesis, replicacion y transcripcion

En general los virus ARN, como los CoV, presentan diferentes estrategias de
replicacion segun la polaridad de su genoma y la presencia de una replicasa con actividad
DNA polimerasa a partir de ARN vy, salvo en contadas excepciones (Ortomixovirus,
Bornavirus y Retrovirus), la replicacion del ARN viral ocurre asociado a las membranas

celulares (Santos et al., 2015).

Esta etapa del ciclo viral se puede resumir de la siguiente manera: la traduccion
de la poliproteina viral precursora comprende inicialmente sélo a las proteinas no
estructurales y continta con el procesamiento del precursor no estructural por la proteasa
viral. Luego, la RpRd viral facilita las siguientes etapas: transcripciéon de la cadena
complementaria de ARN (negativa) a partir del molde gendmico, sigue con la
transcripcion de ARNm subgendmicos, a partir de la cadena de ARN negativa, que sirven
como molde para la traduccion de las proteinas estructurales faltantes y termina con la
transcripcion de la cadena de ARN gendmico completo a partir de la cadena de ARN

negativa.

Coronaviridae comparte esta estrategia de replicacion con las familias

Togaviridae, Arteriviridae, Astroviridae y Caliciviridae, caracterizandose por presentar
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un mecanismo temporal de control de la sintesis de las proteinas no estructurales contra

las estructurales (Santos et al., 2015).

El genoma viral es empleado directamente en la sintesis de la RdRp y las ORFla
y ORF1b se traducen como una sola poliproteina: poliproteina 1la (ppla) o poliproteina
lab (pplab). Inmediatamente, las proteasas virales contenidas en esta misma poliproteina
la autoescindiran en productos maduros, incluyendo las nspl-nspl6. (Fenner’s, 2017;
Masters, 2013). La traduccidn de la pplab se realiza a través de un mecanismo de cambio
de marco ribosémico (frameshift), donde un ribosoma de traduccién desplaza un
nucledtido desde el marco de lectura ORFla al marco de lectura ORF1b,
reposicionandose. Este evento es inducido por estructuras secundarias (stem loop) y
terciarias (pseudoknot) complejas, ademas de la participacion de dos elementos de ARN
programados: una secuencia “resbaladiza” del heptanucleotido 5’-UUUAAAC-3’ y una
estructura de pseudonudo de ARN (Perlman, 2015; Santos et al., 2015). Cuando el
ribosoma encuentra estas estructuras ocurre una inestabilidad en la ligacion el ARNm
molde y la localizacion de los sitios A y P ribosomales en relacion a la fase de lectura
original (Santos et al., 2015). Este evento aumenta la capacidad codificante del genoma

viral sin la necesidad de aumentar el nimero de bases nucleotidicas (Santos et al., 2015).

Se sugiere gue este cambio de marco programado podria tener como funcién fijar
una proporcion adecuada de productos de traduccién para ensamblarlos en un complejo
macromolecular, evitando la expresion de productos enzimaticos de ORF 1b, hasta el
momento cuando los productos de la ORF 1a hayan preparado un entorno adecuado para
la sintesis de ARN. Las nsp que fueron procesadas en paralelo formaran luego el
“complejo replicasa transcriptasa” (RTC), entre estas, algunas con actividad proteasa,
como la nsp3 (similar a la papaina), separara a nspl, nsp2 y a la misma nsp3. Ademas, la

nsp5, otra proteasa tipo serina, ejecutara los eventos de clivaje restantes.

En seguida se inicia la expresion de ORF 1b, donde la nsp12 contiene a la RARp
y la nsp13 a la helicasa, clave para la sintesis de ARN. A su vez, esta ORF1b sintetiza su
endonucleasa y exonucleasa, esta Ultima encargada de corregir los errores de la RdRp y
responsable de preservar la genética del virus, pero con un papel en la replicacion viral

poco relevante (Perlman, 2015; Masters 2015).
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La RdRp es una replicasa, que inicialmente hace una copia, de sentido negativo
(complementario), del genoma viral, comenzando en la region 3°. Posteriormente, copia
la totalidad del ARN gendmico (ARNg), pero en sentido positivo (Figura 10). Ademas,
la RdRp también tiene actividad transcriptasa, generando ARNsg de sentido positivo, a
partir de la transcripcion discontinua del ARN de hebra negativa. Estos ARNsg de sentido
positivo serviran para la expresion de genes estructurales y accesorios que luego seran

traducidos.

La hebra negativa contiene secuencias reguladoras de transcripcion (TRS),
ubicadas en cada marco de lectura abierto. La RdARp se detiene en cualquiera de estas TRS
y luego se transloca al final del genoma. Este evento, caracteristico de los Nidovirus, es
conocido como “transcripcion discontinua” y permite un tipo de recombinacion especial

en los CoV (Masters, 2013; Perlman, 2015; Fenner’s, 2017).

Ensamblaje y liberacion de viriones

Luego de traducidas, las proteinas estructurales S, E y M se insertan en el reticulo
endoplasmico (RE) y luego se movilizan hacia el reticulo endoplasmico - compartimento
intermedio de Golgi (ERGIC) (Figura 9 y 10), donde los genomas virales encapsidados
por la proteina N brotan desde las membranas del ERGIC. La proteina M es clave para
para el ensamblaje de viriones (Perlman, 2015), mientras se sugiere que la proteina E
cumple un rol en la induccion de la curvatura de la membrana. La interaccion de las
proteinas N 'y M promueve la condensacion de la nucleocapside con los componentes de
la envoltura para completar el ensamblaje del virion, ademas, la proteina M captura a la
proteina S y la incorpora al virién porque esta tiene funcion pasiva. También se ha
observado en algunos coronavirus que la proteina S que no se ensambla en los viriones
se moviliza hacia la membrana plasmatica para mediar la fusion entre células infectadas
y células contiguas no infectadas. Esta fusion resulta en la formacion de células gigantes
multinucleadas, permitiendo la propagacion de la infeccion sin que el virus sea detectado
o0 neutralizado. El ciclo viral concluye cuando los viriones se transportan a la membrana
plasmatica en vesiculas lisas y se liberan por exocitosis (Masters, 2013; Perlman, 2015;
Fenner’s, 2017). Se debe notar que los Orthocoronavirus adquieren sus envolturas
lipidicas al brotar en las membranas del reticulo endoplasmico, el compartimento

intermedio y/o el complejo de Golgi de las células huésped (Klumperman et al., 1994).
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2.3.2.4 Taxonomia y clasificacion
El orden Nidovirales, se diferencia de otros virus ARN por su organizacion

gendémica general invariante con un gen de replicasa amplio; la expresion de la
poliproteina replicasa — transcriptasa por medio de un cambio de marco ribosémico; las
actividades enzimaticas contenidas en los productos de la proteina replicasa —
transcriptasa y la expresion de genes a través de la transcripcion de maltiples ARNs

mensajeros anidados subgenomicos 3°. (Masters, 2013, Cui, 2019).

El orden Nidovirales incluye a las familias Arteriviridae, Coronaviridae (el méas
amplio), Mesoniviridae y Roniviridae (Fenners, 2017). Desde el 2019, el Comité
Internacional de Taxonomia del Virus (ICTV), pas6 a fundamentar la taxonomia de los
virus ARN segun sus relaciones filogenéticas y estructuras genémicas; esto provoco la
reclasificacion de nuevas familias y subfamilias, pasando la familia Coronaviridae a

incluir a las subfamilias Orthocoronavirinae, Letovirinae y Pitovirinae (ICTV, 2023).

La familia Coronaviridae, una de las que tiene mayor tamafio de genoma entre los
virus ARN, infecta a cuatro de las siete clases de vertebrados: mamiferos y aves
(Orthocoronavirinae), anfibios (Letovirinae) y peces 6seos (Pitovirinae) (ICTV, 2023).
La primera subfamilia, y objeto de este estudio, Orthocoronavirinae, esta subdividida en
4 géneros: Alphacoronavirus (aCoV), Betacoronavirus (BCoV), Gammacoronavirus
(yCoV) y Deltacoronavirus (6CoV) (Woo et al., 2012; ICTV, 2021). El género aCoV se
subdivide en 15 subgéneros (Decacovirus, Duvinacovirus, Rhinacovirus y Tegacovirus,
entre otros), pCoV se subdivide en 5 subgeneros: Embecovirus (antiguo Linage A),
Sarbecovirus (antiguo linaje B), Merbecovirus (antiguo Linage C), Nobecovirus (antiguo
Linaje D) e Hibecovirus (antiguo Linaje E) (ICTV, 2023, Fung y Liu, 2019). Los
Gammacoronavirus (yCoV) y Deltacoronavirus (6CoV) se dividen en 5y 3 subgéneros,
respectivamente (ICTV, 2023).
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Figura 3. Organizacion taxonémica actual del orden Nidovirales y de la familia
Coronaviridae. Fuente: ICTV, 2023; Couceiro et al., 2015 (Adaptado)
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Figura 4. Interaccion entre la ACE2 y la proteina Spike del SARS-CoV-2.

2.3.2.5 Epidemiologia de la infeccién por Coronavirus
Los CoV se transmiten principalmente por infeccion fecal oral, secreciones

respiratorias y aerosoles. El contagio por fomites es posible pero aparentemente juega un
papel menor. En la fase inicial la replicacion viral ocurre en el epitelio entérico y
respiratorio cursando con sintomatologia local (diarrea, por ejemplo) para luego de la
diseminacion causar, algunas veces, un cuadro clinico grave (Masters, 2013; Fenners,
2017).

Los CoV son patdgenos de amplia distribucion mundial, afectando al hombre,
mamiferos y aves en los que provocan principalmente infecciones respiratorias y

entéricas, y en algunos casos sintomatologia nerviosa o hepatica. La mayoria de veces
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son cuadros leves pero en otras ocasiones pueden tener curso grave, con seria amenaza
para la vida. (Masters 2013; Khbou, 2020).

Se ha reportado que los géneros aCo y BCoV tienen como principales hospederos
a mamiferos, mientras que los géneros yCoV y 6CoV son albergados mayoritariamente
por aves. Respecto al origen de los CoV, estudios filogenéticos moleculares proponen un
modelo evolutivo donde los murciélagos son la fuente original de los aCoV y BCoV,
mientras las aves tendrian ese papel como fuente de los yCoV y 6CoV (Woo et al., 2012).

Los coronavirus tienen genomas altamente mutables volviéndolos genética y
fenotipicamente modificables, con potencial para transmitirse a nuevas especies. (Santos
et al., 2015). Este aspecto es importante para la epidemiologia de los CoV y sus
principales mecanismos de variabilidad genética son las mutaciones, ganancia o pérdida
de genes y recombinaciones. Este Gltimo mecanismo permite a los coronavirus adaptarse
mejor y relativamente rapido a nuevos hospederos, facilitando la transmision interespecie
y el salto entre hospedadores. El coronavirus bovino (BCoV) es probablemente el ejemplo
estudiado de como estos virus pueden cruzar la barrera entre especies, al transmitirse a
una amplia variedad de rumiantes domésticos como la alpaca, rumiantes silvestres e
incluso el hombre (Zhang et al., 1994, Saif, 2010). En ese sentido, se ha han encontrado
evidencias de transmisién zoonoética donde el SARS-CoV-1 paso de la Paguma larvata
(civeta de palma) a los seres humanos (Song et al., 2004), el MERS-CoV del Camelus
dromedarius (camello) (Drosten et al., 2003) mientras el coronavirus SARS-CoV-2 desde

el Manis javanica (pangolin) (Wacharapluesade, 2021).

Coronavirosis en medicina humana

En medicina humana, los coronavirus son responsables por enfermedades
respiratorias leves, como el resfrio comun (causado por HCoV-NL63, HCoV-229E,
HCoV-0C43 y HKU1), y severas, como el MERS y el SARS (Cui, 2019). Estos ultimos
mostraron una importante tasa de mortalidad, y que afortunadamente no llegaron a
diseminarse a nivel mundial debido a dificultades en su transmision, algo que si ocurrid
con el SARS-CoV2, causante de la pandemia por Covid-19, que provocd cuadros

respiratorios graves acompafados de mortalidad considerable (Khbou, 2020).
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En el caso del resfrio coman, como con otros virus respiratorios, la transmision se
da por aerosoles (emitidos durante el estornudo) o contacto de fémites con las vias
respiratorias altas (mediadas por el contacto de las manos con la mucosa nasal, ocular o
bucal, principalmente). La infeccidn primaria ocurre en células epiteliales ciliadas de la
nasofaringe donde causan la exacerbacion de quimiocinas y citocinas, que generalmente

es insuficiente para inducir una inmunidad protectora estable (Masters, 2013).

Cuando se reportd la infeccion por el SARS-CoV, aproximadamente el 30% de
personas infectadas presentdé como un cuadro grave de neumonia intersticial. La
sintomatologia cursd con fiebre, malestar general, mialgias, escalofrios y tos seca que

estuvieron acompariados de diarrea acuosa (Su et al., 2016).

En el caso del MERS-CoV, la transmision ocurrid por aerosoles o el consumo de
leche de camello no pasteurizada. Parece ser que el MERS-CoV tiene transmision
humana-humana limitada, mayormente se transmite en los centros de atencion médica y
el desarrollo de la gravedad de la enfermedad se asocia a comorbilidades (Su et al., 2016;
Fenner’s, 2017). Las manifestaciones clinicas correspondieron al de un virus con afinidad
por diferentes tipos de tejidos (politropico) variando desde una neumonia asintomatica
hasta neumonia grave, con disnea aguda, shock septicémico e insuficiencia renal y
muerte. Los vomitos y diarreas estuvieron presente en casi el 30% de los afectados (Su et
al., 2016).

La més reciente pandemia por el SARS-CoV2 se transmite por el contacto de las
goticulas respiratorias (emitidas durante el estornudo) con la mucosa oral, nasal y ocular
y, aunqgue la transmision vertical es controversial, asi como la oro-fecal, ambas parecen
tener un papel menor en la transmisién que necesita investigarse (Ledn, 2020). El receptor
celular identificado para este virus es la Enzima Convertidora de la Angiotensina 2
(ACEZ2), presente en diferentes tipos celulares, pero que cuando infecta los neumocitos
tipo II desencadena una cascada inflamatoria, conocida cominmente como “tormenta de
citocinas”, en el tracto respiratorio inferior. La gran mayoria de infectados reportd que el
principal sintoma fue la fiebre, seguida de tos y disnea inspiratoria. Las complicaciones
severas se observaron principalmente en ancianos, inmunodeficientes y personas con co-
morbilidades como la diabetes, hipertension arterial y obesidad. En estos, la enfermedad
curso con insuficiencia respiratoria, shock séptico y/o fallo multiorganico acompafiado
de muerte en casi el 5 % de los casos (OMS, 2020).
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Coronavirosis en medicina veterinaria

En la medicina veterinaria, los CoV son reconocidos como importantes agentes
causadores de enfermedades esporadicas y brotes estacionales, de impacto econémico
relevante para la produccién animal (Holmes, 1999).

Coronavirus en camélidos

Los primeros reportes de COV en alpacas y llamas ocurrieron en USA (Oregon),
frecuentemente asociados a cuadros diarreicos en crias de hasta 7 meses de edad (Cebra
et al., 2003). El secuenciamiento gendmico de este CoV mostré una similitud del 99.5%
con cepas de origen bovino (BCoV), sugiriendo que ambas tienen un ancestro comun (Jin,
2007). Por otra parte, en alpacas adultas la diarrea por coronavirus es poco comdn,
detectandose en una alpaca hembra de 4 afios también en EE.UU. (Genova et al., 2008).

En ambos casos se clasifico a estos virus como 3 CoV.

Interesantemente, el secuenciamiento del genoma completo de un CoV de alpaca,
asociado a cuadro respiratorio agudo, revel6 hall6 una similitud nucleotidica de 92.2%
con un aCoV (HCoV-229E) (Crossley et al., 2012), diferente de lo reportado en estudios

previos, de origen gastrointestinal.

Estudios en comunidades campesinas de la sierra sur de nuestro pais han reportado
la presencia de CoV en crias de alpacas, a partir de muestras diarreicas. Asi, en la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cuzco (UNSAAC), aplicando pruebas
inmunocromatograficas rapidas, se detectd coronavirus en 5 de 14 muestras fecales
(Lopez et al., 2011). De manera similar, Luna et al., el 2015, detectaron coronavirus en
el 18% (11/60) de muestras fecales que analiz6 y mediante secuenciamiento identificé un
BCoV similar al BCoV (Lunaet al., 2015). Existen pocos estudios basados en la deteccion
molecular de coronavirus en alpacas pertenecientes a comunidades campesinas.
Posteriormente, Rojas et al. (2016), en un estudio realizado en la comunidad de Silly,
Cuzco, desde muestras de lavado intestinal de alpacas neonatas muertas en un brote
diarreico report6 una frecuencia del 40%. Poco después, se reportd una frecuencia de
coronavirus del 27% en muestras fecales, diarreicas y normales, de alpacas provenientes
de la misma comunidad campesina (Rocha et al.,2018). Estos 2 ultimos estudios se
realizaron con el apoyo del Instituto de Investigaciones Tropicales y de Altura de la
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Universidad Nacional Mayor de San Marcos (IVITA - UNMSM) y del Centro
Experimental La Raya de la UNSAAC).

Mas recientemente, a partir de muestras de heces diarréicas y no, de alpacas y
Ilamas de 3 comunidades campesinas en Sicuani-Cuzco, se detect6 coronavirus en casi el
90%, siendo més frecuente de los 3 virus incluidos en este trabajo. Este trabajo es
importante porque ademas de reportar coinfeccion de CoV con Rotavirus A (RVA) y
Mammalian Orthoreovirus (MRV) y confirmar a los BCoV como el género mas
importante, también informo de la presencia del subgénero Embecovirus y de CoVs de

género y subgénero adn no identificados (Castilla et al., 2021).

Coronavirus bovino

En los bovinos la principal forma de transmision de los CoV es a través de la via
fecal-oral. Durante el primer mes de vida, Coronavirus es el principal agente causal de la
diarrea neonatal en el ganado lechero y de carne, donde la alta densidad animal es el
principal factor de riesgo de esta enfermedad a la que se atribuye elevada mortalidad y
retraso en el crecimiento (Khbou, 2020). Luego de la infeccién, los terneros eliminan el
virus por la via fecal y nasal hasta por 10 dias. En la patogénesis de la enfermedad, la
replicacion inicial ocurre en el epitelio de la vellosidad del intestino delgado y luego en
el intestino grueso, causando una diarrea por mala absorcion y digestion que puede
avanzar a un desequilibrio &cido-base que termina causando insuficiencia circulatoria y

muerte (Fenner’s, 2017).

La Disenteria de invierno es otra importante enfermedad atribuida al BCoV. En
este cuadro, el virus destruye las células maduras del intestino delgado y grueso, causando
hemorragia intestinal y necrosis a nivel de las criptas de la mucosa del intestino grueso,
afectando la absorcion. El cuadro clinico se caracteriza por una aguda diarrea
sanguinolenta, fiebre y depresion, y aunque la mortalidad es baja, la elevada morbilidad
y afectacion severa de la produccion lactea son importantes (Natsuaki et al., 2007).

Durante el transporte de los animales a los centros de engorde, el hacinamiento,
estres y la diseminacion por las vias nasal y fecal del BCoV, causa la fiebre del embarque.

Esta infeccion predispone a otras infecciones secundarias, mixtas con otros virus y
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bacterias, que cursan con una caracteristica bronconeumonia fibrinosa grave, siendo a

menudo fatal (Fenner’s, 2017).

Se han descrito a los CoVs de tipo bovino (BCoV) en diferentes rumiantes
domésticos y silvestres (Amer, 2019). Asi, en el ganado ovino y caprino se ha reportado
anticuerpos contra este virus, atribuyendo la infeccién al contacto estrecho que ocurre en
la crianza mixta (Khbou, 2020). Esta infeccion es reconocida como una causa de diarreas
e infecciones respiratorias en neonatos (Burimuah et al, 2020).

En dromedarios de Africa y Oriente Medio circulan cepas silvestres de MERS-
CoV, detectandose seroprevalencia del 71% (Egipto), 84% (Arabia Saudita) y 94%
(Nigeria), aungque no asociado a cuadros clinicos en estos animales (Reusken et al., 2014;
Ali et al., 2017; Harrath y Abu Duhier, 2018).

En los terneros de bafalos de agua, BCoV ha sido reportado como uno de los
patdgenos mas frecuentemente asociados a casos de diarreas, llegando a reportarse una
prevalencia de 37.7 % en Egipto. Similarmente, un brote diarreico en bubalinos de Italia,
mostro una alta de mortalidad neonatal. Estudios moleculares sugieren que el origen mas

probable de los coronavirus bubalinos seria una cepa de BCoV (Amer, 2019).

Coronavirus porcinos

Entre los coronavirus que afectan la produccion porcina, el virus de la
gastroenteritis transmisible porcina (TGEV) se ha convertido actualmente en uno de los
mas preocupantes debido a su distribucién mundial y alta morbi-mortalidad en lechones.
Este virus tiene aparicion estacional (invierno) y la sintomatologia se caracteriza por
profusas emesis y diarreas (Chen et al., 2018). Se ha reportado que la entrada de este
virus ocurre con la llegada de nuevos reproductores al plantel, que excretan el virus
asintomaticamente, o por fomites contaminados. Luego de la transmision oro-fecal, y un
periodo de incubacion de 18 a 72h, el virus se replica masivamente en los enterocitos
causando su destruccion y un cuadro de mala absorcion y digestion que viene
acompafiado de vomitos, diarrea acuosa, pérdida de peso y deshidratacion en el caso de
lechones. En los adultos suele haber diarrea transitoria y vomitos pero generalmente es

asintomatica (Fenner’s, 2017).
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El virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) es el agente causador de diarrea
porcina mas importante (tasa de infeccion de 78.25%) y debido a una mortalidad que
puede llegar al 100% en lechones, causa pérdidas econdmicas invalorables en esta
industria (Zhou et al., 2018). Este virus tiene sintomatologia similar al TEGV en lechones
y también, la mayoria de veces, es asintomatico en adultos, siendo esto importante para

la transmision de la enfermedad (Fenner’s, 2017).

Interesantemente, el CoV respiratorio porcino (PRCoV), surgid a partir de una
delecion en el gen de la proteina S del TGEV, causando infecciones respiratorias con
signos leves o subclinicos facilmente ignorados o subdiagnosticados, que ha conseguido
distribuirse en Europa, Asia 'y USA (Laude et al., 1993; Caswell y Williams 2015). Este
virus se transmite por via aerdgena, a través de gotitas y aerosoles respiratorios, replica
intensamente en amigdalas, epitelio de la mucosa nasal y neumocitos de tipo 1 y Il de
alveolos pulmonares causando necrosis y una neumonia bronco intersticial (Fenner’s,
2017).

El virus del sindrome de diarrea porcina (SADS-CoV), al igual que los 3 anteriores
es otro aCoV con gran repercusion en la industria porcina asiatica, asociandosele a diarrea
severa y rapida pérdida de peso en lechones lactantes (Khbou, 2020). Es considerado
actualmente como un virus reemergente con la habilidad para evadir la accion del
Interferon B (Zhou et al., 2020).

El virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina (PHEV), un BCoV,
comparte distribucion geografica con el PRCoV, infecta a los terneros después del
destete. (Zhou et al., 2018). Aunque se transmite por aerosoles respiratorios y replica de
forma similar a otros CoV porcinos (en células de la mucosa nasal, amigdalas, pulmén e
intestino delgado), causando sintomatologia digestiva y pérdida de peso, puede llegar al
sistema nervioso central y periférico provocando opistétonos, postura de perro sentado,

movimiento de remar, paralisis o convulsiones (Fenner’s, 2017; Khbou et al., 2020).

El Deltacoronavirus Porcino (PDCoV), enzodtico en China, es el Unico
coronavirus patogénico que pertenece al género 8CoV. Aunqgue originalmente era
asintomatico, desde la década pasada este virus se ha asociado a infecciones

gastroentéricas alcanzando prevalencias inferiores al 20% en Taiwan. (Marthaler et al.,
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2014; Hsu et al., 2018). También conocido como HKU15, el PDCoV presenta

sintomatologia similar al PEDV en lechones (Fenner’s, 2017).

Epidemiologia de coronavirus aviares

En la industria avicola, el virus de la bronquitis infecciosa (IBV), un yCoV, es
probablemente el méas importante por su distribucion mundial y alta contagiosidad. Afecta
las vias respiratorias superiores alcanzando tasas de morbilidad del 100% y mortalidad
del 82%, seguin la edad, sistema inmunoldgico y si viene acompafiado de otras infecciones
(Khbou, 2020).

Este virus se transmite por aerosol y via oro-fecal, replica en el epitelio ciliado
del tracto respiratorio y tiene un corto periodo de incubacion (18 a 48 horas). Luego de
alcanzar varios érganos, se observa engrosamiento de la mucosa en el tracto respiratorio,
exudado seroso o catarral en fosas nasales, trdquea, bronquios y alveolos. Cepas
virulentas producen enfermedad respiratoria severa, acusando dificultad respiratoria
(Jadeo, tos, estertores traqueales, estornudos, abundante exudado nasal, disnea, entre
otros). Por otra parte, cepas menos virulentas provocan cuadros clinicos méas leves.

También se han reportado cepas que provocan nefritis intersticial (Masters, 2013).

Cuando la infeccidn alcanza al tracto intestinal causa dafios leves. En ponedoras
se produce yema libre en cavidad abdominal y peritonitis mientras que en hembras
jévenes provoca hipoplasia del oviducto afectando la ovoposicion y calidad de huevos
(Masters, 2013).

Existen reportes de varios CoV, emparentados con el IBV probablemente por
eventos de recombinacion, afectando otras aves domésticas (pavo, faisan y gallina de
guinea) y aves silvestres de los géneros Anseriformes, Columbiformes, Charadriiformes
y Galliformes (Cavanagh, Jonassen et al., 2005; Domanska-Blicharz et al., 2014). Entre
estos destaca el coronavirus del pavo, 85 a 90% similar a nivel genomico con el 1BV,
pero con diferencias en la proteina S, inicialmente detectado en USA y que ha sido
asociado a cuadros entéricos graves en las primeras semanas de vida aunque afecte a todas
las edades (Fenner’s, 2017).

En Australia se ha reportado, en aves silvestres migratorias y no migratorias

como garzas, patos y aves playeras la presencia tanto de 6Col'y 6CoV en una frecuencia
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aproximada del 16% (Chamings, 2018). Ademas, estudios llevados a cabo en Hong Kong
y en China, han detectado 6CoV en aves silvestres muertas (bubuls, tordos, munias, 0jo
blanco, gorrion, urraca, garza nocturna, pato silbon europeo y polla de agua comun)
(Woo, 2009, 2012).

Coronavirus caninos

Desde comienzo de este siglo, cuadros estacionales de traqueo bronquitis
infecciosa pudieron asociarse al CoV respiratorio canino (CRCoV). Se ha demostrado
que este virus se transmite por via aerdgena, principalmente entre animales hacinados, en
perreras, causando dificultad respiratoria (disnea), inapetencia y neumonia que puede

tener curso fatal (Fenner’s, 2017).

La infeccion por este coronavirus tiene alcance mundial y se atribuye a 2
serotipos de CoV canino (CCoV) (I y ) los cuadros entéricos que provoca, similares a
los causados por otros coronavirus. También se han identificado cepas pantrépicas de
CCoV que causan fiebre elevada, diarrea, anorexia y vomitos que pueden inclusive cursar

con sintomas nerviosos (ataxia y convulsiones, por ejemplo) (Fenner’s, 2017).

Coronavirus felinos

La Peritonitis Infecciosa Felina (PIF) es una grave enfermedad que afecta al gato
doméstico, es causada por 2 serotipos (I y Il) del CoV felino (FCoV), con distinta
distribucion, siendo el segundo més raro. lgual que el coronavirus canino, la transmision
oro-fecal ocurre principalmente en lugares con alta densidad como albergues. La
sintomatologia cursa con anorexia, fiebre cronica, pérdida de peso llegando a causar
problemas oculares y/o neuroldgicos. Se sugiere que durante una infeccion persistente del
intestino, con excrecion fecal cronica, se generaron suficientes mutaciones en el FCoV
entérico para provocar la aparicion del VVFIP. Este nuevo virus puede modular la respuesta
inmune para favorecer la replicacion persistente, pero controlada, de macrofagos y
monocitos. Este mecanismo provoca que animales bajo estrés o inmunosupresion,
aparentemente sanos, sean susceptibles al desarrollo de la PIF, caracterizada por focos
piogranulomatosos en varios 6rganos (Hartmann, 2005; Fenner’s, 2017).
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Table 1. Coronaviruses of relevant veterinary species.

Host Virus

Genus

Organ affected

Clinical sign

Bovine

(ot

Porcine

-~

Bovine coronavinus

Transmissible gastroenteritis (TGE) virus

Porcine rmolmlory coronavirus
Porcine epidemic diarrhea virus (PEDv)

Betocoronavirus

Alphacoronavirus

Alphacoronavirus
Alphacoronavirus

Gl Tract
Respiratory tract

Gl Tract

Respiratory tract
Gl Tract

Calf dharrhea

Winter dysentery (bloody diarrhea)

in adult cattle

Bovine respiratory disease complex

(shipping fever)

Profuse watery yellow diarrhea,

Vomition, dehydration

Mild respiratory disease or subclinical
Watery diarrhea, vomition, dehydration

Porcine hemagglutinating Betacoronavirus Gl Tract Vomition, Diarrhea
encephalomyelitis virus CNS Wasting disease
Encephalomyetitis
Porcine deltacoronavirus Deltacoronavirus Gl Tract Gastroentertis
Feline Feline enteric coronavirus Alphacoronavitus Gl Tract Mild gastroenteritis and diarrhea
Feline infectious peritonitis virus Alphacoronavirus Respiratory tract Pneumonia
’ Abdominal cavity Peritonitis
CNS Neurological disorder
Canine Canine coronavirus Alphacoronavirus Gl Tract Mild to severe gastroenteritis
v Canine respiratory coronavirus Betacoronavirus Respiratory tract Kennel cough
by Pneumonia
Equine Equine coronavirus Betacoronavirus Gl Tract Gastroententis
Camel Middle East respiratory syndrome Betocoronavirus Respiratory tract Mild respiratory signs
{MERS) coronavirus
Chicken  Avian infectious bronchitis virus Gammacoronavirus  Trachea Tracheobronchitis, Rales
Kidney Nephritis

hd

Reproductive tract Decreased egg production

Figura 5. principales especies de coronavirus de interés veterinario

Coronavirosis relevantes para la salud publica

Es un hecho bien documentado que algunos coronavirus tienen potencial
zoonotico, pueden atravesar la barrera entre especies y causar epidemias. Un ejemplo fue
la aparicion del SARS-CoV-1, que causé la muerte de un millar de personas en China
(Chan-Yeun y Xu, 2003). Estudios demostraron la participacion de varios animales,
donde los murciélagos del género Rhinolophidae actian como reservorio natural del
SARS-CoV-1Yy las civetas como el hospedador intermediario antes de afectar al hombre
(Guang et al., 2003; Su et al., 2016).

De modo similar, el MERS-CoV caus6 la muerte de un nimero parecido de
personas pero alcanzando a distribuirse en cuatro continentes entre los afios 2012-2019
(Su et al, 2016), diferenciandose del SARS-CoV-1 por la participacion del dromedario
como huésped natural. Desde su identificacion, el MERS-CoV se ha detectado en
rumiantes (ovinos y caprinos) criados proximamente de dromedarios seropositivos
(Reusken et al., 2013). Se sugiere, como con los otros coronavirus zoono6ticos, que el
estrecho contacto entre dromedarios infectados y humanos aumenta la probabilidad de
transmision (De Wit et al., 2016), donde el consumo de leche sin pasteurizar parece ser

el factor principal para la transmision zoonoética (Reusken, Farag et al, 2014).
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Sobre la pandemia del Covid-19, diferentes estudios apuntan a la participacion
del murciélago Rhinolophus acuminatus y el pangolin (Wacharapluesadee et al, 2021).
El SARS-CoV-2 ha sido detectado infectando animales domésticos (perro y gato) sin
cuadro clinico asi como en animales felinos en zooldgicos (tigres, leones), con signos
compatibles a Covid-19 (OIE, 2020). Sacrificios masivos de visones infectados con este
virus fueron realizados en granjas de paises europeos donde este animal es criado para
explotar su piel. Asi, Paises Bajos, Dinamarca y Espafia, ademéas de EE.UU., reportaron
infecciones respiratorias y mortalidad en esta especie (Khbou, 2020).

Qiu (2020) ha propuesto que la vaca, bafalo, cabra, oveja, cerdo y otras especies
silvestres podrian ser posibles hospedadores intermediarios del SARS-CoV-2, basados en
andlisis de la secuencia del receptor de la ACE.
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Genetically diverse
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Figura 6. Transmisidn interespecies de coronavirus zoono6ticos. De un hospedero
natural a uno intermediario (animal) antes del contagio a humanos. Fuente: Dhama et

al., 2020.
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111 MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar y tiempo de estudio
El estudio se inici0 durante el afio 2021. Se trabajé con muestras de heces

colectadas durante la campafia del 2015, obtenidas de alpacas neonatas de las
comunidades campesinas de Pataccalasaya (distrito de Sicuani), Quisini y Silly (distrito
de Marangani) y también con muestras de lavado traqueal procedentes de la comunidad
rural de Silly, obtenidas el 2012; todas estas localidades pertenecen a la provincia de
Canchis, departamento de Cuzco-Per0. Las muestras fueron conservadas en congelacién
hasta su procesamiento y analisis en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Facultad de Medicina Veterinaria, Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia (seccion

Inmunologia).

3.2 Muestras biologicas
Se testaron 112 muestras provenientes de heces (n=80) y lavado pulmonar (n=32)

para la deteccion de coronavirus en alpacas (n=100) y llamas (n=12 llamas) de 1 a 6
semanas de edad provenientes de 3 comunidades campesinas de la Provincia de Canchis,
departamento del Cuzco (Cuadro 1). Las muestras de heces, con y sin diarrea, se
colectaron los afios 2014-2015 mientras que las muestras respiratorias (del pulmén

durante la necropsia) durante el 2012.

Las muestras se trasladaron hasta el Laboratorio de diagnostico Microbioldgico
de IVITA-Marangani (Cuzco-Per() donde se conservaron a -20°C hasta completar la
colecta. Posteriormente, estas muestras se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia (Seccion Inmunologia) de la FMV-UNMSM (Lima-Per() y se preservaron

a -80°C hasta su procesamiento.
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Cuadro 1. Caracteristicas de las muestras incluidas en este estudio.

. Comunidad Coordenadas o .
Especie ;:Jpeost(iz campesina geogréficas / m[:IJe.s(tjfas P(g(')?gc?[;e
(distrito) altitud*

Silly 14°21°12°°S,

Alpacas Heces (Marangani) 7101017 "W 33 2015
3800 msnmz
Quisini 14°39°72°°S,

Alpacas Heces (Marangani) 71010°89° W/ 23 2015
4300 msnmz

Pataccalasaya ‘q B
Alpacas Heces ; : 14°16°9.5”’S, 2015
i (Sicuani) 71°9°39.1" W 12

4700 msnmz
Sill 14°21°12°°S,

Llamas Heces y 71°10°17"W 12 2015

(Marangani)

g 3800 msnmz
. 14°21°12°°S,

Alpacas Lavado Silly 71910°17"W 32 2012

ulmonar  (Marangani)
P g 3800 msnmz
Total 112

3.3 Metodologia

3.3.1 Procesamiento de las muestras
Luego de descongelar, las muestras fecales pasaron por un proceso de

clarificacion y filtracion para eliminar restos de alimentos que pudieran dificultar los
procedimientos posteriores. Para esto se prepararon suspensiones fecales al 10% en PBS
(tampdn salino fosfato) a un pH de 7.2, homogenizaron y se sometieron a centrifugacion
por 5 minutos a 2500 x g; luego, el sobrenadante fue separado de microorganismos de
mayor tamafio como bacterias, parasitos y hongos, con filtros de 0.22 um. El sobrenadante
fecal clarificado fue utilizado para la extraccion del ARN viral. Las muestras de lavado

pulmonar no sufrieron ningun tipo de tratamiento mas que la descongelacion.
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3.3.2 Controles positivos

La técnica de RT-PCR fue estandarizada y validada empleando como controles
positivos dos estirpes de Coronavirus de alpacas (AlpCoV), AlpCoV-SA44 Jaislado en
células LLC-MK2] y AlpCoV-HSN [virus en heces], ambas del género BCoV cuyas
secuencias de nucledtidos estan depositadas en el GenBank con los numeros de acceso
KX266949 y KX266944, respectivamente. Como controles positivos para la
estandarizacion de la RT-PCR de Pancoronavirus se incluyd una vacuna de bronquitis
infecciosa aviar (yCoV) y el virus de la diarrea epidémica porcina (aCoV) proveniente
del laboratorio de virologia de la FMV-UNMSM.

3.3.3 Disefio de oligonucledtidos (primers/iniciadores)
Dentro del proyecto se seleccionaron y disefiaron primer en dos momentos

especificos y cruciales del estudio para cumplir con los objetivos establecidos. Estos
iniciadores son los que demarcaron el segmento genético a amplificar dentro de las
reacciones de RT-PCR para la deteccion del virus en la muestra bioldgica mediante la
amplificacion de una region conservada del gen de L que codifica la polimerasa viral.
Una vez detectado el virus, se disefié nuevos primers para amplificar el gen S completo
para su secuenciamiento y analisis filogenético o que al menos amplificaran la regién S1

de la espicula que de la informacion suficiente sobre su variabilidad genética.

Para disefiar estos primer, se creé una fasta que contuvo la mayor diversidad de
secuencias de nucledtidos de los genes L y S de los diferentes géneros y especies de CoV,
para su posterior analisis por alineamiento mdltiple. Después del alineamiento
determinamos las regiones conservadas y variables de cada gen para el disefio
correspondiente de nuestros oligonucle6tidos. Para esto utilizamos los algoritmos de los
programas EditSeq, Megalign y Primerselect del software Lasergene v.7.0 [DNAstar Inc.,
Madison, WI, EUA], una vez disefiados como minimo 15 pares de oligonucleétidos por
cada gen, fueron sometidos a un alineamiento simple mdultiple contra el banco de
secuencias del GenBank utilizando el programa BLAST [www.ncbi.nlm.gov/BLAST]
para seleccionar de forma general los primers que solo se unan al segmento disefiado de
cada gen de virus. Una vez seleccionados fueron evaluados por la concentracion de GC,
formacion de bucles, dimeros y heterodimeros utilizando el programa gratuito

OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) de la empresa IDT (Integrated
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DNA Technologies). Los oligonucledtidos con los mejores pardmetros mostrados

después de esta evaluacion fueron adquiridos para el desarrollo del proyecto.

3.3.4 Extraccion de ARN viral

Se realizd la extraccion de ARN viral utilizando el kit innuPREP RNA Kit 2.0
(Analytik Jena, Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. La extraccion de ARN
viral se obtuvo a parir de 300 pl del sobrenadante fecal clarificado o del lavado pulmonar
descongelado. Al concluir con la extraccion se resuspendio el ARN en 30 ul de agua libre
de nucleasas y se incubd a 60°C por 15 minutos. Terminada la incubacion, una alicuota
fue cuantificada empleando el Qubit™ RNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA), segun las
recomendaciones del fabricante. Finalmente, se conservo el RNA a -70°C hasta su

utilizacion.

3.3.5 Produccion de ADN complementario (ADNCc) viral

Desde el ARN gendmico extraido, se procedi6 a realizar la transcripcion reversa
(RT) para la produccién de ADNc utilizando los oligonucle6tidos reversos (antisensos)
especificos para cada gen (L y S) (ver el cuadros 2 y 3). Brevemente, en un tubo de PCR
se colocd 5 pL del ARN extraido e incub6 a 95°C por 5 minutos. Inmediatamente, se
enfrid la suspension a 4°C por 5 minutos y se afiadio 5 pL de la siguiente mezcla de
reactivo: 0,5 uL de la mistura de desoxinucleotidos trifosfatados [Dntp] (conteniendo 10
Mm de desoxiadenosina trifosfato [Datp], desoxitimina trifosfato [Dttp], desoxicitidina
trifosfato [Dctp] y desoxiguanosina trifosfato [Dgtp]; concentracion final 0.5 Mm), 2 uL
de tampon de enzima 5X; 0.6 pL de solucion de cloruro de magnesio (50 Mm;
concentracion final 3 Mm); 0.4 uL de la solucién de oligonucledtidos especificos (20 uM;
concentracion final de 0.4 uM); 1.4 L de agua libre de nucleasa y, finalmente, 0.2 L
de la enzima transcriptasa reversa (ImProm-11 Reverse Trascriptase, Promega, Madison,
Estados Unidos). La reaccion se realizo en el termociclador Veriti 96 wells (Applied
Biosystems, California — Estados Unidos), con una temperatura inicial de 25°C durante 5

minutos seguido de una temperatura de 42°C por 1 hora.
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3.3.6 Deteccion de coronavirus

El ADNCc obtenido previamente fue sometido a la reaccion de panRTPCR, para la

deteccidn de CoV, utilizando iniciadores especificos para la amplificacion de una regién

conservada del gen de la polimerasa (L) (RdRp — ORF1b), presente en los 4 géneros de

CoV, siguiendo el protocolo descrito por Moés et al. (2005) (Cuadro 2). El amplificado

tiene un tamafio esperado de 251 o 280 pb. En seguida, estas mismas muestras fueron

sometidas a una reaccién de PCR anidado (nested PCR) utilizando oligonucleétidos

especificos para identificar a los Betacoronavirus, siguiendo el protocolo descrito por
Brandao (2004) (cuadro 2).

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en las reacciones de RT- PCR y PCR anidado para la

deteccién de CoV, BCoV y Embecovirus.

Tamanio
Virus Gen Técnica Iniciador * Secuencia (5'®3") Posicion amplicon Referencia
(bp)
14,922 —
Cor-FW ACWCARHTVAAYYTNAARTAYGC }
Todos los ORF 1b 14,944 Moés et al.
panRT-PCR 251
CoV RpRd 15,153 - 2005
Cor-RV TCRCAYTTDGGRTARTCCCA 1é 172
14,946 —
Beta.CoV.F ATTAGTGCWAAGAATAGAGCYCGCAC .
Todoslosp-  ORF1b panPCR 14,971 ,y7  Castillaetal.
CoV RpRd anidado 15.148 — 2021
Beta.CoV.R TCACAYTTWGGRTARTCCCADCCCA 1é 172
14,996 —

. CV2U.F TACTATGACTGGCAGAATGTTTCA .
Embecovirus  ORF 1b PCR 15,019 136 Brando.
(BCoV 1)** RpRd anidado 15108 — 2004

CV2L.R AACATCTTTAATAAGGCGRCGTAA 1é 131
Todos | ORF 1b panCoV.F2 AARTTYTAYGGHGGYTGG Hu et al
odos los uetal,
CoV RpRd panRT-PCR 668 2018
panCoV.R1 GARCARAATTCATGHGGDCC

Oligonucle6tidos degenerados: N= A/G, W= A/T, Y= C/T, V= A/CI/G, N= aNy base, *pb = pares de bases

**Betacoronavirus 1= Los oligos usados fueron descritos para la deteccién de Betacoronavirus 1 (antigua
nomenclatura del ICTV para denominar al subgénero Embecovirus).

35



3.3.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) — reaccion de panRT-PCR
Para la reaccion de PCR se utilizé 5 pL del ADNc vy los siguientes reactivos del

GoTag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA): 12.5 Ul del tampon de la
enzima concentrada en 2X conteniendo una solucion de cloruro de magnesio (50 Mm;
concentracion final 3 Mm), mistura de dNTPs (10 Mm; concentracién final 0,2 Mm) y
0.5 U de la enzima Taq polimerase; 1,5 puL de una solucién conteniendo los 2
oligonucledtidos Cor-Fv y Cor-Rv (20 puM; concentracion final 0,6 uM de cada
iniciador); 6 pL de agua libre de nucleasas, dando un volumen final de 25 ul. Los reactivos
fueron colocados en un termociclador Bio-Rad T100 PCR 36thermal cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), con el siguiente ciclo: una desnaturacién inicial a
95°C/5 min; 50 ciclos de 94°C/40 seg, 48°C/1 min y 72°C/ 1 min, seguido de una

extension final de 72°C/ 5 minutos y almacenado a 4°C. (Cuadro 2).

3.3.8 Reaccion de PCR anidado para la deteccién de Betacoronavirus 1
El producto de PCR obtenido fue enseguida sometido a una subsecuente reaccion

de PCR anidado, utilizando iniciadores especificos para identificar a todos los BCoV,
siguiendo el protocolo desarrollado por Castilla et al. (2021). Para esta reaccion de PCR
fueron mezclados 5 pL del producto de la primera PCR y los reactivos que contiene el
GoTag® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA): 12.5 Ul del tampdn de la
enzima concentrada en 2X que incluye una solucién de cloruro de magnesio (50 Mm;
concentracion final 3 Mm), mistura de dNTPs (10 Mm; concentracion final 0,2 Mm) y
0.5 U de la enzima Taqg polimerase; 1,2 puL de una solucién conteniendo los 2
oligonuclettidos BCoV.F y BCoV.R (20 pM; concentracion final 0,4 pM de cada
iniciador) y se completd con 6.3 uL de agua libre de nucleasas. La reaccion fue llevada a
cabo en un termociclador Bio-Rad T100 PCR 36ermal cycler (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) segun el siguiente protocolo: desnaturacion inicial a 95°C/3 min; 35
ciclos de 94°C/40 seg, 57°C/1 min y 72°C/ 40 seg, seguido de una extension final de

72°C/ 10 minutos y almacenaje a 4°C. (Cuadro 2). El amplificado tiene un tamafio de 227

pb.
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3.3.9 Reaccion RT-PCR para la identificacion del subgénero Embecovirus

(Betacoronavirus tipo 1)

Las muestras positivas a BCoV fueron sometidas a una RT-PCR utilizando 5 pL
del DNACc de las muestras indicadas y los reactivos que contiene el GoTaq® Green Master
Mix (Promega, Madison, WI, USA): 12.5 Ul del tampon de la enzima concentrada en 2X
que incluye una solucion de cloruro de magnesio (50 Mm; concentracion final 3 Mm),
mistura de dNTPs (10 Mm; concentracion final 0,2 Mm) y 0.5 U de la enzima Taq
polimerase;1,2 pL de la solucidn conteniendo los 2 oligonucleétidos CV2U.F y CV2L.R
(20 uM; concentracién final 0,6 uM de cada iniciador) y 6.3 Ul de agua libre de nucleasas,

siguiendo el protocolo desarrollado por Brandéo (2004) (Cuadro 2).

Todos los iniciadores fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies,
Coralville, 1A, USA) vy las reacciones realizadas en equipo Bio-Rad T100 PCR 37ermal
cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) segln el siguiente protocolo:
desnaturacion inicial a 95°C/3 min; 35 ciclos de 94°C/40 seg, 54°C/1 min e 72°C/ 1 min,
seguido de una extensidn final de 72°C/ 5 minutos y conservacion a 4°C. El amplificado

tiene un tamario de 136 pb.

3.3.10 Electroforesis en gel de Agarosa

Los amplificados de las reacciones de panRT-PCR y PCR anidado se sometieron
a electroforesis en gel de agarosa para su analisis. Para esto se prepar6 un gel de agarosa
al 1.5% en TBE 0.5X (Tris 0.089M; acido bérico 0.0089 M; EDTA 0.025M, pH 8,3), el
cual se mezcl6 con 5 pL de bromuro de etidio (0,5 pg/ pL). Luego se aplic6 5 pL del
producto de PCR, someti6 a 120V por 1 hora con tamp6n TBE 0,5X. Finalmente, el gel
fue observado en transiluminador de luz UV (ultravioleta) y fotografiado con camara
digital. En cada corrida electroforética, el tamafio del amplificado fue estimado por

comparacion con un patron de tamafio molecular 100 pb (Promega, Wisconsin-USA).

3.3.11 Identificacién del género de coronavirus de las muestras negativas a
Betacoronavirus 1
Para identificar el género de las muestras negativas al PCR para BCoV y para el

subgénero Embecovirus se realizd secuenciamiento y analisis filogenético de una regién
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parcial del gen L (ORF1b), utilizandose los iniciadores para pancoronavirus disefiados
por Hu et al., 2018 (Cuadro 2). Para esto se tomaron en cuenta y enviaron a secuenciar
las muestras que mostraron mayor intensidad (carga viral) al analisis electroforético en la

primera reaccion de panRT-PCR.

3.3.12 Identificacidn de las especies de coronavirus por secuenciamiento del gen S
Para el analisis filogenético se realiz6 la amplificacion de gen S completo o la

subunidad S1 de las muestras positivas a CoV. Para este andlisis se seleccionaron las
muestras positivas que presentaron mayor carga viral, determinado por la intensidad del
fragmento amplificado en la reaccién de panRT-PCR visualizado en el gel de agarosa.
Para esto se disefiaron oligonucleédtidos capaces de amplificar el gen S completo; cuando
no se logré amplificar el gen completo usamos los disefiados para amplificar un fragmento

de dominio S1 descrito en cuadro 3.

3.3.13 Amplificacion del gen S
La amplificacion de las secuencias del gen S para el analisis filogenético se

realizaron a través de la obtencién del ADNc viral conforme descrito anteriormente y en
seguida se realizaron las reacciones de PCR y PCR semianidada utilizando los
oligonucleo6tidos listados en el cuadro 3. Para la PCR fueron adicionados a los 5 pL del
ADNCc, 45 pL de la siguiente mistura de PCR: 30 pL de agua libre de nucleasas; 10 pL
de tampdn de enzima concentrada 5X; 2 pL de solucion de cloruro de magnesio (50 mM;
concentracion final 3 mM), 1 uL de la mistura de dNTPs (10 mM; concentracion final de
0,2 mM); 1,6 uL de la solucion conteniendo los oligonucle6tidos (20 M concentracién
final de 0.8 uM) y 0,4 pL de la enzima Taq polimerasa (Ludwig Biotec). Las reacciones
fueron realizadas en un termociclador (Veriti 96 wells), en el cual fue configurado para
el siguiente ciclo: desnaturacion 95°C/3 min, 40 ciclo de 94°C/40 seg, 55°C/1 min,
72°C/1min y 20 seg, seguido de una extension final de 72°C/10 min, y conservacion a
4°C /o0,

Para las muestras cuya intensidad de fragmento amplificado no era adecuado para
la reaccion de secuenciamiento, se realizd un PCR semi-anidado utilizando 5 pL del
producto de la 1° PCR, con los iniciadores descritos en el cuadro 3 y la mistura descrita

anteriormente para la PCR. Las reacciones fueron sometidas al siguiente ciclo:
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desnaturacion 95°C/3 min, 30 ciclos de 94°C/40 seg, 50°C/1 min y 72°C/1 min 20 seg,

seguidos de una extension final de 72°C/7 minutos, y conservacion en 4°C/co.

Cuadro 3. Iniciadores especificos para la amplificacion y secuenciamiento de la region
hipervariable de la subunidad S1 del gen S.

Tamafio
Gen Técnica Iniciador Secuencia (5 3°) Posicion del Referencia
fragmento
SE-1 (F) GACCTACAATTGGGTAATTTGGG 851-873
s1 12PCR 1479- 651pb*
AS (R) TTGTAAATCAGTAGAACAAGTAG 1501 Rocha et al.,
Semi- SE(F) TGTCAGTTGTATTATAATTTACCTG 920-941 2018
S1 nested- 1479- 581pb*
PCR AS (R) TTGTAAATCAGTAGAACAAGTAG 1501

*pb = pares de base.

3.3.14 Secuenciamiento de los productos amplificados

Para determinar el género y variabilidad genética, los amplificados pendientes de
clasificacion se sometieron a secuenciamiento utilizando los iniciadores de las reacciones
de RT y PCR, de ambas cadenas, descritos en los cuadros 2 y 3. El secuenciamiento
gendmico se realizé en la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea) utilizando el método de

Sanger.

3.3.15 Organizacion y analisis estadistico de los datos
Todos los datos fueron registrados y tabulados con el programa Office 2019,

Microsoft Excel, y luego analizados con el Statistical Package For the Social Science
(SPSS) vs. 25.0.

3.3.16 Analisis de secuencias de nucleétidos

Las secuencias de nucleétidos obtenidos del gen Ly S se editaron y analizaron,
utilizando los programas Chromas [Technelysium Pty Ltd] y Editseq, del paquete
bioinformatico Lasergene [DNASTAR Inc., Madison, WI—EE.UU.]. Luego se alinearon,
utilizando el programa BLAST [www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi], con las
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secuencias obtenidas del GenBank confirmando que son secuencia de CoV. Luego se
creo un fasta de secuencias propias, empleando los algoritmos de los programas EditSeq,
SegqMan y Megalign del software Lasergene v.7.0 [DNAstar Inc., Madison, WI, EUA],
adicionando las secuencias con mayor porcentaje de identidad de nucle6tidos obtenidas
en el GenBank, agregando finalmente en la fasta las secuencias de referencia de cada
género y especie de coronavirus para poder tener una fasta de secuencias rigurosa para el
analisis. El andlisis filogenético se realiz6 utilizando el programa MEGA v.7.0.14
(Kumar, Stecher y Tamura, 2016), calculando la distancia filogenética entre todas las
secuencias de la fasta. El resultado se presentd en porcentajes de identidad de nucleotidos.
La distancia filogenética se corrigié utilizando el modelo Kimura-2 parametros. El
dendograma fue construido por el método de Neighbor-Joining. La significancia
estadistica fue estimada por el analisis de bootstrap con 1000 repeticiones. Las secuencias
fueron comparados con cepas CoV de referencia obtenidas del GenBank

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/nucleotide/).

3.3.17 Procesamiento de la informacion o de datos
Todos los datos se mostraron en la forma de dendogramas filogenéticos,

detallando las relaciones filogenéticas entre todos los aislados, y a través de cuadros

comparativos que indican la posicion de cada mutacion dentro del genoma del virus.
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IV RESULTADOS

4.1 Deteccion de Coronavirus
De las 112 muestras analizadas, 100 (89.3%) fueron positivas a por los menos

un género de CoV. No observamos mayor diferencia en la frecuencia de infeccion
por CoV entre las muestras entéricas y respiratorias y ambos tipos de muestras

presentaron altas tasas de infeccion del virus con un 87.5% (70/80) y 93.8% (30/32),
respectivamente (Figura 7; Cuadro 4).
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Figura 7. Deteccion por RT-PCR de pancoronavirus (CoV, gen RdRp) (251 o 280 pb).
Carriles 1 al 9: muestras analizadas; carril 10: control negativo. PM: marcador de peso
molecular 50 pb. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Cuadro 4. Distribucion de la infeccion por coronavirus entre las alpacas y Ilamas de
comunidades de la provincia de Canchis de Cuzco.

N°de muestras de coronavirus

Comunidad Especie N° de muestras
Positivos (%)  Negativos (%0)

Silly 33 29 (87.9%) 4 (12.1%)
Quisini Alpacas 23 21 (91.3%) 2 (8.7%)
Pataccalasaya 12 9 (75%) 3 (25%)
Silly Llama 12 11 (91.6%) 1 (8.4%)
*Silly Alpacas 32 30 (93.8%) 2 (6.2%)
Total 112 100 12

*Muestras de lavado pulmonar.

4.2 ldentificacion del género y subgénero de CoV
El 31% del total de muestras positivas fueron clasificadas como género BCoV-

subgénero Embecovirus, en el 59 % se identifico el género (BCoV) pero no el subgénero
(Figuras 8 y 9). Por otra parte, 6 muestras positivas al RT-PCR de pancoronavirus fueron
negativas a la identificacion por PCR para pCoV, 4 de ellas eran de heces y las otras 2
del lavado pulmonar (Cuadro 5); todas estas fueron sometidas al protocolo de RT-PCR
de pancoronavirus descrito por Hu et al. (2018) pero no se consiguio obtener un resultado

positivo.
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Figura 8. Deteccidén por nested-PCR de Betacoronavirus (227 pb). Carriles 1 al 9:
muestras analizadas; carril 10: control negativo. PM: marcador de peso molecular 50 pb.
Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 9. Deteccidn por nested-PCR de Embecovirus (136 pb). Carriles 1 al 9: muestras
analizadas; carril 10: control positivo. PM: marcador de peso molecular 50 pb. Gel de
agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.

Las muestras con mayor intensidad en los productos de RdRp amplificados asi como
las cepas con perfiles de electroforesis inusuales fueron sometidas a aislamiento en
cultivo celular (Vero-76). Esta linea celular, debido a una delecion en el cromosoma 12,
es deficiente en la secrecion de interferdn alfa o beta, lo que facilita el aislamiento viral
(Desmyter et al., 1968). Lamentablemente no se tuvo éxito debido a la coinfeccion con
al menos otro virus de genoma RNA, destacando un Mammalian Orthoreovirus que a
partir del pasaje celular 3 y 4 predominé desplazando a los CoV. Ademas, en las muestras

entéricas también se detect6 una alta frecuencia de Rotavirus A (datos no mostrados).

Mono infecciones por B-, a-, 0 un género aun no clasificado de CoV fueron
identificados en 90, 1 y 1 de las muestras positivas, respectivamente. El género de CoVs
no pudo ser identificado en 6 muestras con mono infecciones. Coinfecciones fueron
detectadas en 2 muestras: una coinfeccion por - y a-CoVs, y el otro reveld un - y un

coronavirus murciélago actualmente sin clasificar por el ICTV (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Identificacion del género y subgénero de CoV en muestras de heces y lavado
pulmonar de alpacas y llamas de tres comunidades campesinas de la provincia de Canchis,
departamento de Cuzco.

Genero/subgénero de coronavirus

No
0 e
Comunidad Especie le:lesq[ﬁas pCoV BCoV /no  Género/Subgénero (I(\:/IIZgS;;:JIC:lrdrza aCoV/
/EmbeCoV identificado  no identificado Bat-Coy- DecacoCoV
like)
Silly 29 10 (34.5%) 17 (58.6%) 2 (6.9%) 0 0
Quisini Alpaca 21 4(19%)  15(71.4)% 2 (9.5%) 0 0
Pataccalasaya 9 1(11.1%) 8 (88.9%) 0 0 0
Silly Llama 11 1 (9%) 10 (91%) 0 0 0
*Silly Alpaca 30 15 (50%) 9 (30%) 2 (6.6%) 1 (3.3%) 1 (3.3%)
Total 100 31(31%) 59 (59%) 6 (6%) 1(1%) 1 (1%)

*Muestras de lavado pulmonar.

4.3 Secuenciamiento y analisis filogenético de las muestras positivas a Embecovirus
El andlisis de las secuencias de los productos del gen de la RdRp identificd 33

cepas del género B-CoV pertenecientes al subgénero Embecovirus y 2 a-CoV
pertenecientes al subgénero Decacovirus (Figura 10); este subgénero solo ha sido
reportado en murciélagos. El analisis filogenético de 2 cepas revel6 una distancia
filogenética estrecha con otro coronavirus murciélago denominado Megaderma BatCoV

(CoV aun no clasificado) (Figura 10).

Al analisis filogenético se observé que las secuencias nucleotidicas de la muestras
CoV de heces de Quisini (S05, HO7, H016, H019, H026), Silly (H117, H132, H218) y
Pataccalasaya (H206) fueron 100% idénticas entre si. Por otra parte, las muestras
pulmonares de Silly (25K y 32K) presentaron 99% de identidad entre si; al alineamiento

con las 9 secuencias previas presentan un 93.1% y 95.7% de identidad, respectivamente.

Nuestras secuencias al ser comparadas con otros Embecovirus tienen una relacion
filogenética en un rango de 100% a 80.9% de identidad de nucle6tidos. Las secuencias
de alpacas de este estudio tienen una relacion filogenética de 66.2% a 65.4%, 69.9%,
63.2% y 58.1% de identidad de nucledtidos con los subgéneros Sarbecovirus,

Nobecovirus, Hibecovirus y Merbecovirus, respectivamente.
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Al comparar las secuencias de alpacas de este estudio con las secuencias de las
cepas de BCoV del subgénero Embecovirus de bovinos (BCoV) (MH043955, LC494178
y AF391541), porcinos ((PHEV) (KY419113 y DQ011855)), equino (EF446615), conejo
(HKU14), rata (RCoV) y humano (HKU1) se obtuvo una identidad de nucle6tidos de
99.3% a 98.5%, 97.8% a 97.1%, 97.1% a 96.3%, 93.4% a 87.5% y 80.9 %,
respectivamente. Las secuencias generadas en este estudio fueron depositadas en el
GenBank bajo los numeros de acceso ON873839-ON873876 (Secuencias de RdRp de
heces); 0Q845932-0Q845939 (Secuencias RdRp de lavado pulmonar).

Las especies de coronavirus filogenéticamente mas relacionadas con nuestras
muestras de heces fueron algunos coronavirus bovino como BCoV-LUN (97.2%), BCoV-
ENT (97%), BCoV (96.5%) y algunos coronavirus bovine like (BCoV-like) como son
ApCoV (96.9%) y WtDCoV (96.4%).

Las especies de coronavirus filogenéticamente més relacionadas con nuestras
muestras respiratorias fueron el BCoV (HT315, 96.9% a 97.7%) y BCoV-like (WtDCoV,
97.6%), siendo que BCoV-LUN presenta un 96.3% a 97.7% de identidad de nucle6tidos.

Las muestras positivas a las reacciones de pancoronavirus y panbetacoronavirus pero
negativas al subgénero Embecovirus, no se pudieron clasificar porque sus secuencias
presentaron mucho ruido en la cromatografia (maltiples picos nucleotidicos en la misma

posicion).
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Figura 10. Dendograma construido a partir de la secuencia parcial del gen ORF1 que
codifica la RdRp de cepas de CoV detectadas en alpacas neonatas de comunidades rurales
de Cusco positivas a Embecovirus. Bootstrap (1000 replicados), valores encima 75% son
mostrados como nudos de rama. La escala de distancia estd en sustituciones/sitio.
Tridngulos negros, cepas de alpaca CoV de PerU; circulos negros, cepa CoV de alpaca de
EE. UU.; circulos abiertos, BCoV; triangulos abiertos, cepa CoV de dromedario de Asia.

4.4 ldentificacion de especies de coronavirus por secuenciamiento del gen S
Utilizando los primer disefiados para la amplificacion del gen de la espicula (S) se

pudo secuenciar y analizar con éxito las muestras del género [B-CoV pertenecientes al

subgénero Embecovirus. Se observé que las secuencias tienen entre 100-93% de identidad

entre si. También se confirma nuestras cepas presentan entre un 98 a 100% de identidad

de nucleotidos con las cepas de coronavirus bovinos-like (BCoV-Like) y entre 97.7% a
96.7% de identidad con BCoV (LUN y ENT) y ApCoV (Figuras 11 y 12; Cuadro 6).
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Figura 11. Deteccion por nested-PCR del gen S (581 pb).
Carriles 1 al 10: muestras analizadas; C+: control positivo; C-:
control negativo. PM: marcador de peso molecular 50 pb. Gel
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio.
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Cuadro 6.

Distancia filogenética representada en el porcentaje de identidad de

nucleotidos entre las secuencias del dominio S1 del gen S (Spike) de alpacas peruanas y
el resto de las estirpes de coronavirus las cuales se agrupan en los 4 géneros del virus.
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Figura 12: Dendograma construido a partir de la secuencia parcial del dominio S1 del

gen que codifica la proteina S (Spike) de cepas de CoV detectadas en alpacas de

comunidades rurales de Cusco. Bootstrap (1000 replicados), valores encima 75% son

mostrados como nudos de rama. La escala de distancia estd en sustituciones/sitio.

Tridngulos negros, cepas de alpaca CoV de Peru; circulos negros, cepa CoV de alpaca de

EE. UU.; circulos abiertos, BCoV; tridngulos abiertos, cepa CoV de dromedario de Asia.

Finalmente, como contamos con datos sobre la geolocalizacion de los sitios de

muestreo decidimos compararla con la otros estudios; 3 sobre la diversidad de

coronavirus en animales silvestres en paises de Latinoamérica y otro sobre la distribucién

de murciélagos en nuestro pais. Se observo que los animales que estudiamos y Desmodus
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rotundus comparten el mismo hébitat y que estos murciélagos son hospederos naturales

de coronavirus (Figura 13).

En resumen, nuestros datos muestran una alta frecuencia de CoV, asi como una
alta diversidad genética de géneros y subgeneros de CoV que infectan a las alpacas y
Ilamas, en los que predominé el género B-CoV de subgénero desconocido y en menor
medida el subgénero Embecovirus especie BCoV-Like. La deteccion de aCoV subgénero
Decacovirus, sugiere un nuevo papel para los murciélagos en la diseminacion y
transmision de CoV poco comunes a las alpacas criadas en las zonas rurales muestreadas

(Canchis-Cuzco) que ademas tienen potencial patogénico letal.
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Figura 13. Distribucion geografica del murciélago Desmodus rotundus (Quintana et al.,
2007) y sitios de deteccion de CoV, en muestras de alpacas neonatas (presente estudio) y
de murciélagos (Bergner et al., 2019, 2020, 2021) en Perd.
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V DISCUSION

Diferentes especies de CoV son considerados entre los principales patdgenos que
infectan a animales de produccion causando cuantiosas pérdidas economicas,
principalmente por enfermedades respiratorias y entéricas. Los mismo ocurre con
animales salvajes como aves, felinos, canidos, murciélagos, ratones, entre otros (Cebra et
al., 2003; Amer, 2018; Cui et al., 2019; Khbou et al., 2021).

Aungue en nuestro pais se han reportado infecciones por CoV, en la forma de cuadros
entéricos en alpacas y llamas recién nacidas, con altas tasas de morbilidad y mortalidad
(Castilla et al., 2021; Cebra et al., 2003; Cirilo et al., 2012; Rojas et al., 2016; Rocha et
al., 2018], en general los estudios moleculares sobre infecciones virales que afectan a los
camélidos sudamericanos son escasos (Lopez et al., 2011; Luna, 2012; Lucas et al., 2016;
Rojas et al., 2016), ademas de incluir animales bajo sistemas de manejo, status sanitario
y nutricional diferentes a los observados en comunidades campesinas (Luna, 2012; Luna
et al., 2015; Rocha et al, 2018). Aunque las comunidades rurales poseen més del 80 % de
la poblacidn alpaquera, sus sistemas de produccion son extensivos y su acceso al crédito

y la capacitacién son limitados (Ho, 2017).

El alto precio de la fibra de alpaca garantiza a los pobladores altoandinos un capital
de ahorro, para cuando las demas actividades econdmicas a las que se dedican
(principalmente la agricultura y el comercio) no satisfacen sus necesidades (MINAGRI,
2020). Por esto, las infecciones virales que causan altas tasas de morbilidad y mortalidad
tienen repercusiones econémicas que degradan la calidad de vida de la poblacion
altoandina (Chau, 2017). Ademas, y no menos importante, la aparicion y reemergencia
de virus con potencial zoondtico, puede poner en peligro la salud de los agricultores y sus
comunidades (Khbou et al., 2021; Islam et al,. 2021; Cui et al., 2023).

Se detect6 CoV en todos los sitios de muestreo, una elevada positividad general de
casi 90%, por lo que se puede concluir que este virus estd ampliamente distribuido en la
regién de muestreo y que circula entre las alpacas y llamas neonatas causando cuadros
entéricos y respiratorios. Esta tasa de infeccion es superior a la reportada anteriormente
en la sierra de nuestro pais. Por ejemplo, en comunidades rurales de Junin, con sistema
extensivo, se reportd una frecuencia de 53.3% (Lucas et al, 2016) mientras que en el

IVITA-Marangani de Cuzco, con sistema semi-intensivo, CoV fue detectado con una tasa
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aun menor (26.8 %) (Rocha et al., 2018). Ademas, Luna reportd una frecuencia de 66.7%
y 18.3 % en muestras del centro experimental La Raya y en fincas en Puno,
respectivamente (Luna, 2012; Luna et al., 2015). Como los animales de estos estudios
fueron criados extensivamente en una ubicacion geogréfica de gran altitud, con pastos
pobres, rodeados de fauna tipica de ese nicho ecoldgico particular y en condiciones
insalubres se puede argumentar que las diferencias en las tasas de infeccion pueden
deberse al disefio de los estudios (estrategia de muestreo y el método de diagnostico
empleado, por ejemplo) o a caracteristicas propias de las poblaciones animales
muestreadas (densidad animal, el sistema de produccion asi como el manejo sanitario, por
ejemplo (Cebra et al., 2003; Whitehead y Anderson 2006; Rojas et al., 2016; Islam et al.,
2021). Sobre este Gltimo punto en particular, es conocido que los productores no registran
datos sanitarios (numero de animales enfermos ni tratamientos) ni pardmetros zootécnicos
(peso al nacer, por ejemplo), apenas el nimero de animales muertos y sélo cuando las

pérdidas son considerables.

Respecto a la deteccion de CoV en heces de animales positivos pero asintomaticos,
Oma et al. (2016), estudiando la dinamica de la infeccion por CoVs bovinos, reportaron
que los terneros pueden eliminar virus en heces y en secrecion nasal hasta por 5y 4
semanas, respectivamente. Es durante estos periodos de tiempo que, principalmente los
individuos asintomaticos pero también aquellos que se recuperaron de la infeccion,
diseminan activamente el virus. Nosotros no podemos descartar que estos animales no

contribuyan en la diseminacion de este patdgeno.

Por otra parte, no podemos descartar que los iniciadores empleados en este estudio
para la deteccion de BCoV (Castilla et al., 2021), sean més especificos que los empleados

por otros autores y hayan aportado a la deteccion de un mayor nimero de casos positivos.

Respecto a la clasificacion de los géneros de CoV identificados, en USA y en nuestro
pais se han reportado principalmente los BCoV, emparentados filogenéticamente con
especies de origen bovino “Coronavirus Bovino-like” (BCoV-like) (Jin et al., 2007; Luna
et al., 2012; Rocha et al., 2018). En nuestro estudio el género BCoV también fue
predominante, con un 90% (90/100).

El subgénero Embecovirus (antiguamente denominado BCoV linaje A,
Betacoronavirus tipo 1) fue identificado en solo en el 31% de todos los CoV detectados
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(31/100) (Cuadro 5). Esta frecuencia es inferior a la obtenida por Luna et al. los afios
2012 y 2015 y por Rocha et al. 2018 quienes lo identificaron en la totalidad de muestras
diarreicas CoV positivas que analizaron. Esto podria deberse a razones geograficas, de
proximidad con otras especies animales, a caracteristicas propias del virus o a que esta
ocurriendo una sucesion entre ellos. Vale resaltar que en las muestras respiratorias se
observo una mayor frecuencia de este subgénero respecto a las provenientes de heces
(15/30 vs 16/70). Dada la rapida capacidad de evolucion de los CoV (Cui et al., 2019),
esto lo podemos atribuir a diferencias en el tropismo histologico de este subgénero o a
que otros subgéneros se fueron adaptando a sus hospedadores volviéndose mas

prevalentes con el paso de los afos.

En concordancia con los estudios de Luna et al., (2015) y Rocha et al., (2018), el
analisis filogenético de los Embecovirus secuenciados y su comparacién con otras
especies de los 4 géneros de CoV confirmo su identidad, mostré una relacion muy
estrecha entre ellas (Figura 10), sugiriendo que estos se originaron muy probablemente
de bovinos.

Respecto al 6% (6/100) de muestras a las que no conseguimos atribuir el género
de CoV, ni el 59% (59/100) al que no pudimos asignarle el subgénero de BCoV
correspondiente, podemos afirmar que existe una destacada diversidad de géneros y

subgéneros de CoV infectando a las alpacas y Ilamas muestreadas (Cuadro 5).

Los intentos por atribuir el género y subgénero a las muestras no identificadas no
rindieron frutos debido a la baja calidad de los cromatogramas y al uso de iniciadores
degenerados (Cuadro 2) (Moés et al., 2005, Hu et al., 2018) que, aunque son muy Utiles
para fines diagndsticos, no lo son para el secuenciamiento. En ese sentido, creemos que
el intento fallido de aislamiento de estos virus en células Vero puede deberse al largo
periodo de almacenamiento de las muestras. Estos resultados apuntan a que en nuestros
futuros estudios deberemos emplear técnicas de secuenciamiento masivo (NGS) para
comprender mejor la epidemiologia y la diversidad genética de los CoV que afectan a las

alpacas peruanas.

Este estudio reporta el primer brote respiratorio mortal por CoV en Latinoamérica,
sugiriendo un rol patogénico nuevo para los CoV en camélidos sudamericanos. La

literatura reporta un antecedente de CoV causando un sindrome respiratorio agudo en
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alpacas de California, USA, pero de mucha menor magnitud (Crossley et al., 2010). Dos
afios después, el mismo grupo de investigacion secuencié el genoma de este virus y lo
identificd como un aCoV (Duvinacovirus), muy similar a un coronavirus humano comun
(HCoV-229E). Los autores sugieren que la transmision del virus ocurrié entre los
humanos y las alpacas aunque no llegan a dilucidar cual fue hospedero inicial y si se tratd
de zoonosis 0 antropozoonosis (Crossley et al., 2012). Experimentalmente, se ha logrado
la replicacion y transmision del MERS-CoV y SARS-CoV-2, otros coronavirus
respiratorios, en alpacas y llamas (Adney et al., 2016; Xu et al., 2021).

La secuenciacion de cuatro cepas (Alp16K-01, 13K-01, 25K y 32K), clasificadas
como B-CoV/Embecovirus, mostré una estrecha relacion con BcoV (Figura 10). Este
resultado era esperado ya que estudios previos sugieren que la alpaca y los BCoV
surgieron de un ancestro coman, o que los BCoV se transmiten continuamente a la alpaca,
como ha ocurrido con otras especies animales (Luna et al., 2015; Rocha et al., 2018; Jin
et al., 2007). Aunque los camélidos sudamericanos han estado en contacto con el ganado
bovino desde la llegada de los espafioles, los informes de enfermedades asociadas al
BCoV pueden deberse a la aparicion de nuevas variantes de CoV que son patdgenas tanto
para bovinos como para camélidos (Cebra et al., 2003; Jin et al., 2007). Estos resultados
también pueden explicarse por las condiciones geogréaficas y climatoldgicas, donde
diferentes especies animales (cerdos, vacas, llamas, caballos, etc.) coexisten y pastan en
proximidad (Espada et al., 2010).

Dos cepas (16K-02 y 29K) se clasificaron como a-CoV/Decacovirus,
estrechamente relacionadas con un CoV de murciélago (CoV de murciélago/HKU;
OP963607) (Figura 10). Este no es el primer informe de infecciones por a-CoV en
alpacas; sin embargo, el subgénero informado anteriormente era Duvinacovirus, mas
emparentado con el coronavirus humano 229E (HCoV-229E), causador del resfrio comdn
y prevalente en humanos (Crossley et al., 2012). Estudios genéticos posteriores sugieren
que el progenitor de HCoV229E es un CoV de murciélago africano y que los camélidos
fueron probablemente los primeros huéspedes intermediarios que facilitaron la
transmision a los humanos (Cui et al., 2019; Islam et al., 2021; Corman et al., 2015; Tao
etal., 2017). Esto abre la posibilidad que los murciélagos oriundos de la region de estudio

pueden estar transmitiendo varias especies de CoV, con la capacidad de adaptarse y
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volverse patdgenos para nuevas especies hospederas. Hasta donde sabemos, nuestro

estudio es el primero en informar infecciones por a-CoV en alpacas peruanas.

No se identifico un género en un par de muestras (13K-02 y 26K); estas secuencias
son genéticamente muy similares a una cepa CoV de murciélago (MZ293749/Megaderma
CoV) que permanece sin clasificar (Figura 10). Esto confirma tanto la gran diversidad de
esta familia viral como el papel de los murciélagos como reservorio importante de estos
y otros virus no clasificados (Anthony et al., 2017; Bueno et al., 2022; Chidoti et al.,
2022).

Un resultado importante sobre las muestras de origen respiratorio fue la ocurrencia
de coinfecciones, con maltiples géneros y subgeneros de CoV confirmados mediante la
secuenciacion de un fragmento de RdRp (Cuadro 5; Figura 10). Se ha demostrado gue la
recombinacion genémica es un factor importante en la evoluciéon de los CoV, pero
requiere que diferentes cepas virales infecten el mismo huésped y la misma célula al
mismo tiempo (Cui et al., 2019; So et al., 2019; Su et al., 2016). En otras palabras, la
coinfeccidn simultanea facilita la recombinacion. Asi, se ha demostrado que una cepa de
MERS-CoV que infectaba a los dromedarios africanos (DcCoV-HKU23, subgénero
Embecovirus) era un recombinante de CoV de bovinos, conejos (RbCoVHKU14) y
roedores (So et al., 2019). En resumen, sugerimos que los CoV que circulan en las alpacas
estan en recombinacion activa, favoreciendo la evolucion de B-, a- y otros géneros de

CoV aun no detectados o clasificados.

Debido a que los murciélagos estan ampliamente distribuidos en Perd,
probablemente sean la fuente de las cepas de CoV en las muestras 13K-02, 16K-02, 26K
y 29K. Por ejemplo, Desmodus rotundus, un murciélago hematéfago observado hasta los
3680 msnm habita en la regién sur andina (Cusco) (Quintana y Pacheco, 2007); las
alpacas y llamas también comparten este espacio geografico (Figura 13) (Bergner et al.,
2019; Quintana y Pacheco, 2007). La invasion de su hébitat, la dieta hemat6faga, la
migracion debido al cambio climatico y la proximidad a las alpacas pueden favorecer la
propagacion entre estas especies. Tampoco podemos descartar la transmision por el uso
de fertilizantes con guano de murciélago o por beber agua contaminada (Anthony et al.,
2017; Chidoti et al., 2022).
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La transmision de virus enzooticos, de murciélagos a animales domésticos, se ha
documentado anteriormente. EI BatCoV relacionado con HKU2 caus6 una epizootia a
gran escala de enfermedad entérica en China, lo que resultd en la muerte de mas de 24
000 lechones. Este brote demostrd que el contagio de un BatCoV puede causar una
enfermedad grave en el ganado. Diferentes especies de murciélagos suelen ser una de las
fuentes mas comunes para la mayoria de los CoV que afectan a los humanos (Tao et al.,
2017).

Los huéspedes intermediarios de estos CoV suelen pertenecer a otras especies de
mamiferos (Islam et al., 2021) y como en general los murciélagos y los humanos no
comparten el mismo espacio ecoldgico, existe la necesidad de que otros mamiferos actlien
como huéspedes de enlace entre estos. Bergner et al., usando metagendmica,
caracterizaron comunidades virales a partir de muestras salivales y fecales de murciélagos
salvajes capturados en cuevas Yy arboles ubicados en areas andinas y selvéticas de los
departamentos de Cusco, Ayacucho y Amazonas en Peru (Figura 13) (Bergner et al.,
2019). Este trabajo, pionero en identificar 18 familias virales que infectan murciélagos de
la selvay la region andina peruana, destacé a los Coronaviridae como los que presentaron
mayor carga viral cuando comparados con otras familias virales (Bergner et al., 2019).
Poco tiempo después, este mismo grupo publico el primer genoma completo de un a-CoV
obtenido de murciélagos de la Amazonia peruana (Bergner et al., 2020). Mas
recientemente, Bueno et al. analizaron otros CoV de murciélago identificados en América
Latina por Bergner et al., clasificandolos como a-CoV, subgénero Amalacovirus, y
también informd de coinfecciones con multiples a-CoV (incluidos 3 subgéneros
desconocidos) (Bueno et al., 2022; Bergner et al., 2021). Toda esta informacién apunta a
que un subconjunto de CoVs que infectan a las alpacas neonatales, especificamente a-
CoV, subgénero Decacovirus, y otros CoVs de géenero desconocido, son producto de la
transmision interespecie entre murciélagos y alpacas. Esto también puede explicarse
porque el area donde se identificaron estos a-CoV es endémica de murciélagos (Crossley
et al., 2012; Bergner et al., 2019) y esta cerca del area de recoleccion de nuestro estudio
(Figura 13).

Finalmente, las practicas de manejo, el destete o transporte (Meyer et al., 2014),
y la presencia de alpacas gestantes sanas (asintomaticas) positivas para CoV (Rodriguez

et al., 2022) podrian desempefiar un papel importante en la transmision viral a animales
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susceptibles y puede contribuir a la contaminacion ambiental y la persistencia. Es
importante considerar el potencial zoonotico de este virus y como podria afectar la salud
publica en la poblacion altoandina, que cuenta con escasos recursos econémicos y
limitados servicios sanitarios basicos, asi como acceso a servicios de salud adecuados. La
reciente aparicion de especies de B-CoV con elevado potencial patogénico, e inclusive
letal, como el MERS-CoV y SARS-CoV-2 dejan clara la importancia de estos virus en la
salud publica y ha intensificado los estudios para comprender mejor los mecanismos de
evolucion, transmisién y diseminacion que favorecen los saltos interespecies,
evidenciandose recombinaciones entre diferentes géneros y subgéneros de CoVs. Por
ejemplo, en camellos se ha reportado eventos de recombinacion entre BCoV del
subgénero Embecovirus y entre los subgéneros Embecovirus y Merbecovirus (Sabir et al.,
2016; So et al., 2019).

El secuenciamiento parcial del gen S nos permitié observar una elevada similitud
nucleotidica entre nuestras cepas por lo que todas ellas pueden ser consideradas como
pertenecientes a una misma variante. Asi mismo, estas cepas también se muestran muy
relacionadas a cepas BCoV-like. Rocha et al (2018) atribuyen el origen bovino a que
durante las estaciones frias, los camélidos son transportados de las zonas mas altas y con
escaso forraje hasta otras mas bajas donde se crian bovinos y ovejas, donde esta
proximidad favoreceria la transmision del virus. Ademas, la falta de condiciones
sanitarias adecuadas y la visita de personal veterinario a diferentes localidades o el
transporte de los animales a los centros de investigacion para tratar a los animales también

puede estar contribuyendo.

Respecto a nuestros resultados de infecciones mixtas con diferentes géneros de
CoV, recientemente se reportd que durante la pandemia por la COVID-19, en una granja
de minks americanos (Neovison vison) ocurrid la co-infeccién de un Alphacoronavirus y
el SARS-CoV-2 en animales aparentemente sanos. Esto es interesante porque se sugiere
que es posible la recombinacion entre un alfa y un Betacoronavirus y que esto podria

aumentar el riesgo de transmision entre el hombre y animales (Wasniewski et al., 2023).

Ademas, y aungue no sea el objetivo de este trabajo, Castillo et al (2021),
reportaron la coinfeccion simultdnea de Coronavirus con otros virus (Rotavirus y
Mammalian Orthoreovirus) en camélidos sudamericanos. Esto también fue observado en

el trabajo de Wasniewski et al (2023) quienes reportaron co-infeccion entre un Calicivirus
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y el SARS-CoV-2. El impacto de estas coinfecciones virales en la evolucion del cuadro

clinico no es claro y deberia de investigarse como parte de la exclusién competitiva viral.

Este trabajo espera contribuir a la identificacion de los coronavirus que afectan a
los camélidos sudamericanos, que sirva de base para adoptar mejores medidas preventivas
y que concientice sobre la necesidad de adoptar un sistema de vigilancia epidemioldgica

molecular para este y otros virus con demostrado potencial zoonético.
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VI CONCLUSIONES

Las deficientes condiciones sanitarias observadas en las comunidades campesinas
de Canchis-Cuzco, pueden favorecer que la infeccion por CoV sea elevada.

Las alpacas neonatas son susceptibles a la infeccion por diferentes géneros y
subgéneros de CoV, mostrando estos virus una amplia, y poco estudiada,
variabilidad genética en la zona de estudio.

Los PBCoV, subgénero sin clasificar, son los CoV que predominan,
independientemente que las muestras tengan origen intestinal o pulmonar.

La identificacion de aCoV, aunque en baja frecuencia, sugiere que estos podrian
relacionarse a enfermedades respiratorias en alpacas.

Es posible la co-infeccion con diferentes géneros de CoV en alpacas. El papel de
este hallazgo en el curso y la gravedad de los cuadros respiratorios es desconocido.

Aunque los bovinos son el mas probable origen de la mayoria de CoV detectados
en este estudio, los murciélagos también puede estar contribuyendo a las
transmision interespecies. La crianza con otras especies domésticas y la invasion
del nicho ecoldgico de especies silvestres, respectivamente, podrian explicar estos
hallazgos.
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VIl RECOMENDACIONES

Es esencial monitorear los CoV continuamente para comprender mejor su
dindmica en el medio ambiente.

Realizar nuevas investigaciones que contemplen secuenciar el gene S de
los CoV y de su respectivo receptor en alpacas para confirmar la
transmision interespecies.

Dado el potencial zoonético de algunos CoV, como el causador de la
reciente pandemia por Covid-19, se debe de plantear ante las autoridades
sanitarias la necesidad crear un sistema de vigilancia molecular
epidemioldgica de CoV para detectar la emergencia de variantes
patogénicas para las alpacas y transmisibles a humanos.
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