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V. RESUMEN

Los virus de la diarrea viral bovina (VDVB), respiratorio sincitial bovino (VRSB),
parainfluenza bovina tipo 3 (VPIB-3), y herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1), son
los principales agentes virales implicados en el CRB, provocando
inmunosupresion y dafio a nivel del epitelio pulmonar, predisponiendo a
infecciones bacterianas oportunistas en lotes de ganado de engorda bovina.
Por otra parte el virus de la leucocis viral bovina (VLVB) causa dafios
principalmente en sistemas de produccién lechera, cada uno de €stos virus con
sSus propias consecuencias sobre el hospedero, el desarrollo de signos clinicos
e implicaciones econdmicas. El uso de la PCR tiempo real en el diagnéstico de
las enfermedades virales tiene la ventaja de ser cuantificable, determinar
cargas virales en las muestras sometidas a diagndstico y disminuir el riesgo de
contaminacion durante el procesamiento de la misma. El objetivo de este
trabajo fue la estandarizaciéon del método diagnéstico de PCR tiempo real de
los virus VDVB, HVB-1, VRSB, VPIB-3, y VLVB. Se desarrollaron controles
estandar de cuantificacion a partir de virus de referencia. La sensibilidad de los
ensayos fueron determinados mediante curvas de cuantificacion absoluta
realizando diluciones logaritmicas seriadas de los controles DNA estandar de
cuantificacion, asi como de los virus titulados. El nivel de deteccion fue de 306
copias de genoma viral para el HVB-1, 3040 para VLVB, 2990 para VDVBI, 299
para VDVBIl y 316 para VRSB. Ademas el ensayo de PCR tiempo real para el
VDVB tuvo la capacidad para determinar los genotipos | y Il, mediante un
ensayo de discriminacion alélica.

Palabras clave: CRB, BVDV, BRSV, BPIV-3, BHV1, BLV, PCR tiempo real,

estandarizacion y diagnéstico.
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VI. ABSTRACT

The virus of bovine viral diarrhea (BVDV), bovine respiratory sinsitial (BRSV),
bovine parainfluenza type 3 (BPIV-3) and bovine herpesvirus type 1(BHV1) are
the major viral agents implicated in the BRDC, causing immunosuppression and
damage to pulmonar epithelium, predisposing to oportunistic bacterial infections
in feed lots, and bovine viral leukosis (BLV) in dairy Systems each with its own
consequences of host, clinical signs and economic implications.The use of real-
time PCR, has the characteristic of being quantifiable allowing to determine the
viral load present in the samples subjected to diagnostic as well as being faster
processing and reduce the risk of contamination during processing of the
sample. The aim of this work was the standardization of a real time RT-PCR
method for the diagnosis of the BVDV, BHV1, BRSV, BPIV-3 and BLV. We
developed DNA quantification standard controls from reference virus. The
sensitivity of the test was determined by absolute quantification by serial log
dilutions of DNA quantification standard controls as well by dilutions of titled
virus. The sensitivity level detection were of 306 copies of viral genome for
BHV1, 3040 for BLV, 2990 for BVDVI, 299 for BVDVII, and 316 for BRSV.
Furthermore the real time PCR assay for bovine viral diarrhea virus has the
ability to determine the genotypes | and I, by allelic discrimination assay

Keywords: BRCD, BVDV, BRSV, BPIV-3, BHV1, BLV, real time PCR,

standarization and diagnosis.
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IPTG: Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido, anédlogo no hidrolizable de la
alolactosa para inducir la expresion de genes in vitro.
IRES: sitio interno de entrada al ribosomal

kb: kilobases

kDa: kiloDalton

LAT: transcripto asociado a la latencia del HVB-1

LB: medio de cultivo bacteriano Luria-Bertani

MDBK: Madin Dardy Bovine Kidney

ml: mililitro
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ORF: marco abierto de lectura (open reading frame)
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PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
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lacZ del operdn lac.

a.-TIF: factor de transduccion de genes alfa del HVB-1

pI: microlitro

MM: micromolar
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1. INTRODUCCION

1.1.REVISION DE LITERATURA

1.1.1.PCR TIEMPO REAL

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el diagnéstico
molecular ha incrementado hasta el punto en que es aceptada ahora como la
prueba estandar de oro, para la deteccion de acidos nucleicos a partir de
diferentes origenes y estad siendo una prueba o plataforma esencial en la

investigacion en los laboratorios.

Este método utiliza un par de oligonucleétidos sintéticos o primers
(iniciadores) cada uno hibridando con una cadena de una doble cadena de
DNA (dsDNA) templado. El primer hibridado actia como un sustrato para la
DNA polimerasa la cual crea una cadena complementaria a través de una via
secuencial adicionando deoxinucleotidos. El proceso se puede resumir en tres
pasos: (i) separacion o desnaturalizacion de dsDNA a temperaturas mayores a
90°C, (ii) alineacion de los iniciadores a rangos de temperatura 50-75°C, (iii)
extension optima de 72-78°C. Tanto el nUmero de ciclos empleados como los
cambios de temperatura son controlados por un equipo llamado termociclador.

La PCR se ha aplicado principalmente como un método cualitativo, ya que
para llevar a cabo la cuantificacion en los productos de estas reacciones se
necesita mucho tiempo y los métodos para realizarla son relativamente
dificiles de implementar. Ademas, debe tenerse en cuenta que en los ultimos
ciclos de la reaccion de la PCR, la cantidad de producto no guarda relacién
con la cantidad inicial de DNA o cDNA en las muestras a analizarse (Valasek y
Repa, 2005).

El monitoreo de la acumulacién del amplicon en tiempo real es posible

mediante el marcado de iniciadores, sondas o del amplicon con moléculas
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fluorescentes. La PCR en tiempo real puede generar amplicones muy
pequefios (desde 60 pb) lo que la hace ideal para la deteccidbn de cambios
cuantitativos en la expresién génica durante el curso de alteraciones celulares
patolégicas o experimentales, asi como para la cuantificacion de niveles de
MRNA en muestras de tejidos con RNA parcialmente degradado (Bustin, 2005).
En esta prueba el producto de la PCR se mide al final de cada ciclo. Los datos
pueden ser analizados mediante un software informatico y el numero de
copias de mRNA o la expresion génica relativa entre varias muestras puede
calcularse (Heid et al., 1996).

Mediante el analisis de cinética de la reaccion de PCR, se puede dividir el
proceso de amplificacion en tres fases: geométrica, lineal y estacionaria.
Durante la fase geométrica los reactivos de la reaccidn se encuentran en
abundancia; en esta etapa la eficiencia de la amplificacion bajo las condiciones
experimentales es muy cercana al 100%, en la fase de la cinética de
amplificacion tiene un comportamiento 2n en donde a partir de una molécula de
DNA se generan 2 moléculas de DNA. En la fase lineal, los iniciadores, dNTPs
y/o la enzima comienzan a ser factores limitantes ademas de la generacion de
pirofosfato y decaimiento de la actividad enzimatica que afectan la eficiencia de
amplificacion de manera constante, por lo que no es posible llevar a cabo un
ensayo cuantitativo en esta parte. Y por ultimo la fase estacionaria de la
reaccion de PCR, en este punto se detiene la amplificacion, la cantidad de
producto obtenida es constante sin importar cuantos ciclos mas se prolongue la

reaccion dados los factores mencionados previamente.

Una limitacion de la PCR en tiempo real es que se debe utilizar DNA como
secuencia diana, ya que las DNA polimerasas no pueden amplificar RNA de
una manera similar. Este problema se puede superar mediante el uso de la
enzima transcriptasa inversa para generar cDNA a partir de una plantilla de
RNA (Valasek y Repa, 2005).
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1.1.1.2. Sistemas de deteccion por fluorescencia en PCR tiempo real

Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleadas en PCR tiempo real
pueden ser de dos tipos: agentes intercalantes (marcadores fluorescentes
genéricos) y sondas especificas marcadas con fluorocromos que se unen a

amplicones especificos (producto de PCR).

Los agentes intercalantes son fluorocrémos que aumentan notablemente la
emision de fluorescencia cuando se unen a DNA de doble cadena. El mas
empleado en PCR a tiempo real es el SYBR Green |. El principal
inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a
gue se unen de manera indistinta a productos generados inespecificamente o a

dimeros de iniciadores, muy frecuentes en la PCR. (Ririe et al., 1997).

Las sondas de hibridacién especifica, son sondas marcadas con dos tipos
de fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET) entre las
dos moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de hidrolisis, denominadas
también sondas TagMan, las sondas molecular beacons y las sondas FRET.
Las sondas de hidrdlisis. Son oligonucleétidos marcados con un flurocromo
donador en el extremo 5" que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor
en el extremo 3" que absorbe la fluorescencia liberada por el donador. Para
gue esto ocurra, las moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente
proximas. Ademas, el espectro de emision de la primera ha de solaparse con el
espectro de absorcion de la segunda. Mientras la sonda esta intacta, la
fluorescencia emitida por el donador es absorbida por el aceptor. Sin embargo,
durante la amplificacion de la secuencia de DNA diana, la sonda se hibrida con
su cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su
accion de sintesis, la DNA polimerasa, que tiene actividad 5 exonucleasa,
hidroliza el extremo libre 5° de la sonda, produciendo la liberacion del
fluorocromo donador (Holland et al., 1991).
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Los equipos para PCR a tiempo real estan compuestos por un termociclador
y por un lector de fluorescencia y disefiados para poder efectuar la lectura de la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales usados y en cualquier
momento de la reaccién. Las diferencias mas importantes entre éstos equipos
hacen referencia a la rapidez y al nimero de muestras que se pueden procesar
al mismo tiempo, el nUmero de canales de lectura que presentan (esto permite
detectar la emisién de distintos fluorocromos a la vez), de esta manera se
puede usar varias sondas marcadas con distintos fluorocromos, para identificar
diferentes tipos de DNA diana en la misma reaccion (PCR mudltiple) o incorporar

controles internos a la reaccion.

Para obtener estos resultados, los valores umbral de ciclo (Ct por sus siglas
en ingles) deben ser obtenidos. Los valores Ct son determinados por la
identificacion del ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente se eleva por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de
la reaccién de la PCR. En otras palabras, el valor Ct esté representado por el
ciclo en el cual la producciéon de fluorescencia cruza el umbral establecido
(Bustin, 2005). Es importante considerar que un valor Ct superior a 40 ciclos
indica que no hay amplificacién y por consiguiente no deben incluirse en los
célculos. En la actualidad hay software que puede determinar valores Ct
mediante un analisis matematico de la curva de crecimiento pudiendo tener asi
una mejor reproducibilidad en las pruebas de PCR en tiempo real (Dorak,
2006).

Para obtener resultados confiables en las pruebas realizadas con la PCR en
tiempo real es necesario optimizar la reacciéon en el laboratorio. La optimizacion
consiste en hacer que las variaciones normales de la prueba no causen efectos
importantes en los valores Ct y que tengan un impacto minimo en la cantidad
de fluorescencia observada. Los criterios mas importantes para la optimizacion
son especificidad, sensibilidad, eficiencia y repetibilidad de la PCR en tiempo

real.
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1.1.1.3. Estrategias para cuantificacion en PCR tiempo real

Comunmente se emplean dos estrategias para llevar a cabo la
cuantificacion de la expresion genética con PCR en tiempo real. Estas
estrategias son: cuantificacién absoluta y cuantificacion relativa de la PCR en

tiempo real.

El modelo de la cuantificacion absoluta, permite determinar el nUmero exacto
de moléculas de DNA o RNA presentes en una muestra determinada, por lo
cual es necesario utilizar una curva de calibracion a partir de un stock de
estandares de concentracién conocida y determinada por otra técnica en la
cual las unidades estén expresadas en numero de copias, ng/ul, umol/ul de la

secuencia blanco en especifico.

La curva estandar de cuantificaciébn absoluta se construye a partir de los
valores de Ct obtenidos para cada curva estdndar y graficados contra el
logaritmo de la concentracion correspondiente. Los estandares para la
construccion de la curva patrén para cuantificacion absoluta deben de cumplir
los siguientes requisitos: DNA o RNA puro, DNA plasmidico o RNA transcrito in
vitro, especifico de la secuencia blanco de concentracion conocida; pipeteo
exacto crucial para preparar estandares (10-' a 10-'%), y mantener la
estabilidad de los estandares diluidos.

1.1.1.4. Validacion de los ensayos de PCR tiempo real

En todo ensayo de cuantificacion, es necesario evaluar el rango dindmico en
el cual se van a obtener los resultados para determinar la eficiencia de
amplificacion y sensibilidad de la técnica. Se utiliza una curva estandar, a partir
de una muestra de DNA/RNA usando diluciones seriadas 1:10, la cual se
amplifica y se determina por triplicado. A partir de los resultados de Ct, se
construye una grafica contra el logaritmo de la concentracion, analizando en la

gréfica los siguientes valores:
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1.- La correlacidon lineal entre los puntos determina que la eficiencia de
amplificacion no se ve afectada por la cantidad de templado inicial y es la
misma en el rango de deteccién probado.

2.- Finalmente la pendiente de la recta deberd ser cercana a -3.32 lo que
corresponde a una eficiencia de amplificacién igual al 100%, para llevar a cabo
un ensayo de PCR cuantitativo en tiempo real un valor de hasta 92% de
eficiencia es aceptable.

Por ultimo las ventajas de la PCR a tiempo real es su rapidez, puesto que no
se necesita ningun proceso adicional de deteccién. Otra ventaja muy
importante es que al utilizar sistemas cerrados, el riesgo de contaminacion
disminuye de forma muy importante. Los sistemas a tiempo real permiten
cuantificar la concentracion inicial de acido nucleico presente en la muestra de
manera mas sencilla, precisa y en un rango mayor (5-6 log) que con los

procedimientos convencionales (2-4 log).

1.1.1.5. PCRy RT- PCR tiempo real para el Diagndstico Veterinario

La PCR y RT-PCR en tiempo real se ha convertido en una de las técnicas
mas importantes para la deteccion y el monitoreo de las infecciones virales. La
vigilancia de la carga viral es un indicador muy importante para identificar un
infeccion viral activa, la interaccién virus-hospedero, asi como las respuestas a
terapias antivirales (Watzinger et al., 2006). Ensayos diagndésticos comerciales
estan disponibles, pero solo para un reducido nimero de enfermedades virales;
lo cual conlleva a que laboratorios enfocados al diagnostico a desarrollar sus
propia metodologia diagnostica y estrategias de cuantificacién para diferentes

agentes virales de interés clinico (Watzinger et al., 2006).

Por ejemplo, actualmente la OIE recomienda el uso de la RT-PCR en
tiempo para la vigilancia del virus de Influenza, porque es una prueba que
aporta un diagnéstico rapido y sensible de los subtipos H5 y H7 de la influenza

A, y permite un alto rendimiento.
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1.1.2. Inventario de ganado bovino en México

En México en base a registros que tiene el Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) hasta el afio 2013 la
poblacién de bovinos para carne es de 29,992,172 y de bovinos para leche de
2,410,289 obteniendo un total de 32,402,461 animales a nivel nacional. Siendo
esta especie la segunda mas importante para el sector pecuario seguida de la
especie avicola, teniendo una produccion anual reportada hasta el 2013 de 3,
405,841 toneladas de ganado en pie (peso promedio de 387 kilogramos) y
1,806,758 toneladas en canal (205 kilogramos por animal). El ganado bovino

lechero reporta una produccion anual de 10, 965,632 toneladas.

Los estados que tienen un mayor porcentaje de participacion en produccion
de carne de bovino en canal con respecto al total nacional para el afio 2013
fueron: Veracruz (13.65%), Jalisco (11.43%), Chiapas (6.56%), Sinaloa (5.21%)
y Michoacén (4.43%). En cuanto a la produccion de leche de ganado bovino los
estados fueron: Jalisco (18.95%), Coahuila (12.10%), Durango (9.27%),
Chihuahua (8.94%) y Guanajuato (6.50%). (fuente: SIAP, SAGARPA, 2014).

Tomando en cuenta los datos anteriores destaca la importancia de este
sector pecuario para el pais y por lo tanto la produccion en las unidades
ganaderas debe mantener adecuadas medidas de medicina preventiva,
nutricionales, bioseguridad y sanitarias de los bovinos todo esto enfocado a
evitar o disminuir perdidas econémicas por presencia de enfermedad, aunado a
un diagndstico especifico de las enfermedades con las que se encuentran en

contacto los bovinos.
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1.1.3. Agentes virales de interés en la produccion ganadera bovina
mexicana

De las enfermedades que mas afectan los sistemas de produccion bovinos a
nivel mundial se encuentran el Complejo Respiratorio Bovino (CRB), el cual se
ha estudiado desde los afios 1800 y continla siendo objeto de estudio
principalmente en unidades de engorda. Por otra parte la leucosis enzodtica
bovina es una de las enfermedades virales de las cuales se sabe que afecta
gravemente las unidades de produccién lechera a nivel mundial, pero en
México no existen antecedentes que nos indiquen la prevalencia de ésta
enfermedad, debido a que no se realiza el diagnéstico de ésta enfermedad o
dadas las caracteristicas de la misma los productores pueden pensar que su
ganado se encuentra libre de ésta enfermedad.

Las causas predisponentes del CRB son sinérgicas incluyendo edad, estrés
(competencia por espacio, peso, cambios nutricionales, ambiente,
enfermedades previas, entre otras), y el estado inmunolégico (Callan y Garry,
2002). Los factores de riesgo ambientales incluyen: clima, temperatura
ambiental, particulas de polvo, densidad poblacional, humedad, ventilacion y la
distancia de embarque. Los factores epidemiolégicos incluyen agentes
microbiolégicos, modo de transmisién, estado parasitario del hospedero,
periodos de infeccidn, latencia y periodos de portadores asi como la virulencia

del agente involucrado.

Existen factores anatémicos que predisponen a los bovinos a padecer con
mayor facilidad las neumonias causadas por CRB. Dentro de éstas limitantes
destacan: ollares pequefios, los cuales limitan el flujo de aire hacia la cavidad
tordcica; laringe pequefa, la cual se seca e irrita facilmente; una limitada
capacidad de expectoracion; la presencia de un angulo recto entre la traquea y
los bronquios, lo que ocasiona que las secreciones se acumulen en este punto,
provocando una obstruccion y dificultad tanto para respirar como para
expectorar; pleura poco distensible; y pulmones relativamente pequefios, los

cuales resultan en un area de superficie limitada para la difusién del oxigeno.

29



CRB causa elevadas pérdidas econdmicas a los productores, reportes en
Estados Unidos de América indican que los costos asociados a CRB con
prevencion, tratamiento, morbilidad y mortalidad se han estimado de 13.90 a
15.57 dolares por cabeza de ganado. Las pérdidas anuales en la industria del
ganado de engorda en este pais asciende a mil millones de pesos, mientras
gue costos dirigidos a la medicina preventiva y tratamientos son cercanos a
tres mil millones anualmente (Snowder et al., 2007). La mayoria de muertes
resultantes del CRB, incluyen: bronconeumonia, y bronconeumonia fibrinosa. A
la necropsia se observan diferentes grados de consolidacion pulmonar,
necrosis, formacion de abscesos y depdésitos de fibrina (Smith, 2004).

El control de las alteraciones a nivel del tracto respiratorio en lotes de
engorde bovino es un parametro de suma importancia desde de que se
convirtié en la causa mas comun de muerte en éstos, las cuales representan el

57% del total de muertes (Loneragan et al., 2001).

Los virus que prevalecen causando CRB son: el virus de la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), virus de la Diarrea Viral Bovina (DVB), virus
Respiratorio Sincitial Bovino (RSVB) y virus de Parainfluenza Bovina tipo 3
(PIB-3) (Ellis, 2001). En México, la importancia de reconocer la participacion de
virus en CRB fue reconocida a partir del aflo 1971, mediante el empleo de
estudios seroldgicos en diferentes estados del pais (Trigo, 1987). Estudios
realizados por Vilchis y colaboradores en 1985 encontraron rangos de
seropositividad en animales de engorda de 19-84% y ganado productor de
leche de 20-70% para determinar la infeccién por IBR; para el caso de PIB-3 en
al afo 1975 Correa y colaboradores determinaron un 86% de seropositividad
en los animales muestreados. Sin embargo la prevalencia y los factores de
riesgo pueden cambiar dependiendo de la regién en la cual se encuentran los
animales, especialmente en la regién del tropico donde los sistemas de
produccion y de manejo son limitados. Datos actuales demuestran en un

estudio llevado a cabo en un periodo desde Noviembre del 2007- Marzo 2008
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en hatos de doble propdsito de Colima la seropositividad determinada mediante
la técnica ELISA con anticuerpos dirigidos contra PIV-3 y VRSB siendo éstos
de 54% y 50.8% respectivamente (Figueroa-Chéavez et al., 2012).

1.1.3.1. Virus Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB)

El VRSB, es un virus relacionado a la presencia de cuadros respiratorios
principalmente en ganado joven, denominado asi por el efecto citopatico que
producen in vitro, consistente con la formacion de sincitios. Se reportan
prevalencias a nivel mundial, superiores al 65% (Hagglund et al., 2006), y
niveles aun mayores de anticuerpos contra el VRSB, 65% a 85%, han sido
reportados, en Estados Unidos, previos a la introduccion de vacunas (Baker y
Frey, 1985).

No hay evidencias sobre diferencias de susceptibilidad o severidad de
enfermedad entre machos y hembras y la infeccion por VRSB, aparentemente
puede observarse en cualquier grupo etario, pero las infecciones que resultan
en una enfermedad clinica severa, son tipicamente observadas en terneros
menores de seis meses. No obstante, también existen reportes de infecciones
por VRSB causando signos severos de enfermedad respiratoria en ganado
adulto. Las infecciones por VRSB ocurren tanto en ganaderia de carne como
en lecheria, aunque existen reportes que sugieren diferencias en
susceptibilidad a la infeccion y a la enfermedad producida por VRSB entre
distintas razas (Valarcher y Taylor, 2007).

1.1.3.1.1. Organizacién del genoma

El Virus Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB) es un virus envuelto, no
segmentado, de RNA con polaridad negativa, y es la principal causa de
enfermedad respiratoria en ganado joven, terneros. VRSB es miembro del
Genero Pneumovirus dentro de la Subfamilia Pneumovirinae, Familia

Paramixoviridae del Orden de los Mononegavirales. La morfologia del virion de
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VRSB mediante microscopia electronica parece ser muy pleomadrfica con una
forma redondeada y un didmetro entre 150 y 35 nm, o filamentoso con una
longitud que puede alcanzar 5 um y un diametro entre 60 y 100 nm. A pesar de
su estructura, cada particula infecciosa contiene una copia funcional de

genoma.

El virion consiste de una envoltura lipidica, derivada a partir de la membrana
plasmatica de la célula del hospedero, conteniendo tres glicoproteinas de
superficie transmembranales codificadas por el virus, las cuales se encuentran
organizadas separadamente dentro de las espiculas sobre la superficie del
viridn. Estas glicoproteinas son la glicoproteina grande (G), la proteina de
fusion (F) y la proteina hidrofobica pequefia (SH). La envoltura cubre la
nucleocpside helicoidal, la cual consiste de la nucleoproteina (N), la
fosfoproteina (P), la proteina polimerasa dependiente de RNA viral (L) y el RNA
gendmico de aproximadamente 15000 nucleétidos. Ademas, la particula viral
contiene proteinas celulares, como lo es actina (Brown et al., 2002; Collins
etal., 2001). El genoma de los Pneumovirus se caracteriza por la existencia de
dos proteinas no estructurales, NS1 y NS2, y un solapamiento de transcripcion
entre M2 y L, que resulta en la sintesis de las proteinas M2-1 y M2-2 (Valarcher
y Taylor, 2007).

1.1.3.1.2. Proteinas virales

Una de las principales diferencias entre los Pneumovirus de otros
Paramixovirus es la presencia de dos proteinas no estructurales (NS), NS1
(136 AA) y NS2 (124 AA) (Pastey y Samal, 1995). Los genes codificantes para
estas dos proteinas se transcritas abundantemente en las células infectadas
por los virus. Existe evidencia que la proteina NS1 co-precipita con la proteina
M y es un fuerte inhibidor de la transcripcion del RNA viral y de la replicacion
(Evans et al, 1996; Atreya et al., 1998). La proteina NS2 también parece ser un
inhibidor de la transcripcion, pero a un nivel menor que NS1. NS2 co-localiza
con las proteinas P y N en células infectadas (Weber et al., 1995; Evans et al.,
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1996). Las proteinas NS1 y NS2 tienen un papel importante en la regulacién
del INF o/p. La proteina pequefia hidrofébica (SH), es una proteina pequefia
integral de membrana y no es esencial para la replicacion viral in vivo o in vitro.
Es de un tamafio de 81 AA y varia en un 13% entre diferentes aislamientos de
VRSB (Karger et al., 2001; Belknap et al., 1995; Samal y Zamora, 1993).

La glicoproteina G es de un tamafio de 257 a 263 AA dependiendo del
aislamiento de VRSB a patrtir del cual se obtiene (Mallipeddi y Samal, 1993). Se
ha identificado como la principal proteina de ataque, porque anticuerpos
especificos dirigidos contra ésta bloquea la unién del virus a la célula y es le
principal antigeno protector de VRSB (Levine et al., 1987; Taylor et al., 1997 y
1998). La glicoproteina G es sintetizada de dos formas, una forma anclada a la
membrana y una forma secretora, la cual surge a partir de un segundo codon
de traducciéon AUG en el ORF. Cerca del 80% de la proteina G es producida
como la forma secretora a partir de 24 horas post infeccién. La proteina G de
VRSB probablemente favorece el ataque del virion hacia la superficie celular
mediante la interaccion de sus dominios de unidbn a heparina con los

glicosaminoglicanos sobre las membranas celulares (Teng et al., 2001).

La proteina de fusion (F), regula la union del virus a la célula y es
responsable de la penetracion del virus a la célula mediante la fusion entre las
membranas celulares y virales, liberando la nucleocapside hacia el citoplasma.
Es también responsable de la fusion de las membranas celulares entre las
células infectadas y la no infectadas dando lugar a la formacion de los sincitios
0 células gigantes multinucleadas. La proteina F incluye anticuerpos
neutralizantes y confiere resistencia frente a la infeccion por VRSB (Taylor etal.,
1992; Taylor et al., 2005; Thomas et al., 1998). Esta proteina es de un tamafo
de 574 AA y es altamente conservada en diferentes aislamientos de VRSB
(Lerch et al., 1991). Ademas es indispensable para la replicacién viral, se
sintetiza a partir de un precursor, FO, el cual ha sido proteoliticamente
escindido a dos secuencias consenso de furina, para obtener una fusién activa,

unido por un puente disulfuro entre las subunidades F2 y F1.
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La nucleocapside esta constituida por la nucleoproteina (N), la fosfoproteina
(P) y la polimerasa (L). La nucleoproteina tiene un tamafio de 391 AA vy la
variacion entre diferentes aislados de VRSB es de 1.5% y 0.7% a nivel de
nucledtido y de AA respectivamente. La proteina N esta presente en grandes
cantidades en el virion y en células infectadas y posee varias funciones. En
combinacion con P, L y posiblemente M2-2 la proteina N es el principal
elemento de la nucleocapside y protege el genoma viral de RNA de las
RNAsas. La proteina P tiene 241 AA y parece que actlia como una chaperona
para N soluble y estd implicada como un factor de regulacién para la
transcripcion y replicacion viral. La polimerasa L de VRSB tiene una longitud de
2162 AA y es una polimerasa dependiente de RNA. Esta proteina es

responsable de la transcripcion y replicacion viral.

Las proteinas de la matriz (M) de una longitud de 256 AA, se localiza en la
superficie interna de la envoltura viral y tiene un papel importante en la
formacion de particulas parecidas a virus. Las proteinas M2-1 y M2-2, son
codificadas ambas por el mRNA M2. La proteina M2-1 es un factor anti-
terminacién que promueve la elongacién de la cadena transcrita e incrementa
la frecuencia de lectura en las uniones génicas, por otra parte la proteina M2-2
media de forma regulatoria el encendido de la transcripcién a la replicacion
RNA. (Teng y Collins, 1998; Collins et al., 1990; Hardy y Wertz, 1998;
Bermingham y Collins, 1999).

1.1.3.1.3. Replicacién viral

Tras la fusién de la envoltura viral y la membrana celular, el complejo de la
ribonucleoproteina (RNP) es liberado dentro del citoplasma y la transcripcion
del RNA viral mediante la polimerasa es llevado a cabo. La transcripcion
involucra una secuencia de mecanismos de inicio y paro que produce RNA
subgendmico. Este es guiado por una secuencia sefial corta conservada que
flanquea cada unidad codificante de RNAmM, denominada como un gen sefal
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de inicio de la transcripcién y un gen sefial de paro terminacion/poliadenizacion
(Kuo et al., 1996; Kuo et al., 1997).

La replicacion de RNA ocurre cuando la polimerasa cambia a modo de
lectura resultando en la sintesis de un intermediario replicativo de sentido
positivo el cual actia como templado para la replicacion de la cadena de RNA
genomica de sentido negativo. Ambos RNA gendmico y antigendmico son
empaquetados. Las nucleocapsides son ensambladas en el citoplasma y
después migran junto con la proteina M a través de la membrana celular o en

el interior de vesiculas citoplasmaticas (Arslanagic et al., 1996).

La formacion de las particulas virales de los paramixovirus se da sélo
después de que todos los componentes estructurales se han producido,
incluyendo las glicoproteinas virales y las ribonucleoproteinas virales (RNPSs),
ya que estos se ensamblan juntos en sitios especificos de la membrana celular
de células infectadas. La proteina viral M es la encargada de organizar este
proceso de ensamblaje. Esta proteina viral es muy abundante y se une
directamente a la membrana celular ocupando una posicién central que alberga
la interaccién con las RNPs virales de la nucleocapside y también con las
glicoproteinas virales a través de los tallos citoplasmaticos de éstas. Por lo
tanto la proteina M funciona como un adaptador que se liga junto con los
componentes estructurales de los viriones, dirigiendo de esta manera su

ensamblaje.

Por otra parte los microdominios que existen entre las capas bilipidicas
como las balsas lipidicas ricas en esfingolipidos y colesterol tienen el potencial
de actuar como plataformas para que se lleva a cabo el proceso de ensamblaje
a través de provision de puntos de nucleacion para permitir que se concentren
las proteinas virales en estos sitios previos a la gemacién en conjunto con una
interaccion activa de la proteina M. A nivel de citoesqueleto la actina se

involucra en el proceso de gemacién en los paramixovirus.
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1.1.3.1.4. Epidemiologia

El ganado bovino es el hospedero natural de VRSB, es posible que otras
especies animales como los ovinos, caprinos, bisontes, o camélidos pueden
ser infectados bajo ciertas circunstancias (Valarcher et al, 2001). La distribucién
de VRSB es mundial siendo aislado el virus en Europa, América y Asia. Este
virus provoca brotes regulares durante el invierno de enfermedad respiratoria
en el ganado bovino. Estudios previos reportan seroprevalencias que van
desde un 30-70% detectados en Ganado bovino (Ames, 1993; Elvander, 1996).

La frecuencia de infecciones por VRSB es correlacionada con la densidad
de poblacién bovina del area donde se presentan los casos, asi como la edad
del animal. VRSB se correlaciona con una elevada morbilidad de 60 a 80% y
la mortalidad puede superior al 20% en algunos brotes. Los signos clinicos
pueden ser detectados en otofio e invierno en zonas con clima templado (Stott
et al., 1980).

1.1.3.1.5. Patogenia

La transmision de este virus se da principalmente por contacto directo entre
animales enfermos y sanos o por medio de aerosoles (Mars et., al, 1999).
Algunos datos indican que VRSB quiza provoca persistencia en animales
infectados (De Long et al, 1996; Valarcher et al, 2001). El periodo de
incubacion se estima entre 2 y 5 dias. Puede ser asintomética y afectar las vias
respiratorias altas, las bajas o ambas. La afeccion de las vias respiratorias
bajas se caracteriza por tos con descarga nasal seromucoide y descarga
ocular. En casos mas severos, de la infeccion, hay presencia de una ligera
depresion y anorexia, una disminucién en la produccion lactea y en el periodo
de lactacion de las vacas, hipertermia, polipnea (con un rango de 60
movimientos abdominales por minuto) y disnea abdominal. A la auscultacion se
escuchan estertores o silbidos anormales causados por una bronconeumonia
o bronquiolitis (Verhoeff et al., 1984).
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Los animales desarrollan dificultad respiratoria severa con gruiidos
espiratorios y respiracion con la boca abierta con el cuello extendido y la
cabeza baja, con escurrimiento de saliva y con la lengua de fuera. En estos
animales se puede detectar enfisema pulmonar y edema con algunos
estertores y sibilancias (Belknap, 1991). A la necropsia se puede observar
neumonia bronco intersticial (Viuff et al., 1996). Areas de la parte craneo-
ventral del pulmén estdn consolidadas y se puede presentar descarga
mucopurulenta a partir de los bronquios y bronquiolos. Linfonodos traqueo-
bronquiales y mediastinicos pueden estar agrandados, edematosos y en
algunas ocasiones hemorragicos. Si ocurre una infeccion fuerte con bacterias
el parénquima pulmonar esta mas inflamado y consolidado y se puede
observar fibrina 0 una bronconeumonia supurativa (Bryson, 1993). Las lesiones
microscopicas se caracterizan por una bronquiolitis exudativa proliferativa con
presencia de colapso alveolar y una infiltracion peribronquial con células
mononucleares (Thomas et al., 1984). Células gigantes o sincitios pueden estar
presentes, en estadios tempranos de manera libre en el lumen de los
bronquios, en el epitelio bronquio-alveolar o en las paredes alveolares.
Eosindfilos y Linfocitos se pueden observar en la lamina propia.

1.1.3.2. Virus de parainfluenza bovina tipo 3 (VPIB-3)

VPIB3 fue aislado originalmente del ganado con fiebre de embarque y
designado como SF-4, también fue llamado myxovirus bovino, ya que era
asociado con la mucosidad nasal que presentaban los animales infectados
(Reisinger et al., 1959). Desde entonces el virus ha sido recuperado de
animales aparentemente sanos, con signos de enfermedad respiratoria y de

fetos abortados.
Cuando los animales son sujeto de elevadas condiciones de estrés, la

infeccion con VPIB3 puede contribuir con dafio pulmonar en el hospedero asi

como inmunosupresion dando como resultado una bronconeumonia severa la
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cual es originada por acciéon de infecciones bacterianas secundarias. La
presentacion clinica de la infeccién con VPIB3 puede variar considerablemente,
con un rango de enfermedad que va de infeccidon asintomatica a enfermedad
respiratoria severa. En la mayoria de los casos donde se encuentra involucrado
VPIB3 los signos clinicos usualmente incluyen, tos, fiebre y descarga nasal
(Bryson, 1990).

1.1.3.2.1. Organizacién del genoma

El virus de la parainfluenza tipo 3 (VPI3) es un virus de cadena simple de
RNA con sentido negativo, dentro del genero Respirovirus de la familia
Pamixoviridae del orden de los Mononegavirales. El genero de los Respirovirus
incluye los virus de la parainfluenza humana tipo 1 y 3, el virus Sendai, y el
virus de la parainfluenza bovina tipo 3 (VPIB3). Actualmente en base a analisis
genéticos Y filogenéticos se encuentran descritos tres genotipos, A (VPIB3a), B
(VPIB3b) y C (VPIB3c), (Zhu etal., 2011).

1.1.3.2.2. Proteinas virales

El VPIB-3 codifica para nueve proteinas a partir de seis genes continuos.
Estas nueve proteinas incluyen las tres proteinas asociadas a la
nucleocapside, la nucleoproteina (N) que envuelve el RNA viral, la
fosfoproteina (P), y la proteina polimerasa larga o grande (L) que es
multifuncional liga a P y tiene un papel en la transcripcion del RNA, las cuales
forman el complejo de la nucleocépside y la polimerasa asociada; una proteina
interna de matriz (M) la cual tiene un rol indefinido en el ensamblaje del virion y
empaquetamiento del RNA; y las glicoproteinas de envoltura de fusién (F)
responsable de la fusidén celular y hemdlisis, que posibilita la infeccién por el
virus (Drumen et al., 1999) y la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) responsable
de la hemoaglutinacion y actividad Neuraminidasa, con un 75% de identidad
en secuencias a nivel de aminoacidos en virus humano y bovino (Balilly et al.,
2000).
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La fosfoproteina a su vez codifica para tres polipéptidos adicionales a través
del uso de un marco de lectura abierto alterno, la proteina accesoria C, o
mediante la insercién de nucleétidos en una pseudoplantilla de RNA de edicion
para la generacidon de las proteinas accesorias V y D. A través de estudios
analégicos con otros virus de parainfluenza una o mas de las proteinas
accesorias de estos virus podrian estar involucradas en la regulacion de la
sintesis de RNA y en la funcion de antagonistas frente a la respuesta antiviral
de interferén por parte del hospedero (Skiadopoulos et al., 2003). A su vez la
region de accion-cys de transcripcién y la de control de replicacion estan
altamente conservadas entre estos virus, y el nivel de identidad con base en la
secuencia de aminoacidos entre las proteinas homologas entre estos virus es
de un rango aproximado de 59%, para la proteina P, y de 90% para la proteina
M (Balilly et al., 2000).

Las proteinas estructurales del virus de parainfluenza humana y bovina son
similares en niumero y tamafo. Y poseen actividad biol6gica similar, tanto en la
actividad de la hemaglutinina y la Neuraminidasa asi como en la fusion de
membrana. Analisis realizados sobre el patrén de reactividad antigénica in vitro
en presencia de anticuerpos monoclonales y de aislamientos de muestras
clinicas de PIV3 indicaron que existen por lo menos 11 epitopos distintos que
son detectados sobre la molécula de HN, de los cuales seis son conservados y
cinco son variables (Coelingh et al., 1986). Teniendo esta proteina seis sitios
antigénicos (A-F) de los cuales, los epitopos que se encuentran en los sitios A,
D, y F son conservados en la glicoproteina HN de virus de parainfluenza

bovinos y de humanos.

VPIH3 y VPIB3 comparten niveles moderados a elevados de nucleotidos e
identidad en la secuencia de aminoacidos y son relacionados antigénicamente
un 25% mediante estudios de neutralizacion. La cepa Kansas de VPIB-3 se
encuentra restringido en replicacidn al tracto respiratorio de los humanos y de
los primates, la cual ha sido evaluada como candidata para la elaboracion de
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vacunas en humanos, dirigida principalmente a la poblacion infantil. Los
anticuerpos neutralizantes dirigidos hacia la glicoproteina F y HN tienen un
papel importante en la resistencia contra la infecciéon de PIV3 en humanos y la
respuesta por parte de células T del sistema inmune parecen tener suma
importancia en la resolucion de la enfermedad (Pennathur et al., 2003).

(Proteina F media la formacion de sincitios in vitro).

1.1.3.2.3. Replicacion viral

El primer evento que se da en la replicacion viral de VPIB3 es la fusion del
virus con la membrana lipidica de la célula hospedera, posteriormente se da la
liberacién de la nucleocapside hacia el citoplasma celular. Una vez en el
citoplasma, la transcripcibn se lleva a cabo mediante el uso del RNA
dependiente de RNA polimerasa viral (proteina L). La maquinaria ribosomal
celular posteriormente traduce el mRNA viral a las proteinas virales. Este
proceso se lleva a cabo en la totalidad del genoma viral, primero en una hebra
de sentido positivo de RNA y posteriormente en la hebra de sentido negativo.
Una vez producido, estas cadenas individuales en sentido negativo de RNA
son introducidas a la capside con la NP y puede ser utilizado en nuevas rondas
de transcripcién y replicacion viral o pueden ser empaquetadas para ser

exportadas en un nuevo virion.

1.1.3.2.4. Epidemiologia

Las infecciones por los virus de parainfluenza tipo 3 se han encontrado en
una amplia variedad de mamiferos incluidos entre éstas el ganado bovino, los
humanos, ovejas (Lyon et al., 1997), cabras (Yener et al., 2005), visén (Zarnker
et al., 1990), cerdos de guinea, rinocerontes blancos y negros (Fischer-
Tenhagen et al., 2000), alce (Thorsen et al., 1971) y camellos (Karrar et al.,
1979). Se han reportado diferentes casos de infecciones cruzadas entre
especies, incluidas parainfluenza humana tipo 3 en cerdos de guinea (Ohsawa

et al., 1998), VPIB-3 en humanos y ovejas y VPI3 ovino en ganado bovino
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(Stevenson et al., 1970). Ademas se ha reportado serologia positiva en
animales domésticos y camélidos silvestres de América del Sur aunado al
aislamiento del virus a partir de ganado bovino, ovino y bufalos de agua en
Argentina (Maidana et al., 2012). En México es poca la informacion que existe
con respecto al diagndstico e identificacién de VPIB3. La prevalencia que se ha
registrado en el pais con base en analisis de anticuerpos va de una rango de
19 a 96% (Trigo, 1987; Barajas, 1995; Matus et al., 1995; Morales et al., 1998);
Solis-Calderén y colaboradores en el 2007 reportaron 85% de seropositividad
en ganado bovino en el Estado de Yucatan.

1.1.3.2.5. Patogenia

Por lo general afecta animales que oscilan entre 2 semanas y los 12 meses
de edad (Karhs, 1981). Se piensa que la infeccién por aerosoles y el contacto
directo con las secreciones nasales de animales enfermos son las formas de
transmision de este virus, y ambos se acentian en condiciones de
hacinamiento y ventilacion inadecuada (Drunen et al., 1999). Puede persistir
durante varias semanas, afectando a los macréfagos alveolares al inhibir la
funcién de los lisosomas y fagosomas, impidiendo los mecanismos de
depuracion pulmonar, este dafio al epitelio crea un ambiente ideal para el
establecimiento de invasores bacterianos secundarios como Mannhemia
haemolytica que es una de las bacterias patbgenas mas importantes del tracto
respiratorio en los rumiantes domésticos (Fulton et al, 2003). En casos fatales
puede ser recuperado de pulmén, tradquea, laringe y nédulos linfaticos del tracto
respiratorio. Las lesiones macroscopicas consisten en leve rinitis con secrecion
serosa 0 mucopurulenta, se observan areas multifocales de colapso o de
consolidacion localizados en los l6bulos anteriores de los pulmones de la
region craneo ventral. El curso de la enfermedad varia entre 4 a 12 dias, por lo
general de curso subclinico. En cultivo celular induce efecto citopatico (ECP)
caracterizado por la formacion de filamentos citoplasmaticos, espacios

intranucleares e inclusiones citoplasmaticas (Olsen et al, 1984).
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1.1.3.3. Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB)

Los virus de este género infectan artiodactilos (mamiferos ungulados) y
cruzan la barrera entre especies (Ridpath, 2009). El virus de la Diarrea Viral
Bovina es un patdégeno importante dentro de la industria del ganado bovino
caracterizado por generar significantes pérdidas econémicas. Las infecciones
de VDVB por lo general causan signos clinicos como inapetencia, diarrea leve,
descarga ocular-nasal, lesiones orales, fiebre transitoria o disminucion en la
produccion lactea, formas graves de diarrea, pirexia (Backer, 1995). También
se han descrito diversos brotes de sindromes hemorragicos. El mayor dafio
causado al interior de las unidades de produccion ganaderas, es derivado de
las infecciones transplacentarias (Houe, 1999); los signos clinicos que se
manifiestan son: abortos, momificaciones, defectos congénitos, terneros
nacidos muertos, debilidad al nacimiento o terneros persistentemente

infectados (PI).

1.1.3.3.1. Organizacién del genoma

Los pestivirus son virus envueltos de forma esférica: Su genoma es de una
sola cadena de RNA con sentido positivo de un tamafio aproximado de 12.3 kb.
El marco de lectura abierto grande (ORF) codifica para una poliproteina de
alrededor de 3900 aminoéacidos y se encuentra flanqueada por el extremo 5
UTR y la region 3'no traducible (UTR).

La clasificacion adecuada de los pestivirus se realiza en base a sus
caracteristicas genéticas y antigénicas (Becher et al 1999). El genero Pestivirus
pertenece a la familia Flaviridae el cual incluye las siguientes especies: virus de
la diarrea viral bovina 1 (VDVB-1), virus de la diarrea viral bovina tipo 2 (VDBV-
2), virus de la enfermedad de las fronteras (BDV) y virus de la fiebre porcina
clasica (CSFV). Recientemente, algunos aislamientos a partir de suero fetal
bovino contaminado, de un bdfalo Pl en Brasil y de jirafas en Kenia ha llevado
a sugerir la presencia de un tercer genotipo VDVB3 (Ridpath J, 2009). Estos

nuevos aislamientos son muy similares a los genotipo 1 y 2 del VDVB de
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acuerdo a su homologia con las regiones del genoma: 5"UTR, Npro y E2 (Liu
et al, 2009; Avalos-Ramirez et al, 2001).

1.1.3.3.2. Proteinas virales

La poliproteina sintetizada del VDVB, es co y postraduccionalmente
procesada por accion de proteasas virales y celulares originando de once a
doce proteinas estructurales y no estructurales. Npro es una proteina no
estructural autoproteasa amino terminal, la cual se autocataliza
postraduccionalmente para liberarse de la proteina de la capside. Diversos
estudios sugieren que puede actuar como antagonista del interferon tipo 1
(INF 1), y por lo tanto jugar un papel importante en el establecimiento de la
infeccion persistente y de la inmunotolerancia. (Hilton et al., 2006). La proteina
C o core (14 kDa) procesada en su extremo N-terminal por la proteina Npro
previo al ensamblaje del viridn, tiene afinidad por el RNA y capacidad de
empaquetar el genoma viral (Murray et al., 2008; Riedel et al., 2012).

La glicoproteina de envoltura Erns (EQ), con funcion de RNAsa (ribonucleasa
secretada) es el primer contacto con la célula a través de su extremo carboxilo
terminal, ya que tiene afinidad por los glicosaminoglicanos, también esta
asociada a la inhibicion de sintesis de proteinas para la proliferacion celular de
linfocitos y se cree que induce apoptosis selectiva en linfocitos de varias
especies animales debido a su acumulacién en la membrana, lo que conduce a
una inmunosupresion (Fetzer et al., 2005; Wegelt et al., 2009; Meyer et al.,
2002). La glicoproteina E1 de anclaje a la membrana forma heterodimeros con
E2 los cuales son esenciales para la entrada del virus a la célula hospedera
(Weiland et al., 1999; Ornari et al., 2013).

La glicoproteina E2 de 370 AA, localizada en la envoltura del virion tiene un
funcién clave en la unién con los receptores de la superficie celular, siendo su
principal ligando CD46 bovino (perteneciente a la familia de los reguladores de
la activacion del complemento, presente en diversas células como:

polimorfonucleares, linfocitos, monocitos, células endoteliales y epiteliales de
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animales ungulados) (Krey et al., 2006; Christmas et al., 2006; Peternahns et
al., 2010). Esta proteina ademas de participar en la fusion de la membrana, el
ensamblaje de los virus asi como en la maduracién de los viriones, también es
genética y antigénicamente la mas variable y mutante; dando origen a nuevas
cepas que faciliten el mantenimiento de infecciones persistentes, ya que puede
generar poblaciones heterogéneas de viriones, o quasiespecies que contibuyen
a la evasion de la respuesta inmunoldgica (Bassett et al., 1999; lackner et al.,
2005).

La proteina p7 funciona como enlace entre proteinas estructurales y no
estructurales, se ha identificado que p7 interactla con la proteina de la capside
para iniciar el proceso de gemacion, mediante un dominio citoplasmético,
aunado a esta caracteristica posee una estructura similar a una viroporina que
ayuda a la permeabilizacion de la membrana facilitando la liberacion de la
progenie viral (Harada et al., 2000).

La cisteina proteasa NS2, responsable del procesamiento de NS2/3, siendo
ésta escision esencial para la replicacion del RNA de los pestivirus siendo
regulada su eficiencia por una chaperona celular, la cual determinara su
citopatogenicidad viral (Lackner et al., 2006). Otra funcion que tiene ésta
proteasa es en el ensamblaje del virus . NS3 se caracteriza por la proteina mas
conservada en los pestivirus e induce un alto titulo de anticuerpos
neutralizantes post infeccion o post vacunacion (Bolin y Ridpath, 1998). Posee
un dominio N-terminal, que funciona como serina proteasa, responsable del
procesamiento de la poliproteina y de la supresiéon de la replicacion del RNA,;
posee un dominio C-terminal el cual funciona como RNA helicasa y ATPasa,
siendo importantes éstas funciones en la replicacién del RNA (Borowski et al,
2002; Kabongo et al., 2005; Lindenbach et al., 2007). La proteina
transmembranal NS4A interactia con proteinas virales como NS3 y con
factores involucrados en la replicacién viral. NS4B esta relacionada con la
replicacion del genoma del VDVB mediante la interaccion con NS3 y NS5, lo
gue hace suponer gue es parte del complejo de replicacién (Qu et al., 2001).
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La proteina no estructural NS5A esta involucrada en el reclutamiento de
componentes esenciales en a replicacién viral, durante la replicacion del RNA
(Jhonson et al.,, 2001); NS5B ha sido identificada como una polimerasa
dependiente de RNA (Zhong et al., 1998).

1.1.3.3.3. Biotipos

El VDVB es propenso a modificaciones genémicas como mutaciones y
recombinaciones (Bolin, 2004). Esta variabilidad del virus se ha asociado en
parte a la RNA polimerasa viral la cual no corrige los nuclettidos mal
incorporados en la replicacion viral (Hamers et al., 2001), dando como
resulatdo la apariciéon de dos biotipos: el citopatico (cp) y el no citopatico (ncp)
que se diferencian por su habilidad de causar muerte celular en cultivos
celulares in vitro. Andlisis moleculares del genoma de los biotipos citopaticos
(cp) han establecido, que estos surgen o evolucionan de los biotipos no
citopéticos. La habilidad de generar mutantes de los virus, ha permitido que
puedan adaptarse rapidamente a las respuestas del huésped y, en ocasiones
establecer la enfermedad cronica o persistente (Bolin, 2004).

La recombinacion genética puede surgir cuando 2 viriones infectan una
misma célula (Hamers et al., 2001). Los re-arreglos encontrados en los biotipos
cp incluyen: inserciones celulares, duplicaciones o deleciones de la secuencia
viral (Becher et al., 1998). Estos se han observado principalmente en la regién
del genoma que codifica la proteina NS2-3, donde introducen un sitio de clivaje
resultando en el procesamiento de la proteina NS2-3 en NS3 (Hamers et al.,
2001). Entre los ejemplos de rearreglos se tiene: la insercién de la secuencia
celular de Ubiquitina (Ub) adyacente al extremo N terminal de la NS3,
deleciones de secuencias del genoma como la delecién desde la secuencia
gue codifica para la proteina C hasta la NS2, lo que hace que la Npro se
fusione directamente con la NS3. Estos rearreglos generan el clivaje de la

proteina NS2-3 por la actividad proteolitica de la Npro (Méndez et al., 1998). La
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proteina NS3 se considera, como la causante de inducir el efecto citopético
(Ridpath J, 2005).

El biotipo cp induce destruccion masiva celular mediante la formacion de
vacuolas citoplasmaticas con la muerte de las células pocos dias después de la
infeccion (Benfelt et al, 2003). La destruccion celular generada por el VDVB se
ha asociado con la acumulacion de grandes cantidades de RNA viral en la
célula, activacion de las caspasas iniciadoras (caspasa 9 y 8) por parte de la
proteina NS3 y estrés en el reticulo endopldsmico al emplearlo en el

procesamiento de sus proteinas (St- Louis et al, 2005).

El biotipo ncp prevalece mas en la naturaleza. No causa efectos visibles en
las células. Se ha establecido que algunos virus como mecanismo de evasion
contra el sistema inmune del organismo apagan una de las respuestas mas
comunes ante una infeccién viral: la apoptosis. EI mecanismo aln es
desconocido, pero se cree que es debido a la capacidad de inhibir la via de las
caspasas. En el caso de los biotipos no citopaticos del VDVB se ha observado
una sobre expresién del gen anti-apoptético Bcel-2 (Benfelt et al., 2003, Ridpath
J, 2005).

1.1.3.3.4. Genotipos

La mayoria de los analisis filogenéticos del virus de la diarrea viral bovina
han sido en base a la region 5"UTR del genoma viral, pero también sobre la
porcién N-terminal de la autoproteasa (Npro) y sobre la proteina estructural de
la envoltura E2 (Hornberg et al, 2008). Los genotipos presentan una homologia
aproximadamente de 60%, las diferencias se encuentran restringidas a tres
zonas hipervariables, dos de las cuales estan en la regién gp53/E2 y la otra en
la regién 5’ UTR (Ridpath etal, 2000).

VDVB puede ser subdividido en tres genotipos VDBV-1, VDVB-2 y VDVB-3
(Liu et al., 2009). Mediante estudios de tipificacion genética de VDVB-1 a partir
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de diferentes paises se han revelado por lo menos doce subtipos (la- 1l) y
VDVB-2 se encuentra dividido en cuatro subtipos diferentes (2a-2d), Estos,
presentan una homologia entre el 80 al 85%.

Los dos biotipos se encuentran presentes en los dos genotipos (Bolin S,
2004). VDVB-1 causa fiebre, diarrea, neumonia, lesiones en mucosas y
leucopenia. VDVB-2 se ha asociado con el sindrome hemorrdgico
caracterizado por la presentacion de fiebre alta, leucopenia, trombocitopenia,
diarrea y muerte en terneros adultos (Kelling et al., 2001). La reaccion cruzada
entre uno y otro genotipo es muy baja lo que dificulta las metodologias
diagndsticas y la generacion de vacunas, a diferencia de los subgenotipos del
mismo genotipo que presentan mayor reactividad (Ridpath J., 2005).

1.1.3.3.5. Replicacioén viral

El genoma del VDVB carece de dos estructuras tipicas encontradas en los
extremos terminales de la mayoria de los RNAm de las células eucariotas: la
region cap en el extremo 57y la cola poli A en el extremo 3". En el extremo 5'
sin traducir se encuentra una secuencia de 370 nucle6tidos no codificable que
imita la estructura CAP, esta funciona como un sitio interno de entrada
ribosomal (IRES) que favorece la transcripcion de la poliproteina viral. Estos
elementos IRES fueron inicialmente identificados dentro del RNA de los

picornavirus, posteriormente se identificaron en otros virus (Hellen, 2007).

Aungue los eventos iniciales del ciclo de infeccion del VDVB no son bien
conocidos (Hulst et al., 2001); se ha mostrado que la adhesién y entrada viral
se lleva a cabo en dos pasos (Igbal et al., 2000). El primero, consiste en la
interaccidbn o union de la Erns con un receptor de la superficie celular
desconocido; y el segundo, la interaccién de la E2 con una molécula mas
especifica en la superficie, necesaria para mediar la penetracion de las células
(Hulst et al., 2001; Igbal et al., 2000).
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Varias proteinas de superficie se han identificado como receptores para los
pestivirus, pero ninguna se ha caracterizado bien. Mediante el empleo de
anticuerpos anti-idiopaticos dirigidos contra las dos proteinas de la envoltura
implicadas en el proceso de adhesién y penetraciéon, se ha evidenciado que los
glicosaminoglicanos de la superficie celular (GAGS) pueden servir como
receptores para la Erns, y en el caso especifico de la E2 se ha observado una
proteina de superficie de 50kDa como receptor especifico (Igbal et al., 2000).
También, se han sugerido otros posibles receptores para la E2 como el
receptor de baja densidad lipoproteico y una proteina de superficie de unién de
actina de 60kDa (Igbal et al., 2000).

Luego de adherirse y penetrar en la célula huésped, el virus ingresa al
citoplasma por un proceso de endocitosis mediado por pH &cido y libera su
genoma. Al liberarse el RNA viral en el citoplasma actia como un mRNA, éste
entra en contacto con los ribosomas en la subunidad 40S mediante un dominio
especifico en el extremo 5'UTR (IRES) para iniciar la traduccion (Hulst et al.,
2001).

Este virus utiliza el reticulo endoplasmico de la célula como sitio primario
para el procesamiento de proteinas, biogénesis de las glicoproteinas de la
envoltura y formacién del virién (St-Louis et al., 2005). EI RNA viral es traducido
en una poliproteina que es posteriormente procesada por enzimas virales y
celulares (endoproteasas) en los diversos polipéptidos (proteinas estructurales
y no estructurales) (Agapov et al., 2004).

La replicacién del genoma viral se da por la RNA polimerasa dependiente
del RNA viral, la cual produce bandas complementarias al genoma pero de
sentido negativo, posteriormente, la polimerasa viral usa esta planilla negativa
para sintetizar nuevas moléculas de RNA positivo las cuales son encapsidadas
para formar nuevos viriones (Hamers et al.,, 2001,Choi et al., 2006). Cada
célula infectada libera entre 100 a 1000 viriones que alcanzan el medio
extracelular mediante exocitosis (Hamers et al., 2001).

A1



1.1.3.3.6. Epidemiologia

El VDVB se aislo por primera vez en los afios de 1940 (Olafson y Rickard,
1974) y a partir de este descubrimiento se empezaron a aislar a nivel mundial.
En contraste, VDVB-2 fue descubierto en los afios 1990, siendo identificado por
primera vez en América del Norte (Ridpath et al, 1994). En afios recientes
también se encontr6 en Europa (Tajima et al., 2001; Vilcek et al., 2001;
Couvreur et al., 2002; Vilcek et al., 2003), Japon (Nagai et al., 2003), Corea
(Park et al., 2004) y América del Sur (Jones et al., 2004; Flores et al., 2002;

Pizarro-Lucero et al., 2006).

1.1.3.3.7. Patogenia

Una de las caracteristicas mas importantes de este virus es su alta
frecuencia de mutacion y la tendencia a la recombinacién, lo que ha llevado a
una gran diversidad genética y antigénica, este problema se ve reflejado en las
multiples manifestaciones clinicas. De esta manera, la infeccion del ganado
con el VDVB puede resultar en uno de tres sindromes: Diarrea viral bovina (o
infeccion postnatal primaria), la infeccion persistente y la enfermedad de las
mucosas (Potgieter , 1996). Asi mismo, la alta variabilidad genética dificulta el

control de la enfermedad (Bolin ,2004).

El alcance de la infeccion depende del momento en que se infecta la madre
con respecto al periodo de gestaciéon. El ganado bovino Pl es inmunotolerante
a VDVB, y se encuentra eliminando el virus a lo largo de su vida. Por lo tanto
son el principal reservorio del virus y la principal fuente de infeccion asi como
de transmision. Las super infecciones de animales Pl inducen a la presentacién
de la enfermedad de las mucosas la cual es fatal, caracterizada por diarrea

profusa y acuosa, anorexia, pirexia, debilidad y lesiones orales (Baker, 1995).
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El VDVB, presenta tropismo por las células mitéticamente activas como las
células epiteliales, los linfocitos y los mononucleares (Jaime, 1996). Se han
establecido diferencias en el tropismo celular dependiendo del biotipo actuante.
De esta manera, se ha observado que los biotipos no citopaticos prefieren
leucocitos, organos linfoides y células del tracto respiratorio mientras que los

biotipos citopaticos se restringen mas al tracto digestivo (Hamers et al., 2001).

Aparte de las diferencias entre los biotipos a nivel de cultivo celular, también
se han observado diferencias en la respuesta inmune del huésped infectado.
Entre estas diferencias se tienen la produccion de interferén (INF) por parte del
organismo. Una vez entra al huésped, el VDVB cp induce la produccion de
INFa, a diferencia del biotipo ncp que parece inhibir la produccién de este
(Brackenbury L etal, 2003). Este bloqueo en la produccion de interferon por
parte del biotipo ncp es una de la hip6tesis en la generacion de animales
persistentemente infectados (Chase et al., 2004; Schweizer et al., 2001).

El VDVB puede mantener periodos prolongados de infeccidon en sitios del
organismos denominados inmunoprivilegiados. Evidencias indican que las
infecciones por pestivirus pueden ser prolongadas en ovarios, tejido testicular y
tejido del sistema nervioso central. Ha sido aislado a partir de complejos de
cumulos de oocitos, fluidos foliculares, células de la granulosa y células
tubulares uterinas a partir de animales que presentaron infeccién aguda 6 que
eran persistentemente infectados con VDVB (Bielanski et al., 1998; Tsuboi et
al., 1998) y se han detectado anticuerpos en fluidos foliculares (Galik et al.,
2002). También se ha demostrado la presencia de VDVB en muestras de
semen de sementales infectados de manera aguda y persistente, los cuales
pueden transmitir la enfermedad via inseminacion artificial (Meyling et al.,
1998).

Estudios demuestran que VDVB puede ser detectado a nivel de sistema

nervioso central de animales persistentemente infectados (Montgomery et al.,

2008). Blas-Manchado y colaboradores en el 2004, reportaron un caso con
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antecedentes de enfermedad a nivel de sistema nervioso central (duracion de
48 horas) en una vaca de quince meses de edad. Mediante el uso de la
inmunohistoquimica se sugiere que una cepa viral de diarrea viral bovina tipo 2
cruzé la barrera hematoencefélica y se diseminé en el cerebro dando como

resultado necrosis neuronal (Oem et al., 2010).

Los programas de control empleados por los diferentes paises se
fundamentan en gran medida en la eliminacion de la principal fuente de
infeccion: los animales persistentemente infectados (Pl), ya que estos
constituyen los reservorios asintomaticos de la enfermedad; asi como en
mejorar la respuesta inmune mediante el empleo de vacunas (Lindberg A,
1999).

1.1.3.4. VIRUS HERPES BOVINO TIPO 1

El HVB-1 es responsable de pérdidas significativas en relacion al CRB y
también con la restriccidbn del mercado internacional, debido a los problemas
reproductivos que ocasiona. El HVB-1 participa en el desarrollo del CRB
iniciando el cuadro mediante la inmunosupresion del ganado bovino infectado.
Ademas induce frecuentemente inmunosupresion desencadenando en
infecciones bacterianas secundarias (con Pasteurella multocida, Manhemia
haemolytica y Haemophilus somnus) los cuales pueden causar neumonia. El
incremento de la susceptibilidad se correlaciona con infecciones secundarias
por una disminucion de células mediadoras de la inmunidad después de la

infeccién con HVB-1.

Un aspecto importante en la patogenia de los herpesvirus es la latencia. La
cual se define como un periodo de infeccidn persistente restringida a un
hospedero, pero con replicacion viral recurrente. La replicacion viral recurrente
puede desencadenar en la transmision y el mantenimiento de una respuesta

inmune antiviral detectable. Por lo tanto, las infecciones latentes en hospederos
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clinicamente normales proveen un reservorio potencial no identificado para la

transmision viral.

1.1.3.4.1. Organizacién del genoma

El herpesvirus bovino tipo 1 es perteneciente al orden Herpesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, genero Varicellovirus. La
morfologia de los viriones del HVB-1 se basa en una capside icosahédrica
simétrica, una envoltura viral obtenida a partir de la membrana celular del
hospedero la cual contiene proteinas virales y un tegumento, con numerosas
espiculas de glicoproteinas como matriz, el cual conecta la capside a la
envoltura viral. El ciclo de replicacion viral es corto y se caracteriza por inducir
principalmente una infeccion latente, la cual no es exclusiva de neuronas
(Muylkens et al., 2007)

El genoma del HVB-1 es una molécula lineal de DNA de doble cadena, el
cual presenta arreglos gendmicos de la clase D, con una longitud de 135.3 kb.
Los genomas de la clase D comprende dos secuencias Unicas, una larga unica
(Uy) y otra unica corta (Us), ésta ultima se encuentra flanqueada por un bloque
de secuencias repetidas invertidas (repetidos internos, IR) y otro de secuencias
invertidas terminales (repetidos terminales, TR). Se han identificado un total de
73 marcos abiertos de lectura (ORF), (Schynts et al., 2003).

1.1.3.4.2. Proteinas virales

El genoma contiene diez genes que codifican para sus respectivas
glicoproteinas. Seis se encuentran en la U gK (UL53), gC (UL44), gB (UL27),
gH (UL22), gM (UL10), gL (UL1) y los cuatro restantes se localizan en Us gG
(UL4), gD (UL6), gl (US7) y gE (US8). UL49.5 puede considerarse como una
falsa glicoproteina, la cual no es glicosilada en el HVB-1, pero en otros
alfaherpesvirus se conoce como gN (Lipinska et al., 1988; Mettenleite, 2002).
Los genes de HVB-1 se clasifican en dos grandes categorias: no esenciales, lo
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cuales permiten el crecimiento al menos in vitro al ser deletados en virus
mutantes y genes esenciales los cuales al ser deletados en virus mutantes
desencadenan en viriones letales no replicativos (Liang et al., 1997; Schroder
et al., 1997; Schroder et al., 1999). Un gen es exclusivo de HVB-1 (UL 0.5),
mientras que otros como el gen circ esta presente en todos los Varicellovirus.
(Delhon et al., 2003). La gD se considera esencial en VHB-1, mientras que gE
se considera no esencial (Baranowsky et al.,, 1996; Muyikens et al, 2006;
Rebordosa et al., 1996).

1.1.3.4.3. Replicacion viral

El proceso de replicacion del HVB-1 en células que son permisivas es
iniciado por tres pasos durante la entrada del virus a la célula. La primer
interaccion involucra un proceso de ataque del virus con baja afinidad entre la
gB y la gC hacia las estructuras de la superficie celular como son los motivos
de heparan sulfato (Li et al., 1995; Liang et al., 1992; Liang et al., 1991;
Okasaki et al., 1994a; Okasaki et al., 1994b). Esto es seguido de la unién
estable de la gD del HVB-1 hacia receptores celulares especificos como los
receptores de nectina-1 (miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas)
para facilitar la entrada del virus (Geraghty et al., 1998; Campadelli-Fiume et
al., 2000), la cual se da por la fusion de la envoltura viral con la membrana
plasmatica y para que todo esto se lleve a cabo se requiere la interaccion de
otras cuatro glicoproteinas: gD, gB, y el hetero dimero formado por gH y gL
(Liang et al., 1995; Ligas y Jhonson, 1988; Gerdts et al., 2000; Meyer et al.,
1998).

Dentro del citoplasma celular, las particulas virales del HVB-1 son
transportadas, mediante un complejo motor de dineina asociado con
microtubulos, hacia los poros del nlcleo para permitir la liberacion del DNA viral
(Dohner et al., 2002). De las proteinas tegumentarias VP8 es la mas abundante
durante este proceso, ya que se localiza en el nicleo inmediatamente después

de la infeccion. La proteina VP16 (proteina 16 del virion) también conocida
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como HVB-1 o-TIF (factor de transduccién de genes alfa) es encargada del
inicio de la expresion de los genes del HVB-1 mediante la activacion trans de
los genes alfa inmediatos tempranos del HVB-1.

La cascada de expresion de genes virales tempranos (E) y tardios (L) es de
forma cinética y sucesiva a los inmediatos tempranos (IE) (Wirth et al., 1991).
Estos genes en conjunto codifican para proteinas involucradas en la regulacién
del ciclo de replicacion viral, en la replicacion del DNA viral y en la

morfogénesis de nuevos viriones.

Existen tres proteinas principales producidas por IE (BICPO, BICP4, y
BICP22) las cuales activan la expresion de genes E y permiten que la
replicacion del DNA viral continte. (Jones et al., 2006; Saydam et al 2004;
Saydman et al.,, 2006). La primer oleada de genes tardios tempranos es
iniciada durante la replicacién del DNA viral, la segunda oleada de genes
tardios verdaderos es completamente dependiente de la sintesis del DNA viral,
ya que los componentes producidos por éstos genes son necesarios para la

formacion de la nueva progenie viral.

El ensamblaje de los viriones es un proceso complicado el cual inicia con un
ensamble primario a partir de la membrana interna del nucleo celular donde se
lleva a cabo el empaquetamiento del DNA viral, seguido de un segundo
empaquetamiento con la membrana externa nuclear, para que se facilite su
desplazamiento a través del citoplasma, este proceso es llevado a cabo
principalmente por accién de la kinasa viral US3 (Reynolds et al., 2002), la cual
se acumula en el espacio perinuclear. Una vez translocada al citoplasma, la
capside desnuda adquiere su tegumento y una segunda envoltura mediante
gemaciéon dentro de los compartimientos del aparato de Golgi (Mettenleiter et
al., 2002) donde se lleva a cabo el proceso de maduracion final de los viriones
y también el rearreglo de aquellas particulas virales defectivas y finalmente la
salida de los viriones a través del sistema de secrecion y exportacion del
Aparato de Golgi.
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1.1.3.4.4. Patogenia

La via de entrada natural del virus es a través de la membrana de la mucosa
de las vias respiratorias, del tracto urinario y también puede darse la entrada
del virus por via conjuntival. La via comun de transmision es nasal-nasal; para
gue se lleve a cabo la transmision genital es necesariamente por monta directa
0 por inseminacién artificial con semen contaminado con el HVB-1. La gC es
considerada primer glicoproteina que interactlia con las células del hospedero,
se ha postulado que variaciones a nivel de secuencia en esta proteina
favorecen un shift genético en HVB-1 para la presentacion de la vulvovaginitis

postular infecciosa a rinotraqueitis infecciosa bovina (Rijsewijk et al., 1999).

Una vez que el virus penetrd la célula inicia el ciclo de replicacion litico, para
dar origen a nueva progenie viral, el efecto citopatico del HVB-1 corresponde al
redondeamiento de las células, formacion de cuerpos de inclusion
intranucleares. La muerte celular se da como resultado de la induccion de
apoptosis y necrosis durante el ciclo de replicacion viral, proceso en el cual
esta involucrada principalmente la gD. Una vez que se originaron nuevas
particulas virales se diseminan al organismo hacia diferentes tejidos y érganos
mediante viremia y eventualmente por nueroinvasion (Hanon et al., 1998;
Engels y Ackermann, 1996). La infeccion con HVB-1 puede disminuir la
actividad de los macréfagos alveolares y neutrdfilos polimorfonucleares (Leite
et al., 2005).

En el ganado joven las manifestaciones clinicas son fiebre 3.4 dias con
picos de 41°C, apatia, anorexia. En vacas lecheras adultas hay una
disminucién en la produccién lactea ademas de signos respiratorios y oculares,
los cuales se hacen evidentes de 2 a 3 dias post infeccidn; los signos clinicos
apreciables incluyen: mucosa nasal roja, descarga nasal de serosa a
mucopurulenta, respiracidon acelerada y aumentada, tos, conjuntivitis, y
descarga ocular mucopurulenta. El aborto es una consecuencia de la infeccién

respiratoria, de una vaca serogenativa, el cual se presenta entre los cuatro y
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ocho meses de gestacion, ademas puede inducir muerte embrionaria a los 3

meses de gestacion (Chow et al., 1964; Miller y Van der Maaten 1984).

1.1.3.4.5. Latencia

Los pasos del ciclo de reactivacion-latencia se han dividido en tres pasos
principales: establecimiento de la latencia, mantenimiento y reactivacion. El
establecimiento de la latencia incluye la entrada del genoma viral hacia las
neuronas sensoriales en la infecciébn aguda. La expresion viral de los genes
posteriormente es nula, con la excepcion de la expresion del transcripto

asociado a la latencia (LAT).

El mantenimiento de la latencia es una fase en la cual dura toda la vida del
hospedero la cual se puede definir operacionalmente como el periodo cuando
el virus infeccioso no es detectado mediante técnicas convencionales de
aislamiento. En general, la expresion abundante de los genes virales que son
requeridos para una infeccion productiva no se lleva a cabo. LAT es el Unico
transcripto que es expresado en abundancia durante este estado de latencia.
La reactivacion a partir de la latencia es iniciada a través de un estimulo
externo (estrés e inmunodepresion, por ejemplo) la cual estimula la expresion
de los genes virales. La expresion continua de los genes virales es detectada
en neuronas sensoriales, y los virus infecciosos pueden aislarse a partir de
tejido ganglionar (TG), hisopados de ojos o nasales. La habilidad de que los
herpesvirus (HVB-1) se reactiven a partir de latencia resulta en enfermedad y

transmisiéon de virus.

Durante la latencia ocurren dos cambios en la organizacion del genoma viral
gue quizé influyen en la expresion de genes virales. Primero, el genoma viral
esta presente como un episoma circular. Segundo, el genoma viral se
encuentra asociado a histonas celulares y entonces existe como cromatina en

la infeccién latente en neuronas.
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1.1.3.5. Virus de la Leucosis Viral Bovina (VLVB)

1.1.3.5.1. Estructura del genoma

Los retrovirus poseen tres genes estructurales: gag, pol, env. La region gag
origina tres proteinas: la proteina de matriz (MA), de la capside (CA) y
proteinas de unién a los acidos nucleicos. La region pol, codifica una proteasa
(PR) responsable de escindir las poliproteinas del virus y una transcriptasa
reversa (TR). La region env codifica una proteina de superficie (PS) y una

proteina transmembrana (PM).

1.1.3.5.2. Replicacién viral

La replicacion de los retrovirus es bifasica. En la primera depende en su
totalidad de los productos génicos del virus, que se une a un receptor
especifico de la superficie parcialmente caracterizado y penetra al citoplasma
donde libera su RNA de la nucleocapside. Aparentemente el receptor de los
retrovirus humanos es una estructura proteica, normalmente no presente en la
membrana celular, que se expresa transitoriamente en la superficie celular y
gue depende de la sintesis proteica de novo. La codificacion genética de este

receptor ha sido ubicada en los cromosomas.

A partir del molde de RNA viral y por la TR se sintetiza una versiéon de DNA
proviral que posteriormente se moviliza al nucleo, integrandose de manera
aleatoria al genoma de la célula hospedera. La segunda fase, donde utiliza la
maquinaria de la célula hospedera, comprende la sintesis y el procesamiento
de los genomas virales, de los RNAmM y de proteinas. Asi el provirus es
transcrito a RNA, y luego es traducido y posteriormente los viriones son

ensamblados y salen de la membrana celular por gemacion.
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1.1.4. Diagnostico de los virus bovinos RSV, PIB-3, DVB, HVB-1y LVB

El diagndstico, control y programas de vacunacion para las enfermedades
virales en estudio dependera de las caracteristicas propias de cada agente
tomando en cuanto a su patogenicidad, permanencia en el ambiente,
virulencia, procesos de coinfeccion; aunado a la edad, el sexo y el estado

fisiolégico de los bovinos.

Las infecciones por VRSB, VPIB-3, VDVB, HVB-1 y VLVB pueden ser
diagnosticadas mediante aislamiento viral, con pruebas serolégicas que
detectan al virus 0 sus componentes, anticuerpos, o con pruebas basadas en
acidos nucleicos que detectan el DNA gendmico por PCR o RT-PCR,

hibridacion de acidos nucleicos o secuenciacion.
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2. JUSTIFICACION

Las enfermedades virales DVB, RSB, HVB-1, PIB-3 y LVB afectan a la
ganaderia bovina a nivel mundial y posiblemente en México. Por lo cual, es

necesario realizar el diagnostico adecuado de éstos agentes infecciosos.

Los ensayos de diagndstico empleados actualmente en México se pueden
complementar con ensayos moleculares como es el caso de la PCR-TR y RT-
PCR-TR, caracterizados por ser mas rapidos, sensibles y especificos, ademas
de ser cuantificables, y disminuir el riesgo de contaminacion durante el

procesamiento de las muestras.
Es por ello que se estandarizan la PCR TR y RT-PCR-TR, para identificar y

cuantificar virus de interés en la produccién bovina en México de una manera

rapida y especifica.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar la técnica PCR y RT-PCR tiempo real, para la identificacion y
cuantificacion de los virus DVB, RSB, PIB3, HVB1 y LVB.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Propagar virus de referencia en cultivo celular: DVB (cepa NADL), RSB
(cepa lowa), PIB-3 (cepa SF-4), HVB1 (cepa Oregon) y LVB (linea
celular persistentemente infectada LB 3.1), y obtener el titulo viral,
mediante TCID50%.

2. Estandarizar las técnicas PCR y RT-PCR convencional para amplificar
las regiones blanco de interés de los virus DVB, RSB, PIB3, HVB1y LVB

para la obtencién de cDNA.

3. Generar controles estdndar de cuantificacion para los virus DVB
genotipo | y genotipo I, RSB, PIB3, HVB1 y LVB.

4. Estandarizar la técnica PCR tiempo real, para los virus DVB, RSV, PIB3,
HVB1ly LVB.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. Lineas celulares

Células MDBK ATCC CLL-22 (American Type Culture Collection). Esta linea
celular es obtenida a partir de riidon de bovino y muestran susceptibilidad a la
infeccion por los siguientes virus: virus de la estomatitis vesicular, parvovirus
Bovino, adenovirus bovino tipo 2, adenovirus bovino tipo 3, virus de la diarrea
viral bovina tipo asi como virus de la parainfluenza bovina tipo 3. Frente al

poliovirus 2 presenta resistencia.

Células VERO ATCC CCL-81 (American Type Culture Collection). Esta linea
celular es obtenida a partir de rifidn de mono verde africano adulto. Presenta
susceptibilidad a diversos virus entre los que destacan adenovirus y

paramixovirus entre ellos virus de parainfluenza tipo 2.

4.2. Virus

4.2.1. Propagacion

Los virus RSB cepa lowa, PIB-3 cepa 375 y HVB-1 cepa Colorado fueron
propagados como se describe a continuacion: las monocapas de células VERO
semiconfluentes crecidas en botellas de 175 cm? se infectaron con el virus
durante una hora a 37 °C para permitir la adsorcion del virus. Después de este
periodo de incubacion se retir6 el sobrenadante y se agregd medio de
mantenimiento o de infeccion DMEM con suero fetal bovino al 2% y se
incubaron a una temperatura de 37 °C por un periodo de 48 a 96 horas hasta
que fuera visible el ECP. Una vez observado el ECP las células se
desprendieron mecanicamente y fueron sonicadas por 10 minutos (marca del
sonicador). Se centrifugaron por 10 minutos a 1500 rpm, los sobrenadantes se
colectaron y se conservaron a -70 °C hasta su uso. Para el virus DVB cepa
citopatica NADL, se empled la misma metodologia s6lo que para éste virus se
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utilizaron células MDBK y el medio de mantenimiento o de infeccion contenia

suero equino al 2%.

4.2.2. Titulacién de los virus por TCIDsg, /ml

La infectividad de los sobrenadantes de los cultivos de células VERO vy
células MDBK se determindé en monocapas de células semiconfluentes,
crecidas en placas de 96 pozos con medio DMEM con SFB al 2% para las
células VERO y SE al 2% para las células MDBK. Los pozos se infectaron con
diluciones decuples seriadas de la suspensién viral iniciando 1:10 en medio
DMEM con un volumen final de 200 pl. Hasta una dilucién final 1x10°,
incubandose por una hora para permitir la adsorcion viral. Cada ensayo se
realizé por cuadruplicado. Las placas se incubaron hasta que se observo el
ECP (48-96 horas). El titulo viral se expres6 en TCIDsg/ml y se determiné
utilizando la férmula de Reed y Miinch (Payment y Trudel, 1993).

4.3. PCR y RT-PCR punto final

4.3.1. Expresion de los genes N del VRSB, N del VPIB-3, 5’UTR del VDVB, gB
del HVB-1y pol del VLVB.

4.3.1.1. Extraccion de acidos nucleicos.

4.3.1.1.1. Extraccion de RNA por Fenol-Acido

Por cada 500 pl de muestra se agregé 1 mL DE RNA gt (BIOTECMOL) y se
homogeniz6é vigorosamente; se adicionaron 200 ul de cloroformo, se agitd
vigorosamente por 15 segundos y se incub6 a temperatura ambiente por 3
minutos. Se centrifug6 a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C, se recupero la fase
acuosa en un tubo eppendorff de 1.5 ml y se adicion6 1 volumen de
isopropanol absoluto frio, se homogenizé por inversion (7 veces) y se incubd a
-20°C por una hora. Se centrifugaron a 12 000 rpm por 10 min a 4°C. Se
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decantd el sobrenadante y se le agregd a la pastilla 500 ul de etanol al 75%
con agua DEPC (dietil pirocarbonato) mezclando por inmersion (7 veces). Se
centrifugd a 10000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se decantd el sobrenadante y se
seco la pastilla a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendio la pastilla
en agua DEPC (volumen aproximado de 25 pl) y se almacenoé a -70°C hasta su

uso.

4.3.1.1.2. Extraccion de DNA con la técnica de Fenol-Cloroformo-Alcohol
isoamilico.

Se adicion6 un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1)
mezcld por 15 segundos y centrifugd a 10 000 rpm durante 8 minutos a
temperatura ambiente. Se tomé el sobrenadante y transfiri6 a un tubo nuevo y
agregd 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico, se mezclé6 por 15
segundos y centrifugd a 10 000 rpm por 8 minutos a temperatura ambiente. Se
recuperd el sobrenadante y adicionaron 10 ng de glicogeno se mezclé y
adicion6 un volumen de isopropanol. Se centrifugé durante 10 min a 10 000rpm
a 4°C, se decanto y lavé dos ocasiones con etanol al 70%. Posteriormente se
seco la pastilla al vacio a 55°C. Finalmente se resuspendio la pastilla en agua
estéril (volumen de 25 ul) y se almacend a -70°C hasta su uso.

4.3.1.2. RT-PCR para la amplificacion del gen N del VRSB a partir de virus de
referencia ATCC cepa lowa.

Para amplificar las regiones de interés de los virus en estudio se emplearon
las técnicas de Transcripcion Reversa (RT) para la obtencion de cDNA, y la
PCR, con base en los protocolos establecidos en el Laboratorio de Genética
Molecular de la FMVZ-UNAM. Descritos a continuacion.

Se amplificé un fragmento de 123 pb, de un segmento que codifica para el
gen de la nucleoproteina, se reporta que éste gen es conservado entre los
diferentes aislamientos reportados en el GenBank. Los iniciadores empleados

en este trabajo fueron tomados de un estudio previo reportado por Boxus y
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colaboradores en el afio 2005. Los oligos BRSViw y BRSVrw amplifican la
region 2120 — 2243, dando lugar aun producto de amplificacién de 123 pb y se
sintetizaron en Bioserch Technologies (California, EUA). Las secuencias de los
iniciadores son: BRSVfw GCA-ATG-CTG-CAG-GAC-TAG-GTA-TAAT (posicion
2120-2144) y BRSVrw ACA-CTG-TAA-TTG-ATG-ACC-CCA-TTCT (posicién
2219-2243).

4.3.1.3. RT-PCR para la amplificacion del gen N del VPIB-3 a partir de virus de
referencia ATCC 375.

Se amplificé un fragmento de 118 pb, de un segmento que codifica para el
gen de la nucleoproteina, se reporta que éste gen es conservado entre los
diferentes aislamientos reportados en el GenBank. Los iniciadores empleados
en este trabajo fueron tomados de un estudio previo reportado por Zulauf en el
afio 2007. Los oligos PIB3fw y PIB3rw amplifican la regién 507 - 625, dando
lugar a un producto de amplificacién de 118 pb y se sintetizaron en Bioserch
Technologies (California, EUA). Las secuencias de los iniciadores son: PIB3fw
GGG-AGT-GAT-CTT-GAG-TAT-GAT-CAA-GA (posicion 507-532) y PIB3rw
TGG-ATT-ATA-AGG-GCT-CCA-AGA-CA ( posicion 603-625).

4.3.1.4. RT-PCR para la amplificacion de la region 5"UTR del VDVB genotipos |
a partir de virus de referencia ATCC cepa NADL citopética y genotipo Il a partir
de vacuna comercial.

Se amplificé un fragmento de 167 pb, de un segmento que codifica para la
region 5UTR del VDVB genotipos | y Il, se reporta que ésta regiéon es
conservada entre los diferentes aislamientos reportados en el GenBank. Los
iniciadores empleados en este trabajo fueron tomados de un estudio previo
reportado por Letellier y Kerkhofs en el afio 2003. Los oligos DVBfw y DVBrw
amplifican la region 224 - 391, dando lugar a un producto de amplificacion de
167 pb y se sintetizaron en Bioserch Technologies (California, EUA). Las
secuencias de los iniciadores son: DVBfw CTC-GAG-ATG-CCA-TGT-GGA-C (
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posicion 224-242) y DVBrw CTC-CAT-GTG-CCA-TGT-ACA-GCA ( posicion
371-391).

Las condiciones para la obtencién del cDNA fueron:

5 pl de RNA, 0.5 pul de iniciador Fw (virus) (50uM), 9 ul de agua DEPC, esta
mezcla se metié al termociclador a 70°C durante 5 minutos, y después a 4°C
por 5 minutos. Posteriormente se agregaron 5 pl de Buffer (5x), 2.5 ul de
dNTPs (Fermentas) (10mM), 1 pl de inhibidor de RNAsas (Fermentas) (4Ul), 1
pl de enzima RT (Promega) (40U), y 0.5 ul de agua DEPC. Esta mezcla se
metié al termociclador bajo las siguientes condiciones por un ciclo: 42°C, 60
min; 70°C, 10 min y se deja a 4°C.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se tomaron 5 ul de
cDNA, 1ul de iniciadores Fw+Rw (virus) (0.5uM), 2 ul de enzima TaqgPol
(BIOTECMOL) (1U), dNTPs 0.4 ul (10mM), Buffer 2 pl (1x), MgCl> 1 pl (1.5 mM)
y 8.8 ul de H,O. Las condiciones de termociclador fueron: 94°C-5min, 94°C-30
seg, gradiente de 52, 54, 56 y 58°C-30 seg, por 30 ciclos, 72°C-90 seg, 72°C-

15 min y finalmente se dejaron a 4°C.

4.3.1.5. PCR para la amplificacion del gen de la glicoproteina B (gB) del VHB-1
a partir de cepa de referencia ATCC Oregon

Se amplificé un fragmento de 96 pb, de un segmento que codifica para el
gen de la gB, se reporta que este gen se encuentra conservado entre los
diferentes aislamientos reportados en el GenBank. Los iniciadores empleados
en este trabajo fueron tomados de un estudio previo reportado por Wang y
colaboradores en el aio 2007. Los oligos VHB1fw y VHB1rw amplifican la
region 57672 - 57768, dando lugar aun producto de amplificacién de 96 pb y se
sintetizaron en Bioserch Technologies (California, EUA). Las secuencias de los
iniciadores son: VHB1lfw : TGT-GGA-CCT-AAA-CCT-CAC-GGT (posicion
57672-57692) y VHB1lrw: GTA-GTC-GAG-CAG-ACC-CGT-GTC (posicion
57748-57768).
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4.3.1.6. PCR para la amplificacion del gen pol del VLVB a partir de linea celular
persistentemente infectada L 3.1

Se amplificé un fragmento de 113pb, de un segmento que codifica para el
gen de la polimerasa viral (pol), se reporta que este gen se encuentra
conservado entre los diferentes aislamientos reportados en el GenBank. Los
iniciadores empleados en este trabajo fueron tomados de un estudio previo
reportado por Heenemann y colaboradores en el afio 2012. Los oligos VLVBfw
y VLVBrw amplifican la regién 3093 - 3184, dando lugar a un producto de
amplificacion de 113 pb y se sintetizaron en Bioserch Technologies (California,
EUA). Las secuencias de los iniciadores son: VLVBfw
CCCTGGCCTACTTTCAGACC  (posicion  3093-3112) y VLVBrw
CTTGGCATAAGAGCTTAAGGCC (posicion 3205-3184).

Las condiciones para la PCR fueron:
Para la reaccion en cadena de la polimerasa se tomaron 5 pl de DNA, 1ul de
iniciadores Fw+Rw (virus) (0.5uM), 2 ul de enzima TagPol (BIOTECMOL) (1Ul),
dNTPs 0.4 ul (10mM), Buffer 2 ul (1x), MgCIl> 1 pl (1.5 mM) y 8.8 ul de agua.
Las condiciones de termociclador fueron: 94°C-5min, 94°C-30 seg, gradiente
de 52, 54, 56 y 58°C-30 seg, por 30 ciclos, 72°C-90 seg, 72°C-15 min y

finalmente se dejaron a 4°C.

La electroforesis de los productos de RT-PCR y PCR se llevé a cabo en
geles de agarosa al 3% con TAE 1x, las condiciones de corrimiento
electroforético fueron 84 Milivoltios (mV) constantes durante 90 minutos. Para
visualizar los productos con un transiluminador de luz ultravioleta, los geles se
tineron con Bromuro de Etidio, y para determinar el tamafio de los productos se
utilizé el marcador de peso molecular pBR322/Mspl.
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4.4. Generacion de controles estandares de cuantificacion absoluta para
RT-PCR y PCR tiempo real a partir de plasmidos recombinantes (recDNA)

Los productos de RT-PCR y PCR obtenidos y purificados previamente se
utilizaron para la generacion de controles estandares de cuantificacién absoluta

de RT-PCR y PCR tiempo real como se describe a continuacion.

4.4.1. Purificacion de productos de PCR a partir de geles de agarosa con Nal y
perlas de silice.

Los productos de PCR a purificar se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa al 3% vy tefidos con bromuro de etidio. Con ayuda de un
transiluminador se recortaron las bandas de interés y se colocaron en forma
individual en tubos de 1.5 ml. Se pesaron los tubos con el fragmento (1g de
gel=1ml), se adicionaron 3 volimenes de yoduro de sodio 6M (molar) (JT Baker
No. De catalogo 43748). Se incubaron los tubos 10 minutos a 55°C 6 hasta que
la agarosa se disolviera. Posteriormente se adicionaron 15ul de perlas de silica
e incubaron a 4°C por 60 minutos. Después se centrifugaron los tubos 4
min/12000rpm/4°C, y se descartd el sobrenadante. Se suspendieron las
pastillas con 500 pl de solucion de lavado 1x. Se centrifugaron nuevamente por
4min/12000rpm/4°C, descartd el sobrenadante repitiendo una vez mas este

proceso.

La pastilla obtenida se seco por calor en el concentrador 30 minutos a 45°C.
Las pastillas fueron suspendidas en 30 ul de agua bidestilada estéril e
incubadas a 55°C/ 5 min. Los tubos se centrifugaron a 12000rpm/4min a
temperatura ambiente y recuperaron los sobrenadantes en tubos estéreles de
1.5 ml. Finalmente se tomaron 5 pl de cada purificacion y se realizd
electroforesis en un gel de agarosa al 3% tefildo con bromuro de etidio y se
visualizaron bajo luz ultravioleta para verificar que realmente se habia

purificado el fragmento de PCR.
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4.4.2. Clonacion de productos de PCR purificados.

La clonacién de los producto de PCR purificados de la region 5 UTR de
VDVB 1y Il, gen la nucleoproteina N de VRSB, gen de la nucleoproteina N del
VPIB-3, gen de la glicoproteina B de VHB-1 y gen de la polimerasa pol del
VLVB, se clonaron en el vector plasmidico pTZ57R/T (InsTAclone PCR Cloning
Kit, Thermo Scientific, #K1213), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.3. Ligacion de productos de PCR en el vector plasmidico pTZ57R/T

Para la reaccion de ligacion se tomaron 5ul (110ng) de DNA purificado por
Nal, 2 pl del vector pTZ57R/T (InsTAclone PCR Cloning Kit, Thermo Scientific,
#K1213), 2 pl de T4 DNA ligasa (Thermo Scientific # EL0014), 2 ul de buffer de

ligacion y 9 ul de agua, y se incubd la mezcla de ligacion toda la noche a 4°C.

4.4.4. Transformacién de bacterias competentes Escherichia coli DH5a y
confirmacion de clonas recombinantes

Los productos de la ligacion se utilizaron para transformar bacterias
competentes E. coli DH5q, las cuales se descongelaron en hielo y en un tubo
de 1.5 ml estéril se agregaron 100 pl de células competentes y 8 ul de la
reaccion de ligacién e incubaron en hielo durante 30 minutos. Posteriormente
se incubo6 en bafio maria a 42°C por un minuto y enseguida se incubaron los
tubos en hielo por 2 minutos. Se adicion6 cbp 1 ml de caldo LB (Luria-Bertani)
e incubaron a 37°C en agitacion durante 60 minutos. Una vez transcurrido el
periodo de incubacion se retiraron los tubos e inmediatamente se colocaron en
hielo, se tomaron 300ul de las células transformadas y sembraron (pasando
una espatula sobre toda la superficie) en cajas de agar LBampicilina X-gal
IPTG e incubaron a 37°C por 24 horas aproximadamente.

Las cajas se sacaron de la incubacion hasta que se observaron colonias bien

definidas de color blanco. De la caja se seleccionaron 8 colonias y se
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resembraron en una caja de agar LB con ampicilina previamente cuadriculada
e identificada (un cuadrante por colonia), para esto se utilizaron puntas de
200ul. Cada vez que se sembraba una colonia se colocaban las puntas en
tubos de PCR con 40ul de agua bidestilada. Se incub6 la caja sembrada a
37°C por 24 horas y se suspendi6 el remanente de células que quedaron en las
puntas y lisaron a 94°C por 10 minutos. Los lisados se utilizaron para realizar
reacciones de PCR con los iniciadores especificos que amplifican para el gen
de interés en estudio de cada uno de los virus y también con los iniciadores

dirigidos al sitio multiple de clonacién del vector para confirmar la clonacion.

Las condiciones para la PCR fueron:

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se tomaron 5 pl de DNA, 1ul de
iniciadores especificos para cada uno de los virus, asi como iniciadores
especificos dirigidos al sitio multiple de clonacién del vector, 2 ul de enzima
TagPol (BIOTECMOL), dNTPs 2 pl (Thermo Scientific # R0192), Buffer 2 pl,
MgCl, 1 pl y 8.8 pl de H,O. Las condiciones de termociclador fueron: 94°C-
5min, 94°C-30 seg, 56°C (VPIB-3, VRSB, VLVB) y 58°C (VDVB, VHB-1 y M13)
-30 seq, por 30 ciclos, 72°C-90 seg, 72°C-5 min y finalmente se dejaron a 4°C.

4.4.5. Confirmacion de clonas recombinantes por secuenciacion

Una vez amplificado correctamente el gen en estudio, se purificd pasando el
producto por un tubo que contenia perlas de silica donde el DNA queda
atrapado y los demas reactivos se eliminan por varios lavados. Posteriormente
se realiz6 una variante de la PCR generalmente llamada PCR de secuencia. Al
terminar la PCR de secuencia era necesario eliminar los restos de reactivos
para que no interfieran con la posterior lectura del secuenciador. Para ello las
muestras se pasaron por columnas con shephadex G50 (#G50150, SIGMA)
previamente equilibradas, se centrifugaron durante 4 minutos a 2700 rpm, una
vez centrifugadas se secaron en una vacufuga aproximadamente 40 minutos a
temperatura y velocidad méxima. Finalmente se enviaron a la unidad de

secuenciacion del Instituto de Biomédicas de la UNAM.
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Las condiciones para la PCR de secuencia fueron las siguientes:
Una vez cuantificadas las muestras se calculé el volumen necesario de
muestra para colocar la cantidad necesaria de DNA por muestra en la reaccion
de secuenciacién, para las clonas recombinantes obtenidas la cantidad de
DNA considerada fue de 1 a 3 ng, ya que el origen de la muestra era producto
de PCR de 100-400 pb.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion para cada tubo de muestra en
forma separada, adicionando: 4ul de Ready Reaction Premix, 2ul de Big Dye
Sequencing Buffer, iniciador 3.2 pmol, 3 ng de DNA y agua cbp 20 ul de
volumen final. Las condiciones del termociclador fueron: 25 ciclos a 96°C, 10
segundos (desnaturalizacion); 50°C, 5 segundos (hibridacion) y 60°C , 4
minutos (extension), y finalmente se dejaron a 4°C. El protocolé esta
optimizado para el termociclador ABI PRISM 310 (Applied Biosystems) y el kit
ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v3.0.
(#4390229). Una vez obtenidas las lecturas de secuenciacion se editaron con
el programa ChromasPro (Versid) y se sometieron a un alineamiento local con
la plataforma BLAST del software CloneManager versién 9 para confirmar su

homologia con cepas reportadas en GenBank.

4.4.6. Conservacion de clonas recombinantes

Las clonas que fueron confirmadas positivas mediante PCR convencional y
secuenciacion se crecieron en 10 ml de caldo LB ampicilina a 37°C en
agitacion durante 24 horas y posteriormente se congelaron. Para congelarlas
se tomaron tubos de 1.5 ml estériles y se les agreg6é 1ml del cultivo crecido y
centrifugaron a 3 500 rpm durante 8 minutos, se descarté el sobrenadante y se
resuspendieron con 1ml de medio para congelacion LBampicilina glicerol una
vez realizado este procedimiento se congelaron inmediatamente a -70 °C. El

resto del cultivo se tomd para crecerlo partiendo de una dilucién 1:500 en un
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volumen de 250 ml de medio LB ampicilina para la obtencion de recDNA a gran
escala.

4.4.7. Obtencidon de recDNA a gran escala (Maxiprep)

Para la obtencion de recDNA de las clonas recombinantes seleccionadas se
crecieron en 250 ml medio LB ampicilina a 37°C durante 24 horas en agitacion
constante. Transcurrido el periodo de incubacién se procedié a realizar la
obtencién del recDNA con el kit Zyppy™ Plasmid Maxiprep (Zymo Reserch,

#D4027) acorde a las especificaciones del fabricante.

Se centrifugd el cultivo bacteriano a 3, 400 gravedades por 10 minutos se
descart6 el sobrenadante y se agregaron 15 ml del buffer P1 (#D4027-1-160) a
la pastilla de bacterias y fueron resuspendidas mediante pipeteo. Se agregaron
15 ml del buffer P2 (#D4027-2-160) y mezclo por inversién (4-6 veces) y se
incub6é durante 1 minuto a temperatura ambiente para favorecer la lisis
bacteriana. Se agregaron 20 ml de buffer P3 (D4027-3-220) y mezclo
suavemente e incubd en hielo por 5 minutos para neutralizar la reaccion y
permitir que las células lisadas precipitaran. Se transfirio la mezcla a tubos
conicos de 50 ml y centrifugd a 3,400 gravedades por 10 minutos para que se
formara una pastilla con los restos celulares. Transcurrido este tiempo se
agregaron 10 ml del sobrenadante a las columnas Zymo-Spin ™ VI (#C1013-
10), previo ensamble en un tubo cénico nuevo de 50 ml, y se centrifug6 a
3,400g por dos minutos, se descarto el liquido obtenido y se repitié este paso
hasta que todo el sobrenadante obtenido anteriormente fuera pasado a través
de la columna para que se filtrara. Posteriormente se lavo la columna
agregando 10 ml de Endo-Wash Buffer (#D4036-3-120) a la columna y
centrifugada a 3,400g por 30 segundos, se descartd el flujo obtenido. Se
agregaron 10 ml de Zyppy ™ Wash buffer (#D4036-4-24) a la columna y
centrifug6 a 3,400g por un minuto, se descarté el flujo obtenido. Para eluir la
muestra, se transfirio la columna a un tubo coénico de 50 ml nuevo y se

agregaron 3 ml de Zyppy ™ Elution Buffer (#D4036-4-24) a la columna
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incubada durante un minuto a temperatura ambiente, después centrifugada a
3,400g por un minuto. Finalmente el recDNA se congeld a -20°C hasta su uso.
La pureza del DNA se verifico por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y
se cuantificé utilizando un espectrofotometro (EPOCH).

4.5. Estandarizacion de PCR y RT-PCR tiempo real

Para estandarizar la RT PCR y PCR tiempo real para los virus en estudio se
utilizaron iniciadores y sondas reportados en estudios previos (Tabla 1), cada
uno de los iniciadores y sondas se reporta que codifican para regiones
altamente conservadas. Los genes utilizados son: VDVBI y VDVBII regién
5'UTR; VRSB gen de la nucleproteina (N); VPIB-3 gen de la nucleoproteina
(N); VHB-1 gen de la glicoproteina B (gB): VLVB gen de la polimerasa viral
(pol). Como housekepping 0 gen constitutivo de expresion se empled Beta
actina bovina, el cual sirvi6 para validar procesos de extraccion de &acidos
nucleicos y validar que no se presentaban inhibidores al momento de llevar a
cabo las reacciones de RT PCR y PCR tiempo real. El empleo de dos sondas
en el caso del VDVB permitié6 cuantificar y genotipificar al mismo tiempo de
realizar la reaccion de RT-PCR tiempo real en el mismo tubo.

TABLA 1. INICIADORES Y SONDAS EMPLEADOS PARA PCR y RT-PCR

TIEMPO REAL.

INICIADOR SECUENCIA pb
VRSBFw! 5"-GCAATGCTGCAGGACTAGGTATAAT-3 123
VRSBRw! 5-ACACTGTAATTGATGACCCCATTCT-3
VRSBprobe' | 5-CAL Fluor Orange 560-

ACCAAGACTTGTATGATGCTGCCAAAGCA-BHQ-1-3"

VPIB-3FwW’ GGGAGTGATCTTGAGTATGATCAAGA 113

VPIB-3RW’ TGG-ATTATAAGGGCTCCAAGACA

VPIB-3probe® | 5"ROX-
ACTTCTACAATCGAGGATCTTGTTCATACTTTTGGA-
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3'BHQ-3

VHB-1Fw? TGTGGACCTAAACCTCACGGT 96

VHB-1RW? GTAGTCGAGCAGACCCGTGTC

VHB-1probe” |5 CAL Fluor Red 610-AGGACCGCGAGTTCTTGCCGC-

BHQ-1-3
VDVBFwW® 5 -CTCGAGATGCCATGTGGAC-3’ 167
VDVBRwW? 5 - CTCCATGTGCCATGTACAGCA-3
VDVBprobe I° | 5°-CAL Fluor Orange 560
CAGCCTGATAGGGTGCTGCAGAGGC-BHQ-1 3
VDVBprobell® |5 CAL Fluor Red 610
CACAGCCTGATAGGGTGTAGCAGAGACCTG-BHQ-1
3
VLVBFw® CCCTGGCCTACTTTCAGACC 123
VLVBRwW® CTTGGCATAAGAGCTTAAGGCC

VLVBprobe® | TTGACTGACAACCAAGCCTCACCT

ACT2-1030-F* | 5’ AGCGCAAGTACTCCGTGTG3’

ACT-1135-R* | 5"CGGACTCATCGTACTCCTGCTT 3

ACTprobe* FAM-TCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGT-BHQ1
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Para confirmar que realmente reconocian las secuencias de los genes
virales en estudio se alinearon las secuencias de los iniciadores y las sondas
con secuencias de virus que se encontraban reportados en el GenBank

utilizando el software CloneManager version 9.

La preparacion de las reacciones se llevé a cabo siguiendo la metodologia

empleada en el Laboratorio de Genética Molecular de la FMVZ-UNAM.

Las condiciones de RT-PCR y PCR tiempo real fueron las siguientes en un
volumen final de 20 ul: 1.2 pl de agua, Buffer TagPolimerasa 2ul (1x), dNTPs 2
pl (0.2mM), MgCl, 2 pl (3.5mM), Iniciadores (virus) Fw+Rw 1 pl (0.5 uM), Sonda
(virus) 0.2 pl (0.1 pM), Iniciadores control interno Fw+Rw 1 pl (0.5 puM), Sonda
control interno 0.2 pl (0.1 uM), enzima TagPol 0.2 pl (1Ul), enzima Reverso
Transcriptasa 0.2 pl (40Ul), inhibidor de RNAsas 0.1 pl (4U) y DNA/RNA 10 pl.
Las condiciones del termociclador fueron: 42°C por 30 minutos; 95°C por 10
minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por 45 segundos. Para que
el termociclador captara la fluorescencia emitida por las sondas se activaron los

canales de captacion amarillo, naranja, rojo y verde.

4.5.1. Especificidad de la PCR y RT-PCR tiempo real

Para verificar la especificidad de los ensayos se realizé extraccion de RNA y
DNA de virus de referencia ATCC sometiéndolos a RT-PCR y PCR tiempo real

para mostrar que no existia reaccién cruzada con otros virus.
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4.5.2. Sensibilidad de la PCR y RT-PCR tiempo real

Para establecer el limite de deteccibn de los ensayos se realizaron
diluciones seriadas con log 10 del recDNA (10 * hasta 10 ®) y se amplificaron
mediante PCR tiempo real. Midiendo los valores de Ct por triplicado y
graficados contra el logaritmo de la cantidad inicial del nimero de copias de
recDNA. La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando un volumen de reaccion
de 20 pl. Para una reaccién el ensayo se optimizé a un volumen de 10 pl de la
mezcla de PCR y 10 yl de DNA o RNA.

4.5.3. Repetibilidad de la PCR y RT-PCR tiempo real

La repetibilidad de los ensayos se examindé mediante la corrida de curvas
estandar para cada uno de los virus durante tres dias. Obteniendo coeficientes
de variacion de los valores de Ct para los controles de estandares de

cuantificacién absoluta.
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5. RESULTADOS

5.1. Propagacion de los virus.

La presencia de virus en cada cultivo celular infectado se confirmo por
titulacion del virus infeccioso en los sobrenadantes por TCIDsoy/ml en células
VERO para los virus RSB (cepa lowa), PIB-3 (cepa 375), VHB-1 (cepa
Oregon), y para el VDVB (cepa citopatica NADL) en células MDBK.

El titulo del VRSB extracelular (producido en 96 horas) fue de 1x10°?
TCIDsow/ml. Para el VPIB-3 el titulo extracelular (producido en 72 horas) fue de
1x10°2 TCIDsgy/ml. El titulo extracelular del VHB-1 (producido en 72 horas) fue
de 1x10°® TCIDsoy/ml. Para el VDVB el titulo extracelular obtenido fue 1x10°%2
TCIDsgo/ml.

El objetivo de titular los virus mediante ésta técnica fue comparar la
linealidad de la RT-PCR y PCR tiempo real con el empleo de un método
virolégico convencional, ademas de tener la capacidad de realizar una
equivalencia del numero de copias obtenidas mediante RT-PCR y PCR tiempo

real en nimero de particulas virales infecciosas.

Figura 1. Monoestrato de células Figura 2. Monoestrato de células
VERO infectadas con VRSB cepa VERO infectadas con VPIB-3
lowa. Efecto citopatico caracterisco cepa 375. Efecto citopatico:

por la formacion de sinsitios. formacién de sinsitios.
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Figura 3. Monoestrato de células Figura 4. Monoestrato de células
VERO infectadas con VHB-1 cepa VERO sin infectar.

Oregon. Efecto citopatico

caracteristico por zonas de lisis,

muerte celular y redondeamiento de

células.

5.2. PCRy RT-PCR punto final

5.2.1. Expresion de los genes N del VRSB, N del VPIB-3, region 5’"UTR del
VDVB |y Il, gB del VHB-1, pol del VLVB.

Con la finalidad de verificar la expresion y presencia del genoma viral se hizo
RT-PCR en dos pasos para determinar la expresion del gen N del VRSB. El
resultado obtenido por RT-PCR mostr6 una banda de 123 pb correspondiente
al segmento amplificado del gen N, con una temperatura de alineamiento para
los iniciadores de 56°C. Para el VPIB-3, el resultado obtenido mostré una
banda de 123 pb correspondiente al segmento amplificado del gen N, con una
temperatura de alineamiento de 56°C. Por otra parte para el VDVB | y Il el
resultado obtenido fue un fragmento de 167 pb correspondiente a la region
5"UTR con una temperatura de alineamiento para los iniciadores de 58°C.

En lo que corresponde a los virus DNA, para el VHB-1 la PCR mostré una
banda de 96 pb, correspondiente al gen de la gB y con una temperatura de
alineamiento de 58°C. Para el caso del VLVB el resultado de la PCR mostr6
una banda de 113 pb, correspondiente al gen pol, con una temperatura de
alineamiento de los iniciadores de 56°C. Los productos amplificados de RT-
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PCR y PCR fueron purificados para ser clonados posteriormente y generar

controles estandares de cuantificacion absoluta.

1 2 3 4 5 BN REE LT R0
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Figura 5. Gel de agarosa al 3% para muestras de PCR, tefido con bromuro de etidio
para visualizar el producto de amplificaciéon de los iniciadores dirigidos al gen de la
regién conservada 5'UTR de VDVB, con un producto esperado de 167 pares de bases
el cual se puede observar en los carriles 4, 5 y 6. En el carril 10 se observa el Marcado
de Peso Molecular pBR 322/Mspl.

622
527

404
307
238+242

160+160
147+147
123

Figura 6. Gel de agarosa al 3% para muestras de PCR, tefiido con bromuro de etidio
para visualizar el producto de amplificacion de los iniciadores dirigidos al gen de la
nucleoproteina de VRSB, con un producto esperado de 124 pares de bases el cual se
puede observar en los carriles 4 y 5. En los carriles 1 y 6 se observa el Marcado de
Peso Molecular pBR 322/Mspl.
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Figura 7. Gel de agarosa al 3% para muestras de PCR, tenido con bromuro de etidio
para visualizar el producto de amplificacion de los iniciadores dirigidos al gen de la
nucleoproteina de VPIB-3, con un producto esperado de 113 pares de bases el cual se
puede observar en los carriles 2 y 3. En el carril 1 se observa el Marcado de Peso
Molecular pBR 322/Mspl.

96 pb

Figura 8. Gel de agarosa al 3% para muestras de PCR, tefido con bromuro de etidio
para visualizar el producto de amplificacion de los iniciadores dirigidos al gen de la
glicoproteina B (gB) de HVB1, con un producto esperado de 96 pares de bases el cual
se puede observar en los carriles 1y 2. En el carril 3 se observa el Marcador de Peso
Molecular pBR 322/Mspl. Carril 4 control negativo.
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Figura 9. Gel de agarosa al 3% para muestras de PCR, tefiido con bromuro de etidio
para visualizar el producto de amplificacion de los iniciadores dirigidos al gen pol de
VLVB, con un producto esperado de 113 pares de bases. Se colocaron de la clona 1-12,
en los carriles 2-12. Carril1, Marcador de peso molecular pBR 322/Mspl.
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5.3. Generacion de controles estandares de cuantificacién absoluta para
PCRy RT-PCR tiempo real a partir de plasmidos recombinantes (recDNA)
Para generar éstos controles estandares de cuantificacion absoluta
empleados en RT-PCR y PCR tiempo real se clonaron los productos
amplificados mediante RT-PCR y PCR convencional, y purificados mediante
Nal y perlas se silice, en un vector T comercial. Una vez ligado el producto al
vector pTZ57R/T se transformaron células competentes DH5a. y plaqueadas en
cajas de agar LBampicilina X-gal IPTG e incubadas, transcurrido el tiempo de
incubacion se seleccionaron clonas recombinantes con base en su morfologia
las cuales deberian ser colonias bien definidas, aisladas y de color blanco o
crema. Se picaron y sembraron en placa de agar LBampicilina, las mismas
clonas se lisaron y se sometieron a reaccion de PCR con iniciadores
especificos dirigidos a cada uno de los virus estudiados y asi confirmar la
insercién del producto de amplificacion (Fig. 10). Aquellas que dieron una
reaccion positiva se crioconservaron mediante congelacién y se crecieron en
medio liquido LB ampicilina para la obtencién de recDNA a gran escala

(maxiprep) y se mandaron secuenciar para su confirmacion final.

Los controles obtenidos a partir de las cepas virales de referencia fueron los
listados en el cuadro 2.

71



Las secuencias obtenidas a partir de los recDNA se analizaron con el
software CloneManager version 9. A continuacion se muestran las secuencias
obtenidas y alineadas con secuencias reportadas en GenBank, en las cuales
se observa que a nivel de nucledtidos se alinean de manera adecuada,
teniendo la capacidad de reconocer una diversas secuencias reportadas en las
base de datos.
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JQ799141 81

KC695810 72
AF526381 123
KCB53441 178
KC553440 178
KC695514 155
AF220247 177
KC963967 174
DQDS8899S5 1638
NC_001461 179
BWVDCG 179
pDVEBIS 167
JQ799141 169
KC695810 160
AFS526381 212
KC853441 267
KC853440 267
KC695514 243
AFz2z0247 265
KC963967 262
DQOB899S 256
NC_001461 267
EVDCG 267
pDVEIS 123
JQ799141 257
KC695810 246
AF526381 298
KC853441 353
KC853440 353
KC695514 329
AF220247 351
KC963967 348
DQO389395 343
NC_001461 354
BVDCG 354
pDVBIS 36

gagtacagggtagtogtoagtygttocgacactt-—gaaataacgagtectogagytgocacgtygacgagygeatgeccatgacacatctt
gagtacagggtagtogtoagtygttegacgcccaaaaaatga-—g-gotcgagatgocacgtygacgagygeatgeccacagoacacct
gagtacagggtagtegtocagtggttogacgecttaggatctgag-goectogagatgocacygtgygacgagyggeatgoccacagoeacatcet
gagtacagggtagtogtoaatygttogacacctatggaacgrag-gtotcgagatgocatgtygacgagygeatgoccacageacatctt
gagtacagggtagtogtoaatggttcgacacctatggaacgrag-gtotocgagatgocatgtygacgagggeatgeccacagoacatcet
gagtacagggtagtegtcagtggttocgacgett-tgtgocgacaa—goectogagatgocacytgygacgagggocacgoccacagoacatctt
gagtacagggtagtogtoagtggttogacgctt-tggaggacaa-goctogagatgocacgtggacgagggeatgoccacagoacatctt
gagtacagggtagtogtoagtygttegacgctt-tggaggacaa—goctogagatgocacgtygacgagggeatgeccacagcacacct
gagtacagggtagtegtocagtggttocgacgect-tggaataaag-gtotocgagatgocacygtggacgagggecacgoccaaagoacatctt
gagtacagggtagtocgtoagtggttocgacgcct-tggaataaag-gtotogagatgocacgtggacgagggcatgocccaaagoacatctt
gagtacagggtagtogtoagtygttegacgcct-tggaataaag-gtotcgagatgocacgtygacgagggeatgeccaaagcacacct
LLC

agectgagtgggggtegeccaggeaaatgetcttecctyagagga-—gttgoaagoacagoectgatagggtgotgeagaggeccactgat
aatctgyycggyggtegcicagacgaaageggit———gttto-aaccgttgogaatacagoectgataggytgotgcagaggcccactga
attocogyacgagggtogoocggaagaaagoeggtt gta-ctaaccgttatggacacggoctgataggatgotgoagaggoocactgty
aactttygcaggggtegecaaagtyaaagtggoc t-aaccaaccactacgaacacagoctgatagggtgctgcagaggeccacctte
aacrttygcagyggtegecaaagtyaaagtggec-———t-aaccaaccactacgaacacagoectgataggytgoctgcagaggeccacctoe
aacctgagcggyggtogt toaggtgaaaacygt t-—-t-aaccaaccgetacgaatacagoctgatagggt goctgoagaggoccactgta
aacctygyacaggggtegttoaggtyaaaacggtt———t-aaccaaccgetacgaatacagtotgataggatgotgoagaggeccactgta
aacatgyacggyggtegricatgtyaaaacygt———t-aaccaaccgeracgaatacagectgatagggtgctgcagaggcccactgta
aacctgagcggyggtogoccaggtaaaageagtt———ctaaccyactyttacggatacagoectgatagggtgotgoagaggeccactgtt
aacctgagocgggggtogoccaggtaaaageagt t—-——ttaaccgactgttacgaatacagoctgatagggtgoctgoagaggoeocactgta
aacctgagcggyggtoegeccaggtasaageagtt———ttaaccyactgt tacgaatacagoctgatagggtgctgcagaggcccactgta
= o

ttgctagtaaaaatctoctgotgtacatggoacatggagttgataactaatgaacttttatacaaaacttacaaacaaaaacctagtggag
ttygctactaaaaatctetgotgracatggoacatygagttgatttcasatgaacttttatataaaacatacaaacaaaaaccageaggay
ttygctactaaaaatctctgotgiacatggoacatygagttgatttcaaatgaacttttatacaaaacatataaacaaaaacctttaggay
ttgctactaaaaatctotgotgtacatggoacatggagttgatcacaaatgaacttttatacaaaacatacaaacaaaaacccgogggta
ttgctactaaaaatctoctgotgracatggoacatggagttgatcacaaatgaact tttatacaaaacatacaaacaaaaacccgegggra
tocgotactaaaaatcictgoigtacatggcatatggagttgatcacasatgaacttttatacaaaacatacaaacaaaaaccogctggag

ttgctactgaaaatctotgotgtacatggoacatggagttgatcacaaatgaacttttatac atacaaac cogetggag
ttyctactyaaaatctotgotgtacatggoacatygagttyatcacaaatgaacttttatac atacaaac coactggag
ctgoctactaaaaatctoctgotgtacatggoacatggagttgatcacaaatgaacttttatacaaaacttacaaacaaaaaccogtocaggy
ttgctactaaaaatctotgotgracatggoacatggagttgatcacasatgaacttttatac atacaaac cogtogggg

ttgctactaaaaatctcigotgtacatggoacatygagttgatcacaaatgaacttttatacaaaacatacaaacaaaaacccgtegggy

Figura 11. Alineamiento de la construccién pDVBI9 con secuencias reportadas

en GenBank del VDVB genotipo I.

Figura 12. Alineamiento de la construccion pDVBII19 con secuencias

reportadas en GenBank del VDVB genotipo Il.
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Figura 13. Alineamiento de la construccién pVRSB7 con secuencias reportadas
en GenBank del VRSB.

pHVEL

AJo04801
JZ895220
NC 001847

pHVEL

AJ004801
JEB98220
NC 001847

Figura 14.

1 trgtgyacctaaacctoacy
57498 ttgtygacctagaceteacy
57601 tacgtgtactacgagaactacyegtacgtycyoCgyyteccyetegryyagetyyagytyatcageacctttgtggacctaaaceteacy
57498 ttgtggacctaaaccteacy

21 gttetggaggaccgegagttottgocgetagaagtotacacyegogeegageteyceyacacyyytetgetegactaca-----------
57518 gttetgyaggaccgegagttettygecyetagaagtgtacacycyegoeyagetegeeyacacyygtetyetogactacageyagatacay
57691 gttetgyaggaccgegagttettyecyetagaagtgtacacycyegreyagetegeeyacacgygtetyctogactacageyagatacay
57518 ottetgoaggaccoogagticttyococtagaagtytacacyoycyeeyagetogocyacacygtetgctoyactacagogagatacad

Alineamiento de la construccibn pHVB1-17 con secuencias

reportadas en GenBank del VHB-1.

pLVES
AF033818
BLVGAGA
HES67303
HES67302
HES67301
EF600696
BLVCG
strainirg4l
ELVGPE

pLVES
AF0D33818
BLVGAGAL
HES67303
HES67302
HES67301
EF600696
BLVCG
strainirg4l
BLVGPE

112 1 cctoggoctacttteagaccoccttoal
3093 ——— cotggoctactttoagacooocttga
3093 cotggoctactttocagaccoccttga

3241 cctacgtacacctaacccgyyoagyytocaccotggtactcitocaaaayygeyoteaattteccctygectactitoagaccococttga
3241 cotacgracacCraacCCyyycagyytecaccoigyiactciioCaaaayyycyetcaatttcCCCtygeCiactitoagacccocttga
3241 ccotacgtacacctaacccgygcagggtocaccotggtactcttocaaaagggcgotecaatttcccctygectactitoagaccocccttga
3241 ccoracgracatcrtaaccogggeggggtecaccotggtactoticoaaaagyyogotoaatttococtgyoctactttoagacccccttga

3241 gtacacctaaccogggcggggtocaceoctyggtactoticcaaaaggygegeteaatito————— coctggoctactttocagaccoccttga
3241 tacgtacacctaaccogggoggggiocacciiggigototiccaaaagyyogotoaattto-—cocttgyoctactttoagacceccttga
3241 cgtacacctcaccogggoggggtccaccetggtactoticcagaagyyogotoaattto-———coctggoctactttoagacceccttga

85 [ctgacaaccaagoctoaccttggggectecttoicctgotgggatgccagtacctgcagactoaggccttaagetettatgecaal-——-
3120 ctgacaaccaagcCLCacCLiggggecicciicicoigoigyyatgocaatacctigocagactocagyocttaagotottatyoccaagecca
3120 ctgacaaccaagoctoaccttggggoctcctictoctgotggyatgocaatacctgoagactoagyocttaagotottatyocaayooca
3331 ctgacaaccaagcctcacctiggggoctcctictoctgotgyyatgocaatacctygoagactoagyocttaagotogtatyoccaayecca
3331 ctgacaaccaagoctcaccttigyygoctoctictoctgectgggatgocaatacctgoagactecaggecttaagotogtatgocaagocca
3331 ctgacaaccaagcctcacctiggggoctcctictoctgotggyatgocaatacctyoagactoagyecttaagetogtatyoccaagecca
3331 ctgacaaccaagocctcaccttggggoctoctictoctgotgggatgocaatacctgoagactoaggecttaagoetogtatgocaagecca
3326 ctgacaaccaagocctcacctiggggoctcctictiocctgotggyatgocaatacctgoagactoagyocttaagotogtatyocaagecca
3329 ctgacaaccaagcricacctiggggocticticicctgotggyatgocaatacctgoagactoaggecttgagotottatgecaagecca
3327 ctgacaaccaagoctcaccttggggoctoctictoctgotggyatgocaatatctgoagyotoagyecttaagotoctatyocaagacca

Figura 15. Alineamiento de la construccion pLVB9 con secuencias reportadas
en GenBank del VLVB.
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5.4. PCRy RT-PCR tiempo real

5.4.1. Especificidad

Para comprobar la especificidad de las sondas empleadas en PCR y RT-
PCR tiempo real se realizd extraccion de acidos nucleicos a partir de virus de
referencia y se sometieron a PCR tiempo real en cada corrida como control
positivo se incluyd el control estandar de cuantificacion. Para cada uno de los
virus en estudio se observé que las sondas sintetizadas realmente reconocian

la secuencia de los virus de referencia.

5.4.2. Sensibilidad

La metodologia empleada para establecer el limite minimo de deteccion
para cada uno de los virus en estudio fue a partir de los controles estandar de
cuantificacion absoluta, los cuales fueron cuantificados mediante
espectrofotometria y después llevados a una concentracion inicial de 1ng/pl,
posteriormente se realizaron diluciones logaritmicas (10*-10®) y sometidas a
reaccion de PCR tiempo real.

Para el pDVBI.9, el nimero minimo de copias detectado fue de 2990 (10°°)
(figura 16), la eficiencia de reaccion fue de 0.77, y el valor obtenido a partir del
control estandar para la pendiente de la curva fue de -4.01, mostrando una
correlacion lineal R?=0.98.

La sensibilidad para pDVBII.19 fue de 299 copias (10”) (figura 17), con una
eficiencia de reaccion de 1.08, siendo -3.24 el valor de la pendiente obtenido a
partir de la curva y una correlacion lineal R?=0.95.

La sensibilidad detectada a partir del pRSB7 fue 316 copias (107) (figura

18), con una eficiencia de reaccion de 1.08, el valor de la pendiente de la curva
fue -3.14 y una correlacién lineal R?=0.97.
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La sensibilidad obtenida para el pLVB9 fue de 3040 (10°®) copias (figura 19),
con una eficiencia de reaccion de 0.82, el valor de la pendiente obtenido a
partir de la curva fue -3.83 con una correlacion lineal R?=0.99.

Para el caso del pHVB-1.17 el limite de deteccién minimo fue 306 (10)

copias, con una eficiencia de reaccion de 0.88, el valor de la pendiente de la
curva obtenido fue -3.24 con una correlacién lineal R?=0.97 (figura 20).
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Figura 16. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pDVBI.9. Las lineas de
color azul corresponden a cada uno de los puntos de
amplificacion con las concentraciones de ADN diluido
(102-10°%). La linea color amarillo corresponde al
control negativo.

ing . JAng. Ding 001ng ~.0001Tng DO00Tng

Figura 17. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pDVBII.19. Las lineas
de color verde corresponden a cada uno de los puntos
de amplificacion con las concentraciones de ADN

diluido (102-107).
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Figura 18. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pRSV7. Las lineas de

color azul corresponden a cada uno de los puntos de
amplificacion con las concentraciones de ADN diluido

(102=107). La linea color verde corresponde al control
negativo.

ng / ng Ding - 00Tng ooBing

Figura 19. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pLVB9. Las lineas de
color morado corresponden a cada uno de los puntos
de amplificacion con las concentraciones de ADN
diluido (102-10°%). La linea color azul corresponde al
control negativo.
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Control negativo

Figura 20. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pHVB-1.17. Las lineas
de color naranja corresponden a cada uno de los
puntos de amplificacion con las concentraciones de
ADN diluido (10-2—10-7). La linea color gris corresponde
al control negativo.

1ng Ang .01ng 001ng 0001ng 00001ng

Control negativo

Figura 21. Curva tipica de amplificacion vy
cuantificacion para el plasmido pPIB3.10. Las lineas de
color naranja corresponden a cada uno de los puntos
de amplificacibn con las concentraciones de ADN
diluido (10-2—1077). La linea color gris corresponde al
control negativo.

5.4.3. Repetibilidad

Para verificar la repetibilidad se utilizaron los controles de cuantificacion
estandar construidos; los cuales se diluyeron de manera logaritmica y
posteriormente fueron sometidos a PCR tiempo real, cada uno de los puntos de
las curvas se corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes bajo las

mismas condiciones. Para determinar la variabilidad intra ensayo se tomaron
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en cuenta los valores obtenidos de Coeficiente de Variacion (CV) de cada uno
de los ensayos.

Los valores de CV obtenidos a partir del pDVBI.9 (Figura 22), mostraron
valores van de un rango de 0.02% a 4.59% (Cuadro 3); para el ensayo del
pDVBII.19 (Figura 23), se obtuvieron valores de CV en un rango de 0.12% a
1.73% (Cuadro 4); los valores obtenidos de CV para el pRSV7 (Figura 24),
estuvieron en un rango de 0.07% a 4.73% (Cuadro 5); los valores de CV
obtenidos para el pLVB9 (Figura 25) estuvieron en rango de 0.28% hasta 13%
(Cuadro 6); Finalmente para el pHVB-1.17 (Figura 26) los valores obtenidos de
CV estuvieron en un rango de 0.09% a 1.80% (Cuadro 7).
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ENSAYO 3 DE REPETIBILIDAD
PLASMIDO LVB
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Figura 25. Ensayo de repetibilidad para el pLVBS9.

ENSAYO DE REPETIBILIDAD
PLASMIDO HVB-1

35

30 1

25 5

20 L
-Ct
—i—Ct

ks P 14.01, 2.83E+08-0—Ct

s 4120285688

0+ :
1.00E+03 1.00E+04 1.00E+05 1.00E+06 1.00E+07 1.00E+08 1.00E+09

Figura 26. Ensayo de repetibilidad para el pHVB-1.17.
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No. de Variacion intra ensayo

copias
EXPERIMENTO

I | Il

Mean CV  Mean CV  Mean cv
Cq SD (%) Cq SD (%) Cq SD (%)

1.00E+00 53.17 008 0.15 4489 001 002 4305 0.09 0.21
1.00E-01 6436 027 042 5749 022 038 5539 0.08 0.14
1.00E-02 76.96 009 012 7139 045 063 6839 017 0.25
1.00E-03 9262 019 021 8086 063 078 8190 022 0.27
1.00E-04 9940 081 081 6554 301 45 9285 013 0.14
 negativo 10423 088 084 000 0.00 000 9714 0.90 0.93

Cuadro 3. Variacion intra ensayo para el pDVBI.9. En el cuadro se muestran
Promedio, Desviacion Estandar y Coeficiente de Variacion. De los ensayos que se
corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes. Los valores obtenidos son a
partir del numero de copias detectado en cada uno de los ensayos.

N0, O Aopies Variacion intra ensayo
EXPERIMENTO
I Il il
Mean V(%) Mean v Mean v
1.00E+00 4248 005 0.12 27.34 0.19 0.69 39.33 025 064
1.00E-01 55.26 0.1 018 30.82 045 1.13 50.41 036 071
1.00E-02 69.88 0.25 036 55.98 0.31 0.55 43.95 076 1.73
1.00E-03 79.50 028 035 72.20 08 1.19 53.45 028 052
1.00E-04 85.25 0.58 068 57.60 077 134 92.56 059 064
1.00E-05 9283 0.15 016 0.00 0.00 0.00 0.00 000 0.00

Cuadro 4. Variacion intra ensayo para el pDVBII.19. En el cuadro se muestran
Promedio, Desviacion Estandar y Coeficiente de Variacion. De los ensayos que se
corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes. Los valores obtenidos son a
partir del nimero de copias detectado en cada uno de los ensayos.
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No. de Variacion intra ensayo
copias EXPERIMENTO
| ] 1

Mean CV Mean CV Mean Cv
Cq SD (%) Cq SD (%) Cq SD (%)
1.00E+00(42.56 0.35 0.82 31.39 0.07 022 3292 0.30 091
1.00E-01 |52.43 062 1.18 4275 0.18 042 4548 0.12 0.26
1.00E-02 |66.10 0.14 0.21 5486 0.14 026 57.44 0.18 0.31
1.00E-03 | 7551 0.36 048 6860 039 057 7047 0.07 0.10
1.00E-04 |83.17 0.36 043 9646 4.73 490 85.88 0.07 0.08
1.00E-05 |88.20 0.26 029 000 000 000 9669 046 048

Cuadro 5. Variacion intra ensayo para el pRSV7. En el cuadro se muestran
Promedio, Desviacion Estandar y Coeficiente de Variacion. De los ensayos que se
corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes. Los valores obtenidos son a
partir del numero de copias detectado en cada uno de los ensayos.

No. de

. Variacion intra ensayo
copias

EXPERIMENTO

Mean CV Mean CV Mean CcV
Cgqg SD (%) Cq SD (%) Cq SD (%)

1.00E+00 2461 028 1.14 1039 1.35 13.00 10.72 0.03 0.28
1.00E-01 |11.85 0.33 2.78 1367 032 234 1479 053 3.58
1.00E-02 |16.04 0.20 1.25 16.51 0.68 4.12 2054 055 268
1.00E-03 |21.08 0.29 1.38 2061 0.55 267 24.18 1.27 5.25
1.00E-04 |27.21 221 812 2481 099 399 30.21 048 1.59

Cuadro 6. Variacion intra ensayo para el pLVB9. En el cuadro se muestran
Promedio, Desviaciéon Estandar y Coeficiente de Variacion. De los ensayos que se
corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes. Los valores obtenidos son a
partir del numero de copias detectado en cada uno de los ensayos.
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No. de Variacion intra ensayo
copias
EXPERIMENTO
| I i
MeanCq SD CV(%)|MeanCq SD CV(%) MeanCq SD CV (%)
1.00E+00 3229 0.11 034 3213 0.10 031 | 4203 034 081
1.00E-01 4368 005 0.11 4558 047 103 | 5442 015 028
1.00E-02 5284 0.12 023 5214 015 029 | 6278 113 180
1.00E-03 6505 0.06 009 6634 007 011 | 7914 043 054
1.00E-04 7534 041 054 9359 091 097 | 2990 000 000

Cuadro 7. Variacion intra ensayo para el pHVB-1.17. En el cuadro se muestran
Promedio, Desviacién Estandar y Coeficiente de Variacion. De los ensayos que se
corrieron por triplicado en tres ocasiones diferentes. Los valores obtenidos son a
partir del numero de copias detectado en cada uno de los ensayos.

5.4.4. Comparaciéon del numero de copias y el titulo viral

Cuadro 9. Comparacién del niamero de copias y el titulo viral

Virus | Titulo TCIDspy%/ml | No. de copias/ml
VDVBI 1x10°2 6.08x10°
VRSB 1x10°2 3.59x10°
HVB-1 1x10°® 1.28x10’
VPIB-3 1x10°3 ND

VLVB ND 4.62x10"
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6. DISCUSION

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) es
actualmente una herramienta diagnéstica que permite detectar cantidades
minimas de &acidos nucleicos con el empleo de curvas de cuantificacion
estandar calibradas adecuadamente, debido al proceso de amplificacion
exponencial de la plantilla de RNA/DNA y el uso de moléculas emisoras de
fluorescencia , por medio del cual menos de 10 copias de cualquier transcripto
pueden ser detectadas de manera rapida en un termociclador acoplado con un
sistema de captaciéon de fluorescencia, permitiendo de esta forma el monitoreo
de cargas virales y la cinética de la proliferacion viral, convirtiéndose en un
parametro importante para el manejo, control y vigilancia de las infecciones

virales.

El inventario ganadero bovino, tanto productor de carne como de leche, en
México es el segundo mas importante en nimero y en produccién; dada esta
condicion es indispensable que todas las medidas zootécnicas, nutricionales,
clinicas y de bioseguridad se enfoquen a mantener en equilibrio las unidades
de produccion; basadas en un monitoreo adecuado de las enfermedades
presentes al interior de las mismas, para asi evitar pérdidas econémicas por

tratamientos médicos y muerte de los animales.

En el pais recientemente se han desarrollado ensayos diagndsticos
enfocados a infecciones virales de interés clinico veterinario, sin embargo éstos
se basan en técnicas cualitativas como inmunoenzimaticas, serolégicas y
moleculares PCR y RT PCR punto final. Por ello surge el interés de incursionar
con ensayos alternativos como PCR y RT-PCR en tiempo real, los cuales
precisan ser mas especificos, sensibles, rapidos y fiables con la gran ventaja
de ser cuantificables.

La metodologia desarrollada en este trabajo permiti6 estandarizar los

ensayos moleculares de PCR-TR y RT-PCR-TR para virus de interés sanitario

y econdémico en el pais como lo son: virus de la diarrea viral bovina genotipos |
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y Il (VDVB) los cuales se pueden genotipificar mediante discriminacion alélica,
el virus respiratorio sincitial bovino (VRSB), el virus de la parainfluenza bovina
tipo 3 (VPIB-3), herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1) y el virus de la luecocis viral
bovina (VLVB).

Se utilizaron iniciadores y sondas reportados previamente en la literatura los
cuales son dirigidos a regiones conservadas como la 5°UTR del VDVB y genes
gue codifican para proteinas que se encuentran altamente conservadas en el
VRSB y el VPIB-3 como la nucleoproteina (N); el gen que codifica para la
glicoproteina B (gB) del HVB-1 y el gen de la polimerasa (pol) para el VLVB. A
partir de los cuales con el empleo de vectores de clonacién, se construyeron

controles estandares de cuantificacion absoluta.

Los titulos virales obtenidos con TCIDsgy Sirvieron como referencia para
determinar la equivalencia de niumero de copias obtenidas con RT-PCR-TR y
PCR-TR a Unidades Virales, esto con la finalidad de saber cuantas moléculas
completas del virus son necesarias para que puedan ser detectadas por PCR-
TRy RT-PCR-TR.

La especificidad de los iniciadores y sondas se determind a partir de los
virus de referencia con los cuales se contaba en el laboratorio, observando que
no habia amplificaciones inespecificas en los tubos con muestras de acidos
nucleicos diferentes al virus evaluados asi como en tubos de controles
negativos, el nivel de fluorescencia detectado en los ensayos de PCR-TR y RT-
PCR-TR fue nulo.

La sensibilidad observada a partir del pDVBI.9 2990 copias (10°) con una
eficiencia de reaccion de 0.77 o 77% y un valor de la pendiente de -4.02,
muestran que no son del todo consistentes ya que el valor de la pendiente no
esta relacionado a los valores tedricos esperados (-3.32), asi como los de la
eficiencia de reaccién para la cual el valor ideal es de 1 y este valor equivale a
un 100%, valores que pueden verse directamente afectados por la formacion
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de estructuras secundarias del templado o por inhibidores presentes en la
reaccion. Sin embargo los resultados obtenidos a partir de la repetibilidad,
muestran que es un ensayo altamente repetible ya que los valores de
coeficiente de variacion (rango de 0.02% a 4.59%) coinciden con lo reportado
en la literatura el cual debe ser menor al 20%. En comparacion con lo
reportado por Letellier y colaboradores (2003), estudio a partir del cual se
tomaron las secuencias de iniciadores y sondas, el limite de deteccion para el
control del VDVBI fue de 1000 copias con una pendiente de -3.48 y una
R?=0.9971, se debe tomar en consideracién que Letellier construyé sus curvas
de cuantificacion absoluta a partir de cDNA y en el presente estudio fue a partir
de plasmido de DNA. Lo que respecta al limite de deteccién del pDVBII.19 299
copias (10°), con una eficiencia de reaccién 1.08 6 108%, pendiente de -3.24 y
una R%= 0.95 presentan una mayor concordancia con los valores obtenidos por
Leteliier y colaboradores (2003), ademas los valores obtenidos de coeficiente
de variacién fueron buenos (rango de 0.12% a 1-73%) garantizando la
repetibilidad. Finalmente el ensayo de discriminacién alélica el cual sirve para
genotipificar los virus de la diarrea viral bovina, funciondé correctamente
demostrando que no habia solapamiento de las longitudes de onda emitidas
por la fluorescencia de los florocromos con los cuales fueron marcadas las
sondas para dicho ensayo, ademas de ser especificas para cada uno de los
plasmidos construidos.

La sensibilidad obtenida para el pRSV7 316 copias (10) con una eficiencia
de reaccion de 1.08 6 108%, el valor de la pendiente de -3.14 y una correlacion
lineal R?=0.975 fueron resultados satisfactorios ya que el valor de la pendiente
es muy cercano al estipulado en la literatura, aunque el valor obtenido de R% no
es cercano a 1, si cae en el rango esperado mostrando una adecuada
regresion lineal, el valor minimo aceptado es 0.92, demostrando por otra parte
gue la eficiencia de reaccién es buena, ya que el valor obtenido nos garantiza
gue cada ensayo que se repita estaremos asegurando que el 100 por ciento de
nuestro RNA o DNA serd amplificado de manera exponencial durante cada

ciclo. Los resultados correspondientes a la repetibilidad fueron satisfactorios
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(rango de 0.07% a 4.73%) asegurando que éste ensayo es altamente repetible.
Comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los de Boxus y
colaboradores (2005), trabajo a partir del cual se obtuvieron las secuencias de
iniciadores y sonda, se observa que los resultados son similares ya que el
limite minimo detectado por estos autores fue de 100 copias de RNA. Ambos
resultados son consistentes con lo reportado por Achenbach y colaboradores
(2004). Sin embargo, Willoughby y colaboradores (2008) Reportan un limite de
sensibilidad de 10 copias de RNA. Lo cual nos muestra que los resultados
pueden variar, siendo los factores que desencadenan ésta variacion: el tipo de
ensayo, RT-PCR-TR en un solo paso 6 en dos, el empleo de controles de
cuantificacion transcritos de RNA o plasmidos de DNA, los tipos de sondas y
marcadores empleados, las plataformas para realizar las reacciones de PCR

tiempo real y finalmente el método de extraccion de acidos nucleicos.

A partir del pldsmido pLVB9 se pudo detectar una sensibilidad de 3040
copias (10) con una eficiencia de reaccién de 0.82 6 82% y una pendiente de -
3.83 con una correlacion lineal R?=0.990, aunque los resultados de la
pendiente de la curva en conjunto con su correlacion lineal son buenos, la
eficiencia de reaccion no fue la mejor. Respecto a la repetibilidad, ésta regular
(0.28% a 13%), ya que llega hasta un 13% de CV aunque el valor ain esta por
debajo del 20% ya se considera elevado. Los resultados obtenidos en este
estudio en comparacion con los de Heenemann y colaboradores (2012), no son
del todo relacionados ya que ellos lograron establecer un limite de deteccién
superior (1 a 5 moléculas). Lo cual nos muestra que la variaciéon significativa,
tomando en cuenta el valor de la eficiencia de reaccidon podemos decir que los
reactivos no estan siendo utilizando de manera adecuada al momento de
llevarse a cabo la reaccion dentro del termociclador y finalmente quizd la
sintesis de las sondas no fue la adecuada, ya que los gréaficos obtenidos
muestras que inmediatamente de la fase lineal de la PCR tiempo real la sonda
empieza a ser inestable, indicando una emision de fluorescencia no del todo
adecuada la cual puede alterar los resultados, aunque el software de analisis

realice los ajustes necesarios.
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La sensibilidad detectada a partir del plasmido pHVB-1.17 fue de 306 copias
(10")con una eficiencia de reaccién de 0.88 6 88%, un valor de pendiente muy
cercano a lo establecido en literatura de -3.24 y una correlacién lineal R*=
0.953, siendo éste Ultimo valor aceptable, lo que se observa es que la igual que
en los ensayos anteriores especificos para los otros virus el valor de la
eficiencia de reaccidbn es bajo. Los valores de coeficiente de variacion
obtenidos nos indican que realmente es un ensayo repetible (0-09% a 1.80%).
El experimento llevado a cabo por Wang y colaboradores (2007), no muestran
resultados en base al nimero de copias, pero concuerdan los valores de
coeficiente de variacion. Cabe mencionar que Wang asi como otros
investigadores han empleado éstas secuencias de iniciadores y sondas, lo cual
nos muestra que es un ensayo altamente reproducible y repetible y que los

factores por los cuales los resultados pueden ser variables son diferentes.
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7. CONCLUSIONES
Finalmente se concluye que los objetivos establecidos en el trabajo de

investigacion se completaron, invariablemente a los resultados esperados y a

los obtenidos.
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