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RESUMEN

El virus de la diarrea viral bovina (vDVB) es el agente etiolégico de la diarrea viral
bovina (DVB), una enfermedad de distribucién mundial y endémica en la mayoria
de las poblaciones ganaderas. El vDVB tiene la capacidad de cruzar la barrera
trasplacentaria y producir infecciones persistentes en los fetos, por lo cual, se
puede encontrar en el suero fetal bovino (SFB). Por esta razon el SFB empleado
como promotor de crecimiento de cultivos celulares, puede estar contener al
vDVB; contaminando, a su vez, los cultivos celulares donde se emplea. Asi
mismo, debido a que, tanto el SFB como los cultivos celulares son utilizados para
la produccion de vacunas, estos inmundgenos también pueden resultar
contaminados. Durante el proceso de produccion de vacunas en nuestro pais, se
aplican diversas pruebas de control de calidad con el propédsito de verificar que los
SFB y cultivos celulares estén libres del vDVB, ya que existen reportes en otros
paises, de brotes de la enfermedad causados por el uso de vacunas
contaminadas. Sin embargo, por lo general las pruebas existentes no alcanzan la
sensibilidad necesaria para la identificacion de este agente. Con base en lo
anterior, se realizé la técnica de Transcriptasa Reversa-Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) con el objetivo de detectar la presencia del genoma del
vDVB en SFB, lineas celulares y vacunas comerciales. Para la realizacion de la
RT-PCR se amplificé un fragmento de la regién conservada 5'UTR (Untraslated
region) del genoma del vDVB, utilizando iniciadores previamente reportados. Los
resultados demostraron que en 12 de 19 muestras procesadas, se obtuvieron

amplificados, lo cual representa un 79.16% del total. Los productos amplificados



obtenidos mediante la RT-PCR fueron secuenciados vy caracterizados
filogenéticamente y confirmaron la presencia de porciones del genoma del vDVB
en vacunas de uso veterinario, sueros fetales bovinos y lineas celulares, indicando
la existencia de este virus como contaminante de dichos productos bioldgicos en

México.



ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is the name of the agent which causes the
bovine viral diarrhea disease, an endemic disease spread in the bovine
populations worldwide. This virus can cross the placenta and persist in infected
animals, that’s the reason that we can find it in biological products such as fetal
bovine serum (FBS). The FBS is widely used in cell culture as a growth promoting
factor which can be contaminated with BVDV and the cell culture as well. FBS and
cell culture, both are used in the vaccine production. In this process many tests are
applied in control programmes in order to verify that the biological products are
BVDV free, there are reports about vaccine contamination that lead to new
outbreaks. Therefore, it was suggested that RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) should be the test of choice with the aim to identify
BVDV in FBS, cell culture and commercial vaccines. The RT-PCR was performed
to amplify a fragment of the 5°UTR (Untraslated region) a conserved region, using
primers previously reported. These primers were used to detect BVDV by
amplifying a 293 bp sequence. Our results show the presence of nucleic acids that
correspond to BVDV in veterinarian vaccines and biological products like FBS and
cell lines as well. Likewise, based in DNA sequencing we confirmed the results that

we obtained by RT-PCR.



1. INTRODUCCION
1.1 GENERALIDADES

La enfermedad de la diarrea viral bovina (DVB) fue descrita por primera vez en
1946 por dos grupos de investigacion: uno de ellos, P. Olafson et al., en Ithaca,
Nueva York', la refirieron como una enfermedad caracterizada por leucopenia,
depresion, fiebre, diarrea, deshidratacion, anorexia, sialorrea, descarga nasal,
hemorragias y erosiones gastrointestinales en el ganado bovino. Asimismo, T.
Childs hizo una descripcién semejante en Saskatchewan, Canada.? El virus de la
diarrea viral bovina (vDVB) fue identificado hasta 1968 aproximadamente y es el

nombre que se atribuyé al agente etiolégico de la enfermedad®.

Actualmente la DVB es una entidad nosoldgica endémica en una gran cantidad de
poblaciones ganaderas y presenta una distribucién mundial*. Afecta a los
ungulados del orden Artyodactila; es decir, infecta a porcinos, bovinos, ovinos,
caprinos, alpacas, llamas, camellos, bufalos de agua, antilopes y venados®.

El impacto econémico de esta enfermedad ha sido calculado en paises como
Reino Unido, Paises Bajos y Dinamarca en donde el costo oscila entre los $45 y
$410 délares por vaca infectada® " ® °. En otros paises en los cuales se han
calculado las pérdidas atribuibles a la infeccién por DVB, estas oscilan entre los

$8-$46 millones de délares por millén de partos'® ' 1213,



1.2 CARACTERISTICAS DEL vDVB

El vDVB pertenece a la familia Flaviviridae y género Pestivirus, el genoma del
virus es del tipo ARN de cadena simple con polaridad positiva, no segmentado, y
con una longitud de 12.3 kb, el cual codifica para la produccion de proteinas
virales estructurales y no estructurales™. Las proteinas estructurales son la
proteina C y tres tipos de glicoproteinas de envoltura E™, E1y E2; codificados por
los genes C, gp44/48, gp33, gp55 respectivamente. El vDVB codifica para la
produccion de 8 o 9 proteinas no estructurales. La proteina NP es codificada por
el gen p20 y tiene funcidn de proteasa. En caso de la proteina p7 no se conoce su
funcién exacta sin embargo, se sabe que se requiere para la produccion de
particulas virales infecciosas aunque no se requiere para la replicacion del virus.
La proteina NS2 la cual es codificada por el gen p54 es una cisteina proteasa
responsable del procesamiento de la proteina NS2-3 en NS2 y NS3. La proteina
NS3 actua es expresada en todas las cepas citopaticas del vDVB; la tercera parte
de la porcion C-terminal codifica una serina proteasa que funciona con NS4A para
mediar el procesamiento de todos los sitios de escision. Es responsable de los
cortes que se hacen desde ella hacia adelante en la poliproteina incluyendo su
propio carboxilo terminal entre NS3 y NS4A, NS4A y B, NS4B y NS5A, y NS5A y
B, pero no del corte en NS2-3"° y es codificada por el gen p80. La proteina NS4A
codificada por el gen p10 actua como un cofactor de la proteina NS3. La proteina
NS4B y NS5A forman parte del complejo de replicacidon del virus y son codificadas
por los genes p38 y p58 respectivamente. Por ultimo la proteina NS5B que es

codificada por el gen p75 y es la ARN dependiente de ARN polimerasa la cual es



necesaria para el ensamblaje y liberacion de las particulas virales de la célula
hospedadora™®.

La familia Flaviviridae estda compuesta por los géneros: Flavivirus, Pestivirus y
Hepacivirus. El vDVB junto con el virus de la enfermedad de las fronteras (VEF) y

el virus de la fiebre porcina clasica (vFPC) forman el género Pestivirus (Cuadro 1).

Familia Género Especies

Flaviviridae | Pestivirus -Virus de la Fiebre Porcina Clasica
-Virus de la Enfermedad de las Fronteras
-Virus de la Diarrea Viral Bovina

Cuadro 1.1 Familia Falviviridae®

Las particulas virales consisten de una envoltura lipidica compuesta de una bicapa
de fosfolipidos que proviene de las células que infecta. Esta recubre a la capside
que contiene el genoma viral que, en comparacion con los demas miembros de la
familia, es pleomorfica. En la practica, la variacion en el tamafio de las particulas
envueltas impide su identificacion por microscopia electronica en muestras

clinicas'’. EI vDVB tiene un diametro de 40-60 nm aproximadamente .

1.2.1 GENOTIPOS

Con base en la composicion genética del genoma completo, el vDVB esta
clasificado en los genotipos: vDVB-1 y vDVB-2 '®' 2% asi como el grupo tentativo

denominado vDVB3?'.




La heterogeneidad genética que existe en el vDVB, se debe a la variabilidad
inherente al hecho de poseer un genoma de ARN de cadena sencilla, que carece
de una exonucleasa eficiente para corregir las bases mal incorporadas,
ocasionando sustituciones de bases con una alta frecuencia (1 error por cada 10*
nucleotidos polimerizados). Es decir; mutaciones puntuales “suceden” en cada
ronda de replicaciéon del virus. No obstante el vDVB utiliza esto como una
estrategia para persistir, originando cepas mutantes que evaden la respuesta
inmunoldgica por parte del hospedador?. El impacto bioldgico que tiene esta
heterogeneidad se observa con las diferencias en el genotipo, el biotipo y la
virulencia. Se propone que la acumulacion de estas mutaciones puntuales, ha

derivado en la segregacion del vDVB en especies genéticamente distintas (Figura

1 1 )23, 24, 25.

Flaviviridae

h 4

Pesti@

l A 4 l
Virus de la Virus de la Virus de la fiebre
enfermedad de las diarrea viral porcina clasica
fronteras bovina vDVB

[vovB1 | |VDJBZ | i vDVB3

| |
| [ncP | [ cp ] |JEP|| c£ | i l P l :

Figura 1.1 Clasificacion del vDVB*®



El genotipo vDVB-1 es particularmente diverso, se conocen al menos, 16

diferentes subgenotipos definidos genéticamente (vDVB 1a-vDVB 1p) %% % %,

La capacidad del vDVB para infectar a las especies del orden Artyodactila como
bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, camélidos entre otros; crea otra oportunidad
para la diversificacion, ya sea por la adaptacion a un nuevo hospedador o por
evolucion divergente. Sin embargo, el vDVB aislado de cerdos y ovejas tiene

caracteristicas bioldgicas y antigénicas similares a los aislados del bovino®.

1.2.2 BIOTIPOS

Cada genotipo tiene a su vez dos biotipos con base en su habilidad para producir
efecto citopatico en cultivo celular, pero sin considerar la capacidad para producir
enfermedad en el hospedero. Estos son el biotipo el citopatico (CP) el cual
produce vacuolizacién citoplasmatica®® asi como muerte celular y el no citopatico

(NCP) que se replica sin producir dafio celular®® % % (

Figura 1.2). De los dos
biotipos, el NCP es el que esta distribuido ampliamente en el ganad024, pues se
relaciona con mas del 90% de las infecciones®. Es el tnico capaz de establecer
una infeccién persistente, es decir da lugar a la presencia de animales

persistentemente infectados (P1)** %7,



Control

ncpBVDV

Figura 1.2 Analisis microscépico de células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) testigo, células
infectadas con vDVB CP y vDVB NCP a las 24 horas post-infeccion. Las flechas indican las células
vacuolizadas®.

La diferencia entre el biotipo CP y NCP radica en la produccion de la proteina no
estructural NS3, considerada como una proteina que sirve de marca para la

identificacion del vDVB CP® (Figura 1.3).

NS2-3

p|| NSz Ns3 | voff nsaB[ nesa | NGoE b

L |

NS2-3 NS2-3
Non-cytopathic (ncp) | | | | Cytopathic (cp)

NS2 NS3

|

Figura 1.3. Organizacion del genoma del vDVB y procesamiento del polipéptido NS2-3 en los
biotipos CP y NCP. En el biotipo NCP, se encuentra el polipéptido NS3 y en biotipos CP se

encuentran los polipéptidos NS2-3 y el NS3 39



Los analisis moleculares en ambos biotipos han demostrado que la variedad de
CP se origina de un virus NCP homodlogo por medio de mecanismos genéticos

diferentes descritos en el cuadro 1.2.

Mecanismos genéticos propuestos para la expresion de NS3

Inser%omes de secuencias de ARN celular en NS2-3 cerca del limite entre NS2 y
NS3 ™, ™.

Duplicaciones de secuencias genéticas del vDVB insertadas en la region NS2-3
codificante **.

Duplicacién corriente abajo del gen NS3*%.

Expresion de NS3 de un genoma ARN defectuoso™.

Puntos de mutacién en el gen NS2-3%.

Inserciones de secuencias celulares mas duplicaciones del gen viral en la porcion
amino terminal de la poliproteina.

Reordenamiento genémico del gen p125/p80*'.

En el caso de la cepa americana NADL el biotipo CP contiene una insercién de
270 nucledtidos en NS2 que potencializa la escision parcial de NS2-3%,

La insercion de una secuencia de ARN celular que codifica para la ubiquitina en la
porcion amino terminal de la proteina NS3, lo cual su escision de la proteina NS2-
3 por cualquier proteasa celular®®.

Cuadro 1.2. Mecanismos genéticos propuestos para la expresion de NS3

1.2.3 REPLICACION VIRAL

El virus tiene tropismo por linfocitos, macréfagos, células epiteliales®’

y células
i X ) ué u u ,
erminales de ambos sexos?®. Después del contacto con la mucosa nasal u oral

la replicacidn ocurre en células epiteliales y en tonsilas palatinas.

Se ha encontrado que la entrada del vDVB a células de origen bovino es un
proceso que requiere de varias etapas que incluyen la unidon de viriones a
receptores celulares, internacion y fusion de membrana. La unién a las células

blanco involucra a las glicoproteinas virales Erns y E2, en donde la glicoproteina
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Erns interacttia con los glucosaminoglucanos de la superficie celular®® y E2 lo hace

con proteinas de membrana®

Los receptores celulares que se han identificado para el vDVB que son:
-CD46>*
-Heparan sulfato

-LDLR (low-density lipoprotein receptor) ** °.

La penetracion del vDVB a las células de origen bovino ocurre por endocitosis
mediada por receptor a través de vesiculas cubiertas de clatrina. La membrana de
la vesicula endocitica se fusiona con la envoltura viral, en un proceso de fusion
inducido por la disminucion del pH endosomal y mediado por glicoproteinas
virales®.

El proceso de desnudamiento ocurre cuando el material genético del virus es
liberado en el citoplasma y la capside es removida por medio de enzimas
celulares.

La replicacion del genoma viral se lleva a cabo en el citoplasma de la célula
hospedadora, ahi las particulas virales son ensambladas y adquieren su envoltura
a partir de las membranas intracelulares de las vesiculas citoplasmaticas, que se
transportan en a través de la via secretoria y son liberadas por exocitosis® .

El ARN de cadena positiva puede ser traducido sin transcripcion previa, es decir,
actua como un ARN mensajero. Como resultado de la traduccidn del mensajero se
genera una poliproteina de aproximadamente 4000 aa que es procesada y

segmentada, para dar lugar a las proteinas estructurales y no estructurales del
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virus, este proceso es el resultado de la actividad de proteasas celulares y virales.
Dichas proteinas escindidas, tanto estructurales como no estructurales,

contribuyen al proceso de replicacién del ARN®® (Figura 1.4).

/ Endophsmlc

°n§° - reticulum “' - 20 ‘e
Ooo O \:/ } J 3’ Membranous
O

o Q web
O

Figura 1.4. Replicacion viral. Modificado de Moradpour D. et al Nat. Rev. Microbiol. 2007; 5: 453-

467%°

1.3 PATOGENIA

La ruta natural de transmisidn es oronasal por contacto directo con las secreciones
de animales infectados, el virus se replica en la mucosa nasal y las tonsilas
palatinas de donde los linfocitos propagan el virus por todo el cuerpo®,®’.

La enfermedad producida por el vDVB tiene diferentes manifestaciones clinicas

que incluyen las variantes reproductiva, respiratoria, sindrome hemorragico,

enfermedad de las mucosas y mala condicion de animales persistentemente
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infectados (Pl). Factores como el genotipo, biotipo, virulencia de cada una de las
cepas; asi como la edad, estado fisiologico y el estado inmune del hospedador,
determinaran el tipo de presentacion de la enfermedad; los factores virales
relacionados con la cepa o el biotipo, asi como los relacionados con el hospedero

son la causa de gama tan amplia de signos clinicos y lesiones.

La virulencia no esta correlacionada con el biotipo, ya que tanto en el vDVB-1
como el vDVB-2 y el vDVB-3 presentan los biotipos NCP y CP, teniendo un amplio
espectro de virulencia. Sin embargo, la frecuencia de cepas virulentas parece ser

mayor en el vDVB- 2 que en el vDVB-1°',

Para la discusion de la patogénesis de la infeccidén por el vDVB se consideran los
siguientes cuadros clinicos (Figura 1.5):

-Diarrea viral bovina (Infeccidn en un animal inmunocompetente):

Infeccion aguda
* Infeccidn en bovinos no gestantes

* Infeccidn en bovinos gestantes (trasplacentaria
/intrauterina)

* Infeccién persistente
* Sindrome hemorragico

- Enfermedad de las mucosas (infeccién en un animal inmunotolerante) °’
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1.3.1 DIARREA VIRAL BOVINA
Infeccion aguda

La infeccion aguda se desarrolla cuando bovinos susceptibles (seronegativos),
inmunocompetentes son infectados con el vDVB®’, en especial en animales de 6 a
24 meses de edad® y es causada en su mayoria por el vDVB NCP®. La infeccién
aguda se caracteriza por pirexia y leucopenia 3-7 dias post-infeccion®. Los
animales susceptibles pueden presentar diarrea, descargas oculares y nasales,
asi como erosiones en mucosa oral. En el caso de vacas lecheras, disminuye la
produccion lactea. Debido a la inmunosupresién asociada a la infeccién la
enfermedad también se puede manifestar por infecciones respiratorias e

intestinales oportunistas.®*

Infeccion en bovinos no gestantes
En la mayoria de los casos las infecciones en bovinos susceptibles no gestantes
son subclinicas, pero dependiendo de la cepa y genotipo se puede llegar a
presentar la enfermedad clinica®*.
El virus se puede detectar en la mayoria de las secreciones a partir de los 4-10

dias post infeccién de manera intermitente y en bajos niveles®.

Infeccion en bovinos gestantes

El vDVB es capaz de atravesar la barrera trasplacentaria e infectar al feto. La
infeccion congénita resulta en un amplio espectro de anormalidades como

reabsorcion embrionaria, aborto, momificacién, malformaciones congénitas,
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nacimiento de terneros deébiles, de bajo peso y tamafno, nacimiento de animales

persistentemente infectados y adn el nacimiento de animales sanos®.

La signos clinicos que se pueden observar son: fiebre desde el dia 6-9 post
infeccion, inapetencia y lesiones en mucosa. La infeccion en terneros con
frecuencia esta asociada con signos respiratorios y gastrointestinales como tos y

diarrea que pueden ser el resultado de infecciones concurrentes®.
Infeccidn persistente

El biotipo NCP es responsable de las infecciones in utero cuando ésta se adquiere

de entre los dias 18 a los 125 de gestacion®” %

, antes de que ocurra el proceso de
distincidn de lo propio y lo no propio. Por esta razén, se produce una infeccion
asintomatica persistente al establecerse una tolerancia hacia el vDVB. Los
animales persistentemente infectados (PI1) son virémicos e incapaces de sintetizar
anticuerpos o activar linfocitos T frente al virus debido a su inmunotolerancia al

mismo, pero si éstos se exponen a cepas heterdlogas del vDVB podran producir

anticuerpos neutralizantes contra las segundas®’.

Los animales Pl eliminan grandes cantidades de virus por las secreciones
actuando como fuente principal de vDVB para los otros animales®. Las cepas del
vDVB NCP con la habilidad de establecer una infeccion persistente son el biotipo
predominante en la naturaleza y los mas aislados en el ganado bovino®. Por el
contrario, el vDVB CP es capaz de atravesar la placenta e infectar al feto, pero no

tiene la capacidad de establecer una infeccion persistente (Cuadro 1.3) *7".
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Los animales PI, pueden nacer de manera normal, y llegar a la edad adulta y
reproducirse. De ser asi, el virus se sigue replicando durante toda la vida de los
animales infectados y es continuamente excretado al medio’® teniendo la
capacidad de transmitirse a hembras susceptibles y los fetos para que de esta

manera la progenie de estos animales siempre sea PI.

Infeccidén trasplacentaria con el vDVB biotipo CP

Antes de los 100 dias de | Reabsorcion o expulsion del embrion o feto,
gestacion meses o dias después de la infeccion.

Periodo de los 100-125 dias Efectos teratogénicos.

Infeccidén trasplacentaria con el vDVB biotipo NCP

Antes de los 100-125 dias de | Inmunotolerancia que resulta en el nacimiento
gestacion de un ternero PI.

Después de los 150 dias de | Los fetos montan una respuesta inmune
gestacion relativamente normal y nacen con anticuerpos
circulantes.

Cuadro 1.3. Infeccion trasplacentaria con los biotipos CP y NCP del vDVB &

Sindrome hemorragico

En la DVB existe una condicion fatal denominada sindrome hemorragico esta
asociada al vDVB tipo 2 y biotipo NCP?>"*. Esta se caracteriza por la presentacion
de mucosas anémicas con hemorragias petequiales y equimdticas, hipertermia,

hemorragia en multiples sistemas organicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis,
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sangrado constante en sitios de inyeccion, anemia, leucopenia, trombocitopenia y
muerte”’®.

1.3.2 ENFERMEDAD DE LAS MUCOSAS (EM)

La enfermedad de las mucosas es otra condicion fatal, que se presenta
principalmente en animales jévenes de aproximadamente 6 a 18 meses de edad,
con signos y lesiones que incluyen erosiones en la mucosa oral, fiebre, depresion,

sialorrea, diarrea profusa y una pérdida rapida de la condicién corporal”’.

La EM solo ocurre en animales PI, los cuales después pueden desarrollar la
enfermedad como resultado de una sobreinfeccion con una cepa vDVB CP
homologa®® de origen exégeno o generada de cambios genéticos o recombinacion

del ARN de las cepas NCP residentes’®.

Se ha encontrado que en algunos casos de EM, ambos biotipos pueden ser
aislados, siendo éstos antigénicamente similares. Existe la hipotesis de que en la
mayoria de los casos de EM, la superinfeccién con el virus CP proviene de la

mutacidn de un virus NCP persistente’®®,

17



ADULTO NO GESTANTE

7\

ADULTO GESTANTE

cp NCP ALTA VIRULENCIA BAJA VIRULENCIA
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-Seropositivos Animal persistentemente infectado h Smdrom_e
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{

Enfermedad de las mucosas

Figura 1.5 Interpretacion de las presentaciones clinicas causadas por la infeccion con el vDVB

1.4 CONTAMINACION POR vDVB

El vDVB es un contaminante comun del suero fetal bovino (SFB), debido a la
capacidad que tiene el virus de propagacion transplacentaria y de establecer una
infeccidn persistente en animales inmunolégicamente inmaduros®'.

La combinacion de altas concentraciones de vDVB en el suero de animales Pl y la
alta prevalencia de las infecciones persistentes en animales en gestacion, son los
principales responsables de la presencia del vDVB en el suero de terneros. Por lo
general el SFB que se distribuye comercialmente, se obtiene a partir de una
mezcla de sueros obtenidos de entre 3500-4000 fetos, por lo tanto diferentes

cepas de vDVB pueden encontrarse contaminando el suero. Después, por lo
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general el lote se somete a procedimientos destinados a la inactivacion de
cualquier virus activo. Sin embargo, debido a que la eficacia de las medidas de
inactivacion no llegan al 100%, el uso del SFB en la produccion de vacunas
activas, es una de las mayores preocupaciones por el uso de estos productos en
bovinos®, ya que el vDVB resulta ser la mayor fuente contaminacién en vacunas
de uso veterinario y para humanos®.

El SFB se utiliza comunmente como promotor del crecimiento de las células en
cultivo usadas para la preparaciéon de vacunas®® y lotes de virus semilla®?. En un
estudio realizado en Japdn, se encontré que el 57.1% de los SFB provenientes de
diferentes partes del mundo fueron positivos a Pestivirus, entre los cuales se logro

aislar al vDVB tanto del tipo 1 como del tipo 2 en algunos lotes®.

El aislamiento del vDVB es dificil debido a que la mayoria de las cepas de los
pestivirus (99%) presentes en SFB son NCP al replicarse en cultivo celular®. A su
vez, se han detectado lineas celulares de origen bovino, ovino, caprino, de ciervo,
bisonte, hamster, conejo, mono, gato doméstico; obtenidas del ATCC (American
Type Culture Collection), contaminadas con el vDVB®°.

Debido a lo anterior, la contaminacion de vacunas por el vDVB sigue siendo un
problema que enfrentan los fabricantes de vacunas para su uso en humanos y
animales. A pesar de los progresos en la fabricacion y control de vacunas, se han
reportado infecciones iatrogénicas en bovinos y cerdos por el uso de vacunas

contaminadas®’ 888 90

Una de las formas mas seguras para evitar la posible contaminacion con el vDVB,

podria ser controlando del origen del SFB. Es decir, garantizar que los animales
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de los cuales se obtiene el SFB estan libres del virus. No obstante, por razones
técnicas y economicas, es dificil asegurar que tanto el SFB como las lineas
celulares y virus semillas estén libres del agente. Por esta razon es necesaria la
aplicacion de técnicas que permitan determinar que el SFB, lineas celulares y
vacunas estén libres del vDVB, asi como la aplicacion de técnicas eficaces para

inactivar al virus y eliminar la contaminacion.
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2. JUSTIFICACION

A nivel mundial, existen estudios publicados que reportan la presencia del
vDVB en SFB, lineas celulares y vacunas y el riesgo que implica el uso de estos
productos. Sin embargo, en la actualidad no hay informacion disponible que
describa la presencia y los tipos de vDVB presentes en productos de uso
veterinario en México. Entonces, es necesario descartar la presencia de este virus
como contaminante en los productos terminados.

Por otro lado para las vacunas que contienen como agente vacunal al
vDVB, se hace fundamental verificar su presencia por medio de la aplicacién de

pruebas de identidad eficaces en estos productos.
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3. HIPOTESIS
La RT-PCR y la secuenciacién permitiran determinar la presencia y los tipos
del vDVB que se encuentran como contaminantes de SFB, lineas celulares y
vacunas de uso veterinario que se comercializan en México; asi como la identidad

de cepas vacunales del vDVB utilizadas en vacunas de uso veterinario.
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4. OBJETIVOS

4.10BJETIVO GENERAL
Determinar la presencia del genoma del virus de la Diarrea Viral Bovina como
contaminante en suero fetal bovino, lineas celulares y vacunas de uso veterinario
y la identidad de cepas vacunales, mediante el empleo de las pruebas de RT-PCR
y secuenciacion, para evitar el uso de productos contaminados, brotes de la

enfermedad y reducir las pérdidas econdmicas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
|. Estandarizar la técnica de la RT-PCR a partir de un virus de referencia (NADL),
amplificando un fragmento de la regién 5°'UTR® con iniciadores previamente

reportados.

Il. Determinar la presencia del genoma del vDVB como contaminante en SFB,
lineas celulares y vacunas virales activas comerciales para su uso en bovinos que

no contengan como agente vacunal el vDVB.

lll. Por medio del método de secuenciacion, caracterizar el fragmento de la region
5°UTR de cada una de las muestras positivas y establecer la relacion filogenética
entre los diferentes tipos de virus detectados y otros genotipos previamente
reportados; para confirmar la presencia del vDVB como contaminante asi como su

diversidad genética.
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IV. Determinar la presencia e identidad de las cepas del vDVB en vacunas virales
activas comerciales para su uso en bovinos que contengan como agente vacunal
el vDVB, y establecerlas como pruebas de identidad de inmundgenos virales para

verificar las cepas contenidas en los productos virales.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Cepa del vDVB

Como testigo positivo se utilizé la cepa NADL (Cuadro 5.1); la cual fue replicada

en la linea celular MDBK (Madin—Darby Bovine Kidney) en Medio Minimo Esencial

(Opti-MEM') sin antibiéticos y suplementado con suero de caballo al 4% ". A las 24

horas de crecimiento, los cultivos celulares con el 80% de confluencia fueron

infectados con el inéculo viral durante una hora a temperatura ambiente. Después

de ese tiempo se le agregé medio fresco y se incubaron a 37°C "' por

aproximadamente 48 horas, después de las cuales se realizo la lisis de las células

por congelacién y descongelacion'”.

Los cultivos lisados fueron centrifugados" a 3000 rpm por 15 min para quitar

detritus celulares. Los sobrenadantes se fraccionaron y se conservaron en

congelacion a -70°C "V hasta su uso.

Cepa

Descripcion

Referencia

vDVB NADL (CP)

Virus de la diarrea viral bovina
tipo 1, biotipo citépatico.
Origen: bazo de un caso de
DVB en National Animal
Disease Laboratory (NADL)
lowa 1962

ATCC donada por la Dra.
Rosa Elena Sarmiento Silva

Cuadro 5.1 Cepa utilizada en este trabajo

'GIBCO®

"ATCC

" Incubadora CO2 SANYO modelo MCO-19AIC
" Ultracongelador SO-LOW modelo U85-L3
Y'|EC International modelo PR-2
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5.2. Muestras de trabajo

Ademas de la cepa de referencia, se procesaron vacunas virales para su uso en

bovinos, lineas celulares y sueros fetales bovinos comerciales cuyo origen se

mantuvo confidencial. Ver cuadro 5.2

Tipo de muestra/ Descripcién
Identificacion

Vacuna A Vacuna de virus inactivado de DVB tipo 1 e IBR

Vacuna B Vacuna de virus activo modificado de DVB, P13, vSRB e IBR

Vacuna C Vacuna de virus activo modificado de DVB, P13, vSRB e IBR

Vacuna D Vacuna de virus activo modificado de DVB, P13, vSRB e IBR

Vacuna E Vacuna de virus activo modificado de DVB, PI3 y vSRB

Vacuna F Vacuna de virus activo modificado de DVB, PI3 y vSRB

Vacuna G Vacuna de virus activo modificado de PI3 e IBR

Vacuna H Vacuna de virus activo modificado del virus de la rabia

Vacuna | Vacuna de virus activo modificado del virus de la rabia

Vacuna J Vacuna de virus activo modificado del virus de la rabia

Vacuna K Vacuna de virus activo modificado del virus de la rabia

Vacuna L Vacuna de virus activo modificado del virus de la rabia

SFB/ 1 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 2 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 3 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 4 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 5 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 6 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 7 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 8 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 9 Suero fetal bovino comercial

SFB/ 10 Suero fetal bovino comercial

Linea celular/ 1 Células BHK-21

Linea celular/ 2 Células MDBK

Linea celular/ 3 Células MDBK

Linea celular/ 4 Células MDCK

Linea celular/ 5 Células MDBK

Linea celular/ 6 Células MDBK

Linea celular/ 7 Células MDBK

Linea celular/ 8 Células MDBK

Cuadro 5.2 Muestras utilizadas en este trabajo
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5.2.1 Extraccion de ARN total

La obtencion del ARN total se realizé utilizando Trizol® Reagent ¥

, de acuerdo
con las indicaciones del producto y en campana de flujo laminar ¥". Brevemente, la
extraccion del ARN de las cepa testigo se realiz6 de forma paralela con las
muestras (vacunas, SFB y lineas celulares). Por cada 700 pyl de muestra se

adicionaron 300 pl de Trizol® Reagent "', las muestras fueron incubadas por 5 min

a temperatura ambiente y posteriormente se le adicionaron 150 ul de cloroformo

Vil |

Se mezclaron en homogeneizador X por 15 seg aproximadamente para
después incubarse por 7 min en hielo. Concluido este paso, se centrifugaron a 12
000 rpm por 20 min a 4°C X. Los sobrenadantes fueron transferidos a tubos

nuevos, a los que se les adicionaron 500 pl de isopropanol ™

mezclando por
inversion. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente por 10 min y
posteriormente fueron centrifugadas a 14 000 rpm por 20 min a 4°C X Se
decantaron los sobrenadantes y se les adicioné 1ml de etanol X" al 75% por cada
muestra y nuevamente se centrifugaron 14 000 rpmin por 10 min a 4°C X Se
decanté el etanol y se dejaron secar las pastillas aproximadamente 10 min en una
campana de flujo laminar V. Posteriormente se suspendieron con 20 pl de agua
con DEPC (ver Anexo 1), homogenizando varias veces con micropipeta, para

después incubarse en bafo Maria *"

a 55-60°C por 5 min, y finalmente
almacenarse a -70°C". El ARN total fue cuantificado en todas las muestras por

medio de espectofotometria *".

Y'nvitrogen®

¥'Sigma-Aldrich

Y"NUAIRE, modelo UN440-400 X).T. Baker® 27

VIl T. Baker®

"V Ultracongelador SO-LOW modelo U85-L3

" MRC Laboratory modelo UYM 1000 " Accesolab, modelo SM
*Thermo Scientific , modelo LRS8405 " Nanodrop Spectrophotometer ND1000



5.3Transcripcion Reversa-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

Se amplificé un fragmento de la region 5’'UTR por medio de RT-PCR. Se utilizaron
los iniciadores previamente reportados por T.J. Mahony et al; 2005 para
identificacion del vDVB. Se obtuvieron amplificados de 293 pb de la region 5'UTR.

Las secuencias de los iniciadores estan descritas en el cuadro 5.3.

Iniciadores Secuencia 5°- 3’ Tamano del producto
(pb)

Sentido (5'UTR) CTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTA | 293

Antisentido CAACTCCATGTGCCATGTACAGCA

(5°'UTR)

Cuadro 5.3 Iniciadores utilizados para amplificar un fragmento de la region 5°UTR

Los reactivos utilizados en la RT-PCR, asi como su concentracion se muestran en

el cuadro 5.4y 5.5

Reactivo Concentracion | Concentracion

inicial final

RT 5U/ul 1U/reaccion

Buffer 10X 10X 1X

dNTP’s 10mM 200uM

Iniciador antisentido 20uM 0.2 yM

Inhibidor de RNasas 10U/l 1U/reaccion

Agua con DEPC c.b.p. 20 pl

ARN 100ng

Volumen final 20 pl

Cuadro 5.4 Reactivos utilizados en la RT
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La mezcla sé incub6 ™" a 37°C por una h y posteriormente a 65°C por 5 min.

Reactivo Concentracion | Concentracion
inicial final

Buffer 10X 1X
MgCl2 50mM 1.5 mM
dNTP’s 10mM 200uM
Iniciador sentido 20uM 0.2 yM
Iniciador antisentido | 20uM 0.2 yM
Taq polimerasa 5U/ul 1U/reaccion
cADN 100ng
Agua cbp 25 pl
Volumen final 25 pl

Cuadro 5.5 Reactivos utilizados en la PCR

Las condiciones establecidas en el termociclador *¥ para la PCR se muestran a

continuacion (Figura 5.1)

Desnaturalizacion

94°C Extension
72°C
i Alineamiento .
. 56.2°C I
4 min 30seg 30seg 10min
\ 30seg /
35ciclos

Figura 5.1 Condiciones de la PCR. Condicionesde la temperaturay

ciclosenla PCR para 5'UTR establecidas en el termociclador.

* Techne, Techgene®, Inglaterra
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Los productos de la PCR fueron visualizados geles de agarosa al 1% en TAE

tefiido con GelRed Nucleic Acid® V.

5.3.1 Aplicacién de la técnica de RT-PCR en muestras de trabajo

Se realiz6 la RT-PCR de todas las muestras procesadas. En total se analizaron 6
vacunas que contenian el vDVB como agente vacunal y 6 vacunas que no lo
contenian. Asi mismo se analizaron muestras de 10 SFB comerciales y 8 lineas

celulares provenientes de laboratorios mexicanos productores de vacunas.

5.4 Secuenciacioén y analisis filogenético

Una vez obtenidos los productos de la RT-PCR estos fueron purificados utilizando
el kit QIAquick Gel Extraction® ", siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
productos de PCR fueron enviados al Laboratorio de Biologia Molecular del

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM donde fueron secuenciados.

Una vez obtenidas las secuencias de las muestras procesadas y la de la cepa
testigo, éstas fueron comparadas con secuencias de referencia previamente
reportadas en la base de datos del GenBank, las cuales se describen en el Cuadro

5.6.
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Virus Nombre de cepa de referencia No. de
acceso al
GenBank
vDVB tipo 1 NADL M311382,
SD-1 M96751
Osloss M96687
NY-1 L32879
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate H2- 190/MX JNO67732
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate B5-132/MX JNO67746
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate K6-4/MX JNO67741
vDVB tipo2 | 890 32886
NY-93 AF502399
34b AF244952
Soldan U94914
Bovine viral diarrhea virus 2 isolate JNO67713
vDVB tipo 3 | Hobi/Brazil/315/2004 strain EF683558.1
Th/04 KhonKaen DQ897641.1
Bovine viral diarrhea virus 3 isolate JNO67747
vFPC Classical swine fever virus isolate BRESCIAX AY578687.1
VEF AF037405.1

Border disease virus strain X818

Cuadro 5.6. Cepas de referencia utilizadas para el analisis filogenético

Las secuencias de nucleétidos fueron alineadas utilizando el programa ClustalW®

usando el software BioEdit™. El analisis filogenético se llevé a cabo con el

software MEGA versién 5.1% para el cual se consideraron los siguientes

parametros:

Como modelo de sustitucidon nucleotidica se utilizé el método Kimura de 2

parametros®, elegido con base en el valor obtenido por el criterio de informacion

bayesiana el cual fue de 1820.72.

Como método de reconstruccion filogenética se utilizé el método de maxima

verosimilitud. Adicionalmente se realiz6 la reconstruccion filogenética por el
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método del Neighbor-Joining® obteniendo la misma topologia. Finalmente como

método de soporte estadistico se utilizaron 500 réplicas de boostraps®’.
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6. RESULTADOS
6.1 Determinacion de la identidad de las cepas testigo

El cultivo celular infectado con la cepa testigo CP mostr6 vacuolizacién y muerte
celular en el tiempo esperado (48 h). Se verificd la identidad de la cepa mediante
una amplificacion por la RT-PCR y secuenciacion de un fragmento de 293pb
correspondiente a la region 5’'UTR (Figura 6.1). La identidad de la secuencia fue
confirmada mediante comparacion con la base de datos publicados en el
GenBank, con el National center for Biotechnology Information BLAST network
server® y se confirmé que la cepa testigo corresponde al vDVB tipo 1 cepa NADL

(CP).

Con base en estos analisis, el ARN y el producto amplificado de la cepa NADL se

us6 como testigo positivo en cada RT-PCR de las muestras utilizadas.

Como testigo negativo de la prueba de RT-PCR se utilizé el ARN de células MDBK

sin infectar.

500 pb
400 pb

300 pb <4 293 pb

200 pb

100 pb

Figura 6.1 Producto de la RT-PCR para 5UTR (Cepa referencia). Fotografia de un gel de
agarosa al 1% en TAE, tefiido con GelRed®, donde se muestra la amplificacién de la regién 5°UTR
del vDVB. Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus, carril 2: Cepa referencia vDVB NADL.
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6.2 Amplificacion del fragmento de la regiéon 5'UTR en muestras de

trabajo
Los resultados obtenidos con las muestras procesadas fueron los siguientes:

De las 6 vacunas (de la G a la L) que no contenian al vDVB como agente vacunal
se obtuvieron 4 positivas (G, H, | y K) y 2 negativas (J y L). (Figura 6.2) con un

producto amplificado de 293 pb correspondiente a la region 5’UTR.

650 pb

500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

<4 293 pb

100 pb

Figura 6.2 Producto de la RT-PCR para 5’UTR (vacunas). Fotografia de un gel de agarosa al 1%
en TAE, tefido con GelRed®, donde se muestra la amplificacion de la region 5°'UTR del vDVB.
Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus, carril 2: vacuna G, carril 3: vacuna H, carril 4:
vacuna |, carril 5: vacuna J, carril 6: vacuna K, carril 7: vacuna L, carril 8: testigo positivo, carril 9:
testigo negativo.
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En las muestras de SFB se obtuvieron 8 positivas y 2 negativas. (Figura 6.3)

1 2 3 4 5 B f 8 9 10 11 12 13

650 pb

500 pb
400 pb

300 pb
200 pb
100 pb

<— 293 pb

Figura 6.3 Producto de la RT-PCR para 5°UTR (SFB). Fotografia de un gel de agarosa al 1% en
TAE, tefiido con GelRed®, donde se muestra la amplificacion de la regiéon 5°'UTR del vDVB. Carril
1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus, carril 2: SFB 1, carril 3: SFB 2, carril 4: SFB 3, carril 5:
SFB 4, carril 6: SFB 5, carril 7: SFB 6, carril 8: SFB 7, carril 9: SFB 8, carril 10: SFB 9, carril 11:
SFB 10, carril 12: testigo positivo, carril 13: testigo negativo.

35



De las 8 lineas celulares procesadas se obtuvieron 7 muestras positivas y una

negativa. Con el mismo producto de amplificacion. (Figura 6.4)

650 pb ==

500 pb =
400 pb ==
300 pb == & 293pb

200 pb =

100 pb ==

Figura 6.4 Producto de la RT-PCR para 5 UTR (lineas celulares). Fotografia de un gel de
agarosa al 1% en TAE, tefiido con GelRed®, donde se muestra la amplificacién de la regién 5°UTR
del vDVB. Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus, carril 2: linea celular 1, carril 3: linea
celular 2, carril 4: linea celular 3, carril 5: linea celular 4, carril 6: linea celular, carril 7: linea celular

6, carril 8: linea celular 7, carril 9: linea celular 8, carril 10: testigo positivo, carril 11: testigo
negativo.
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En las 6 vacunas (de la A a la F) que tenian como agente vacunal al vDVB se
obtuvo un producto amplificado de 293 pb correspondiente a la region 5’UTR del

vDVB. (Figura 6.5)

<4 293 pb

Figura 6.5 Producto de la RT-PCR para 5’UTR (vacunas). Fotografia de un gel de agarosa al 1%
en TAE, tefido con GelRed®, donde se muestra la amplificacion de la region 5’'UTR del vDVB.
Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus, carril 2: vacuna A, carril 3: vacuna B, carril 4:
vacuna C, carril 5: vacuna D, carril 6: vacuna E, carril 7: vacuna F, carril 8: testigo positivo, carril 9:
testigo negativo.

De un total de 25 muestras procesadas y que resultaron positivas a la PCR, se
obtuvieron las secuencias de los productos amplificados. En seis vacunas
indicadas para la inmunizacion contra DVB se establecio la identidad del vDVB
como agente vacunal. De las 19 muestras restantes que debian estar libres de la
presencia del genoma del vDVB, 12 fueron positivas para el vDVB tipo1b, 4 fueron
positivas al vDVB tipo 1a y 3 al vDVB tipo 2. Es decir, en estas muestras se

identifico a este virus como un agente contaminante.
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6.2.1 Analisis filogenético del fragmento de la regién 5’UTR

El arbol filogenético fue construido utilizando las secuencias obtenidas a partir de la
amplificacién del fragmento de la regiéon 5’UTR especifica del vDVB. (Figura 6.5) Las
secuencias fueron registradas en el Genbank con los nimeros de acceso del KC252579

al KC252597. (Anexo 2)

SFB 7 \

SFB 9
SFB 5
SFB 4
SFB 3
SFB 2
SFB 1
Vacuna |
%8 \/acuna H vDVB 1b
Vacuna G
NY-1 (1b)
L CP7 (1a)
76| F— Vacuna K
= Osloss (1b)
Bovine viral diarrhea virus 1 isolate K6-4/MX5UTR
I— Bovine viral diarrhea virus 1 isolate B5-132/MX 5UTR
® L Bovine viral diarrhea virus 1 isolate H2-190/MX 5UTR /
LC1
SFB 6
NABL (12) vDVB 1a
74 SD-1 (1a)
LC2
32
e LC6
LC7
93 | Hobi/Brazil/315/2004 strain 315 (3)
99 _L Bovine viral diarrhea virus 3 isolate B5-3/MX 5UTR vDVB 3
Th/04 KhonKaen (3)
34B (2b) N
69 Bovine viral diarrhea virus 2 isolate B5-135/MX 5UTR
I SOLDAN (2b)
7 890 (2a)
g7 | New York 93 (2)
88 LC4 vDVB 2
LC8 J
T BDV
9l CSFV BRESCIAX
'T'

Figura 6.6 Analisis filogenético y clasificacion del vDVB basados en un fragmento de 293pb de la regiéon 5°UTR. El
arbol fue construido por el método de maxima verosimilitud utilizando un fragmento de 293 nucledtidos contenidos en la
region no codificante 5’UTR. Se utilizaron las 19 secuencias obtenidas en este trabajo y 18 cepas de referencia obtenidas
del Genbank. Las secuencias obtenidas se identificaron como tipo muestra: SFB (nimero), Vacuna (nimero) y LC (ndmero).



El diagrama obtenido a partir del analisis filogenético realizado con las secuencias
de los productos de PCR de las muestras positivas a la presencia del vDVB, son
presentados en la figura 6.5. Las secuencias analizadas se agruparon en los
clados correspondientes a los diferentes genotipos del virus de diarrea viral
bovina, confirmando su identidad con las cepas contenidas en las muestras con
este virus.

El programa utilizado para el analisis mostré que las secuencias procedentes de
las vacunas |, G, H y los sueros fetales bovinos 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, se agruparon en
el cladograma correspondiente al genotipo 1b, que presenta una identidad del
100% con la cepa NY-1. La vacuna K presenta una identidad del 99.99% con la
cepa NY-1. El producto de la PCR obtenido a partir de la linea celular 1 presenta

una identidad del 99.99% con la cepa NY-1.

Los productos obtenidos del SFB 6, asi como las lineas celulares 2, 6 y 7 se
agruparon en el clado 1a. El SFB 6 present6 una identidad del 100% con las cepa
de referencia NADL, mientras que las lineas celulares 2, 6 y 7 tienen una identidad
del 99.95% con la cepa de referencia SD-1. Finalmente la linea celular 4 tuvo una
identidad del 100% con la cepa New York 93 la cual pertenece al vDVB tipo 2a.
Las lineas 5 y 8 se agruparon con el genotipo 2, presentando una identidad del

99.99% con la cepa de referencia 890.

De los tres tipos de muestras analizadas, las lineas celulares son las que

mostraron identidad con un mayor numero de cepas de referencia.
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Lo anterior sugiere que, la contaminacién de SFB vy lineas celulares representa un

riesgo importante en la produccidén de vacunas ya que por esta via puede

favorecer la propagacion del virus y ocasionar brotes de la enfermeda

87,88, 89, 90
f°7:68. 89, %0,

CpP7 Osloss | NY-1 NADL | SD-1 890 NY-93

Vacuna G 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
Vacuna H 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
Vacuna | 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
Vacuna K 99.9745 99.983% | 99.991% | 99.939% | 99.920% 99.816% | 99.839%
SFB/ 1 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 2 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 3 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 4 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 5 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 6 99.9300% | 99.939% | 99.948% | 100% 99.983% 99.805% | 99.828%
SFB/ 7 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
SFB/ 9 99.9831% | 99.991% | 100% 99.948% | 99.930% 99.827% | 99.850%
Linea celular/ 1 | 99.9745% | 99.983% | 99.991% | 99.957% | 99.939% 99.816% | 99.839%
Linea celular/ 2 | 99.910% 99.920% | 99.930% | 99.956% | 99.957% 99.781% | 99.805%
Linea celular/4 | 99.8278% | 99.983% | 99.850% | 99.928% | 99.806% 99.974% | 100%

Linea celular/ 5 | 99.8042% | 99.816% | 99.827% | 99.805% | 99.794% 99.991% | 99.983%
Linea celular/ 6 | 99.9109% | 99.920% | 99.930% | 99.956% | 99.957% 99.781% | 99.805%
Linea celular/ 7 | 99.910% 99.920% | 99.930% | 99.956% | 99.957% 99.781% | 99.805%
Linea celular/ 8 | 99.8042% | 99.816% | 99.827% | 99.805% | 99.794% 99.991% | 99.983%

Cuadro 6.1 Porcentajes de identidad

. Porcentajes de identidad de las muestras procesadas
comparadas con las cepas de referencia CP7, Osloss, NY-1, NADL, SD-1, 890 y NY-93. Los
ndameros en negritas representan los valores con el mayor porcentaje de identidad.
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7. DISCUSION

En México se desconoce la situacion epidemioldgica actual de la DVB. Existen
algunos estudios en nuestro pais que revelan la presencia de anticuerpos contra
este virus al que refieren como uno de los causantes de infertilidad en el ganado®,
sin embargo, hasta ahora no existen reportes que revelen la presencia del virus en
animales seronegativos, es decir los (Pl). No obstante se ha determinado la
seroprevalencia de la enfermedad en algunas regiones del pais, por ejemplo: se
ha encontrado que en el trépico himedo mexicano llega a alcanzar el 12.27%%;
en el estado de Morelos se realizdé un estudio que demostré que el 42% de los
animales analizados fueros seropositivos'® mientras que en el estado de Yucatan
14% fueron positivos al vDVB'' y en el norte de Chiapas el 35.1%'%. Sin
embargo, no existen trabajos en donde se haya determinado las variedades de
vDVB que circula en el ganado de nuestro pais.

La Comisién Nacional de Salud Animal (CONASA) considera a la enfermedad
como endémica en el pais, aunque no de riesgo epidemiologico, econdmico, de
salud publica o de riesgo en el comercio nacional e internacional pero si de
notificacion obligatoria'®.

Las pérdidas econdmicas a causa de una infeccion por el vDVB, por lo general
son el resultado disminucion en la produccion lactea, defectos congénitos,
desordenes reproductivos, asi como la predisposicion a otras enfermedades entre
otros. No obstante, es dificil evaluar el impacto econdmico de las infecciones
causadas por el vDVB, unicamente con base en informes clinicos de los brotes de

la enfermedad. Las pérdidas econdmicas relacionadas con este padecimiento se
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deben a la disminucion de la produccion, asi como por los gastos en tratamientos
y para la prevencion'®.

Las pérdidas en la produccidén dependen del tamafio de la poblacion, incidencia de
la infeccion y por supuesto la magnitud de las diferentes manifestaciones clinicas
de la enfermedad'®. Sin embargo, el célculo de las pérdidas en los brotes de la
DVB son significantemente variables, ya que el dafio causado por la enfermedad
es distinto de hato en hato, independientemente de la metodologia empleada para
calcular dichas pérdidas'®. Y si a esto le agregamos que en la mayoria de los
casos las pérdidas calculadas so6lo incluyen las causadas por los efectos directos
como abortos y muerte animal, mientras que efectos indirectos como el
incremento de riesgo de los animales de contraer otras enfermedades nos son
incluidas, haciendo que el calculo de las pérdidas sea atin mas complicado'®.

Por otra parte, se han propuesto diferentes medidas para el control de la
enfermedad. El programa de control de la enfermedad debe estar basado en una
(1) bioseguridad estricta, (2) eliminacion de animales PIl, (3) un monitoreo
permanente y (4) vacunacion, la cual estd recomendada como una herramienta
suplementaria para reforzar la proteccién contra la infeccién o la reinfeccién. En un
programa de control adecuado estos cuatro puntos deben ser aplicados de
manera meticulosa y al mismo tiempo. Hay que tomar en cuenta que la deteccion
de animales PI requiere de un esfuerzo continuo'”’.

Como se mencion6 con anterioridad la vacunacion se utiliza como un método
preventivo para la DVB. Sin embargo, los SFB y las lineas celulares utilizadas
para la elaboracidén de vacunas tienen el riesgo de encontrarse contaminados con

el vDVB y como consecuencia de dicha contaminacion se han descrito brotes de
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la enfermedad en bovinos por el uso de dichos productos'® ' Ademas, se ha
reportado la infeccibn con el vDVB proveniente de un lote de vacunas
contaminadas utilizadas en cerdos''® y cabras'"'. Por otro lado, en un estudio
realizado en lItalia por Falcone E. et al se pudo reproducir la DVB con una
signologia grave tipica de la enfermedad, al inocular experimentalmente el vDVB
tipo 2 aislado a partir de una vacuna comercial utilizada para la proteccién contra
rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) en bovinos' 2.

Por lo anterior que es muy importante verificar que los productos utilizados para la
vacunacion el ganado bovino se encuentren libres del vDVB.

En este trabajo se identificé la presencia del vDVB como contaminante en
muestras de los diferentes productos procesados. Esto fue determinado por medio
de RT-PCR y secuenciacion. Asi mismo la comparacion de las secuencias de los
productos amplificados de la region 5’'UTR con diferentes cepas de referencia de
vDVB reportados en el GenBank fue util para determinar la identidad de las cepas.
El uso de estas técnicas ha sido descrita previamente para determinar los
genotipos e incluso los subgenotipos que estan presentes en poblaciones

113, 114, 115, 116,

ganaderas en diferentes paises "7.118119 De la misma manera en

vacunas para el ser humano, se ha detectado la presencia del genoma del vDVB,;

esto en vacunas originarias de Suiza en donde el virus se caracterizé como vDVB

120
d

tipo 1 , mientras que en vacunas originarias de Japon se caracterizaron los

subgenotipos 1a y 1¢'?'. En otro trabajo realizado en ltalia se logré detectar el
vDVB como contaminante en vacunas de uso en humanos por medio de RT-PCR
y secuenciacion, el estudio revel6 que las muestras positivas al vDVB pertenecian

a los subtipos 1a, 1b, 1cy 1d'#.

43



En comparacién con los hallazgos en el estudio de vacunas para humanos, en las
vacunas de uso veterinario los trabajos que existen solo se identifica al vDVB

como contaminante®® % 123. 124

sin caracterizar las variedades del vDVB que
predomina en la muestras.

De las vacunas que se evaluaron en el presente trabajo, en las muestras
identificadas como G, H, | y K (secuencias registradas con los numeros de acceso
al GenBank: KC252579, KC252580, KC252581 y KC252582 respectivamente.
Anexo 2) se detecto la presencia de vDVB del tipo 1b como agente contaminante.
Estos resultados coinciden con lo encontrado en las vacunas de uso en humanos
gue han sido analizadas para la deteccion de vDVB.

La contaminacion de vacunas con el vDVB se puede originar a partir del uso de
lotes de SFB o lineas celulares contaminadas, como se ha establecido
anteriormente. Por otra parte, si bien con el uso de la RT-PCR se puede detectar
la presencia del acido nucleico viral, no se puede determinar que el virus se
encuentre activo.

Investigaciones realizadas por Levings y Wessman demostraron que la frecuencia
de la deteccion vDVB o anticuerpos detectados en lotes de 1 litro de SFB de no
mas de 2 fetos, varia entre el 20% y el 87.1%, y la frecuencia en la deteccion del
vDVB de mezclas de SFB ultracentrifugados varia entre el 20.8% y el 50%. Lo
anterior sugiere que la frecuencia de la presencia del vDVB en el suero es alta y
explica la probabilidad de contaminacién de los cultivos celulares que son

mantenidas con medio de cultivo adicionado con SFB'?°. Se ha aislado vDVB de

SFB, incluso con tratamientos con radiacién gamma vy filtracion'?, por lo que se
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puede decir que los métodos por los que se inactiva el SFB no siempre son
aplicados efectivamente®?.

En el presente trabajo el analisis de los fragmentos secuenciados de los
amplificados obtenidos en las muestras de SFB (secuencias registradas con los
numeros de acceso al GenBank: del KC252583 al KC252590. Anexo 2), mostraron
una alta identidad con los vDVB tipo 1a y 1b. Dichos resultados revelan la
presencia de por lo menos 2 subgenotipos en los SFB comercializados en México.
Estos resultados son similares a los obtenidos en trabajos en Polonia en donde se
logré identificar al vDVB 1a, 1b y 1c¢ aunque no pudieron ser aislados'?’. De la
misma manera, en Suiza se logré establecer la presencia del virus atipico de la
DVB tipo 3 en sueros originarios de México y otros paises como Brasil, Canada y
Australia'®.

En Estados Unidos de América existe evidencia que de un 20-50% de los lotes de

SFB contienen vDVB infeccioso'?! 12°

, ¥ se han identificado los subgenotipos 1a y
1b como los contaminantes de diferentes lotes'**. En distintas partes del mundo se
ha detectado que el 57.1% de los SFB estan contaminados con pestivirus de los
cuales se ha logrado aislar vDVB tanto del tipo 1 como del tipo 2%.

En este trabajo se detect6 el vDVB en el 80% de las muestras procesadas,
resultado que es similar a lo reportado por Zabal O. et al en el 2000"°.

Es por esto que el grado de pureza del SFB utilizado en la produccion de vacunas,
tiene un fuerte impacto en la calidad del producto terminado. Garantizar la calidad
del suero empleado en la elaboracion de estos productos resulta en la reduccion

de riesgos, para lograrlo existen tres elementos esenciales a controlar: el origen,

las pruebas de deteccién del vDVB, y los procedimientos de inactivacion aplicados
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al SFB para eliminar o reducir cualquier contaminante potencial®>. De estos tres
elementos, el control del origen del SFB es el mas importante; ya que la
eliminacién de la fuente de contaminacion es el método mas eficaz para asegurar
la ausencia de virus en el SFB%%.

Por otro lado, desde 1975 también se ha reconocido la contaminacion de lineas
celulares susceptibles a la infeccion por el vDVB al utilizar al SFB como

suplemento en el medio de crecimiento™’

. Se ha informado que lineas celulares
de origen bovino, de ovino, caprino, de ciervo, bisonte, hamster, conejo, mono, y
gato doméstico; obtenidas del ATCC se encontraron contaminadas con el
vDVB™2. La consecuencia es que, en cultivos celulares en donde se quiere
evaluar la replicacion de un virus diferente al vDVB, se puede llegar a presentar el
fendmeno de interferencia viral, causando un resultado indeseable de la prueba?.
Ademas la contaminaciéon de lineas celulares con el vDVB puede provocar
cambios en el crecimiento de las células™*.

En las lineas celulares que fueron procesadas como parte de este trabajo, se
encontré vDVB del tipo 1a y del tipo 2 (secuencias registradas con los numeros
de acceso al GenBank: del KC252591 al KC252597. Anexo 2).

Algo muy importante a considerar es que las vacunas y los SFB’s que se
analizaron en este estudio estan disponibles en el mercado. En el caso de las
lineas celulares, algunas provenian de laboratorios productores de vacunas y
resultaron positivas a la presencia de acidos nucléicos del vDVB. De los tres

grupos de muestras analizadas, las lineas celulares son las que mostraron

identidad con un mayor numero de cepas de referencia.
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Existe normatividad tanto nacional como internacional, que establece que en el
control de calidad de vacunas se requiere descartar la presencia de agentes
biolégicos contaminantes, incluyendo a los pestivirus'®°, de la misma manera que
en los SFB y lineas celulares de origen animal que se utilizan para su elaboracion;
esto con el propésito de garantizar la pureza del producto terminado™®,"*’. Para la
identificacion del vDVB en los productos previamente mencionados se han
propuesto diversas técnicas de diagndstico como la RT-PCR™®. La RT-PCR es
una prueba altamente sensible y especifica que se utiliza cuando se sospecha de
contaminacion por el vDVB'*. El manual de la OIE sugiere el uso de iniciadores

3"33; por lo cual

que amplifiquen regiones conservadas como la region 5’"UTR o NS
se ha propuesto como una alternativa de solucion, para detectar los distintos
vDVB que sabemos pueden estar presentes en SFB, lineas celulares y
vacunas'?®.

La RT-PCR y secuenciacion son herramientas utiles para determinar la identidad
de una cepa vacunal. En el caso de las muestras procesadas de vacunas que
contenian el vDVB como antigeno vacunal (A-F), la RT-PCR permiti6 su
identificacion misma que se confirmé con el analisis de las secuencias.

Hasta el momento no existen informes en México de brotes causados por vacunas
contaminadas, asi mismo, tampoco hay informacion disponible acerca de la
identificacion de virus contaminantes en productos terminados. Motivo por el cual
es recomendable la realizacion de pruebas de rutina en forma continda para

determinar la posible contaminacion en los productos evitando asi que queden

disponibles en el mercado.
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8. CONCLUSIONES

Se estandariz6 una técnica de RT-PCR para detectar el vDVB
amplificando un fragmento de la region 5’UTR.

Se encontré evidencia de la presencia de acidos nucléicos del virus
de la diarrea viral bovina como contaminante en vacunas de uso
veterinario, asi como en SFB y lineas celulares. Sin embargo, no se
demostro actividad bioldgica.

Con base en el analisis de secuencias se demostré que los virus
identificados como contaminantes en las vacunas, SFB y lineas
celulares corresponden al vDVB tipo1 y al tipo 2.

Se determiné la identidad de las cepas en las vacunas que con

tenian el vDVB como agente vacunal.

9. PROSPECTIVA

Determinar las causas por las cuales no fue posible amplificar la
region que codifica para la sintesis de la proteina NS3.

Se propone el aislamiento del virus de las vacunas, SFB y lineas
celulares para determinar la infectividad del virus.

Se sugiere incluir la realizaciéon de RT-PCR y secuenciacion en los
procedimientos de control de calidad para detectar contaminacion

con el vDVB en materia prima y vacunas comerciales y reducir el
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riesgo de diseminacion de esta enfermedad en los animales de
abasto.

* Hacer un estudio de epidemiologia molecular para identificar las
variantes genéticas del vDVB que estan presentes como
contaminantes en vacunas, virus semilla, SFB y lineas celulares; y
establecer la relacion que existe con las cepas que circulan en el

ganado en México.
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Anexo 1. Medios de cultivo y soluciones

Medio para cultivo celular

Reactivo Cantidad
Opti-MEM (Gibco) 13.6 g
Suero equino (ATCC) 10ml
Caldo triptosa fosfato (DIFCO) 10ml
Antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco) 1ml
Agua Mili-Q c.b.p. 1000 ml

Disolver los 13.6 g del medio en polvo en c.b.p. 1 litro de agua Mili-Q y esterilizar por

medio de filtracién. Conservar en refrigeracion.

Caldo triptosa fosfato (TPB)

Reactivo

Cantidad

Caldo triptosa fosfato

295¢g

Agua desionizada

1000ml

Disuelva el caldo en polvo en 1 litro de agua desionizada. Esterilizar en autoclave durante
15 minutos a 121°C a 20 libras de presion. Conservar en refrigeracion.

Solucién TAE 50x pH 8.5

Reactivo Cantidad
Tris base 242 g
Acido acético glacial 57.1 ml
Na2EDTA.2H20 37.2 g
Aforar con agua desionizada a 1 litro.
Solucién de trabajo 1x

Reactivo Cantidad
Tris acetato 40mM
EDTA 2mM

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Se elabora a base de dos soluciones: Solucion A Fosfato de sodio monobasico, Solucion

B Fosfato de sodio dibasico.

Solucién A Fosfato de sodio monobasico al 0.15M pH 4.5

Reactivo Cantidad
Sodio monobasico NaH2PO4
Cloruro de Sodio NaCl 8.5¢g
Agua destilada 1000ml

Soluciéon B Fosfato de sodio dibasico al 0.15M pH 8.7

Reactivo

Cantidad

Sodio dibasico Na2HPO4
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Cloruro de Sodio NaCl 8.5¢g

Agua destilada 1000ml

Preparar las soluciones A y B por separado. Mezclar las soluciones en la siguiente
proporcién 1:4

-Solucion A (acida) 1 parte

-Solucién B (basico) 4 partes

Regulador de muestra (20pl)

Reactivo Cantidad
Tris HCI pH 8 1M 4.8l
EDTA pH 8 960 pl
Glicerol estéril 70% 1.7 pl
Azul de bromofenol estéril 1.2 pl
Agua destilada estéril 11.3 pl

Mezclar los componentes y distribuir en viales de 1ml.

Agua con DEPC

Reactivo Cantidad

Agua destilada 100ml

DEPC 100pl

Dejar en agitacion con bala magnética toda la noche a temperatura ambiente. Esterilizar

con autoclave para inactivar DEPC.
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Anexo 2. Secuencias

Tipo de
muestra/
Identifica

cion

Secuencia

No. de acceso
al GenBank

Vacuna G

GGGTAGCACANTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGTACA
GGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAGATG
CCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGGGG
GTCGTTCAGGNGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGCCTG
ATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTNAAAATCTCTGCT
GTACATGGNACATGGAGTTGG

KC252579

Vacuna H

GTgAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTCAG
TGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAGATGCCACGTGGACGAG
GGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGGGGGTCGTTCAGGTGA
AAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGCCTGATAGGGTGCTGCA
GAGGCCCACTGTATTGCTACTNnAAAATCTCTGCTGTACATGGCACAT
GGAGTTGG

KC252580

Vacuna |

AGCANCTNNNNGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGTACAGG
GTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAGATGCC
ACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGGGGGT
CGTTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGCCTGAT
AGGGTGCTGCAAAGGCCCACTGTATTGCTACTnAAAATCTCTGCTGT
ACATGGCACATGGAGTTGG

KC252581

Vacuna K

GGGGNNTAGCANNNTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGT
ACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGNNTCNAN
ATGNCNCGTGGACGAGGNNNTGCCCNCNGCACATCTTANNCTGGACG
GGGGTCGTTCNGGNGAAAACGGTTTAANNNANCGNTACNAATACNNC
CTGANANGGNGNTGCNNANNNCCNNTGTATTGCTACNNAAAATCTCT
GCTGTACATGGNNCATGGAGTTGG

KC252582

SFB1

GTGAGNTTCGTTGGATGGCNTGAANCCCTGAGTACAGGGTAGTCGTC
AGTGGTTCGACNCCTNTTGGANGACAAGNCTCGAGATGCCNCGTGGA
CGANGGCATGCCCNCANCACATCTTANNCTGGNCGGGGGTCGTTCAG
GTGAAAACGGTTTNANNNACCGCTNCAAATACAGCCTGATAGGGTGC
TGCACANNNCCCCTGTATTGCTACTAAAANTCTCTGCTGGACNTGGN
NCATGGANTTGGNA

KC252583

SFB 2

GGGGGTAGCANCAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGT
ACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTCGGAGGACAAGCCTCGAG
ATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGNCG
GGGGTCGCTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGNATACAGC
CTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTnAaAATCTCT
GCTGTACATGGCACATGGAGTTG

KC252584
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SFB 3

tANNGGGGGTAGCAGCAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGNTGAAGCCCT
GAGTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTCGGAGGACAAGCCT
CGAGATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACANCACATCTTAACCTG
NNCGGGGGTCGCTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGNNTA
CAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTNnAAAAT
CTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTTGA

KC252585

SFB 4

GGGGGTAGCACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGTA
CAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAGA
TGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGG
GGGTCGTTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACNAATACAGCC
TGATAGGGTGCTGCANAGGCCCACTGTATTGCTACTAAAAATCTCTG
CTGTACATGGCACATGGAGTTG

KC252586

SFB 5

GGGGGTAGCACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGATGAAGCCCTGAGTA
CAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTCNGAAGACAAGCCTCGAGA
TGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACATCACATCTTAACCTGAACGG
GGGTCGNTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGCC
TGATAGGGTGCTGCAAAGGCCCACTGTATTG

KC252587

SFB 6

GTAGCANCcAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGAGTACAG
GGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCCTTGGAATAAAGGTCTCGAGATGC
CACGTGGACGAGGGCATGCCCAAAGCACATCTTAACCTGAGCGGGGG
TCGCCCAGGTAAAANCAGTTTTAACCGACTGTTACGAATACAGCCTG
ATAGGGTGCTGCAAAGGCCCACTGTATTGCTACTAAAAATCTCTGCT
GTACATGGCACATGGAGTT

KC252588

SFB 7

GGGTAGCACAGTGGTGAGTCTCGTTGGATGGCTNGAAGCCCTGAGTA
CAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAGA
TGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACGG
GGGTCGTTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGCC
TGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTNAAAATCTCTG
CTGTACATGGCACATGGAGTTGA

KC252589

SFB 9

GGGGGGTAGCACaGNGGTGAGTTCGTTGGATGGCTGAAGCCCTGAGT
ACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCTTTGGAGGACAAGCCTCGAG
ATGCCACGTGGACGAGGGCATGCCCACAGCACATCTTAACCTGGACG
GGGGTCGTTCAGGTGAAAACGGTTTAACCAACCGCTACGAATACAGC
CTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTnAAAATCTCT
GCTGTACATGGCACATGGAGTTG

KC252590

Linea
celular 1

CACNNNNGGTGAGTTCTTGGANGGCNTNAACCCTGAGTACAGGGTAG
TCGTCAGTGGTTCGACNNNNTGNANNACAAGTCTCNNNATGCCNCGT
GGACGANGNNNTGCCCNCAGCACATCTTANNCTGATCGGGGGTCGTT
CANGTGAAAACAGTTTTNNTNACCGCTACNAATACAGCCTGATAGGG
TGCTGCANANNNCCNCTGTATTGCTNCTAAAAATCTCTGCTGGACCT

KC2525891
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GGCACATGGAGTTGGNN

Linea
celular 2

GNNNNGTANCACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAagCCCTGAGT
ACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCCTTAACATGAAGGTCTCGAG
ATGCCACGTGGACGAGGGCACGCCCAAAGCACATCTTAACCCGAGCG
GGGGTCGCTCGGACGAAAACAGTTTGATCAACTGCTACAAATACAGC
CTGATAGGNAGCTGCNnaGGCCCACTGTATTGCTACTAAAAATCTCT
GCTGTACATGGCACATGAAATTGN

KC252592

Linea
celular/ 4

GGAGGGGACTAGCGGTAGCAGTGAGTTCGTTGGATGGCCGAACCCCT
GAGTACAGGGGAGTCGTCAATGGTTCGACACTCCATTAGTCGAGGAG
TCTCGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTAAC
CCATGCGGGGGTTGCATGGGTGAAAGCGCTATTCGTGGCGTTATGGA
CACAGCCTGATAGGGTGTAGCAGAGACCTGCTATTCCGCTAGTAAAA
AACTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTT

KC252593

Linea
celular/ 5

gGGGACTAGCGGTAGCAGTGAGTTCATTGGATGGCCGAACCCCTGAG
TACAGGGGAGTCGTCAATGGTTCGACACTCCTCTGGTCGAGGAGTCT
CGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTAACCCA
CGCGGGGGTTGCATGGGTGAAAGCGCCATTCGTGGCGTCATGGACAC
AGCCTGATAGGGTGTGGCAGAGACCTGCTACTCCGCTAGTAAAAACT
CTGCTGTACATGGCACATGGAGTT

KC252594

Linea
celular/ 6

GNGGGGGGTAGCACAGTGGTGAGTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGA
GTACAGGGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCCTTAACATGAAGGTCTCG
AGATGCCACGTGGACGAGGGCACGCCCAAAGCACATCTTAACCCGAG
CGGGGGTCGCTCGGACNAAAACAGTTTGATCAACTGCTACNAATACA
GCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGCCCACTGTATTGCTACTAAAAATCT
CTGCTGTACATGGCACATGGAGTTGA

KC252595

Linea
celular/ 7

GTAGNACNGTGNGTGAQTTCGTTGGATGGCTTAAGCCCTGAGTACAG
GGTAGTCGTCAGTGGTTCGACGCCTTAACATGAAGGTCTCGAGATGC
CACGTGGACGAGGGCACGCCCAAAGCACATCTTAACCCGAGCGGGGG
TCGCTCGGACGAAAACAGTTTGATCAACTGCTACGAATACAGCCTGA
TAGGGTGCTGCANAGGCCCACTGTATTGCTACTAAAAATCTCTGCTG
TACATGGCACATGGAGTTGA

KC252596

Linea
celular/ 8

GNgGGGACTAGCGGTAGCAGTGAGTTCATTGGATGGCCGAACCCCTG
AGTACAGGGGAGTCGTCAATGGTTCGACACTCCTCTGGTCGAGGAGT
CTCGAGATGCCATGTGGACGAGGGCATGCCCACGGCACATCTTAACC
CACGCGGGGGTTGCATGGGTGAAAGCGCCATTCGTGGCGTCATGGAC
ACAGCCTGATAGGGTGTGGCAGAGACCTGCTACTCCGCTAGTAAAAA
CTCTGCTGTACATGGCACATGGAGTT

KC252597
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