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DISCUSION

Los torovirus son agentes causantes de gastroenteritis
que parecen infectar a distintas especies animales, in-
cluidos los humanos. La mayoria de la informacion epi-
demioldgica sobre los torovirus proviene de estudios
sobre BToV realizados en diferentes paises, e indican
que los torovirus estan ampliamente dispersos en todo
el mundo, con altas prevalencias en poblaciones anima-
les. Sin embargo, se han publicado pocos estudios sobre
el PToV, pero estos igualmente sugieren una prevalencia
importante del PToV, al menos en los paises europeos.
La falta de un sistema “in vitro” de propagacion para
PToV ha obstaculizado su estudio y el desarrollo de he-
rramientas de diagnéstico. Este trabajo describe la iden-

tificacion y caracterizaciéon parcial de una nueva cepa de
PToV, y el desarrollo de un ensayo ELISA para detectar
anticuerpos contra PToV en muestras de suero porcino.
En primer lugar, describimos un nuevo par de cebado-

res, TOVM5"y ToVM3’, cuyas secuencias estan altamente
conservadas entre especies de torovirus. Usando este
conjunto de cebadores pudimos detectar esta nue-
va cepa, PToV-BRES. Ademas, la pareja de cebadores
ToVM5” y ToVM3’, fue capaz de amplificar los genomas
BEV y BToV del medio de un cultivo celular infectado
y de una muestra de heces, respectivamente. Ademés,
estos cebadores también podrian amplificar HToV ya
que se disefiaron en regiones conservadas de todas las
secuencias disponibles del gen M de torovirus. Por lo
tanto, proponemos que este nuevo conjunto de ceba-
dores pueda utilizarse para estudios epidemiolégicos
sobre diferentes torovirus.

En general, se dispone de poca informacion sobre la se-
cuencia del genoma de PToV, ya que solo se han descri-
to cinco cepas de PToV (Kroneman et al., 1998; Matiz et
al., 2002; Smits et al., 2003). Se necesita informacién ge-
némica sobre otras variantes de PToV para comprender




la evolucién de los torovirus y desarrollar nuevas herra-
mientas de diagnodstico. En este trabajo describimos la
amplificacién y secuenciacién de los genes M, HE y N
de PToV-BRES. Curiosamente, el andlisis filogenético del
gen HE mostré una alta homologia de secuencia (92%)
con el gen HE de la cepa P4, pero solo 73-78% con otras
cepas de PToV. En base a las secuencias del gen HE se
habian identificado previamente dos linajes de PToV,
que estan representados por las cepas P4 y Markelo. Se
ha sugerido que estos dos linajes de PToV se generaron
mediante eventos de recombinacién en el gen HE entre
un PToV parental y un donante desconocido (Smits et
al., 2003). La cepa PToV-P4 se detect6 en Italia en 1990,
durante un brote de enteritis (Lavazza et al., 1006), y
desde entonces ninguna otra cepa ha mostrado una re-
lacién filogenética con ella. Por lo tanto, P4 se considerd
como la posible cepa parental de PToV, y cepas similares
a Markelo (Markelo, P78, P9 y P10) podrian considerarse
como progenie recombinante originada a partir de ella.
Nuestro hallazgo de una nueva cepa de PToV filogené-
ticamente relacionada con P4 en una muestra recogida
en 2002 sugiere que al menos estos dos linajes de PToV
podrian estar circulando actualmente en determinadas
poblaciones porcinas.

En este trabajo, también describimos la expresion de
la proteina N de PToV-BRES y su uso para el desarrollo
de un método ELISA para detectar anticuerpos contra
torovirus en muestras de suero de cerdo. Hasta don-
de sabemos, hasta la fecha no se ha desarrollado nin-
gun ensayo serodiagndstico especifico para PToV. Los
anticuerpos contra PToV se analizaron previamente
mediante el ensayo de neutralizacion de BEV (Weiss et
al., 1984; Liebermann, 1990; Kroneman et al., 1998), sin

embargo, este método es laborioso y su sensibilidad
podria verse comprometida por el hecho de que esta
basado en la reactividad cruzada entre especies de to-
rovirus. Anteriormente, se habian descrito dos ensayos
ELISA para detectar anticuerpos contra BToV y BEV. Am-
bos métodos se desarrollaron usando virus purificado
en gradiente de sacarosa, obtenidos a partir de heces
de terneros gnobidticos infectados con BToV (Brown et
al., 1987; Van Kruiningen et al., 1992) o de medio de cul-
tivo de células infectadas con BEV (Weiss et al. 1984). Sin
embargo, estas estrategias no pueden aplicarse al to-
rovirus porcino, ya que por el momento este no puede
ser propagado en cultivos celulares, y no se ha estable-
cido ningun protocolo de infeccién experimental. Por lo
tanto, se necesitan estrategias alternativas para obtener
antigenos de PToV especificos.

La expresion de proteinas viricas en células de insecto
para desarrollar ensayos de diagnoéstico se ha utilizado
ampliamente para otros virus (Pelosi et al., 1999; Sestak
et al., 1999; Guo et al., 2001; Deng et al., 2003; Timani et
al., 2004; Farkas et al., 2005; Shin et al., 2007). La protei-
na de la nucleocépsida de torovirus es la proteina mas
abundante en los viriones, y es altamente antigénica,
como lo demuestra la fuerte respuesta de anticuerpos
desarrollada contra ella en terneros gnobidticos infec-
tados experimentalmente con BToV. Las proteinas N y
HE de la cepa BToV BRV-1 se expresaron previamente
en E. coli (Duckmanton et al., 1998) y en células de insec-
to (Duckmanton et al., 1999), respectivamente, y ambas
proteinas mostraron reactividad con antisueros especi-
ficos y con muestras de suero de campo por Western-
blot. Sin embargo, estas proteinas no se usaron para
desarrollar ningiin ensayo de diagnoéstico. Por lo 3
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(® tanto, decidimos usar la proteina N de PToV como
antigeno para desarrollar métodos de diagndstico. Para
ello, la proteina de nucleocapsida del aislado de PToV-
BRES se expreso en células de insecto y se purificd me-
diante cromatografia de afinidad. Usando este sistema,
se lograron grandes cantidades de proteina altamen-
te purificada. La proteina recombinante PToV-BRES-N
se usé para desarrollar un ensayo ELISA para detectar
anticuerpos contra torovirus en muestras de suero de
cerdo. Ademds, dado el alto grado de conservacion de
la proteina N, el ensayo desarrollado también puede ser
util para estudiar la seroprevalencia de torovirus bovi-
nos e incluso humanos.

La optimizacién del ELISA se llevé a cabo utilizando una
muestra de suero de un cerdo infectado naturalmente
por PToV (aBRES), una mezcla de suero comercial de
cerdos sanos (CPS) y muestras de suero de cerdos SPF
inoculados o no con PRRSV o PRCV. El ensayo demos-
tré ser muy reproducible ya que se observé muy poca
variacién en los valores el O.D. con los sueros utilizados
como control positivo y negativo entre ensayos realiza-
dos en dias diferentes. La reactividad cruzada del PToV
con otros virus relacionados que infectan cerdos se des-
carté en los tres ensayos analizados (ELISA, Western-
blot y neutralizacién del virus). Por lo tanto, estos resul-
tados confirman que estos virus no estan relacionados
serolégicamente, y estan de acuerdo con los resultados
previos descritos por otros autores (Woode et al., 1982;
Woode et al., 1985; Lamouliatte et al., 1987). Sin embargo,
los anticuerpos CPS reconocieron las proteinas PToV-N
y BEV-N (no mostradas), lo que indica que los animales

utilizados para obtener el suero se habian infectado o
estaban expuestos a PToV. Ya habia descripciones an-
teriores similares de reactividad de diferentes lotes de
suero comercial de ternero recién nacido con BEV (Va-
nopdenbosch et al., 1992b).

Debido a la falta de sueros de referencia para PToV, el
valor de corte de ELISA se determind empiricamente

usando muestras de suero de animales SPF y CD/CD. En
general, los resultados de ELISA de animales adultos de
diferentes granjas espafolas situadas en Aragén (n =
20) y Navarra (n = 10) sugieren una alta prevalencia de
anticuerpos en la poblaciéon porcina espafola, ya que
los 30 cerdos adultos analizados en estas granjas fue-
ron positivos mediante ELISA , y estos resultados fue-
ron confirmados por el ensayo de neutralizacion y por
Western-blot. Por otro lado, la alta prevalencia de anti-
cuerpos en muestras de suero de lechones de la granja
de Galicia sugiere que la infeccién por PToV ocurre tem-
prano en los lechones. Esta tasa de prevalencia es mas
alta que las reportadas previamente para PToV en los
Paises Bajos (81%) usando el ensayo de neutralizacion
(Kroneman et al., 1998) y para BToV (Brown et al., 1987;
Koopmans et al., 1989). Sin embargo, estos datos de tasa
de prevalencia de PToV solo pueden considerarse pre-
liminares, ya que tanto este estudio como el realizado
en los Paises Bajos se llevaron a cabo con un nimero
reducido de animales. Se necesitan mas estudios epide-
miolégicos para obtener informacion definitiva sobre
las prevalencias de PToV en Espafia y en otros paises.

El potencial patogénico del PToV como agente causante
de la diarrea sigue sin estar claro. En este sentido, los



cerdos de la granja de Aragdn, donde se notificé un brote
de gastroenteritis aguda sin un agente causal identificado,
muestran altos niveles de anticuerpos contra torovirus. Se
necesitan mas estudios para comprender la potencial pa-
togénesis del PToV.

En conclusién, en este trabajo desarrollamos un ELISA para
el diagndstico de torovirus que podria ser muy util para
futuros estudios epidemiolédgicos, para determinar la se-
roprevalencia del torovirus porcino, pero también para los
torovirus bovinos e incluso humanos. Ademas, la proteina
de nucleocapsida expresada por el sistema de expresion de
baculovirus también podria evaluarse en protocolos de in-
munizacion para estudiar su posible aplicacién con fines de
vacunacién contra torovirus. A este respecto, se han descri-
to la obtencidn de respuestas protectoras contra diferentes
coronavirus mediante inmunizacion con la proteina de la
nucleocapsida (Wasmoen et al., 1995; Seo et al,, 1997; Cava-
nagh et al., 2003). Ademas, describimos una nueva cepa de
PToV. Los genes que codifican las proteinas estructurales
de esta cepa se han secuenciado por completo proporcio-
nando informacién sobre la evolucién de los torovirus. Este

trabajo contribuye a aumentar nuestro conocimiento sobre
este grupo de virus poco estudiado pero altamente preva-
lente, proporciona herramientas importantes para futuros
estudios, y presenta, por primera vez, evidencias prelimina-
res sobre la presencia de anticuerpos contra el torovirus
en el ganado porcino espanol.
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