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RESUMEN

Edith Maldonado Castro. “Estandarizacion de un método de diagnéstico
molecular para la necrosis pancreatica infecciosa e n los salmonidos
utilizando controles internos” . Bajo la supervisién del Dr. Antonio Verdugo
Rodriguez, Dra. Ana Bertha Montero Rocha y el Dr. Ricardo Oropeza Navarro.

La necrosis pancreética infecciosa (IPN) es una enfermedad ocasionada
por el virus de necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) que provoca mortalidades
de hasta el 90% en crias de salmonidos. Convencionalmente, el método de
deteccion para IPN es el aislamiento en cultivo celular pero es caro, laborioso y
consume demasiado tiempo ya que requiere de 2 a 4 semanas. Debido al impacto
econdémico negativo que ocasiona el IPNV en granjas de salmonidos, es
importante contar con técnicas de diagnostico rapidas, sensibles, especificas y
confiables. La transcripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-
PCR) es una técnica que cubre las caracteristicas anteriores y actualmente se
emplea en el diagnostico de IPN. Sin embargo, una de las desventajas es la
presencia de resultados falsos negativos que pueden ser causados por inhibidores
presentes en las muestras clinicas o adicionados durante el proceso de extraccion
del &cido ribonucleico (ARN). Un método para estandarizar las pruebas de
diagndstico molecular y estimar la presencia de inhibidores dentro de la muestra
clinica es el uso de controles de amplificacion interna (CAl); donde la adicion del
control interno permite la validacion del resultado. El objetivo del presente trabajo
fue disefiar un CAI y evaluar su aplicacion en el diagnéstico de IPN. Para la
construccion del CAI primero se amplificO mediante RT-PCR un producto de 394
pares de bases (pb) correspondiente a un fragmento del gen de B-actina humana.
La concentracion minima para la amplificacion de B-actina humana fue de 60 ng
de ARN total de células HelLa. Después, este producto se utiliz6 como molde para
amplificar un producto de 436 pb correspondiente al CAl. Este consta de un
segmento del gen de B-actina humana y en los extremos las secuencias de los
iniciadores VP2-1 y VP2-2 que pertenecen a la proteina VP2 del IPNV. Este
fragmento fue clonado en un pladsmido comercial el cual tiene el promotor de
citomegalovirus, posteriormente éste fue nombrado como pc3.1CAl. Con este
plasmido se transfectaron células HelLa logrando la expresion del CAl. Se
determiné que el nivel de expresion del CAl es menor al del gen de B-actina
humana puesto que se hicieron diluciones de ARN total extraido a partir de cultivo
celular HelLa transfectado y se logro la amplificacion de B-actina humana con 59.3
ng, mientras que con 118.7 ng se logro la amplificacion del CAl. Se determin6 que
se requieren 62,500 células HelLa transfectadas para la amplificacion del CAI.
Finalmente, las células HelLa transfectadas se utilizaron con 30 muestras clinicas
sospechosas, en conjunto se realiz0 la extraccion de ARN hasta la RT-PCR
utilizando los iniciadores VP2-1 y VP2-2. El CAIl se evalud en el diagnostico
molecular de IPNV en muestras de trucha arco iris, donde la adicion de este
control fue adecuado para detectar resultados falsos negativos.

Palabras clave : IPNV, control de amplificacion interna, resultados falsos-
negativos.



ABSTRACT

Edith Maldonado Castro. “Standardization of a molecular diagnostic
method for infectious pancreatic necrosis in salmon ids using internal
controls” . Under the supervision of Dr. Antonio Verdugo Rodriguez, Dra. Ana
Bertha Montero Rocha and Dr. Ricardo Oropeza Navarro.

Infectious pancreatic necrosis (IPN) is a disease caused by the infectious
pancreatic necrosis virus (IPNV). This virus is responsible of 90% of mortalities in
fingerlings. Traditionally, the procedure for IPN diagnosis is based on the isolation
of IPNV in susceptible cell lines. However, this procedure is expensive, hard-
working and delayed because it requires 2 to 4 weeks. Due to the negative
economic impact in farmed salmonids caused by IPNV; fast, sensitive, specific and
accurate methods of diagnosis are required. The reverse transcriptase-polymerase
chain reaction (RT-PCR) is a technique that currently is used for detecting IPN.
However, one of the disadvantages is the presence of false-negative results. It can
be due to inhibitors present in the samples or during the ribonucleic acid (RNA)
extraction. A method for standardization the molecular diagnosis and monitoring
the presence of inhibitors within the sample is the use of internal amplification
controls (IAC), where the addition of internal control allows the validation of the
results. The objective of this work was to design an IAC and validate its use in the
diagnosis of IPN. The first step for the IAC construction was the amplification
through RT-PCR of a 394 base pair (bp) of the human B-actin gene. The minimum
concentration for the amplification of the human B-actin was with 60 ng of total
RNA of HelLa cells. After that, this product was used as template for the
amplification of a product of 436 bp which corresponds to the IAC. This segment
contains a human B-actin gene segment and on the extremes the primers VP2-1
and VP2-2, which correspond to the protein VP2 of IPNV. This fragment was
cloned in a commercial plasmid which has the cytomegalovirus promoter which
was named pc3.1CAI. HelLa cells were transfected with this plasmid achieving the
expression of IAC. In this experiment we found that the level of IAC expression is
less to the human B-actin gene expression. Since the highest dilution of the RNA
extracted from the cells HelLa transfected where we achieved the amplification of
human B-actin contained 59.3 ng. In contrast, with 118.7 ng the amplification of
IAC was also achieved. At the same time the amount of transfected HelLa cells
required for the IAC amplification are 62,500. Finally, the transfected HelLa cells
were used with 30 clinical samples suspicious from the RNA extraction to the RT-
PCR, using the primers VP2-1 and VP2-2. IAC was evaluated in the molecular
diagnosis of IPNV in samples of rainbow trout, where the addition of this control
was adequate for detecting false-negative results.

Key words : IPNV, Internal amplification control, false-negative results.



1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES
La necrosis pancreatica infecciosa (conocida como IPN por sus siglas en

inglés: infectious pancreatic necrosis) es una enfermedad viral aguda altamente
contagiosa que afecta a crias de distintas especies de salmonidos que son
cultivados bajo sistemas intensivos. Sin embargo, esta enfermedad aparece en
salmones jovenes cuando son sometidos a condiciones de estrés, por ejemplo,
cuando éstos son criados en agua dulce y posteriormente son transferidos a agua
salada. Los efectos mas devastadores se observan en granjas productoras de
crias de truchas, ya que la presencia de alguna cepa virulenta puede causar
mortalidades por arriba del 70% en un periodo de 2 meses (Roberts et al., 2005).
La susceptibilidad disminuye con la edad, dado que los brotes de mortalidad mas
explosivos se presentan en crias que tienen una talla menor a los 5 centimetros
(cm)

Esta enfermedad tiene un impacto econdmico negativo en la acuacultura y
en la industria productora de salmones debido a la mortalidad que ocasiona en
crias y juveniles, respectivamente (Wolf et al., 1960). En Estados Unidos en 1996,
se calculé que las pérdidas econdmicas en la acuacultura debidas a IPN, fueron
mas de 60 millones de dolares (Midtlyng et al., 2003). Mientras que en México no
existen cifras que muestren las pérdidas econémicas que genera IPN en el pais.

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), trucha de arroyo (Salvelinus
fontinalis), trucha café (Salmo trutta), salmén del Atlantico (Salmo salar) y las
diferentes especies del salmon del pacifico (Oncorhynchus spp.) son las especies

donde se presenta el cuadro clinico caracteristico. Sin embargo, también se han



detectado infecciones subclinicas encubiertas en un amplia diversidad de peces
tanto de agua dulce como salada, por ejemplo: pez dorado (Carasius auratus),
rodaballos (Scophthalmus maximus), lenguados (Solea senegalensis), lucio (Esox
lucius) y anguilas (Anguilla spp). Mientras que en moluscos y crustaceos como el,
mejillén azul (Mytilus galloprovincialis), ostién japonés (Crassostrea gigas) y
cangrejo de rio (Astacus astacus) se ha logrado aislar el virus y se considera que

intervienen como vehiculos en ésta enfermedad (Adair et al., 1981).

1.2 ETIOLOGIA
La enfermedad fue descrita por primera vez en Canada en 1940 por M’

Gonigle (M’ Gonigle, 1941), pero no fue hasta 1955 que Wood, Snieszko y
Yasutake revelaron la naturaleza del agente infeccioso; mencionando el posible
origen viral (Wood et al., 1955). Posteriormente, este hallazgo fue confirmado por
Wolf, quien en 1957 aislé la primera cepa del virus de necrosis pancreética
infecciosa a partir de muestras de trucha de arroyo, considerandose tal evento,
como el primer aislamiento in vitro de virus de peces (Wolf, 1988).

El virus de necrosis pancredtica infecciosa (IPNV, infectious pancreatic
necrosis virus), pertenece a la familia Birnaviridae. Esta familia comprende tres
géneros: Aquabirnavirus, al cual pertenece el IPNV; Avibirnavirus, donde se
encuentra el Virus de la enfermedad de la bursa infecciosa que afecta a los pollos
y el género Entomobirnavirus, al cual pertenece el Virus X de la mosca de la fruta

(Brown, 1984; Dobos, 1995a).



Se ha propuesto que solamente los Aquabirnavirus que infectan salmonidos
sean denominados como IPNV, mientras que a los virus que se han aislando de
otras especies diferentes a los salmoénidos se les designe solamente como
Birnavirus (Maroni, 2003).

El IPNV es un virus sin envoltura con simetria icosaédrica (T=13). El
diametro de su capside mide aproximadamente 60 nm (Dobos, 1976) y su genoma
consiste de dos segmentos de acido ribonucleico (ARN) de cadena doble. El
segmento mas grande denominado segmento A [3,097 pares de bases (pb)]
posee dos marcos abiertos de lectura (ORF: open reading frame); el ORF mayor
codifica para un polipéptido precursor de 106 kilodaltones (kDa) el cual es co-
traduccionalmente cortado por la proteasa viral conocida como NS o VP4 (29 kDa)
para generar las dos proteinas que componen la capside: pVP2 (62 kDa) y VP3
(31 kDa) (Dobos, 1977; Duncan et al., 1987). Posteriormente, la pVP2 es cortada
durante la maduracion del virus para generar la proteina VP2 (54 kDa) (Dobos,
1995a; Duncan et al., 1987) y tres pequefios péptidos que son liberados al ser
cortados de la poliproteina en los aminoacidos 443-486, 487-495 y 496-508,
respectivamente. Actualmente, no se sabe cual es el papel en el que intervienen
estos pequefios péptidos (Galloux et al, 2004).

La VP2 es la proteina mas expuesta y que se encuentra en mayor cantidad
en la capside, puesto que representa el 62 % de la totalidad de las proteinas
virales. La importancia de ésta proteina radica en que es inmunogénica y Su
variabilidad determina la virulencia del virus. Otra caracteristica relevante de la
VP2 es que actia como proteina de union a las células que infecta el virus.

(Dobos, 1995a; Nicholson, 1993, Granzow et al, 1997). VP3 es otra proteina de la



capside y actia en el ensamblaje de la particula viral, su extremo C-terminal se
une al ARN viral (ARNv) formando la ribonucleoproteina (Hjalmarsson et al.,
1999). En el segundo ORF del segmento A, estad codificada una proteina no
estructural llamada VP5 (17 kDa). En la actualidad esta proteina es detectada solo
en células infectadas y es sintetizada en pequefia cantidad en la fase inicial de la
multiplicacion viral (Duncan et al., 1987; Dobos, 1995a). Estudios recientes, han
demostrado que no es necesaria para la replicacion viral in vivo y no esta
involucrada en el establecimiento de la infeccion y virulencia del virus (Santi et al.,
2005a). Aungue aun no se conoce con exactitud su funcion, existen estudios en
donde mencionan su probable actividad antiapoptética (Hong y Wu, 2002).

El segmento B (2,784 pb) codifica una sola proteina llamada VP1 (94 KDa).
Esta proteina es una ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que se
encuentra en 2 formas: como una proteina libre o0 como proteina unida
covalentemente al extremo 5 de ambos segmentos del genoma viral conocida
como VPg (Dobos, 1995a; Dobos, 1995b; Duncan et al., 1991). La VPg sirve como
cebador al unirse a los extremos 5’ de cada segmento formando una estructura de
reconocimiento que le indica a la ARN polimerasa del virion donde iniciar la
replicacién (Dobos, 1995b).

Ambos segmentos (A y B) poseen regiones no codificantes, las cuales son
importantes para el reconocimiento de la polimerasa, iniciacion de la traduccion y

empaquetamiento del genoma (Duncan et al., 1991).



1.3 CICLO VIRAL
El ciclo de replicacion del virus consta de varios pasos, primero el virus

debe unirse por medio de la VP2 a un receptor especifico que se encuentra en la
superficie de la célula hospedera. Aunque a la fecha no se conoce la naturaleza y
el origen de este receptor su unién marca el tropismo del virus Se conoce que en
células susceptibles, el virus se adhiere en forma especifica e inespecifica a
proteinas presentes en la membrana plasmatica celular y también se sabe que
éstas tienen un peso molecular entre 100 y 200 kDa (Dobos, 1995a) las cuales
podrian actuar como receptores del virus (Kuznar et al, 1995). Una vez que el
virus se adhiere a la célula, éste se interna a través de endocitosis en vesiculas
cubiertas por clatrina que posteriormente adquieren un pH &cido dando lugar a
gue el material genético viral se libere desde el endosoma al citosol (Kuznar et al,
1995). La replicacion se realiza en el citoplasma celular, es decir el genoma viral y
sus proteinas nunca ingresan al nucleo celular. Para el proceso de replicacion a
partir de ARN de cadena doble, la VP1 produce varias copias de ARN de cadena
sencilla con sentido negativo, estas cadenas son utilizadas para formar los ARNv
de sentido positivo y asi tener varias copias de ARN cadena doble. Por otra parte,
el proceso de transcripcion produce ARN cadena sencilla sentido positivo de
ambos segmentos que funcionan como ARN mensajero (ARNm). Los ARNm son
llevados a los ribosomas celulares donde ocurre el proceso de traduccion para la
produccién de las proteinas virales, tanto estructurales como no estructurales.
Puesto que los ARNm del virus no tienen CAP en su extremo 5’, el virus utiliza un
mecanismo de inicio de la traduccién mediado por sitios internos de entrada al

ribosoma (IRES: Internal ribosome entry site) presentes en el extremo 5 no



traducible (5" UTR: Untranslated region) al que la VP1 se encuentra unida. Puesto
gue no se conoce con exactitud como lleva a cabo en este virus el inicio de la
traduccion independiente de CAP, comparado con los otros Birnavirus se sugiere
gue el inicio de la traduccion se favorece porque la VPg una vez unida al ARNm
interactua con el factor de inicio de la traduccion elF4A vy realiza la funcién que los
factores elF4E y elF4G desempefan en la traduccion dependiente de CAP. Asi la
VPg une a elF4A al extremo 5 del ARNm viral colocandolo en una estructura
secundaria del ARNm desenrollado que sirve como plataforma por apareamiento
de bases al complejo de preiniciacion 43S entre el sitio de union del ARN
ribosomal 18S y en la unidad ribosomal 40S (Dobos, 1995b).

Una vez que se han producido las proteinas virales; el ensamble de los
proviriones (particulas no infecciosas compuestos por proteinas precursoras)
ocurre cuando la VP4 realiza cortes proteoliticos en sitios activos en las proteinas
VP3 y pVP2 dando lugar a la formacion de proteinas estructurales maduras que
conforman los viriones, es decir particulas con propiedades infectantes.
Finalmente, el proceso de liberacion de los viriones infectantes sucede mediante
lisis celular (Villanueva et al., 2004). Un solo ciclo de replicacién toma de 18 a 22
horas (h) a una temperatura entre 15 y 18T y los ARNm del virus pueden ser
detectados en las células infectadas 3 a 4 h post infeccion (p.i). Mientras que en
lineas celulares con una temperatura de incubacion de 22C, un ciclo de
replicacion ocurre entrel6 a 20 h p.i mostrando un efecto citopatico en el cultivo
celular caracterizado por la pérdida de la integridad de las células y de la
monocapa que termina en una destruccidén celular (Dobos, 1977; Kuznar et al,

1995; Hjarmarsson y Everitt, 1999).



1.4 CLASIFICACION
Debido a sus caracteristicas antigénicas el IPNV se divide en dos

serogrupos, el A que incluye nueve serotipos: Al (West Buxton) también conocido
como VR299, A2 (Spajarup), A3 (Abild), A4 (Hecht), A5 (Tellina), A6 (Canadéa 1),
A7 (Canada 2), A8 (Canada 3) y A9 (Jasper). El serogrupo B incluye un solo
serotipo: B1 (TV-1) considerado como no patdogeno (Caswell-Reno et al., 1989).
Actualmente, se utilizan las secuencias del genoma de los Aquabirnavirus para
proponer la formacion de genogrupos, que no coinciden totalmente con la
clasificacion de serogrupos (Heppell et al., 1993; Hosono et al., 1996). El analisis
de la secuencia completa deducida del producto del gen VP2 mostré6 que los
nueve serotipos inicialmente descritos para los Aquabirnavirus del serogrupo A,
guedaban agrupados en seis genogrupos (Blake et al., 2001). Nishizawa y col. en
el 2005, utilizando el analisis de la regibn VP2/NS del segmento viral A,
propusieron un séptimo genogrupo, sin embargo no hay correlaciéon completa con

los genogrupos propuestos por Blake (Nishizawa et al., 2005).

1.5 RESPUESTA INMUNE
Durante al proceso de infeccion, el hospedero responde para tratar de

impedir la infeccion o diseminacion del agente. Para esto, en los teledsteos la
medida de proteccion mas importante es el sistema de defensa innato, dentro de
éste se encuentra el interferon (IFN), el cual es una citocina que impide la
replicaciéon de las células infectadas que aun no han sido destruidas por la accion
virica. Otra funcion importante del IFN es activar a los linfocitos llamados asesinos

naturales (NK, del inglés natural killer). Las células NK actian reconociendo y



eliminando a las células infectadas por el virus. El IFN también actia induciendo la
producciéon de proteinas que tienen actividad antiviral, como la proteina Mxl y la
proteina kinasa dependiente de ARN doble cadena (PKR) en el caso de IPNV
(Robertsen, 2005).

La inmunidad humoral contra IPNV se ha observado en infecciones in vivo o
inmunizacion con virus inactivo donde se producen anticuerpos neutralizantes del
tipo IgM contra las proteinas VP2 y VP3 (Jarp et al, 1996). Sin embargo, la
presencia de estos anticuerpos no es capaz de prevenir la infeccion o eliminar el
estado portador (Rodriguez et al, 2003, Munro et al., 2006).

En cuanto a la inmunidad especifica desarrollada ante IPNV, existe un
factor sérico presente en el suero de trucha arco iris llamado RTS (por sus siglas
en inglés, Rainbow trout serum) que actla inactivando el virus. La inactivacion
viral por parte del RTS es por accion de una proteina conocida como 6S (por su
coeficiente de sedimentacion). Esta proteina no es inducida por IFN o por union a
receptores celulares. Park y Reno en el 2003 realizaron ensayos in vitro en los
cuales incubaron células FHM (Fathead minnow) con IPNV en presencia de 1.3 %
de RTS durante 20 minutos; aproximadamente el 97% de los virus no fueron
adsorbidos; mientras que en ausencia de RTS, el 45% de virus fue adsorbido.
Después del experimento concluyeron que la disminucion en la adsorcion se debio
al bloqueo del virus para unirse a la superficie celular. También demostraron que
el pre-tratamiento de las células con RTS previo a la exposicion de IPNV no afecto
la inhibicién de IPNV, demostrando que el suero no ocupa los receptores virales

(Park y Reno, 2003).



1.6 FACTORES DE VIRULENCIA
El IPNV produce una proteina que le permite infectar eficazmente y

asegurar su replicacion evitando que la célula muera por la induccion de apoptosis
mediante represion del gen del factor de sobrevivencia mcl-1. Dicho gen produce
la proteina Mcl-1, ésta es un miembro de la familia de proteinas intracelulares Bcl-
2 que incluye a moléculas pro y anti apoptoéticas (Hong et al, 1998; Hong et al,
1999). Actualmente, se conoce que la proteina que reprime al gen mcl-1 es la VP5
del IPNV, la cual contiene dominios homdlogos a los que presentan las proteinas
anti apoptoticas de la familia Bcl-2. También se ha demostrado que el IPNV utiliza
a la VP5 como un mecanismo para evadir la respuesta de defensa de la célula
hospedera sobre todo al inicio de la infeccion, impidiendo la apoptosis de las
células infectadas para que las particulas virales tengan la oportunidad de
madurar y ser infectantes. Diversos investigadores han verificado la informacion
anterior y por lo tanto contemplan que dicha proteina se considere como un factor

de virulencia en el IPNV (Santi et al, 2004; Santi et al, 2005b).

1.7 EPIDEMIOLOGIA
El IPNV se ha aislado de diferentes ambientes y diferentes hospederos. Los

aislamientos muestran una amplia diversidad antigénica y diferencias notables en
el grado de virulencia, pero independientemente del hospedero, o de su origen
geogréfico, la mayoria de los aquabirnavirus parecen estar relacionados
antigénicamente (Caswell-Reno et al., 1986; Hill y Way, 1995).

El IPNV tiene un amplio rango de distribucion geogréafica, se encuentra en

las principales granjas productoras de salmonidos a lo largo de todo el continente



Americano, principalmente en Norteamérica y Sudamérica, también se ha
reportado en Europa y Asia, por lo que se considera una enfermedad de
distribucion mundial. El virus ha sido reportado en varios paises como Australia,
Canad4, Chile, Dinamarca, Escocia, Espafia, Finlandia, Francia, Inglaterra, Italia,
Japon, Noruega, Suiza y México (Reno, 1999; OIE, Cddigo Sanitario Internacional
para los animales acuaticos, 2004).

En Europa, el primer reporte conocido ocurridé en Francia en 1964, en
muestras de trucha arco iris. Posteriormente, en Dinamarca se identificaron las
cepas Sp y Ab (Hill y Way, 1995).

En Asia, los primeros aislamientos del virus fueron obtenidos en Japon en
1971 por Sano (Sano, 1971).

Posteriormente, en Nueva Zelanda en 1987, se aisld el virus en salmén
chinook (O. tshowytscha) procedente de una importacion de salmén proveniente
de Japdn (Tisdall y Phipps, 1987).

En el 2000 en Tasmania, Crane y colaboradores aislaron el virus a partir de
trucha arco iris, salmoén del Atlantico y en diferentes especies de peces marinos
(Crane et al, 2000).

En México en el 2001, se identifico este agente viral en granjas de crias de
trucha arco iris provenientes de Estados Unidos de América (Ortega et al., 2002).
Después Guerrero en el 2008, aislo y genotipificd una cepa de IPNV denominado
Edomex07, procedente de granjas de reproductores de trucha arco iris en el
Estado de México. Mediante analisis filogenético de una region del gen VP2 de
este virus lo ubicé en el genogrupo 1, el cual incluye a las cepas Buhl, West

Buxton y el aislado mexicano del 2002 (Guerrero et al., 2008).



También se ha observado una distribucion geogréafica de los diferentes
serotipos virales. El serotipo West Buxton se encuentra en Estados Unidos y en
Canada, mientras que los serotipos Canada 1, 2, 3 y Jasper raramente se
encuentran en Estados Unidos. Los serotipos Sp y Ab estan diseminados en toda

Europa y Asia (Caswell-Reno et al, 1986).

1.8 TRANSMISION
Los peces infectados pueden transmitir el virus de forma horizontal y

vertical (Reno, 1999).

La enfermedad es transmitida via horizontal cuando las particulas virales
son eliminadas junto con las heces y éstas tienen contacto con las branquias,
poros sensoriales de la linea lateral y el sistema digestivo de otros peces (Wolf,
1988; Novoa et al; 1995; Chou et al, 1999). Se ha demostrado que la transmision
vertical ocurre en ovarios y espermatozoides de trucha arco iris y trucha café,
mientras que en otras especies se ha mencionado la presencia del virus sélo en
los huevos fertilizados (Anhe et al., 1989; Anhe y Negele, 1985) debido a que se
asocia que el virus se encuentra soélo en los espermatozoides (Mulcahy y Pascho,
1984). Los peces adultos que sobreviven después del contagio generalmente
actuan como portadores sanos ya que no manifiestan signos clinicos, los cuales
representan un riesgo muy importante para la acuacultura y el ambiente (Sadasiv,

1995).



Por otra parte, los moluscos, cangrejos y aves piscivoras pueden actuar
como vehiculos y diseminar la enfermedad al liberar el virus en otros estanques

donde se cultivan peces (Halder y Ahne, 1992).

1.9 PERIODO DE INCUBACION
El periodo de incubacion de IPN es muy variable, ya que el tiempo

requerido para la presentacion de la enfermedad depende de diversos factores
como la temperatura del agua, edad del pez, la especie involucrada, la condicion
fisiologica del hospedero, la virulencia de la cepa y la concentracion viral. Por
ejemplo, con relacidon al factor ambiental, los periodos de incubacion son cortos
cuando la temperatura del agua se encuentra entre 10 y 16C, ya que el tiempo es
de 3-6 semanas y el porcentaje de mortalidad es alrededor de un 70%. Por el
contrario, un brote puede persistir durante mas de 4 meses cuando la temperatura
del agua oscila entre 4 y 6C, pero el porcentaje de mortalidad disminuye
radicalmente comparado con el que se presenta cuando la temperatura del agua
se encuentra entre 10 y 16T (Dobos, 1976).

En condiciones de laboratorio, el IPNV tiene un periodo de incubacion mas
corto en comparacion con las condiciones de infeccion natural y esto va asociado
con la via de inoculacion utilizada. Por ejemplo, después de un periodo de viremia
no detectable, la eliminacion del virus ocurre dos dias después de la inoculacion
intraperitoneal y disminuye aproximadamente a los 12 dias después de la
exposicion. En éstas condiciones se reportan periodos de incubacion de

aproximadamente 2 semanas (Bebak et al., 1998).



1.10 LESIONES Y SIGNOS CLINICOS
En los salménidos, el virus causa un cuadro de gastroenteritis aguda y

destruccion del pancreas (necrosis focal) en etapas tempranas de la vida,
causando la mortalidad caracteristica (Mcknigth y Roberts, 1976).

Las lesiones histoldgicas indican una infeccion viral aguda, con destruccion
extensa y progresiva de células acinares pancredticas, escaso infiltrado
inflamatorio; el tejido endocrino y las células adiposas circundantes se muestran
normales o con escasa necrosis (Mcknigth y Roberts, 1976; Wolf, 1998). En el
estdbmago e intestino anterior se presenta degeneracion y necrosis (Smail et al;
2006), desprendimiento de la mucosa (enteritis catarral) hacia el lumen intestinal,
donde se pueden observar células epiteliales con citoplasma hialino eosinofilico,
con nucleo fragmentado formando acumulos de material basofilico distribuido en la
periferia celular, estos hallazgos son indicativos de un proceso de apoptosis en
células llamadas McKnight (Mcknigth y Roberts, 1976). En higado se pueden
encontrar areas de necrosis focal o generalizada, estas lesiones suelen ser
severas en el salmon, mientras que en trucha arco iris son mas moderadas
(Roberts y Pearson 2005). También se observa degeneracion y necrosis
hematopoyética renal.

Los signos clinicos macroscopicos mas comunes en las crias son
pigmentacion oscura de la piel, exoftalmia, anorexia, abultamiento abdominal,
pérdida de peso, branquias palidas, hemorragias cecales, secrecién anal de
material mucoso y movimientos natatorios en forma de espiral con intervalos de
ataxia (Wolf, 1998), aunque cabe mencionar que ninguno de estos signos es

especifico de esta enfermedad. En una epidemia, el primer evento que llama la



atencion es la aparicion de mortalidades en crias las cuales disminuyen conforme
la edad del pez es mayor. Las crias que inician la primera alimentacion son mas
susceptibles a la infecciéon ya que lo anterior genera en ellas una situacion de
estrés y por lo tanto el porcentaje de mortalidad que se presenta puede variar de
un 70% hasta mas del 90% dependiendo de diversos factores, como la cepa del
virus, el titulo viral, el hospedero y el ambiente (Mc Allister y Owens, 1995;
Okamoto et al., 1984; Dobos y Roberts, 1983).

En animales mas grandes que tienen alrededor de 4 a 6 meses de edad, los
peces infectados sufren una infeccion inaparente y las mortalidades que se
presentan son entre el 10 y 20% (Dorson y Torchy, 1981; Reno, 1999; Roberts y

Pearson, 2005).

1.11 TRATAMIENTO Y CONTROL
Aungue existen varios compuestos antivirales que inhiben la replicacion en

cultivo celular; por ejemplo, la ribavirina, la pirazofurina y el 5-etinil-1-B-D-
ribofuranosilimidazol-4-carboximida (EICAR), no existe un tratamiento eficaz
contra el IPNV (Migus y Dobos, 1980; Jashes et al., 1996; Jashes et al., 2000).
Existen vacunas inactivadas, pero su proteccion no es al 100 % y su uso se
justifica s6lo en reproductores de alto valor comercial. Los métodos de prevencion
se basan en la implementacion de medidas de control en las granjas de
produccion y en practicas de higiene en la crianza de los salmonidos, como evitar
la introduccién y movilizacion de huevos fertilizados y crias provenientes de lotes

de reproductores portadores de IPNV. Por lo anterior, se recomienda utilizar



reproductores certificados como libres de la enfermedad y tener un suministro de
agua libre de peces, por ejemplo; de pozo o de manantial (Morley, 1993). Sin
embargo, esta Ultima recomendacién se ajusta s6lo a algunas granjas productoras
de trucha presentes en México. Otra medida para controlar el impacto de la
mortalidad en las explotaciones productoras de trucha es la reduccion en la
densidad de la poblacion.

Para el control del IPNV en granjas de reproductores, se recomienda el
sacrificio de los peces infectados y su progenie (huevos, alevines y crias), puesto
gue la desinfeccion de los huevos fertilizados no es totalmente efectiva para
prevenir la transmision (Bullock et al; 1976). Una vez que son eliminados los peces
infectados es conveniente realizar la desinfeccion de los estanques y secado

sanitario de la granja de produccion.

1.12 DIAGNOSTICO
El método de deteccién mas habitual para el IPNV en peces infectados es

el aislamiento del virus en lineas celulares susceptibles procedentes de especies
homodlogas (Wolf y Quimby, 1971; Ahne, 1978; Adair y Ferguson, 1981; McAllister
y Reyes, 1984). Aunque existen varias lineas celulares derivadas de diferentes
especies de peces, solamente tres son empleadas rutinariamente para el
diagnostico porque muestran mas susceptibilidad para observar efecto citopético
con un amplio rango de cepas dichas lineas son: RTG-2 (rainbow trout gonad),
CHSE-214 (chinook salmon embryo) y BF-2 (blue-gill fry) (Wolf y Quimby, 1962).

Aunque el aislamiento viral es una técnica ampliamente utilizada en muchos



laboratorios, el resultado de este método depende de la sensibilidad de la linea
celular, la cual estd determinada por diversos factores como la edad de la
monocapa Yy el linaje de la linea celular, donde estos factores pueden producir
resultados falsos negativos. Por otra parte, el aislamiento de virus en cultivo
celular es una técnica cara y que consume tiempo, ademas se requiere personal
capacitado y el tiempo requerido para el aislamiento e identificacion del agente es
de 2 a 4 semanas (Dopazo y Barja, 2002).

El diagnostico de los casos clinicos se basa normalmente en la deteccion
directa o indirecta de IPNV. La técnica directa utilizada comunmente es mediante
la demostracion de la presencia de IPNV en cultivo celular y una vez que el virus
es aislado, se requiere identificarlo usualmente por técnicas serologicas mediante
pruebas de seroneutralizacion, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
inmunodot, e inmunoensayo enziméatico (ELISA) (OIE, 2004; Lientz y Springer,
1973; Davis et al., 1994; Sanz y Coll, 1992). La prueba de seroneutralizacion se
realiza con anticuerpos monoclonales especificos para el IPNV. Esta técnica es la
mas empleada ya que es facil de realizar y de interpretar pero tiene la desventaja
de ser laboriosa y se requiere de 1 a 4 semanas para obtener un resultado
confirmatorio (Lientz y Springer, 1973). Otra situacion que debe considerarse en la
prueba de seroneutralizacion es la disponibilidad en la obtencion de los
anticuerpos. En cuanto a la prueba de inmunofluorescencia se debe considerar el
titulo viral y la necesidad de muestras recientes, y tiene la desventaja de la
autofluorescencia y la reaccién cruzada. La técnica de inmunohistoquimica tiene
algunas ventajas sobre la inmunofluorescencia, como la eliminacion de la tincion

de fondo, el uso de microscopio de luz y la posibilidad de mantener los resultados



por un mayor periodo. Sin embargo, sus desventajas son la necesidad de observar
e identificar una muestra a la vez y no es una técnica adecuada que se utilice para
el diagnostico en animales portadores del virus. Aunque la técnica de inmunodot
se ha utilizado con ayuda de anticuerpos monoclonales para detectar y cuantificar
virus por ser una técnica sencilla, rapida y que requiere una baja cantidad de
anticuerpos, los resultados obtenidos demostraron que posee baja sensibilidad
para detectar el IPNV comparada con las técnicas anteriores. (Wolf y Quimby,
1971; McMichael et al., 1978).

En el 2001 Rodriguez y col evaluaron cinco meétodos seroldgicos:
inmunoensayo enzimatico, inmunofluorescencia, inmunoperoxidasa, inmunodot
blot, citometria de flujo y Transcripcibn Reversa-Reaccidon en cadena de la
polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés: reverse transcriptase-polymerase
chain reaction) para la deteccion de IPNV. En este estudio concluyeron que las
técnicas RT- PCR y citometria de flujo fueron las pruebas mas sensibles y rapidas
para detectar el IPNV, ya que con la técnica de RT-PCR se detectaron titulos
virales de 1 x 10° DICCs¢/ml (dosis infectante cultivo celular del 50 % por mililitro) 4
horas post-inoculacién en cultivo celular y con citometria de flujo se detectaron 1 x
10% DICCso/ml 6 horas post-inoculacién. Por otra parte, la RT-PCR pudo ser
aplicada en la deteccidon y diferenciacion del virus en muestras de organos de
peces portadores asi como en leucocitos, células del bazo, rifion y en cultivo
celular, con un 100 % de deteccién en muestras positivas (Rodriguez et al., 2001).

El uso de métodos de diagndstico molecular aplicados a la deteccion,
identificacion vy tipificacion del IPNV, evita los inconvenientes asociados con el

aislamiento en cultivo celular y con la identificacion seroldgica, ya que la deteccion



e identificacion del virus se puede hacer directamente de los tejidos de peces
infectados. Sin embargo, se tienen otras desventajas como la necesidad de
optimizar la extraccion del &cido nucleico viral y reducir o eliminar inhibidores que
interfieren con las técnicas moleculares (Wiedbrauk y Farkas, 1995).

Actualmente se han desarrollado varios métodos de deteccion para el IPNV
basados en la técnica de RT-PCR La técnica de RT-PCR apenas comienza a ser
utilizada en el diagnostico de virus que afectan a los peces, su uso se ha
incrementando debido a las ventajas mostradas como una técnica rapida,
confiable y sensible. (Rimstad et al, 1990; Lopez—Lastra et al., 1994; Blake et al.,
1995; Rodriguez et al., 1995; Wang et al., 1997; Alonso et al., 1999, Taksdal et al.,
2001). Esta tecnologia ha sido empleada para la identificacion de virus aislados en
cultivo celular o para confirmar la etiologia de aislamientos identificados por
métodos tradicionales como seroneutralizacion.

Ejemplos claros de la implementacion de métodos de diagnéstico
moleculares para el diagnostico de IPNV son los trabajos de Blake vy
colaboradores que en 1995 desarrollaron una RT-PCR demostrando su
sensibilidad al detectar aquabirnavirus directamente en tejidos de peces. La
sensibilidad de la prueba fue comparable a los ensayos de cultivo celular en el
cual reportaron un nivel de deteccién de 10°*? a 10*°® UFP/ml (unidades
formadoras de placa por mililitro) en tejidos infectados (Blake et al, 1995).

Posteriormente en 1997, Wang y colaboradores, modificaron la RT-PCR de
dos pasos empleada por Blake por la RT-PCR en un solo paso, la cual es mas
rapida, disminuye el riesgo de contaminacion de la muestra al reducir su manejo y

reduce la cantidad de reactivos utilizados durante la amplificacion del ARN.



Finalmente, en 1999, Williams y col reportaron la amplificacion del IPNV a
partir de una suspension viral usando el juego de iniciadores WB1 y WB2 los
cuales amplifican un producto de 206 pb correspondientes a la regién VP2. En
este trabajo, reportaron una sensibilidad de deteccion de 100 DICCso/ml. Sin
embargo en muestras de tejidos la sensibilidad no fue determinada (Williams et
al., 1999).

Aunque la RT-PCR es ampliamente utilizada en el diagnostico de diversas
enfermedades infecciosas y puede ser empleada en programas de vigilancia y
control sanitario, tiene como desventaja la presencia e interpretacion de resultados
falsos negativos (muestras reportadas como negativas aun cuando el patégeno
esta presente) que pueden ser causados por agentes inhibidores de la reaccion
(Pallen et al., 1992). Con frecuencia se encuentran componentes inhibidores que
estan presentes en las muestras biologicas, los cuales pueden reducir la
sensibilidad e inhibir la reaccion cinética de la prueba (Radstrom et al., 2004).
Estos agentes inhibidores pueden ser reactivos usados durante la extraccién de
los acidos nucleicos o componentes presentes en las muestras clinicas como
grasa, calcio, sales biliares, urea, hemoglobina o durante su obtencién con el uso
de heparina en muestras de sangre (Abu Al-Soud y Radstrom, 2001). Numerosos
estudios demuestran que existen sustancias inhibidoras, éstas pueden actuar
durante la extraccion de los acidos nucleicos, al degradar o secuestrar los acidos
nucleicos, o inhibiendo la Polimerasa. Sin embargo, aunque existen una gran
variedad de inhibidores, en la mayoria de los casos no se sabe la manera en la
gue actuan (Wilson, 1997). Estas sustancias no son completamente removidas

durante el proceso de extraccion de los acidos nucleicos e inclusive la utilizacion



de detergentes, proteasas, fenol y cloroformo para la remocién de las mismas
pueden interferir con la amplificacion de acidos nucleicos (Rolfs et al 1992). La
presencia de los inhibidores mencionados anteriormente sumado a la variacion en
el disefio de los termocicladores, la eficiencia de las diferentes ADN polimerasas y
la persona que realiza la técnica dificulta que la RT-PCR sea reproducible
(Hoorfar et al., 2004).

Un método para estandarizar las pruebas de diagnostico molecular y
estimar la presencia de inhibidores dentro de la muestra clinica es el uso de
controles de amplificacion interna (CAl) (Pasloske et al., 1998). Un CAI es una
secuencia de ADN no blanco presente en el mismo tubo donde se tiene la muestra
en la que se busca la secuencia de interés (secuencia blanco) y que es
coamplificada simultaneamente bajo las mismas condiciones de la reaccion
(Rosenstraus et al., 1998). Los CAI se dividen en competitivos y no competitivos.
Los CAIl de tipo competitivo consisten en amplificar con un solo juego de
iniciadores la secuencia de interés y el control interno bajo las mismas condiciones
y en el mismo tubo de reaccién; mientras que en los CAl de tipo no competitivo se
amplifican en el mismo tubo la secuencia blanco y el control usando para cada
uno un juego diferente de iniciadores (Siebert y Larrick, 1992; Hoorfar et al, 2003).

El uso de CAI en la técnica RT-PCR permite tener una validacion en el
resultado positivo o negativo de la prueba ya que, la presencia de la amplificacion
del control y la ausencia del producto de amplificacion de la muestra sospechosa
significa que la secuencia buscada de la muestra sospechosa no estaba presente

en la reaccion (Sachadyn y Kur, 1998).



El disefio de un control interno para el diagndstico en ensayos de RT-PCR
es factible de producir y de estandarizar, adicionalmente tiene las ventajas de ser
estable, se evita el uso de agentes infecciosos, no se encuentra en las muestras
clinicas y se puede aplicar en la deteccién multiple de diferentes microorganismos
(Dreier et al., 2005).

En Meéxico actualmente no existen laboratorios de referencia para el
diagndstico de enfermedades que afectan a organismos acuéticos incluyendo a
IPN. A este hecho se suma la falta de programas de vigilancia que eviten la
entrada de nuevas enfermedades infecciosas, sobre todo de aquellas que estan
emergiendo en los principales paises productores de peces. Lo anterior se suma a
la problematica a la que se enfrentan las diferentes instituciones que realizan
diagndstico de IPNV en el pais, puesto que no cuentan con técnicas reproducibles
implementadas con metodologias estandarizadas asociadas a resultados falsos
negativos. En resumen, la implementacion de politicas de control hace necesario
el establecimiento de técnicas diagndésticas confiables para tomar decisiones a

partir de conocer la situacion real de la enfermedad en el pais.



JUSTIFICACION

El sector truticola es afectado econdmicamente debido a la mortalidad que
ocasiona la enfermedad necrosis pancreética infecciosa en trucha arco iris. Este
sector demanda de una prueba diagnoéstica rapida, sensible y especifica para la
toma de decisiones a partir del resultado de dicha prueba. La RT-PCR es una
técnica ampliamente utilizada debido a que es especifica, sensible, rapida y que
puede ser utilizada como herramienta diagnostica en programas de vigilancia y
control sanitario, pero tiene como desventaja la interpretacion de resultados falsos
negativos cuando no se cuenta con controles internos. Debido a lo anterior, se
construyo un CAl para estandarizar el método diagnostico para IPNV basado en la
RT-PCR y crear un sistema de control reproducible en los laboratorios que
realizan dicha prueba diagnédstica que permita al usuario la interpretacion de

resultados confiables.



2. HIPOTESIS

Si se utilizan controles internos en la RT-PCR para el diagndstico de la necrosis
pancreatica infecciosa en los salmonidos, entonces se identificaran resultados

falsos negativos.



3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar controles internos empleando construcciones génicas, con el fin de
mejorar metodologias de diagnostico basadas en la técnica de RT-PCR para la

necrosis pancreatica infecciosa de los salmonidos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Construir un control interno, adicionando en los extremos de un fragmento del
gen de B actina humana, secuencias que codifican para la proteina VP2 del
virus de necrosis pancreatica infecciosa.

2. Evaluar la expresion del control interno y compararla con la expresiéon del gen

de la B-actina humana en células Hela.

3. Evaluar la metodologia estandarizada empleando células HelLa transfectadas
con el control interno adicionandolas a muestras de peces sospechosos para el

diagndstico de necrosis pancreatica infecciosa.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 CELULAS HELA EMPLEADAS PARA LA EXTRACCION DE
ARN TOTAL.

Se utilizd6 cultivo de células Hela, el cual se propagé en botellas de
poliestireno® para cultivo celular con area de cultivo de 25 cm?, a 37C en una
atmosfera de 5% de CO?. Se utiliz6 medio Minimal Essencial Medium® (MEM)
suplementado con 10% de suero fetal bovino®, L-glutamina® 2 miliMolar (mM) y

bicarbonato de sodio® 0.1 mM.

4.2 MUESTRAS DE TRUCHA ARCO IRIS EMPLEADAS PARA
LA AMPLIFICACION DEL IPNV.

Se utilizaron crias de trucha arco iris provenientes de granjas del Estado de
México e Hidalgo. De las crias que tenian un tamafio menor a los 5 cm. de largo
se utilizaron los cuerpos completos sin eviscerar pero se retiraron cabezas y colas;
mientras que de las crias con un tamafio mayor a los 5 cm se utilizaron solamente
el rifion y bazo. Las muestras fueron almacenadas en un ultracongelador’ a -80°C

hasta su uso.

8NUNC, California, EUA.

b Gibco, EUA.

¢ Invitrogen, EUA.
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¢ Gibco, EUA.

" REVCOHarris, Asheville, N.C.,EUA.



4.3 EXTRACCION DE ARN A PARTIR DE CULTIVO CELULAR
HELA Y MUESTRAS DE TRUCHA ARCOIRIS. .

La extraccion de ARN total se realiz6 a partir de cultivo de células HeLa sin
transfectar, cultivo de células HelLa transfectado y muestras de campo, utilizando
el método de extracciéon de ARN con TRIZOL®? siguiendo las indicaciones del
fabricante, con algunas modificaciones que se mencionan a continuacion. Previo a
la adicién del TRIZOL, las células Hela crecidas en una botella de 25 cm? con
100% de confluencia, fueron lavadas dos veces con 1 mililitro (ml) de solucion
amortiguadora de fosfatos" fria 1X (PBS, por sus siglas en inglés: phosphate
buffered saline) (NaH,PO, 1.9 mM, Na,HPO, 8.1 mM, NaCl 154 mM, pH 7.2).
Después de retirar el excedente de PBS se agregdé 1 ml de TRIZOL por cada 10
cm? de superficie de monoestrato presente en la botella, se incubé durante 5
minutos sobre hielo y se pasé a un microtubo'. Posteriormente, se agregaron 200
ul de cloroformo’, se agité vigorosamente con un homogenizador eléctrico® por 15
segundos (seg) y se incubo6 por 2 minutos (min) en hielo, esta mezcla se centrifugo
en una microcentrifuga' a 12,000 x g durante 15 min a 4. Posteriormente, se
colecto la fase acuosa en un microtubo nuevo, se precipité el ARN con 0.5 ml de
isopropanol™ frio, se mezcl6 suavemente con el homogenizador, se incubd
durante 10 min sobre hielo. Se volvio a centrifugar a 12,000 x g durante 10 min a

4, posteriormente se retird el excedente de isopr opanol para obtener la pastilla

91nvitrogen, California, EUA.

" J.T. Baker, Mex.

'Axygen Scientific, EUA.

I'Mallinckodt Speciality Chemicals Co., EUA
¥ Lab-Line Instrument INC, EUA.

' Eppendorf, EUA.

™ Merck KGaA, Alemania.



de ARN, la cual se lavé con 1 ml de etanol” frio al 75% con agua tratada con dietil
pirocarbonato® al 0.1% (DEPC). Se centrifug6 a 7,500 x g durante 7 min a 4C. Se
retird el sobrenadante (s/n) y se seco la pastilla de ARN a temperatura ambiente.
El ARN se suspendio con 20 ul de agua con DEPC al 0.1%. Una vez que se
realizd lo anterior, se midid0 la concentracion de ARN total utilizando un
espectrofotometro®. Después se observd la integridad del ARN mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en amortiguador Tris-acetato (TAE)
tefiido con bromuro de etidio (Br-E“ a una concentracién de 100ug/100ml) en una
camara horizontal" y finalmente se almacené en un ultracongelador a -80 T hasta
Su uUso.

Posteriormente, se hicieron diluciones dobles seriadas a partir de 960 ng de
ARN total de cultivo de células HelLa sin transfectar para determinar la
concentracion minima detectable para la amplificacion de f-actina humana.
También se hicieron diluciones dobles seriadas a partir de 950 ng de ARN total de
cultivo de células Hela transfectadas para la amplificacién de B-actina humana y

el CAl para comparar el nivel de expresion de ambos.

4.4 EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE CULIVO CELULAR
HELA.

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico a partir de cultivo de células HelLa

por medio de un protocolo estandar (Sambrook et al., 2002) de la siguiente

"Merck KGaA, Alemania.

° Sigma, St. Louis, MO, EUA.

P Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Cambridge, England
9Sigma, St. Louis, MO, EUA.

" Gibco ® BRL Horizon 58 California, EUA.



manera: a partir de cultivo de células Hela, se agregd 1 ml de tripsina® al 0.5 % a
una botella de poliestireno con area de cultivo de 25 cm? con monoestrato al 100%
de confluencia. Una vez desprendido el monoestrato se transfirieron las células a
un tubo estéril para microcentrifuga, se centrifugé a 500 x g durante 5 min y se
descartd el s/n. La pastilla de células se suspendiéo con 10 ml de PBS frio, se
centrifugaron a 500 x g durante 5 min y se elimino el s/n. Con el fin de lavar las
células se repitio el paso de suspension de las células con PBS y el paso de
centrifugacion. Se elimind el s/n y se suspendieron las células en 1 ml de solucién
amortiguadora de digestion [NaCl' 100 mM, Tris-CI* 10 mM, &cido etilen diamino
tetracetico (EDTA)' 25 mM, dodecil sulfato de sodio™ (SDS) 0.5 %, proteinasa K*
0.1 mg/ml]. Las células se incubaron en bafio maria con agitacién’ a 50 C durante
3 horas, se agregd 1 volumen (vol) igual de fenol*-cloroformo-alcohol isoamilico®
(en proporcion 25:24:1, respectivamente), se mezclaron con homogenizador
eléctrico, se centrifugaron a 1700 x g durante 10 min, se transfirié la fase acuosa a
un tubo nuevo y se adicioné 0.5 vol de acetato de amonio® 7.5 M y 2 vol de etanol
al 100%. El ADN se recuperé por centrifugacion a 1700 x g por 2 min, se lavo la
pastilla con etanol al 70%, se centrifugé a 500 x g durante 5 min y se descarto el

etanol, se retird el excedente y se sec6 la pastilla a temperatura ambiente. Por

® Gibco, EUA.

' J.T. Baker, Mex.

“ Sigma Chemicals Co., EUA.

¥ Sigma Chemicals Co., EUA.

" Sigma Chemicals Co., EUA
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ultimo se suspendié el ADN con 20 pl de solucion TE (Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0) hasta disolver la pastilla y se almacené en un congelador® a -20 € hasta

Su uso.

4.5 ARN TOTAL A PARTIR DE CULTIVO CELULAR HELA
TRATADO CON NUCLEASAS (DNasa Y RNasa )

A 1 pg de ARN total extraido a partir de cultivo de células HelLa se adicion6 0.5

ul de DNasa pancreatica 1%

(2.5mg/ml), esta mezcla se incub6 a 37 durante 30
minutos. EI ARN se purifico para eliminar la DNasa utilizando el siguiente
protocolo: se adicionaron 25 ul de solucion para detener la reaccion [50 mM
EDTA, 1.5 M acetato de sodio®®, 1% SDS], se mezclé suavemente, se agregoé 1
vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Posteriormente, se centrifugd
a 9,300 x g durante 2 min, se removié la fase acuosa a un tubo nuevo, se
adicionaron 325 pl de etanol al 100%, se mezcl6 y se coloco sobre hielo durante
15 min y se centrifugd a 9,300 x g por 15 min. La pastilla se lavé con 1 ml de
etanol al 75%, se centrifugd a 5,300 x g durante 5 minutos, se retiré el s/ny se
secO a temperatura ambiente, finalmente se suspendido en 20 ul de agua con
DEPC 0.1 %.

También se trataron las muestras de ADN con RNasas. Brevemente, a 1 pg de

de ADN extraido a partir de cultivo celular HeLa se adicion6 0.5 pl de RNsa

““ Amana 17, EUA.
4 |nvitrogen, California, EUA.
°¢J.T. Baker, Mex.



pancredtica A" con una concentracién de 20 pg/ml, se mezclé suavemente, se

incubo a 37 por 30 minutos y se guardaron las mue stras a -20C hasta su uso.

4.6 INICIADORES UTILIZADOS PARA LA AMPLIFICACION DE
B-ACTINA HUMANA, CAI E IPNV

Se disefid un par de iniciadores a partir de la secuencia de nucleotidos de
ARNmM que codifica para el gen de B-actina humana reportada en el GeneBank
con numero de acceso EF036500 por Santana-Roman y col en el 2006 (Fig. 1).
También se disefio otro juego de iniciadores, los cuales tienen una secuencia del
gen de B-actina humana en los extremos 3’ y en los extremos 5' se adicionaron
secuencias del gen de la proteina VP2 del IPNV éstos ultimos reportados por
Taksdal en el 2001. Dichos iniciadores amplifican un producto de 436 pb (Fig. 2).
Finalmente, se sintetizd un tercer juego de iniciadores utilizando nuevamente la
secuencia reportada por Taksdal para amplificar un fragmento de 232 pb de la
secuencia de la VP2 del IPNV. En el cuadro 1 se muestra la orientacion de los
diferentes iniciadores, la secuencia, el tamafo, asi como la region sobre la que

amplifican.

"Roche Diagnostics, EUA.
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Fig. 1. Secuencia del ADNc que codifica para un segnto del gen deg-actina humana flanqueado en
color azul por las secuencias de los iniciadores #¢-1 y Actin-2 que permiten la amplificacion del
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Fig. 2. Secuencia del CAl, en los recuadros verdes muestran las secuencias en ambas orientaciones d
un fragmento de la proteina VP2 del IPNV, las cuakecorresponden a los extremos 5' de los iniciadores
VP2-Actl y VP2-Act2; mientras que en los recuadrosolor morado se muestran las secuencias de los
iniciadores en sus extremos 3’ que codifican pard gen def-actina humana, dando como resultado un
producto de 436 pb.



Nombre | Orientacién |Secuencia nucleotidica 5’3’ Tamafio Region sobre la
del que amplifica
producto

Actin -1 | sentido AAATCGTGCGTGACATTAAG 394 pb B-actina humana

Actin -2 | antisentido GAGTACTTGCGCTCAGGAG 394 pb B-actina humana

VP2- sentido 436 pb VP2-B-actina

Actl ATCTGCGGTGTAGACATCAAAG humana

AAATCGTGCGTGACATTAAG

VP2- antisentido TGCAGTTCCTCGTCCATCCC 436 pb VP2-B-actina

Act2 GAGTACTTGCGCTCAGGAG humana

VP2-1 sentido ATCTGCGGTGTAGACATC 232 pb VP2

VP2-2 antisentido TGCAGTTCCTCGTCCATCCC 232 pb VP2

Cuadro 1. Iniciadores utilizados durante las reacanes de RT-PCR y PCR, donde se indica ademas de
la orientacién de cada iniciador, la secuencia nuebtidica, el tamafio del producto amplificado y la
region sobre la que complementan.

Para comprobar la especificidad de los iniciadores VP2-1 y VP2-2 utilizados
para la amplificacion de un fragmento correspondiente a VP2 del IPNV se
comparo la secuencia de dichos iniciadores con respecto a otras secuencias
reportadas en el GeneBank y utilizando el programa Blast del Nacional Center for
Biotechnology Information (NCBI) se realizé la busqueda y la comparacion de
secuencias para obtener un valor que nos indica el nivel de homologia que
presentan los iniciadores VP2-1 y VP2-2 con respecto a otras secuencias. En las

fig. 3a y 3b se muestran los porcentajes de homologia de la secuencias de los



iniciadores VP2-1(fig 3a) y VP2-2 (fig 3b), con respecto a otras secuencias
reportadas en el GeneBank. Las flechas del lado derecho indican a las barras que
representan la escala de puntuacion que se asigna a las secuencias de los
iniciadores VP2-1 y VP2-2 con respecto a otras secuencias, mientras que en la
parte inferior se muestran las barras que representan la longitud y localizaciéon de

los fragmentos que tienen homologia con la secuencias empleadas en la

bdsqueda.
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Fig 3a y 3b .Diagramas donde se muestran los resatdios de una busqueda en 8last del NCBI. Fig 3a.
Las lineas en negro indican una homologia en mends 40 nucledtidos de las secuencias reportadas
comparas con respecto a la secuencia del iniciaddP2-1. Fig 3b. Las lineas en azul muestran una

homologia entre 40 y 50 nucledtidos, mientras quad lineas en color negro indican una homologia en
menos de 40 nucleétidos de las secuencias reportadg@mparadas con respecto al iniciador VP2-2.

Mientras que en tabla 1 se enlista con el nimero de acceso al Genebank
del NCBI, el nombre de los organismos a los cuales pertenecen las secuencias
homodlogas comparadas en las fig 3a y 3b, asi como los porcentajes de identidad
de cada uno de los microorganismos encontrados para los iniciadores VP2-1 y

VP2-2, respectivamente (Tabla 1ay 1b).



Accession | Description Max ident

EF493156.1 Infectious pancreatic necrosis virus from Spain seament A polvprot 100%
DQ536091.1 Infectious pancreatic necrosis virus isclate S5-IPNWV-SHZ2-98 segment 100%
DQ536050.1 Infectious pancreatic necrosis virus isclate S5-IPNWV-F512-01 seagmer 100%
14.1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-010 seament A 107 100%

1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-015 seament A 12.1 100%

1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-013 seqament A 12.1 100%

1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-023 segment A 12.1 100%

1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-020 segment A 15.4 100%

1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-011 seqgment A 14.7 100%

1 Infecticus pancreatic necrosis virus isolate NVI-001 segment A 15.4 100%

1 Yellowtail ascites virus - Y-6 gene for polyprotein, complete cds 100%

1 Marine birnavirus strain AY-98 segment A, complete sequence 100%

1 Marine birnavirus strain YT-01A segment A, complete sequence 100%

1 Marine birnavirus strain ¥-6 seament A, complete sequence 100%

A Infectious pancreatic necrosis virus isclate Spl122 12-kDa nonstruct 100%
AY354520.1 Infectious pancreatic necrosis virus isclate Spl16 15-kDa nonstruct 100%
AY354519.1 Infectious pancreatic necrosis virus isclate Spl03 15-kDa nonstruct 100%
AYB23632.1 Infecticus pancreatic necrosis virus isclate VPS-deficient Sp103 poh 100%
AY0E4396.1 Marine birnavirus strain GC-1 polyprotein mRMNA, complete cds 100%
AF342728.1 Infecticus pancreatic necrosis virus Sp polvprotein mRNA, partial cc 100%
A1622822.1 Infectious pancreatic necrosis virus seament A pVP2-WP4-VP3 gene 100%
AJ489225.1 Infectious pancreatic necrosis virus gene for polyprotein, isolate 88l 100%
A1489222.1 Infectious pancreatic necrosis virus gene for polyprotein, isolate 11+ 100%
AY283783.1 Marine birnavirus - H1 seament A&, complete sequence 100%
DO00701.1 Infectious pancreatic necrosis virus genes for small ORF, larae ORF 100%
Us6507.1 Infectious pancreatic necrosis virus structural polvprotein gene, con 100%

VFP2-1(1a)

Accession | Description Max ident
EF4293156.1 Infectious pancreatic necrosis virus from Spain segment & palyprot 100%%
DQ536091.1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate 3-IFNV-5H2-98 seqgment 100%%

Infecticus pancreatic necrosis virus isclate S-1PNV-FS12-01 seamer 100%
i Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-010 segment A 107 100%
d Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-016 seament A 15.4 100%
d Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-015 seament A 12.1 100%
1 Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-013 seament A 12.1 100%
1 Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-023 seament A 12.1 100%
1 Infecticus pancreatic necrosis virus isclate NVI-020 seament A 15.4 100%
5.1 Infectious pancreatic necrosis virus isclate NVI-011 seament A 14.7 100%
5l Infectious pancreatic necrosis virus isolate NVI-001 seament A 15.4 100%
5l Infectious pancreatic necrosis virus isolate Sp122 12-kDa nonstruct 100%
.1 Infecticus pancreatic necrosis virus isclate Spii6e 15-kDa nonstruct 100%%
.1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate Spi03 15-kDa nonstruct 100%%
.1 Infectious pancreatic necrosis virus isolate WVES-deficient Spi03 poly 100%%
1 Infectious pancreatic necrosis virus Dry Mills polyprotein mRMNA, par 100%%
d Infectious pancreatic necrosis virus Canada 2 polyprotein mRNA, pe 100%
d Infecticus pancreatic necrosis virus Sp polyprotein mRMA, partial cc 100%
7.1 Infecticus pancreatic necrosis virus West Buxton pelvorotein mRNA, 100%
.3 Infecticus pancreatic necrosis virus strain 20G1d seament A, compl 100%
3 Infecticus pancreatic necrosis virus strain 19G7e seament A, compl 100%
3 Infecticus pancreatic necrosis virus strain 19G3e seament A, compl 100%
3 Infecticus pancreatic necrosis virus strain 17F2 seament &, complet 100%
3 Infectious pancreatic necrosis virus strain 5B1d segment A, complel 100%
AJG22822.1 Infectious pancreatic necrosis virus seament & pVP2-VP4-VP3 gene 100%
AJ489229.1 Infectious pancreatic necrosis virus gene for polyprotein, isoclate 881 100%
£J1489222.1 Infecticus pancreatic necrosis virus gene for polvprotein, isolate 11: 100%%
DO0701.1 Infectious pancreatic necrosis virus genes for emall ORF, large ORF 100%%
U4g225.1 Infectious pancreatic necrosis virus structural polyprotein gene incl 100%%
Infecticus pancreatic necrosis virus (serotype SF) partial polyprotei 100%:
Infecticus pancreatic necrosis virus structural polvprotein gene, cen 100%
Infecticus pancreatic necrosis virus - He polvprotein mRN&, partial « 100%
VP22 (1)

Tabla 1. Porcentajes de identidad de las secuencids los iniciadores VP2-1(a) y VP2-2 (b) comparado
con las secuencias reportadas de otros microorgamss en eBlast del GeneBank.



4.7 RT-PCR PARA LA AMPLIFICACION DE B-ACTINA
HUMANA

Se realiz6 la RT- PCR en un solo paso para la amplificacién de un fragmento
del gen de B-actina humana. La amplificacion del ADN complementario (CDNA)
fue llevado a cabo en un vol de reaccion de 50 pl considerando la adicion de 500
ng de ARN total de cultivo de células HelLa. Brevemente, en un tubo estéril de 0.2
ml para PCR se agregdb 1 pl de los iniciadores Actin-1 y Actin-2 a una
concentracion de 10 yM, 2 ul de mezcla de nucleétidos trifosfatados? (ANTP’s) a
una concentracion 10 mM cada uno, 1.5 pl de MgCI2 a una concentracion final de
1.5 mM, 3 ul de amortiguador de sintesis de 12 cadena 5x [250 mM Tris-HCI (pH
8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCI2 ]; 1 pl de DTT 0.1 M, 100 unidades (U) de
Transcriptasa reversa SuperScript™, 1 U de TAQ polimerasa' y agua des-ionizada
estéril cuanto baste para (c.b.p) 50 pl. La RT-PCR se realizé en un termociclador’
donde los ciclos de la reaccidn fueron los siguientes: un ciclo a 42<C por 50 min
(transcripcion reversa), un ciclo a 94° por 5 min. (desnaturalizacion inicial), 35
ciclos a 94°por 1 min y 30 seg (desnaturalizacion), 55°por 1 min (alineamiento),
72° por 1 min y 30 seg (extension) y el ultimo ciclo fue de 72€C por 8 min

(extension final). En la fig. 4 se muestra graficamente los ciclos y condiciones de
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temperatura que se emplearon durante la RT-PCR para la amplificacion de un

fragmento del gen de (B-actina humana.

1 ciclo 35 ciclos
94°C | 94C
. 72°C
42°C
50 min. Smin. : 90s 60's 90s  &min

Fig. 4. Esquema con las condiciones empléadas erRI&-PCR para la amplificacion dep-actina
humana. S= segundos.

La visualizacion de los productos amplificados por RT-PCR fue con geles de
agarosa al 1% tefiidos en TAE con Br-E (100 pg/100 ml), en los cuales se utilizd
marcadores de peso molecular 1 Kb y 100 pb* para ubicar el tamafio del producto

obtenido.

4.8 PCR-1PARALA AMPLIFICACION DEL CAl
La reaccibn de PCR se realiz6 para amplificar un producto de 436 pb

compuesto de dos fragmentos: en la parte central un fragmento que corresponde
al gen de B-actina humana y en los extremos 5’ secuencias correspondientes a la
proteina VP2 del IPNV; a dicha construccion se le denominé Control de

amplificacion interna (CAI). Se utiliz6 como molde 100 ng del producto

K |nvitrogen, California, EUA



previamente obtenido en la RT-PCR para B-actina humana. En un vol final de 50
ul se agrego 1 ul de cada uno de los iniciadores compuestos VP2-Actl y VP2-Act2
a una concentracion de 100 nM, 1 pl con la mezcla de dNTP’s para tener una
concentracion de 10 mM, 1.5 pl con MgCI, para tener una concentracion final de
1.5 mM, 5 pl de amortiguador para PCR 10X [200 mM Tris—HCI (pH 8.4), 500 mM
KCI], 1 U de TAQ polimerasa y agua des-ionizada estéril c.b.p 50 pl. La PCR se
realizd en un termociclador con las temperaturas que se mencionan a
continuacion: un ciclo a 94C por 5 min. (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos a
94T por 1 min y 30 seg (desnaturalizacion), 70C p or 1 min (alineamiento), 72°
por 1 min y 30 seg (extension) y el ultimo ciclo fue de 72T por 10 min (extension
final). En la fig. 5 se muestra graficamente los ciclos y condiciones de temperatura
gue se emplearon durante la PCR para la amplificacién de un fragmento de 436

pb.

1 ciclo 30 ciclos

94°C | 94°C

70°C

5min. :© 90s 60 s 90s 10 min.

Fig. 5. Esquema con las condiciones empleadas erPl@R-1 para la amplificacién del CAIl. S=
segundos.



La visualizacion de los productos amplificados por RT-PCR fue con geles de

agarosa al 1% tefnidos en TAE con Br-E.

4.9 PCR-2 PARA LA AMPLIFICACION DEL CAl
Se realiz6 una segunda PCR para amplificar el producto esperado de 436 pb

(CAl) en esta ocasion se utilizaron los iniciadores VP2-1 y VP2-2 especificos para
la VP2 a una concentracion de 80 nM, en esta reaccion se utilizaron 50 ng de ADN
de B-actina humana (obtenido en la PCR 1), mientras que las concentraciones de
los demas reactivos no se modificaron. La PCR se realiz6 en un termociclador con
las siguientes condiciones: un ciclo a 94 por 5 min. (desnaturalizacion inicial), 30
ciclos a 94C por 1 min y 30 seg (desnaturalizacion ), 55°por 1 min (alineamiento),
72T por 1 min y 30 seg (extension) y el dltimo ciclo fue de 72T por 10 min
(extension final).

En la fig. 6 se muestra graficamente los ciclos y condiciones de temperatura

gue se emplearon en la PCR-2 para la amplificacion del CAl.

1 ciclo 30 ciclos
94°C | 94°C
. 72°C

5min. | 90s 60's 90s | 10min,

Fig. 6. Esquema con Iaé condiciones empleadasGRa2 péra la amplificacién del CAL.
S= segundos.



4.10 OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES PARA LA
CLONACION DEL CAl

Se obtuvieron células competentes por el método Simple and efficient method
for transformation (SEM) (Inoue et al, 1990). En primera instancia se sembrd una
caja con agar Luria-Bertani' (LB) sin antibiético con colonias puras de Escherichia
coli DH5a y a partir de ésta se tomaron 10 colonias y se sembraron por agitacion
en 10 ml de medio liquido YT2X. En seguida, se incubaron a temperatura
ambiente con agitacion rapida™ a 200-250 revoluciones por minuto (r.p.m.) hasta
alcanzar una densidad Optica As00=0.6. Una vez alcanzada la densidad Optica, el
cultivo se coloco en hielo durante 10 min, después se centrifug6 a 0.8 x g durante
30 min a 4T y se desecho el s/n. La pastilla se suspendié con 3.2 ml de solucién
TB fria (Pipes 10mM, MnCl, 55mM, CaCl, 15mM, KCI 250 mM, pH 6.7) y se
incubd en hielo durante 10 min, se centrifugd a 0.8 x g durante 30 min a 4C, y se
elimind el s/n. La pastilla se suspendio en 0.8 ml de TB, se agreg6 con agitacion
suave dimetil sulféxido™ (DMSO) a una concentracion final del 7% y después se
incub6 en hielo durante 10 min. Se hicieron alicuotas de 200 ul en microtubos
previamente enfriados en hielo que se congelaron inmediatamente
sumergiéndolos en nitrogeno liquido durante 5 seg y por ultimo se mantuvieron

congelados a -80<C hasta su uso.
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4.11 CLONACION DEL CAI EN UN VECTOR DE EXPRESION
El producto de de 436 pb que pertenece al CAl contiene un segmento del gen

de B-actina humana y en los extremos segmentos de la proteina VP2 del IPNV fue
clonado directamente en el vector comercial pcDNA3.1/V5-His mediante el
sistema TOPO® Cloning® siguiendo las recomendaciones del fabricante con el
protocolo de transformacién para células competentes mediante transformacion
guimica. Este sistema tiene la ventaja de ser un vector abierto que en cada
extremo posee topoisomerasas capaces de insertar directamente un producto de
PCR sin la necesidad de enzimas ligasas y ademas posee un promotor del virus
de citomegalovirus (CMV) que permite expresar dicho producto en células
eucariontes. En la fig.7 se muestra el mapa del vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO
.Para una reaccion final de 6 pl para clonar el CAl se agregaron los siguientes
reactivos: 3 pl con el producto de PCR-2 (CAI), 1 ul de amortiguador®™
(proporcionado por el fabricante), 1 ul de agua estéril, 1 pl con el vector
pcDNA3.1/V5-His-TOPO, se mezcld la reaccion suavemente y se dejo incubar
durante 5 min a temperatura ambiente, inmediatamente se coloco la reaccion en
hielo. Para la transformacion de las células competentes, el procedimiento se
realizd descongelando a temperatura ambiente colocando en hielo una alicuota de
células bacterianas, enseguida se adicionaron los 6 pl de la reaccién anterior y se
mezcldé suavemente sin usar la pipeta. La mezcla se incub6 en hielo durante 30
min, posteriormente se colocé en bafio maria a 42<C durante 30 seg, se coloco

inmediatamente en hielo, se agregaron 0.8 ml de medio liquido YT2X y se incubo

°° Invitrogen, EUA.
PP Invitrogen, California, EUA.



a 37T durante 1 h con agitacién. Por ultimo se col ocaron y se diseminaron 100 pl
del cultivo de bacterias transformadas en placas con agar LB con ampicilina® (75
mg/ml) y finalmente se incubaron a 37 T durante toda la noche. El plasmido

resultante se designé como pc3.1CAl.

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3 . 1/V5His-TOPD
5523 nucleotides

CMV promoter. bases 209-863

TT promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TORO# Cloning site: 853-854

V5 epitope: bases 1020-1061

Paolyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 18685-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3039-3277
pUC origin: bases 3702-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

Fig. 7. Esquema del vector comercial pcDNA3.1/V5-HiTOPO donde se muestra el sitio multiple de
clonacion empleado para la clonacién del CAl.

4.12 EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO
Una vez que se tuvieron colonias transformadas en agar LB con ampicilina se

les realiz6 la extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 2002), consistiendo en el siguiente protocolo: se eligieron varias

colonias, se identificaron y se transfirieron por separado a microtubos con 1 ml de

99 Invitrogen, EUA.



medio liquido LB con ampicilina; se incubaron a 37°C con agitacion vigorosa
durante toda la noche, una vez terminado el tiempo de incubacion se centrifugaron
a 12,000 x g por 1 min, se descarto el s/n y se dejé secar la pastilla retirando el
excedente de medio; se suspendieron en 100 pl de solucion | fria (glucosa 50 mM,
Tris-Cl 25 mM, EDTA 10 mM) y se homogenizaron vigorosamente las muestras;
se adicionaron 200 pl de la solucion Il fresca (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezclo el
contenido por inversion y se colocaron sobre hielo; se adicionaron 150 pl de la
solucion 1l fria (acetato de potasio 5M, &cido acético glacial), se mezclaron
suavemente con homogenizador eléctrico y se colocaron sobre hielo 5 min; se
centrifugaron a 12,000 x g, 5 min a 4C, se transfirio el s/n a un tubo nuevo, se
adicion6 1 vol igual de fenol-cloroformo (a una relacion 24:1, respectivamente),
nuevamente se mezclaron con homogenizador eléctrico, se centrifugaron a 12,000
X g por 2 min a 4C, se transfiri6 el s/n a un tubo nuevo, se precipitd con 2 vol de
etanol al100%, se mezclaron y se dejaron incubar durante 2 min a temperatura
ambiente; se centrifugaron a 12,000 x g por 5 min, se retird el s/n por decantacion,
se lavaron las pastillas con 1 ml de etanol frio al 70%, se centrifugaron a 12,000 x
g por 5 min; se removié el s/n por decantacién, se dejaron secar las pastillas a
temperatura ambiente y finalmente, las muestras se suspendieron con 20 pul de
solucion TE y se les agregdé RNasa A (20 pg/ml); se mezclaron y se incubaron

durante 30 min a 37°C y después se almacenaron a -20C.



4.13 PURIFICACION DEL PLASMIDO pc3.1CAl
Se realiz6 mediante la columna comercial Concert™ High Purity Plasmid

Midiprep System", la cual se basa en la adsorcion del ADN plasmidico a particulas
de silica en presencia de una solucion con alto contenido de sales. La purificacion
se realizé de acuerdo a las indicaciones del fabricante y el ADN fue suspendido

con 20 pl de agua inyectable estéril y conservado a -20°C hasta su uso.

4.14 TRANSFECCION DEL VECTOR pc3.1CAI EN CELULAS
HELA

Se realizé en células HelLa con el protocolo para el uso de Lipofectamina® al
cual se le realizaron algunas modificaciones para su utilizacion en botellas de
cultivo celular con una superficie de 25 cm?. Brevemente, para una botella con
cultivo celular HeLa con una confluencia al 100% se mantuvieron con medio de
crecimiento MEM, L-glutamina 2 Mm vy bicarbonato de sodio 0.1 mM, sin
antibioticos y con 10% de suero fetal bovino. Posteriormente, se retir6 el MEM, se
realizaron 3 lavados con PBS pH 7.4 y se agregaron 4 ml de medio de crecimiento
MEM sin suero. Para la mezcla de Lipofectamina™ y del vector se requiri6 una
cantidad total de 1250 pl de medio de crecimiento sin suero y sin antibioticos en el
que se diluyeron 6.25 pg de ADN plasmidico y 15.5 pl de de Lipofectamina™. Esta
mezcla se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Una vez terminado el
tiempo de incubacion, se agregd la mezcla anterior a la botella con el cultivo de

células Hela, se mezclé suavemente y se incubd a 37<C. Una vez transcurridas 5
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h, se agregaron otros 5 ml de MEM sin suero y se incubaron durante 19 h mas

(Ciccarone et al, 2000).

4.15 CONTEO DE CELULAS HELA TRANSFECTADAS Y
PREPARACION DE CELULAS PARA SU CONGELACION .

El conteo de las células se realizo utilizando la camara de Newbauer. A partir
de una botella de 25 cm? con células Hela transfectadas se agregaron 2 ml de
tripsina al 0.5 %, una vez desprendidas las células se tomaron 100 pl y se
mezclaron con 900 ul de azul de tripan (dilucion 1:10). Una vez que se hizo el
conteo y se determind el numero total de células HeLa por ml, a partir de la
suspension celular se realizé una dilucion para obtener una concentracion inicial
de 1, 000, 000 de células, para lograr dicha concentracion se utilizd la siguiente
formula CilxVil=Ci2xVf2 donde: Cil=concentracion inicial de la solucién 1, Vil=
volumen inicial de la solucién 1, Ci2=concentracion inicial de la solucion 2, Vf2=
volumen final de la solucion 2. A partir de la concentracion de 1, 000, 000 de
células HelLa se hicieron diluciones dobles seriadas, hasta llegar a una dilucién
1/64 con una concentracion final aproximada de 16,250 células. Cada dilucién de
células se mantuvo por separado en tubos de microcentrifuga, se centrifugaron a
0.8xg durante 5 min a 4°C, se obtuvo una pastilla, se retir6 el s/n y se
suspendieron en 1 ml de PBS pH 7.4 para lavarlas y retirar el excedente de
tripsina; se volvieron a centrifugar a 0.8xg durante 5 min a 4°C, se retir6 el s/ny
después se agregaron 0.8 ml de TRIZOL a cada tubo homogenizando
perfectamente la suspension celular. Posteriormente se siguidé el protocolo de

TRIZOL con las modificaciones anteriormente mencionadas y una vez que se



obtuvo el ARN total de cada una de las diluciones se utilizé en la RT-PCR junto
con los iniciadores VP2-1 y VP2-2 para poder determinar cual es la minima
cantidad de células Hela transfectadas empleadas para la amplificacion del CAl.
Para determinar las condiciones en las cuales pueden almacenarse y
manejarse las células HelLa una vez que se han transfectado y el tiempo en cual
todavia puede realizarse la extraccion de ARN total y lograr la amplificacion del
CAl, se realizaron los siguientes ensayos. Primero, a partir de una botella de 25
cm? con células Hela transfectadas se agregaron 2 ml de tripsina, una vez
desprendidas en esta suspension se contd el numero de células utilizando la
camara de Newbauer; a partir del nimero total de células por ml se realizaron
diluciones a partir de la suspension celular hasta obtener la concentracion de
62,500 células. Una vez obtenido el numero deseado de células se colocaron en
tubos de microcentrifuga y se centrifugaron a 0.8xg durante 5 min a 4°C, se
obtuvieron pastillas a la cuales se retird el s/n y se suspendieron en 1 ml de PBS
pH 7.4 para lavarlas y retirar el excedente de tripsina. Las células se volvieron a
centrifugar a 0.8xg durante 5 min a 4°C, se retir6 el s/n, se quito el excedente de
liquido colocando los tubos en posicion invertida durante 3 min y después las
pastillas fueron suspendidas con 0.8 ml de TRIZOL, finalmente se almacenaron a -
80°C durante 24, 48, 72 h., 7 d y 15 d. Una vez que pasaron los periodos antes
mencionados, en cada periodo se descongeld un tubo dejandolo sobre hielo. En
todos los tubos se siguio el protocolo de extraccion de ARN total y después se

realizé la RT-PCR para la amplificacion del CAL.



5. RESULTADOS

RT-PCR para la amplificacion de B-actina humana

Para la construccion del CAI primero se realiz6 la extraccién de ARN total a
partir de cultivo de células HeLa. Se obtuvo un ARN integro de adecuada calidad
en concentraciones mayores a 1ug/pl. En algunas muestras después de la adicion
de cloroformo fue necesario realizar un tratamiento extra con fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:24:1), este paso fue realizado para retirar el excedente de
proteinas y compuestos organicos. En las muestras tratadas se logro obtener un
ARN mas limpio. EI ARN se diluyé y se cuantific6 mediante un espectofotometro
logrando una concentracion entre 1 y 1.5 pg/ul. (Fig. 8a). Una vez obtenido el
ARN total a partir de cultivo de células HelLa se utilizaron 500 ng y los iniciadores
Actin-1 y Actin-2 para la amplificacion mediante RT-PCR de un producto esperado
de 394 pb correspondiente a un fragmento del gen de B-actina humana. En la fig.
8b se observan productos de amplificacién correspondientes a -actina humana
obtenidos mediante RT-PCR utilizando el ARN total que se observa en la figura

8a.
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Fig.8 Fotos de geles de agarosa al 1 é TAE tefiido con Br-E, donde se observan en Igfi8a ARN
total (1 pg/ul) extraido a partir de cultivo celula HelLa. Carriles del 1 al 2: cultivo celular HeLa yen la
fig 8b se observan productos de amplificacion dg-actina humana por medio de RT-PCR utilizando el

ARN total observado en la fig 8a. Carriles 1 al 28-actina humana. MPM= Marcador de peso
molecular 1 Kb.

Concentracion minima de ARN total para la amplifica ci6n de p-actina
humana

Con el fin de conocer la concentracidn minima de ARN total necesario para
la amplificacion de B-actina humana en la RT-PCR, a partir de 960 ng se hicieron
diluciones dobles seriadas hasta obtener una concentracion final de 15 ng. En este
experimento se determind que la concentracion minima de ARN total requerida
para la amplificacién de un producto de 394 pb correspondiente a un fragmento
del gen de B-actina humana son 60 ng de ARN total extraido a partir de cultivo de

células Hela. (Fig. 9)
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Fig 9. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAE teafo con Br-E, donde se observan productos de 394
pb correspondientes g-actina humana. Carriles de la dilucion (dil.) 1/2a la dil. 1/128 se observan
productos amplificados de diferentes diluciones: di1/2 (960 ng); dil.1/4 (480 ng); dil. 1/8 (240 npgdil.
1/16 (120 ng); dil. 1/32 (60 ng); dil. 1/64 (30 ngyil. 1/128 (15 ng). PM = Marcador de peso molecat 1
Kb.

Por otra parte, aunque los iniciadores Actin-1 y Actin-2 se disefiaron a partir
de la secuencia de ARNm del gen de B-actina humana, se considerd otro control
externo para asegurar que la amplificacion de 3-actina humana se lleva a cabo a
partir de ARNm y no a partir de la amplificacion de ADN gendmico presente como
contaminante durante la extraccion de ARN. Con este fin se realiz la extraccion
de ARN total a partir de cultivo de células HelLa, se tratd con DNasa | y después
se realizé la RT-PCR para la amplificacion de B-actina humana. De forma paralela
se realiz6 la extraccion de ADN gendmico, se agregd RNasa A y posteriormente
se realizo la PCR para la amplificacion de B-actina humana. Al visualizar los

productos mediante electroforesis en un gel de agarosa; en la reaccién de RT-



PCR se observd un producto de amplificacibn de 394 pb correspondiente al
producto esperado de (B-actina humana, mientras que en la reaccién de PCR con
ADN gendmico no se observéd ningun producto de amplificacion (Fig. 10) lo que
indica que la amplificacion del producto de 394 pb es obtenido a partir de ARNm.
Utilizando el programa Genetix? se hizo el alineamiento de los iniciadores Actin-1y
Actin-2 en la secuencia completa de ADN genomico del gen de B-actina humana
para conocer que el tamafio del producto esperado resultaria en un segmento de

601 pb
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Fig. 10. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAEitielo con Br-E, donde se observa un producto de
amplificacién de p-actina humana por medio de RT-PCR. Carril 1: RT-PQR utilizando ARN total de
células Hela tratado con DNasa; carril 2: PCR utilzando ADN gendmico de células Hela tratado con
RNasa. MPM=Marcador de peso molecular 1 Kb.

2 Genetix® version 6.1 1996-2002, Genetix CORP.



PCR-1 para la amplificacién del CAl

El producto de 394 pb obtenido mediante RT-PCR fue posteriormente
utilizado como molde en una primera PCR. Para ello se usaron los iniciadores
compuestos VP2-Actl y VP2-Act2, los cuales, en los extremos 3' tienen una
secuencia del gen de la B-actina humana y en los extremos 5' secuencias del gen
de la proteina VP2 del IPNV. Asi se obtuvo un producto de PCR de 436 pb que
corresponde al CAl. Al analizar los productos mediante electroforesis en un gel de
agarosa, se visualizaron dos bandas, una de 394 pb y otra banda de 436 pb (dato
no mostrado). Debido al resultado anterior, se realiz0 una segunda PCR para

obtener solamente productos de 436 pb.

PCR-2 para la amplificacion de un producto de 436 p b correspondiente al
CAl.

En esta segunda PCR se utiliz6 como molde el producto de amplificacion de
la PCR-1 y los iniciadores VP2-1 y VP2-2 especificos para la proteina viral VP2.
Se decidi6 la utilizacion de dichos iniciadores ya que en sus extremos contienen
secuencias pertenecientes a la VP2 del IPNV. Una vez realizada la PCR-2, se
logré amplificar un solo producto de 436 pb correspondiente al CAI (fig. 11) En la
fig 2 contenida en materiales y métodos se muestra la secuencia y el tamafio del
producto de 436 pb (construccion que incluye un segmento del gen [(-actina

humana y secuencias de la VP2)
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Fig.11. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAE tiefd con Br-E, donde se observan productos de

amplificacion de 436 pb correspondientes al CAl. Qailes 1 al 2: CAl. MPM = Marcador de peso
molecular 1 Kb.

Clonacion del CAl

Una vez lograda la obtencion de la amplificacion del producto de 436 pb
correspondiente al CAl, la construccién se insertd en el sitio maltiple de clonacién
del vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO®. Este sistema ofrece una estrategia de
clonacion altamente eficiente y rapida, en el cual un producto amplificado por PCR
se inserta en el sitio multiple de clonacion del plasmido sin necesidad de ligasa y
también ofrece la ventaja de contener el promotor de CMV que expresa en células
eucariontes el inserto de PCR clonado. El plasmido resultante se designé como
pc3.1CAl.

El pc3.1CAl se utilizo para transformar la cepa E. coli DH5a en placas de
agar LB con ampicilina usando el protocolo de transformacion para células

competentes mediante transformacion quimica.



Para identificar a las colonias bacterianas portadoras del plasmido con el
inserto se eligieron aleatoriamente colonias bacterianas transformantes de las
cuales se obtuvo el ADN plasmidico.

Posteriormente, se realizé una tercer PCR utilizando los iniciadores VP2-1y
VP2-2 para comprobar la presencia de la secuencia del CAl en el ADN plasmidico
extraido a partir de las colonias bacterianas transformantes seleccionadas. En

dichas colonias se logré amplificar el CAI (Fig. 12)
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Fig. 12. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAEftielo con Br-E, donde se observan productos de
amplificacién del CAl por medio de PCR utilizando ADN del pc3.1CAl. Carriles 1: CAl amplificado a
partir de la clona 1; carril 2: CAl amplificado a partir de la clona 2. MPM = Marcador de peso
molecular 1 Kb.

Una vez que se comprobd la presencia del CAl en las clonas seleccionadas
y se realizd la purificacién del ADN plasmidico; se realizd la transfeccion del
pc3.1CAl en cultivo de células HeLa mediante el uso de Lipofectamina™, esto con

la finalidad de expresar en células eucariontes la secuencia del CAl clonado.



Para confirmar la expresion del ARNm del CAl, se realizo la extraccion de
ARN total en células Hela transfectadas y una vez obtenido se realiz6 una RT-
PCR utilizando los iniciadores Actin-1 y Actin-2 para la amplificacién de B-actina
humana y la amplificacion del CAI con los iniciadores VP2-1 y VP2-2. Se
consideraron como controles negativos: células Hela transfectadas con el
plasmido pcDNA3.1/V5-His-TOPO® sin el inserto, células Hela tratadas con
Lipofectamina™ y células HeLa sin transfectar. En las células HeLa transfectadas
tanto a las 24 h como a las 36 h post-transfeccion se logré amplificar B-actina
humana y el CAI, mientras que en los controles negativos solamente se logro

amplificar un producto correspondiente a (3-actina humana (Fig. 13).

Fig. 13. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAEiftielo con Br-E, donde se observan productos de
amplificacién mediante RT-PCR, correspondientes §-actina humana de 394 pb (carriles nones) y al
CAI (carriles pares) de 436 pb, a partir de cultivode células Hela transfectadas. Carril 1y 2: célab

Hela transfectadas con el plasmido pcDNA3.1/V5-HiFOPO® sin el inserto; carril 3 y 4: células HeLa
tratadas con Lipofectamina; carril 5 y 6: células HeLa sin transfectar, carril 7 y 8: células HelLa
transfectadas con el plasmido pc3.1CAl a las 24 harril 9 y 10: células HelLa transfectadas con el
plasmido pc3.1CAl a las 36 h. MPM = Marcador de pesmolecular 100 pb.



Con el fin de conocer el nivel de expresion del CAl en células HelLa
transfectadas, se comparo el nivel de expresion del CAl con la expresion del gen
de B-actina humana, para lo cual se hicieron diluciones dobles seriadas
comenzando con 950 ng de ARN total hasta 29.6 ng. En este experimento se
detectdé que con 59.3 ng de ARN total extraido a partir de cultivo celular HelLa
transfectado se logré la amplificacion de B-actina humana, mientras que con 118.7

ng de ARN total se logré la amplificacion del CAl (Fig. 14)
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Fig. 14. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAEftielo con Br-E, donde se observan productos de
amplificacion mediante RT-PCR a partir de diluciones dobles seriadas iniciando con 950 ng de ARN
total de células Hela transfectadas. Carriles 1, &, 7, 9 y 11-actina humana; carriles 2, 4, 6, 8,10y
12: CAl. MPM = Marcador de peso molecular 100 pb.

Una vez que se logré expresar el CAl en células HelLa y se comparo el nivel
de expresién con respecto al gen de B-actina humana fue necesario conocer la
cantidad minima requerida de células HelLa transfectadas durante la extraccion de
ARN total para la amplificacion del CAIl. Para esto, se hicieron diluciones dobles
seriadas a partir de 1, 000, 000 de células HelLa transfectadas. Posteriormente, se
realizd la extraccion de ARN total y se hizo la RT-PCR para amplificar el CAl

utilizando los iniciadores VP2-1 y VP2-2. En este experimento, se detectd que la



cantidad minima de células HelLa transfectadas requerida para la amplificacion del

CAl es con 62, 500 células (Fig.15)

MEM

Fig.15. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAE tigfd con Br-E, donde se observan productos de
amplificacion del CAl a partir de diluciones doblesseriadas de cultivo de células HelLa transfectadas.
Carril 1: 1,000,000 células, carril 2: 500,000 célsarril 3: 250,000 céls, carril 4: 125, 000 célsarril 5:

62,500 céls, carril 6: 31,250 céls, carril 7: 15,6Z¢éls. MPM=Marcador de peso molecular 100 pb.

También se determinaron las condiciones y los periodos de tiempo durante
los cuales deben mantenerse las células HelLa transfectadas hasta su utilizacion
con las muestras clinicas. Para esto, una vez que se obtuvieron células HelLa
transfectadas se mezclaron con TRIZOL y se congelaron a -80C, posteriormente
se descongelaron a las 24,48 y 72 h para hacer la extraccion de ARN total y la RT-
PCR (dato no mostrado). Puesto que en los tiempos anteriores de congelacion se
logré la amplificacion del CAl se decidio prolongar el tiempo de congelacion a 7 y

15 d. En ambos periodos se logro la amplificacion del CAl (Fig. 16).
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Fig. 16. Foto de un gel de agarosa al 1 % en TAEftielo con Br-E, donde se observan productos de
amplificacion del CAl y B-actina humana a partir de cultivo de células HeLdransfectadas conservadas
en TRIZOL a -80°C. Carril 1: p-actina humana, 7 dias (d); carril 2: CAl, 7 d; caril 3: g-actina
humana, 15 d; carril 4: CAl, 15 d. MPM = Marcador de peso molecular 1 Kb.

Por dltimo, la utilizacion de las células Hela transfectadas con el CAl se
evalué empleando dichas células con muestras de peces sospechosos a IPNV.
Las células Hela transfectadas se adicionaron junto con 6érganos o crias
completas de trucha arco iris; se realizo la extraccion de ARN total y finalmente se
hizo la RT-PCR. Esta metodologia permite evaluar las condiciones de la prueba
desde la extraccion de ARN hasta la RT-PCR, puesto que utilizando los
iniciadores VP2-1 y VP2-2 se logra la amplificacién del CAl y un producto de 232
pb perteneciente a un fragmento de la VP2 del IPNV en muestras positivas. Los
resultados obtenidos a partir de las muestras de 6rganos fue la amplificacion del
producto de 436 pb correspondiente al CAl mientras que 3 muestras de crias
completas no se obtuvo amplificacion (Fig.17). Se procesaron en total 30
muestras de trucha arco iris y en la fig. 17 se muestra una imagen donde hubo

fracaso en la reaccion de RT-PCR cuando se utilizaron 3 muestras diferentes de



crias completas de trucha arco iris, mientras que en las 27 muestras de 6rganos

de trucha arco iris restantes se logré la amplificacion del CAL.

MFM 1

Fig.17. Foto de un gel de agarosa al 1.5 % en TA[Eftido con Br-E, donde se observan productos de
amplificacién del CAl a partir de muestras de rifién bazo y crias de trucha con la adicion de cultivde
células Hela transfectadas. Carril 1: muestra rifiéia; carril 2: muestra bazo4Ra, carril 3: bazo2b,
carril 4: cria044, carril 5: cria014, carril 6: cria01. MPM = Marcador de peso molecular, ladder 1 Kb.

Debido a que no se obtuvo la amplificacién de un fragmento del IPNV, se
decidi6 buscar la secuencia de los iniciadores VP-1y VP-2 en las diferentes cepas
reportadas para IPNV y se observé que estos iniciadores son adecuados para
lograr una amplificacién mediante RT-PCR en la mayoria de las cepas reportadas
en el GeneBank. En la fig.18 se muestra el alineamiento del iniciador VP2-1 en

cepas de IPNV y en la fig. 19 se muestra la secuencia del iniciador VP2-2.
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Fig. 18. AImeamlento del iniciador VP2-1 con d|feentes cepas de IPNV reportadas en @eneBank En
el recuadro rojo se muestra la complementaridad dehiciador con algunas cepas virales de IPN.

CAACAAGAGGAT CAAGTACC PGCEAGAG I TEATGETAT AAATETATCC S COABEAACTECALS
'lﬁﬁ.-.hhuﬁ.&ﬁh“-..&ﬂu?.‘n PG GATAGITGATGECAT TARATGLATC L G ACEALIPA AN
CPGGEAGAGT 'IGFLTGG ; "ﬁ.?\.il.TG 3 GLCOAGEALITE M‘
CARCAAGAGGATCAAGTACCTGEGAGAGITGATGE :‘LHTGI CCEG \CGAGGALT TG
CARGAGGATCAAGTATC TaGEECAR TRAT I
REGATCAAGTACCTEGE AR TG
RGGAT CAACTACCTGOGHGAR TG
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CAECACCATCAACTACCPEEGE » TE 5 1
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Fig. 19. Alineamiento del iniciador VP2-2 con difeentes cepas de IPNV reportadas en €eneBank. En
el recuadro azul se muestra la complementaridad déhiciador con cepas virales de IPN.



Por dltimo, para confirmar que el producto esperado de 436 pb
correspondiente al CAI fue el mismo producto que se cloné en el pcDNA3.1/V5-
His-TOPO®, el plasmido pc3.1CAl una vez purificado se mandé a secuenciar a la
Unidad de Secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular perteneciente a la
UNAM. El andlisis de la comparacion muestra que aunque la secuencia clonada
es igual a la esperada, el producto de 436 pb quedo insertado en sentido contrario.
En la fig. 20 se muestra la secuencia completa del CAl, incluyendo las secuencias

de los iniciadores VP2-1y VP2-2.

SEQSECUEMCIA PCDMAS.1:724 bp;

Compaosition 141 A; 214 C; 199 G; 183 T, 5 OTHER

Percentage: 19% A; 29% C; 27% G; 25% T, 1%0THER

Maolecular'Weight (kDa): ssDNA: 228,63 dsDMA:457.5

1 CTEECTAGTTAAC TTGGTACCGAGCTCGGEA TCCACTA GTCCA GTGTEETEGAATTGCOCT
61 TTGECAGTT CCTCGTC CATCCCGA GTACTTGCGCTTAGGAG G AGCAATGAT CTTGATCTTC

TECATCCTGTCGGCAATGCLAGGGETAL
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361 COGTCAGGLAGCTOGTAGCTCTTCTCCAGEGAGGAGCTEEAAGCAGLCETEGLCATCTCT
421 TECTCGAAGTCCA GEELGACGT AGCACAALTT CTCLTTAA TEGTCACGCACGATTTCTITG
481 ATGTCTACACCGLAGATAAGEGCAATTCTGCAGATATCCAGC ACAGTEGECGGELCECTCGA
E41 GTCTAGAGGGCCCGCGETTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATT
601 CTACGCGTACCGGTCATCATCACCATC ACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATC AGCCTCGA
661 CTGTGC CTTCTAGTT GCCAGC CATCTGTTGT TTGCCC CTCCOCCGTGCCT TCCT TG MCC

721 TGEGEA

Fig. 20. Resultado del analisis de secuenciacion ge3.1CAI. Secuencia completa del CAl en color
marrén y flanqueado en color azul por la secuencidel iniciador VP2-2 y en color rojo la secuencia de
iniciador VP2-1.



6. DISCUSION.
En este trabajo se construyd un control de amplificacion interna (CAl), el cual

esta compuesto en el centro por la secuencia de un segmento del gen de B-actina
humana y los extremos por fragmentos de la secuencia de la proteina VP2 del
IPNV. Después este CAIl fue expresado en células HelLa y se establecieron las
condiciones de uso para la aplicacion de dicho control. De forma especifica, se
determin6 el numero de células HelLa transfectadas requeridas para su
amplificacion del CAl y el método para su conservacion. Finalmente, estas células
se emplearon junto con muestras sospechosas a IPNV para evaluar la
metodologia desde la extraccion de ARN total hasta la RT-PCR y determinar
alguna falla a lo largo del procedimiento y por consiguiente resultados falsos
negativos.

Aunque las pruebas de diagnostico molecular son rapidas, sensibles y
especificas, no estan exentas de tener resultados falsos negativos. Una falla en la
reaccion puede deberse a una incorrecta mezcla de los reactivos, mala actividad
de la ADN polimerasa o mal funcionamiento del termociclador. Estas situaciones
pueden evaluarse utilizando controles positivos. Las muestras clinicas, éstas por
su origen pueden contener factores inhibidores o éstos pueden ser adicionados
durante el procedimiento de extraccion de los &cidos nucleicos ocasionando
resultados falsos negativos. A diferencia de los controles positivos externos, la
aplicacion de los CAl al ser colocados en cada una de las muestras clinicas
sospechosas, generan informacion sobre la eficiencia de la extraccién de las
acidos nucleicos, asi como las condiciones en las que se lleva a cabo la reaccién

en cada una de las muestras, detectando con precisién las muestras verdaderas



negativas. Numerosos estudios demuestran que existen sustancias inhibidoras,
gue pueden actuar durante la extraccion de los acidos nucleicos, degradandolos o
secuestrandolos, o en etapas posteriores inhibiendo la Polimerasa. Aunque
existen una gran variedad de inhibidores, como hemoglobina, urea, acidos biliares,
grasa, Ca®** y heparina, en la mayoria de los casos no se sabe la manera en la que
actuan. Debido a la condicion anterior, en este trabajo se construyé un CAl de tipo
competitivo disefiado para utilizarse en conjunto con muestras sospechosas a
IPNV, las cuales en su mayoria contienen elementos inhibidores que pueden
ocasionar errores en la RT-PCR (Wilson, 1997). Durante este estudio se pudo
observar la inhibicion de la amplificacion del CAl en algunas muestras,
especificamente las correspondientes a crias completas de trucha. Este resultado
puede deberse a la presencia de factores inhibidores de la reaccion, los cuales
podrian haber estado en el contenido intestinal o deberse a una excesiva cantidad
de grasa y tejido. Lo anterior demuestra que si existen sustancias inhibidoras en
las muestras de trucha y la adicion del CAl en dichas muestras permiti6 identificar
los resultados falsos negativos que representan un problema grave en el
diagndstico de IPNV.

En el CAIl de tipo competitivo se utiliza un solo juego de iniciadores para
amplificar tanto al CAl como a la secuencia blanco, es importante considerar que
en este caso, la amplificacion del CAl puede competir con la amplificacion del otro
producto de interés, puesto que existe competencia entre el control y la secuencia
blanco por los reactivos y los iniciadores. Por tal motivo, para evitar favorecer
alguna de las dos reacciones, Hoorfar recomienda considerar que el tamafio del

CAl siempre debe ser mayor al de la secuencia blanco, debido a que la reaccion



cinética se verd inclinada hacia la amplificacion del producto de menor tamafio
(Hoorfar et al, 2004).

En este trabajo se decidié construir un CAI de tipo competitivo, ya que con los
controles de tipo no competitivo se tienen las siguientes desventajas: se requiere
una PCR simultdneo en la cual las condiciones de temperatura y de la reaccion
sean las adecuadas para la amplificacion de dos reacciones diferentes, puesto
gue se utilizan dos juegos diferentes de iniciadores se corre el riesgo de
interacciones inespecificas entre ellos; de igual forma este control puede no
necesariamente reflejar las condiciones de amplificacion de la secuencia blanco.

Considerando lo anterior, se construydo un CAI de tipo competitivo con un
tamafo de 436 pb mientras que la amplificacion de la VP2 del IPNV tiene un
tamafio de 232 pb. Esta diferencia de tamafio permite favorecer la amplificacion
del producto de 232 pb, detectar y diferenciar mediante electroforesis al CAI del
producto amplificado perteneciente al IPNV.

Otros autores han utilizado controles internos competitivos en el diagndstico
de diferentes enfermedades infecciosas. Estos investigadores observaron que la
adiccion del control interno no compromete el limite de deteccion de la secuencia
blanco y dicho control sirvi6 como indicador de la prueba detectando falsos
negativos (Rosenstraus et al., 1998; Siebert y Larrick, 1992; Sachadyn y Kurt,
1998; Dreier et al.,, 2005). Existen experimentos donde se reportan resultados
negativos, pero algunos de estos corresponden realmente a resultados falsos
negativos. Maauroufi y col disefiaron un control interno multiple para la deteccion
de 5 microorganismos de diferente naturaleza (4 virus y un parasito); donde éste

control contenia todas las secuencias de los iniciadores sentido y contrasentido. El



control interno se utiliz6 analizando 614 muestras y el fracaso en la PCR se
presentd con una frecuencia de 0 a 8.8% de inhibicion. Ademas, observaron que
en las reacciones en las que agregaron una alta concentracion de ADN del
microorganismo se origind una inhibicion o desaparicion de la sefial del CAl, para
resolver este problema hicieron diluciones del ADN vy finalmente lograron la
amplificacion del CAIl en algunas muestras (Maauroufi et al., 2006). Jason y col,
mencionan que un adecuado método de extraccion de ARN junto con la adicion de
adyuvantes como albumina sérica bovina y polivinilpirrolidona pueden reducir los
efectos de inhibidores presentes en la reaccion, pero sin un adecuado control
interno para la RT-PCR la efectividad de la reaccion en muestras clinicas no
puede ser evaluada. Por tal motivo, en el 2005, disefiaron un control interno
competitivo para la técnica de Transcripcion Reversa quantitativa-Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (QRT-PCR) en el diagnéstico de enterovirus en muestras
medioambientales. El 93% de las muestras (25 de 27) tuvo un fracaso en la
reaccion. Después, las muestras que mostraron una inhibicion de la reaccion
fueron diluidas y posteriormente incluidas en una nueva reaccion junto con el
control interno y el 15% (4 de 27) de las muestras determinadas como negativas si
contenian el genoma viral (Jason et al., 2006). Debido a lo anterior, es importante
utilizar CAl para detectar resultados falsos negativos y asi disminuir errores en la
interpretacion de los resultados obtenidos en la PCR y RT-PCR.

El primer paso para la construccion del CAl es obtener de la muestra un ARN
con cantidad y calidad suficiente para lograr la amplificacion del producto
esperado en la RT. Segun Kerr y Cunningham, Lopez-Vazquez y col, los métodos

de extraccion de acidos nucleicos deben de evaluarse antes de ser incluidos en



una técnica de diagnaostico de rutina (Kerr y Cunningham, 2004, Lopez-Vazquez et
al., 2006). El método utilizado en este trabajo para la extracciéon de ARN a partir de
cultivo de células HelLa se bas6 en el uso de isotiocianato de guanidina
(Chomczynski y Sacchi, 1987), éste método fue adecuado puesto que se obtuvo la
calidad y cantidad suficiente para la amplificacion de la B-actina humana y el CAl
en la RT-PCR.

Una vez obtenido el ARN se utilizaron los iniciadores Actin-1 y Actin-2, los
cuales fueron utiles para lograr la amplificacion mediante RT-PCR de un producto
esperado de 394 pb que corresponde a un fragmento del gen de B-actina humana.
Por lo tanto el disefio de estos iniciadores fue optimo para la amplificacion del
fragmento de 394 pb el cual se logra solo a partir de ARNm de células HelLa.

Para conocer la concentracion minima requerida en la RT-PCR para la
amplificacion un fragmento del gen de B-actina humana se hicieron diluciones de
ARN total extraido de cultivo de células HelLa y se utilizaron para amplificar al
producto que corresponde a B-actina humana. Tres repeticiones de este ensayo
fueron consistentes para determinar que con 60 ng de ARN total a partir de células
Hela se logra amplificar el fragmento de 394 pb.

El CAl se construy6 utilizando el producto de amplificacion de B-actina humana
y los iniciadores compuestos VP2-Actl y VP2-Act2. Aunque inicialmente, en la
PCR 1 se obtuvieron dos productos, uno de 394 pb correspondiente a la B-actina y
otro de 436 pb correspondiente al CAl, finalmente al realizar otra PCR utilizando
como molde los productos de la PCR 1 y los iniciadores VP2-1 y VP2-2 se logro

obtener un sdlo producto de 436 pb.



Utilizando el Programa Blast del NCBI se logro determinar la especificidad de
los iniciadores VP2-1 y VP2-2, la cual se confirmd mediante el analisis realizado
para determinar el porcentaje de homologia con otros organismos. Al utilizar
solamente las secuencias en las cuales se detecté homologia entre los iniciadores
VP2-1y VP2-2 y las secuencias reportadas se determind que existia un 100 % de
identidad solo con cepas de IPNV. De igual forma, para confirmar el alineamiento
de los iniciadores VP2-1 y VP2-2 se utilizd el programa Genetix. Los resultados
obtenidos correspondieron a los esperados en los cuales se obtuvo una
complementaridad de los iniciadores con la mayoria de las cepas de IPNV
reportadas.

Mediante el andlisis bioinformatico se comprobo la utilidad de los iniciadores
VP2-1 y VP2-2, reportados y utilizados por Taksdal en el 2001. Los resultados
mostraron que estos iniciadores son especificos y son adecuados para obtener un
producto de amplificacion mediante RT-PCR en la mayoria de las cepas de IPNV
reportadas. Los anteriores resultados son respaldados por los experimentos
realizados en el pais por la Universidad Auténoma de Chihuahua y el Centro
Nacional de Servicios de diagnéstico en Salud Animal (CENASA) en donde se
comprob¢ la utilidad de dichos iniciadores para detectar IPNV en muestras de
truchas asintomaticas obtenidas en granjas productoras de trucha arco iris
presentes en el pais (Guerrero, 2007).

Una vez obtenida la construccion del CAIl, se clon6 en el plasmido
pcDNA3.1/V5-His TOPO®, éste tiene el promotor de CMV que expresa en células
eucariontes el inserto de PCR. El plasmido resultante se identifico como pc3.1CAl.

Una vez que se obtuvo la clonacion del CAl se mandé a secuenciar y el andlisis de



comparacion demostrd que el producto clonado es igual al producto esperado de
436 pb. Y aunque el inserto no se encontraba en la direccibn correcta de
traduccion, este hecho no afect6 el objetivo del experimento.

Para conocer el comportamiento del CAl en el vector con el sistema eucarionte
elegido en este trabajo, se comparé el nivel de expresion del CAl con respecto al
de la B-actina humana, puesto que se conoce que el gen de la B-actina humana es
un gen constitutivo y su nivel de expresion se utiliza como control de referencia
para muchos estudios (Thellin et al., 1999). Para conocer la sensibilidad de
deteccion de moléculas de ARNm de este ensayo, los resultados obtenidos fueron
estimados por comparacion a los niveles de expresion de ARNm para B-actina
reportados en la Enciclopedia GeneCard del Instituto de Ciencia Weizmann. En
ésta enciclopedia se integra informacién almacenada en las principales fuentes de
datos como la de NCBI, también se incluyen lo datos de expresion de genes
obtenidos mediante diferentes métodos como microarreglos y qRT-PCR. El dato
obtenido a partir de esta enciclopedia es que 1 ug de ARN total extraido a partir de
células humanas contiene 1.2 x 10® moléculas de ARNm del gen de B-actina
humana. Por lo tanto, si en este ensayo se aprecié que se requiere 118.7 ng de
ARN total para amplificar el CAl esto equivale a 14, 244, 000 moléculas de ARNm,
mientras que para amplificar B-actina se necesitaron 59.3 ng de ARN total
equivalente a 7, 116, 000 moléculas de ARNm para su amplificacién. Esto va
aunado con el numero de células transfectadas que se requieren para la
amplificacion del CAIl. En este estudio, también se determind que la cantidad
minima de células Hela transfectadas requeridas son 62,500 células, mantenidas

con TRIZOL a -80°C durante un periodo no mayor a 15 dias. Considerando los



experimentos anteriores puede asumirse que utilizando un plasmido con un
promotor de expresion en células eucariontes la expresion del CAl con este
sistema no tuvo un nivel de expresion similar al de la B-actina humana. 62,500
células puede parecer un niamero excesivo, sin embargo debe contemplarse que
no se sabe el numero real de células HelLa transfectadas. Un experimento que
puede considerarse a partir de los resultados obtenidos en este trabajo, es que en
ensayos posteriores para el disefio de CAIl para RT-PCR se utilicen vectores de
expresion que contengan genes reporteros como la proteina verde fluorescente
para conocer con exactitud la eficiencia de transfeccion y optimizar la cantidad de
células HeLa empleadas (Cubitt, 1995; Tsien, 1998).

Finalmente, el uso del CAIl se evalu6é con la adicion de células Hela
transfectadas a muestras de peces sospechosos a IPNV. La amplificacién del CAl
apoya la interpretacién de los resultados, ya que la presencia de la amplificaciéon
del CAl y la ausencia de la amplificacion del IPNV permite validar un resultado
verdadero negativo, de igual forma la amplificacion del CAIl y del producto
correspondiente al fragmento de la proteina VP2 del IPNV en una muestra clinica
sospechosa puede reportarse como positiva.

Aungue la amplificacion del IPNV no se detectd en las muestras clinicas, la
deteccion del CAI provee una confianza de que las condiciones en las cuales se
realizaron la extraccion de ARN total y la RT-PCR fueron correctas y que no hubo
factores inhibidores. En algunos casos, la amplificacion del CAl y la ausencia de la
amplificacion de la secuencia blanco puede deberse a la baja cantidad de
microorganismos presentes en la muestra clinica, sobre todo cuando las muestras

no son conservadas adecuadamente, esto en el caso especifico de la deteccion de



particulas virales, donde el ARNv es muy sensible a la degradacion (Dingle et al.,
2003). En el caso de inhibicion de la amplificacién del CAl y/o del IPNV cuando se
utilizaron crias completas de trucha arco iris este resultado puede asociarse a las
reacciones en las que estan presentes una alta concentracidn de sustancias
inhibidoras que originan una inhibicion o desaparicion de la sefal del CAl, para
resolver este problema pueden realizarse diluciones del ARN total incluido en la
RT-PCR (Maauroufi et al., 2006;

El CAl fue disefiado en este trabajo para identificar resultados falsos
negativos cuando se trabajan muestras clinicas y que por su naturaleza se
considera que pueden contener factores inhibidores. Existen varios trabajos donde
se construyen y se utilizan CAIl cuando realizan el diagnéstico de microorganismos
en muestras bioldgicas, pero a la fecha no se ha reportado ninguno en que se
utilice un sistema de expresion en células eucariontes para producir moléculas de
ARNm del CAIl. Por lo anterior, es importante mencionar que la adiccion de células
HelLa transfectadas con el plasmido pc3.1CAl a las muestras clinicas permite
evaluar desde la metodologia de extraccion de ARN total hasta las condiciones en
las que se realizé la RT-PCR para el diagnostico de IPN.

La cepa de IPNV aislada y genotipificada por Guerrero y col. en el 2008,
gue fue donada a la Direccibn General de Investigacion en Acuacultura del
Instituto Nacional de la Pesca, SAGARPA, puede ser utilizada como cepa de
referencia junto con el CAIl para el control positivo en el diagnostico de IPNV en
ensayos posteriores.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en éste trabajo, se considera

gue se cumplio el objetivo general y los objetivos especificos planteados. De igual



se acepta la hipétesis ya que, la utilizacién de controles internos en la RT-PCR
para el diagndstico de la necrosis pancreatica en los salmoénidos permitio

identificar resultados falsos negativos.



7. CONCLUSIONES
1. Se construy6 un sistema de produccion de moléculas de ARNm utilizando

un vector de expresion para células eucariontes. Este vector fue empleado como
control de amplificacién interna (CAI) y se demostré su utilidad para monitorear las
condiciones en las cuales se realiza la extraccion de ARN hasta la amplificacion

de las secuencias blanco durante la RT-PCR.

2. La adicion del CAl a muestras de trucha arco iris permitié detectar

resultados falsos negativos.

3. Este CAI puede ser utilizado y reproducido en cualquier laboratorio que

realice el diagndstico de IPNV.

4. Este es el primer trabajo en el cual se disefia un control de amplificacion

interna para apoyar el diagnostico de IPNV en México.



8. PROSPECTIVAS

Evaluar el CAl con otros sistemas en los cuales se incluya cultivo celular
infectado con IPNV, virus de IPN o0 muestras infectadas
experimentalmente con titulos virales conocidos.

Realizar ensayos de competencia en la RT-PCR, entre el CAl y el virus
de IPN para determinar la concentracion minima detectable del IPNV.
Hacer una evaluacion mas extensiva del CAIl utilizando un namero

mayor de muestras sospechosas a IPN.
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