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RESUMEN

Los torovirus son virus emergentes, pertenecientes al orden
Nidovirales, que permanecen practicamente ignorados a
pesar de que infectan diferentes especies de animales do-
mésticos y al hombre, causando enfermedades gastrointes-
tinales y diarrea. En este trabajo se describe la identificacion
y caracterizacion parcial de una nueva cepa de torovirus
porcino (PToV-BRES) que fue detectada en una muestra de
heces recogida en una granja de Brescia (Italia). Se ampli-
ficaron los genes que codifican las proteinas de la nucleo-
capsida (N), la hemaglutinina-esterasa(HE) y la proteina de
membrana (M) y se secuenciaron. El anélisis de estas se-
cuencias puso de manifiesto que PToV-BRES es una nueva
cepa, que esta relacionada filogenéticamente con la cepa
P4, que hasta el momento era la Unica representante de un
linaje diferenciado de PToV. La proteina N de PToV-BRES fue
expresada en células de insecto fusionada a una cola de his-
tidinas, purificada por cromatografia de afinidad y utilizada
para desarrollar un método de ELISA para detectar anticuer-
pos frente a PToV. El ensayo fue evaluado mediante la utili-
zacién de 45 muestras de suero provenientes de tres granjas
espafolas. Se observé una alta prevalencia de anticuerpos
frente a PToV en las tres granjas, tanto en animales adultos
como en lechones, lo que sugiere que PToV es endémico en
la cabafia porcina espanola. El ELISA desarrollado en este
trabajo es el primer ensayo especifico desarrollado para la
deteccion de anticuerpos frente a PToV, y por tanto serd de
gran utilidad para realizar estudios epidemioldgicos.

INTRODUCCION

Los torovirus son agentes causantes de gastroenteritis en ca-
ballos, vacas, cerdos y humanos. Estan clasificados como una
subfamilia dentro del orden Nidovirales (Comité Internacional
de Taxonomia de Virus, ICTV: 2009 y 2011). El genoma de to-
rovirus consiste en una sola molécula de RNA de aproximada-
mente 25-30 kb. La organizacion del genoma es similar a la de
los coronavirus: los primeros dos tercios contienen dos gran-
des marcos de lectura abiertos superpuestos, ORF1ay ORF1b,
que codifican los componentes de la maquinaria de replica-

cién. El ultimo tercio del genoma contiene cuatro marcos de
lectura abiertos, ORF 2-5, que codifican respectivamente las
proteinas estructurales: la proteina de la espicula (S), la pro-
teina de membrana (M), la proteina hemaglutinina-esterasa
(HE) y la nucleocépsida (N). Las particulas de torovirus tienen
una nucleocapsida caracteristica en forma de toroide forma-
da por la proteina N que interacciona con el RNA viral. La nu-
cleocépsida esta rodeada por una envuelta que contiene la
proteina M, y las proteinas Sy HE que conforman las espiculas
grandes y pequenas, respectivamente.

El primer torovirus conocido se identificé en 1972 tras exami-
nar una muestra fecal de un caballo que presentaba diarrea
en Berna (Suiza), y que se denomind virus de Berna o BEV
(Weiss et al, 1983). Posteriormente, se encontrd un virus mor-
foldgicamente relacionado con BEV en una granja de ganado
de Breda (lowa, EEUU) y se lo denominé BRV (Woode et al.,
1982). A lo largo de los aios, ha habido algunos trabajos en
los que se describe la presencia de particulas de torovirus en
muestras fecales de humanos (HToV) (Beards et al., 1986; Duc-
kmanton et al., 1997; Koopmans et al., 1997; Krishnan y Naik,
1997, Jamieson et al,, 1998; Uziel et al., 1999; Lodha et al., 2005)
y cerdos (PToV) (Scott et al,, 1987; Woode, 1987; Durham et al.,
1989; Penrith y Gerdes, 1992; Lavazza, 1996). El PToV ha sido
detectado mas tarde por RT-PCR en muestras de heces por-
cinas de granjas en los Paises Bajos, Bélgica, Hungria, Italia
y China (Kroneman et al., 1998; Matiz et al., 2002; Zhou et al.,
2013; Zhou et al., 2014). Ademas, se ha descrito una caracteri-
zaciéon gendmica parcial de cinco aislados europeos de PToV
(Smits et al., 2003).

Las encuestas epidemioldgicas sobre los torovirus se han
concentrado principalmente en BToV, y mostraron que este
virus se distribuye en todo el mundo, habiéndose detectado
en Estados Unidos, Japén, Corea del Sur, India y en diferentes
paises europeos como Reino Unido, Alemania, Bélgica, Fran-
ciay Suiza (Liebler et al,, 1992; Koopmans et al,, 1991; Ito et al.,
2007; Park et al., 2007; Van Kruiningen y otros, 1992; Krishnan y
Naik, 1997; Koopmans et al., 1989). Weiss et al., 1984). Ademas,
se han notificado elevadas seroprevalencias frente a BToV en
ganado procedente de Reino Unido (Brown et al., 1987), Pai-



ses Bajos y Alemania (Koopmans et al,, 1989). Aunque hay po-
cos trabajos sobre la epidemiologia del PToV, también se han
notificado elevadas seroprevalencias, similares a las del BToV,
en poblaciones porcinas de Suiza (Weiss et al., 1984) y en los
Paises Bajos (Kroneman et al., 1998). A pesar de esta extensa
distribucién geogréfica y el amplio rango de hospedadores,
estos virus han atraido poca atencion. Es probable que esto
se deba en parte al hecho de que la infeccion por torovirus no
se ha asociado con enfermedades que causan pérdidas im-
portantes en el ganado, pero también a la falta de un sistema
“in vitro” para trabajar con la mayoria de estos virus, que ha
impedido el desarrollo de herramientas especificas para su
diagnostico. Durante mucho tiempo, el aislado equino BEV
era el Unico torovirus que podia infectar cultivos celulares
(Weiss et al., 1983), pero actualmente hay algunas variantes de
BToV aisladas en Japon que son capaces de infectar células
derivadas de un adenocarcinoma rectal humano (Kuwaba-
ra et al, 2007). Ademas, BToV puede propagarse en terneros
gnobidticos infectados experimentalmente (Woode et al.,
1982). Esto permitio desarrollar un ELISA indirecto utilizan-
do particulas de BToV o BEV parcialmente purificadas para el
serodiagnostico de torovirus, no obstante, el procedimiento
de purificacion no es asequible para todos los laboratorios, y
ademas, este ensayo también proporcionaria una baja sen-
sibilidad para la deteccién de anticuerpos frente a torovirus
humanos y porcinos (Brown et al., 1987). El serodiagndstico
de los torovirus también se ha realizado mediante el analisis
de la capacidad de las muestras clinicas de suero para neu-
tralizar la infectividad BEV (Weiss et al., 1984). La prueba de
neutralizacion del virus es, “a priori’, un ensayo muy sensible
que también proporciona informacion sobre la existencia
de una respuesta inmune humoral protectora en el animal
en estudio, sin embargo, dado que para buscar anticuerpos

frente a torovirus en sueros bovinos, humanos o porcinos se
usaria BEV, un virus no homologo, la sensibilidad del ensayo
se reduciria. Ademas, la prueba de seroneutralizacion es un
ensayo largo y dificil que no se puede utilizar para realizar
estudios extensos.

Por lo tanto, se deben realizar estrategias alternativas para
generar antigenos especificos de torovirus para la detec-
cién seroldgica. Una alternativa utilizada con frecuencia es
la expresién de proteinas viricas inmunolégicamente rele-
vantes en sistemas de expresién recombinantes (Chirnside
etal, 1995; Denacy col., 1997; Pelosi y col., 1999; Farkas et al.,
2005; Bogdanova et al., 2007; Hou et al., 2007). Para este pro-
posito, las proteinas de la nucleocapsida de muchos virus
han demostrado ser muy utiles. Especificamente, las pro-
teinas N de diferentes coronavirus, entre los que se incluye
el coronavirus del sindrome respiratorio agudo (SARS-CoV)
se han expresado en bacterias o a través del sistema de ex-
presion de baculovirus, y se han usado para el serodiagnos-
tico (Timani et al., 2004; Woo et al., 2004, Wang et al., 2005).
Ademas, la proteina N es la proteina mas abundante en las
particulas de torovirus (Horzinek et al., 1985), y se ha descrito
que en terneros gnobioticos infectados experimentalmente
con BToV se produce una fuerte respuesta de anticuerpos
contra ella (Duckmanton et al., 1998). Por lo tanto, la protei-
na N del PToV parece ser un antigeno viral interesante para
desarrollar métodos de diagndstico. Ademas, dado que las
proteinas de la nucleocépsida suelen estar muy conserva-
das, las pruebas de serodiagndstico basadas en el uso de la
proteina N de PToV pueden resultar utiles para la deteccion
de anticuerpos contra otros torovirus.

Los objetivos de este trabajo fueron la caracterizacién de una
nueva cepa de PToV, detectada en una muestra fecal de Italia
mediante el diagnéstico por microscopia electrénica, y el 3



(® desarrollo de un sistema de diagnéstico mediante ELISA
para detectar anticuerpos contra torovirus. El ELISA se evalué
analizando muestras de suero de cerdo de diferentes granjas
espanolas. Nuestros resultados, aunque se obtuvieron con un
numero reducido de animales, indican una alta seroprevalen-
cia de PToV, lo que sugiere que PToV podria ser endémico en
las granjas espanolas.

MATERIALES Y METODOS

Células y virus

Las células dérmicas equinas (E. Derm) (ATCC® CCL-57™)
fueron amablemente proporcionadas por el Dr. de Groot
(Universidad de Utrecht, Utrecht, Paises Bajos). Se mantu-
vieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con 15% de suero fetal de ternera (FCS), 100
unidades por ml de penicilinay 100 mg por ml de estrepto-
micina. Se cultivaron células de insecto High Five™ (HighFi-
ve) a 27° C en medio TC100 suplementado con antibiéticos
y FCS al 10%. La cepa de torovirus equino Berna (P138 /72)
(BEV) se propagé en células E. Derm como se describio pre-
viamente (Weiss y Horzinek, 1986), y las particulas de BEV se
purificaron mediante centrifugacién en gradiente de saca-
rosa. El virus respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) y el
virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV), ambos pro-
porcionados por el Dr. Enjuanes (CNB-CSIC, Espafa), se pro-
pagaron en células de mono MA104 (ATCC® CRL-2378.1™)y
en fibroblastos de testiculo porcino (ST), respectivamente.
Ambos virus se purificaron parcialmente por centrifugacién
sobre un colchén de sacarosa al 50%.

Muestras fecales

Se obtuvieron tres especimenes fecales porcinos (513/02,
970/02, 1318/02), recogidos en Brescia (Italia) en 2002, y una
muestra fecal bovina (1812/03) tomada en el mismo lugar en
2003, en las que se habia detectado la presencia de particulas
similares a torovirus mediante microscopia electrénica, pero,
en las que con la excepcién de 1318/02, también se observo
que contenian otras particulas virales que podrian corres-
ponder a coronavirus, enterovirus y circovirus.

Muestras de suero

Se tomaron muestras de sangre de cerdos de tres granjas
comerciales situadas en diferentes regiones del norte de Es-
pafa. Se recogieron 10 muestras de sangre de cerdas en una
granja localizada en Navarra, donde anteriormente se habian
reportado sintomas de diarrea y gastroenteritis en lechones,
aunque en el momento de la recoleccién del suero no se
observd esta sintomatologia. Se recogieron 20 muestras de
sangre de una granja situada en Aragén, donde la mayoria de
los lechones recién nacidos padecian diarrea en el momento
de la recoleccion. Se recogieron quince muestras de sangre
de lechones sanos de 6 a 8 semanas de una granja con altas
condiciones sanitarias localizadas en Galicia. Las muestras de
sangre se centrifugaron a 1.500 g durante 10 minutos a 4° C,

y los sueros obtenidos se almacenaron a -80° C hasta su uso.
Se compro un suero porcino comercial obtenido de cerdos sa-
nos (AbD Serotec), que ha sido nombrado como CPS en todo
el documento. Se utilizé una muestra de suero de un lechén
infectado en condiciones de campo con PToV, previamente
descrito (antisuero 233/90; Lavazza et al., 1996) como control

de suero positivo para PToV, y se denominé aBRES. En nuestro
laboratorio se generé un suero policlonal hiperinmune anti-
BEV (a-BEV) (Garzon et al., Resultados no publicados). El Dr.Van
Gucht (Universidad de Gent, Bélgica) nos proporciond tres
muestras de suero de cerdos extraidos por cesarea y privados
calostro (CD/CD) mantenidos en condiciones libres de paté-
genos (SPF), que se usaron como control negativo, y sueros de
otros dos cerdos que se criaron en estas mismas condiciones,
pero que posteriormente se inocularon con el coronavirus res-
piratorio porcino (PRCV) o el virus del sindrome respiratorio y
reproductivo del cerdo (PRRSV), y que se usaron como contro-
les de reactividad cruzada. Ademas, también se usaron como
control negativo 69 muestras de suero de lechones CD/CD to-
madas a los 0-36 dias de edad, que fueron proporcionadas por
el Dr. Segales (CReSA, Barcelona, Espaiia).

Se generd un suero hiperinmune de conejo contra la pro-
teina N de PToV-BRES inmunizando un conejo White New
Zealand con la proteina quimérica N fusionada a una cola de
histidina, que se expresd en células de insecto mediante un
recombinante de baculovirus (descrito a continuacion), y que
se purificd por cromatografia.

Inmunomicroscopia electronica

Las muestras fecales que contenian particulas de torovirus se
diluyeron 1: 5 en solucién salina tamponada (PBS) estéril, se ho-
mogeneizaron y se centrifugaron a 3.000 g durante 10 minutos



a4°C. Parafacilitar la deteccion de las particulas virales los sobre-
nadantes se mezclaron (v:v) con una muestra de suero convale-
ciente de un cerdo infectado con torovirus (aBRES), previamente
diluido 1:40 en PBS. Después de un periodo de incubacién de 30
minutos a 37°C, las particulas virales se adsorbieron en rejillas de
cobre recubiertas con carbén mediante una ultacentrifugacion
en unaairfuge Beckman, a 21 PSI durante 15 minutos siguiendo
el protocolo descrito previamente (Lavazza et al,, 1996). Para la
deteccion de los anticuerpos unidos, las particulas adsorbidas
en la superficie de las rejillas se incubaron con proteina A conju-
gada con particulas de oro coloidal de 10 nm como se describié
previamente (Rodriguez et al,, 1997). Después de varios lavados
en agua destilada, las muestras se tineron negativamente con
acido fosfotungstico al 2% (PTA) en agua durante 1 minuto, se
dejaron secar y se observaron en un microscopio electrénico
JEM1010 (Jeol, Japdn). Las fotos fueron tomadas con una cdma-
ra digital Bioscan (Gatan).

Extraccion de RNA

Las muestras fecales se diluyeron 1: 1 en PBS, se homogenei-
zaron mediante agitacion en vortexy se centrifugaron a 3.000
g durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante se alicuotd y se
mantuvo a -80° C. Se usaron 200 pl de cada sobrenadante
para la extraccion del ARN viral usando un kit comercial (kit
de aislamiento de RNA High Pure, Roche Applied Science) si-
guiendo las recomendaciones del fabricante. El RNA se recu-
pero6 en 50 pl de agua libre de DNasas y RNasas, se alicuoto y
se mantuvo a-80° C. Todas las muestras se extrajeron en una
campana de flujo laminar utilizando pipetas dedicadas solo
para este uso y puntas resistentes a aerosoles.

Transcripcion inversa

La reaccidn de transcripcién inversa (RT) se realizé usando la
transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen, Corp.) siguiendo
las instrucciones del fabricante con pequeinas modificaciones.
Brevemente, se mezclaron 8 pl de la muestra de RNA con una
mezcla dNTPs 1 mM (Roche Applied Science) y como cebador
hexdmeros aleatorios T mM (Roche Applied Science), y se in-
cubaron durante 10 minutos a 65° Cy 1 minuto sobre hielo. La
reaccion de transcripcion inversa se completé anadiendo 9 pl
de mezcla de reaccién que contenia 1X tampdn RT, DTT 10 mM,
MgCI2 8 mM, inhibidor de ribonucleasa 40 U (Fermentas) y 200
U de transcriptasa inversa Superscript Il e incubando durante 10
minutos a 25° C, seguido de 45 minutos a 45° Cy finalmente 15
minutos a 65° C. Para minimizar la posible contaminacién cruza-
da, la reaccién de transcripcion inversa se llevé a cabo en una ha-
bitacion independiente utilizando pipetas dedicadas para este
uso, con puntas de pipeta resistentes a aerosoles. La preparacion
de cDNA se alicuotd y se conservo a -80° C hasta su uso.

Disefio de los cebadores

Las secuencias de EToV, cepa de la Berna (BEV), BToV, cepas
BRV-1, BRV-2, B145, B150, B155, B6 y PToV, cepas Markelo,
P4,P10, P9y P78 se obtuvieron de la base de datos Genbank

(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov) y se alinearon utilizando el
programa MegAlign (DNAstar, Inc.). Los cebadores ToVM5"y
ToVM3' se disefiaron basandose en una regidn conservada
del gen M (Tabla 1). Ademds, los cebadores 593 y 620 previa-
mente descritos (Kroneman et al,, 1998) se usaron para ampli-
ficar un fragmento especifico del gen N de PToV.

Tabla 1

Oligonucledtidos cebadores: localizacion en el genoma y
secuencias.
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Para amplificar las secuencias completas de los genes de
las proteinas estructurales M, N y HE de PToV, se disefiaron
una serie de cebadores usando secuencias conservadas de
PToV en ambas regiones 5°y 3°de cada gen (Tabla 1). Las
secuencias de reconocimiento para las enzimas de restric-
cion BamHI y Xbal se afladieron a cada cebador directo e
inverso, respectivamente. Como se describe a continuacion,
para amplificar todo el gen HE se tuvo que disefiar un nuevo
cebador, PToV-BRES-HE5.

PCR

Las reacciones para diagnéstico por PCR se llevaron a cabo
usando 2 pl de cDNAy una mezcla de reacciéon que contenia
1X tampdn de reaccion de PCR, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5
mM de MgCl2, 0,2 uM de cada cebador, ToV-M5°y ToV-M3
0593y620y 1.25 U de Taq Platinum (Invitrogen, Corp) en
un volumen final de 25 pl. La mezcla se sometid a un paso
de desnaturalizacién inicial de 2 minutos a 92° C, seguido
de 30 ciclos de 45 segundos a 92° C, 40 segundos a 45° Cy
1 minuto a 62° C. Se agregd un paso de extension final de 5
minutos a 62° C al final.

Para amplificar las secuencias de los genes M y N usando
las parejas de cebadores PToV-M5°-M3’y PToV-N5'-N3’,
respectivamente, utilizamos el mismo ciclo térmico que el
descrito anteriormente. ®




® En el caso del gen HE no pudimos obtener la amplifica-
cion del cDNA usando el par de cebadores disefiado, PToV-
HE5"-HE3". Sin embargo, usando los cebadores ToV-M5"y

PToV-HE3’ se obtuvo un fragmento de 1.700 pb del genoma
de PToV que comprende el extremo 3" del gen My el gen HE
completo. Este fragmento se amplificé usando una polimera-
sa de alta fidelidad (TripleMaster de Eppendorf), y se secuen-
Ci6 para determinar la region del extremo 5°del gen HE de
PToV-BRES, y a partir de esta secuencia se diseié el cebador
PToV-BRES-HES5'. Para amplificar solo el gen HE completo, se
realizé una segunda reaccién de amplificacién usando los ce-
badores PToV-BRES-HE5 "y PToV-HE3"y el cDNA como molde.
Brevemente, se anadieron 2 pl de cDNA de PToV-BRES a una
mezcla de reacciéon que contenia 1X tampén de alta fidelidad,
200 uM de cada dNTP, 200 nM de cada cebadory 0,71U / pl de
la polimerasa TripleMaster. Las condiciones de ciclo térmico
para ambas reacciones fueron las siguientes: 1 ciclo de 94° C;
30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 segundos,
recocido a 50° C durante 20 segundos y elongacién a 72° C
durante 2 minutos.

Todas las reacciones de PCR se realizaron en salas separadas
fisicamente y se usaron pipetas y puntas de filtro dedicadas
para este uso. En cada ensayo se incluyeron varios controles
negativos de agua destilada para cada paso del procedimien-
to, aislamiento de RNA, transcripcién inversa y PCR.

Los productos de la reaccion de PCR se visualizaron en geles
de agarosa al 0,8-1% y se extrajeron de la agarosa usando el
kit de extraccion de gel comercial (Qiagen) siguiendo las ins-
trucciones proporcionadas por el fabricante.

Anadlisis de las secuencias

Para el andlisis por secuenciacion, todos los productos de RT-
PCR correspondientes a los genes N, M y HE se clonaron en
el vector comercial pGem-T-Easy (Promega) y los plasmidos
resultantes, pGT-PToV-M, pGT-PToV-N y pGT-PToV-HE, respec-
tivamente, se usaron para transformar bacterias competen-
tes de E. coli DH5a. Se utilizaron al menos 5 clones indepen-

dientes para la secuenciacién en el servicio de secuenciacién
del Centro Nacional de Biotecnologia (Madrid, Espafia). Las
secuencias obtenidas se analizaron usando el programa Seg-
Man (DNAstar, Inc.) y se alinearon usando el método ClustalX
con secuencias de torovirus disponibles de la base de datos
NCBI usando el software MegAlign (DNAstar, Inc.).

Los productos amplificados por RT-PCR y las secuencias co-
rrespondientes de GenBank se compararon usando el progra-
ma MegAling (DNAstar, Inc.) empleando el método ClustalW.
Este programa se usé para llevar a cabo los andlisis filoge-
néticos a partir de las secuencias de los genes. Los andlisis
filogenéticos se realizaron utilizando el método “neighbour-
joining", y los pardmetros estadisticos de los arboles filoge-
néticos se determinaron mediante andlisis “bootstrap” Las
secuencias de nucleétidos descritas en este trabajo se de-
positaron en la base de datos de GenBank. Los nimeros de
acceso para los genes completos N, My HE de PToV-BRES son
FJ232068, FJ232069 y FJ232070, respectivamente.

Generacion de un baculovirus recombinante que expre-
sa la proteina PToV-N

Se gener6 un baculovirus recombinante que contiene el gen
que codifica la proteina PToV N fusionado en su extremo 5°
a una secuencia que codifica una cola de 6 histidinas, utili-
zando el sistema Bac-to-Bac (Invitrogen, Corp.). Para ello, se
uso el vector pGT-PToV-N que contiene la secuencia consen-
so para el gen N del aislado PToV-BRES para subclonar este
gen en el vector de transferencia de baculovirus pFastBac™
b (Invitrogen, Corp.). El gen N se extrajo de pGT-PToV-N me-
diante restriccion enzimatica con BamHl y Xbal y se clond
en el plasmido pFastBac™ b, previamente digerido con las
mismas enzimas de restricciéon, dando lugar al vector pFB-
PToV-N. Se usaron células competentes de E. coli DH10BAC,
que contenian un bacmido (plasmido de vector lanzadera
de baculovirus) y un plasmido auxiliar, para generar bacmi-
dos recombinantes de acuerdo con las instrucciones del fa-
bricante. El bacmido recombinante obtenido, BAC-PToV-N,



se transfecté en monocapas de células de insecto HighFive
usando Lipofectin (Invitrogen, Corp.). A las 72 h después de
la transfeccién se recogié medio de cultivo que contenia el
baculovirus recombinante rBac-PToV-N, se clarificé por cen-
trifugacion y se almacené a 4° C como stock de virus. Se re-
cogieron las células transfectadas y se analizé la expresion
de la proteina recombinante PToV-N mediante Western-blot
usando un anticuerpo policlonal comercial que reconoce la
cola de histidina (aHis. Clontech) y el suero aBRES.

Expresion y purificacion de la proteina PToV-N

La proteina N recombinante fusionada a una cola de histidi-
nas en su extremo N se purificé usando resina BD Talon™ IMAC
(BD Biosciences Clontech). Las células HighFive se infectaron
con rBac-PToV-N a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 5
unidades formadoras de placa por célula (ufp/célula). A las
48 horas posinfeccion a las células infectadas se recogieron,
se sedimentaron por centrifugacién a 1.000 g durante

10 minutos y se resuspendieron en tampén de
lisis (50 mM H,NaPO,, pH 8,0, 300 mM Nadl,
0,1% NP-40) que contenian inhibidores de
proteasa (Complete Mini. Roche Applied
Science). Las suspensiones celulares se
incubaron en hielo durante 30 minutos

y se sometieron a ultrasonidos. La frac-
ciéninsoluble, que contiene la proteina

N, se recuperé mediante centrifugacion
a3.000 g durante 5 minutos y se solubili-
z6 con tampdn desnaturalizante que con-
tenia H,NaPO, 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM
y cloruro de guanidina 6M. Después de una se-
gunda centrifugacién a 3.000 g durante 5 minutos, se

tomo el sobrenadante y se mezclé con la resina Talon™ equi-
librada con tampdn desnaturalizante, y se incub6 durante 1
hora a 4° C en un agitador rotatorio. Las proteinas no unidas
se eliminaron por centrifugacion a 500 g durante 5 minutos
y la resina se lavé con 10 volimenes de tampdn desnatura-
lizante tres veces y dos veces con un tampén que contenia
H,NaPO, 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, urea 8M. La proteina
N se extrajo de la resina con sucesivas etapas de elucién con
tampon de elucion (50 mM de H,NaPO,, pH 8.0, 300 mM de
NaCl, 8M de urea y 1M de imidazol). La pureza de la protei-
na PToV-N se analizé mediante SDS-PAGE y Western-blot. La
concentracién de la proteina se determiné seguin el ensayo
de BCA (Pierce) usando una dilucién 1: 5 de la proteina eluida
en agua destilada, y albumina de suero bovino (Sigma) como
estandar preparado de manera similar.

Métodos serolégicos

Western-blot

Para analizar la reactividad de diferentes sueros frente a la
proteina N recombinante purificada esta se sometio a elec-
troforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (400 ng/
carril) y se transfirié a una membrana de nitrocelulosa que se

corté en tiras correspondientes a cada linea del gel. Para evi-
tar reacciones inespecificas las membranas se incubaron du-
rante la noche a 4° C en PBS que contenia Tween 20 al 0,05%
(PBST) y leche desnatada al 5%. Posteriormente, las membra-
nas se incubaron con las muestras de suero porcino diluidas
1:100 en PBST con 5% de leche desnatada. Después de ex-
tensos lavados, las membranas se incubaron con anticuerpos
secundarios anti-IlgG porcina acoplados a peroxidasa. Los
Western-blots se desarrollaron incubando las membranas de
nitrocelulosa con una solucién que contiene 0.5 mg / ml de
4-cloro-1-naftol (Sigma) en PBSy 0.015% de H,O,, durante 20
minutos a temperatura ambiente, y luego durante la noche a
4° C, en agua destilada.

Ensayo de neutralizacioén del suero
La presencia de anticuerpos neutralizantes contra torovirus
en sueros de cerdo se analiz6 mediante el andlisis de la re-
duccién del nimero de placas utilizando el virus BEV.
Este método, que es un procedimiento conven-
cional para determinar titulos de anticuerpos
neutralizantes para muchos virus, no se ha
usado previamente para BEV. La razén
es que los titulos de virus BEV siempre
se han determinado estableciendo la
dosis infecciosa de cultivo de tejido al
50% (TCID50) y los ensayos de neutra-
lizacion se realizaron en consecuencia.
En cambio, en este trabajo cuantificamos
el virus determinando el nimero de pfu/
ml. Por lo tanto, el ensayo de neutralizacién
de BEV se realizé de la siguiente manera: se in-
cubaron 25 pl de suero diluido inactivado por calor
(diluciones seriadas 1:2 en DMEM, desde 1:4 a 1:4.096) con
un volumen igual de una suspensién viral que contenia 100
pfu de BEV durante 1 hora a 37° C. Se anadieron mezclas de
virus y suero a monocapas confluentes de células de E. Derm
cultivadas en placas de 12 pocillos. Después de 1 hora de ad-
sorcién de virus a 37° C, se elimind el medio de infecciény
se anadieron 2 ml por pocillo de medio DMEM 2X mezclado
(V/V) con agar al 1,9% y conteniendo 0,05 mg/ml de DEAE-
dextrano y 2% de FCS, y las células se mantuvieron a 37° C
durante 3 dias. Después de eliminar la capa de agar, las cé-
lulas se tifleron con cristal violeta y se contaron las placas de
lisis. El titulo de neutralizacion de virus (ND, ) de cada mues-
tra de suero corresponde al reciproco de la dilucion mas alta
de suero que produce una reduccion del 50% en el nimero
de placas con respecto al obtenido con el virus sin suero. Las
muestras de suero se analizaron por duplicado y se incluye-
ron sueros de control negativo (SPF) y positivo (CPS) en cada
prueba. Los titulos de neutralizacion se calcularon usando
la férmula de Spearman-Karber. Las muestras de suero con
titulos de anticuerpos neutralizantes iguales o superiores a
4 (0 0,6 que es el valor equivalente en escala logaritmica) se
consideraron positivas. )
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En nuestro laboratorio se establecié un ELISA indirecto
para evaluar la presencia de anticuerpos contra el torovirus
porcino en muestras de suero de cerdo utilizando la pro-
teina PToV-N como antigeno. La concentracién 6ptima de
reactivos se establecié mediante titulacién. Se recubrieron
los pocillos de una placa de microtitulacién de 96 pocillos
(Maxisorp, Nunc) con 400 ng/pocillo de proteina N purifica-
da diluida en tampdn carbonato-bicarbonato 50 mM (pH
9,6) mediante incubacion durante la noche a 4° C. Después
del recubrimiento y en cada etapa de lavado, las placas se
enjuagaron 3 veces con 150 pl/pocillo de PBST. Posterior-
mente, las placas se bloquearon durante 2 horasa 37 °C con
150 pl/pocillo de PBST con 3% de BSA (PBST-3%). Luego
se anadieron 50 pl de cada muestra de suero diluida 1:100
en PBST con 1% de BSA (PBST-1%) por duplicado y las pla-
cas se incubaron durante 1 hora a 37° C. A continuacion,
se anadieron los anticuerpos secundarios anti-IgG porcina
acoplados a peroxidasa (Sigma) diluidos en PBST-1% y las
placas se incubaron 1 hora a 37° C. La reaccidén enzimética
se desarrollé usando dihidrocloruro de o-fenilendiamina
(OPD FAST™, Sigma). Después de 10 minutos a temperatura
ambiente, la reaccidn se detuvo mediante la adicién de 50
pl/pocillo de &cido sulftrico 2N, y se midié la absorbancia
a 492 nm con un espectrofotometro multicanal (Titertek
Multiscan MCC / 340).

RESULTADOS

Identificacion de torovirus porcino

En el transcurso de un examen de diagndstico por micros-
copia electrénica de animales que presentaban diarrea en
una granja de Brescia (Italia) se observaron particulas simi-
lares a torovirus en tres muestras fecales porcinas (513/02,
970/02,1318/02) y en una bovina (1812/03). En algunas de
estas muestras (513/02, 970/02 y 1812/03) también se ob-
servaron otras particulas virales que podrian corresponder
a coronavirus, circovirus y enterovirus (datos no mostrados).
Ademads, en dos de las muestras porcinas (513/02y 970/02),
las particulas de tipo torovirus no estaban bien conservadas
y eran dificiles de detectar. Para mejorar la eficacia y espe-
cificidad del método de microscopia electrénica para la de-
teccion de particulas de torovirus, las suspensiones fecales
se incubaron con suero de un cerdo infectado con torovirus
(a-BRES) facilitando la agregacion de particulas, como se
describio previamente (Lavazza et al., 1996). Las muestras
se ultracentrifugaron a continuacién sobre una rejilla, y las
particulas virales adsorbidas se incubaron con proteina A
unida a particulas de oro coloidal para la deteccion de an-
ticuerpos, y se tifleron negativamente con 2% de PTA. La
Figura 1T muestra particulas de torovirus marcadas con in-
munoglobulinas en una de las muestras fecales porcinas
(1318/02), que posteriormente se identificaran como PToV-
BRES. Los resultados obtenidos con las otras tres muestras
no fueron concluyentes.

Figura 1 o p1oy inmunomarcadas visualizadas por tincién
negativa. Las particulas de torovirus presentes en las muestras
fecales de cerdo se aglutinaron incubando las suspensiones
fecales clarificadas con suero convaleciente de un cerdo infec-
tado (aBRES). Las particulas agregadas se cargaron en una rejilla
mediante ultracentrifugacion en una Airfuga Beckman, y se tra-
taron con proteina A conjugada con oro de 10 nm, y se tifieron
negativamente con PTA al 2%. Las micrografias electronicas
corresponden a la muestra fecal porcina 1318/02.

Para detectar el RNA genémico de torovirus en estas mues-
tras, disefiamos un nuevo conjunto de cebadores basado
en una region del gen M que se conserva en todas las se-
cuencias de torovirus disponibles (TOVM5’y ToVM3" des-
critos en la Tabla 1). Las condiciones éptimas de RT-PCR se
establecieron usando diluciones seriadas de un stock de
BEV titulado y utilizando los cebadores ToVM5’y ToVM3’,
y se pudieron detectar hasta 10° pfu/ml (datos no mos-
trados). Estos cebadores se usaron posteriormente para la
deteccién por RT-PCR de PToV y BToV en las muestras fe-
cales de tres cerdos y un ternero descritos anteriormente.
El fragmento esperado de 410 pb se amplificé a partir de
una de las muestras porcinas (1318/02) (Figura 2A, carril 1) y
también de la muestra de heces bovinas (Figura 2B, carril 1).
La secuencia del fragmento de PToV mostré una similitud
del 95% con respecto a otras secuencias de PToV disponi-
bles y un 80% con respecto a las secuencias de BToV. Por el
contrario, el fragmento amplificado de BToV mostr6 un 98%
de similitud con respecto a otros aislados de BToV, pero solo
una identidad del 80% con respecto a los aislados de PToV.
Ambos fragmentos mostraron una similitud de 79-80%
con respecto a BEV. Se llevd a cabo una segunda PCR de
diagnostico para amplificar especificamente un fragmento
del gen N de PToV, usando cebadores especificos de PToV,
593y 620 (Tabla 1). Se obtuvo un fragmento de 180 pb solo
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a partir de la muestra 1318/02 (Figura 2A, carril 2), pero no
de las otras dos muestras porcinas (no mostradas), ni de la
bovina. El fragmento amplificado era del tamafio esperado
y la secuencia de este segundo fragmento mostré una ho-
mologia de 87-89% con respecto a las cepas de PToV, 85%
con respecto a las cepas de BToV y solo 57% con BEV. Los
controles negativos de agua se analizaron en paralelo con
cada conjunto de cebadores para descartar la contamina-
cién cruzada de la muestra (Figura 2Ay B, carriles 3 y 4).

Por lo tanto, se identificd una nueva cepa de PToV a la que se
denomina PToV-BRES a lo largo de este trabajo.

Caracterizacion filogenética del aislado PToV-BRES

Para establecer la relacién filogenética de PToV-BRES con
otras cepas de PToV, amplificamos las secuencias correspon-
dientes a los genes que codifican las proteinas M, HE y N a partir
del cDNA de PToV-BRES. Los amplicones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa, se purificaron del gel y se clo-
naron en el vector pGemT-Easy y se secuenciaron al menos 5
clones independientes, en ambas direcciones, para cada gen.
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Figura 2

Deteccion de PToV y BToV en muestras fecales de campo me-
diante RT-PCR. Los genomas de torovirus porcino (A) y bovino
(B) se detectaron mediante RT-PCR utilizando los cebadores
ToV-M5-ToV-M3’ (carriles 1 en los paneles A y B) en las mues-
tras fecales 1318/02 y 1812/03 respectivamente, en las que se
habian observado particulas similares a torovirus por microsco-
pia electrdnica. Los cebadores 593-620 se usaron como control
positivo para la amplificacion especifica de PToV (carriles 2 en
los paneles A'y B). Los controles negativos de agua destilada se
procesaron en paralelo en cada paso (RT, carriles 3y PCR, carri-
les 4, en los paneles A y B). (C) Productos de PCR amplificados
a partir del cDNA de PToV-BRES correspondientes a las ORF-N
(carril 1), ORF-M (carril 2), ORF-HE completo mas el extremo 3de
la ORF-M (carril 3), y ORF-HE (carril 4). Los marcadores de tama-
fio molecular se analizaron en paralelo, y se indica el tamario de
los mismos en pb.

El gen N de PToV-BRES se amplific6 como un fragmento de
505 pb (Figura 2C, carril 1) que mostr6 91.7-93.1% de homo-
logia con respecto a otras cepas de PToV, 91.3-92.1% con
respecto a BToV'y 70% con BEV (Figura 3.A). El fragmento de
DNA de 700 pb correspondiente al gen M (Figura 2C, carril
2) mostré una homologia del 94,4-95,6% con otras cepas de
PToV, del 80,6-81,1% con respecto a las cepas de BToV y del
81,2% con respecto a BEV (Figura 3C).
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Figura 3

Analisis filogenético de ORF-M (A), -HE (B) y- N (C) de PToV-BRES.
Las secuencias de ORF-M, -HE y -N se alinearon con las secuen-
cias de torovirus disponibles en GenBank. Las comparaciones
se realizaron mediante el método de “neighbour-joining”. Los
numeros representan la distancia al nodo mas cercanoy la
barra indica el ndmero de sustituciones de nucleotidos (x100).

> El gen HE de PToV-BRES se amplificé usando una estra-
tegia de dos pasos. Primero, amplificamos un fragmento de
1.700 bp (Figura 2C, carril 3). Este fragmento se secuencio y
mostré contener el extremo 3°del gen M, la regién intergéni-
ca que contiene la secuencia reguladora de traduccién cané-
nica (TRS) y el gen HE completo. Se disefi¢ un nuevo cebador,
PToV-BRESHES5’, para amplificar solo el gen HE completo sin
secuencias adicionales (fragmento de 1,2 kb) usando el cDNA
como molde (Figura 2C, carril 4). La secuencia consenso para
el gen PToV-BRES HE muestra un 92% de homologia con la
cepa P4 de PToV descrita previamente, y una homologia del
75-78% con las otras cepas de PToV. Con respecto a las cepas
de BToV, se obtuvo una identidad del 67-70%. Solo se ob-
servé un 52% de homologia con respecto a la secuencia del
gen HToV-HE y un 63% con respecto al fragmento del gen

HE conservado en BEV (Figura 3.B). Estos resultados sugieren
fuertemente que PToV-BRES es una nueva cepa de PToV no
detectada previamente.

Expresion y purificacion de la proteina de nucleocapsida
de PToV-BRES en células de insecto

Generamos un baculovirus recombinante que expresa la
proteina de la nucleocapsida de PToV-BRES fusionada en su
extremo N-terminal a una cola de histidinas (rBac-PToV-N).
Para analizar la expresién de esta proteina las células de in-
secto HighFive infectadas con rBac-PToV-N se recogieron a 48
y 72 hpiy se analizaron mediante SDS-PAGE y tincién con azul
brillante de Coomassie, observandose una banda de 20 kDa
(datos no mostrados), que ademas fue reconocida especifi-
camente por los anticuerpos frente a histidinas (aHis) (Figura
4A) y el suero frente a PToV (aBRES) (Figura 4B) en Western-
blot. El tamaio estimado de este producto se corresponde
con el tamano predicho para la proteina de fusion recombi-
nante. También se observaron otras bandas de proteina de
menor peso molecular, que probablemente corresponden a
productos de degradacion.

La proteina N recombinante se solubilizé6 mediante el trata-
miento de las células infectadas con cloruro de guanidina 6
M, y se purifico mediante cromatografia de afinidad usando
una resina recubierta con cobalto. La proteina se recuperd
mediante tres rondas de elucién con imidazol en presencia
de urea 8M. La pureza de la proteina se analizé6 mediante
SDS-PAGE y tincién con azul brillante de Coomassie. La Figura
4C muestra el analisis por SDS-PAGE de los diferentes pasos
del procedimiento de purificacion. Después de la elucién,
solo se observaron las bandas correspondientes a la proteina
N recombinante (Figura 4C, carriles 5-7), lo que indica que la
proteina estaba altamente purificada. La proteina se almace-
né en urea 8 M para mantenerla soluble.

Para generar un suero policlonal frente a la proteina N
(RaPToV-N), la proteina purificada se dializé frente a agua
destilada, se liofilizd y se resuspendié en PBS antes de ino-
cularse en un conejo (Servicio de animalario. Facultad de
Farmacia. Universidad Auténoma de Barcelona). La especifi-
cidad de los anticuerpos se analizé mediante Western-blot
utilizando extractos de células de insectos HighFive infecta-
dasy no infectadas con rBac-PToV-N (datos no mostrados).

Desarrollo de un ELISA para detectar anticuerpos contra
la proteina N de PToV

Se utilizo la proteina N recombinante purificada para desarro-
llar un ELISA para detectar anticuerpos contra PToV en mues-
tras de suero porcino. Las concentraciones dptimas de reac-
tivos se determinaron mediante titulacién utilizando el suero
policlonal descrito anteriormente, RaPToV-N, dos muestras
de suero porcino, aBRES y CPS, como controles positivos, y
cinco muestras de suero de animales SPF que se usaron como



controles negativos. La concentracién éptima de proteina
que proporciond una mayor discriminacién entre los sueros
negativos y positivos fue de 400 ng/pocillo, y la dilucién de
suero porcino éptima fue de 1:100 (datos no mostrados).

Dado que no hay sueros de referencia disponibles para el to-
rovirus porcino, el valor de corte de ELISA se establecio utili-
zando 5 muestras de suero de animales SPF y 69 muestras de
suero de animales CD/CD que se habian recogido entre los
0y 36 dias después del nacimiento. Todas estas muestras de

Figura4

Expresion y purificacion de la proteina N de PToV-BRES. Se
utilizé un baculovirus recombinante que portaba el gen N de
PTOV-BRES (rBac-PToV-N) para infectar células HighFive. Las
células infectadas se recogieron a 24, 48 y 72 hpi (carriles 2, 3
y 4, respectivamente). Las células no infectadas (carril 1) sirvie-
ron como control negativo. La expresion de proteina se analizo
mediante SDS-PAGE y Western-blot usando (A) un anticuerpo
comercial aHis y (B) suero de un cerdo infectado naturalmente
con torovirus (aBRES). (C) La proteina PToV-N se purifico a partir
de células HighFive infectadas con rBac-PToV-N mediante cro-
matografia de afinidad. Las etapas de purificacion se analizaron
mediante SDS-PAGE y tincion con azul de Coomassie. El extrac-
to celular (carril 1) se preparo por lisis con NP40 y la fraccion in-
soluble (carril 2) se trato con cloruro de guanidina 6M. Después
de la centrifugacion, la fraccion soluble se incubo con resina Ta-
lon ™ 1 hora a4 °C. Después de 3 etapas de lavado, la proteina
unida (carril 3) se eluyo de la resina mediante tres etapas de elu-
cion (carriles 5, 6 y 7) con imidazol TM. Una pequena cantidad
de proteina permanecio unida a la resina después de la elucion
(carril 4). La flecha indica la posicion de la proteina recombinan-
te. Los tamafrios de los marcadores de peso molecular en kDa
estan indicados en los margenes izquierdo o derecho.

suero se analizaron en cinco ensayos individuales realizados
en dias diferentes. Estas muestras de suero control mostraron
una reactividad ELISA media de 0.175 + 0.03. Por lo tanto, los
valores de corte de ELISA se establecieron como el valor me-
dio obtenido con los sueros de los animales control mas tres
veces la desviacion estandar (D.O. 492nm = 0,270). Ninguna
de estas muestras de suero control mostré valores de D.O. por
encima del limite.

La falta de reactividad cruzada entre PToV y anticuerpos con-
tra otros virus relacionados que infectan cerdos se confirmoé
mediante ELISA, Western-bloty pruebas de neutralizacién de
virus utilizando muestras de suero aPRRSV, aPRCV y aBRES,
proteina N purificada de PToV o particulas de BEV como an-
tigenos de tororvirus, y viriones purificados de PRRSV'y TGEV
como virus relacionados (datos no mostrados).

Evaluacion del ELISA

Para evaluar el uso potencial de la proteina PToV-N como an-
tigeno para un ELISA de diagnéstico para detectar anticuer-
pos frente a torovirus porcino, se recolectaron 45 muestras de
suero de tres granjas espanolas situadas en Galicia, Navarray
Aragény se analizaron mediante ELISA, ensayo de neutraliza-
cion del virus y/o Western-blot.

Las 45 muestras de suero analizadas por ELISA fueron positivas
frente a torovirus y estos resultados se confirmaron mediante
Western-blot y /o mediante el ensayo de neutralizacion en 44
casos (93%). La mayoria de las muestras de suero de la granja
en Navarra mostraron valores moderados de ELISA (entre 0.5
y 1.5) y bajos titulos de anticuerpos neutralizantes (log ND,,
<1.5) (Figura 5A). Una muestra mostré un valor de ELISA posi-

tivo (O.D.,,, 1.30)y untitulo neutralizante cerca del punto &
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Evaluacion del ELISA. 45 muestras de suero porcino recolectadas en granjas situadas en A) Navarra (n = 10), B) Galicia (n = 15) y C)
Aragon (n = 20), se analizaron mediante ELISA y Western-blot utilizando proteina N de PToV (400ng) como antigeno y l0s sueros di-
luidos 1:100. Ademas, los sueros se analizaron mediante el ensayo de neutralizacion de virus, utilizando BEV, y diluciones seriadas
1:2 de los sueros. Los titulos de neutralizacion se expresan como ND50. Las bandas de Western-blot se muestran en la parte supe-
rior de la figura y los valores de ELISA y neutralizacion estan representados en l0s ejes Y 'y X, respectivamente, para cada muestra
de suero. Se indica el corte de ELISA (D.O. 492nm = 0.270) (- - -) y el limite de neutralizacion del virus (Log ND50 0.6) ()). La flecha
indica muestras de suero con valores controvertidos de ELISA y neutralizacion, de las granjas de Navarra (A) y Galicia (B).

de corte (log ND, 0.63) (Figura 5A, flecha), sin embargo, fue
positivo por Western-blot (Figura 5A, tira 7). Con los sueros de
la granja de Galicia se obtuvieron resultados mas dispersos
mediante ELISA (O.D.492nm entre 0.3y 2.3), prueba de neutraliza-
cion (logND, entre 0.5y 3.2) y Western-blot (Figura 5B). Las 15
muestras de suero fueron positivas por ELISA, y ese resultado
fue confirmado por Western-blot en 9 muestras y por el en-
sayo de neutralizacién en 14 muestras. La Unica muestra que
fue positiva mediante ELISA (O.D.,,, 0.325) pero negativa en
las otras dos pruebas (Figura 5B, tira 13 y flecha) tenia un titu-
lo neutralizante que estaba cerca del valor de corte (Log ND,
0.54). Las muestras de suero de Aragén mostraron altos titulos
de anticuerpos contra PToV-N (O.D. entre 1.0y 2.3),y en
consecuencia, fueron altamente neutralizantes (log ND,  entre
1.5 y>3.2), y para algunos de ellos no pudimos determinar el
titulo de neutralizacién dado que la dilucion de suero mas alta
usada, 1: 4 096, todavia reduce el nimero de placas virales a
mas del 50%, y todas fueron positivas mediante Western-blot
(Figura 50Q).

Los resultados obtenidos mediante ELISA utilizando la protei-
na N de PToV como antigeno concuerdan con los obtenidos
mediante el ensayo de neutralizacidn, lo que indica que el
ELISA podria utilizarse para la deteccion de anticuerpos con-

492nm

tra el torovirus, proporcionando un sistema de diagnéstico
mas simple y factible.

Nota

En el proximo numero de Anaporc publicaremos la segun-
da parte de este articulo cientifico, en donde se referird la
discusion y la bibliografia empleada. &




