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RESUMEN

Dentro de la familia Parvoviridae se agrupa la subfamilia Parvoviriniae que
incluye virus que infectan a los porcinos tales como el protoparvovirus de los
ungulados 1 (PPV1), agente causal importante de falla reproductiva en cerdas y
especies emergentes de parvovirus porcinos como el Parvovirus porcino 5 (PPV5).
Con el fin de demostrar la presencia del PPV5 en cerdas primerizas en México, se
optimizaron las condiciones de amplificacion de una técnica de PCR anidado
mediante el uso de iniciadores inéditos en muestras de linfonodos embebidos en
parafina procedentes de lechones afectados por el Sindrome multisistémico de
emaciacion post destete (PMWS). Posteriormente, el protocolo de PCR se
implementé en muestras de sangre de cerdas primerizas. Se determiné que la
temperatura optima de alineacion fue de 58°C y que las concentraciones 6ptimas
de MgClz, iniciadores y templado fueron de 1.5 mM, 50 pM y 50 ng, respectivamente,
obteniendo productos de 196 pb cuya especificidad para PPV5 se determind por
secuenciacion. La implementacion del protocolo en ADN de sangre de cerdas
primerizas mostro que 83% de las muestras fueron positivas a PPV5, indicando alta
prevalencia de ADN PPV5 en los animales probados. Lo anterior es congruente con
la alta tasa de trasmision transplacentaria reportada en casos de falla reproductiva
en cerdas nacionales. Por tanto, es posible que el PPV5 patrticipe en casos de falla
reproductiva en cerdas. Dicha participacion debe ser evaluada en estudios

posteriores.
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TABLA DE ABREVIATURAS

°C: Grados celsius

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNSss: ADN monocatenario

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

CPV: Parvovirus canino tipo 2

DDG: Dias de gestacion

DPI: Dias post-inoculacion

EG-PCV2: Enteritis granulomatosa asociada a PCV2
Fn: Iniciador sentido anidado

FR-PCV2: Falla reproductiva asociada a Circovirus porcino tipo 2
FR-PCV2: Falla reproductiva asociada a PCV2

Fw: Iniciador sentido

GPV: Parvovirus del ganso

HPRT: Hipoxantina fosforibosil-transferasa

ICTV: Comité Internacional de Taxonomia de Virus
MEV: Virus de la enteritis del bisén

MgCl2: Cloruro de magnesio

MVM: Virus diminuto del raton

NLS: Sefnales de localizacion nuclear



NPC: Complejo del poro nuclear

NS1: Proteina no estructural

ORF: Marco de lectura abierto

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PCV2: Circovirus porcino tipo 2

PCV2: Circovirus porcino tipo 2

PCVAD: Enfermedad asociada a Circovirus porcino tipo
PDNS: Sindrome de dermatitis y nefropatia porcino

PMSW: Sindrome multisistémico de emaciacion post destete
PMWS: Sindrome del desmedro post destete

PPV: Parvovirus porcino

PPVs: parvovirus porcinos

PRRS: Sindrome respiratorio y reproductivo porcino

gPCR: PCR cuantitativa

Rn: iniciador anti-sentido anidado

RPM: Revoluciones por minuto

Rv: Iniciador anti-sentido

SMEDI: Nacidos muertos, momificacion, muerte embrionaria e infertilidad
VP: Proteinas estructurales

ML: Microlitro



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de la familia Parvoviridae

A) TAXONOMIA

La familia Parvoviridae esta compuesta por dos subfamilias: Parvoviriniae
que infecta a los vertebrados, y Densovirinae, que infecta a los artropodos. Algunos
miembros de la familia Parvoviridae infecta a una gran variedad de hospedadores,
tanto insectos como primates. En los hospedadores vertebrados este puede causar
enfermedades principalmente en los vertebrados jovenes (Huffer. et. al., 2003). La
subfamilia Parvovirinae puede ser dividida en ocho géneros: Amdoparvovirus,
Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Copiparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus, Protoparvovirus, Tetraparvovirus. En la subfamilia Parvovirinae
se incluyen las especies de virus que afectan a porcinos. Dentro de los géneros
Protoparvovirus y Tetraparvovirus se encuentran las especies Ungulate
protoparvovirus 1 (PPV1) y Ungulate tetraparvovirus 2 (PPV3) y Ungulate
tetraparvovirus 2 (PPV2). Mientras que en el género Copiparvovirus se incluye al
Ungulate copiparvovirus 2 (PPV4) y, Ungulate copiparvovirus 4 (PPV6). El PPV5
permanece sin clasificar por el ICTV (Walker et, al., 2022). El género
Protoparvovirus abarca la mayoria de las especies de la subfamiliia Parvovirinae
tales como el Rodent protoparvovirus 1 (virus diminuto del ratén), Rodent
protoparvovirus 2 (virus H-1 de la rata), Carnivore protoparvovirus 1 (parvovirus

canino) Ungulate protoparvovirus 1(PPV). En el género Erythrovirus se incluyen los



parvovirus con tropismo por precursores hematopoyeéticos de la linea eritroide como
es el caso del Primate erythroparvovirus 1 (parvovirus humano B19) el cual es
asociado a una erupcion cutdnea que generalmente es leve, dicha enfermedad es
mas relacionada con nifios la cual es denominada “quinta enfermedad”. En adultos,
el parvovirus B19 es asociado a una enfermedad similar con mayor potencial mortal
la cual es llamada “crisis aplasica” esta se caracteriza por la pérdida de eritroblastos
(predecesores de los globulos rojos) de la medula roja. Sin embargo, la crisis
aplasica generalmente es diagnosticada en individuos que manifiestan cualquier

tipo de anemia hemolitica cronica (Norkin, 2010)

B) GENOMA VIRAL

El parvovirus fue aislado por primera vez por L. Kilham y L. Oliver en 1959,
el cual fue nombrado virus del raton (RV) y afios mas tarde nombrado el virus del
raton de Kilham (KRV) (Kilham et. al., 1959). Los parvovirus son virus ADN de
tamafio pequefio que presentan una elevada estabilidad frente a agentes
fisicoquimicos que contrasta con una gran facilidad para evolucionar y adaptarse en
huéspedes diversos. Su capacidad codificante es muy limitada, lo que hace que su
ciclo vital y patogenia dependan estrechamente de las funciones celulares de
proliferacion y diferenciacion. Los parvovirus han servido como modelo en el estudio

de la replicacion de ADN lineal (MacLachlan, et. al., 2017).

La familia Parvoviridae esta constituida por virus no envueltos, que poseen
una capside icosaédrica de un didmetro aproximado de entre 18 y 25 nm (Carrasco,
2006 y Murphy, et. al., 1999) La capside tiene propiedades hemaglutinantes y esta
modificada postraduccionalmente generalmente por fosforilacién. El genoma es una
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molécula lineal de DNA de banda simple que mide aproximadamente 4-6 kilobases
(kb) (Norkin, 2010) plegada en ambos extremos mismos que poseen 6 a 10
secuencias palindrémicas, compuestas por 100 a 250 nucle6tidos, conformando
horquillas terminales. Las horquillas son relativamente estables y esenciales para la
replicacion ya que contienen el origen de replicacion del DNA y las sefiales para
empaquetamiento del genoma en capsides (Murphy, et. al.,1999, Carrasco, 2006;

Maclachlan, 2017).

En el género Parvovirus, el extremo derecho 5’ presenta dos configuraciones
posibles en una proporcion similar llamadas flip-flop mientras que el extremo
izquierdo 3’ se encuentra en una unica orientacién (Carrasco, 2006). La capside de
los parvovirus esta compuesta por dos a cuatro capsides proteicas diferentes (VP1
a la VP4) cuyo numero depende de la especie particular de parvovirus. Una de las
capsides de los parvovirus es usualmente las mas dominante. Por ejemplo, en el
caso de los AAVs (virus adeno asociados), la capside consiste en tres proteinas
virales VP1 (90 kDa), VP2 (72kDa) y la VP3 (60 kDa). (Carrasco, et. al., 2006;

Maclachlan, 2017).

La estructura de la capside es el resultado del plegamiento de las proteinas
estructurales (VP) que adoptan una conformacion de barril beta plegada con ocho
laminas antiparalelas entre las que se disponen largos bucles que conforman las
regiones expuestas de la capside (Carrasco, et. al., 2006) que corresponden a las
horquillas esenciales para la replicacion localizadas a ambos extremos. En reportes
de cristalografia de alta resolucion, se aprecié que una fraccion significativa del

genoma se dispone de forma ordenada compartiendo con la capside la simetria
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icosaédrica. La encapsidacion puede realizarse tanto en la banda negativa como en
la positiva en diferentes proporciones dependiendo de la especie del virus y el tipo

celular (Carrasco, et. al., 2006).

La secuencia gendmica de los parvovirus es predominantemente codificante
(> 90%), conformando dos genes compuestos por regiones conservadas con
marcos de lectura abierta (open reading frame/ORF por sus siglas en inglés)
denominados ORF1 y ORF2, respectivamente, que codifican para proteinas no
estructurales (NS1 y NS2) y para proteinas de la capside (VPs). Algunos miembros,

como el género Bocaparvovirus poseen un ORF adicional (Xiao et. al., 2013).

Cada uno de los parvovirus porcinos emergentes muestran la organizacion
gendmica caracteristica de los miembros de la subfamilia Parvovirinae, con
excepcion del PPV4 que contiene un ORF adicional (ORF3) localizado entre el
ORF1y el ORF2, compartiendo esta caracteristica con el género Bocavirus (Cheung

et. al., 2010; Huang et. al., 2010; Murphy, et al., 1999).
C). REPLICACION DE LA FAMILIA PARVOVIRIDAE

La proteina NS1 es multifuncional con localizacion preferentemente nuclear
y con actividad de union al ADN, regulando numerosos procesos del ciclo vital del
virus. Estd implicada fundamentalmente en los procesos de replicacion y
encapsidacion del genoma a traveés de su actividad de endonucleasa, ATPasa y
helicasa (Xiao et. al., 2013). Asi mismo posee una gran capacidad citotoxica y es la
principal responsable de la muerte celular en la infeccion con MVM. Ademas, la NS1

regula la transcripcion del virus, activando los promotores virales como p4 y en
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especial el p38. Lo anterior explica la elevada cantidad de VP expresada en fases
finales del ciclo de infeccion. La proteina NS2 comparte con NS1 el dominio terminal
y es la primera proteina viral en ser detectada en células infectadas, pero su
concentracion disminuye por tener una vida media de 90 minutos. Aunque es
indispensable para la replicacion viral en algunos tipos celulares, la NS2 participa
en el ensamblaje de capsides, en la traduccién de ARN mensajero (ARNm) viral, en
la replicacién del DNA, en la produccion de virus infecciosos de forma dependiente
del tipo celular, y en la actividad citotoxica, cooperando con la NS1 (Xiao et. al.,

2013).

Por otro lado, las proteinas estructurales (VP) son generadas por el
procesamiento alternativo del ARNm R3, generando las proteinas estrucutrales VP1
y VP2 mediante empalme (splicing) alternativo del mismo ARNm (Carrasco, 2006 y
Murphy, et. al., 1999). La secuencia completa de la VP2 esta contenida en VP1. La
proteina VP1 no tiene capacidad para formar la capside por si sola, pero es
necesaria para la infectividad de los viriones; Ambas proteinas (VP1 y VP2) son
indispensables para la internalizacion del virus a la célula por endocitosis; Para la
liberacién del virus al citosol desde el endosoma tardio y para la entrada al nucleo.
Esta propiedad permite la obtencion de cantidades importantes de cépsides.
Cuando se inicia la infeccion por el virus que entra a la célula, la VP2 produce a
partir de del procesamiento proteolitico del extremo N-terminal a la proteina VP3

(Xiao et. al., 2013; Carrasco, 2006)

Como la mayoria de los virus ADN, los parvovirus emplean para su replicaciéon

componentes de la transcripcién y replicacion de la célula confinados en el nucleo.
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Esto determina que gran parte del ciclo vital del virus se desarrolle en el nucleo y
que las proteinas virales posean dominios para translocarse a través de la
membrana nuclear. La sintesis de DNA celular ocurre principalmente en la fase S
del ciclo o cerca de la fase G2, fases en las que existe actividad de ADN polimerasa,
y solo en esta etapa los virus disponen de altas concentraciones de enzimas y

metabolitos para la biosintesis a niveles elevados de copias de su propio genoma.

El ciclo viral de los parvovirus consta de:

1. Entrada. La infeccidn productiva de los parvovirus se inicia con la interaccion del
virus con receptores especificos de la superficie celular que incluye generalmente
una adsorcion inicial a componentes de azlcares, y un posterior reconocimiento
especifico e irreversible de proteinas que actian como receptores (Carrasco, 2006).
Por ejemplo, el MVM usa una sialoglicoproteina como receptor que permite al virus
su internalizacién en distintos tipos celulares por endocitosis (Carrasco, 2006).
Posteriomente, el virus accede a vesiculas recubiertas de clatrina y prosigue con la
via endocitica, en la que la baja de pH facilita el procesamiento de los extremos VP2
y VP3. Lo anterior permite el acceso del virus al citosol en un proceso donde el
extremo hidrofobico de VP3 podria ser esencial, asi como la actividad de fosfolipasa
de la VP1 localizada en un extremo N- terminal. Un mecanismo similar ocurre para
el CPV, y estos virus interaccionan con componentes del citoesqueleto (dineinas y
otras proteinas para su transporte a través del citoplasma hasta ganar la proximidad
del poro nuclear para su transporte a través del citoplasma hasta ganar la

proximidad del poro nuclear (Carrasco, 2006).
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2. Translocacién al nacleo. El genoma del parvovirus autbnomo se transloca al
interior del nucleo a través del complejo del poro nuclear (NPC) el cual tiene un
tamafio similar a la capside del virus (30nm.). Por tanto, se postula que la particula
viral podria ser transportada al interior del ndcleo intacta. Este transporte activo
requiere la contribucion de la proteina mayor de la capside (VP1) que contiene en
un extremo secuencias homologas a las secuencias lineales de localizacion nuclear
(NLS) clasica, esenciales para iniciar la replicacion génica (Carrasco, 2006). Una
vez dentro de las células los viriones atraviesan las vias endosomales dentro del
citoplasma, incluidos los endosomas tempranos, tardios y, en algunos casos,
endosmas de reciclaje (Maclachlan et al., 2016).

Sin embargo, la proteina VP1 contiene una fosfolipasa A2 en su region unica N-
terminal que puede estar involucrada en la modificacion de la membrana endosomal
y facilita la liberacion de la capside. Los viriones que ingresan al citoplasma son
llevados hacia el poro nuclear dando como inicio la replicacion del ADN en la célula
huésped (fase S del ciclo de division celular) (Maclachlan et al., 2016).

Un requisito para la replicacién del virus es que debe utilizar la maquinaria de
replicacion del hospedero para la replicacion de su ADN viral, ya que el virus no
puede codificar ni empaquetar su propia ADN polimerasa. En cambio, las ADN
polimerasas celulares replican el ADN viral para formar un intermediario de ADN
bicatenario, que posteriormente sera usado como plantilla para la replicacion del
ARNm virales (Maclachlan et al., 2016).

El ARNm mas abundante es el que esta codificado en la mitad derecha del genoma

5’, el cual dirige la sintesis de las proteinas estructurales. La proteina NS1 cumple
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con diferentes funciones, esta se une al extremo 5’ del ADN viral y, que durante la

replicacion sirve como helicasa (Maclachlan et al., 2016).

De este modo, el tropismo del virus estd dado por la capside viral ya que
realiza las funciones esenciales en el ciclo vital de los parvovirus al intervenir en la
entrada del virus al citoplasma, nucleo celular y la preservacion de su viabilidad en

el medio extracelular (Carrasco, 2006).
D) FAMILIA PARVOVIRIDAE Y SU ASOCIACION CON ENFERMEDAD

Los parvovirus producen patologias importantes reconocidas en diversos
mamiferos. Puesto que, su replicacion requiere que la célula huésped atraviese la
fase S del ciclo celular, los parvovirus en sus huéspedes naturales se replican
preferentemente en tejidos con actividad proliferativa, lo que es el factor
fundamental en su patogenia. La importancia clinica del parvovirus es ampliamente
reconocida puesto que ocasiona signos clinicos severos (parvovirus porcino,
parvovirus humano B19, parvovirus canino-2) o signos subclinicos (Shade et. al.,
1986; Allander et. al., 2005; Sloots et al.,2006; Decaro and Buonavoglia, 2012).
Pero ademas los parvovirus requieren, en distintas etapas de su ciclo vital, factores
particulares de ciertos estadios de diferenciacién celular. Las patologias mas
importantes asociadas a los parvovirus con base en su desarrollo en el huésped se

pueden clasificar del siguiente modo:

- Estadios fetales: Estos huéspedes son susceptibles debido a la capacidad
gue tienen los parvovirus de atravesar la placenta y multiplicarse en las

células proliferativas, asi como por su vulnerabilidad inmune. Por esto, los

16



parvovirus son conocidos como agentes teratogénicos y causantes de
abortos en distintas especies, comunmente en cerdos y gatos (Carrasco,
2006).

- Periodo perinatal: Al nacimiento, el epitelio intestinal y el sistema nervioso
central todavia se encuentran en desarrollo en muchas especies por lo
gue son los principales blancos de infeccién por parvovirus (Carrasco,
2006). Algunas patologias caracteristicas en estas etapas son la enteritis
hemorragica con diarrea asociada a la infeccion por el parvovirus canino
(CPV) en perros, por el MEV (virus de la enteritis del visén) en visones,
por el parvovirus del ganso (GPV) en gansos y otras especies cercanas
(Carrasco, 2006). En esta etapa también pueden producirse cuadro de
hepatitis y lesiones en el miocardio como en la denominada enfermedad
de Derzsey (GPV). Por lo tanto, el miocardio se dafia en cachorros y
pichones mientras que el cerebelo se destruye selectivamente en fetos
felinos o gatitos infectados en el periodo perinatal (Carrasco, 2006).

- En animales mayores y/o adultos: La infeccion por parvovirus se limita a
determinados tipos celulares que conservan la capacidad proliferativa,
fundamentalmente el sistema hematopoyético y el epitelio intestinal,
conduciendo a la aparicibn comun de leucopenia y enteritis. Un ejemplo
de esto es eritrovirus B19 en humanos ya que este virus muestra un

tropismo por célula del linaje eritroide (Carrasco, 2006).

1.2. Especies de la familia Parvoviridae que infectan al cerdo.
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Durante la década pasada, nuevas especies de parvovirus porcinos (PPVs)
han sido identificadas denominadas como PPV2 al PPV7. A diferencia del PPV1
que pertenece al género Protoparvovirus, estas especies emergentes de PPV
pertenecen a los géneros Tetraparvovirus (PPV2, PPV3) y Copiparvovirus (PPV4,
PPV6). Inicialmente, el PPV5 fue propuesto como miembro del género
Copiparvovirus (Xiao et. al.,2013; Wu et. al., 2014; Schirtzinger et. al., 2015 Lau,
S. K. et. al., 2017;). La clasificacion de especies de parvovirus porcinos se muestra
en la tabla 1. Hasta el momento, no se ha demostrado que los parvovirus

emergentes estén asociados con enfermedad (Xiao et. al.,2013).

PPV1. El PPV1 fue aislado en Alemania en 1965 como un contaminante del
cultivo celular utilizado para la propagacion del virus de la fiebre porcina clasica
(Manhel, et., al. 1965). EI PPV1 es un virus extremadamente duradero y altamente
infeccioso. El Ungulate protoparvovirus (PPV1) es la Unica especie reconocida
como un agente primario de enfermedad; la cual esté frecuentemente asociado a la
falla reproductiva en cerdas gestantes denominada SMEDI (Stillbirth,
Mummification, Embryonic death and Infertility, por sus siglas en inglés) esta tiene
una distribucion mundial la cual cursa con abortos, falla reproductiva y
momificaciones del producto (Antonis, et al., 2006). (Fig. 1). Ademas de su
participacion en el SMEDI, el PPV1 esta fuertemente asociado con el sindrome
multisistémico de emaciacion post-destete (PMWS [Post-weaning Multisystemic
Wasting Syndrome] por sus siglas en inglés) (Antonis, et al., 2006). Se menciona

gue desempefia un papel el complejo respiratorio porcino (Antonis, et al., 2006).
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La muerte embrionaria con retorno al estro y la momificacién fetal son los signos
méas comunes de la infeccion por PPV1. Las lesiones graves en los fetos incluyen
un grado variable de retraso en el crecimiento antes de que otros cambios externos
sean evidentes. Ocasionalmente, los vasos sanguineos en la superficie del cuerpo
se vuelven prominentes debido a la congestion y la fuga de sangre en los tejidos
conectivos. La congestion, el edema, la hemorragia con acumulacion de fluidos
serosos en las cavidades corporales y la decoloracibn hemorragica, se vuelve
progresivamente mas oscura después de la muerte con deshidratacion del producto
(momificacion). La placenta puede estar deshidratada y de color marrén a gris y el
volumen de liquido extra fetal reducido. Posterior al desarrollo de la
inmunocompetencia fetal (70 dias de gestacién/ddg), no se observan cambios
macroscopicos después de la infeccidén. En la necropsia de cerdas seronegativas
inoculadas con PPV1 a los 70 ddg sacrificadas a los 12 y 21 dias post-inoculacién
(dpi), se observé acumulacion focal de células mononucleares en la lamina propia
del endometrio. También se aprecié marcada acumulacién perivascular de células
plasmaticas y linfocitos en el cerebro, la médula espinal y la coroides del ojo. En el
feto, los cambios histopatoldgicos son diseminados con lesiones caracteristicas de
necrosis en la mayoria de los 6rganos en desarrollo y hemorragias en tejido
subcutaneo y masas musculares. La necrosis con mineralizacion es particularmente
extensa en el higado y el corazén, comunes en los pulmones, los rifiones y el
musculo esquelético. Después de que los fetos se vuelven inmunocompetentes, las
lesiones microscopicas son principalmente hipertrofia endometrial con infiltracion de
células mononucleares. Una combinacion de cerdos normales y fetos momificados

gue murieron en diferentes etapas de desarrollo en la misma camada es indicativo
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de infeccion por PPV1. La infeccion por PPV1 normalmente no causa signos clinicos

en adultos (Zimmerman, et al., 2019).

Figura 1. Infeccion por PPV1: Fetos muertos y momificados en cerda
primeriza infectada (Suarez, et. al., 2017).
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Nombre comun Especie Genero

Parvovirus porcino (1) Ungulate Protoparvovirus
protoparvovirus 1

Parvovirus porcino 2 Ungulate Tetraparvovirus
tetraparvovirus 3

Parvovirus porcino 3 o Ungulate Tetraparvovirus

hokovirus porcino o tetraparvovirus 2

PARV4

Parvovirus porcino 4 Ungulate copiparvovirus @ Copiparvovirus
2

Parvovirus porcino 5 ? Copiparvovirus

Parvovirus porcino 6 ? Copiparvovirus

Parvovirus porcino 7 I Chapparvovirus

(propuesto)

Bocavirus porcino 1,2 y Ungulate Bocaparvovirus

A6 bocaparvovirus 2

Bocavirus porcino SX Ungulate Bocaparvovirus
bocaparvovirus 3

Bocavirus porcino H18 Ungulate Bocaparvovirus
bocaparvovirus 4

Bocavirus porcino 3, 4 Ungulate Bocaparvovirus

bocaparvovirus 5

Tabla 1. Parvovirus y bocavirus porcinos (Familia Parvoviridae, subfamilia
Parvovirinae. Modificado de Streck et. al., 2015)

PPV2. Es el primer parvovirus emergente descrito y el mas prevalente
(Saekhow & lkeda, 2011; Xiao et al., 2013a; Xiao et. al., 2013b; Ni et al., 2014;
Saekhow et. al., 2015; Cui et. al., 2017a; Novosel, et. al., 2018) pero en algunos
estudios la prevalencia es relativamente baja, del 6.4% al 9.66% (Wang et. al., 2010;
Csagola et. al., 2012). Fue descubierto en Myanmar, China en sueros porcinos
obtenidos durante un muestreo de hepatitis E (Hijakata et. al., 2001). Es designado
como Ungulate tetraparvovirus 3 (PPV2) y su genoma comparte cierta similitud con
el Anseriform dependovirus 1 (Muscovy duck parvovirus) Bovine parvovirus 1

(parvovirus bovino) (BPV1).

PPV3. Fue descrito por primera vez en 2008 como hokovirus porcino (PHoV),
proponiéndose un nuevo genero Partetravirus. El analisis gendmico demostré que

el PHoV era muy cercano al parvovirus humano 4 (PARV4) y al hokovirus bovino
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(BHoV) y de este modo se conformé un nuevo grupo dentro de la familia
Parvoviridae (Lau et. al., 2008, Cheung et. al., 2010). Actualmente, corresponde al
Ungulate Tetraparvovirus 2. En Europa, se describe una amplia distribucion y
prevalencia del PPV3 en cerdos domésticos y jabalis salvajes. La amplia presencia
de PPV3 en adultos indica una infeccion persistente (Adlhoch et. al., 2010; Szelei

et. al., 2010; Cadar et. al., 2011b; Csago la et. al.,2012,).

PPV4. Fue detectado en 2005 a partir de muestras de brotes de enfermedad
asociada a circovirus porcino (Porcine Circovirus Associated Disease [PCVAD], por
sus siglas en inglés) en Carolina del Norte (Cheung et. al., 2010) y
subsecuentemente fue identificado en China, Hungria y Africa (Chao-Ting Xiao et.
al., 2013). Esta estrechamente relacionado con el parvovirus bovino 2 (BVP2). Su
genoma es unico ya que contiene un componente adicional, el ORF3 (Chao-Ting
Xiao et. al., 2013). En un inicio, fue reconocido como porcine bocavirus 2 (PoBoV?2).
Posteriormente, se demostré que era distante filogenéticamente con el bocavirus
porcino basado en la deduccion de aminoacidos de la secuencia del ORF2 por lo
que se consider6 apropiado conservar su denominacion original (PPV4). Sin
embargo, la nucleoproteina codificada por el ORF3 del PPV4 tienen cierta similitud
con las del ORF 3 de los bocavirus (Cheung et al.,, 2010; Huang et al., 2010).
Mundialmente, la prevalencia de PPV4 en la poblacion porcina se mantiene baja

(Cheung et. al., 2010; Zhang et. al., 2011; Csagola et. al.,2012).

PPV5. Fue descubierto en China y Norteamérica (Xiao et. al.,2013; Wu et.
al., 2014; Schirtzinger et. al., 2015) e inicialmente fue reportada una estrecha

relacion con el PPV4 y PPV6 (Chao-Ting, et. al., 2013, Schirtzinger et. al., 2015)
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dado que conformaron una rama distintiva en un estudio filogenético (Schirtzinger
et. al., 2015). El analisis gendmico del PPV5 revel6 que posee dos ORFs principales
similares al del BPV2, pero diferentes al PPV4 (Fig.2). EI PPV5 ha presentado

mayor prevalencia que el PPV4 en EUA (Chao-Ting, et. al., 2013).
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| | |
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PPVE ] ORF1(NS) 508 aa | ORF3 2048~ ORF2(capsid) 728aa F
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BPV) o] ORF1(NS) 537 aa — ORF2(Capsid) 1038 aa =

Figura 2. Representacion esquematica del genoma del PPV5 comparado con los
genomas del PPV4 y BPV2. en base a los ORFs que estos poseen. Tomado de
(Chao-Ting, et. al., 2013)

PPV6. Se identifico por primera vez en China a partir de fetos de cerdos
abortados, reportdndose una prevalencia similar en aquellos cerdos que se
encuentra en una etapa de finalizacion, tanto en granjas afectadas por falla
reproductiva como en las no afectadas (Schirtzinger, et. al., 2015). En Polonia, se
demostré que comparte una similitud de nucleétidos del 20.5% al 42.6 % con otros
miembros de la subfamilia Parvovirinae y una relacién mas estrecha con el PPV4.
Mundialmente, se desconoce la distribucién de PPV6, asi como su asociacion con

enfermedad (Cui, et. al., 2017a).
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PPV7. Es uno de los mas recientemente identificado en muestras de
hisopados rectales de cerdos adultos sanos en 2016. Se menciona que la infeccion
puede ser asintomética, ya que no ha sido reportado en presencia de
manifestaciones clinicas. Hasta el presente, no hay vacuna en contra de ningun

PPV emergente (Palinski et. al., 2016).

PPV8. Es una especie de reciente descripcion, identificada en la provincia de
Guangdong, China en el 2022 a partir de muestras de pulmones de cerdos con
signos respiratorios positivos a PRRS, se propone gque esta especie pertenezca al

género Protoparvovirus (Guo et al., 2022).

1.3. Especies de parvovirus y su asociacion con circovirus
porcino tipo 2

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus ADN con un genoma circular
reconocido como el agente causal del PMWS mismo que representa una
enfermedad muy importante en cerdos a nivel mundial (Meehan, et. al., 1998; Allan
et al., 1998; Ellis et. al., 1998; Allan et al., 1999; Ellis et. al., 1999; Rosell et. al.,
1999, Kim et. al., 2003; Cibulski et al., 2017). PCV2 es el principal agente causal de
varios sindromes conocidos colectivamente como enfermedad asociada al
circovirus porcino (PCVAD). Muchos de los sindromes asociados con PCVAD son
el resultado de la infeccién con el virus PCV2 y otros agentes como Mycoplasma,
(Gillespie et al., 2009). El sindrome multisistémico de emaciacién post-destete, se
caracteriza por causar una emaciacion marcada en cerdos destetados de 2 a 4

meses de edad con evidencia de agrandamiento de los linfonodos. Ocasionalmente,
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se aprecia disnea e ictericia (Allan, et. al.,1998; Harding et. al., 1998; Allan and Ellis,

2000).

Por otro lado, la infeccion por PCV2 también promueve otras presentaciones
clinicas tales como el sindrome de nefropatia y dermatitis porcina (Porcine
Dermatitis and Nephropathy Syndrome [PDNS], por sus siglas en inglés), la falla
reproductiva asociada a PCV2 (FR-PCV2) en cerdas, la enteritis granulomatosa
asociada a PCV2 (EG-PCV2), entre otros. En conjunto, las diferentes
presentaciones clinicas se agrupan en lo que se define como PCVAD (Opriessnig
et. al., 2007, Opriessnig et. al., 2013). La coinfeccion del PCV2 con otros agentes
bacterianos o virales incrementa la severidad de la PCVAD (Opriessnig et. al., 2012;
Ellis et. al., 2014; Darwich et. al., 2012). En casos de PMWS, la coinfeccién del
PCV2 con el ungulate protoparvovirus 1 (PPV1) incrementa la severidad de la

enfermedad (Adlhoch, et. al., 2010).

Los estudios sobre los PPVs emergentes nos indican que estan distribuidos
alrededor de todo el mundo (China, EUA, principalmente) pero, aun queda incierto
su colaboracién con otros virus, y, como estos en conjunto puedan desarrollar un
signo de enfermedad. Sin embargo, estudios recientes indica que estos parvovirus
emergentes jueguen un papel importante en la enfermedad de PCVDA producida
por el Circovirus porcino tipo 2. Hoy en dia es sabido que el PPV1, asi como el PPV2
tienen una gran asociacion con PCVAD (Ramammorthy et. al., 2008; Gillespie et.
al., 2009). Mientras que para el PPV4 se ha encontrado mas en cerdos con PMWS
(animales jovenes), lo cual sugiere una asociacion con PCVAD (Cibulski, et. al.,

2017). Para el PPV6 y PPV7 se ha encontrado en mayor cantidad en casos de falla
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reproductiva, por lo tanto, estos virus se han detectado mas en fetos abortados, en
especial el PPV6 el cual fue el primero en ser encontrado en tejidos de fetos

abortados (Ouh 10, et. al., 2012; Ni J, et. al., 2014).
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2. JUSTIFICACION

Una de las principales causas de pérdidas econOmicas en la produccion
porcina nacional, es la falta de conocimiento sobre la deteccion, diagnostico y
tratamiento de enfermedades relacionadas con los cerdos, tales como PPV1, PCV2,
mycoplasmosis etc. Asi mismo, es prioritario estar a la vanguardia en la deteccion
de agentes infecciosos emergentes que potencialmente puedan asociarse con los
agentes etiolégicos endémicos, generando presentaciones clinicas mas severas.
Por tanto, es fundamental establecer la prevalencia de nuevos agentes infecciosos
con la finalidad de establecer su potencial patogénico y su impacto en el desarrollo
de cuadros clinicos que impacten a la produccion animal. Con relacion en los PPVs
emergentes, una linea de investigacion importante consiste en la determinacién de
su prevalencia y asociacion con la PCVAD misma que ha sido abordada en el
Laboratorio de patologia molecular. Sin embargo, a pesar de que ha sido detectada
una potencial relacién del PPV5 con la PCVAD, particularmente en su presentacion
de RF-PCV2, aun se desconocen muchos aspectos por lo que se anticipa que su
deteccién en sangre de cerdas primerizas contribuira al estudio de la posible

participacion del PPV5 en falla reproductiva en cerdas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un protocolo de PCR anidado para la amplificacion de secuencias

parciales de VP1 del parvovirus porcino 5 (PPV5) y su implementaciéon a partir de

sangre de cerdas primerizas.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Disefiar iniciadores especificos para la amplificacién de la VP1 parcial del
parvovirus porcino 5 (PPV5).

Determinar la temperatura Optima de alineacion de los iniciadores para la
amplificacion de la VP1 parcial del parvovirus porcino 5 (PPV5) en una PCR
anidada.

Determinar la concentracion optima de MgClz para la amplificacion de la VP1
parcial del parvovirus porcino 5 (PPV5) en una PCR anidada.

Determinar la concentracién 6ptima de templado y la concentracion minima
de deteccion para el protocolo de PCR anidado.

Implementacion de la PCR anidada para la amplificacion de la VP1 parcial
del parvovirus porcino 5 (PPV5) a partir de muestras de sangre de cerdas
primerizas.

Determinar la especificidad de los productos amplificados en la PCR anidada

por secuenciacion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Seleccion de casos

Para la deteccion de PPV5 y la optimizacion de las condiciones de amplificacion del
protocolo de PCR anidada, se utilizaron linfonodos embebidos en parafina del
archivo muestra del Laboratorio A: Patologia Molecular Veterinaria, procedentes de
cerdos afectados por PMWS con base en la presencia de signologia compatible con
la enfermedad (adelgazamiento progresivo, linfadenopatia generalizada), lesiones
histopatolégicas caracteristicas (deplecion linfoide e infiltrado de macréfagos vy
formacién de sincitios) y un patréon de hibridacién in situ positivo a PCV2.
Posteriormente, se seleccionaron 30 muestras de ADN proveniente de sangre de
cerdas primerizas de granjas del Estado de México del archivo de casos del
laboratorio A de la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria para la implementacién

de la técnica.

4.2 Disefo de iniciadores

Para el disefio de los iniciadores, se utilizé el programa bioinformatico
Primer3 input V.0.4.0 (Untergrasser et. al., 2012). La edicion y alineacién se realizé
con el programa informatico BioEdit V7.2.5 (Hall et. al., 1999). Se compararon 10
secuencias del parvovirus porcino 5 de distintos paises: 4 de Polonia (KX273436,
KX352455, KX352457, KX352455) 2 Chinas (KF661535, KU745628) y 4 de EUA
(JX896318, JX896322, JX896319, JX896320) disponibles en el GenBank

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) para evaluar las regiones mas conservadas
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del ORF2 (VP1). Los iniciadores fueron sintetizados comercialmente (T4OLIGO,

Irapuato, Gto.).

4.3 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 (QIAamp DNA
FFPE Tissue kit, Qiagen, Germany). A cada tubo Eppendorf con el tejido, se le
agrego 1 ml. de xilol y se agité 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 mezcl6 con vortex durante 10 segundos y se centrifugé a 14,000 rpm
durante dos minutos a temperatura ambiente. Una vez centrifugado, se retir6 el
exceso de etanol con una micropipeta y se incubd 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 mezclé6 con vortex y se incubd a 56 °C en un
thermomixer (Eppendorf Hamburg, Germany) durante una hora a 350 rpm e
inmediatamente después se incub6 a 90 °C por una hora a 350 rpm para inactivar
la proteinasa K. Al finalizar la incubacion, se adicionaron 200 uL de buffer AL y se
mezcld con vortex por 10 segundos para enseguida adicionar 200 pL de etanol al
99% y mezclar en vortex por 10 segundos. Posteriormente, se centrifug6 a 14,000
rpm durante un minuto y se transfirio el lisado entero a la columna MinElute con un

tubo colector estéril, procurando de no mojar los bordes. La columna se centrifugd
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a 8,000 rpm durante un minuto, se elimind el tubo colector y se colocé otro tubo
colector estéril nuevo para adicionar 500 pyL de buffer AW1 justo en el centro de la
membrana sin tocar los bordes y centrifugar a 8,000 rpm durante un minuto.
Nuevamente, se elimind el tubo colector y se us6 un nuevo tubo para adicionar 500
ML de buffer AW2 y centrifugar a 8,000 rpm por un minuto, eliminar el tubo colector
y colocar en uno nuevo. Acto seguido se eliminé el tubo recolector, 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 yL 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 obtencion del ADN en el tubo colector mismo que se

almaceno a -20 °C hasta su uso.
4.4 PCR anidada

Se utiliz6 ADN gendémico como templado para la amplificacion de productos
del PPVS5, utilizando los iniciadores listados en la Tabla 1. La amplificacion se realizé
en termociclador Master Cycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany) en
reacciones de 50 pl en microtubos cénicos de 0.2 ml., conteniendo 25 pl de Master
Mix (1x MyTaq Mix MgCl2 1.5 mM, 0.2 mM de cada dNTP, BioLine, USA), 50 pM de
cada iniciador y 50 ng de templado. Para la optimizacion de las condiciones de
amplificacion se realizaron gradientes de temperatura, asi como curvas de
concentracion de MgClz, iniciadores y de templado. Las condiciones de amplificacién
fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial (94 °C durante 5 minutos), se

realizaron 40 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto, alineaciéon a 58
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°C durante 1 minuto y elongacion a 72 °C durante 1 minuto. Posteriormente, se

realiz6 una elongacion final de 10 minutos a 72 °C

Tabla 2. Iniciadores disefiados para la amplificacion del ORF2 del parvovirus porcino 5
NUCLEOTIDO PRODUCTO

SECUENCIA INICIADOR | |IBRIDACION ~ ESPERADO
5'- TTTGGGCGCCATATATTGAT-3’ Fw 3363 o1 ciclo 1
5'- ATGCGGAAAAGAGCTAAGCA-3’ Rv 3883
5'- TTAGGAGCCCCGATATATGAAA-3’ Fn 3488 ,
5'- TTGCTGGAGGCTCTTCATTC-3’ Rn 3680 193 Anidado

Adicionalmente, se realiz6 una PCR de un gen constitutivo Hipoxantina
fosforibosiltransferasa (HPRT) de cada muestra para determinar la integridad del
ADN y descartar la posibilidad de resultados falsos negativos. Las condiciones de
PCR se realizaron en reacciones de 50 ul en termociclador Master Cycler Gradient
(Eppendorf, Hamburg, Germany) usando Master mix (BioLine, USA), utilizando los
siguientes iniciadores: Forward 5-TTGCTGACCTGCTGGATTAC-3’ y Reverse 5’-
CTGACCAGGGAAAGCAAAGT-3'. Posterior a la desnaturalizacién inicial (94 °C
durante 5 minutos), se completaron 35 ciclos bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, alineacién a 50 °C durante 30
segundos y elongacion a 72 °C durante 30 segundos. La elongacion final fue de 72

°C durante 5 minutos.

4.5 Visualizacion de los productos amplificados

La visualizacion de los productos amplificados se realizé por medio de electroforesis
en un gel de agarosa, a una concentracion de 1.5% con solucion amortiguadora Tris
1M, &cido bdrico anhidro 1M, Naz, EDTA, 2H20 (TBE, Promega Corp. Madison, WI,

USA). tefiido con 2.5 pl de bromuro de etidio (Promega Corp. Madison, WI, USA).
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Para el llenado de los pozos se utilizaron 8 pl del producto de la PCR con 4 pl de
Buffer de carga (Glycerol 50% v/v, Na2 EDTA 2H20 100Mm, duodecil sulfato de
sodio 1% w/v, azul de bromofenol 0.1% wi/v). se utilizé un marcador de peso
molecular (HyperLadder 1,000 bp, BIOLINE, EUA). La electroforesis se realizd a 90
volts durante 90 minutos, los productos obtenidos se observaron en un

transiluminador de luz UV (Apollo, Instrumentation, Claremont CA, USA).

4.6 Purificacion de productos amplificados

Se realiz6 la purificacion de los productos amplificados, se recortaron las
bandas del gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, para dicha
purificacion se utilizd un kit comercial (EZ10 spin column Gel Extraction Minipreps,
Bio Basic, EUA). Brevemente, en condiciones de esterilidad, se disecaron los
productos del gel de agarosa del tamafio esperado con ayuda de una navaja de
bisturi estéril, colocandose en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y fueron pesadas.
Posteriormente, se le agregaron 400ul de Buffer Il por cada 100 mg de peso para
su incubacién a 60 °C por 10 minutos, agitandose ocasionalmente hasta que la
agarosa estuvo totalmente disuelta. Acto seguido, la mezcla anterior se deposité a
la columna EZ-10, se dej6 reposar 2 minutos y se centrifug6 a 10,000 rpm durante
2 minutos. El filtrado resultante fue eliminado para afiadir a la columna 750 ul de
solucion de lavado para centrifugar nuevamente a 10,000 rpm por 1 minuto. Al
finalizar la centrifugacion, se elimind la mayor cantidad de solucion de lavado para
volver a centrifugar a 10,000rpm durante 1 minuto con el fin de remover cualquier
residuo de la solucién de lavado. Después, la columna EZ-10 se colocé en un tubo

estéril de 1.5 ml para adicionar 50 pl de Buffer de elucion directamente en la
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membrana del tubo, incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Al finalizar,
se centrifugd la columna a 10,000 rpm por 2 minutos y el purificado obtenido se

almacenod a -20 °C hasta su uso.

4.7 Secuenciacion

Se realiz0 la secuenciacion de dos productos positivos amplificados de los
casos de PMWS por medio de estuches que contienen enzimas de alta fidelidad,
posesividad y especificidad requeridas en secuenciacion y clonacion molecular. La
secuenciacion se realizé en una direccion con el iniciador sentido anidado, utilizando
un juego de reactivos comercial (Big Dye Terminator v3.1, Applied Biosystems,
Foster City, CA). Las muestras se secuenciaron mediante el método de Sanger
(Applied Biosystems, Foster City, CA.) en el Instituto de Fisiologia Celular (UNAM,

Ciudad Universitaria, Coyoacan, México).

4.8 Analisis de datos

La alineacion, edicion y la determinacion de la matriz de identidad de las
secuencias de nucleoétidos se realizaron con el programa Bioedit (Bioedit V7.2.5,
Ibis Bioscience, Carlsbad, CA). Para conocer la especificidad de la secuencia del

ADN viral se utiliz6 el programa informéatico BLAST (National Center for

Biotechnoloqgy Information, U.S. National Library of Medicine 8600 Rockville Pike,

Bethesda MD, 20894 USA). Los arboles filogenéticos se generaron utilizando el
programa MEGA (Tamura et al., 2013), con el modelo de Kimura 2-parametro y para
validar los arboles se utilizd6 Bootstrap (1000 repeticiones), valores mayores a 65

(650) fueron considerados altamente similares.
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5. RESULTADOS

Los iniciadores disefiados mostraron ser especificos para una zona
conservada del ORF2, el cual corresponde a la proteina viral VP1 (Figura 3). Los
dos casos de PMWS seleccionados como controles positivos mostraron una banda
del tamafo esperado (196 pb). Los productos secuenciados mostraron una similitud
del 100% con secuencias ya establecidas en el GenBank correspondientes al PPV5
La secuencia obtenida mostro una identidad del 100% con las siguientes secuencias
del GenBank: MK378349, MK378347, MK378346, MK378345, MK378344,
MK378343, MK378342, MK378341, MK378338, MK378337, MK378336,
MK378332, MK378331, MK378326, MK378309, MK378307, MK378306,
MK378305, MK378295, MK378223, MK378291 (Fig. 4). La topologia del arbol
revel6 que las secuencias se agruparon en 6 ramas bien definidas, correspondiente
a cada uno de los PPVs (1-6), adicionalmente, las secuencias obtenidas en el
presente trabajo (MH717883 y MH717884) comparten la misma rama que las
secuencias correspondientes al PPV5 obtenidas en el Genbank, el cual es

comprobado con un valor de 1000 repeticiones de boostrap (Fig. 5).

Se amplificaron productos en el gradiente de temperatura utilizado (54°C, 56
°C, 58 °C, 60 °C). Sin embargo, la banda mas definida e intensa se observé a una
temperatura de 58 °C (Fig. 6). Con respecto al rango de concentracion de MgClz,
se amplificaron productos del tamafo esperado en todas las concentraciones
empleadas (1.5 Mm, 1.75 Mm, 2.0 mM, 2.25 mM) (Fig. 7). La curva de iniciadores

revel6 que las bandas con mejor definicidn se obtuvieron en las concentraciones de
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50 y 75 pmol (Fig. 8). La concentracion minima de deteccion fue de 12.5 ng con
base en el rango de concentracion de templado utilizado (Fig.9).
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Figura 3. Alineacion de iniciadores disefiados por Bioedit. Se muestran zonas
conservadas en la alineacién. A. Iniciador forward, B. Iniciador reverso, C. Iniciador
forward anidado, D. Iniciador reverso anidado.
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Figura 4. Homologia de la secuencia obtenida con secuencias del gen bank. Las
secuencias obtenidas en el trabajo mostraron 100% de homologia con diversas
secuencias del gen bank descritas como PPV5. Captura de pantalla BLAST.
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Figura 5. Arbol filogenético de las distintas especies de Parvovirus. El arbol muestra 7 ramas
bien definidas para cada una de las especies de Parvovirus porcino, las cuales provienen de
diferentes paises, dichas secuencias estan identificadas con el nUmero de acceso del GenBank;
con 1000 repeticiones de boostrap. Valores arriba de 70 fueron considerados significativos.
Recuadro azul corresponde a la secuencia obtenida en el presente trabajo.
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Figura 6. Gradiente de temperatura para la amplificacion de PPV5. Marcador
de pares de bases (Mpb). Lineas 1-4 productos positivos. Gel de agarosa al
1.5%.

MPB 1.5mM 1.75mM 2.0mM  2.25mM

Figura 7. Curva de concentracion de MgClz para la amplificacién de PPVS5.
Marcador de pares de bases (Mpb). Lineas 1-4, productos positivos. Gel de
agarosa al 1.5%.
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MPB 75pmol 50pmol 25pmol 12.5 pmol

Figura 8. Curva de concentracion de iniciadores para la amplificacién de PPV5.
Marcador de pares de bases (Mpb). Lineas 1-4 productos positivos. Gel de
agarosa al 1.5%.

MPB 150 ng 100 ng 75 ng 50 ng 25 ng 12.5 ng 6.25 ng

-
-
-

Figura 9. Curva de concentracion de templado para la amplificacion de PPV5.
Marcador de pares de bases (Mpb). Lineas 1-6 productos positivos. Gel de
agarosa al 1.5%.

La implementacion de la técnica de PCR anidado-estandarizada utilizando el
ADN obtenido de sangre de la poblacion experimental cerdas mostré que 15/30 de

las muestras fueron positivas al PPV5, revelando una prevalencia de 50%. En la
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figura 10 se muestran casos representativos de la amplificacién de PPV5 mediante
el uso de templado de cerdas primerizas. Sin embargo, la estandarizacion se realizé
con linfonodos embebidos en parafina y al utilizar sangre completa, la amplificacion
no fue la deseada por lo que se optd por modificar el iniciador Forward anidado, el
cual se recorrio dos nucledétidos hacia el extremo 5” (posicion 3486) de la secuencia,

amplificando un producto de 195 pb (5"-GATTAGGAGCCCCGATATATGA-3")

Todas las muestras amplificaron productos del tamafio estimado (229 pb)

para HPRT, incluyendo las negativas a PPV5 (Fig. 11).

Figura 10 . PCR anidada para la amplificacion de PPV5 a partir de ADN de
sangre de cerdas primerizas. Marcador de pares de bases (L1), control positivo
(L10), casos positivos al PPV5 (L3, L5, L6). Gel de agarosa al 1.5%.
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Figura 11. PCR para la amplificacién del gen constitutivo Hipoxantina-guanina-
fosforibosil transferasa 1 (HPRT1) a partir de ADN de sangre de cerdas
primerizas. Linea 1 marcador de pares de bases (Mpb). Lineas 2-6, productos
positivos de 229 pb. Se muestran los casos negativos a PPV5 Gel de agarosa
al 1.5%.
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6. DISCUSION

Los PPVs emergentes estan ampliamente distribuidos a lo largo de todo el
mundo. Sin embargo, hasta el momento no se tiene certeza sobre su participacion
en el desarrollo de enfermedad. En diversos estudios, se ha evaluado la posibilidad
de que estos virus presenten relacion con las diferentes presentaciones de la
PCVAD debido a que se ha observado una considerable coinfeccién de PPVs con
el PCV2 (Saekhow, 2011; Cui, et. al., 2017b). En el presente estudio, se optimizaron
las condiciones para la amplificacion de secuencias de PPV5 por PCR para su

implementacion en muestras de sangre de cerdas primerizas.

Los iniciadores disefiados exhibieron especifidad para la amplificacion de
PPV5 dado que se obtuvieron productos de tamafio esperado que presentaron una
similitud del 100% con relacion en las secuencias publicadas y el andlisis
filogenético mostr6 que se agruparon con secuencias de PPV5, asi mismo,

comparte rama con una secuencia proveniente de China (KU745628).

Con base en dichos elementos, se utiliz6 el ADN de muestras parafinizadas
de linfonodo como controles positivos para la optimizacion de las condiciones de
amplificacion. Debido a que uno de los parametros en la validacion de protocolos
de PCR es la determinacion de la temperatura de alineacion, se realiz6 un gradiente
de temperatura, considerando la temperatura de desnaturalizacion (melting
temperature [Tm] por sus siglas en inglés) de los iniciadores misma que representa
la temperatura en la cual la mitad del ADN se encuentra en su forma desnaturalizada
(cadena sencilla) (Boehringer Mannheim, 1996). En el presente trabajo, se tomo

como referencia la Tm indicada por el proveedor de los iniciadores (64°C) y se realizd
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el gradiente 2, 4 y 6 grados por debajo de la Tm. De esto modo, los iniciadores
demostraron amplificacién de los productos validados por secuenciacién en todas
las temperaturas del gradiente. Se eligio la temperatura de 58°C para proseguir con

la optimizacién de los siguientes pardmetros dado que la banda era méas definida.

Otro componente relevante para la amplificacion es la eleccién de una
correcta concentracibn de magnesio ya que la enzima ADN polimerasa es
dependiente de magnesio y determina la fidelidad de esta (Cateses et al., 1997).
Sin embargo, altas concentraciones de magnesio pueden ir en detrimento de la PCR
debido a que los cationes divalentes libres estabilizan fuertemente las uniones de
ADN de doble cadena, lo cual interfiere con la hibridacion de los iniciadores
(Boehringer Mannheim, 1996). No obstante, se observo amplificacion en todas las
concentraciones de MgClz probadas. Adicionalmente, se pudo obtener amplificacién
utilizando bajas concentraciones de los iniciadores (12.5 pM) pero las bandas fueron
muy tenues (Figura 8, linea 4). Lo anterior aunado a la baja concentracion minima
de deteccién (12.5 ng) son compatibles con alta eficiencia y sensibilidad de los
iniciadores disefiados. En todos los casos no hubo evidencia de amplificacion de
productos inespecificos (Figuras 6-9). En conclusion, los iniciadores validados
mostraron ser especificos y sensibles para la deteccion de secuencias de PPV5
mediante la utilizacién de los controles positivos. Asi mismo, en la composicion de
la mezcla de PCR, se determind utilizar 1.5 ng de MgCl: dado que es la
concentracion estandar en las mezclas comerciales, asi como 50 ng de templado y
50 pM de iniciadores como concentraciones éptimas con la finalidad de ubicarse por

encima de la concentracién minima de deteccion.
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Sin embargo, la implementacion del protocolo optimizado en las muestras de
sangre de cerdas primerizas revel6 que las bandas obtenidas eran demasiado
tenues para ser visualizadas en el gel a pesar de que el producto del control positivo
si mostré una intensidad similar a la observada en la estandarizacién. Lo anterior es
sugestivo de una baja carga viral en las muestras de sangre. Sin embargo, esta
aseveracion requiere ser corroborada mediante PCR cuantitativa (QPCR). Por tal
motivo, se resolvié evaluar y editar las parejas de iniciadores con la finalidad de
incrementar la sensibilidad de la deteccion en muestras de sangre. Con dichos
ajustes que se generaron para los iniciadores se logr6 mejorar la amplificacién

(Figura 10).

De este modo, se observé una frecuencia del 50% del ADN de PPV5 en la sangre
de cerdas primerizas aportando informacién adicional sobre la presencia de esta
especie emergente en México y su potencial participacion en la falla reproductiva

en cerdas.

Histéricamente, varios agentes virales han sido asociados con el desarrollo
de PMWS. Entre éstos destacan el Ungulate protoparvovirus 1 (PPV1) y el virus
del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSv, por sus siglas en inglés)
dado que se describe que ambos agentes infecciosos en coinfeccion con PCV2,
incrementan la severidad de los cuadros clinicos de PCVAD (Fenaux et. al., 2000
Blomstrom et. al., 2009; Gillespie et. al., 2009; Adlhoch et. al., 2010; Opriessnig et.
al., 2012; Ellis et. al., 2014). Por tal motivo, se postula que los PPVs emergentes
podrian participar en el desarrollo de PCVAD, e incluso incrementar los signos

clinicos de la enfermedad teniendo una marcada coinfeccién tal y como se ha
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descrito para el PPV1 (Gillespie et. al., 2009; Blomstrom et. al., 2009). Sin embargo,
existe poca informacion sobre la posible participacion de los PPVs en el desarrollo
de enfermedad, por lo tanto, no se tiene conocimiento sobre las células blanco que
estos afectan, ni su distribucién en los diferentes érganos o tejidos (Novosel, et. al.,
2018). Se describe que el PPV2 es la especie emergente mas prevalente y por
tanto, de la que existen mas estudios sobre su relacion con la PCVAD (Saekhow et.
al., 2011, Xiao et. al., 2013, Opriessnig, et. al., 2014, Saekhow et. al., 2015, Cui et.

al., 2017a, Novosel, et. al., 2018).

La aplicacion de nuevas técnicas de biologia molecular ha acelerado la
identificacion de nuevas especies de parvovirus porcino en una gran variedad de
tejidos y muestras. Para fines préacticos, es fundamental la eleccion de la muestra
ideal para el diagnostico de los PPVs emergentes. Las muestras mas utilizadas para
la deteccion de PPVs son lavados bronquiales, tejido pulmonar y fetos abortados
(Palinskii et. al., 2016) asi como suero o sangre para la deteccion de viremia (Cui
et. al., 2017a). En cerdos en crecimiento se ha reportado una prevalencia de viremia
del PPV5 del 30% al 50% (2/5) en la doceava semana de edad mientras que en
cerdos con 18 semanas de edad hay una prevalencia menor al 30% (1/10) (Cui et.
al., 2017a). En el presente estudio, se obtuvo una prevalencia de 50% (15/30) en
sangre de cerdas primerizas con mas de 18 semanas. Es posible que una alta
prevalencia de viremia en cerdas reproductoras promueva transmision
transplacentaria que a su vez conduce a mayor prevalencia en cerdos de menor

edad misma que con el tiempo declina como se observo en el estudio referido.
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Como se ha mencionado, estas especies emergentes de parvovirus porcino
han sido detectados en diversos tejidos de cerdos, estos tejidos provienen de
animales sanos o enfermos, particularmente en casos asociados a PCV2. En
México, el PPV5 fue detectado en linfonodos embebidos en parafina proveniente de
lechones destetados afectados por el PMWS (52% 26/50), demostrando una co
infeccion entre estos dos agentes virales, cabe mencionar, que las otras especies
también fueron detectados en estos tejidos (PPV2 74% (37/50) PPV3 84.0% (42/50)
PPV6 100% (50/50), asi mismo, el PPV5 fue detectado en 32.1% de las muestras
de corazones de fetos abortados provenientes de casos de falla reproductiva
asociada a PCV2, confirmando asi la relacion que tiene la falla reproductiva
asociada a PCV2 con el PPV5 (Garcia-Camacho et. al., 2020). En contraste, este
estudio pone en manifiesto la deteccion del PPV5 en la sangre de cerdas primerizas
encontrando una frecuencia mas elevada en progenitoras asociadas con

PCV2(50% (15/30).

Como ya se ha propuesto, el tipo de muestra es de gran ayuda para hacer
un diagnéstico oportuno en las granjas de cerdos, por ello en Estados Unidos (USA)
se dieron a la tarea de detectar al PPV4 Y PPV5 en diferentes muestras como en
tejido pulmonar, encontrando un 1.7% (3/178) (Chao-Ting et. al.,2013) se puede
suponer que este 0rgano no es importante para la replicacion de estas nuevas
especies de parvovirus /emergentes. Mientras que en sangre de cerdas primerizas
fue de un 83% (25/30). Por lo tanto, se puede confirmar que estos parvovirus
emergentes (PPV5) tienen una gran asociacion con las enfermedades asociadas al

PCVD2.
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Mientras que las frecuencias globales con respecto al PPV5 son reportados
en Polonia 6.1% siendo mas frecuente en cerdos con 12 semanas de edad y en
cerdos de finalizacién (30%-50% de encontrarlo en muestras de suero sanguineo)
(Cui et. al., 2017a). Por otro lado, en EUA comparte un rango de 9.3% en donde
podemos encontrar con mayor frecuencia este virus en cerdos de finalizacion (7.4%
en muestras de tejido pulmonar), también lo podemos encontrar en suero sanguineo
y fluidos toracicos en un 0.5% (Xiao et. al., 2013), contrastando con el resultado
obtenido en Polonia. También contrastando estos resultados con el presente
estudio, en el cual se obtuvo un 50% de muestras positivas al PPV5, las cuales
fueron obtenidas de sangre de cerdas primerizas. Por lo tanto, se demuestra que
en nuestro pais existe con mayor prevalencia esta enfermedad, la cual se relaciona

con los otros paises en la edad reportada, es decir en la etapa adulta del cerdo.

Hoy en dia se usan varias técnicas de biologia molecular para poder detectar
y diagnosticar estas enfermedades virales y otras mas, entre ellas se encuentran:
PCR anidada, PCR multiplex, PCR en tiempo real, ELISA, Inhibicion de la
Hemoaglutinina, Hibridacién in situ, etc. Siendo mas utilizada la PCR y sus
variantes, pero en especial la PCR anidada, ya que esta puede detectar pequefias
cantidades de ADN viral, lo que quiere decir que aumenta la sensibilidad de la
prueba, por lo que en el presente trabajo se uso6 dicha prueba, obteniéndose una
concentracion minima de deteccion de 6.25 ng lo cual es indicativo de que la PCR

anidada optimizada ademas de ser especifica presenta alta sensibilidad.
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/. CONCLUSIONES

> El parvovirus porcino 5 se encuentra presente en nuestro pais.

> La técnica de PCR anidado-estandarizada en este trabajo demostro
ser altamente sensible y especifico para la deteccion del PPV5.

> El parvovirus porcino 5 circula en sangre de cerdas primerizas, por lo
tanto, esta muestra es muy factible para su deteccion.

> La prevalencia del parvovirus porcino 5 en México es mas alta que la

reportada en otros paises como EUA y Polonia.
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