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RESUMEN

VALLADARES RIVEROLL BLANCA. Analisis sobre la presencia de morbillivirus en una
poblacion de manaties antillanos (Trichechus manatus manatus) en Villahermosa,
Tabasco, México. (Bajo la direccién de Dr. Daniel Martinez Gémez y MC José Ramirez

Lezama).

Morbillivirus ha sido la causa de altas mortalidades en mamiferos marinos tales como
focas comunes (Phoca vitulina), delfines nariz de botella (Tursiops trucantus), ballenas
piloto (Globicephala sp), entre otras especies. En manaties son pocos los estudios
realizados sobre morbillivirus. En este trabajo, se realizé un estudio para detectar la
presencia de morbillivirus en manaties antillanos de vida libre en Villahermosa, Tabasco,
durante los meses de mayo y septiembre del 2009. Se colectaron y analizaron 10
muestras de secrecion nasal de manati mediante la técnica de transcripcién reversa
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR); para la cual, se construy6
un control de amplificacion interna, cuyos extremos tenian la secuencia del gen P de
morbillivirus y el centro contenia la secuencia del gen de la proteina verde fluorescente
(GFP) con la finalidad de demostrar su presencia. No se obtuvo una amplificacién en
ninguna de las muestras. Mediante la realizacion de un inmunoensayo enzimatico
(ELISA), usando el virus de Distemper canino como antigeno de captura se analizaron 11
muestras de suero sanguineo de manaties antillanos y no se encontré evidencia de
exposicion al virus. Este es el primer trabajo realizado sobre morbillivirus en manaties
antillanos de vida libre en México. Los resultados obtenidos mediante la RT-PCR y el
ELISA no muestran evidencia de la presencia de morbillivirus en la poblacién de manaties
antillanos de Villahermosa, Tabasco, México. Sin embargo, no se puede descartar la

posibilidad de que el virus se encuentre circulando en aguas mexicanas.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En las ultimas décadas se han incrementado los reportes de brotes infecciosos en
mamiferos marinos, el aumento en la mortalidad entre las diferentes poblaciones ocasiona
cambios drasticos en la abundancia, estructura y dinamica poblacional. En algunos casos

las muertes han sido resultado de enfermedades virales ™.

En abril de 1988, en Europa murieron aproximadamente 18,000 focas comunes (Phoca
vitulina) que representaban el 57% de la poblacion, afectando en menor proporcion a
focas grises (Halichoerus grypus). Est4 epizootia comenz6 en Anholt, una isla danesa y
se extendid a las costas de Suecia, Paises Bajos, Noruega, Alemania, Reino Unido e
Irlanda ** “. El descubrimiento de cuerpos de inclusién similares a los de distemper en el
tejido de los animales asi como la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus
de distemper canino, condujeron al aislamiento viral. Se lograron aislar Herpesvirus y
Picornavirus, sin embargo se determin6 que éstos no habian sido la causa de las
muertes. Un nuevo morbillivirus, Virus de Distemper de los Fécidos (PDV), fue aislado a
partir de cultivos celulares primarios de rifién, pulmén y otros érganos, estableciéndose
como el agente causal. Recientemente morbillivirus ha sido identificado como la causa de

altas mortalidades en mamiferos marinos 34567891

La fuente del virus es aln desconocida, sin embargo existen diferentes teorias sobre su
origen. Una de ellas sugiere que la fuente del virus fueron carnivoros terrestres, tomando
como base diversos estudios seroldégicos que mostraban la presencia de anticuerpos
neutralizantes contra un morbillivirus (probablemente PDV) en estos animales por

periodos prolongados, sin que se lograra el aislamiento de ningun virus de distemper



canino [ 7 10:11, 12,13, 14,15, 16, 17. 18] 'Fny o| caso del brote de 1988 en Anholt, Dinamarca, se

piensa que las focas grises fueron los vectores de la infeccion 2% 112,

Entre 1980 y 1994, en América del Norte, se realizaron estudios seroldgicos en focas
comunes y focas grises, encontrandose en las costas del Atlantico, anticuerpos
neutralizantes contra PDV en 37% de las focas comunes y 73% de las focas grises;
mientras que en las focas del Pacifico no se encontré evidencia de anticuerpos contra

morbillivirus 4,

A finales de 1988, en el Lago Baikal se present6 una mortalidad de aproximadamente
18,000 focas siberianas (Phoca sibirica) las cuales mostraron la misma signologia que las
focas comunes en Europa. De estos animales se logré el aislamiento de un virus, al que
se llamé, morbillivirus de las focas Baikal, referido también como Virus de Distemper de
los Fécidos-2 (PDV-2) 5 9 2. 211 Estydios posteriores, identificaron a este morbillivirus

como una cepa del Virus de Distemper Canino (CDV) & # 51921,

Igualmente, mas de 10,000 focas del Caspio (Phoca caspica) murieron entre abril y junio
del 2000 en las costas de Kazakhstan, Azerbaijan y Turkmenistan, todos los casos se

atribuyeron a infeccién por CDV 2% 22,

En mayo de 2002, disminuyé drasticamente la poblacion de focas comunes (Phoca
vitulina) en la Isla Anholt, al norte de Dinamarca y una vez mas se aisl6 PDV,
estableciéndose, asi como el agente causal. Para junio del mismo afio, la enfermedad se
habia extendido hasta Suecia, Noruega, Paises Bajos, Alemania, Dinamarca, Bélgica,
Francia, Gran Bretaiia y el oeste de Irlanda. En Alemania murieron aproximadamente
7,500 focas, acabando con el 51% de la poblacién, mientras que en Paises Bajos la

mortalidad fue del 54%, similar a la de 1988 (53%), sugiriendo que la virulencia del PDV



para focas comunes no habia cambiado * * ™ ™ La duracién de la epizootia fue
aproximadamente 9 meses, y en algunas localidades fue mas corta que la ocurrida en

1988 (93 dias contra 115, en el caso de Paises Bajos) [ 1%,

Estudios moleculares realizados durante las epizootias de focas comunes, mostraron una
homologia del 99% en la secuencia de la proteina P entre el virus aislado en Dinamarca y
el aislado en Paises Bajos en 2002 y 97% de similitud entre la epizootia de 1988 y 2002,

indicando que estos virus estaban estrechamente relacionados ..

Entre 2006 y 2007, la mortalidad de focas comunes, grises y de casco (Cystophora
cristata) aument6 de manera inusual en las costas de Maine y Massachussets en Estados
Unidos. A partir de muestras de higado se logré aislar un morbillivirus y se confirmé la

presencia de PDV. Este virus mostré alta similitud con el PDV de la epizootia de 1988 13,

Los primeros ejemplos documentados de infeccién por morbillivirus en cetaceos, fueron
seis marsopas comunes (Phocoena phocoena) encontradas en las costas de Irlanda a
finales de 1988, de estos animales fue aislado el morbillivirus de las Marsopas [Porpoise

Morbillivirus (PMV)] [ 524 29,

En julio de 1990 en las costas de Espafia, se encontr6 en delfines listados (Stenella
coeruleoalba), el morbillivirus del delfin [Dolphin Morbillivirus (DMV)], el cual se diseminé
rapidamente por el mar Mediterraneo llegando hasta las costas de Grecia y Turquia para
1992, se desconoce el nimero de animales muertos ¥ > 2 %1 Afios mas tarde se
encontraron dos delfines comuan del Mar Negro (Delphinus delphis ponticus) en las costas
de Crimea, cuya muerte fue causada por morbillivirus, lo cual sugiere un contacto con

delfines listados del mar Mediterraneo 7.



En el continente americano también se ha reportado la presencia de morbillivirus en
delfines, en uno de los reportes se menciona, que en mas del 50% de la poblacién de
delfines nariz de botella (Tursiops trucantus) de las costas de Virginia y Florida en
Estados Unidos que murieron entre junio de 1987 y mayo de 1988, y en el Golfo de
México de 1993 a 1994, se observdo en los tejidos examinados a través de
inmunohistoquimicas, la presencia de un morbillivirus, lograndose el aislamiento en varios

3 El origen de la infeccién en estos animales es desconocido, sin embargo, en

casos !
dos poblaciones de ballenas piloto Globicephala melas y Globicephala macrorhynchus se
encontraron anticuerpos contra morbillivirus, en un 92% y 64% respectivamente, con lo
cual se planted la hipotesis de que estos animales podrian actuar como reservorios o
transmisores en el océano Atlantico 8. Sin embargo, el morbillivirus de estos animales
podria no ser el mismo de los delfines, ya que con la muerte de una hembra calderén
comun en Nueva Jersey, se postuld la presencia de un tercer tipo de morbillivirus

cetaceo, llamado morbillivirus de ballenas piloto [Pilot Whale Morbillivirus (PWMV)] en

esta area del planeta .

Entre 1995 y 1997 se encontraron animales infectados con DMV a lo largo de las costas
del noroeste de Estados Unidos, uno de estos hallazgos fueron 6 de 18 delfines comunes
(Delphinus delphis) en el sur de California, que resultaron positivos a la presencia de
anticuerpos contra DMV, siendo los primeros reportes de morbillivirus en el océano

Pacifico & 15 30,

Algunos autores consideran al DMV, PMV y PWMV como un solo agente, ya que las
secuencias de aminoacidos y nucleotidos estan estrechamente relacionadas (90 a 94%),

por lo que han sido clasificados en un sélo género llamado Morbillivirus Cetaceo (CeMV)

13,5, 21, 31]



Se han detectado anticuerpos contra morbillivirus o la presencia de éste en distintas
especies animales como: focas arpa (Phoca groenlandica) en Canada en el afio 1991; un
le6n marino (Zalophus californianus) en Inglaterra en el afio 1995, siendo el primer reporte
para esta especie ®: focas monje (Monachus monachus) en las costas de Mauritania en
1997; rorcual comun (Balaenoptera physalus) en Bélgica en 1997, focas de casco
(Cystophora cristata) y delfines de hocico blanco (Lagenorhyncus albirostris) en las costas
de Alemania en 2007, lo cual muestra que el morbillivirus tiene una distribucion muy

amplia [3.5. 16, 32, 33]

A la fecha s6lo existe un reporte de morbillivirus en manaties, realizado en 1995 con 148
manaties de Florida (Trichechus manatus latirostris), de los cuales 40 eran silvestres, 97
estaban en rehabilitacion y 11 eran especimenes para necropsia. En este caso se
encontraron anticuerpos neutralizantes contra PMV en 6 de los 148 manaties
muestreados (4%) entre 1986 y 1991, indicando una exposicion a un morbillivirus
antigénicamente similar al CeMV. Sin embargo, hasta la fecha, no se han confirmado
casos con signologia clinica de la enfermedad o lesiones histopatolégicas y no se ha

aislado ningin morbillivirus de manaties 3.

1.2 Caracteristicas del género Morbillivirus

La familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae contiene tres géneros,

Paramyxovirus, Rubulavirus y Morbillivirus #* 3¢,

Todos los Morbillivirus tienen una distribucién mundial y son altamente contagiosos, si

bien en algunas especies se ha controlado mediante la vacunacién, no se ha logrado



erradicar debido a su amplia distribucion y a la variedad de especies silvestres

susceptibles que diseminan el virus continuamente 7.

Hasta 1988, se habian clasificado dentro de este género a cuatro miembros: Peste Bovina
o ‘Rinderpest Virus’ (RPV) y peste de los pequefios rumiantes o ‘peste des petits rumiants
virus’ (PPRV) en artiodactilos, Virus del sarampion o ‘Measles Virus’ (MV) en primates y el
virus de distemper canino o ‘Canine Distemper Virus’ (CDV) en carnivoros, mustélidos,
felinos, prociénidos y recientemente fécidos * *!. Actualmente se han identificado a dos
miembros mas: distemper de los fécidos o ‘Phocine Distemper Virus’ (PDV) y Morvillivirus
Cetaceo (CeMV), que comprende las cepas DMV, PMV y PWMV; ambos afectando a

mamiferos marinos ™ 7 19,

El genoma de los morbillivirus esta formado por una cadena simple de ARN no
segmentada de polaridad negativa, unida a la nucleoproteina. Son virus envueltos de 150-
300 nandémetros (nm) de didmetro aproximadamente, esféricos y con estructuras

filamentosas 1% 3¢ %8 39,

Su envoltura contiene dos glicoproteinas virales, la proteina de fusion (F) y la
hemaglutinina (H) la cual, carece de actividad neuroaminidasa. La nucleocapside tiene
forma helicoidal y su diametro es de 18 nm aproximadamente; esta formada por tres
proteinas, la nucleoproteina (N o NP), fosfoproteina (P) y la polimerasa (L). La proteina
matriz (M) interactda con las proteinas de la envoltura viral (F y H) asi como con las
g 12,35,

proteinas de la nucleocapside (N, P y L) brindandole estructura y estabilidad al viru

36, 38, 39, 40] (Figura 1)
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Fig. 1 Esquema de la estructura de un Morbillivirus. Se observa el genoma y las proteinas que lo forman: H,
corresponde a la hemaglutinina, F, a la proteina de fusién; E, a la envoltura lipidica del virus; M, a la proteina
matriz; N, a la nucleoproteina; L, a la ARN-polimerasa; P, a la fosfoproteina y finalmente el genoma ARN
cubierto por la proteina N.

El genoma tiene un tamafio aproximado de 16 kilobases (Kb) y contiene seis genes que
codifican para seis proteinas estructurales: N, P, M, F, H y L, ademas de dos no
estructurales (proteina V y C) codificadas dentro del gen P, a través de variaciones de
marcos de lectura (Open Reading Frame, ORF). El gen L es el mas grande dentro del
genoma del virus % 3383839 (Figurag 2).
3 5’
1 1 1 1 1 |

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Kilobases

Fig. 2 Posicién de los genes para el género Morbillivirus
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La proteina H tiene un peso de 79 kilodaltones (KDa) para el virus del sarampién y 76
KDa para distemper canino *%. Es responsable de reconocer al receptor, lo que permite la
adhesion a las células blanco, por lo tanto ejerce una gran influencia en el tropismo del
virus. Se ha identificado a la molécula de superficie CD150 o SLAM (molécula de
sefalizacion de actividad linfocitaria) como uno de los receptores que usan los virus de
distemper canino, peste bovina y sarampién, para infectar a la célula; ademas, se ha
demostrado que este Ultimo también puede usar la molécula CD46 (un cofactor del

complemento) 2 36 38 411

La proteina F es sintetizada como un precursor inactivo (F,), este es fraccionado por una
proteasa dando origen a dos subunidades F; y F, unidos por un enlace disulfuro que
constituyen la proteina activa. Durante la interaccién con los receptores celulares la
proteina H sufre un cambio de conformacion que permite contactar un domino de la
proteina F dando como resultado la fusion de la envoltura viral con la membrana
plasmética y la liberacion de la nucleocapside en el citoplasma de la célula para iniciar la

transcripcién y posteriormente la traduccion 12 35 36 38.39.42]

La proteina N tiene un peso aproximado de 58 KDa y 60 KDa para el virus de distemper
canino y peste bovina, respectivamente. Esta directamente asociada a la proteccién del
genoma a través de la encapsidacion del ARN viral dentro de una nucleocapside
resistente a las RNAsas. Forma un complejo con la proteina P y L durante la transcripcion
y replicaciéon asi como con la proteina M durante el ensamblaje de las particulas virales.

La transcripcion y replicacion estan reguladas por la cantidad de proteina N libre [ 3¢ 3%

40]



La proteina L es la polimerasa del virus y es la menos abundante; tiene un peso entre
160-200 KDa aproximadamente. Interactia con las proteinas P y N, formando un

complejo que lleva a cabo la transcripcién y replicacion viral %6 38 39 40.42)

El gen P codifica para tres proteinas: P, V y C, a través de variaciones en los marcos de
lectura y edicién del ARN (que da como resultado la traduccion de una nueva proteina).
Es decir, mientras que la proteina P es traducida a partir de una copia exacta del gen P, la
proteina C es leida en diferente ORF del ARNm de la fosfoproteina por medio de un

[35.39.431 | a proteina V es traducida de un

codoén interno (que no es necesariamente AUG)
ARNmM editado, donde se lleva a cabo la insercién de residuos G en su secuencia,
resultado del “tartamudeo” de la polimerasa del virus, generando una proteina con un
extremo N-terminal homoélogo al de la proteina P y un extremo C-terminal rico en
cisteinas. Se cree que estas proteinas podrian participar en la inhibicion de la actividad

del interferon (3% 3¢:38.39.42 | 5 proteina P pesa 70 KDa en el caso del virus del sarampion,

73 KDa en CDV y 71 KDa para el virus de la peste bovina .

La proteina M tiene un peso de 37 KDa en el virus del sarampion, 34 KDa en el CDV y 38
KDa en el virus de la peste bovina. Es la proteina més abundante y se localiza en la parte
interna de la envoltura viral. Mantiene la estructura de las proteinas de la membrana (F y
H) y participa junto con las nucleoproteinas (N, P y L) en el ensamblaje viral, brindando

estabilidad a la envoltura del virién para su liberacion (538 39401

Las relaciones entre los diferentes morbillivirus han sido investigadas mediante el analisis
de la secuencia de sus diferentes proteinas, las cuales varian ligeramente dependiendo
del fragmento analizado. De esta forma, se ha encontrando que el CDV y PDV estan
estrechamente relacionados, con un 72% y 76% de similitud en la secuencia de

aminoacidos de las proteinas H y P, respectivamente; mientras que el morbillivirus de los
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cetaceos (DMV y PMV) esta relacionado filogenéticamente con PPRV presentando una
homologia en la secuencia de aminoacidos de la proteina N del 71% y del 68% con CDV
y PDV [BL 37383944 1| 55 morbillivirus de los cetaceos estan estrechamente relacionados

con PPRV y alejados de MV-RPV pero son aun mas distantes del subgrupo de CDV-PDV

[3, 31, 44, 45, 46]

1.2.1 Patogenia

Durante la exposicion natural, los morbillivirus entran por aerosoles y penetran el epitelio
de las vias respiratorias, comenzando una replicacion local en los macréfagos del tracto
respiratorio en los primeros 2 a 4 dias de la infeccién. Posteriormente el virus entra al
torrente sanguineo y se multiplica en linfonodos regionales, bazo y linfonodos
mesentéricos, produciendo una viremia caracterizada por el aumento inicial de la
temperatura corporal y leucopenia. El virus se disemina a otros tejidos como estdbmago,

intestino delgado, higado y finalmente cerebro 2* !

. El periodo de incubaciéon varia
dependiendo el tipo de morbillivirus, para perros infectados con CDV es de 3 a 7 dias,
mientras para rumiantes infectados por RPV y PPRV es de 3 a 9 dias y de 5 a 6 dias,

respectivamente; en el caso de focas infectadas con PDV el periodo es entre 5y 12 dias

4,7, 11, 36]

Los animales comienzan a eliminar al virus a través de todas las secreciones del cuerpo,
alrededor del dia 7; entre los dias 9 y 14 el virus se disemina al sistema nervioso central
(SNC) a través del endotelio vascular de las meninges y del plexo coroideo; esta
diseminacion dependera de la respuesta inmune desarrollada por el huésped, si esta fue

adecuada el animal podra recuperarse y tendra inmunidad a largo plazo; por el contrario si
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esta no lo fue, el virus causara lesiones en cerebro, nervio Gptico y médula espinal

ocasionando convulsiones, mioclonia, nistagmo, ataxia y paresis 2% #7 3,

La presencia del virus en el tracto respiratorio, gastrointestinal, urogenital y en conjuntiva
de focas comunes, sugiere que actiian como vias de eliminacién del virus.®! En perros
infectados con CDV la transmision por aerosol parece ser la ruta mas importante, sin
embargo, la transmisién por contacto directo o indirecto no puede descartarse, ya que la
formacion de grandes grupos sociales, el espacio geogréfico, la edad, el comportamiento
entre otros factores probablemente favorezca la transmision lateral de morbillivirus en

pinipedos & 71,

1.2.2 Hallazgos clinicos y patoldgicos causados por el virus

Las manifestaciones clinicas en focas y cetaceos infectados naturalmente con
morbillivirus son similares a los producidos por CDV estos incluyen fiebre, secrecién
oculo-nasal mucopurulenta, conjuntivitis, oftalmitis, queratitis, disnea, diarrea, aborto,
pérdida de peso, tremor muscular y postura anormal. Ademas, frecuentemente se ha
encontrado enfisema subcutaneo en las regiones cervical y toracica impidiéndoles
sumergirse ® > | os datos hematolégicos en organismos acuéticos infectados con
morbillivirus son escasos, sin embargo, se ha reportado en una foca juvenil anemia,

[49]

trombocitosis y leucocitosis En perros infectados con CDV los resultados

hematol6gicos muestran anemia, trombocitopenia y linfopenia 3% 51,

Los hallazgos a la necropsia reportados en mamiferos marinos son neumonia en

aproximadamente 75% de las focas comun y 95% de los cetaceos, abscesos pulmonares,
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pleuritis, hidrotérax, hemotérax (aproximadamente 1% de los casos) y linfadenopatia de

linfonodos mediastinicos, mesentéricos y retroperitoneales > 4852,

Las principales lesiones histopatolégicas son bronconeumonia intersticial, proliferacion de
neumocitos tipo I, enfisema alveolar e intersticial, sincitios en alveolos, bronquios y
bronquiolos, linfocitélisis generalizada, asi como presencia de cuerpos de inclusién
intracitoplasmicos e intranucleares en diversos 6rganos incluidos pulmén, cerebro, higado
y rifién. Encefalitis no supurativa con necrosis de neuronas y células gliales, astrocitosis,
desmielinizacion focal del cerebelo en aproximadamente 22% de los casos. También se
han informado enfermedades secundarias de origen viral, bacteriano y micético, ademas

de aumento en la carga parasitaria !> > 4852,

1.2.3 Diagndstico

El diagnéstico de morbillivirus se basa normalmente en la deteccion directa e indirecta del
virus. Las técnicas seroldgicas y de aislamiento viral han sido ampliamente utilizadas en
distintos trabajos de investigacion. Sin embargo en diversas ocasiones, la Unica fuente de
material disponible para analizar, cuando se trabaja con mamiferos marinos de vida libre,
son las muestras de tejido en descomposicion. Es por eso, que la transcripcion reversa
acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) ha demostrado ser una

prueba invaluable para analizar muestras pobremente conservadas [ 37 38 48. 53],

La prueba de RT-PCR consiste en lo siguiente: una cadena de ARN es transcrita a un
ADN complementario (ADNc) a través de una enzima llamada transcriptasa reversa;
posteriormente la doble cadena de ADN se desnaturaliza (para separar las dos hebras) a

94°C para que la Tag polimerasa (ADN polimerasa) genere copias del fragmento

13



especifico con base a los iniciadores disefiados. Finalmente el fragmento se visualiza
mediante electroforesis. Esta técnica ha sido empleada para la identificacion de nuevos

morbillivirus aislados en cultivo celular o para confirmar la etiologia de animales infectados

[53, 54]

El aislamiento del morbillivirus en cultivo celular es la técnica directa comdnmente
utilizada en mamiferos marinos, donde una vez que el virus es aislado, se requiere
identificarlo, usualmente por medio de técnicas seroldgicas como seroneutralizacion,
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica e inmunoensayo enzimatico (ELISA). La prueba
de seroneutralizaciéon es la mas empleada para detectar morbillivirus, sin embargo, tiene

varios inconvenientes & 3 4855 56,571

El aislamiento viral es una prueba que requiere células mantenidas en medios de cultivo
especificos, las células se infectan con el inéculo de la muestra y se incuba a 37°C hasta
observar un efecto citopatico; el resultado de este método depende de la sensibilidad de
la linea celular. Por otra parte, el aislamiento del virus en cultivo celular es caro y
consume tiempo, ademés de que el nimero de cultivos celulares provenientes de tejidos
de mamiferos marinos es limitado, de tal manera que la mayoria de los laboratorios
dependen de lineas celulares estandar que tienen su origen en tejidos de animales

terrestres 3% 37. 47. 561

El ensayo enzimatico, ELISA, se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con
una enzima, de forma que los conjugados resultantes tienen actividad enzimatica. Al estar
uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado, el complejo antigeno-anticuerpo quedara inmovilizado y sera revelado
facilmente mediante la adicion de un sustrato que al actuar con la enzima, producird un

color observable a simple vista y cuantificable mediante un espectrofotémetro 2.
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1.3 Manati Antillano (Trichechus manatus manatus)

Los manaties son los Unicos mamiferos herbivoros y completamente acuaticos.
Usualmente habitan aguas poco profundas de aproximadamente 0.9 a 2.1 m. En vida libre

se ha estimado que pueden llegar a vivir entre 50 y 60 afios [ & 6% 62|

Su clasificacion taxondémica (Linnaeus, 1978) es:

Reino Animalia
Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Clase Mammalia
Subclase Theria
Orden Sirenia
Familia Trichechidae
Género Trichechus
Especie manatus
Subespecie manatus

El orden Sirenia incluye a dos familias, Dugongidae y Trichechidae. La familia Dugongidae
estd representada por una sola especie existente, el dugongo (Dugong dugon) que se
distribuye en las costas del Océano Pacifico, Africa hasta algunas islas del Océano indico
[60.61] | a vaca Steller (Hydrodamalis gigas), otra especie de habitos marinos extinta en el
siglo XVIII, 27 afios después de su descubrimiento debido a la intensa caceria, era

considerado el Gnico sirenio adaptado a aguas frias (Figura 3) 6% 62 63.64]

La familia Trichechidae esta conformada por un solo género Trichechus que se distribuye
en las aguas costeras del Océano Atlantico de los continentes americano y africano, este
género esta representado por tres especies. El manati de las Antillas (Trichechus

manatus) que se distribuye de las costas de Florida (EUA) hasta el noreste de Brasil
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(Figura 4) 5% 8 %2 E| manati de Africa Occidental (Trichechus senegalensis) que habita
estuarios y rios de Africa, desde el Rio Senegal hasta el Rio Kwanza en Angola.
Finalmente el manati amazoénico (Trichechus inunguis) endémico de la regién del
Amazonas, su habitat esta restringido a la cuenca del Rio Amazonas, habita Gnicamente

lagos y canales de agua dulce (Figura 3) 5% 62 64.65]

Morfolégicamente todos los manaties son similares. T. inunguis es el mas pequefo, no
presenta ufias en sus aletas y la mayoria presentan una mancha de pigmento rosa que

generalmente esté centrada en el pecho o abdomen 6% 6255,

Con base en su geografia y caracteristicas craneales el T. manatus se divide en dos
subespecies, el manati antillano (Trichechus manatus manatus) que abarca el sureste del
Golfo de México hasta América del Sur y el manati de Florida (Trichechus manatus

latirostris) que se encuentra en el norte del Golfo de México y en la zona costera del

g 161 62, 6]

sureste de la peninsula de Florid

Dugong dugon

Trichechus manatus

(extinta)

Trichechus
senegalensis inunguis

Fig. 3 Mapa de distribucién mundial del orden Sirenia.

16



AR

o4

T.m latirostrs
=

"

,_/v-\’ “
] Brazil %

Fig. 4 Mapa de distribucidn geogréfica del manati de las Antillas (Trichechus manatus). La subespecie
Trichechus manatus latirostris restringida a las costas de Florida, EUA y norte del Golfo de México. Trichechus
manatus manatus distribuido en las costas del Golfo de México hasta Brasil.

1.3.1 Biologia de la especie

Los manaties tienen un labio superior flexible el cual es usado para tomar y manipular el
alimento. Ambos labios presentan vibrisas modificadas (cerdas periorales), las cuales al
igual que los labios, participan en la comunicacién e interaccion social. Los nostrilos se
localizan en la parte dorsal del hocico con vélvulas o pliegues que se cierran cuando el
manati se sumerge. Los 0jos poseen una membrana traslicida que les permite ver mejor
debajo del agua y en condiciones de baja luminosidad. Las orejas carecen de pabellon

externo % 62 651,

Los adultos llegan medir entre 2.7 m hasta 3.0 m con un peso entre 410 — 545 Kgq,

mientras que los recién nacidos miden 1.7 m y pesan 32 Kg aproximadamente
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Su aparato digestivo se compone de un estbmago con una sola cAmara y una glandula
accesoria digestiva o glandula cardiaca, que se encuentra asociada al estbmago y se
encarga de producir acido clorhidrico. Entre el intestino delgado y grueso, se encuentra el
ciego en donde se lleva a cabo la digestion de celulosa. Sus habitos alimenticios les han
permitido desarrollar un intestino extremadamente largo, caracteristicos de las especies

herbivoras 5% 62 651,

La boca y dientes de los manaties estan adaptados para la vida herbivora, carecen de
incisivos y caninos funcionales, aunque los jovenes presentan un par de incisivos
vestigiales que no emergen. Al desgastarse el molar frontal por el masticado de plantas
fibrosas, la pieza que esta detras empuja las demas piezas hacia adelante, permitiendo su
reemplazo. Detras de los labios hay unos parches llenos de bordes que parten al alimento

en piezas mas pequefias antes de que los molares los trituren finalmente 1 ¢ 62|

El consumo diario de alimento para las hembras no lactantes y machos adultos es de 7 a
10% de su peso corporal, las crias consumen cerca del 15% de su peso corporal y las

hembras lactantes comen entre el 10 y 13% de su peso corporal % ¢4,

Anatdmicamente, el manati macho presenta una abertura genital caudal a la cicatriz
umbilical; mientras que la hembra, exhibe prominentes pezones axilares y la abertura

genital se encuentra craneal al ano 1 %2,

El periodo de gestacion dura cerca de 13 meses y las crias son dependientes hasta 2
afos después del nacimiento. Generalmente tienen una cria en un intervalo de 3 a 5 afios

aproximadamente % 62,
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1.3.2 Distribucién en México

Hasta la fecha, los censos poblaciones en México son inexactos, sin embargo, algunos
estudios en el afio 2001 reportaron una poblacion estimada de 1,800 manaties, todos
pertenecientes a la subespecie T. manatus manatus, que se distribuye por los estados de

Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche, Yucatan y Quintana Roo [,

La metapoblacién de manaties en México, esta dividida en tres poblaciones, la primera
localizada en las costas de Yucatan y Quintana Roo (la cual se extiende hasta Belice)
compuesta por 600 individuos para el afio 2001. La segunda, se encuentra en la cuenca
de los rios Grijalva y Usumacinta en Tabasco y el sistema lagunar de Términos en
Campeche y Chiapas, donde se calcularon 1000 individuos. Finalmente, la tercera se

compone de 200 individuos y se localiza en Veracruz (Figura 5) 1,

Fig. 5 Mapa de distribucion en México de Trichechus manatus manatus. Los nimeros indican las localidades
con mayor poblacién de manaties. 1) Corresponde a las costas de Yucatan y Quintana Roo. 2) Concierne a
los Rios y Lagunas de Tabasco y Campeche. 3) Corresponde a los Rios de Veracruz.

La poblacién de Quintana Roo, se agrupa a su vez en tres areas: la primera y la mas

importante corresponde a la bahia de Chetumal, localizada al sur del estado y es la regién
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con mayor nimero de manaties de las costas mexicanas *® . La segunda area de
importancia, se compone de las bahias de Ascensién y Espiritu Santo, dentro de la
Reserva de la Biosfera de Sian Ka’an. La tercera esta ubicada en las caletas y cenotes de

los poblados de Tulum y Playa del Carmen (Figura 6) ©”.

N
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Fig. 6 Areas con mayor presencia de manaties en el estado de Quintana Roo. (1) Bahia de Chetumal. (2)
Reserva de la Biosfera de Sian Ka’an. (3) Zona costera comprendida entre Tulum y Playa del Carmen.

1.3.3 Legislacion en México

Los manaties en México se protegieron legalmente a partir del 25 de noviembre de 1921;
sin embargo, la escasa inspeccion y vigilancia en las actividades pesqueras, la caza
clandestina y la demanda de su carne, desfavorece la eficiente aplicacion para resguardar
la especie. Actualmente la especie, a nivel nacional, se encuentra protegida por la Norma

Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010 !,
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A nivel internacional, a partir de 1975 la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) la considera como especie en
peligro de extincién, dentro del Apéndice I; y estd considerada como vulnerable por la

Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) 6% 68691,

Las dos especies restantes, T. inunguis y T. senegalensis también son consideradas
como vulnerables por la UICN; asimismo, T. inunguis esta listado como especie en peligro
de extincion, dentro del Apéndice | por la CITES, mientras que T. senegalensis esta
incluido en el Apéndice 11 % ¢ En Brasil, T. manatus es la Gnica especie considerada en
peligro critico por el Plan de Accién para Mamiferos Acuaticos de Brasil (IBAMA, 2001) y
como especie amenazada por la Lista Oficial de Especies de Fauna Brasilefia desde
1989; donde el niumero de animales se ha reducido por la caza intensiva. Actualmente la
caza ilegal, la degradacion y pérdida de su habitat, amenazas naturales (marea roja),
pesca incidental entre otros factores, ha favorecido la disminucion de individuos en todas

sus areas de distribucién geogréfica 1% 84 !,

Algunos investigadores consideran que en México es posible que gran parte de la
diversidad bioldgica se pierda como consecuencia de las enfermedades que afectan a la
fauna silvestre. Estas estan presentes en todos los sistemas biolégicos y participan en la
regulacion de la biodiversidad, a través de procesos evolutivos (biogeografia), la

especiacién y mediante procesos ecolégicos (depredacion) .

Debido a la falta de estudios sobre morbillivirus en México, en el presente trabajo se
analiza la presencia de este agente mediante la estandarizacién y el uso de la RT-PCR
con controles de amplificacion interna y ELISA, con muestras de secreciones nasales y
sueros de manaties, respectivamente. Lo cual constituye el primer estudio realizado en

manaties de vida libre en México.
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2. JUSTIFICACION

Existe evidencia de la presencia de morbillivirus en mamiferos marinos en diferentes
regiones del continente americano; lo cual sugiere una posible susceptibilidad al agente
en las poblaciones de manaties de las costas mexicanas. En la actualidad existe s6lo un
antecedente sobre morbillivirus en manaties de Florida (Trichechus manatus latirostris),
sin embargo, éste no ha podido ser aislado de algtn sirénido 1*¥. Este trabajo tiene como
objetivo determinar la presencia de morbillivirus, en la poblacibn de manaties de

Villahermosa, Tabasco, México.

El manati es un mamifero cuyo estado actual es vulnerable en todas las zonas de
distribucién, lo cual refleja una excesiva fragilidad en sus poblaciones. Ante este
panorama, la elaboracion de este trabajo pretende dar pauta a estudios sobre éste y otros
agentes infecciosos, originando conocimientos para la prevencion y manejo, evitando

pérdidas y garantizando la supervivencia de este mamifero.

3. HIPOTESIS

Dada la existencia de Morbillivirus en diferentes mamiferos marinos y su amplio rango de
distribucién mundial, entonces algun tipo de morbillivirus podria estar presente en la
poblacion de manaties antillanos (Trichechus manatus manatus) de la region de

Villahermosa, Tabasco, México.
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4. OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante métodos directos e indirectos, la presencia de morbillivirus en la
poblacion de manaties antillanos (Trichechus manatus manatus) de la Laguna de las
llusiones en Villahermosa, Tabasco, México; con el fin de establecer su estatus

epidemioldgico.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Colectar muestras sanguineas asi como secreciones nasales a través de hisopos, en la
poblacion de manaties antillanos (Trichehcus manatus manatus).

2. Analizar las muestras obtenidas mediante un inmunoensayo enzimatico (ELISA) y la
técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-

PCR) para establecer la presencia del morbillivirus en la poblacién de estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se llevd a cabo en la Laguna de las llusiones localizada en un Area Natural
Protegida Estatal, la cual forma parte de la Reserva Ecolégica, en la subregion Centro;
ubicada entre el Boulevard Lic. Adolfo Ruiz Cortines y Av. Universidad en Villahermosa,

Tabasco, México.

Tabasco

Fig. 7 Mapa donde se indica la localizacién de la Laguna de las llusiones, en Villahermosa, Tabasco,
México (#).

6.1 Poblacion de estudio y toma de muestras

A los manaties se les colocé un radio transmisor (sistema VHF) durante los meses de
mayo y septiembre de 2009 para su monitoreo, bajo el proyecto SEMARNAT Num.
SGPA/DGVS/01754/09; este manejo fue aprovechado para la toma de muestras. Los
manaties fueron capturados usando una lancha y una red, con la cual se obstruia el
camino del manati acercandolo a la lancha, para finalmente sacarlo y posteriormente
colocarlo sobre una esponja en decubito ventral, sujetando la cabeza, pecho y la cola con

la ayuda de personas capacitadas. El manejo fuera del agua tuvo una duracion de 24 a
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140 minutos, con un promedio de 90 minutos aproximadamente. Durante este tiempo, se
obtuvieron muestras de heces, piel, medidas morfométricas, peso, muestras de sangre
para hematologia y quimica sanguinea y finalmente la insercién de un microchip para
identificacion. Los manaties recuperados, fueron liberados en el sitio de captura. Ningun
efecto adverso por el estrés de la captura fue detectado 24 horas después de la liberacion

de los manaties.

Obtencién de sueros

Se desinfecto el area de venopuncién empleando torundas y gasas con yodo durante 1-3
minutos y se tomaron las muestras sanguineas de las venas que inervan el plexo braquial

de la aleta pectoral, utilizando tubos vacutainer % ¢ 71,

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta llegar a la Divisién
Académica de Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
(UJAT), donde se centrifugaron a 1,550 rpm por 15 minutos para separar el suero. El
suero obtenido se conservOd en microtubos estériles y éstos fueron mantenidos a -20 °C
hasta la Ciudad de México donde se almacenaron en un ultracongelador a -70°C hasta su

analisis.

Hisopos nasales

Las secreciones nasales se tomaron por medio de hisopos estériles, frotando suavemente
la cavidad nasal. Cada hisopo fue guardado en tubos de fondo coénico de 15 mL, los
cuales se congelaron a -20 °C y posteriormente en la Ciudad de México fueron

almacenados a -70 °C hasta ser procesadas.
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Las muestras recolectadas fueron transportadas en refrigeracion de Villahermosa,
Tabasco hasta la Ciudad de México, donde se ingresaron al Laboratorio de Microbiologia

Agropecuaria de la Universidad Autonoma de México, Xochimilco (UAM-Xochimilco).

6.2 Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa

(RT-PCR)

Aunque la RT-PCR es ampliamente utilizada en el diagnéstico de enfermedades
infecciosas, tiene como desventaja la interpretacion de resultados falsos negativos
(muestras reportadas como negativas a pesar de que el patdgeno este presente), esto
puede ser causado por agentes inhibidores de la reaccion que frecuentemente estan
presentes en las muestras bioldgicas, los cuales pueden reducir la sensibilidad e inhibir la

reaccion de la prueba 273,

Un método para estandarizar las pruebas de diagndstico molecular es el uso de controles
de amplificacién interna (CAl). Un CAl 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 co-amplificada simultdneamente bajo las mismas
condiciones de la reaccion. El uso de CAIl en la técnica RT-PCR permite validar el
resultado positivo o negativo, en este trabajo se desarrollo un sistema de amplificacién
interna como control para las pruebas de diagnéstico molecular, a continuacién se

detallan los procedimientos para la elaboracion de ese control 2.
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6.2.1 Disefio de iniciadores para la amplificacién del CAl'y morbillivirus

Se utilizé un par de iniciadores universales reportados por Saliki JT et al, 2002., que
amplifican un fragmento de 80 pares de bases (pb) del gen P de morbillivirus ®3. La

secuencia es la siguiente:
Morb- 15 — ATT AAA AAG GGC ACA GGA GAG AGATCA GCC -3
Morb-2 5 — ATT GGG TTG CAC CAC TTG TC -3’

También se sintetiz6 otro par de iniciadores, los cuales tienen una secuencia del gen de la
proteina verde fluorescente (GFP) en el extremo 3’ y la secuencia del gen P de

morbillivirus en el extremo 5’. Estos iniciadores compuestos amplifican un producto de 769

pb:

Morb-GFP- 1 5 — ATT AAA AAG GGC ACA GGA GAG AGA TCA GCC ATG GCT AGC

AAA GGA G-3

Morb-GFP-2 &5 — ATT GGG TTG CACCAC TTG TCG CTT TTG TAG AGC TCATCC A

-3

Finalmente, se disefié un tercer juego de iniciadores basandose en la secuencia
homologa del gen del virus de distemper canino (CDV) y el de distemper de los focidos

(PDV) para amplificar un fragmento de 235 pb:
Morb(ll)- 1 5 — GGA AAT GCT TCM TCT AACWGG G -3
Morb(ll)-2 5 - TCC TGT GCC CTT TTT WAT GG - 3

La homologia de los iniciadores Morb-1, Morb-2, Mor(ll)-1 y Morb(ll)-2 para la
amplificaciéon de un fragmento correspondiente a morbillivirus, fue comprobada por medio
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de la base de datos BLAST (Basic local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center

of Biotechnology Information) (Figuras 8, 9, 10y 11).

Dolphin morblllivirus compete gename, penomic RNA

Cotacaan nwrbilivins phosphoptotein [P) gane, patial cds 00 w00 1007% Ju-07 100%
Dolahin merbillivirus P gene for noastractural and structural proteins 0.0 &0.0 100% 307 1007%
Canine distemper virus steain HLIL-DS, partial gencena 820 s2.0 1004 Ba-05 6%

Canine distemper virus straln HL2-07, partial gencene 220 52.0 100%% a-05 6%

Canine distempes virus [solate MKY-KMNOS, complate genome | 229 52.0 100% Be-0% 6%

Candne distemper virus P gene for phosphoproteln, partial cos, strain: | 524 52.0 1004 Hu-05 G6%

Canine distemper virus P gene for phosphoreprotein, partial cds, lsclaty 229 520 10055 Ge-05 906%

Canine distemper virus isolate seal 26-95 phesphoprotein (P) gene, py 520 520 100% Be-05 56%

Canine distemper virus isolate 25259 phasphopratein gene, partisl eds 52,0 52.0 100% n-05 6%

Canina distempar virus isolate 19876 phosphopratein gane, partial eds 520 52.0 100% Be-05  96%

Canine distemnper virus isolate 01-2641-1 phosphoprotein () gene, pa 520 5290 100% He-05 G

Canine distemper virus stradn 5804P, complete genome | 520 s20 | 100% Ge-05 6%

Fig. 8 Diagrama donde se muestra la homologia de las secuencias reportadas con la secuencia del iniciador
Morb-1 mediante el BLAST de NCBI.
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Color key for alignment scores

REEE ]
1 1 1 i 1 |
1 4 8 12 16 20
] ] z
L ....... R [ — i 23 25 -
Canine distemper virus P gene for phosphogrotein, complete cds, st 40,1 0.1 100% 0.080 100%
Canine distempar virus strain Shuskly, compiete genome 40.1 0.1 100% 0.050 100%
Canine distemper vicus strain Phoca/Casplan/ 2007, complete genom 401 0.1 100% 0.060 100%
Canina distampsr virus strain recombinant Sayder Hill, complets gar 40 40.1 100% 0.060 100%
Canine distemper virus strain CDV3, complete genome 121 0.1 1C0% 0.050 100%
Canine distemper virus isolate 98-264€, complete gename 10.1 40,1 160% 0.0¢0 100%
Canine distemper virus Isolate 98-2654, complete genome 10.1 40.1 100% 0.060 100%
Canine distemper vicus Isolote 98-2040, complete genome 104 “0.1 100% 0.060 100%
Canine distemper virus P gene for phogsphoprotein, partial cds, isola 401 0.1 100% 0.060 100%
Canine distemper virus strain Onderstepoort, complete gencme 461 0. 0% 0.060 LO0%
Canine distemper virus, isciate Onderstepoort complete genome 40.1 0.1 100N 0.050 100%
Canine distempar virus V protoin (V), phosphoprotein (P), and Cpro 40,1 0.1 100% 0.060 100%
Caning distemper virus V peotein (V), phosphoprotein (P), and Cpro 40,4 4.5 L% o.0c0 100%
Caning distempar virus V protein (V), phosphoprotein (P), and Cpro 401 0.1 100% 0.060 100%
Pllot whale mordillivirus phasphoprotelns (P) gene, partial cds 401 0.1 100% 0.0460 100%

Fig. 9 Diagrama donde se muestra la homologia de las secuencias reportadas con la secuencia del iniciador
Morb-2 mediante el BLAST de NCBI.
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Color key for alignment scores

<40 40-50 <80 80-200 >=200

Query
1 4 8 12 16 20
i N T
Canbre distempet virus strain HLIL-056, partial genome a4 SE 29%
Canire distemper virus strain HLI2-07, partal penome 24 0%
Phocne distempér virys strain POV/USAZ006 phosohoprdteln (P) ges 20%
Canlte distemper virus P gene tor phosphoproteln, compete ¢ofs, st B4 L [0
Cankte distemper virus Isolate MXY-KMO8, complele gename 15 90%
Canite distemper virus P gene for phosphoprotein, partial ods, strod 14 3EA 900
Canlte distemper vieus P gene for phosphopoteln, partiel ods, straoh 124 36 1000% 0,38 20%
Canlte distembder virus P gene {or phosphoproteln, patiel ods, Isola 124 3€1 100% 0.38 90%
Cankre distemper virus P gene for phosphoproteln, partidl ods, Isola 154 354 100% 0.3 90%
Canite distemper virus P gene for phosphoprotein, partiel ods, isola 354 364 y 0.33 90%
Canlrg distomper virus P gene for phosphogroteln, partidl ¢dg, Isola 354 364 033 0%

Fig. 10 Diagrama donde se muestra la homologia de las secuencias reportadas con la secuencia del iniciador
Morb(l1)-1 mediante el BLAST de NCBI.
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Color key for alignment scores

b w0 =00

Query
1 4 8 12 16 20
il sore | idore | covape —vame | igant |
Canine distemper virus strain HL)1-06, partial genome 124 37.4 1009% 0.40 95%
Canine distemper virus strain HL2-07, partial genome 324 37.4 100% 0.40 95%
Phocine distemper virus strain POV/JSA2006 phosphoprolein (P) ger 124 7.4 100% 0.40 95%
Canine distemper virus isclate MKY-KM08, complete genome 2.4 37.4 100% 0.40 95%
Canine distemper virus P gene for phosphopretein, partial cds, strain 124 374 100% v.4 YSY%
Canine distemper virus P gen2 for prosphoproteln, partial cds, strall 3725 37.4 100% 0.40 95%
Canine distemper virus P gene for phosphoprotein, partial cds, isola 224 74 100%% 0.40 95%
Canine distemper virus P gene for phosphoprotein, partinl cds, isola 24 374 100% 0.40 95%
Canine distemper virus P gene for prosphoprotein, partial ods, isola 223 3.4 100% 0.50 95%

Fig. 11 Diagrama donde se muestra la homologia de las secuencias reportadas con la secuencia del iniciador
Morb(11)-2 mediante el BLAST de NCBI.

6.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplificacion del

CAl

Se llev6 a cabo una reaccion de PCR para amplificar un fragmento de 769 pb compuesto
de dos fragmentos: en la parte central un fragmento que corresponde al gen de la
proteina verde fluorescente (GFP) y en los extremos secuencias correspondientes a

morbillivirus; a esta construccion se le denominé control de amplificacion interna (CAl).
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Brevemente, en un volumen final de 50 pl se agregé 1 pl de cada uno de los iniciadores
compuestos Morb-GFP-1 y Morb-GFP-2 a una concentracion de 10 uM, 45 ul de PCR
Supermix®y 1 pl de ADN plasmidico (pcDNA3.1/CT-GFP Topo®)? a una concentracion de
100 nanogramos (ng). La PCR se realiz6 en un termociclador® con las temperaturas que
se mencionan a continuacion: un ciclo de 95 °C por 5 min (desnaturalizacién inicial), 30
ciclos a 95 °C por 1 min (desnaturalizacion), 65 °C por 1 min (alineamiento), 72 °C por 2

min (extension) y un ultimo ciclo de 72 °C por 5 min (extension final) (Figura 12).

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
95°C | 95°C
Smin | 1min 72°C 72°C
. 2 min 5 min
! 65 °C ;

1 min '

Fig. 12 Esquema con los ciclos de tiempos y temperaturas de la PCR para amplificacion del CAl.

La visualizacion de los productos amplificados por PCR se realiz6 mediante geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

@ Invitrogen®, California, EUA
b Corbett Research, California, EUA
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6.2.3 Clonacién del CAl

El CAI fue clonado en el vector comercial pcDNA 3.1/V5-His Topo®° (Figura 13) siguiendo
las indicaciones del fabricante y usando células competentes de Escherichia coli DH5a

(One Shot® TOP10 Chemically Competent E.coli)® mediante transformacion quimica.

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO
5523 bp

Comments for pcDMAZ 1V 3-His-TOPD
3323 nucleotides

Fig. 13 Esquema del vector comercial pcDNA 3.1/V5-His Topo® usado para la clonacion del CAl.

Para clonar el CAIl en un volumen final de 6 pl se mezclaron de manera cuidadosa los
siguientes reactivos: 2 pl del producto de PCR (PCR- CAl), 2 ul de agua estéril, 1 pl de
solucién salina (proporcionada por el fabricante) y 1 pl del vector pcDNA 3.1/V5-His

Topo®, esta mezcla se incubé durante 15 min a temperatura ambiente.

Para la transformacion de células competentes, primero se descongel6 un vial de células
(E.coli DH5a) colocandolo en hielo. Una vez descongelado se adicionaron los 6 pl de la
reaccion de clonacién, se mezcl6 suavemente sin usar la pipeta e inmediatamente se

incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente, se realizé un choque térmico a 42 °C

¢ Invitrogen®, California, EUA
d Invitrogen®, California, EUA
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durante 30 segundos y rapidamente se volvid a colocar en hielo por 2 min; a este tubo se
agregaron 250 ul de medio S.0.C (proporcionado por el fabricante) y se incub6 a 37 °C
con agitacion por 1 hora. Finalmente, se tomaron 100 ul de este tubo y se sembraron en
dos placas con medio Luria-Bertani (LB) sélido adicionado con ampicilina (100 pg/mL) y

se incubaron a 37 °C toda la noche. Con el plasmido resultante, se realiz6 la transfeccion.

6.2.4 Extraccién del plasmido para el CAl mediante lisis alcalina

Se eligieron al azar las colonias transformadas en el agar LB con ampicilina y a éstas se
les realiz6 la extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina usando el protocolo de

midipreparacién descrito por Sambrook ™,

Brevemente, cada una de las colonias crecidas se trasfiri6 a un matraz previamente
adicionado con 50 mL de medio LB liquido con ampicilina (1 pug/ 1 mL) y se incubaron a
37 °C con agitacién durante toda la noche. Pasado este tiempo, se tomaron los 50 mL del
medio y se colocaron en tubos de fondo cénico de 15 mL, se centrifugaron a 8,000 rpm
durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante, se suspendieron las pastillas en 200 pl de
solucién de lisis | fria (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM y EDTA 10 mM), se transfirieron a
un microtubo y se homogenizaron vigorosamente con ayuda de un vortex y se incubaron
5 min a temperatura ambiente. Pasada la incubacion, se adicionaron 400 pl de solucion
de lisis Il preparada al momento (NaOH 0.2 N, SDS 1%) se mezclaron por inversioén y se
incubaron a 4 °C por 10 min. Posteriormente, se agregaron 300 pl de solucién lisis lll fria
(acetato de potasio 5 M y acido acético glacial) se mezclaron por inversiéon y se incubaron
a 4 °C durante 5 min; se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min a 4 °C y se transfirié el

sobrenadante a un nuevo microtubo, se afiadi6 un volumen igual de fenol:cloroformo
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(25:25) y se mezclaron con vértex hasta homogenizar, se centrifugé a 13,000 rpm durante
2 min. Se transfirid la fase acuosa a un nuevo microtubo y se precipitaron con 0.6
volimenes de isopropanol, se mezcld por inversion y se incubaron a 4 °C por 5 min; se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min, se retiré el sobrenadante por decantacién y se
lavaron las pastillas con 1 mL de etanol frio al 70%, se centrifugaron nuevamente a
13,000 rpm por 2 min; se elimin6d el sobrenadante por decantacion y se dejaron secar las
pastillas a temperatura ambiente. Finalmente las pastillas se suspendieron en 250 pl de
solucién TE (tris (hidroximetil) aminometano-acido etilendiaminotetraacético 10:1 mM pH
8)y se les agregd 10 ul de RNAsa (100 pg/ mL), se mezclaron e incubaron durante 30 min

a37°c,

Se observo la integridad de cada ADN mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%
en amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE), tefiido con bromuro de etidio en una cadmara

Ie [75

horizonta I, Finalmente las muestras de ADN plasmidico se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

6.2.5 Seleccién de plasmidos en direccién

Con la finalidad de corroborar que en el vector de las colonias transformadas el CAIl se
encontrara en la direccion correcta para ser expresado de manera exitosa, se realizdé una
PCR de direccion; para la cual se disefié un iniciador basado en la secuencia especifica
del promotor del virus del citomegalovirus (CMV), a este iniciador se le denomind Fw-

Direccion.

¢ Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
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Cada colonia transformada fue sometida a 3 reacciones de PCR, cada una de las

reacciones tenia un volumen final de 50 pl, los cuales contenian los siguientes reactivos:

Primera reaccién (Reaccion 1), en un tubo estéril para PCR se agreg6 2 ul de cada uno
de los iniciadores Morb-1 y Morb-2 a una concentracion de 10 pM, 45 pul de PCR
Supermix y 1 ul de ADN plasmidico (obtenido a partir de la lisis alcalina). El producto

esperado es de 769 pb correspondiente al CAl.

Segunda reaccion (Reaccion 2), se afiadieron 2 ul de cada uno de los iniciadores Morb-1
y Fw-Direccion a una concentracién de 10 uM, 45 ul de PCR Supermix y 1 ul de ADN
plasmidico; en esta reaccidon no se esperaba ningun amplificado, de tal forma que si se
presentaba alguna amplificacion ésta indicaria que el vector fue insertado en sentido

contrario y el CAIl no seria expresado.

Tercera reaccion (Reaccion 3), se mezclaron 2 pl de cada uno de los iniciadores, en esta
ocasién Fw-Direccion y Morb-2 a una concentracién de 10 uM, 45 ul de PCR Supermix y
1 ul de ADN plasmidico. Finalmente, para esta reaccion el producto esperado era de 769

pb, indicando que el CAl se encontraba en la direccién correcta y podia ser expresado.

La PCR se realizé en un termociclador con las siguientes temperaturas: un ciclo de 95 °C
por 5 min (desnaturalizacién inicial), 30 ciclos a 95 °C por 1 min y 30 segundos
(desnaturalizacién), 56 °C por 1 min y 30 segundos (alineamiento), 72 °C por 1 min y 30

segundos (extension) y un ultimo ciclo de 72 °C por 5 min (extension final) (Figura 14).
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1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo

95°C : 95°C

Smin | 130 72°C | 72°C
i min .
i 1.30 é 5 min
56 °C min
1.30
' min '

Fig. 14 Esquema con los ciclos de tiempos y temperaturas de la PCR para amplificacion de plasmidos en
direccion.

6.2.6 Purificacion de los plasmidos

Previo a la transfeccion de aquellos vectores con la direccién adecuada, se realizé la
purificacion de los plasmidos que estaban en direccion mediante una columna comercial
Pure Link Quick Plasmid Miniprep Kit®', siguiendo las recomendaciones del fabricante, el
ADN fue suspendido en 75 pl de solucion TE precalentada (proporcionada por el

fabricante) y se almacendé a -20 °C.

6.2.7 Transfeccion del plasmido en células Vero

La transfeccion se llev6 a cabo en células renales de mono verde (Vero) a través del uso
de Lipofectamine™ LTX and Plus Reagent®, siguiendo el protocolo del fabricante y

realizando algunas modificaciones:

f Invitrogen®, California, EUA
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En botellas de cultivo celular con una superficie de 25 cm? se crecieron células Vero hasta
tener una confluencia del 100%; posteriormente, se retir6 el medio de crecimiento
(Minimal Essencial Medium)? y el monoestrato se lavé dos veces con una solucion

. Para la preparacién de la mezcla de

amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 frio |
Lipofectamina, en un microtubo se colocaron 5 pug de ADN plasmidico y 10 pl del reactivo
de transferencia (Plus-Reagent®), se homogenizé y se dej6é incubar por 5 min a
temperatura ambiente. Mientras tanto, en otro microtubo se agregdé 1 mL del medio de
crecimiento (MEM) sin suero fetal bovino y 50 pl de Lipofectamina LTX®, se mezclo
gentilmente y se incubd por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla del
ADN vy el reactivo se transfirié al microtubo de la Lipofectamina LTX®, se homogenizé y
ésta se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo de
incubacién, la mezcla anterior se agregd a la botella con células Vero, se mezclé
suavemente hasta cubrir toda la superficie y se incub6 durante 4 horas a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se retird la mezcla de Lipofectamina y se agregaron 5 mL de

MEM fresco adicionado con suero y antibidtico y las células se incubaron por 20 horas

mas.

Las células Vero transfectadas fueron visualizadas mediante un microscopio invertido de
fluorescencia con el uso de un filtro. Posteriormente se sigui6 el protocolo de TRIZOL®® y
una vez que se obtuvo el ARN total, este se utilizd para la RT-PCR junto con los

iniciadores Morb-1 y Morb-2 para la amplificacion del CAl.

& Invitrogen®, California, EUA
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6.2.8 Células Vero y MDCK utilizadas en cultivo celular para la extraccién de

ARN

Se utilizé cultivo de células Vero y células renales de perro (MDCK) en botellas de cultivo
celular" de 25 cm?, a una temperatura de 37 °C. Se usé medio Minimal Essencial Medium

(MEM)' adicionado con 10% de suero fetal bovino (SFB)..

6.2.9 Extraccion de ARN a partir de cultivo celular y muestras de hisopos

nasales

La extraccion de ARN se realiz6 a partir de cultivo de células Vero transfectadas, cultivo
de células MDCK infectadas con distemper canino, cultivo de células MDCK sin infectar y
muestras de campo, utilizando el método de extraccion de ARN con Trizol®, siguiendo las

recomendaciones del fabricante y realizando algunos cambios.

Extraccion de ARN a partir de cultivo celular. Se retiré el medio de cultivo de las botellas,

las células crecidas fueron lavadas dos veces con PBS pH 7.2 frio, se retir6 el excedente
de PBS y se agregd 1 mL de Trizol®, se bafio el estrato con la pipeta para desprender las
Células y se pasd a un microtubo. Se incub6é durante 5 minutos (min) a 4 °C.
Posteriormente, se agregaron 200 pl de cloroformo, se agité vigorosamente la mezcla por

15 segundos y se incub6 por 2 min a 4 °C.

Pasada la incubacion, se centrifugé en un microcentrifuga refrigerada’ a 12,000 x g

durante 15 min a 4 °C. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo microtubo. Se precipité el

" NUNC®, California, EUA
i Invitrogen®, California, EUA
i Eppendorf, EUA
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ARN con 0.5 mL de isopropanol frio, se mezcldé suavemente por inversion y se incub6 10

min a 4 °C.

Se volvid a centrifugar a 12,000 x g durante 10 min a 4 °C y se retir6 el sobrenadante para

obtener la pastilla de ARN.

La pastilla se lavd con 1 mL de etanol al 75% preparado con agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC)* al 0.1%. Se centrifugé a 7,500 x g durante 6 min a 4 °C. Se retir6
el sobrenadante y la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente. Finalmente la pastilla

de ARN se suspendié en 20 pl de agua con DEPC al 0.1%.

Extraccion de ARN a partir de las muestras de hisopos nasales. Al hisopo se le agreg6 1

mL de Trizol® en un microtubo y se mezclo durante 1 min. Esta mezcla se incubé durante
5 min a 4 °C. Se obtuvieron 800 pl, los cuales se transfirieron a un nuevo microtubo. Se
agregaron 160 pl de cloroformo, se agitd vigorosamente la mezcla por 15 segundos y se

incub6 durante 2 min a 4 °C. Se centrifug6 a 12,000 x g durante 15 min a 4 °C.

El resto del procedimiento se realizd de la misma manera que el de extraccién a partir de
cultivo celular, ajustando Unicamente los volumenes, agregando de esta forma 400 pl de

isopropanol y 800 pl de etanol al 75% tratado con DEPC al 0.1%.

La pastilla de ARN se suspendié con 15 pl de agua con DEPC al 0.1%. Después de la
extraccion se midid la concentracion de ARN total de cada muestra, utilizando un
espectrofotémetro’. Posteriormente, se observé la integridad del ARN mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1% en amortiguador Tris-acetato-EDTA (TAE),

¥ sigma® St. Louis, MO, EUA
! SmartSpec-Plus Spectrophotometer. Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
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tefiido con bromuro de etidio en una camara horizontal™. Finalmente las muestras de ARN

se almacenaron en un ultracongelador a -70 °C hasta su uso.

6.2.10 RT-PCR para la amplificacion del CAl'y morbillivirus

Se estandariz6 la RT-PCR en un solo paso para la amplificacion de un fragmento del gen

de morbillivirus de 80 pb y el CAl de 769 pb.

La amplificacion del ADNc se llevé a cabo en un volumen de reaccién de 25 l
considerando la adicion de 5 pl que contenian 250 ng de ARN total de cada muestra'y 3 pl
que contenian 150 ng de ARN total de CAIl. En un tubo estéril de 0.2 mL para PCR se
agrego 1 pl de los iniciadores Morb-1 y Morb-2 a una concentraciéon de 10 uM cada uno, 5
ul de amortiguador de sintesis de 12 cadena 5x", 2 ul de mezcla de nucleétidos
trifosfatados (ANTP’s)" a una concentracién de 10 mM cada uno, 1 plde DTTa 0.1 M", 1.5
ul de MgCL" a una concentracion final de 1.5 mM, 100 U de Transcriptasa reversa
(SuperScript)", 1 U de Taq polimerasa" y agua estéril tratada con DEPC al 0.1% cuanto

baste para (c.b.p) 25 ul.

La RT-PCR se realiz6 en un termociclador® y cada ensayo conté con un control (CAI sin
ARN de muestra nasal). Los ciclos de la reaccion fueron los siguientes: un ciclo a 42 °C
por 50 min (transcripcién reversa), un ciclo a 94 °C por 5 min (desnaturalizacion inicial), 35

ciclos a 94 °C por 1 min y 45 segundos (desnaturalizacién), 55 °C por 1 min y 45

™ Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
" Invitrogen®, California, EUA
° Corbett Research, California, EUA
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segundos (alineamiento), 72 °C por 1 min y 45 segundos (extension) y el dltimo ciclo de

72 °C por 8 min (extension final) (Figura 15).

1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

: :
94°C 594 °C :

. 72°C 1 72°C
1 1
. 1.45 :
5 min | |

\ min 55°C / 145 1+ gmin
o | [ min !
42°C : 1.45 I
1 1
50 min | min |
1 1

Fig. 15 Esquema con los ciclos de tiempos y temperaturas de la RT-PCR para amplificacion del CAl'y
morbillivirus.

Los productos amplificados por RT-PCR se visualizaron a través de electroforesis con

geles de agarosa al 2.5% tefiidos con bromuro de etidio.

6.2.11 RT-PCR para la amplificacion de morbillivirus

Se realiz6 una segunda RT-PCR para amplificar un fragmento del gen de morbillivirus de
mayor tamafio y de esta manera confirmar o descartar su presencia. El producto esperado
de es 235 pb; en esta ocasion se utilizaron los iniciadores Morb(ll)- 1 y Morb(ll)- 2

especificos para CDV y PDV.

La amplificaciéon se realizé en un volumen de reacciéon de 25 ul adicionando 5 pl que
contenian 250 ng de ARN total de cada muestra y 3 pl que contenian 150 ng de ARN total
de células MDCK infectadas con distemper canino. Las concentraciones de los reactivos

no se modificaron y la RT-PCR se llev6 a cabo en un termociclador con los mismos ciclos
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que la reaccion del CAIl (Figura 15). Cada ensayo cont6 con un control positivo (ARN
obtenido de células MDCK infectadas con CDV) y un control negativo (ARN obtenido de

células MDCK sin infectar).

6.3 Inmunoensayo enzimético (ELISA)

Los sueros se analizaron mediante un ELISA indirecto, para el cual el antigeno de captura
se prepar6 a partir del virus de distemper canino, usando las cepas Snyder-Hill y Lederle
(amablemente proporcionadas por el Laboratorio de Virologia, departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM),

las cuales se replicaron en células renales de perro (MDCK).

6.3.1 Preparacion de los antigenos empleados en la prueba de ELISA

Se replicaron células MDCK en botellas de cultivo celular con una superficie de 25 cm?
hasta tener una confluencia del 90%; posteriormente, se retiré el medio de cultivo MEM y

el monoestrato se lavé dos veces con PBS pH 7.2 frio.

En un microtubo se colocaron 2 mL del medio de crecimiento (MEM) sin suero fetal bovino
y 200 pl de la suspensién de virus, se homogenizé y la mezcla se agreg6 a la botella con
células MDCK, se mezcl6 suavemente hasta cubrir toda la superficie y se incubd por 2
horas a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion, se retird la mezcla y se agregaron 5 mL
de MEM fresco sin suero y con antibidtico; las células se incubaron a 37 °C hasta

presentar un efecto citopatico.
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Cuando las células presentaron un efecto citopético, se realizd la extraccion de ARN,
siguiendo el protocolo de TRIZOL®, con las modificaciones ya mencionadas y el
sobrenadante se dividi6 en alicuotas y posteriormente se cuantificoé la cantidad de

proteina por el método de Bradford.

Con la finalidad de corroborar la infeccion en las células MDCK, al ARN total obtenido se
le realizé la RT-PCR con los iniciadores Morb(ll)-1 y Morb(ll)-2 para la amplificacion de

morbillivirus (RT-PCR morbillivirus).

El sobrenadante del cultivo celular que presentaba el fragmento de morbillivirus en la RT-
PCR, fue usado para volver a infectar células MDCK en botellas de cultivo celular y
posteriormente se llevd a cabo una precipitacion de proteina mediante &acido
tricloroacético al 20%. Brevemente, en un microtubo se agregaron 500 pl del
sobrenadante de células infectadas y 500 pl de acido tricloroacético (TCA) al 20%, se
homogeniz6 y se incub6 durante 30 min en hielo; pasado el tiempo de incubacion, se
centrifugd a 13,500 rpm por 15 min a 4 °C, se elimin6 el sobrenadante por decantacion y
se adicionaron 300 pl de acetona fria, se volvié a centrifugar a 13,500 rpm durante 5 min a
4 °C; se retir0 el sobrenadante y se dejé secar la pastilla a temperatura ambiente.
Finalmente, la pastilla se suspendié en 70 pl de PBS pH 7.2 y esta mezcla fue utilizada

como antigeno en el ELISA.

Asimismo para complementar los resultados del ELISA, también se fijaron en la placa
células MDCK sin infectar. Brevemente, se replicaron células MDCK en botellas de cultivo
celular con una superficie de 25 cm?, cuando presentaron una confluencia del 90%, se
retird el medio de crecimiento (MEM) y se agregé al monoestrato 1 mL de dodecyl sulfato

de sodio (SDS) al 2% y se homogenizo; la mezcla resultante se designé como antigeno
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control y se transfiri6 a un microtubo para cuantificar la cantidad de proteina mediante el

método de Bradford.

6.3.2 Evaluacion de sueros control para el ELISA

Se tomaron muestras de sangre de perros no inmunizados para obtener el suero y asi
utilizarlo como control negativo en la evaluacion. Se analizaron tanto el antigeno como los
sueros mediante la realizacion de un ELISA, donde se evalud la proteina A unida a
peroxidasa, la cual es ampliamente usada como segundo anticuerpo en las pruebas de

ELISA, ya que tiene afinidad por las IgG de la mayoria de los mamiferos.

En microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano®, se fijaron 2 y 4 pg de
antigeno (sobrenadante de células MDCK infectadas) asi como 2 y 4 ug de antigeno
control (células MDCK sin infectar) para identificar la cantidad minima detectada por los
sueros de perro y la proteina A unida a peroxidasa. Se realizaron diluciones 1:50, 1:150,
1:450 y 1:1350 de los sueros con PBS pH 7.2 y se incubaron por 2 horas a 37 °C,
posteriormente se lavé tres veces con PBS-Tween, se incub6 con proteina A unida a
peroxidasa (1 pg/ mL) durante 2 horas a 37 °C, después se lavo tres veces con PBS-
Tween y se le agrego el sustrato cromégeno acido 2,2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonico (110 pg/ mL) y 1 pl/ 10 mL de peroxido de hidrogeno, diluidos en una solucion
amortiguadora de citratos pH 4.0. La placa se mantuvo a temperatura ambiente en
oscuridad y se realizaron lecturas a los 5, 10 y 15 min en un lector de microplacas®

usando una longitud de onda de 405 nanometros (nm).

P NUNC®, California, EUA
9 Microplate Reader 680, Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
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6.3.3 Procedimiento del ELISA

Una vez establecida la cantidad de proteina a fijjar como antigeno en la placa, se

analizaron los sueros de manati.

En microplacas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano, se fijjaron 2 ug/ pozo de
proteinas totales (en la mitad de los pozos se fij6 el antigeno consistente con células
MDCK infectadas y en la otra mitad el antigeno control, correspondiente a células MDCK

sin infectar) en un volumen de 100 pl durante 24 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, se lavaron tres veces con 250 pl/ pozo de PBS pH 7.2 adicionado con
0.05% de Tween 20 (PBS-Tween) en un lavador de microplacas’. Después se bloquearon
con 100 pl/ pozo de una solucién de albumina sérica bovina (ASB) al 1% durante 12 horas
a temperatura ambiente; pasado este tiempo, se lavaron tres veces con PBS-Tween. Se
incubaron diluciones triples seriadas de los sueros de manati iniciando en 1:50 hasta
1:4050 durante 2 horas a 37 °C; una vez pasado el tiempo de incubacién, se lavaron tres
veces con PBS-Tween y se agregaron 100 ul de una soluciéon de proteina A unida a
peroxidasa (1 pg/ mL) y se incub6 2 horas a 37 °C. Se realizaron de nuevo tres lavados
con PBS-Tween y se adicionaron 100 pl del sustrato cromogeno, acido 2,2’-Azino-bis-3-
ethylbenzyhiazoline-6-sulfonico (ABTS)® y 1 ul/ 10 mL de peréxido de hidrégeno (H.O,)
ambos diluidos en una solucién amortiguadora de citratos pH 4.0 (Acido citrico 109 mM y
citrato de sodio 99 mM). Las placas se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente y
se realizo la lectura a los 20 min en un lector de microplacas' usando una longitud de

onda de 405 nm.

" Immunowash 1250, Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
s Sigma® St. Louis, MO, EUA
! Microplate Reader 680, Bio-Rad®, Philadelphia, EUA
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Cada microplaca conté con un suero control negativo, un blanco (sin suero) y cada
muestra de suero de manati se analizé por duplicado con el antigeno control (células
MDCK sin infectar). Finalmente, se realizo el analisis de varianza a partir de los valores de
absorbancia obtenidos con los sueros controles negativos y los sueros de manaties desde

la dilucion 1:50 y hasta la dilucion 1:1350 a un tiempo de lectura de 20 min.
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7. RESULTADOS

Se colectaron y analizaron 10 muestras de secrecién nasal de manaties adultos (3
hembras y 2 machos) y juveniles (4 hembras y 1 macho) mediante la estandarizacién de
la RT-PCR con el uso de controles de amplificacion interna. También se colectaron 11
muestras de suero sanguineo de los manaties adultos y juveniles, y ademas de una cria

macho para su analisis mediante la realizacion de un ELISA.

7.1 RT-PCR

7.1.1 PCR para la amplificaciéon del CAl

Para el disefio del CAl primero se realizé6 una PCR para obtener una amplificacion de 769
pb, a partir de ADN obtenido de un kit de expresién y utlizando los iniciadores
compuestos Morb-GFP-1 y Morb-GFP-2, los cuales presentan la construcciéon de los
fragmentos del gen de morbillivirus y las secuencias de la proteina verde fluorescente
(GFP). Posteriormente, el producto amplificado fue usado para la clonacion del CAI

(Figura 16).

1000 pb

750 pb 769 pb

Fig. 16 Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Producto de PCR usado para
la clonacion del CAl. MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler Express.
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7.1.2 Disefio y clonacién del CAI

Una vez obtenido el producto de 769 pb, correspondiente a la construccion del CAl, ésta

se insertd en el sitio de clonacion del vector pcDNA 3.1/V5-His Topo®.

Posteriormente, se realizé la transformacién mediante células competentes E.coli DH5a
en placas de agar LB sdlido con ampicilina mediante el protocolo de transformacion
guimica. Se eligieron aleatoriamente colonias transformantes de las cuales se obtuvo el

ADN plasmidico (Figura 17).

S8-8:88
5000 pb o :-
. G

3000 pb

Fig. 17 Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 al 9: ADN plasmidico obtenido
a partir de las colonias transformantes. MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler Express.

Para identificar a las colonias bacterianas portadoras del pldsmido con el inserto, se
realizé una PCR utilizando los iniciadores Morb-1 y Morb-2, en dichas colonias se logro

amplificar el CAl (Figura 18).

Fig. 18 Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 al 10: Productos de
amplificacion de 769 pb correspondientes al inserto del CAl. MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler
Express.
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Para comprobar que la secuencia del CAl en el ADN plasmidico extraido estuviera en la
direccion correcta para ser expresado en células eucariontes, se llevé a cabo una PCR de
direccion, a partir de las colonias bacterianas seleccionadas. EI ADN plasmidico
resultante de las colonias que se encontraron en direccién fue purificado y utilizado para

la transfeccion (Figura 19 Ay B).

1000 pb

750 pb 769 pb

Fig. 19 A. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Se observan los productos del PCR
de direccién correspondientes a 769 pb. Carril 1: Reaccién 1, donde se obtiene un producto de amplificacién
de 769 pb correspondiente al CAl. Carril 2: Reaccion 2, donde no se obtiene amplificacion alguna. Carril 3:
Reaccion 3, donde se obtiene un producto de 769 pb, indicando que el CAl esté en la direccion correcta.
MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler Express.

B. Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 al 3: ADN plasmidico en direccion
después de la purificacion. MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler Express.

Se realiz6 la transfeccion del ADN plasmidico en cultivo de células Vero mediante el uso
de Lipofectamine™ LTX and Plus Reagent®, con la finalidad de expresar el CAl clonado

en células eucariontes.

Posteriormente, las células Vero transfectadas fueron visualizadas mediante un

microscopio invertido de fluorescencia con el uso de un filtro (Figura 20) y después se
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realizé la extraccion de ARN total y una vez obtenido se llevé a cabo una RT-PCR

utilizando los iniciadores Morb-1 y Morb-2 (Figura 21).

Fig. 20 Fotomicrografia de cultivo de células Vero transfectadas. Se observa la fluorescencia en el citoplasma
y nucleo de las células (flecha), indicando que el CAI fue expresado en células eucariontes.

1000 pb

750 pb 769 pb

Fig. 21 Foto de un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. RT-PCR utilizando ARN total de células
Vero transfectadas, obteniendo productos de amplificacion de 769 pb correspondientes al CAl. Carril 1 al 2:
CAIl. MPM= Marcador de peso molecular Gene Ruler Express.
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7.1.3 RT-PCR para la amplificacion del CAly morbillivirus

Se evaluo la utilizacion de las células Vero transfectadas con el CAl, empleando el ARN
de las células junto con el ARN de las secreciones nasales de los manaties para
finalmente realizar la RT-PCR, utilizando los iniciadores Morb-1 y Morb-2 con los cuales
se logra la amplificacién del CAl (769 pb) y de un producto de 80 pb perteneciente a un

fragmento del gen P de morbillivirus en muestras positivas.

Se procesaron en total 10 muestras de secreciones nasales de manati, de las cuales
todas presentaron la amplificacion del producto de 769 pb correspondiente al CAl y solo
dos muestras amplificaron una banda difusa (Figura 22). Todas las muestras fueron
procesadas una segunda vez en el RT-PCR para morbillivirus, sin obtener amplificacion

alguna.

800 pb
700 pb

100 pb

A. B. C.

Fig. 22 Foto de un gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. RT-PCR utilizando el CAl y
secreciones nasales de manati. A y B: Carril 1 al 7. Amplificacion de 769 pb correspondiente al CAl sin
amplificacion alguna de morbillivirus (80 pb). C: Carril 8 y 9. Amplificacion del CAl'y una posible amplificacion
de morbillivirus correspondiente a 80 pb. Carril 10: Amplificacion del CAl sin amplificacion de morbillivirus.
CAl= Control de amplificacion interna sin muestras nasales. MPM= Marcador de peso molecular 50 pb Gene
Ruler Express.
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7.1.4 RT-PCR para la amplificacion de morbillivirus

No obstante que los iniciadores de Morb-1 y Morb-2 fueron disefiados a partir de la
secuencia de un fragmento del gen P de morbillivirus, para confirmar los resultados
obtenidos se considerd otro control externo para asegurar que la ausencia del amplificado

de 80 pb correspondiente al morbillivirus, se debia a la ausencia de ARN en las muestras.

Con este fin se realiz6 una RT-PCR a partir de ARN total de cultivo de células MDCK
infectadas para la amplificacion de un fragmento de 235 pb correspondiente a morbillivirus
(CDV y PDV). ElI ARN que amplificé fue usado como control positivo en cada RT-PCR con
las muestras problema, no obteniéndose en ninguna muestra una amplificacion (Figura
23). Cada RT-PCR conté ademds, con un control positivo (ARN obtenido de células
MDCK infectadas con CDV) y un control negativo (ARN obtenido de células MDCK sin

infectar).

250 pb
200 pb

Fig. 23 Foto de un gel de agarosa al 2.5% teflido con bromuro de etidio. RT-PCR utilizando ARN total de
células MDCK infectadas, obteniendo productos de amplificacion de 235 pb correspondientes al CDV. Carril 1
al 10: Secreciones nasales de manaties. C+= Control positivo (células MDCK infectadas) con un producto de
amplificacion de 235 pb. C-= Control negativo (células MDCK sin infectar). MPM= Marcador de peso molecular

50 pb Gene Ruler Express.
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Debido a que se obtuvo en dos muestras nasales de manati una amplificacién difusa en la
RT-PCR con el CAl y morbillivirus, esta fue purificada y enviada a la Unidad de
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia perteneciente a la UNAM, campus Morelos,
para obtener la secuencia de dichos productos. El analisis muestra que la secuencia no
corresponde a morbillivirus, con lo cual se descarta su presencia y confirma los resultados
negativos. La secuencia obtenida corresponde a una bacteria endosimbionte llamada

Candidatus portiera aleyrodidarum (Figura 24).

Color key for alignment scores

<40 4050 80-200 »>=200
Que ry |
I | 1 1 | |
1 150 300 450 600 750
Description Max | Iotal I Query E Max
',_li'}!-!_'_!ﬁ!!_ __Soversge “yalue | ident
Candidatus Portiera aleyrodidarum 16S ribosomal RNA gene, partial 2.8 52.¢ 3% 0.003 1C
Candidatus Portiera aleyrodidarum 165 ribosomal RNA gene, partial 220 32.8 0.003 100%
Uncultured bacterium NIC023 DNA for 165 rRNA, partial sequence 2 52.8 1% 0.003 100
Uncultured bacterium clone BNL1Clone40 16S ribosomal RNA gene, ] 62.1 1% 0-06 97%
Uncultured bacterium clone BL1Clone21 16S ribosomal RNA gene, ¢ i 62.1 4% 97%
Uncultured bacterium cione BL1CIone9 16S ribosomal RNA gene, pa i 62.1 5e-06

Fig. 24 Diagrama donde se muestra la homologia de las secuencias reportadas con la secuencia de la
amplificacion presente en dos de las secreciones nasales de manati mediante el BLAST de NCBI.

7.2 Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

Las células MDCK inoculadas en cultivo celular con el virus de Distemper canino, tanto
con la cepa Lederle como con la cepa Snyder-Hill a los 4 dias de la infeccién presentaron
un efecto citopatico donde se observaron células redondeadas, formacion de sincitios y

agregacion celular en forma de racimos de uvas (Figura 25).
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Fig. 25 Fotomicrografia de cultivo de células MDCK infectadas con Distemper canino (cepa Snyder-Hill). Se
observa el efecto citopético (flechas). A. Células MDCK sin infectar. B y C. Células MDCK 72 horas post-
infeccion, las flechas muestran la formacion de sincitios. También se observan a las células redondeadas y
aumentadas de tamafio. D. Células MDCK 96 horas post-infeccién, se presenta agregacién y vacuolizacion
celular (flecha).
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Al ARN obtenido de los monoestratos infectados con las cepas del virus, se observo
integro y se les realizO0 una RT-PCR con los iniciadores Morb(ll)-1 y Morb(ll)-2,
amplificando un fragmento de 235 pb especifico para CDV y PDV. El sobrenadante del
cultivo celular que presentaba el fragmento de morbillivirus, fue usado para volver a

infectar células MDCK en botellas de cultivo celular.

Con base en estos andlisis, se utilizaron las proteinas totales de la cosecha viral
(proteinas del virus a partir del sobrenadante de las células) como antigeno de captura.
Asimismo para fortalecer los resultados del ELISA, también se fijaron proteinas totales de

células MDCK sin infectar.

Los sueros control se analizaron a diferentes diluciones (1:50, 1:150, 1:450 y 1:1350),
determinandose un tiempo de lectura de 20 min. Una vez establecida las condiciones de

la prueba de ELISA se analizaron los sueros de manati.

Se analizaron 11 sueros de manaties antillanos provenientes de la Laguna de las
llusiones, Tabasco y no se encontré evidencia de exposicion al virus. Los resultados

obtenidos se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Valores de absorbancia de los sueros de manaties en las diferentes diluciones analizadas. Lectura

Al realizar el analisis de varianza entre los valores de absorbancia de los sueros de los
manaties y los sueros control, se determiné que los sueros de manaties se comportan en
el ensayo como los sueros de los animales negativos a CDV (Cuadro 2), incluso se pudo

establecer a los sueros de manati como un grupo diferente a los sueros controles

a los 20 minutos.

MANATI VALORES DE ABSORBANCIA MANATI VALORES DE ABSORBANCIA
Dilucion D.0.405 nm Dilucion D.O. 405 nm |
1:50 0.080 1:50 0.078
1:150 0053 1:150 0.077
103-272-620 1:450 0058 S/ S S
1:1350 | 0057 1:1350 | 0.082
1:50 0064 1:50 0.078
1:150 | 0058 1:150 0.078
OS2 1:450 | 0052 M 1:450 0.075
1:1350 | oos2 1:1350 | o0.071
1:50 0068 1:50 0.081
1:150 | 0059 1:150 0.076
103-535-357 1350 | ooss 103-040-817 o e
1:1350 | ooss 1:1350 | 0.075
1:50 0074 1:50 0.038
1:150 0069 1:150 0.084
xR0 1:450 | 0064 A2 1:450 0.084
1:1350 | o064 1:1350 | 0.083
1:50 0076 1:50 0.088
1:150 | 0075 1:150 0.082
103-261-089 e || e 103-015-620 a5 e
1:1350 | 0060 1:1350 | 0.074
1:50 0077
1:150 0075
103-024-348 1450 | oo7s
1:1350 | 0074

negativos (P < 0.05), por sus absorbancias un poco mas bajas (Figura 26).
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MANATI N(':E)Dl\:':;éfh':é:ﬁf\;g ANALISIS DE VARIANZA
103-024-848 0.075-0.130
S/N 0.070-0.130 Media manati- 0.070- 0.12
103-272-620 0.058 — 0.130 control negativo
001-310-639 0.056 —0.130 )
103.310.272 0.085 — 0.123 Desv. Estandar 0.002- 0.005
103-015-620 0.081-0.123
103-261-089 0.067 - 0.123
103-342-839 0.067 - 0.123
103-040-817 0.077-0.118
S/N 0.075-0.118
103-535-357 0.061-0.118

Cuadro 2. Comparacion de la media a partir de los valores de absorbancia de los sueros de manaties y los

sueros controles negativos de las diferentes diluciones analizadas. Lectura a los 20 minutos.

Control Neg.

Manaties.

1/50 1/150 1/450 1/1350

Fig. 26 Grafica con la media y la desviacion estandar de los valores de absorbancia de los sueros controles
negativos y los sueros de manati en las diferentes diluciones analizadas, mostrandose como grupos

diferentes. Lectura a los 20 minutos.
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8. DISCUSION

El presente trabajo constituye el primer estudio sobre morbillivirus realizado en manaties
de vida libre en México, en el se analizaron 11 muestras de sueros y 10 muestras de
secreciones nasales (a partir de hisopos nasales) de manaties, para detectar la presencia
de morbillivirus, este diagnéstico se llevé a cabo mediante la estandarizacion y el uso de
la RT-PCR con controles de amplificacion interna y ELISA. Los resultados obtenidos no
muestran evidencia sobre la presencia de morbillivirus en esta poblacion de manaties,
estableciendo con esto un punto de inicio para el manejo integral de la colonia de

manaties antillanos de la Laguna de las llusiones de Villahermosa, Tabasco.

Aunque las pruebas de diagnostico molecular son sensibles y especificas, no estan
exentas de presentar resultados falsos negativos; esta situaciébn puede ser evaluada

mediante el uso de controles externos positivos 2

. Sin embargo, las muestras clinicas
por su origen pueden contener factores inhibidores o éstos pueden adquirirse durante la
extraccion de los &cidos nucléicos presentando resultados falsos negativos. El uso de
controles de amplificacion interna, a diferencia de los controles externos positivos, radica
en que al ser colocados en cada una de las muestras clinicas, generan informacion sobre
la eficiencia de la extraccién y de las condiciones en que se lleva a cabo la reaccion,

2731 Es por ello, que

detectando con precision las muestras verdaderamente negativas |
en este trabajo se construy6 un control de amplificacién interna (CAl) de tipo competitivo,
el cual utiliza un solo par de iniciadores para amplificar tanto al CAl como a la secuencia

de interés, éste control interno fue usado en conjunto con las muestras clinicas para la

deteccion de morbillivirus, con excelentes resultados.

Hasta ahora, se sabe de la existencia de trabajos donde utilizan controles externos para el

diagnostico de morbillivirus, sin embargo, hasta la fecha no se ha reportado ningan
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estudio que utilice un sistema de expresidbn en células eucariontes para producir
moléculas de ARNm del CAl, logrando su expresion en conjunto con una fluorescencia en
las células. Este CAl ademas, puede ser facilmente utilizado y reproducido en cualquier
laboratorio que realice el diagndstico de morbillivirus, facilitando la realizacion de estudios

mas completos sobre morbillivirus en fauna silvestre.

Para favorecer la expresion del CAl en células eucariontes, se utilizd un plasmido con un
promotor de expresion fuerte acoplado al gen de la proteina verde fluorescente, lo cual
permiti6 conocer con exactitud la eficiencia de la transfeccidn con solo observar las
células en un microscopio de fluorescencia. Por otro lado, la adicion de las células Vero
transfectadas con el plasmido a las muestras clinicas, permiti6 evaluar desde la
metodologia de la extraccion del ARN total hasta las condiciones en las que se realiz6 la

RT-PCR para la deteccién de morbillivirus.

La utilidad del CAI se evalu6 con la adicién de células Vero transfectadas y las muestras
de secreciones nasales de manaties. De esta manera, la amplificacién del CAl apoya los
resultados obtenidos, ya que la presencia de la amplificacién del CAl y la ausencia del
producto correspondiente a morbillivirus permite validar este resultado como negativo.
Existen varios trabajos donde se demuestra la utilidad de los CAIl en la deteccion de
diversos agentes infecciosos en México, tales como el virus causante de la viremia
primaveral de la carpa, el virus de la necrosis pancreatica infecciosa en truchas y

herpesvirus en tortugas ['® 7" 8,

No obstante, todo sistema de diagndstico tiene un limite de deteccién, para resolver este
problema en el caso del CAl, se realiz6 la cuantificacion y la dilucién del ARN total para la
RT-PCR, encontrando que 50 ng de ARN total de las células eran suficientes para

amplificar el fragmento deseado. EI ARN obtenido de algunas muestras fue escaso, lo
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cual puede deberse a que el material tomado con el hisopo fue poco, ademas que pudo
ser degradado durante el transporte y almacenamiento de las muestras, sin embargo, la
cantidad de ARN total de las muestras nunca fue menor a los 50 ng necesarios para la
amplificacion de morbillivirus, por lo que el empleo del CAl 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 varias ocasiones la constante bUsqueda de algin agente infeccioso conlleva a la
presencia de amplificaciones inespecificas, en nuestro caso aunque el CAl nos mostraba
que las bandas difusas en la RT-PCR no correspondian a morbillivirus, estos fragmentos
fueron purificados y se obtuvo su secuencia, comprobando asi que no se trataba de

morbillivirus sino de una bacteria llamada Candidatus portiera aleyrodidarum.

Existe evidencia que demuestra a Candidatus portiera aleyrodidarum como un
endosimbionte de la mosca blanca. La presencia de este endosimbionte en la secrecion
nasal del manati sugiere una relacion evolutiva y ecolégica de la mosca blanca con el

habitat del manati "%,

Finalmente, con la RT-PCR disefiada en este trabajo, no fue detectado ningln
morbillivirus, ya que las muestras analizadas amplificaron el CAl pero no el fragmento de
80 pb especifico del gen P de los morbillivirus. Esto sugiere que la poblacion de manaties
de Villahermosa, Tabasco, no presentaba una infeccion activa por morbillivirus en el
momento del muestreo; sin embargo, es importante sefialar que morbillivirus se ha
presentado mediante brotes esporadicos, por lo que deben realizarse mas muestreos y
estrategias de vigilancia implementando técnicas de diagndstico para morbillivirus donde

podria usarse el CAL.
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Se utilizé el virus de Distemper canino (cepa Snyder-Hill) en el ELISA indirecto, esperando
encontrar evidencia seroldgica. Los sueros de manaties no presentaron titulos detectables
de anticuerpos contra el virus de Distemper canino y por lo tanto tampoco contra el
Distemper de los focidos, debido a su similitud con el virus de Distemper canino (80%
aproximadamente). Se utilizd la Proteina A en lugar de un segundo anticuerpo, la cual

tiene gran afinidad por las IgG. [ 48 1481

La ausencia de anticuerpos séricos contra el virus de Distemper indica que
probablemente los manaties no han sido expuestos al virus o que los niveles de
anticuerpos hayan decaido durante el muestreo y no pudieron ser detectados, sin
embargo, los analisis hematolégicos no muestran variaciones en la poblacion que
indiquen un estado de inmunosupresién, situacion caracteristica en una infeccién por

morbillivirus y que hubiera podido afectar los resultados del ELISA 95051,

Los animales capturados para este trabajo eran adultos y jovenes, asi como una cria de
manati de aproximadamente un afio de edad y ninguno de los individuos mostré una
respuesta inmune detectable por las técnicas empleadas aqui, indicando que esta
poblacion de manaties antillanos no muestra evidencia sobre la presencia de morbillivirus;
si bien a primera vista el tamafio de la muestra pareciese reducido, esto no es asi porque
el nimero de animales en la Laguna es pequefio, ademas, el hecho de que se hayan
muestreado adultos y juveniles asegura un muestreo completo de la poblacién. Dado que,
los manaties no son animales sociales, en el invierno forman grupos y a menudo frotan
sus cabezas y practican coprofagia, comportamiento que podria facilitar la transmisién del
virus, de esta forma, si la poblacién de manaties tuviera contacto con este virus a través
de un reservorio o transmisor, se podria presentar un brote infeccioso que afectara a

varios miembros de la poblacion B4,
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Las muestras utilizadas en este trabajo para detectar el virus se consideraron adecuadas
debido a que se sabe que las vias de eliminaciéon de morbillivirus son la respiratoria,
urinaria, genital, fecal y ocular. La cantidad de muestras analizadas (11) son
representativas de la poblacion de Villahermosa, Tabasco; sin embargo, seria
conveniente continuar con el muestreo de animales jovenes y crias para conocer mejor su

situacion serolégica respecto a morbillivirus.

Hasta ahora, el Unico estudio sobre morbillivirus en manaties de vida libre que se conoce,
se llevé a cabo con manaties de Florida (Trichechus manatus latirostris), después de la
epizootia de focas comunes en Europa. Para este caso, se realizé un estudio serolégico y
se encontrd evidencia de infeccidn por un virus similar al morbillivirus cetaceo (CeMV). Sin
embargo, no existe evidencia de la presencia o exposicion a morbillivirus en el manati
antillano, amazdnico y africano, siendo este el primer trabajo realizado sobre morbillivirus

en manaties antillanos en México 4.

En febrero de 1999 se report6 una mortalidad de lobos marinos en la Isla San Jorge,
Sonora, y se informo verbalmente de la deteccion de Distemper canino y Distemper de los
focidos mediante RT-PCR en estos animales. Igualmente, se han detectado delfines
seropositivos a morbillivirus cetaceo en las costas de Perd, sugiriendo que morbillivirus
esta presente no solo en las costas del Golfo de México sino también en las costas del
Pacifico, no muy lejos de las costas mexicanas '®". En la poblacién de manaties antillanos
de la Laguna de las llusiones, ademas de la interaccidn con especies silvestres, también
existe cierto contacto con carnivoros terrestres constituyendo un riesgo para los manaties,
por lo cual se vuelve una necesidad inaplazable el monitoreo constante de la fauna
asociada a esta poblacion. En este trabajo también se estandarizé una RT-PCR para

distemper canino y de fécidos, el cual puede ser (til en este monitoreo.
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Con lo anterior, no se puede descartar la infecciéon de morbillivirus en manaties antillanos,
se debe tomar en cuenta que las condiciones ambientales pueden facilitar la dispersion
del agente infeccioso entre las especies, por ejemplo, ciertas condiciones climaticas y la
pérdida de habitats pueden causar que las especies tengan que compartir zonas para

crianza o alimentacién, provocando contactos no usuales entre ellas .

En contraste con toda la informacion disponible sobre Distemper de los fécidos en focas,
lo que se conoce de estos virus en manaties es nulo. Los manaties son susceptibles a
estos virus y si estas poblaciones tuvieran contacto con dichos agentes probablemente a
través de reservorios o transmisores, tal vez se podria presentar una mortalidad, lo cual
seria muy riesgoso para esta especie y especialmente para la poblacién de la Laguna de
las llusiones. De ahi la importancia de realizar monitoreos para detectar estos agentes,
conocer sus posibles consecuencias y establecer estrategias de manejo en esas
poblaciones. En este trabajo se encuentra el procedimiento detallado para la deteccion de

estos agentes.

Con el proposito de lograr un mejor entendimiento de la dinamica de las enfermedades en
areas donde convergen una gran variedad de especies, es necesario conocer los factores
ecoldgicos que pueden favorecer las tasas de transmision de los agentes infecciosos. El
Distemper de los focidos y el morbillivirus cetaceo no habian sido documentados antes de
1988, lo cual sugiere que las epizootias se han debido, en parte, al impacto de las
actividades humanas en las diferentes poblaciones de focas, peces y el ambiente marino
en general ). Bajo este panorama la Laguna de las llusiones estad constantemente
modificada por diversas actividades humanas, este trabajo en conjunto con otros

realizados en la misma poblacién, representa un esfuerzo por conservar esta especie.
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A partir del deterioro del ambiente se han instrumentado una serie de medidas que
intentan mantener, recuperar o0 aumentar poblaciones silvestres, asi como disminuir la
poblaciones que son detrimentales para las especies nativas, dando origen a técnicas de
manejo con fines de conservacion. Estas técnicas pueden estar relacionadas con el
manejo del habitat o el manejo directo de las poblaciones a través de programas de
introduccion, reintroduccion y traslocacion. Sin embargo, hasta la fecha, han sido pocos
los programas de manejo que han usado informacion sobre estudios epidemioldgicos en

las diferentes especies manejadas "

El acercamiento del médico veterinario a los temas de conservacion de los recursos
naturales es una necesidad inaplazable en México, uno de los paises con mayor
biodiversidad en el mundo, con el fin de que contribuya a conservar esa diversidad

biolégica ™.
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9. CONCLUSIONES

|. Este es el primer trabajo realizado sobre morbillivirus en manaties antillanos de

vida libre en México.

Il. Se disefio y construyd un control de amplificacién interna a partir de un vector de
expresion en células eucariontes y se demostré su utilidad para monitorear

enfermedades cuyos agentes etiol6gicos involucrados no es posible obtener.

lll. Dado que por medio de las técnicas de RT-PCR y ELISA no se detect6 la
presencia de morbillivirus, podemos afirmar que no existe evidencia de la
presencia de este agente en la poblacibn de manaties antillanos (Tichechus

manatus manatus) de Laguna de las llusiones en Villahermosa, Tabasco.

10. PERSPECTIVAS

|.- Realizar monitoreos constantes en la poblacion de manaties antillanos asi como de la

fauna asociada a esta poblacion, para determinar la presencia de morbillivirus.

Il.- Continuar la evaluacion del CAIl, para ser utlizado y reproducido en cualquier
laboratorio que realice diagnéstico con muestras clinicas de animales posiblemente

infectados.
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