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RESUMEN

El Torque teno virus (TTV) fue identificado por primera vez en 1997 en muestras de
sueros humanos con hepatitis post transfusiéon de etiologia desconocida. Es un agente
viral de 30-32 nm, icosaédrico, no envuelto con genoma de ADN circular de cadena
sencilla y sentido negativo que contiene 2 a 3.9 kilobases. El Torque teno sus virus (TTSuV)
pertenece a la familia Anelloviridae, género lotatorquevirus presentando dos especies:
Torque teno sus virus 1a (TTVSuV1a) y Torque teno sus virus 1b (TTVSuV1b).). El tamafio
del TTSuV1la es de 2.8-2.9 Kb (2863-2913 nt) y del TTSuV1b es de 2.7-2.8 Kb (2735-2803
nt). Con respecto a la PCVAD, la presentacidon clinica mas documentada es el PMWS, se
describe al circovirus porcino tipo 2 (PCV2) como el agente causal del PMWS. Con la
finalidad de estandarizar una técnica de PCR anidado para la amplificacion de secuencias
parciales de TTSuVl1a y del TTSuV1b, se utilizaron tejidos porcinos afectados por el
sindrome de emaciacion multisistémico post-destete (PMWS) positivos a TTVSuV1la y/o
TTVSuV1b. Con base a las condiciones estandarizadas, se amplificaron todas las secuencias
de ambas especies de lotatorquevirus a partir de las muestras empleadas. El andlisis
filogenético demostrd que las secuencias amplificadas son especificas de lotatorquevirus.
Los protocolos de PCR validados en el presente trabajo contribuiran al estudio de ambas
especies de Torque teno sus virus ya que las regiones amplificadas presentan alta
variabilidad gendmica, particularmente en el ORF2. Asi mismo, proporcionaran datos
acerca de la dindmica poblacional de estos virus misma que pueden reflejar el efecto de la
comercializacién global de cerdos.
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ABREVIATURAS

pl- Microlitros.

aa- Aminoacidos.

ADN- Acido desoxirribonucleico.
AL- Buffer de lisis

ATE- Buffer de elucion

ATL- Buffer de lisis tisular
AW1/2- Buffer de lavado
dNTP’s- Nucledtidos fosfatados.
Fw- Iniciador sentido.

HPRT- Hipoxantin-guanin
fosforibosiltransferasa

ICTV- Comité internacional de taxonomia
viral.

Kb- kilo bases.

MgCl;- Cloruro de magnesio.
min- Minutos.

ml- Mililitros.

mM- Milimoles.

ng- Nanogramos.

——

nm- Nandmetros.

NS- Proteina no estructural

nt- Nucleotidos.

ORF- Marco de lectura abierta.

PCR- Reaccidn en cadena de la
polimerasa.

PCV2- Circovirus porcino tipo 2.

PCVAD- Enfermedad asociada a circovirus
porcino.

PDNS- Sindrome de dermatitis y
nefropatia porcina.

PMWS- Sindrome multisistémico de
emaciacion post-destete.

PRRS- Sindrome respiratorio y
reproductivo porcino.

rpm- Revoluciones por minuto.
Rv- Iniciador anti-sentido.
TTSuV- Torque teno sus virus.
TTV- Torque teno virus.

UTR- Regidn no traducible.
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INTRODUCCION
l. Antecedentes.

El Torque teno virus (TTV) fue identificado por primera vez en 1997 en Japdn, en
muestras de sueros humanos con hepatitis post transfusién de etiologia desconocida
(Nishizawa et al., 1997; Okamoto et al., 1998). Su nombre proviene del los términos
latinos “torque” que significa collar y “tenius” que significa delgado (Kekarainen et al.,
2009). La infeccion por este virus es prevalente en los seres humanos y primates no
humanos asi como en una gran variedad de especies animales tales como cerdos, jabalies,
vacas, pollos, perros, gatos y leones marinos (Brassard et al., 2008; Catroxo et al., 2008;
Kekarainen et al., 2007; Leary et al., 1999). En los humanos, se ha determinado que la
infeccion por TTV es comun en individuos asintomaticos pero la viremia presenta mayor
incidencia en pacientes con una variedad de enfermedades tales como hepatitis viral, VIH,
asma y en condiciones de afeccién respiratoria relacionadas con la infancia (Krakowka et
al., 2008).

Il. Generalidades del virus.

El TTV es un agente viral de 30-32 nm, icosaédrico, no envuelto, con genoma de
ADN circular de cadena sencilla y sentido negativo que contiene 2.0 a 3.9 kilobases (Kb).
Recientemente, el comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) ha establecido que este
virus pertenece a la familia Anelloviridae la cual contiene 9 géneros que exhiben extrema
diversidad genética (Biagini et al., 2011). En el cerdo doméstico, se han identificado hasta
el momento dos especies (Niel et al., 2005; Martinez et al., 2006; Ng et al., 2009;
Okamoto, 2009; Carstens 2009; Biagini et al., 2011).

El Torque teno sus virus (TTSuV) fue descubierto por primera vez en cerdos en 1999. Sin
embargo, los estudios retrospectivos realizados en Espafia han demostrado que el virus
ha estado presente por lo menos desde 1985 (Leary et al., 1999; Segalés et al., 2009).
Actualmente, el TTSuV se clasifica en el género lotatorquevirus el cual contiene dos
especies: Torque teno sus virus la (TTVSuVla) y Torque teno sus virus 1b (TTVSuV1ib)
(Davison, 2016, http://www.ictvonline.org/). El tamafio del genoma de TTSuV1a es de 2.8-
2.9 Kb (2863-2913 nucleotidos/nt) y del TTSuV1b es de 2.7-2.8 Kb (2735-2803 nt). En el
TTSuV1a, el ORF1 se localiza en las secuencias nucledtidicas que inician entre el 1914 y el
1950 y codificando una proteina entre 638 y 650 aa mientras que el ORF2 comienza en la
posicion 428-432, abarcando aproximadamente 153 nt, codificando 72-73 aa. En el
TTSuV1b, el inicio del ORF1 se encuentra entre la posicion 486 y 2360 nt (620-627 aa
codificados) y el ORF2 comienza en la posicién 394-413, abarcando hasta 209 nt con 69 aa
codificados (Cortey et al., 2011; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).




El ORF3 genera un empalme con el ORF2 de 500 nt para TTSuVla y de 400 nt para
TTSuV1b. Adicionalmente, contienen regiones no traducibles (UTR) de longitud variable
gue ocupa entre el 28 y 29% del genoma viral, para el TTSuV1a es de 838 a 844 nt para vy
793-797 nt para TTSuV1b las cuales son extremadamente variables (Cortey et al., 2011).

El ORF 1 codifica para la proteina de la capside viral mientras que en los ORF2 y
ORF3 las de tipo no estructural (NS). Las proteinas codificadas en el ORF2 codifica estan
involucradas en la replicacion viral y en la supresién de la via de transcripcion mediada por
NF-KB (Hijikata et al., 1999; Zheng et al., 2007). El TTSuV1a exhibe mayor variabilidad
genética (> 30%) que el TTSuV1b (<15%) (Huang et al., 2010; Cortey et al., 2012).

Actualmente, la infeccidbn con ambas especies se considera ubicua en cerdos
domeésticos (Bigarre et al., 2005; Niel et al., 2005; Kekarainen et al., 2006; Martelli et al.,
2006; Brasard et al., 2008; Taira et al., 2009; Gallei et al., 2010; Huang et al., 2010;
Aramouni et al., 2011) y en jabalies sanos y enfermos (Martinez et al., 2006). Hasta el
momento, el diagndstico de la infeccion por TTSuV se basa en la deteccion del ADN viral
por PCR anidada convencional y ensayos de PCR cuantitativa (Gallei et al., 2010; Huang et
al., 2010; Kekarainen et al., 2006).

1l. Transmision y patogenia

Ambas especies de TTSuV se han detectado en semen, calostro, suero, heces, saliva,
cavidad nasal y muestras de tejidos de cerdos infectados, lo que indica sus diversas vias de
transmisién; horizontal y vertical (Fumaco et al., 2013; Huang et al., 2010; Kekarainen et
al., 2007; Pozzuto et al., 2009; Sibila et al., 2009). En los cerdos sanos, tanto el TTSuVla
como el TTSuV1b, han sido detectados en la médula ésea, pulmdn, rifdn, higado, ileon,
los ganglios linfaticos mediastinicos y mesentéricos, el corazén y bazo (Aramouni et al.,
2010; Nieto et al., 2013) y en animales de rastro en el higado, el musculo, la vesicula
biliar, bilis, los ganglios linfaticos y tonsilas (Brassard et al., 2013). Hasta el momento se
desconoce con exactitud su presencia y estabilidad en alimentos y subproductos
alimenticios (Leblanc et al., 2014). En un estudio realizado por Pérez et al., (2011) se
observaron que 10 de los 40 casos (25%) de cerdos estaban infectados de forma
simultanea con TTSuV1ay TTSuV1b. Por otro lado Kekarainen et al., (2009) mencionan un
55% de co-infeccion, y Huang et al., (2010) menciona en su trabajo que la co-infeccién
entre especies de TTSuVlay TTSuVilb es de 32%.




V. Distribucion y prevalencia

Se ha determinado que el TTSuV se encuentra ampliamente distribuido en varios
paises, entre ellos Canada, Estados Unidos, China, Tailandia, Corea, Italia, Francia, Espafia,
Brasil, Alemania y Japén (Aramouni et al., 2010; Gallei et al., 2010; Kekarainen et al., 2006;
Lee et al., 2010; McKeown et al., 2004; Niel et al., 2005). La frecuencia del TTSuV1a oscila
entre 24% al 100% (Mckeown et al., 2004; Martelli et al., 2006) y en el caso del TTSuV1b
la frecuencia observada va desde 32% al 77% (Kekarainen et al., 2006; Taira et al., 2009).
Independientemente de la especie de TTSuV, la prevalencia se incrementa con la edad
(Aramouni et al., 2010).

Los TTSuVs presentan una alta tasa de sustitucion de nucleétidos la cual es
considerablemente mayor que la observada en virus ADN tipicos (Cortey et al., 2011). La
region genética ORF2 difiere considerablemente entre los genotipos de TTSuV lo cual
ayuda al estudio de la variabilidad, Cadar et al., (2013) y Cortey et al., (2011) han
presentado estudios sobre la variabilidad de los TTSuV mediante la construccién de
arboles filogenéticos.

Debido a la aparente falta de presiones selectivas como la vacunacién y la
eliminacion de animales enfermos, se considera que la seleccién y la deriva natural son las
principales razones que configuran la evolucion de TTSuV. Por tal motivo, el TTSuV ha sido
utilizado como un modelo para evaluar los efectos del comercio mundial en la
heterogenicidad viral ya que el movimiento de cerdos vivos puede afectar la evolucion de
poblaciones virales (Cortey et al., 2012).

V. Co-infeccidn con el circovirus porcino tipo 2 (PCV2)

El PCV2 es un virus que pertenece a la familia Circoviridae, no envuelto, isométrico
con ADN circular monocatenario que tiene un tamaio de 1767-1768 nt (McNulty et al.,
2000; Hamel et al., 1998; Meehan et al., 1998; Mankertz et al., 2000). Es ubicuo en la
poblacién de cerdos. En la mayoria de los cerdos, la infeccion por PCV2 es subclinica
(Madec et al., 2008; Segalés et al., 2005). La co-infeccion de ambos virus de TTSuV con
PCV2 ha sido reportada extensivamente (Kekarainen et al., 2006; Krakowka et al., 2008;
Ellis et al., 2008; Aramouni et al., 2011). En un estudio realizado por Ritterbusch et al.,
(2012), se determind una mayor prevalencia de co-infeccién del TTSuV1b con PCV2. Por
otro lado, en otro estudio se demostré que TTSuVla es capaz de inducir hiperplasia
linfoide, sugiriendo que estos hallazgos pueden favorecer la replicacion de PCV2 (Lee et
al., 2015).




VL. Relacion del Torque teno sus virus con la enfermedad asociada a PCV2
(PCVAD)

Con respecto a la PCVAD, la presentacién clinica mds documentada es el PMWS
mismo que fue descrito por primera vez en 1991 en Canada y que se ha extendido por
todo el mundo, representando un importante problema de salud en los cerdos. Por
consenso, se describe al circovirus porcino tipo 2 (PCV2) como el agente causal del PMWS.
Sin embargo, se menciona que se requieren factores adicionales para el desarrollo del
cuadro clinico completo tales como, la edad, el medio ambiente, la genética del cerdo y
variabilidad gendmica del PCV2. Asi mismo, se ha sugerido la participacién de otros virus
en co-infeccién con el PCV2 (Finsterbusch et al., 2009; Grau-Roma et al., 2010; Lohse et
al., 2008; Madec et al., 2008; Segalés et al., 2005). En modelos gnotobidticos, se demostrd
que el uso de homogenizados de TTSuVla no desarrollaron enfermedad clinica pero
indujeron lesiones histoldgicas leves caracteristicas del PMWS (Krakowka et al., 2008). Asi
mismo, las manifestaciones clinicas y lesiones caracteristicas del sindrome de dermatitis y
nefropatia porcina (PDNS) fueron reproducidas por TTSuVla inoculando 13 cerdos
gnotobioticos con aislados de TTSuV1a (Krakowka et al., 2008). En un estudio realizado
por Ellis et al. (2008), se sugiere que ambas especies del TTSuV deben ser considerados en
el grupo de los agentes infecciosos que promueven el desarrollo de PMWS. Teniendo en
cuenta que PMWS en una de las principales enfermedades endémicas de los cerdos, la
identificacidon de los agentes involucrados con su desarrollo y el proceso de la infeccién
son relevantes en el estudio de esta compleja enfermedad (Blomstrom et al., 2010). Por
otro lado en un estudio realizado por Krakowka et al., (2008) donde se inocularon cerdos
gnotobioticos con PDNS tuvieron resultados negativos a PCV2, aqui mismo se evidencid
qgue TTV es critico para la expresion de lesiones de PDNS. Por tal motivo, el TTSuV1a fue
propuesto como el factor adicional (factor X) para el desarrollo de enfermedad asociada a
circovirus (PCVAD) (Segalés et al. 2009).

Por otra parte, TTSuV1b podria ser un indicador potencial de la inmunosupresién
en los cerdos (Aramouni et al., 2013). Un estudio previo realizado reveld que la infeccion
natural con TTSuV suprime la respuesta inmune del huésped y exacerba el sindrome
respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), esto debido a que la proteina del ORF2 afecta
la translocacion nuclear de NF-KB, la activacién de NF-KB es una respuesta protectora del
huésped frente a patdgenos virales, regula la respuesta inflamatoria,este hallazgo podria
explicar por qué TTV puede replicar a un alto nivel de copias de ADN sin dar lugar a una
severa inflamacién, y podria ser un mecanismo de supervivencia que el virus ha
desarrollado con el tiempo para evitar ser eliminado por la respuesta inmune (Zheng et
al., 2012).




JUSTIFICACION

La PCVAD es econdmicamente importante en la industria porcina ya que tiene un
impacto en los parametros productivos y reproductivos (Kekarainen et al., 2006). Por tal
motivo, es relevante establecer la relacion del TTSuV1a y/o TTSuV1lb con la PCVAD. Asi
mismo, la tipificacién de ambas especies es relevante ya que de este modo se pueden
determinar los tipos prevalentes de TTSuV en la poblacion porcina nacional debido a que
existe poca informacién al respecto, esto mediante estudios filogenéticos basados en el
ORF2 ya que difiere considerablemente entre especies de TTSuV.

La técnica de PCR en conjunto con la secuenciacion de los productos amplificados
son herramientas indispensables para la implementacidn de estudios filogenéticos; por tal
motivo, varios estudios han validado protocolos de PCR y construccion de darboles
filogenéticos con nucleétidos de TTSuV (Martinez et al., 2006; Fumaco et al., 2013; Segalés
et al., 2009; Cortey et al., 2012). De este modo, la estandarizacién e implementacion de la
técnica de PCR-Secuenciacion del presente estudio proporcionara informacién sobre la
presencia y biotipo del TTSuV en México y contribuirad con datos acerca de la dindamica
poblacional de este virus, puesto que, como se menciond anteriormente pueden reflejar
el efecto de la comercializacién global de cerdos.
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OBIJETIVOS

I. Objetivo general

Estandarizar e implementar una técnica de PCR anidada para la amplificaciéon de las
regiones genéticas ORF1 y ORF2 del Torque teno sus virus 1a (TTSuV1a)y 1b (TTSuV1b) en
tejidos porcinos afectados por el Sindrome de Emaciacién Multisistémico post-destete
(PMWS).

Il. Objetivos particulares

e Disefiar iniciadores especificos para la amplificacién del ORF2 y secuencias
parciales del ORF1 TTSuVlay TTSuVib.

e Determinar la temperatura 6ptima de alineacidn de los iniciadores para la
amplificacién de TTSuVlay TTSuV1b en la PCR anidada.

e Determinar la concentracién éptima de MgCl, e iniciadores para la amplificacidon
de TTSuVlay TTSuV1lb enla PCR anidada.

e Determinar la concentracién éptima de templado y la concentracién minima de
deteccion para los protocolos estandarizados de PCR anidada.

e Implementar la PCR anidada para la obtencién del ORF2 y ORF1 parcial del
TTSuVla y TTSuVlb en tejidos porcinos positivos a TTSuVla y/o TTSuVlb
procedentes de casos de PMWS.

e Secuenciar los productos amplificados por PCR anidada.

e Construir los arboles filogenéticos con las secuencias de nucledtidos que se
obtengan para cada especie de TTSuV.

11
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MATERIAL Y METODOS
l. Seleccion de casos

Se seleccionaron 24 tejidos linfoides incluidos en parafina (linfonodo o bazo)
provenientes de casos positivos a PMWS con base a los criterios diagndsticos (Chae.
2005): 1) cuadro clinico de enfermedad, 2) lesiones histopatoldgicas caracteristicas
(deplecidn linfoide severa e inflamacién granulomatosa) y 3) patrén difuso de hibridaciéon
in situ positivo a PCV2. De los tejidos seleccionados, 9 casos fueron positivos a TTSuVla y
15 casos positivos a TTSuV1b, 5 casos de los 24 fueron doble positivos (Tabla 1).

Tabla 1. Muestras seleccionadas, se puede observar qué algunos casos son doble
positivos

Muestra TTSuVla TTSuVib
13f + -
14a + -
16¢c + -
16d + -

16fla + -
17a
17e
20c + -
Cld4 + -
2cc
12g
13e - +
14d - +
15c - +
17a - +
18d - +
31-3 - +
C3a - +
17e - +
31-21 - +
16¢
17d -
18e -
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Il. Disefio de iniciadores

Los iniciadores se disefiaron utilizando los programas Bioedit (BioEdit v7.2.5, lbis
Bioscience, Carlsbad, CA.) y el programa Primer3 (Untergrasser, 2012). Para el disefio, se
utilizaron secuencias representativas de diferentes paises disponibles en GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), diez para el TTSuVla (Figura 1 y 2) y doce

secuencias para el TTSuV1b (Figura 3-6). Debido a la variabilidad gendmica entre las
secuencias consideradas de TTSuV, se incluyeron bases degeneradas en algunos
iniciadores. Para el TTSuV1a, Unicamente se disefiaron iniciadores sentido positivo. Los
iniciadores disefiados se sintetizaron comercialmente (IDT Integrated ADN Technologies).

T lllllll]llll]llll|llllIllll|llll|llll|llll|llll|llll|llll[lVllIllllIlllll'llllllll|lll||

.|| 500 510 520 530 540 550 560 570 580
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TISUVIE DSA BEHMDID 3@ Fohnatiaeis enesmne s e seme s e o/ssise sisihe de, 6 seeisie: s sasieesie Db a e e 5 o5 ee.e ke o e e
TTSuV1a USA GU456383 R (s B e e BRSPS TTRO AR AT S RO S IR B SR e SRS TR S e R o e SN e S
TTSuVla USA GU456384 I a5 v OLC sas L oe s CGAT JCRwe ove 85 Chius avasatwein an
TTSuvla Alemania GU188045 6is7s CTET o GCT s/ CGAT . GB v isiv 5o € Csissinisio v
TTSuVla Brasil AY823990 5105 CLG oy Ol et s CGAT . GAsinii o3 CiCantisswsoenan
TTSuV1a Canada GQ120664 oo sClGa 0 sCles RGAT . GRan i Celsaesns sivinai
TTSuVla China HEM633249 [L.G..CuvvevveenveseoeBCoveeesBCRereeCuTBurureeeCurunn Birirnensssnsocsnesnesasssssnsnenns
TTSuVla China JQ933527 GG.T S 5, DI e o o N ox =) b G o RBRE) G Cisibieinnie sxetaian
TTSuvla China JX535327 T —— 7 T ——

Iniciador sentido +

Figura 1. Iniciador sentido positivo alineado con secuencias de referencia del TTSuV1a.
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Figura 2. Iniciador anidado sentido positivo alineado con secuencias de referenciadel TTSuV1ia.
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Figura 3. Iniciador sentido positivo alineado con secuencias de referencia del TTSuV1b.
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Figura 4. Iniciador anti sentido alineado con secuencias de referencia del TTSuVib.
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Figura 5. Iniciador anidado sentido positivo alineado con secuencias de referencia del TTSuV1b.
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Figura 6. Iniciador anti sentido alineado con secuencias de referenciadel TTSuV1ib.
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I1l. Extraccion de ADN

Se realizaron cortes de veinte micras de cada tejido incluido en parafina los cuales
se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mililitros para la extraccion de ADN del
tejido parafinizado, utilizando un juego de reactivos comercial (QlAamp DNA FFPE Tissue
kit, Qiagen, Germany). A cada tubo Eppendorf con el tejido, se le agregd 1 ml de xilol y se
agitdé vigorosamente con un vortex (Scientific industries, New York, EUA) durante 10
segundos. Posteriormente, se centrifugd a una velocidad de 14,000 rpm durante dos
minutos a temperatura ambiente, se removié cuidadosamente el exceso de xilol con una
micropipeta para adicionar 1 ml de etanol al 99%, se mezclé con vortex durante 10
segundos y se centrifugd a 14,000 rpm durante dos minutos a temperatura ambiente. Una
vez centrifugado, se retird el exceso de etanol con una micropipeta y se incubé a 37°C por
10 minutos para evaporar el etanol y posteriormente agregar 180 ul de buffer ATL y 20 pl
de proteinasa K. La muestra se mezclé con vortex y se incubd a 56°C en un Thermomixer
(Eppendorf Hamburg, Germany) durante una hora a 350 rpm e inmediatamente después
se incubd a 90°C por una hora a 350 rpm para inactivar la proteinasa K. Al finalizar la
incubacidn, se adicionaron 200 ul de buffer AL y se mezclé en vortex por 10 segundos para
enseguida adicionar 200 pl de etanol al 99% y mezclar en vortex por 10 segundos. Acto
seguido, se centrifugd a 14,000 rpm durante un minuto y se transfirio el lisado entero a la
columna MinElute con un tubo colector estéril, procurando no mojar los bordes. La
columna se centrifugd a 8,000 rpm durante un minuto, se elimind el tubo colector y se
colocd otro tubo colector estéril nuevo para adicionar 500 pl de buffer AW1 justo en el
centro de la membrana sin tocar los bordes y centrifugar a 8,000 rom durante un minuto.
Nuevamente, se elimind el tubo colector y se uso un nuevo tubo para adicionar 500 ul de
buffer AW2 y centrifugar a 8,000 rpm por un minuto, eliminar el tubo colector y colocar
en uno nuevo. Posteriormente se elimind el tubo colector, colocando otro para
centrifugar a 14,000 rpm por tres minutos para secar la membrana, y tras eliminar el tubo
colector correspondiente y colocar en un tubo Eppendorf a la columna MinElute, se
agregaron 100 ul de buffer ATE al centro de la membrana para incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente y centrifugar dos veces a 14,000 rpm, durante un minuto para la
obtenciéon de ADN en el tubo colector mismo que se almaceno a -20°C hasta su uso. La
concentracion de las muestras se cuantific6 mediante espectrofotometria
(Biophotometer, Eppendor, Hamburg, Germany).
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IV. PCR anidada

El ADN gendmico se utiliz6 como templado para la PCR anidada. Para la
amplificacién del TTSuV1a, se utilizaron los iniciadores sentido negativo de la primera
ronda de amplificacién y de la anidada descritos por Vargas et al., (2012). Los iniciadores
utilizados en el presente trabajo, indicando el tamafio esperado de los productos
amplificados se muestran en la tabla 1. Para la optimizacién de las condiciones de
amplificacién, se realizaron gradientes de temperatura y curvas de concentracién de
cloruro de magnesio. La amplificacion se realizd6 en reacciones de 50 ul en tubos
Eppendorf de 0.2 ml., conteniendo 2,5 U de Tag ADN polimerasa (ADN polimerasa
FlexiGoTaq, Promega Corp. Madison, WI), PCR Buffer 1X, MgCl, 1,5 mM, 0,2 mM de cada
dNTP, 100 pm de cada iniciador y 50 ng de templado. Se utilizaron las siguientes
condiciones de amplificacién: Posterior a una desnaturalizacién inicial (94 ° C durante 5
minutos), se realizaron 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 ° C durante 1 minuto,
alineacién a 57 ° C (TTSuV1a) o 59 ° C (TTSuV1b) durante 1 minuto y elongaciéon a 72 ° C
durante 1 minuto. Posteriormente, se realizé una elongacion final de 10 minutosa 72 ° C.

V. Visualizacién de productos

La visualizacion de los productos amplificados se realizé por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% con solucidn amortiguadora Tris 1M, acido bdrico anhidro 1M, Na;
EDTA 2H,0 20M (TBE, Promega Corp. Madison, WI, USA) tefiido con 4 pl (10 pg/ul) de
bromuro de etidio (Promega Corp. Madison, WI, USA). Para el llenado de los pozos se
utilizaron 4pl del producto de la PCR con 4pul del amortiguador de corrida (Glycerol 50%
v/v, Na; EDTA 2H,0 100mM, duodecil sulfato de sodio 1% w/v, azul de bromofenol 0.1%
w/v). Se utilizd un marcador de pares de bases (100 pb ADN ladder, PromegaCorp,
Madison WI, USA). La electroforesis se realizé a 80 volts durante 60 minutos y los
productos se visualizaron en un transiluminador de luz UV (Apollo, Instrumentation,
Claremont CA, USA).
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Tabla 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion de las regiones genéticas ORF1 y ORF2 del
TTSuVlay del TTSuV1b.

Iniciador Secuencia Producto esperado
Fw 5’- AACTGGCAGGACCACCTATG -3
612 pb
RV 5'- AGTGTBACHTCHCCACTYC -3°
Fw anidado 5'- AAAGAGACGCTATGGCTGGA -3’
456 pb
Rv anidado 5°- TGYTTTTCWGTGTCCCAYTGC -3°
TTSuV1ib0
Iniciador Secuencia Producto esperado
Fw 5’- ATGCCTTACAGACGCTATC -3’
695 pb
RV 5 - TGTGATGTTYATTTTGGTGGA -3
Fw anidado 5- AAGCTCCGGTCATACAATG -3’
509 pb
Rv anidado 5'- GCTGTCCATATATTTCTCCAG -3°

* En negritas se muestran las bases degeneradas utilizadas.




VI. Recuperacion de productos amplificados

En condiciones de esterilidad se realizd la purificacion de los productos
amplificados a partir de la recuperacién de bandas del gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio, utilizando un juego de reactivos comercial (MinElute Gel Extraction kit,
Qiagen, Germany). Brevemente, se seccioné el gel con una navaja de bisturi estéril
alrededor de la banda y ésta se colocdé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml para pesarla (Por
cada 100 mg de gel se utilizan 100 ul de buffer QG). Posteriormente, se agrego 300 pl de
buffer QG y se incubé a 50°C en un Thermomixer (Eppendorf Hamburg, Germany) a 250
rom durante 10 min. Una vez disuelto el gel, se adicionaron 100 pul de isopropanol y se
mezcld por inversion para transferir la mezcla a una columna MinElute y centrifugar a
20,000 x g por 1 min. El filtrado se elimind, se colocdé el mismo tubo colector para
adicionar 500 pl de buffer QG a la columna y se centrifugé nuevamente a 20,000 x g por 1
min. Posterior a la eliminacion del filtrado, se colocé el mismo tubo colector a la columna
para adicionar 750 pl de buffer PE y centrifugar a 20,000 x g por 1 min. Se elimind el
filtrado y se colocd el mismo tubo colector a la columna para centrifugar nuevamente a
20,000 x g por 1 min con la finalidad de secar la membrana. Por ultimo, se colocd la
columna MinElute en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml y se agregaron 10 pl de buffer
EB directamente en la membrana, se incubd por 1 min, se centrifugd a 20,000 x g por 1
min y el filtrado obtenido se almacend a -20°C hasta su uso.

VIl. Secuenciacion

La secuenciacién de ADN se realizé por medio de estuches que contienen enzimas
de alta fidelidad, posesividad y especificidad requeridas en secuenciacidon y clonacién
molecular. Nueve productos de TTSuVla y 15 de TTSuV1b se obtuvieron (MinElute Gel
Extraction kit, Qiagen, Germany). La secuenciacién se realizé en ambas direcciones,
utilizando un juego de reactivos comercial (Big Dye Terminator V3.1, Applied Biosystems,
Foster City, CA). Las muestras se secuenciaron (Applied Biosystems, Foster City, CA.)
mediante el método de Sanger en el Instituto de Fisiologia Celular (UNAM, Cuidad
Universitaria, Coyoacan, México).

VIIl. Analisis de los datos

La alineacion, edicién y la determinacién de la matriz de identidad de las
secuencias de nucledtidos se realizaron con el programa Bioedit (BioEdit v7.2.5, lbis
Bioscience, Carlsbad, CA). Los arboles filogenéticos se construyeron con el método de
Maximum Parsimony, utilizando el programa MEGAS5, con la distancia Tamura-Neg
Gamma. La confianza estadistica de la topologia se aseguré con 1000 Bootstraps,
resultados superiores de 70 (700) se consideraron muy significativos.
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RESULTADOS

En el presente trabajo los iniciadores disefiados para la amplificacion de secuencias de
TTSuVla y TTSuV1b por PCR anidada incluyeron bases degeneradas las cuales estuvieron
presentes en los iniciadores anti-sentido anidados para la amplificacion del TTSuVila
mientras que para el TTSuV1b sélo se utilizé una base degenerada en el iniciador anti-
sentido de la primera ronda de amplificacidon. El tamano de los productos esperados
mediante el uso de los iniciadores fue de 456 pb y 509 pb para el TTSuVlay el TTSuVilb,
respectivamente (Fig.7). En el gradiente de temperatura empleado para la amplificacién
de secuencias de TTSuV1a (Fig.8) sélo se amplificaron productos de aproximadamente 456
pb en las temperaturas de 56°C y 57°C, observdndose una banda mas definida en la
segunda temperatura. Por otro lado, se amplificaron productos de aproximadamente 509
pb en todas las temperaturas del gradiente de temperatura utilizado para la amplificacién
de TTSuV1b (Fig. 9), eligiéndose como temperatura éptima la de 59°C.

Una vez establecida la temperatura dptima para la amplificacion de ambas especies, se
realizaron curvas de concentracion MgCl, (Fig. 10 y 11) con la finalidad de corroborar la
concentracion éptima, determinandose que Unicamente se amplificaron productos con la
concentracion estandar de MgCl; (1.5 Mm). Cabe senalar que en la curva de concentracion
de MgClydel TTSuV1b, con la utilizacién de otras concentraciones se amplificaron bandas
inespecificas mismas que estuvieron ausentes en la concentracidon estandar. Para ambas
especies de lotatorquevirus se determind que la concentracién minima de deteccién y de
iniciadores mediante diluciones seriadas 1:2 fue de 50 ng y de 50 pM, respectivamente. La
figura 12 muestra la curva de concentracion de templado para el TTSuV1a.

Posteriormente, mediante la implementacion de la PCR anidada con las
condiciones de amplificacién determinadas se amplificaron exitosamente productos de
TTSuVla y TTSuV1b en todos los casos seleccionados de tejidos linfoides seleccionados
provenientes de casos positivos a PMWS. El gel representativo de las amplificaciones
referidas se presenta en la figura 7. En total se obtuvieron 9 amplificados de TTSuVl1ay 15
de TTSuV1b los cuales fueron secuenciados para la construccién de arboles filogenéticos
(Figura 13 y 14, respectivamente), utilizando ademas secuencias de referencia tomadas de
diferentes paises disponibles en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

19

——
| —


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

TTSuVia TTSuV1b

L1 552 553 L4 L.5 156 She7s A8y .9 L. 10
Mpb

Figura 7. Amplificacion obtenida por PCR de TTVSuVla y de TTSuV1b. En la linea 1
marcador de pares de bases (100). PCR anidada de casos positivos de TTSuVla y
TTSuV1b, las lineas 2 a 4 muestran productos amplificados de 456 pb vy las lineas 5 a 10
muestran productos amplificados de 509 pb, en gel de agarosa al 1.5%.

L.1 L.2 L.3 Lot L 5
Mpb  55°C 56°C 57°C 58°C

Figura 8. Gradiente de temperatura de TTSuV1a. Marcador de pares de bases (100) en la
linea 1. PCR anidada de casos positivos a TTSuV1la, se obtuvo el mejor producto en la linea
4 a 57°C en gel de agarosa al 1.5%.
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L2 Las3 L.4 kb
58°C oPC 60°C 61°C

Figura 9. Gradiente de temperatura de TTSuV1b. Marcador de pares de bases
(100) en la linea 1. PCR anidada de casos positivos a TTSuV1b, se muestra que el
mejor producto se obtuvo en la linea 3 a 59°C en gel de agarosa al 1.5%.

Figura 10. Gradiente de MgCl, para TTSuV1a. Marcador de pares de bases (100) en la
linea 1. PCR anidada de casos positivos a TTSuV1a, se muestra que el mejor producto
se obtuvo enla linea 3 con concentracién de 1.5 de MgCl, en gel de agarosa al 1.5%.

( 1
1 2 )



[ L2 L.3 L4 L.5
Mpb 2 17 1.5 12

Figura 11. Gradiente de MgCl, para TTSuV1b. Marcador de pares de bases (100) en la
linea 1. PCR anidada de casos positivos a TTSuV1b, se muestra que el mejor producto se
obtuvo en la linea 4 con concentracién de 1.5 de MgCl, en gel de agarosa al 1.5%.

L4 %5
125 6.25

Figura 12. Gradiente de templado de TTSuVl1a. Marcador de pares de bases (100) en la
linea 1. PCR anidada de casos positivos a TTSuVl1a, se muestra que el mejor producto se
obtuvo en la linea 2 con concentracion de 50 mM de templado en gel de agarosa al 1.5%.
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Figura 13. Arbol filogenético de Torque teno sus virus 1a (TTSuV1a). Se observan secuencias
de nucledtidos de diferentes TTSuVla identificados con el nimero de acceso de GenBank asi

como su pais de origen.
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Figura 14. Arbol filogenético de Torque teno sus virus 1b (TTSuVlb). Se observan secuencias
de nucleétidos de diferentes TTSuV1b identificados con el nimero de acceso de GenBank asi

como su pais de origen.
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DISCUSION

Actualmente, el diagndstico para la infeccidn por TTSuV se basa en la deteccién del
ADN viral mediante PCR anidada convencional y por ensayos de PCR cuantitativa (Gallei et
al., 2010; Huang et al., 2010; Kekarainen et al., 2006) esto debido a que la infeccién por
ambas especies TTSuV es ubicua y comun en cerdos domésticos (Bigarre et al., 2005; Niel
et al., 2005; Kekarainen et al., 2006; Martelli et al., 2006; Brassard et al., 2008; Taira et al.,
2009; Gallei et al., 2010; Huang et al., 2010; Aramouni et al., 2011) asi como en jabalies
sanos y enfermos (Martinez et al., 2006).

El uso de la PCR en cualquiera de sus variantes tiene la ventaja de que las muestras
utilizadas pueden ser a partir de suero o de tejidos tanto congelados como embebidos en
parafina lo que nos permite detectar asi como caracterizar el virus (Segalés et al., 2009).
Teniendo en cuenta las limitaciones actuales de las técnicas para la deteccién de TTSuV y
la relativamente alta frecuencia de infeccion con este virus en los cerdos domésticos
(Kekarainen et al., 2009) se considera a la PCR como un método fiable que puede alcanzar
a reproducir resultados con diferentes muestras, asi como, obtener amplificaciones de
ambas especies de TTSuV derivadas a partir de un archivo de muestras afectadas por
PCV2, particularmente de casos de PMWS (Gomes de Castro et al., 2012). Del mismo
modo en el presente trabajo se pudo estandarizar una técnica de PCR anidada mediante la
utilizacion de muestras embebidas en parafina procedentes del archivo de casos de PCV2
las cuales presentaron un estatus positivo deTTSuVla o de TTSuVl1b, obteniéndose
productos de 456 pb para TTSuVla y de 509 pb para TTSuV1b correspondientes a su
estatus de TTSuV y al tamafiio esperado con base al uso de los iniciadores disefiados.

Con respecto a los parametros optimizados la determinacién de la temperatura
Optima de alineacion fue mas estricta para la amplificacién del TTSuVla ya que sélo en dos
temperaturas del gradiente empleado se pudieron amplificar productos mientras que para
el TTSuV1lb se obtuvieron productos en todas las temperaturas del gradiente. Este
hallazgo posiblemente esté relacionado con una mayor variabilidad gendmica en el
TTSuVla con respecto al TTSuV1lb (Cortey et al., 2011). Lo anterior concuerda con el
mayor numero de bases degeneradas empleadas en el disefio de los iniciadores del
TTSuVla.

Asi mismo, los resultados de las curvas de concentracion de MgCl, denotan que las
condiciones de amplificacion para ambas especies de lotatorquevirus requieren alta
astringencia ya que sélo se apreciaron productos en la concentracion de 1.5 mM. Cabe
seflalar que este parametro es fundamental debido que la eficiencia de la enzima ADN
polimerasa es dependiente de magnesio (Catesese et al., 1997).
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Por otro lado, la concentracion minima de deteccion de ADN molde es alta (50 ng)
con base a la curva de concentracion de templado realizada lo cual compromete la
sensibilidad de ambos protocolos estandarizados. Por tal motivo, en cada protocolo de
PCR se debe garantizar la concentracion minima de templado con la finalidad de evitar la
presencia de falsos negativos.

Los resultados de la implementacién de la técnica de PCR anidada estandarizada
denotaron una concordancia perfecta, ya que en todos los casos se amplificaron los
productos con base al estatus de TTSuV. La secuenciacién de los productos amplificados
demostré que los protocolos de PCR anidada son especificos para la amplificacion de
ambas especies de lotatorquevirus.

El TTSuVla se encuentra ampliamente distribuido en varios paises, entre ellos
Canada, Estados Unidos, China, Tailandia, Corea, Italia, Francia y Espafia, con frecuencias
que van desde el 24% a 100% (Mckeown et al., 2004; Martelli et al., 2006) y en el caso del
TTSuV1b la frecuencia observada va de 77% a 32% (Kekarainen et al., 2006; Taira et al.,
2009). En México, la presencia de ambos géneros de TTSuV se documentan por primera
vez mediante PCR anidada basada en el uso de iniciadores degenerados en casos PCVAD
gue cumplieron con los criterios de diagndstico (signos clinicos, lesiones microscopicas
caracteristicas e hibridacion in situ positiva a PCV2). En ese estudio se observé una menor
frecuencia de Jlotatorquevirus con relacién a la descrita en otros paises. Dada la
variabilidad gendmica de TTSuV, es factible que las cepas TTSuV existentes en México
compartan una identidad de secuencias de nucleétidos inferiores a los encontrados en los
paises con mayor prevalencia. Dicha variabilidad genédmica podria estar relacionada con
un potencial patdgeno diferente en las cepas de campo en México (Vargas et al., 2014).
La topografia de los arboles filogenéticos construidos a partir de los productos
amplificados de TTSuVl1a y TTSuV1b son compatibles con dicha hipdtesis ya que las
secuencias Mexicanas se agrupan en cladas que exhiben alta homologia entre ellas y que
difieren con las secuencias de otros paises, la matriz de identidad corroboro estos datos.
Esta tendencia es mas evidente en el arbol filogenético del TTSuV1a en el que incluso se
aprecia que algunas cepas Mexicanas presentan homologia con una secuencia Brasilefia
de TTSuVk2 (AY823991).

En cuanto a la variabilidad de los TTSuV, Cortey et al., (2011) mostré que TTSuVla
era mas variable que TTSuV1b, esta variacién se distribuye de manera diferente, hay
regiones no traducidas mas conservadas y las regiones traducibles son mas variables. La
ORF1 es una regidon mas conservada mientras que la ORF2 y ORF3 son regiones menos
conservadas. Lo anterior concuerda con los datos obtenidos a partir de los arboles
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filogenéticos del presente estudio ya que las distancias genéticas son mayores para el
TTSuVla.

Se sugiere que el ORF2 esta involucrado en la replicacion viral y que la proteina
codificada puede desactivar el mecanismo regulado por el factor NF-KB, inhibiendo
considerablemente la respuesta inflamatoria. Este hallazgo podria explicar el alto nivel de
replicacion del TTSuV en ausencia de inflamacién significativa. Asi mismo, este podria ser
el mecanismo de supervivencia que el virus ha desarrollado con el tiempo para evitar ser
eliminado por las respuestas inmunes (Zheng et al., 2007). Por otro lado, se describe que
las secuencias de aa de muestras de jabali de la regién ORF2 difieren considerablemente
entre genotipos TTSuVl1a y TTSuV1b y que sobre la base de nucledtidos y la secuencia de
alineaciones de aminodcidos del gen ORF2, cada genotipo de ambas especies de TTSuV
muestran sustituciones de aminodcidos caracteristicos y/o deleccion/insercion. La
secuencia aa de la ORF2 de TTSuVla difieren considerablemente entre 5 genotipos
descritos y son mas variables que el ORF2 de TTSuV1b (Cadar et al., 2013).

Las secuencias obtenidas en el presente trabajo son de suma importancia ya que
contienen la regidon completa del ORF2 lo que permitira el estudio de las cepas de campo
gue circulan en el pais y proporcionard informacién que puede estar relacionada con el
potencial de patogenicidad del virus. Asi mismo, los protocolos de PCR anidada
estandarizadas en este trabajo dardn la pauta para realizar un estudio filogenético
exhaustivo con la finalidad de obtener informacion sobre la patogenicidad del virus y
contribuird a la obtencidn de fragmentos largos para que en un futuro se pueda obtener la
secuencia completa de los TTSuV mexicanos.
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CONCLUSIONES

Con los iniciadores disefiados se logré amplificar las regiones genéticas ORF1 y
ORF2 de ambas especies de lotatorquevirus.

Los protocolos de PCR anidada estandarizadas son especificos para la amplificacion
de TTSuVlay TTSuV1lb.

En el México ambas especies de lotatorquevirus estdn presentes.

La técnica de PCR anidada es una herramienta de eleccién para la detecciéon de
agentes virales de reciente descripcion.

El uso de bases degeneradas en el disefio de iniciadores es de gran utilidad en la
deteccidon de agentes virales que presentan alta variabilidad gendmica.
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