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Resumen: El virus diminuto del ratén puede producir alteraciones de los pardmetros
fisioldgicos de los animales infectados, lo que hace que se modifiquen los resultados de
aquellas experiencias en las que el ratén es utilizado como modelo experimental. Para
poner en practica medidas adecuadas de control del virus en bioterios, son necesarios
métodos de deteccidn eficientes, ya sea técnicas seroldgicas que ponen en evidencia la
presencia de anticuerpos antivirales en el huésped, o técnicas moleculares como la PCR.
El objetivo de este trabajo fue disenar y poner a punto una técnica de PCR semianidada
para la deteccién de ADN viral a partir de muestras de materia fecal y de bazo vy,
determinar, mediante esta técnica molecular, la prevalencia del virus en bioterios de
Argentina. Diecinueve muestras de pools de heces (del 41,3% de los bioterios) y 109
muestras de bazo (del 47,82% de los bioterios) resultaron positivas. La prevalencia a
partir del andlisis total de las muestras de bazo fue estimada en 23,69%. La técnica de
PCR semianidada disefiada, constituye una herramienta molecular sensible y especifica
para realizar la deteccién del virus diminuto del rat6n en instalaciones de animales de
experimentacién de Argentina.
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Abstract: The minute virus of mice may alter physiological parameters of infected
animals, which can lead to modifications in research results when mice are used as an
experimental model. Efficient detection methods are necessary to implement adequate
virus control measures in mice facilities, either by serological techniques that reveal the
presence of antiviral antibodies in the host, or by molecular techniques such as PCR.
The purpose of this study was to design and standardize a hemi-nested PCR technique
to detect viral DNA from stool and spleen samples and to determine the prevalence
of the virus in conventional mice facilities of Argentina by this molecular technique.
Nineteen pools of stool (from 41.3% of conventional facilities) and 109 spleens (from
47.82% of conventional facilities) were positive. The prevalence from the total analysis
of the spleen samples was estimated at 23.69%. The designed hemi-nested PCR was
sensitive and specific and allows the detection of minute virus of mice in experimental
mice facilities of Argentina.

Keywords: Argentina, Minute virus of mice, PCR, prevalence.
Introduccién

La presencia de agentes infecciosos en colonias de animales de
laboratorio representa un serio problema, sobre todo cuando los
mismos son utilizados para investigaciones biomédicas. Pueden producir
enfermedades con signos clinicos manifiestos o causar infecciones
subclinicas y asintomdticas, modificando los pardmetros fisiologicos y
produciendo alteraciones significativas en los resultados experimentales
(Nicklas et al., 2002).

Entre los agentes virales que afectan a las colonias de ratones, se destaca
el virus diminuto del ratén (MVM, del inglés minute virus of mice),
un parvovirus descubierto por Hartley y Rowe (1960) y posteriormente
descripto por Crawford (1966) (Besselsen et al., 2008; Crawford et al.,
1969). Actualmente se describen las cepas denominadas MVMCR (la
cepa original de Crawford de 1966), MVMp (cepa prototipo obtenida a
partir de MVMCR mediante purificacién en placa), MVMi que es una
variante inmunosupresora descubierta en 1976 (Bonnard ez al., 1976;
Engers e al., 1981; McMaster ez al., 1981), MVMc (cortador) que fue
aislado durante la década del 80 como contaminante de células BHK-21
(Besselsen ez al., 1996) y MVMm (Missouri) aislado de ratones NOD
homocigotas infectados de la Universidad de Missouri (Besselsen ez al.,
2006). Desde el descubrimiento del MVM a la actualidad, solo dos
cepas han sido estudiadas extensamente, las cepas de MVMp y MVMi,
mientras que las cepas MVMc y MVMm no han generado interés en
la investigacion, debido a que presentan las mismas caracteristicas que
MVMp (Besselsen ez al., 1996; Beseelsen ez al., 2006).

Como todos los parvovirus, el MVM es extremadamente resistente a
la inactivacidn. Resiste a la desecacion, al pH entre 2 y 11, al cloroformo,
al éter y al alcohol. Solo es inactivado al exponerlo a 100 °C durante
15 minutos, a 80 °C durante 2 horas o a 40 °C durante mis de 60 dias
(Toolan, 1990).

El MVM es considerado, internacionalmente, de alta prevalencia en
colonias de ratones (Janus ez 4/, 2008, 2010). Durante la infeccién
aguda, la replicacién del virus se produce en el intestino delgado, en
organos linfiticos y en el higado. Se elimina y transmite a través de
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la orina, exudados respiratorios y heces, en las que puede persistir
durante varias semanas (Carter & Saunders, 2007). Acttia sobre
el sistema inmune del animal al alterar la actividad de linfocitos
T y B y generar la lisis de linfocitos T. Puede provocar escaso
desarrollo, o atin la muerte de animales prematuros y, eventualmente, la
muerte de animales inmunodeprimidos. La infeccidn natural de ratones
inmunocompetentes, generalmente es asintomadtica Oanus & Bleich,
2012).

EL MVM puede interferir en las investigaciones biomédicas, como
por e¢jemplo en la, cuando los ratones son utilizados como modelos
experimentales para ser trasplantados con neoplasias. Si esta presente, el
virus disminuye o suprime el factor de crecimiento de los tumores. Por
esta razon se produce un efecto desfavorable para la investigacion, ya que
los ratones constituyen la fuente de origen del material para el anélisis
bioldgico de los elementos moleculares y celulares de la transformacién
neoplésica y del desarrollo de metastasis (Zhang ez al., 2013). Por este
motivo, es importante implementar un programa de control sanitario,
utilizando métodos que puedan detectar rdpidamente el virus y asi
adoptar las medidas profilcticas correctas (Janus & Bleich, 2012).

El aislamiento viral en cultivos celulares, técnica de oro para el
diagndstico de las infecciones virales, es dificil de lograr con los parvovirus
en general, debido a que los mismos requieren que la célula hospedadora
se encuentre en fase S del ciclo de division celular para infectarla. Esto
no siempre es posible, por lo que un resultado negativo no implica
necesariamente que el agente viral esté ausente. Por lo tanto, las técnicas
seroldgicas para deteccién de anticuerpos han sido siempre los métodos
mids seguros para realizar el diagndstico de una infeccién viral (Ball-
Goodrich et al., 2002).

La prueba de inhibicién de la hemaglutinacién fue la primera técnica
utilizada para el diagndstico seroldgico. A pesar de ser una prueba
especifica, para realizarla se necesitan altas cantidades de antigeno viral
cuantificado (sobrenadante de cultivos celulares infectados), por lo que es
muy trabajosa cuando se deben analizar numerosas muestras (Livingston
& Rﬂey, 2003). Es por eso que comenzod a utilizarse, mas rutinariamente,
el analisis mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Esta
prueba es sensible y fue considerada la técnica de oro para el diagnéstico
seroldgico. Sin embargo, presenta algunas desventajas, entre ellas que los
antigenos que se utilizan para realizarla (en general células infectadas)
contienen proteinas NS del virus, lo que hace que se produzca reaccién
cruzada con anticuerpos producidos contra otros parvovirus del ratén.
Ademds, se requiere mds personal capacitado, por lo que resulta util
solo para analizar una reducida cantidad de muestras. Por otro lado, la
interpretacién de los resultados es, en muchas oportunidades, subjetiva
(Kunita ez al., 2006).

Igualmente, tanto la inhibicién de la hemaglutinacién como la
inmunofluorescencia indirecta siguen siendo utilizadas en algunos
laboratorios cuando se trabaja con una cantidad de muestras pequena
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o cuando es necesario realizar un andlisis confirmatorio en una muestra
dudosa (Mahler ez 4l., 2014; Pritchett-Corning ez 4l., 2009).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (a pesar de las limitaciones
descriptas) y las pruebas de ELISA, junto con las técnicas moleculares
como la PCR que permiten detectar la presencia del 4cido nucleico
viral, son actualmente métodos de diagnéstico rdpidos y considerados
de referencia (Ball-Goodrich et 4/, 2002; Goto et al., 2009; Mihler &
Nicklas, 2004; Mahler ez 4., 2014).

Ladeteccién de anticuerpos mediante técnicas de ELISA (en diferentes
modalidades) es la més utilizada, porque estas pruebas son altamente
sensibles y especificas, se automatizan ficilmente y los resultados
obtenidos proporcionan una medida objetiva de la inmunorreactividad
de la muestra (Livingston & Riley, 2003).

La PCR es la técnica molecular de eleccién para la deteccién de
muchos agentes infecciosos. Para desarrollar una PCR que detecte el
MVM, pueden utilizarse primers correspondientes a las secuencias de los
genes codificantes de las proteinas NS1 o VP2. Las secuencias génicas
de NS1, al ser conservadas entre las distintas especies de parvovirus de
roedores, son utilizadas como una indicacién "genérica” de la infeccién
por parvovirus que incluye también el parvovirus del ratdn. Las secuencias
génicas de VP2 se utilizan para la diferenciacién de la especie viral
(Besselsen e al., 2008) y son las mas adecuadas para detectar ADN a
partir de tejidos de ratones infectados de aproximadamente 8-10 semanas
de edad (Besselsen ez al., 1996; Kapil, 1995; Redig & Besselsen, 2001)
y de las heces potencialmente infectadas que se encuentran en el lecho
de los habiticulos de los animales (Bauer & Riley, 2006; Kunita ez
al., 2006; Ueno er al., 1998). La PCR se recomienda, ademds, para
la evaluacién de animales inmunodeficientes, para detectar infecciones
subclinicas y también para la identificacion del MVM en material
bioldgico contaminado, por ejemplo los cultivos celulares o lineas
tumorales (Bauer ez al., 2004; Blank ez 4l., 2004; Bootz et al., 2003;
Chang ez al., 1997; Zhan et al., 2002). También puede aplicarse como
técnica de monitoreo del medio ambiente en cabinas ventiladas, para
decidir la utilizacién de animales que se encuentran en cuarentena, para
la identificacidn y caracterizacién de los aislamientos de virus y para la
confirmacién de los resultados serolégicos (Besselsen ez al., 2006, 2008;
Shek, 1998, 2005).

A pesar de la disponibilidad de ensayos de diagnésticos sensibles
y especificos, la deteccién del MVM sigue siendo problemdtica en
las colonias de ratones con baja prevalencia de infeccién, ya que son
requeridos titulos virales altos para inducir la infeccién productiva,
detectable tanto en ratones destetados como en adultos. En estos casos, se
recomienda el uso de ratones centinelas (Besselsen ez 4/, 2008; Clifford
& Watson, 2008), de preferencia animales BALB/c o Swiss (Pritchett-
Corning et al., 2009).

Es por eso que, actualmente, las normativas internacionales aconsejan
implementar, conjuntamente, técnicas seroldgicas y moleculares
sensibles. Ambos tipos de técnicas presentan ventajas y desventajas y, por
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lo tanto, ningtin método debe ser utilizado exclusivamente para todas las
pruebas en los programas de vigilancia de salud de animales de laboratorio
(Compton & Riley, 2001; Livingston & Riley, 2003; Mahler ez al., 2014).

Teniendo en cuenta estas premisas, en el Laboratorio de Animales de
Experimentaciéon (LAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV)
de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) se trabajé en el disefio
de ambos tipos de técnicas. Se desarrollé un ELISA indirecto (iELISA),
altamente sensible (100%) y especifico (99%), utilizando sueros que
fueron primeramente clasificados como positivos o negativos a MVM
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Este iELISA
desarrollado demostré ser una herramienta ttil para utilizar como prueba
tamiz para seleccionar animales serolégicamente positivos de manera mas
rdpida y determinar la prevalencia seroldgica en bioterios (Laborde ez 4l.,
2017).

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue disefar y poner a punto
una técnica de PCR semianidada (sn-PCR) para la deteccion de ADN
viral en muestras de materia fecal y bazo y determinar, mediante esta
técnica molecular, la prevalencia del MVM en colonias de ratones de
bioterios de Argentina. Los resultados se compararon con los obtenidos
con la prueba de iELISA (Laborde ez 4l., 2017) que por su sensibilidad y
especificidad es la técnica de referencia ya validada en el LAE de la FCV-
UNLP.

Materiales y métodos

Disefio_experimental: este trabajo fue supervisado y aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la FCV-UNLP, con el cédigo N° 59-1-16T. Todos los

procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con los principios

éticos para el uso de los animales de laboratorio del Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas (CIOMS).

Se evaluaron 46 bioterios de instituciones publicas y privadas de
Argentina, de las cuales 40 se localizaban en la provincia de Buenos
Aires y seis en las provincias de Santa Fe, Cérdoba y Mendoza. En
estas instituciones se desarrollaba la ensefanza y/o investigacion y la
produccién y control de calidad de productos farmacéuticos, vacunas
y otros inmundgenos. La mayorfa de las instituciones (n=44) posefan
bioterios convencionales al momento de la toma de muestras. Las
otras dos instituciones posefan bioterios que habian adquirido cabinas
ventiladas y tenfan dos propdsitos, uno el de producir ratones de
laboratorio para satisfacer las exigencias de la investigacién y para
control de inmundgenos y, el otro, el de producir y mantener animales
transgénicos. Los animales de cada institucion fueron transportados en
cajas adecuadas hasta el LAE y, luego de la recepcion, fueron identificados,
registrados apropiadamente e inspeccionados para evaluar el estado de
salud y la presencia de lesiones visibles. El procedimiento estindar
al recibir los animales consistié en recabar la informacién que las
instituciones involucradas completaron en una planilla disenada para tal
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fin, basada en los criterios establecidos por el programa de vigilancia de
la salud de los animales y en las recomendaciones internacionales del
Consejo Internacional para la Ciencia Animal de Laboratorio (ICLAS) y
la Federaciéon Europea de Asociaciones de Ciencia Animal de Laboratorio
(FELASA).

El tamano de la muestra fue determinado mediante la férmula
estadistica:

A =g log-log / (1-P)

A = tamano de la muestra, P = porcentaje de animales infectados en
la colonia y ¢ = limite de confianza; siendo P = 0,25, 2« = 0,05y A = 10
animales. La probabilidad de detectar al menos un animal positivo en la
muestra evaluada fue del 95% (ILAR, 1976; Nicklas, 2002).

Obtencion de muestras

Se evaluaron 460 animales en total (n=46 bioterios). Las muestras fueron
obtenidas de la siguiente manera: de una colonia de cada bioterio, se
enviaron al LAE las cajas con las correspondientes cepas de ratones
(BALB/c, C57BL6 y Swiss), de 6 a 10 semanas de edad (una caja para
cada cepa cuando habia mis de una cepa en el bioterio). En el LAE
se tomaron, aleatoriamente, diez ratones en total por cada bioterio, de
diferentes cepas (cuando se recibia mds de una cepa), y teniendo en cuenta
que hubiera 50% de machos y 50% de hembras. Los animales se colocaron
en una unica caja de alojamiento por bioterio y, posteriormente, fueron
sometidos a eutanasia por inhalacién de una mezcla de diéxido de carbono
y oxigeno (30/70 %) en una cdmara apropiada. Se realizé el sangrado a
blanco por puncidn cardiaca para extraccion de sangre y obtencion de los
sueros, los que se conservaron a -20 °C. Se colectaron heces de cada caja
de alojamiento para formar una poo/ de 2 gramos aproximadamente y se
extrajo el ADN con un kit comercial (Fecal Ultra Clean ™, Mo Bio Bio
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA). Durante la necropsia se extrajo el
bazo de cadaanimaly se realiz6 la extraccién de ADN con un kit especifico
para tejidos (Ultra Clean ™, Mo Bio Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA,
USA).

Los 460 sueros fueron analizados utilizando el iELISA para detectar
anticuerpos contra el MVM. Sintéticamente, para este iELISA se utilizé
un antigeno producido a partir de sobrenadante de células BHK-21
(Banco Argentino de Células) infectadas con la cepa MVMp (cedida
por el Centro Multdisciplinario para la Investigacién Bioldgica en
el Area de Ciencia de Animales de Laboratorio de la Universidad
de Campinas de Brasil - CEMIB UNICAMP-). El sobrenadante fue
clarificado y concentrado por ultracentrifugacion utilizando un gradiente
de sucrosa. Se establecieron las diluciones éptimas de uso del antigeno
y suero mediante una titulacién en tablero de ajedrez utilizando dos
sueros de referencia (positivo y negativo) proporcionados por el CEMIB
UNICAMP vy cuatro sucros (dos negativos y dos positivos) clasificados
previamente por la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Como
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segundo anticuerpo se utilizé un suero de cabra anti inmunoglobulina
G de ratén conjugado con peroxidasa (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el revelado se
utiliz6 una solucién compuesta por ABTS (4cido 2,2'-azino—bis—(3—
etilbenzotiazolin—6-sulfénico, Sigma) diluido en buffer citrato 0,1 M,
fosfato de sodio 0,2 M y 0,01 % de H,O,. Los resultados fueron
publicados por Laborde ez 4/., (2017).

Las muestras de ADN de bazos y de pools de heces se conservaron a
-20 °C hasta el momento de finalizar la puesta a punto de la técnica de sn-
PCR, que se describe a continuacién, y proceder a su analisis.

Técnica de sn-PCR

Para la deteccién molecular se disend, en el LAE de la FCV-UNLP, una
técnica de sn-PCR a partir de un alineamiento multiple de secuencia
del gen que codifica para la proteina VP2. Para la primera ronda de
amplificacion se utilizé un par de primers disefiados sobre la regién mas
conservada del gen VP2 (PAR-R y PAR-F), capaz de detectar la presencia
de cualquier parvovirus de ratén y, para la segunda amplificacion, se
diseqié el primer MVM-R (en reemplazo del PAR-R), especifico para
MVM:

PAR-R: 5'-CTAATGCTTGGGGAGTTTGG-3’

PAR-F: 5"-CTWGGTTTGTGTTCAAGATC-3’

MVM-R: 5'-GCTTCACTCCACCAGTTAAC-3" (especifico para
MVMp)

Para establecer la temperatura de annealing dptima para cada reaccion
de PCR, se ensayaron cinco temperaturas en un mismo ciclado, utilizando
un gradiente de temperatura de 54 a 62 °C (con un incremento de 2 °C
por muestra). Para la optimizacién de la sn-PCR se utiliz6, como molde, el
ADN extraido de la cepa prototipo de MVMp y, como control negativo,
se colocd agua libre de nucleasas en lugar del molde. Para determinar la
especificidad de la sn-PCR, se utiliz6 ADN extraido a partir de cepas de
parvovirus porcino, parvovirus canino y virus Kilham (parvovirus de la
rata), disponibles en el Laboratorio de Virologia de la FCV-UNLP.

Después de verificar que cada par de primers amplificaba un fragmento
del tamano esperado, los productos de cada ronda de PCR fueron
secuenciados (Biotechnology Resource Center, University of Cornell,
Ithaca, USA). Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa
BLASTn para comprobar la identidad de los fragmentos amplificados y
la especificidad de los primers.

Para determinar el limite de deteccién (sensibilidad analitica) de la sn-
PCR se realizaron diluciones seriadas en base 10 de la cepa prototipo,
previamente titulada mediante la técnica de hemaglutinacion (titulo de
HA: 256).

Una vez puesta a punto la sn-PCR, se analizaron las muestras
provenientes de los distintos bioterios. Para la primera reaccién se
utilizaron 5 pl de ADN molde (provenientes de cada pool de heces o
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muestras de bazos y extraidos como se detallé anteriormente), que se
agregaron a la mezcla de reaccién (volumen final de 25 pl) constituida por
12 pl de GoTaq ADN polimerasa (Promega, Madison, W1, USA), 6,5 pl
de agua libre de nucleasas y 0,75 pl de cada uno de los primers PAR-R y
PAR-F.

El protocolo final optimizado consistié en un ciclo de
desnaturalizacién de 4 minutos a 94 °C, seguido por 30 ciclos de
amplificacion de: 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 60 °C y 1 minuto
a 72 °C. Se anadié un ciclo de extensién final de 5 minutos a 72 °C
para completar la polimerizacién. Posteriormente se realizé la segunda
reaccién de sn-PCR empleando los primers PAR-F y MVM-R, utilizando
5 ul del producto de la primera reaccién como molde y el protocolo de
amplificacién ya mencionado.

El producto final obtenido se corri6 en un gel de agarosa al 1,5% a 100
V durante 45 minutos, se tind con SYBR Green (Invitrogen, USA) y se
observé con un transiluminador de luz azul (Safer Image 2.0, Invitrogen,
USA).

La concordancia entre la sn-PCR y el iELISA (Laborde ez 4/, 2017) se
determiné mediante el indice kappa y sus correspondientes intervalos de

confianza al 95% (IC 95%).
Resultados

Al analizar el comportamiento de los primers a diferentes temperaturas, se
observé que tuvieron un buen desempeno en ambas rondas de sn-PCR en
el rango de temperatura empleado, obteniéndose unabandade 1090y 640
pb, respectivamente. Sin embargo, pudo apreciarse una leve disminucién
del producto de sn-PCR a 62 °C en la primera ronda de amplificacién
(datos no mostrados), por lo que se establecié la temperatura de annealing
6ptima en 60 °C para ambas rondas de sn-PCR. En ningan caso se
observé amplificacion en el control negativo (agua en lugar de molde) nial
utilizar ADN de otros parvovirus. Al secuenciar los productos especificos
obtenidos, las secuencias resultaron ser idénticas o muy similares a otras
secuencias presentes en el GenBank, confirmando de esta manera que los
primers previamente disefiados amplificaban un fragmento del tamano
esperado y eran especificos.

Al realizar diluciones seriadas de MVMp (control positivo) con
un titulo hemaglutinante de 256, se logré detectar una banda de
amplificacién hasta la dilucién 107, lo cual demostré que la sn-PCR
disenada para este estudio era altamente sensible.

La técnica de sn-PCR permitié detectar la banda de 640 pb, de acuerdo
con el tamafio esperado, tanto en las muestras de bazo como en los pools
de heces y en el control positivo (Figura 1).
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Figura 1
Técnica de snPCR

1,5% gel de agarosa. Linea 1: marcador de peso molecular de 100 pb (Promega); se muestra la banda control de
500 pb (flecha); Linea 2: control positivo (ADN de cepa MVMp); Lineas 3 y 4: muestras positivas; Linea 5:
control negativo (agua libre de nucleasas); Lineas 6, 7 y 8: muestras positivas. En las muestras positivas se observa la
banda especifica para el virus diminuto del ratén (MVMp), de acuerdo con el tamafio de 640 pb esperado (flecha).

Del total de muestras de bazo, 109 resultaron positivas. La prevalencia
a partir de los 460 bazos estudiados fue de 23,69%. En el andlisis realizado
entre la técnica de sn-PCR a partir de los bazos y la técnica de ELISA se
obtuvo un indice £appa (IC 95%) = 0,788 0,067. Las 460 muestras de
bazo clasificadas segtin la cepa de ratén fueron: 234 animales de la cepa
BALB/c, 116 de la cepa SWISS y 110 de la cepa C57BL6, resultando 58,
39y 12 muestras positivas, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2

Numero de ratones de diferentes cepas, positivos al virus diminuto del ratén
(MVM) mediante la técnica de snPCR. A modo comparativo se agregan

los datos obtenidos mediante la técnica de iELISA (Laborde et al., 2017)
N total estudiado = 460 animales (234 de la cepa BALB/c; 116 de la cepa SWISS; 110 de la cepa C57BL6).
Positivos por snPCR = 58 ratones cepa BALB/c; 39 ratones de la cepa SWISS y 12 ratones de la cepa C57BL6.

Las muestras de bazo positivas para MVM provinieron de 22 bioterios,
indicando que ] 47,82% de los mismos tenfa al menos un animal positivo.

Diecinueve de las 46 muestras de pools de heces resultaron positivas
para MVM, representando al 41,3% de los bioterios, los cuales también
fueron positivos al virus mediante el andlisis de las muestras de bazo. No se
estimd la prevalencia a partir de heces (n=46), debido a que al tratarse de
pools no eran comparables con los resultados de las muestras individuales

de bazo (n=460).
Discusion y conclusiones

Clifford & Watson (2008) sostienen que el MVM se encuentra entre
las principales amenazas para las investigaciones cientificas que utilizan al
ratén como modelo animal.

Generalmente el virus es monitoreado mediante la deteccién de
anticuerpos en el huésped (Kunita ez a/., 2006). Las técnicas seroldgicas
siguen siendo métodos eficaces para detectar infecciones virales; sin
embargo las infecciones por MVM contintan siendo un problema en
bioterios y, por lo tanto, deben ser continuamente desarrolladas técnicas
sensibles y especificas (Macy ez al., 2011; Mahler ez al., 2014; Pritched-
Corning ez al., 2009; Redig & Besselsen, 2001; Schoondermark-van de
Ven et al., 2006).

Como se explic() anteriormente, no existe una técnica que sea
100% sensible y 100% especifica y que permita detectar una infeccién
persistente en bioterios con baja prevalencia. Es por eso que siempre
existe la posibilidad de la aparicién de resultados falsos negativos o
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falsos positivos, haciendo necesario que se implementen conjuntamente
técnicas seroldgicas y moleculares (Compton & Riley, 2001; Livingston
& Riley, 2003; Mahler ez al., 2014).

La utilizacién exclusiva de técnicas seroldgicas para la deteccién de
infecciones por MVM en programas de vigilancia de la salud es también
discutida, luego del descubrimiento de que la produccién de anticuerpos
contra MVM depende del género y fondo genético de los ratones, ya
que esto indicaria que la infeccién por MVM podria permanecer sin ser
detectada en instalaciones de animales, especialmente cuando se usan
ratones centinelas inmunodeficientes para la vigilancia (Janus & Bleich,
2012).

Bauer & Riley (2006) informaron también sobre la posibilidad de que
mediante técnicas seroldgicas no se detecten infecciones persistentes y,
por ese motivo, se ha puesto énfasis en la utilizacién de la PCR como
herramienta de diagnéstico. Sin embargo, aunque la PCR es sensible y
especifica se requiere acceso a los tejidos usualmente obtenidos durante
una necropsia. Como alternativa, propusieron el método de deteccién
del MVM mediante PCR a partir de muestras de materia fecal, el
cual brinda la opcién de la deteccién antemortem. Ellos detectaron,
mediante ELISA, anticuerpos contra MVM y contra parvovirus del
raton y, ademds, estudiaron mediante PCR a diferentes grupos etarios
para determinar cudl era la edad mds conveniente para detectar virus
en el mayor porcentaje de animales. Sus hallazgos confirmaron que la
eliminacién del virus por materia fecal ocurre entre las 5 y las 9 semanas
de edad en un porcentaje variable entre el 74 y el 100%, dato que no es
menor a la hora de seleccionar la edad de los animales que se incluiran en
el monitoreo microbioldgico (Bauer & Riley, 2006).

Es por eso que en este trabajo se propuso disenar y poner a punto
una técnica molecular para ser utilizada en el LAE de la FCV-UNLP,
conjuntamente con el iELISA que se utiliza como técnica de referencia.
La sn-PCR puesta a punto resultd especifica y con alta sensibilidad
analitica. Al analizar comparativamente los resultados con los hallados
mediante la técnica de iELISA, se observé que fue ventajoso usar la sn-
PCR, ya que la prevalencia hallada a partir de muestras de bazo fue
de 23,69% en comparacién con el 18,75% que habia sido determinado
mediante iIELISA (Tabla 1). Considerando que el iELISA posee el 100%
de sensibilidad y 99% de especificidad, lo que indica que los resultados
positivos detectan fehacientemente los animales enfermos (Laborde ez
al., 2017), era de esperar que la prevalencia mediante sn-PCR en bazo
fuera similar, ya que cada bazo se correspondia con una muestra de suero.
Sin embargo, mediante sn-PCR se obtuvo un 4,94% mis de prevalencia.
Una posible explicacién para estos resultados puede estar dada por la
posibilidad de que algunos animales con los que se trabajo, hayan estado
infectados poco tiempo antes y fueron detectados solamente mediante la
sn-PCR que indica infeccién activa y no mediante el iELISA, que como
prueba seroldgica de deteccion de anticuerpos indica exposicion histdrica
o contemporanea al virus.
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Técnica Resultado Prevalencia  Intervalo de confianza (95 %)
PCR Negativo 2
Positivo
ELISA  Negativo
Positivo

Resultados de prevalencia para virus diminuto del ratén (MVM) determinados mediante

la técnica de snPCR a partir de 460 muestras de bazos de ratones de bioterios de Argentina.
A modo comparativo, se agregan los datos obtenidos mediantela técnica de iELISA (Laborde et al., 2017).

En este trabajo se obtuvieron resultados de muestras individuales de
bazo representativas de un animal en particular, como asi también de pools
de heces de varios animales del mismo bioterio. Con el andlisis mediante
sn-PCR se observé que tres bioterios positivos a partir de bazo no fueron
detectados en el andlisis de materia fecal. De esta manera, los porcentajes
de bioterios positivos mediante sn-PCR fueron de 47,82% (mediante el
andlisis de bazos) y 41,3% (mediante el andlisis de pools de heces). Es
importante destacar que, debido al tipo de muestreo realizado, no se logré
determinar si la diferencia de cantidad de bioterios positivos mediante
el andlisis de bazo (n=22) con respecto a aquellos positivos mediante el
andlisis de materia fecal (n=19) era significativa. Una explicacion a esta
diferencia de resultados podria estar dada por el hecho de que algunos
ratones ya tenfan 10 semanas de edad y la disminucién de la eliminacién
viral a través de las heces ya habia finalizado (Laborde, 2017). Por otro
lado, podria inferirse que en el bazo (al tratarse de una muestra de un
animal infectado) la carga viral es ms alta, mientras que en materia fecal
pudo haberse producido un efecto de dilucién con la materia fecal de
los animales negativos. También podria suponerse que, en el muestreo,
al tomar las heces de la caja no haya sido incluida ninguna porcién de
materia fecal de los animales positivos. Por dltimo, y de acuerdo con
lo que senalan varios autores, las diferentes cepas de ratones requieren
de distintas dosis virales efectivas para infectarse y generar eliminacién
viral a través de materia fecal y, en nuestra experiencia, en la caja de
alojamiento de los animales, de las cuales se tomaron las muestras de
materia fecal, coexistian diferentes cepas de ratones que pudieron haber
eliminado, o no, diferente cantidad de particulas virales (Bauer & Riley,
2006; Janus & Bleich, 2012). Otro dato relevante a tener en cuenta es que,
dentro de los 22 bioterios positivos mediante sn-PCR realizada a partir
de bazos, quedaron incluidos los 19 bioterios que ya habian resultado
positivos mediante iELISA (Laborde ez /., 2017). El conocer la cantidad
de bioterios contaminados del total analizado permite contar con otra
informacion y perspectiva de la presencia de MVM en nuestro pais.

La estimacién de una alta prevalencia de MVM como resultado de
este trabajo se debe, probablemente, a que la mayoria de los animales
provenian de bioterios con sistemas de barreras precarias, favoreciendo la
exposicion a los posibles agentes infecciosos. Es importante resaltar que,
en bioterios mantenidos bajo sistemas estrictos de barreras sanitarias, el
MVM igualmente produce infecciones persistentes y dificiles de erradicar
(Clifford & Watson, 2008; Mahler ez al., 2014) y es frecuentemente
detectado en una cantidad reducida de animales. Sin embargo, el
porcentaje de bioterios infectados puede ser alto debido a que se considera
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que si un animal de una muestra de 10 ratones es positivo, el bioterio estd
contaminado con dicho agente (Giglioli ez al., 1996).

En general, los parvovirus se encuentran entre los agentes infecciosos
més comunes de los pequefios roedores de laboratorio, a pesar de la
instauracion de sistemas de barrera. Aunque el porcentaje de animales
positivos a parvovirus es bastante bajo en los bioterios, un alto porcentaje
de los mismos informan la presencia de contaminacién con estos virus,
los cuales pueden permanecer sin ser detectados durante mucho tiempo,
a menos que se analicen cantidades muy altas de animales. Por ejemplo,
algunos informes sobre la prevalencia de agentes infecciosos en ratones de
laboratorio demuestran que la misma varfa (segtin el tipo de estudio que
se haya realizado) entre 1 y 3% para América del Norte y Europa (Janus
& Bleich, 2012, Pritchett-Corning ez al., 2009). En Brasil, Gilioli ez 4/,
(1996) evaluaron colonias de ratones y ratas de 18 bioterios e informaron
una prevalencia de 47% en colonias de ratones.

No siempre es posible comparar los resultados de prevalencia obtenidos
por diferentes autores, debido a que pueden diferir en el tipo de muestras
evaluadas y en las técnicas utilizadas.

Los ratones estudiados en este trabajo y que resultaron positivos no
habian manifestado signos clinicos, por lo que el cardcter asintomdtico de
la infeccién deja en evidencia la importancia de contar con esta sn-PCR
que constituye una técnica de deteccidn viral sensible y especifica. Es de
destacar que el ensayo realizado para deteccién del MVM en pools de heces
mediante sn-PCR muestra ventajas en cuanto a la toma de las muestras al
momento de controlar bioterios. Es un método sencillo, no es necesario
sacrificar animales y no requiere condiciones especificas de conservacién
durante varios dfas (Bauer & Riley, 2006).

Este trabajo muestra que, sobre la base de los resultados observados
sobre prevalencia de MVM, la mayoria de las instituciones que utilizan
ratones para experimentacion y bioterios de produccién de Argentina,
no ha logrado atin producir y experimentar con ratones de calidad y
que, entre otros agentes infecciosos, el MVM seguira siendo un patdgeno
de prevalencia considerable y dificil de erradicar. Sin embargo, los
laboratorios de referencia que realizan programas de monitoreo para la
salud de roedores de laboratorio en Argentina, se han esforzado por
consolidar directrices para implementar estrategias de mayor precisiéon
para el diagnéstico de patdgenos y agentes oportunistas de roedores.
Teniendo en cuenta que el territorio que ocupa la Ciudad Auténoma de
Buenos Aires y el Gran Buenos Aires es el mas poblado de Argentina y
donde se encuentran la mayoria de las instituciones publicas y privadas
de investigacién y educacion del pais que producen y/o utilizan ratones
de experimentacién en sus ensayos y estudios, los resultados hallados
en este trabajo revisten particular interés debido a que la mayoria de la
informacién recolectada para realizar este trabajo provino de esta zona.
Sin embargo, es dificil estimar la cantidad total de bioterios de Argentina
que se dedican a la produccién, mantenimiento y uso de colonias de
ratones para experimentacién. El Sistema Nacional de Bioterios (con
sus centros adheridos y sus respectivos conjuntos de datos) informa
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47 bioterios dedicados a la produccién y experimentacién con ratones.
A esto debe sumarse una cantidad no menos importante de bioterios
pertenecientes a instituciones o laboratorios privados que no estan
registrados en el sistema. Durante dos décadas el LAE de la FCV-UNLP
ha recibido muestras de animales de diversas instituciones privadas y
publicas que, sobre la base de la informacién acumulada, constituyen
una cantidad mayor (aproximadamente 70 bioterios) de la informada
oficialmente.

Este es el primer estudio que se realiza evaluando la presencia del MVM
en la mayoria de bioterios con colonias de ratones que se encuentran en
el pais, utilizando una técnica molecular sensible y especifica y que ofrece
la ventaja de utilizar muestras antemortem. Debe tenerse en cuenta que
el conjunto de las instituciones que formaron parte de este estudio refleja
una medida valida de investigacién de la presencia de MVM en bioterios
de Argentina. Encontrar una cantidad significativa de colonias infectadas
implica la necesidad de evaluar los factores de riesgo de infeccién por
este virus, descontaminar las instalaciones, repoblar los bioterios con
animales libres de patdgenos especificos y usar técnicas sensibles y de
mayor precisién, como la desarrollada en este trabajo, parala deteccién de
MVM en los programas de vigilancia de la salud animal.

La presencia de agentes infecciosos en colonias de animales de
laboratorio representa un serio problema, sobre todo cuando los mismos
son utilizados para investigaciones biomédicas. El virus diminuto del
ratdn es considerado, internacionalmente, de alta prevalencia en colonias
de ratones. Encontrar una cantidad significativa de colonias infectadas
implica la necesidad de evaluar los factores de riesgo de infeccién por
este virus, descontaminar las instalaciones y repoblar los bioterios con
animales libres de patdgenos especificos. Por este motivo, es importante
conocer la prevalencia en las colonias y realizar la deteccién temprana del
virus utilizando técnicas sensibles y especificas, ya sea técnicas serologicas
que ponen en evidencia la presencia de anticuerpos antivirales en el
huésped, o técnicas moleculares como la PCR. La técnica de sn-PCR
aqui desarrollada permitird mejorar los programas de control sanitario e
implementar medidas profilicticas en bioterios de Argentina.
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