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RESUMEN

GONZALEZ DELGADO LUZ SELENE. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION MOLECULAR Y
SEROLOGICA DEL HERPESVIRUS CAPRINO TIPO 1 EN UN HATO UBICADO EN
TEQUISQUIAPAN, QUERETARO, MEXICO (BAJO LA DIRECCION DE: DRA. LAURA COBOS
MARIN Y DRA. IRMA EUGENIA CANDANOSA ARANDA)

La infeccién por Herpesvirus caprino tipo 1 (CpHV-1 por sus siglas en inglés), tiene una
distribucion mundial mayor al 50%, con una elevada seroprevalencia. En México no se han
realizado estudios serolégicos referentes a la infeccién, sin embargo en noviembre de 2008
se registr6 un brote sospechoso a CpHV-1 en un hato de 244 cabras ubicado en el
municipio de Tequisquiapan, Querétaro. A partir de este brote, en el laboratorio de
Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ UNAM, se hizo un

aislamiento sugerente a CpHV-1.

El objetivo del presente trabajo era realizar la deteccion molecular y seroldgica del CpHV-
1. La primera por medio de la amplificacion de una region correspondiente a la
glicoproteina C del CpHV-1, mediante la Reaccion en Cadena de la Polimersa (PCR) anidada
asi como su secuenciacion. La segunda mediante la técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta, utilizando anticuerpos monoclonales especificos contra el CpHV-1 en el cultivo

celular infectado con el virus previamente aislado.

Se detectd una reaccion positiva en la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. Sin
embargo, no se logré amplificar la region correspondiente a la gC del CpHV-1, por lo que no

se puede concluir que se realizé la identificacién del virus en México.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

INTRODUCCION

El Herpesvirus Caprino Tipo 1 (CpHV-1) pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia a-
herpesvirinae género Varicellovirus. Este virus posee un ADN lineal de doble cadena, con
una capside icosaédrica de 100 a 110 nm de diametro® %3 . Se estima que el tamafio del

genoma del CpHV-1 es de 137 kpb®.

El CpHV-1 infecta células epiteliales in vivo e in vitro, tiene un ciclo de infeccion corto y
citolitico, es un virus neurotrépico pues establece una infeccion latente en el ganglio sacro,

el cual pertenece a los ganglios paravertebrales del sistema nervioso simpéatico.®

La arquitectura del viridn es probablemente el rasgo mas caracteristico de este conjunto de
virus para considerarlo como miembro de la familia Herpesviridae. Un virién de herpesvirus

presenta cuatro estructuras morfolégicas bien diferenciadas’ (ver figura 1).

El centro o core compuesto por una molécula de ADN®°* protegido por una cépside
icosaédrica conformada por 150 hexameros y 12 pentameros , la cual a su vez es rodeada
por una capa formada por mas de 15 proteinas denominadas tegumento. La particula virica
esta rodeada por una bicapa lipidica que contiene un gran namero de glicoproteinas, entre
las cuales la glicoproteina B (gB), la glicoproteina C (gC), y la glicoproteina D (gD) son las
mas abundantes’*°. El rango en el didmetro del virién es de 120 a 300 nm™°. La sintesis de

7,8,10
(

ADN viral y el ensamblaje de la capside ocurren en el nucleo celular. ver figura 3).

Actualmente se conoce la secuencia genémica completa de 32 especies de herpesvirus®*.

El anélisis comparativo del genoma de las diferentes especies refleja que todos los
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herpesvirus conservan un grupo de 25-40 genes comunes®**. Estos se denominan genes
“core” y codifican para proteinas de regulacidn génica, enzimas de metabolismo de
nucleétidos, componentes del complejo de replicacion del ADN, proteinas de maduracion
del virion, proteinas de la capside y algunas proteinas del tegumento y de la envoltura. Los
genes “core” se agrupan en 7 blogues de genes conservados (bloque | al VII), y mantienen
un orden y una orientacion transcripcional dentro de cada bloque. Por otro lado, estos
blogues presentan un orden y una orientacion diferente en cada una de las subfamilias que

componen los Herpesviridae. 3**

Como se describi6é anteriormente, la envoltura de un virion de herpesvirus es una bicapa
lipidica en la que se hallan integradas distintas proteinas, en su mayoria glicoproteinas de
origen virico. Estas proteinas son las mas estudiadas de los herpesvirus y constituyen un
elemento fundamental de la envoltura, pues desempefian funciones béasicas de interaccion
entre el virus y el organismo hospedador. Las glicoproteinas son necesarias para el
reconocimiento, union, penetracion, salida y transmision célula-célula del virion en células

susceptibles a la infeccion. *2

Las glicoproteinas de la envoltura de los herpesvirus estan codificadas por genes y entre
ellos se pueden distinguir algunos genes “esenciales” y otros “no esenciales”. Las
glicoproteinas B, D, H, L y K estan codificadas por genes esenciales, y son por lo tanto
proteinas fundamentales en todos los herpesvirus. Por el contrario, las glicoproteinas C, E,
G, I,J,My N son no esenciales y participan en la unién de los herpesvirus con la célula
diana, en la modulacion de la respuesta inmunitaria del hospedador, en la morfogénesis de

los viriones o en la sefalizacién de la ruta celular de transmision de la infeccién. Las
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glicoproteinas no esenciales son el mejor ejemplo de cuan impreciso es calificar como no
esencial un conjunto de genes y de proteinas a partir de un estudio de cultivo in vitro en el
gue las células utilizadas no son representativas de aquellas que el herpesvirus infecta in

vivo. "8

El primer aislamiento viral se llevé a cabo en 1970 en California', a partir de la replicacién
del virus en tejidos de cabritos recién nacidos que habian desarrollado una enteritis severa.
Unos afios mas tarde el CpHV-1 fue aislado en Nueva Zelanda y Australia en cabras con
vulvovaginitis severa®. El virus también fue identificado a partir de lesiones prepuciales en
Noruega y ha sido detectado en Grecia, y aislado de cabras con infeccion latente en Italia y

Espafia en el afio 2004.%°

Los herpesvirus han co-evolucionado con sus hospederos durante millones de afios. En
consecuencia, diferentes hospederos pueden haber sido infectados por distintos
herpesvirus genéticamente relacionados. Se ha demostrado que un grupo de
alphaherpesvirus de rumiantes esta estrechamente relacionado: el virus del Herpes bovino
tipo 1 (BoHV-1), el Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5), el Herpesvirus caprino tipo 1
(CpHV-1), los Herpesvirus de cérvidos 1y 2(CvHV-1, CvHV-2) y un Herpesvirus en alces
(RanHV-1).*° Analisis filogenéticos de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la
glicoproteina B (gB) y la glicoproteina D (gD) revelan que el CpHV-1 es el mas distante entre

estos alphaherpesvirus de rumiantes (ver figura 2). *"*8

Con base en la secuencia completa de la gB, la més conservada entre los herpesvirus™, el

porcentaje de identidad en la secuencia de nucleotidos entre el CpHV-1 con respecto al
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BoHV-1 es del 78.5%." En la gD la homologia entre estos dos virus es del 68.8%% y

finalmente en la glicoproteina C (gC) es del 55.6% #(Figura 2).

EPIZOOTIOLOGIA

Esta enfermedad afecta a cabras de diferentes edades y puede ser responsable de grandes
pérdidas econémicas en la produccién animal, principalmente por la presencia de abortos,
muerte neonatal y el reemplazo de animales adultos. EI CpHV-1 tiene una distribucion
mundial mayor al 50%, con una elevada seroprevalencia.?? que se presenta principalmente

en la cuenca mediterranea y ha aumentado en los Gltimos afios. >,

En un estudio realizado en 759 cabras de distintos lugares de Grecia, fueron identificados
anticuerpos neutralizantes en 52.6% de los animales.”® Los anticuerpos maternos
disminuian a la edad de 4 meses, credndose nuevos a los 7-8 meses. Las observaciones
realizadas en dos rebafios caprinos intensivos mostraron que el virus no se propagaba
durante el periodo de apareamiento y lactancia. Los titulos de anticuerpos neutralizantes
aumentaban o se presentaban nuevas infecciones en los animales después del verano,
durante la época de partos.?®> En México no se han realizado pruebas serolégicas en busca

de anticuerpos para esta enfermedad.

En Espafia en el afio 2006 se llevé a cabo una encuesta seroepidemioldgica para determinar
la presencia de la Herpesvirosis Caprina. El analisis de 381 sueros de cabras distribuidas en
varias explotaciones de Andalucia demostré que el CpHV1 se encontraba presente con una
prevalencia del 21.3%.%° Ademas se realiz6 un ensayo de reactivacion en dos cabras

Murciano-Granadina seropositivas, ambas tenian 3 afios respectivamente y fueron tratadas
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con 2.5 mg/kg de dexametasona intravenosa cada 24 horas durante 6 dias consecutivos, lo
gue permitié el aislamiento de dos cepas de CpHV-1 en Espafia, que son diferentes de la
cepa suiza de referencia® En el afio de 2008, la infeccién por CpHV-1 fue identificada en

Francia. %*

El incremento en la prevalencia clinica o en la seroconversién puede ocurrir después del
inicio de la temporada de cria, sugiriendo una transmisién venérea a partir de una nueva
infeccion o del recrudecimiento de una infeccién latente secundaria asociada al estrés

producido por el estro o la temporada de parto.1'* *°

CICLO DE REPLICACION VIRAL

El CpHV-1 entra a las células por fusion de su envoltura con la membrana plasmaética celular,
siendo un proceso independiente de pH y dependiente de la unién de glicoproteinas virales
presentes en la envoltura del virus con los receptores en la membrana celular.?’ Diversos
estudios han demostrado que las diferentes glicoproteinas virales (gB, gC, gD, gE, gH, gK 'y
gL) son requeridas en el proceso de entrada del virus a la célula.®*°

Aunque la totalidad de las moléculas involucradas en la entrada del virus a la célula no estan
completamente definidas, esta claramente establecido que éste se une a las moléculas de
heparan sulfato (HS) presentes en la membrana celular,?® a través de las glicoproteinas
virales gB y gC.** Luego de esta union inicial, las gB y gD se unen con alta afinidad a sus
receptores en la membrana celular.®

Como se explicard mas adelante la gC juega un papel primordial en la identificacion y

diferenciacion del CpHV-1 con respecto al resto de los a-Herpesvirus. Distintos autores han

propuesto un modelo de unidn bifasica del virus a la célula segun el cual la gC no sélo une
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el virus al HS de la superficie celular, sino que induce la formacién de un complejo estable
de los receptores proteoglicanos para promover la interaccion de otra glicoproteina, la gD,
con un receptor secundario. **? Tras la unién de gC y gD se da la fusién entre la envoltura

viricay la membrana celular con la participacion de gB y gH/L.*

La gC es no es esencial para la replicacion de los herpesvirus in vitro.®**! Sin embargo, la gC
participa en la estrategia de evasion del sistema inmunolégico del organismo hospedador.
%334 La gC del Herpesvirus simplex (HSV) es una de las méleculas de evasion del sistema de
complemento mejor caracterizadas, ésta se une al factor C3 y a sus productos de activacion
C3b, iC3b y C3c, acelera la regulacién de la via alterna del complemento (C3 convertasa)
gue da lugar a estos productos, e inhibe la unién de C3b a los factores del complemento:
properdina y C5.%3 Con esto la gC protege al virus del ataque del complemento in vivo,
tanto en estado libre al inhibir su activacion, como al impedir la lisis de las células

infectadas mediada por complemento. %6373

Después de la entrada a las células del hospedero, la nucleocapside del CpHV-1 es liberada
en el citoplasma donde es transportada a través de microtabulos hasta el nucleo. Ciertas
proteinas del tegumento, como VP16 comienzan de la transcripcién del genoma viral en el
nucleo de la célula, mientras que otros factores tales como el “factor de desconexién del

huesped”, (Vhs) por sus siglas en inglés, acttian en el citoplasma. *

La nucleocapside viral se ancla al poro nuclear liberando su ADN viral dentro del nucleo

donde es circularizado. Dependiendo del momento en que los genes virales son expresados
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durante la replicacion son clasificados en tres clases: inmediatos tempranos, tempranos y
tardios.* *°

La proteina VP16, activador transcripcional del virion, interactda con los componentes de
transcripcion del hospedero para estimular la transcripcion de los genes inmediatos
tempranos mediante la RNA polimerasa Il celular, los RNA mensajeros inmediatos
tempranos (RNAm) son ensamblados y transportados hacia el citoplasma donde son
traducidos en proteinas inmediatas tempranas (a proteinas), nuevamente son llevadas
hacia el nucleo donde activan la transcripcion de los genes tempranos ademas de continuar
regulando la transcripcion de los genes inmediatos tempranos.® Los transcritos de los genes
tempranos son transportados hacia el citoplasma donde son traducidos en proteinas
tempranas (B proteinas) en donde su funcién principal es la replicacion del ADN y la
produccion de sustratos para la sintesis del mismo. Algunas B proteinas son transportadas al
citoplasma y otras permanecen en el nicleo.* En esta sintesis de ADN viral se producen
moléculas largas concateméricas, es decir, replicaciones en circulo formando copias del
genoma virico completo unidas una a continuacion de la otra y separadas por sitios o
secuencias “cos” (una secuencia especial de nucle6tidos a la que se unen ciertas proteinas y
gue aparecen entre cada copia del genoma). Estas moléculas a su vez representan los
templetes para la expresion de los genes tardios.*® Los RNAm tardios son transportados
hacia el citoplasma para su traduccién en proteinas tardias (y proteinas). Las proteinas
tardias son principalmente proteinas estructurales del virion, asi como proteinas necesarias

para el ensamblaje y salida del mismo.*°
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Algunas y proteinas requeridas para la formacion de la envoltura viral son elaboradas en las
membranas del reticulo endopldsmico rugoso donde son modificadas por glicosilacion.
Estos precursores son transportados al aparato de Golgi para su procesamiento final en
glicoproteinas maduras las cuales son llevadas hacia la membrana citoplasmatica de la
célula infectada. Otra parte de las y proteinas son acarreadas al ndcleo celular para el

ensamblaje del ADN y la nucleocépside, mientras que el resto permanece en el citoplasma.*®

El nuevo ADN viral replicado se mantiene dentro de capsides preformadas junto con algunas
proteinas del tegumento, mediante procesos de gemacion en la membrana nuclear interna
se dirige al lumen del reticulo endoplasmico rugoso adquiriendo una envoltura, que se

piensa, contiene precursores de proteinas de membrana viral.*°

El paso del virus envuelto desde el lumen del reticulo endoplasmico rugoso hacia la salida
del virus no estd completamente definido. Existen dos mecanismos posibles: En el primero
el virus envuelto se fusiona con la membrana del reticulo endoplasmico rugoso liberando la
capside en compartimentos del aparato de Golgi que contienen proteinas de membrana
viral madura. Las proteinas de tegumento adheridas al nicleo permanecen junto con la
capside mientras que el resto se van afiadiendo del citoplasma durante este paso. El virus

envuelto es transportado a la membrana citoplasmica para su liberacién por exocitosis.**

En el segundo modelo el virus dentro del lumen del reticulo endoplasmico rugoso es

envuelto en vesiculas para ser transportado y llevado al aparato de Golgi para que las
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proteinas precursoras de la envoltura viral sean modificadas y procesadas por enzimas
dentro de sus compartimentos. Finalmente el virus envuelto es transportado a la membrana
citoplasmica para su salida por exocitosis.*

En ambos modelos las vesiculas de transporte se fusionan con la membrana citopldsmica
para liberar al virion completamente maduro al espacio extracelular. (ver figura 3)***

La replicacién del genoma comienza dentro de las dos horas siguientes a la infeccion inicial

del animal, #

con la expresion de antigenos en la superficie celular entre las tres a cuatro
horas siguientes a la infeccion, la liberacion de particulas virales y dispersion a las ocho
horas posinfeccién.*?

El CpHV1 esta estrechamente relacionado con el BoHV-1, este ultimo se ha considerado
como virus de referencia para el estudio del CpHV-1 debido a que el ciclo de replicacion,
latencia y patogénesis en cabras infectadas es muy similar a la producida por el BoHV-1 en

el ganado bovino.2 92171821

PATOGENIA

Las particulas viricas de los herpesvirus son labiles y no tienen una buena permanencia
fuera del organismo infectado. La via de entrada del CpHV-1 puede ser nasal y genital.2'4 En
general, su transmisién requiere un contacto directo, principalmente uno fisico que
conlleve la aposicién de epitelios himedos. 3

La infeccidn inicial del CpHV-1 en lineas celulares permisivas, células Madin Darby Bovine
Kidney (MDBK), conduce primordialmente a una répida muerte celular ocasionada por un
estado apoptotico dado por la activacion de diferentes caspasas celulares (principalmente

caspasa 3) y de la proteina P53. ***° Resultados similares han sido reportados ante la
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infeccion in vivo de terneros con la cepa Cooper de BoHV-1, llevando a un aumento de los
niveles de apoptosis en linfocitos T CD4+ infectados. *° Durante la expresion génica en la
infeccion primaria, los genes son transcritos en una cascada coordinada, regulada y
secuencial, la cual es comin a todos los miembros de esta familia viral. ’

Después de una infeccion intranasal, se presenta una replicacién local produciendo una
lesion epitelial en la cavidad nasal, seguida por una viremia asociada a células
mononucleares, que puede llevar a una infeccion sistémica y abortos. El virus finalmente
alcanza el tracto genital, con la aparicion de las lesiones caracteristicas: vulvovaginitis
ulcerativa en hembras y balanopostitis ulcerativa en machos, ambas con altos titulos
virales. * En los animales infectados la enfermedad tiene una presentacién aguda y latente.
Durante la presentacion aguda, el virus es excretado via ocular, nasal y genital.***’

La viremia asociada con la inoculacion intranasal ha sido demostrada experimentalmente
mediante la recuperacion del virus o su deteccién por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en fetos abortados,* los informes tanto de infeccion natural como
experimental, indican que el aborto y los neonatos muertos causados por el CpHV-1 son
resultado de la viremia.***’ Se sugiere que el virus permanece latente en la placenta, y
cuando pasa al feto, produce lesiones necroticas diseminadas, ya que los fetos abortados y
neonatos muertos demuestran la presencia del CpHV-1 o el ADN viral en higado, epidermis,

rifiones, pulmones, cerebro y glandulas adrenales.**"

En el caso de los neonatos la enfermedad sistémica esta caracterizada por una elevada

morbilidad y mortalidad provocada por una enteritis necrética.*

11
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Por el contrario, después de una infecciébn genital hay una replicacion viral masiva,
restringida a la mucosa genital, con aparicion de eritema, edema, vesiculas y Ulceras de

distribucion multifocal.*’

Cuando las cabras son inoculadas intravaginalmente de manera experimental, la presencia
de la infeccion se manifiesta con lesiones genitales, y el virus se puede aislar 5 a 7 dias pos
infeccion a partir de hisopos vaginales y no de hisopos oculares, nasales o rectales;

sugiriendo que la infeccién genital puede establecerse sin causar viremia.*

SEMIOLOGIA

La manifestacion de signos y lesiones a causa de una infeccién por el CpHV-1 dependera en
gran medida del estado inmunoldgico y nutricional del animal. 2°%°2>°® Durante una
infeccion sistémica se pueden presentar abortos’, muerte embrionaria y/o muerte

2,15,51,53

neonatal, ademéas se asocia con enfermedad respiratoria, pérdida de peso y

disminucién de la produccién lactea.2>5153 En neonatos se manifiesta con enteritis,

diarrea y enfermedad sistémica. 14 >*

Durante una infeccion local se origina una vulvovaginitis 1'2 y balanopostitis pustular
infecciosa de moderada a grave. En las hembras, los signos clinicos de vulvovaginitis se

presentan dentro de los primeros 11 dias después de la introduccidn de los sementales.1

LATENCIA Y REACTIVACION

12
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El CpHV-1, al igual que la gran mayoria de miembros de la subfamilia Alphaherpesvirinae,
establece latencia durante toda la vida del hospedero en neuronas ganglionares del

sistema nervioso periférico. *°

Luego de la replicacion inicial en el epitelio mucoso, la nucleocapside del virus es
direccionada por transporte axonal retrogrado hasta el cuerpo de la neurona sensorial
dentro del ganglio sacro, alli el ADN es insertado en el nucleo de la neurona; entrando en
un estado de transcripcion restringida, el cual le permite evadir la respuesta inmune del
hospedero. Tiempo después, durante eventos de estrés, inmunosupresion o UusO
prolongado de corticoides, el virus puede reactivarse, produciendo particulas virales que
migran en forma centrifuga usando el transporte axonal anterdgrado de la misma neurona
por la cual ascendieron, alcanzando el sitio inicial de replicacion, para poder asi dispersarse

a otros animales susceptibles.”®°

Los pasos del ciclo de latencia y reactivacion han sido operacionalmente divididos en tres:

establecimiento, mantenimiento y reactivacion. >

El establecimiento del estado de latencia involucra la entrada de la capside viral en una
neurona sensorial, el posterior acceso del genoma al nacleo y la infeccion aguda; luego la
expresion de genes virales es suspendida o disminuida drasticamente, y en lugar de los 80
genes virales que se expresan durante la infeccion litica, en la fase latente sélo se da la
expresion de dos transcritos virales: un transcrito relacionado con latencia (RL) y el ORF E,
que son abundantemente expresados en los ganglios neuronales durante la latencia. *®(ver

figura 4)°°

13
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El mantenimiento de la latencia es un paso que puede durar toda la vida del hospedero;
técnicamente, se define como un periodo durante el cual no es posible detectar virus
infecciosos mediante los procedimientos estandar de aislamiento viral, y en general
tampoco hay expresion de los genes virales necesarios para el establecimiento de una

infeccion productiva (genes de ciclo litico). *°

DIAGNOSTICO

El diagnostico del CpHV-1 se realiza a partir de tres pruebas, dos de ellas son seroldgicas:
el Inmuno Ensayo Enzimético (ELISA) y la seroneutralizacion (SN) y una prueba es

molecular: la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). 2%

*ELISA. Cabe sefialar que no se cuenta con pruebas comerciales para el diagnéstico de
CpHV-1 y debido a que existe una reaccién cruzada con el BoHV-1, para el diagnostico
seroldgico se han utilizado pruebas comerciales de ELISA para Rinotraqueitis Infecciosa
Bovina (IBR) como: SERELISATM IBR/IPV gB Ab Mono Blocking, Synbiotics Europe, Lyon,
France) y gE (Herdchek Anti-IBR gE, Idexx, Germany), ambas pruebas son ELISAS

competitivas. 2°*’

*SN. Esta prueba se realiza en cultivo celular empleando células de rifién bovino de la linea
Madin-Darby (MDBK) infectadas con 75 UFP (unidades formadoras de placa) de la cepa

BA-1 de CpHV-1 o 75 UFP de la cepa lowa de BoHV-1°"%,
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*PCR Y PCR EN TIEMPO REAL. Esta prueba se realiza a partir de hisopos nasales/vaginales,
de muestras de tejido y células MDBK infectadas. Los iniciadores que se han empleado

amplifican una region conservada del gen gC (glicoproteina C).*4162%5

Al existir una relacion genética y antigénica entre estos 5 alphaherpesvirus de rumiantes
(BoHV-1, BoHV-5, CvHV-1, CvHV-2, y CpHV-1) en Julio de 2003 en el Laboratorio de
Virologia e Inmunologia del Departamento de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Bélgica se disefié una nueva
estrategia diagnostica a través de anticuerpos monoclonales murinos (Mabs) por sus siglas
en inglés, con el proposito de montar una prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IF) que
permitiera discernir entre ellos sin ambigiiedad.> Los Mabs fueron seleccionados por su
especificidad viral mediante pruebas de ELISA asi como por ensayos de IF en donde se

infectaban de manera individual células MDBK con los distintos virus.>®

La cepa de referencia de CpHV-1 utilizada fue la E/CH (cepa Suiza). Cada anticuerpo

monoclonal detectd especificamente una sola especie viral. >°

Finalmente, se busco determinar si los Mabs seleccionados sélo eran especificos para la
cepas utilizadas en las infecciones de los ratones, por lo que también fueron probados en
células infectadas con otras cepas reportadas del CpHV-1y del BoHV-1. Estas fueron: para
CpHV-1 Mck/US (cepa Estadounidense), Ba-1 (cepa Italiana), SP1 y SP2 (cepas Espafiolas).™
Los resultados demostraron que la especificidad de los Mabs fue similar a la mostrada con

la cepa de referencia E/CH.>®
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Por medio de Radioinmunoprecipitacion (RIPA) se reveld que los Mabs utilizados se dirigian
contra la gC.>® Como ya se menciond, esta glicoproteina es genética y antigénicamente

menos conservada que las glicoproteinas B y D*"+** %

por lo que no resulta sorprendente
gue la mayoria de los Mabs que permitian discriminar entre estos virus se dirigian

directamente a dicha glicoproteina.®®

Al existir una regién N-terminal altamente variable en la gC de estos virus, se cree que los
anticuerpos especificos utilizados en este estudio van directamente en contra de este
epitope, mientras que los anticuerpos que presentaron una reaccion cruzada, y por tanto
no fueron seleccionados, se dirigian a la regién central de la gC, la cual es conservada entre

17,18
(

estos alphaherpesvirus.'”® (ver figura 5).>°

ANTECEDENTES

En México, el Unico informe que se tiene sobre la posible presencia de esta enfermedad es
un brote sospechoso a CpHV-1 ubicado en el municipio de Tequisquiapan, Querétaro, en
un rebafio de 244 cabras, en noviembre del 2008. Hasta el momento se desconoce cOmo
se introdujo la enfermedad en el rebafio, ya que antes del brote se ingresaron varios
animales de otros rebafios.?? En dicho brote se realizaron examenes fisicos previos al
empadre en hembras y sementales de genotipo carnico, y se detectaron lesiones vulvares y
prepuciales, en las cuales se observd macroscépicamente vulvovaginitis pustular y
ulcerativa multifocal coalescente de moderada a grave, y balanopostitis pustular y
ulcerativa grave multifocal coalescente. Microscopicamente, ademés de las lesiones

inflamatorias se observé presencia de cuerpos de inclusién intranucleares eosinofilicos.?
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Las muestras de prepucio para microscopia electronica refirieron la presencia de
numerosas particulas virales dentro de los cuerpos de inclusion en el nicleo de un tamafio

de 150 a 230 nm aproximadamente.?

Fueron realizadas 4 necropsias, 2 hembras adultas y un macho adulto en el mes de enero
de 2009 y un neonato nacido muerto en el mes de junio del mismo afo. Los animales
adultos fueron eliminados del rebafio por bajo rendimiento productivo y sacrificados en la
sala de necropsias. En los cortes histoldgicos de pene y vulva de las 3 necropsias realizadas
se llevé a cabo una inmunohistoquimica (IHQ) con anticuerpos BoHV1, los resultados

obtenidos mostraron una ligera positividad en las células epiteliales. %

En el laboratorio de Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se hizo el aislamiento viral a

partir de una biopsia de prepucio que se conservo en congelacion hasta su procesamiento.

En este aislamiento se observo el efecto citopatico sugerente a CpHV-1, pero no se realizd

su tipificacion. %

JUSTIFICACION

Dado que se desconoce la epizootiologia de la enfermedad originada por el CpHV-1 en
nuestro pais y debido a que existen informes de otros rebafios en la zona de
Tequisquiapan, en los que se ha presentado la signologia clinica sugerente a CpHV-1, es
importante confirmar la presencia del virus en México, mediante su aislamiento e

identificacion molecular y seroldgica.
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HIPOTESIS

La vulvovaginitis y balanopostitis presentes en el rebafio caprino del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccion Animal en el Altiplano son producidas por
Herpesvirus Caprino tipo 1, por lo que se podra aislar e identificar el virus tanto por

técnicas moleculares como seroldgicas.

OBJETIVO GENERAL

Demostrar la presencia de CpHV-1 en el rebafio caprino del Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccién Animal en el Altiplano (CEIEPAA) mediante la

identificacion molecular y seroldgica de un aislamiento viral obtenido en el afio 2011.

OBJETIVOS PATICULARES

Realizar el aislamiento del CpHV-1 a partir de muestras de animales con lesiones
sugerentes a la infeccion, mediante su inoculacion en embrion de pollo y cultivo
celular, para su posterior identificacion molecular y seroldgica.

— ldentificar en los cultivos celulares previamente infectados la presencia de particulas
virales sugerentes a herpesvirus, mediante microscopia electrénica.

— Identificar al CpHV-1 previamente aislado en cultivo celular, mediante la técnica de
Inmunofluorescencia, para demostrar la presencia del CpHV-1 en los aislados
obtenidos.

— Amplificar la regién de la glicoproteina C, empleando una PCR anidada, para distinguir

entre el herpes virus bovino (BoHV-1) y el CpHV-1.
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— Clonar y secuenciar la region de la glicoproteina C, para comparar el asilamiento

mexicano con otros reportados en la literatura.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realizd en el laboratorio de Virologia del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia; en el laboratorio de Genética Molecular del Departamento de Genética y
Bioestadistica y en la Unidad de Servicios de Diagndstico y Constatacion (USEDICO) del
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion Animal en Altiplano
(CEIEPAA), todos ellos pertenecientes a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México (FMVZ-UNAM).

VIRUS. Se utilizd un aislamiento obtenido a partir de una biopsia de prepucio de un caprino
Alpino Francés del hato donde ocurrié el brote sospechoso a Herpesvirus Caprino tipo 1

proveniente de Tequisquiapan Querétaro, en el afio 2011.

l. AISLAMIENTO VIRAL :

e Obtencion de la muestra

El aislamiento viral se obtuvo a partir de una muestra de prepucio de un macho con
numero de identificacion R125, raza Alpina Francesa de 80.3 meses de edad el cual
presentaba lesiones sugerentes al CpHV-1. La muestra fue tomada el 20 de Junio de 2011 vy
fue enviada al laboratorio de Virologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia

de la FMVZ para su aislamiento.
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La muestra de prepucio se macerd y se prepard a una concentracién al 10% con PBS estéril,
posteriormente se centrifugé a 2500 rpm durante 10 min. El sobrenadante obtenido se
filtr6 en una membrana estéril de 0.45 um. La ausencia de contaminacién bacteriana en la
suspension viral se verificd mediante la siembra en medios bacterioldgicos (agar triptosa y
caldo tioglicolato 0.1ml) los cuales se incuban a 37°C por 48 h.

A. EMBRION DE POLLO

Se utilizaron embriones de pollo (EP) de 9 a 11 dias para la inoculacién del CpHV-1 por la
via de membrana corioalantoidea. Estos se examinaron con el ovoscopio para verificar su
viabilidad, se delimitaron los sitios de inoculacion mediante 3 marcas: una en el polo
superior del EP sobre la camara de aire, la segunda en la posicion del embrion con una “X”
y la tercera se realizd en un punto del lado contrario al embridén en una zona equidistante
de ambos polos y libre de grandes vasos sanguineos. Las zonas sefialadas se desinfectaron
con yodo, se perforo el cascaron y la farfara en el punto sefialado sobre la camara de aire,
posteriormente se perford el cascardn sin lesionar la membrana corioalantoidea (MCA) en
la marca lateral del EP. Una vez hecho esto, se coloc6 el embrién en posicion horizontal
frente al ovoscopio y se hizo un ligero vacio con una perita de goma aplicada al polo
superior del EP, para formar una nueva cadmara de aire dispuesta en uno de los lados.

Los embriones se inocularon con 0.2 ml insertando la jeringa en un angulo de 45° a través
del orificio lateral del cascaron con el bisel de la aguja hacia abajo hasta una profundidad
de 6 mm, una vez finalizado el procedimiento el orificio de inoculacion se sellaron con
pegamento liquido. Posteriormente los EP se incubaron a 37°C, y se revisaron diariamente

en busca de mortalidad. Cinco dias después se sacrificaron mediante refrigeracion por 8
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horas. Las membranas se cosecharon en busca de lesiones caracteristicas (pustulas
blanquecinas, edema o hemorragias). En caso de no observar lesidn, se hizo un pase ciego

en busca de ésta. (ver figura 6).

B. CULTIVO CELULAR

Se utilizé la linea celular MDBK (Madin Darby Bovine Kidney) cultivada con Medio Esencial
Minimo (MEM) suplementado con suero fetal bovino al 10% y antibidtico (penicilina y
estreptomicina). Para la infeccién se elimind el sobrenadante, se procedié a agregar el
indculo y se mantuvo en agitacion durante 1 hora. Pasado este tiempo se agregé MEM sin
suero fetal bovino y se incub6 hasta observar el efecto citopéatico, que se manifesté por la
presencia de lisis celular a las 72 horas pos infeccion (Pl). Como testigo negativo se

mantuvo un cultivo sin infectar incubado bajo las mismas condiciones que el anterior.

II. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se emplearon células MDBK infectadas con el virus sugerente a CpHV-1 durante 72 horas.
Estas fueron fijadas con glutaraldehido al 5% y se enviaron al departamento de Patologia

de laFMVZ, UNAM.

lIl. IDENTIFICACION VIRAL

I11.I INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Para llevar a cabo el ensayo de inmunofluorescencia indirectase realizé la infeccion de

un cultivo celular de la linea MDBK con el virus sospechoso a CpHV-1, las células se
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incubaron en cadmaras de cultivo celular sobre laminillas (Lab-Tek™ Chamber Slide™

System) por 72 y 100 horas en busca del efecto citopatico: muerte celular. (ver figura 7)

Posteriormente se decant6 el medio de cultivo de las células, se realiz6 un lavado con
PBS y se fijaron con una solucion compuesta por 90% de etanol puro, 5% de acido

acético glacial y 5% de agua destilada durante 30 min a temperatura ambiente.

Se retir6 el fijador y se agregé el anticuerpo monoclonal anti CpHV-1 de origen murino
sin diluir (donado por el Dr. Etienne Thiry, con autorizacion de SAGARPA, No. de
Requisicion IDOD11AD0339). La muestra se incubd durante 30 min a 37°C en camara

humeda, realizandose dos lavados con PBS.

El anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(Santacruz Biotechnology Inc.) se utiliz6 en una dilucion 1:25, incubandose nuevamente

durante 30 min a 37 °C en cdmara himeda.

Finalmente se realizaron dos lavados, el primero con PBS y el segundo con agua
destilada. Se decantd el agua destilada y se dejo secar durante 10 min. Una vez que el
cultivo estuvo listo se observd en un microscopio para Inmunofluorescencia marca
Leica modelo DM1000 con lampara de mercurio HB050, compuesto por los objetivos
20X/0.40 plan a/ 0.17 y 40X/0.65 plan a/0.17, oculares 10X/22 plan, filtros de 450-490,

FT510, LP520 y camara pixera penguin 600 CL.

111.1 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).
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e Extraccion del ADN. Se hizo a partir de un cultivo celular de linea MDBK

previamente infectado con el virus sospechoso a CpHV-1, mediante el siguiente
procedimiento:

— Agregar 0.75-1.0 ml de DNAzol® Reagent de invitrogen a 10 cm? de monocapa
celular. Transferir a un micro-tubo de 1.5ml

— Centrifugar a 10,000 g a 4°C por 10 min

— Transferir el sobrenadante a otro tubo

— Precipitar el ADN afadiendo 500 pul de etanol al 100%

— Mezclar por inversion 3-6 veces

— Incubar minimo 1 h a-20°C

— Centrifugar a 12 000 g, 4°C, 10 min.

— Decantar el sobrenadante.

— Lavar el ADN con 1 ml de etanol al 75% centrifugar 10,000 g a 4 °C por 5 min.

— Retirar el sobrenadante (el lavado se realiza dos veces).

— Dejar secar 30 seg en la campana de flujo laminar o gabinete de seguridad
bioldgica.

— Disolver la pastilla en 100 pL de agua inyectable

— Incubar por 10 min a 60°c

e AMPLIFICACION:

Para la identificacion molecular de este virus se disefid una PCR anidada, mediante
programas de computo especializados (Vector NTI®software). Para ello se alinearon las

secuencias del gen de la gC tanto del virus bovino (BoHV-1) como del CpHV-1 y se disefid
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un primer juego de iniciadores (iniciadores externos) el cual amplifica una regién de 480
pb en ambos virus (ver cuadro 1y 2) (ver figura 8) y una segunda reaccién de PCR
(iniciadores anidados o internos) con un juego especifico para CpHV-1 (ver cuadro 3 y 4)
(ver figura 9) y otro para BoHV-1, para diferenciar entre estos virus (ver cuadro 5y 6) (ver
figura 10).

Con la finalidad de manejar un testigo positivo para esta prueba, se utilizo ADN de un
asilamiento de BoHV-1. Este ADN de BoHV-1, fue previamente identificado mediante una

PCR que amplifica la regién de la glicoproteina E de BoHV-1.

11111 CLONACION

Debido a que se obtuvo una Unica banda de peso molecular de 600 pb en la PCR externa
tanto en el virus sospechoso a CpHV-1 como en el testigo positivo de BoHV-1y a que la PCR
anidada generaba un bandeo inespecifico, se tomd la decision clonar y secuenciar esta
banda, alin cuando presentaba un peso molecular mayor al esperado. Cabe sefialar que al
no tener un virus de referencia y al encontrar en ambos aislamientos (bovino y caprino)

esta banda, era importante determinar si correspondia a la glicoproteina.

[ILI1.1) Purificacion de Fragmentos de ADN a partir de Gel de Agarosa

Se realiz6 la electroforesis del producto a purificar en agarosa-TAE, en la cual se carg6 el
volumen total que se amplifico, en este caso 40 uL de producto de PCR. Se recortd la banda

con ayuda de un transiluminador.
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Se peso el fragmento y se adicionaron 3 volumenes de yoduro de sodio 6 M. Se incubé por
10 min a 55°C hasta que la agarosa se disolviera. Se adicionaron 15 uL de perlas de silica* y
se incubaron por 60 min a 4°C. Posteriormente se centrifugdé por 4 min/12 000 rpm/ 4°C 'y
se decanto y resuspendio la pastilla con 500 uL de solucién de lavado*, nuevamente se

centrifugd a 12 000 rpm/4 min/4°C y se repitié una vez mas este paso.

Se decanté el tubo y se secd la pastilla por calor. Se resuspendio en 30uL de agua estéril, se
incub6 a 55°C por 5 min y se centrifugd a 12,000 rpm/4 min/Temperatura ambiente
(TA).Finalmente se recupero el sobrenadante en un tubo limpio y se visualizaron 5 ul de la

purificacion en un gel de agarosa al 3%.%

*Solucién de lavado: NaCl 50 mM, Tris HCI pH 7.5 10 mM, EDTA 2.5 mM, etanol 50% v/v. *°
*Perlas de silica: Suspension de silica a 100 mg/ml en PBS, centrifugar 2 min/ 2 000 g,
resuspender la pastilla a una concentracién final de 100 mg/ml en Nal 3M. Alicuotar en

volimenes de 500 pL y cubrir de luz con papel aluminio. Refrigerar.®
IILII1IT) Ligacién

Se clonaron los fragmentos en el kit pGEM-T de Promega (ver figura 11). En el cuadro 7 se

muestra la reaccion de ligacion.

Férmula para calcular la cantidad de ADN de inserto requerido a una relacion 1:1 con el

vector:

Longitud del inserto (Kb) ng vector=
Longitud del vector (Kb)

U
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Vector: 0.600 (50 ng)= 10 ng
3.000

[.11.111) Transformacion Bacteriana

Se mezclaron 100 uL de células competentes DH5a con 30-50 ng de ADN (vector). Se
incubaron 30 min a 4°C e inmediatamente se incubaron a 42°C por 1 minuto, nuevamente
se incubaron a 4°C por 2 min (ver figura 12). Se adicioné medio LB (cbp) 1 ml (cuadro 8). Se
incubo a 37°C/ 1 h y se mantuvieron en agitacién (100-120 rpm 5 min). Se sembraron 100
uL en placas con LB, ampicilina, Xgal, IPTG y se almacenaron a 37°C toda la noche (ver

figura 13).

Se seleccionaron 16 colonias blancas, cada mitad de la colonia se sembré en medio LB-
ampicilina (ver figura 14), la otra parte se resuspendio en 60 uL de agua estéril (ver figura
15), se realiz6 una PCR utilizando los iniciadores de M13 (disefiados para la amplificacion
de insertos clonados con el vector pGEM) con el objetivo de identificar a las bacterias

recombinantes (ver cuadro 9y 10).

El peso esperado era de 838 pb, ya que el peso del polilinker (sitio multiple de clonacion) es
de 238 pb, por lo tanto: Bacterias Recombinantes (600 pb del inserto) + 238 pb polilinker=
838 pb esperadas. Se corrid una electroforesis en un gel de agarosa al 3%, utilizando el

marcador de peso Lambda A (ver figura 16).

Las colonias recombinantes estaba en la colonia: 3, 5, 8, 12, 13 y 15. Se seleccionaron las

colonias 5, 8 y 12. Se crecieron en caldo LB-ampicilina toda la noche en agitacion.
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[11.111.1V) Minipreparacion de ADN del Plasmido

Se centrifug6 a 3 500 rpm/6 min el crecimiento bacteriano a purificar (3 ml). Se decantd y
se adicion6 a la pastilla 200 uL de *solucion de lisis, se resuspendié con micropipeta. Se
incub6 10 min/ TA. Se hirvié en bafio de agua por 1 minuto (haciendo previamente un
orificio en el tapon del tubo con ayuda de una aguja). Se centrifugdé 10 min /12 000 rpm. Se
recupero el sobrenadante (el ADN requerido para la secuenciacion se trata con RNAsa (15
ug/ml final), se incuba 30 min a 37°C. Posteriormente se agregd Proteinasa K (50 pg/ml
final), se incubd a 50°C/ 1h. Se hirvié por 2 min y se adicioné NaCl 2M final, se centrifugo a
14000 rpm/ 10 min
%1 Se continué con la precipitacion y se adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto frio,
se incubaron por 30 min a -20°C. Se centrifug6 a 14 000rpm/10 min (decantar). Se lavo la
pastilla adicionando 300uL de etanol al 70%, se centrifugd 5 min/10 000 rpm y se decanto.
Se repitié una vez mas este paso. Se decantd y seco la pastilla por calor y se resuspendio en
100 ulL de agua estéril. Finalmente se corren de 3-5uL en un gel de agar al 1%. Se almacena
a-20°C (ver figura 17).

*Solucion de Lisis: 8% Sacarosa, 5% Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8.

111.IV) SECUENCIACION

Se realizé una variante de la PCR llamada “PCR de secuencia”. En ella s6lo se afiade un
iniciador en lugar de dos, quedando uno de los extremos de la hebra libre. En este caso se
afadieron dNTP’s diferentes, son una mezcla de dNTP’s normales y dNTP’s marcados con

fluorocromos. Asi, la Taq ADNpolimerasa fue incorporando estos dNTP’s a las cadenas
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amplificadas hasta que se afiadié6 un dNTP que, como no dispone de un extremo OH 3,
impidié que la Tag ADN polimerasa continuara afiadiendo més nucleétidos. De esta forma,
se obtuvo un conjunto de cadenas que terminaron en un dNTP marcado con una molécula
fluorescente, el cual fue leido por el secuenciador para indicar a éste de que base se
detectd. Al terminar la PCR de secuencia fue necesario eliminar los restos de reactivos para
que no interfieran en la posterior lectura. Para ello las muestras se pasaron por columnas
con sephadex G50 previamente equilibradas, se centrifugaron durante 4 min a 2700 rpm y,
a continuacion, fueron secadas en una centrifuga aproximadamente por 40 min a
temperatura y velocidad méxima. Finalmente, las muestras se resguardaron de la luz y

fueron evaluadas en un secuenciador automatico.(ver cuadro 11y 12).

RESULTADOS

|. AISLAMIENTO VIRAL:

A.Embrion de Pollo.

En el segundo pase ciego se obtuvieron lesiones caracteristicas de los Herpesvirus como

pUstulas blanquecinas, edema y hemorragia (ver figura 18). ®2

Una vez obtenidas las lesiones, se procedio a infectar células MDBK con el virus aislado.

a. Cultivo Celular.

Se observd efecto citopatico (muerte celular) en las células inoculadas con el virus

sospechoso a CpHV-1 después del tercer pase ciego, a partir de las 48 horas Pl. Como
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testigo negativo se conservaron las células MDBK sin infectar mantenidas en las mismas

condiciones que las infectadas (ver figura 19 y 20).

II. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Se observo que el citoplasma del cultivo celular exhibia numerosas vacuolas electroltcidas
de diversos tamarios y con escaso material fibrilar electrodenso. Asimismo en el citoplasma
se apreciaron particulas virales con morfologia icosaédrica que en ocasiones se encuentran
en vacuolas y miden 130 nm, mismas que se observan emergiendo de la membrana

plasmatica.

En el ndcleo de las células se apreciaron algunas particulas virales electrodensas con
morfologia semi hexagonales, las cuales median de 84 a 125 nm de diametro, éstas se
localizan entre el nucléolo y la heterocromatina que se encuentra adosada a la envoltura
nuclear interna. El diagnéstico ultraestructural reporta particulas virales intranucleares e

intracitoplasmaticas compatibles con herpesvirus (ver figura 21,22 y 23).

lIl. IDENTIFICACION VIRAL

[1.I INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se puede observar en las figuras 24, 25, 26, 27 y 28 que la tincion por IF indirecta muestra
una reaccion positiva (color verde claro/amarillento) en células infectadas con el virus

CpHV-1alas 72y 100 horas.

29


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

En la figura 25 se muestra la ausencia de reaccion (negativa, fondo negro) en las células

MDBK testigo, que fueron tratadas bajo las mismas condiciones que las células infectadas.

Después de observar la prueba de inmunofluorescencia se procedid a tefir las células

MDBK con una tincion cromatica para evidenciar la integridad del monoestrato (Figura 26).

[11.1 PCR gC INICIADORES EXTERNOS.

Se obtuvo una Unica banda de 600 pb tanto en la PCR con ADN sospechoso a CpHV-1 como en la
PCR con DNA de BoHV-1. Al ser ambos aislamientos de campo (CpHV-1 y BoHV-1) se tomé la

decision de secuenciar esta banda a pesar de no corresponder al peso esperado (ver figura 31).

11111 SECUENCIACION

En los resultados obtenidos de la secuenciacion no se logré identificar al CpHV-1. La
secuencia obtenida era compatible con Escherichia coli.

Clona 5.

GGMSAWYTTKWGCTGACACGGCTGGAAACTGGAGGCTAAATGACGCCAGGTGAAGTACGGCGT

TATATTTCATCATTCGCACTTTTTTAAGCTACGGACTTGATGAACTGATCCCCAAAATGCGTATCACC
CTGCCGCTACGGCTATGGCGATACTCATTATTCTGGATGCCAAATCGGCATAAAGACAAACTTTTAG
GTGAGCGACTACGATTGGCCCTGCAAGAACTGGGGCCGGTTTGGATCAAGTTCGGGCAAATGTTA
TCAACCCGCCGCGATCTTTTTCCACCGCATATTGCCGATCAGCTGGCGTTATTGCAGGACAAAGTTG
CTCCGTTTGATGGCAAGCTGGCGAAGCAGCGGATTGAAGCTGCAATGGGCGGCTTGCCGGTAGAA
GCGTGGTTTGACGATTTTGAAATCAAGCCGCTGGCTTCTGCTTCTATYKYCCAGGTTCATACCGCGC

GATTGAAATCGAATGGTAAAGAGGTGGTGATTAAAGCCATCCGCCCGGATATTTTGCCGGTTATTA
AAGCGGATCTGAAACTTATCTACCGTCTGGCTCGCTGGGTGCCGCGTTTGCTGCCGGAGTTCTCCG

TCACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTG
GATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT. (ver figura 32)

Clona 8.

GGCWSCKATGWGCCTGACACGGCTGGAAACTGGAGGCTAAATGACGCCAGGTGAAGTACGGCGT
TACTTTCATCATTCGCACTTTTTTAAGCTACGGACTTGATGAACTGATCCCCAAAATGCGTATCACCC
TGCCGCTACGGCTATGGCGATACTCATTATTCTGGATGCCMAATCGGCATAAAGACAAACTTTTAG
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GTGAGCGACTACGACTGGCCCTGCAAGAACTGGGGCCGGTTTGGATCAAGTTCGGGCAAATGTTA
TCAACCCGCCGCGATCTTTTTCCACCGCATATTGCCGATCAGCTGGCGTTATTGCAGGACAAAGTTG
CTCCGTTTGATGGCAAGCTGGCGAAGCAGCAGATTGAAGCTGCAATGGGCGGCTTGCCGGTAGAA
GCGTGGTTTGACGATTTTGAAATCAAGCCGCTGGCTTCTGCTTCTWTCKCCCAGGTTCATACCGCGC
GATTGAAATCGAATGGTAAAGAGGTGGTGATTAAAGTCATCCGCCCGGATATTTTGCCGGTTATTA
AAGCGGATCTGAAACTTATCTACCGTCTGGCTCGCTGGGTGCCGCGTTTGCTGCCGGAGTTCTCCG
TCACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTG
GATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGT. (ver figura 33)

Clonal2

GGCSATYKCKWGCTGACACGGCTGGAACTGGAGGCTAAATGACGCCAGGTGAAGTACGGCGCTTA
TATTTCATCATTCGCACTTTTTTAAGCTACGGACTTGATGAACTGATCCCCAAAATGCGTATCACCCT
GCCGCTACGGCTATGGCGATACTCATTATTCTGGATGCCAAAWCGGCATAAAGACAAACTTTTAGG
TGAGCGACTACGACTGGCCCTGCAAGAACTGGGGCCGGTTTGGATCAAGTTCGGGCAAATGTTAT
CAACCCGCCGCGATCTTTTTCCACCGCATATTGCCGATCAGCTGGCGTTATTGCAGGACAAAGTTGC
TCCGTTTGATGGCAAGCTGGCGAAGCAGCAGATTGAAGCTGCAATGGGCGGCTTGCCGGTAGAAG
CGTGGTTTGACGATTTTGAAATCAAGCCGCTGGCTTCTGCTTYTWTYKYYCAGGTTCATACCGCGCG
ATTGAAATCGAATGGTAAAGAGGTGGTGATTAAAGTCATCCGCCCGGATATTTTGCCGGTTATTAA
AGCGGATCTGAAACTTATCTACCGTCTGGCTCGCTGGGTGCCGCGTTTGCTGCCGGAGTTCTCCGTC
ACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGG
ATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT

DISCUSION

En este trabajo se buscaba identificar al agente causal de la vulvovaginitis y balanopostitis
presente en el rebafio caprino de la FMVZ UNAM ubicado en el municipio de
Tequisquiapan Querétaro México, donde se observé microscopicamente la presencia de
cuerpos de inclusion intranucleares (CIIN) eosinofilicos, sugiriendo una infeccion de tipo

herpesviral ocasionada por el CpHV-1.
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Un posible diagnostico diferencial de esta enfermedad es Mycoplasma agalactiae, ya que
se ha reportado su asociacién a vulvovaginitis en cabras®. Sin embargo, en este trabajo no
se consider6 a dicho agente como un posible causal de la enfermedad debido a la evidencia
de particulas virales sugerentes a la familia Herpesviridae en las fotografias de microscopia
electronica tomadas a partir del cultivo celular. Ademas, los CIIN eosinofilicos observados

en la histopatologia también sugirieron la infeccién con este mismo virus.?.

Un segundo diagndstico diferencial es un virus perteneciente a la familia Poxviridae género
parapoxvirus causante de la enfermedad de ectima contagioso, responsable de lesiones
ulcerativas en el ganado caprino.®*®>%® Este fue desestimado debido a los resultados en la
microscopia electronica (que no coinciden con esta familia viral), ademas del efecto que

causaria en el embrion de pollo y cultivo celular, como se explica a continuacion:

Se considera a los parapoxvirus incapaces de replicarse en embrion de pollo, lo qgue marca
una importante diferencia con los orthopoxvirus®’. Se ha utilizado a la membrana
corioalantoidea con la finalidad de replicarlo y en algunos casos positivos, se presentan
lesiones que corresponden a pequefias placas opacas de menos de 0.5 mm muchas veces
no observables a simple vista.?® En cuanto al cultivo celular el virus se replica en BHK-21 y
PK15 y produce redondeamiento y desprendimiento de las células del monoestrato;
ademas, pueden observarse cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos y células binucleadas

de mayor tamafio.®®®°

El encontrar puastulas en las membranas corioalantoideas de los EP inoculados con el

aislamiento, sugiere una infeccién de tipo herpesviral, ya que ésta es una lesion
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caracteristica en estos virus®>. Ademas, como se menciond anteriormente el efecto
citopatico encontrado corresponde a lo reportado en cultivos celulares infectados con
herpesvirus, particularmente haciendo referencia al CpHV-1.”° Otros virus podran dar este
efecto, pero la suma de todos los hallazgos anteriores indica que el diagnéstico puede
enfocarse a un herpesvirus de rumiantes. Sin bien existen pocos estudios que demuestren
la habilidad de dichos virus para cruzar la barrera inter-especie, hay evidencia experimental

71,72,

gue sugiere que el BoHV-1 puede infectar cabras, por lo que era necesario demostrar

gue no solamente se trataba de un herpesvirus, sino hacer el diferencial con BoHV-1.

Para demostrar que el aislamiento obtenido efectivamente correspondia a CpHV-1 se

decidio emplear 2 métodos diferentes: una prueba serolégica (IF) y una molecular (PCR).

En la IF se detectd una reaccion positiva utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la gC del virus. Dichos anticuerpos se probaron en un estudio previo en el que se
demostro su especificidad al no presentar reactividad cruzada contra otros herpes virus de
rumiantes®. Es importante sefialar que cuando se realizé la prueba en el presente estudio
se incluyeron dos testigos: un cultivo celular de la linea MDBK sin infectar y un cultivo
infectado con el BoHV-1, obteniendo en ambos casos un resultado negativo. Hubiera sido
deseable utilizar anticuerpos monoclonales contra IBR, para demostrar que el asilamiento
obtenido resultaba negativo a éste, desafortunadamente no contamos con dicho
anticuerpo en el laboratorio. Lo anterior sugiere que el aislamiento obtenido de las
lesiones de las cabras afectadas podria corresponder a un herpesvirus caprino. Sin

embargo, habria que corroborarlo con la prueba molecular.
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Aunado a lo anterior, en otro trabajo que se esta realizando con muestras de animales
obtenidas del mismo rancho del que se hizo el aislamiento en este trabajo, se ha logrado
detectar la presencia del virus en al menos una de ellas.”® En el citado trabajo se
obtuvieron bloques de parafina que contenian secciones de higado, pulmén, bazo e
intestino de animales con signologia sugerente a la infeccién por CpHV-1, para buscar la
identificacion del antigeno viral empleando la técnica de inmunohistoquimica
estreptoavidina-biotina-peroxidasa, y los anticuerpos monoclonales usados para la IF del
presente trabajo. Esto sugiere, que el virus aislado a partir del prepucio de un macho
sospechoso a la enfermedad, también esta presente en algunas lesiones de los animales de

ese rancho.

Refiriéndonos a la segunda ruta planteada en la identificacion del CpHV-1: la biologia
molecular, podemos decir que no fue posible demostrar por esta técnica que el aislamiento
corresponde a un CpHV-1. Lo anterior sin embargo, tampoco indica que el virus no esta
presente, sino que pudo deberse a una falla en la estandarizacién o estrategia para su
identificacion molecular. La principal problematica para cumplir con esta meta es que,
debido a que el virus nunca ha sido aislado en México, no podemos contar con un testigo

positivo para la estandarizacion de la PCR.

Por lo anterior, se considerd la estrategia de realizar una PCR anidada con un primer juego
de iniciadores que amplifica una region de la gC tanto de virus bovino como caprino, para
posteriormente re-amplificar con dos diferentes juegos de iniciadores: uno especifico para
virus de bovino y el otro para caprino. Si bien ésta parecia ser la forma mas sencilla de

hacerlo, ya que se podria contar un herpesvirus bovino BoHV-1 para su estandarizacion, el
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elevado porcentaje de guanina citocina (%g-c) que conforman a las secuencia gendmicas
de la gC en los alphaherpesvirus de rumiante generd un alto grado de inespecificidad en la

prueba.”"

De acuerdo a los resultados obtenidos en la estandarizacion de la técnica, se observo una
banda Unica de 600 pb, tanto en el ADN sospechoso a CpHV-1, como en el ADN de BoHV-1.
Si bien, este no fue del peso esperado, ambas muestras provenian de asilamientos de
campo por lo que consideramos que podria haber existido alguna insercion, esto basado en
la diferencia reportada de 133 pb en la glicoproteina C entre las dos cepas caprinas de
referencia: la cepa suiza e italiana.”’’ Por lo anterior, se decidié recortar dicha banda con
la finalidad de secuenciarla y corroborar si correspondia a CpHV-1. Sin embargo, la
secuencia obtenida no alined con ningun herpesivrus reportado y si lo hizo con E. coli. Se
considera que los iniciadores no resultaron especificos y que probablemente los ADN’s
obtenidos para correr esta prueba se encontraran contaminados con ADN de E.coli. No fue
posible repetir esta prueba con otra muestra de ADN; esto no se realiz6 por falta de tiempo

Y recursos.

Por otro lado, se considerd que pudo haber fallado la amplificacién de esta regién debido a

que se ha reportado que existe recombinacién entre los a-herpesvirus’®*°

,esto podria
haber generado cambios en la secuencia a amplificar evitando que los iniciadores pudieran

alinearse al sitio esperado.

Si bien el segundo objetivo de este trabajo no pudo cumplirse, los hallazgos encontrados en

la microscopia electronica, la lesion en embrion de pollo y el efecto citopatico hacen
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suponer que se trata de un herpesvirus. Por otro lado, la inmunofluoescencia con los
anticuerpos monoclonales, indicaria que podria tratarse de un CpHV-1 y que deberan
plantearse otras estrategias para su identificacion molecular. Dentro de ellas podemos

destacar las siguientes:

1) Replicar mayor cantidad de virus, para hacer su purificacion mediante gradiente de
sacarosa. Esto permitiria tener suficiente material biolégico como para realizar una
microscopia electrénica con tincion negativa, prueba que no se pudo realizar en el
presente estudio debido a que el cultivo enviado a microscopia tenia poca carga viral.
Ademas, teniendo mayor cantidad de virus, se podria obtener suficiente ADN para realizar
cortes con enzimas de restriccion y demostrar que éste corresponde a un a-Herpesvirus de

rumiante comparandolo con lo ya reportado.®

2) Disefiar otra estrategia para su identificacion molecular utilizando iniciadores
especificos para la gB a-herpesvirus. Si bien, éstos no distinguirian ente CpHV-1y BoHV-1,
permitirian demostrar que es un herpesvirus de rumiante, para posteriormente hacer la
diferenciacion entre ambos. Este enfoque tendria la ventaja de que esta glicoproteina es
de las mas abundantes y conservadas entre los herpesvirus de rumiantes7®****°. Cabe
sefialar que esta region presenta menos mutaciones por lo que disminuiria la posibilidad de
que los iniciadores no alinearan con la cepa de campo7®*! .Una vez identificado que el
asilamiento corresponde a un herpesvirus de rumiantes se podria secuenciar esta region y
alinearla con las ya reportadas para ambos virus. En este sentido, aunque ambas
glicoproteinas B son altamente conservadas la méas alejada filogenéticamente entre

herpesvirus de rumiantes es la del CpHV-1.*"*8

36


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

3) Realizar un estudio a partir del cultivo celular empleando la metagendmica. La
metagenomica es el estudio del conjunto de genomas de un determinado entorno
(metagenoma) directamente a partir de muestras de ese ambiente, sin necesidad de aislar y
cultivar esas especies. Es una de las nuevas aplicaciones que han sido posibles con la
aparicion de las tecnologias para secuenciar el ADN a bajo costo. *#°#8Es un campo nuevo
en el que se persigue obtener secuencias del genoma de los diferentes microorganismos,
extrayendo y analizando su ADN de forma global. La factibilidad de secuenciar directamente
sus genomas abre nuevas posibilidades que suponen un cambio de rumbo en la
Microbiologia. En nuestro caso podriamos usar este enfoque con muestras de membranas
corioalantoiodeas infectadas o con cultivos celulares, eliminando la necesidad de disefiar

iniciadores especificos’#*#%2,

Hasta ahora las pruebas de PCR y el Ensayo de Restriccion Enzimatica (REA) eran los Unicos
métodos disponibles para el diagnostico y la diferenciacion entre el CpHV-1 con el resto de
los alphaherpesvirus de rumiante. Sin embargo, con la obtencion de anticuerpos
monoclonales especificos contra el CpHV-1 se abre una nueva herramienta complementaria
a la identificacion especifica del virus, particularmente en pruebas como la IF, IHQ o la ELISA
competitiva anti-gC. Lo anterior significaria una potencial estrategia diagnostica en la
deteccion de animales infectados, con la ventaja de ser métodos faciles de realizar y de bajo

costo.
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CONCLUSIONES

En la prueba de inmunofluorescencia indirecta se detectd una reaccion positiva en las
células infectadas con el virus sospechoso a CpHV-1. Sin embargo, no se logro la
identificacion molecular del CpHV-1 aislado del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Animal en el Altiplano, por lo que se rechaza la hipétesis

planteada en este trabajo.
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Figura 1. Modelo de Herpesvirus tipo 1
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Figura 2. Arbol filogenético de los 5 alphaherpesvirus de rumiantes™
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Figura 3. Ciclo de Replicacion del Herpesvirus tipo 1
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Infeccién Latente / Reactivacién Infeccién Productiva |

5 £
RL / ORF-E y 1
Genoma - 7 2) /
Viral Latente Yo )
) +—L0 4 | Transporte retrogrado | / -~
- — 3 ! 7
R | s Y
| Neurona Sensorial en 6 ——= { I
Ganglio trigémino Transporte anterogrado

Tejidos Periféricos

Figura 4. Modelo de transporte axonal del BoHV-1. Luego de la infeccion primaria (1) el virus invade las
terminales sensoriales de las neuronas (2), a través de las cuales las nucleocépsides ascienden por transporte
axonal retrogrado (3) al cuerpo celular neuronal dentro del ganglio (4), en el cual establece su latencia y solo
se expresa RL y ORF-E (5). Durante episodios de estrés o inmunosupresion, el virus es reactivado y
trasportado de manera anterdgrada (6) hasta el sitio inicial de la infeccion, donde puede producir gran
cantidad de particulas virales.>®

BoHV-1 BoHV-5 CpHV-1 CvHV-1 CvHV-2

2E5G5G1

5G10

6C2

T/ L

Figura 5. Inmunofluorescencia Indirecta en células MDBK infectadas con BoHV-1 (A, F, K, P y U), BoHV-5 (B, G,
L, Qy V), CpHV-1 (C,H, M, Ry W), CvHV-1 (D, I, N, Sy X),y CvHV-2 (E, J, O, Ty Y). G13G1D3B10 (A ala E),
2915 (FaJ), 2E5G5G1 (Ka 0),5G10 (PaT),y 6C2 (Ua Y). Todas las tinciones por inmunofluorescencia fueron
repetidas tres veces. Bars, 200 um.
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Figura 7. Camaras Lab-Tek utilizadas para IF.

Externos

/Internos
| ! >
| 4

gC Caprine herpesvirus type 1 E/CH
2007 bp

Externos

Fragment of gC Caprine herpesvirus type 1 E/CH
480 bp (molecule 2007 bp)
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Externos

/Internos
| ! >
| 4

gC Caprine herpesvirus 1 strain Ba-1 from ltaly
1874 bp

Externos

4

Fragment of gC Caprine herpesvirus 1 strain Ba-1 from Ita
480 bp (molecule 1874 bp)

Externo

| / >
| 4

gC IBR gen completo
1785bp

gC amplificado externo

Fragment of gC IBR gen completo
474 bp (molecule 1785 bp)

Figura 8. Iniciadores Externos. Juego 1: Secuencia amplificada de 480 pb para CpHV-1y 474 pb para BoHV-1.
En este esquema de amplificacion se toman como referencia las dos cepas reportadas del CpHV-1: la cepa de
Suiza (E/CH) y la cepa Italiana (Ba-1).
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Internos

|

Fragment of gC Caprine herpesvirus type 1 E/CH
410 bp (molecule 2007 bp)

Internos

)

Fragment of gC Caprine herpesvirus 1 strain Ba-1 from Ita
410 bp (molecule 1874 bp)

Figura 9. Juego 2: Iniciadores anidados especificos para CpHV-1. Secuencia amplificada de 410 pb tanto para

la cepa Suiza como la Italiana.

gCinternos

Fragment of gC IBR gen completo
408 bp (molecule 1785 bp)

Figura 10 .Iniciadores especificos para BoHV-1. Juego 3: Secuencia amplificada 408 pb.
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Figura 12. Transformacion bacteriana

Figura 13. Medio LB, ampicilina, Xgal, IPTG, donde se
muestra la presencia de colonias azules (no

recombinantes) y blancas (recombinantes).
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Figura 14. Medio LB amplicilina donde se sembraron las

de 16 colonias blancas.

Figura 15. Tubos de PCR estériles donde se corri6 la PCR

para identificar las bacterias recombinantes.

Figura 16. Seleccion de bacterias recombinantes, peso

esperado 838 pb.

Primer carril izquierdo en ambos niveles: Marcador
de Peso Lambda A. La flecha indica el peso més bajo
del marcador, corresponiente a 700 pb, por lo que se
observa en esta imagen que las colonias 3,5,8,12,13 y
15 son las que corresponden al peso esperado.
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Figura 17. Plasmido clona 5, 8y 12

19. Células MDBK 72 horas posinfeccion (PI) Figura 20. Células MDBK sin infectar.
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Figura 21. Fotografia electronica de transmision del nicleo de una célula MDBK. Se parecia adyacente al
nucléolo y entre la eucromatina estructuras electrodensas semi- hexagonales de 125 nm de didmetro
(recuadro). Nucléolo (Nu) eucromatina E, heterocromatina (He). Técnica de contraste general con acetato de

uranilo y citrato de plomo. Aumento 20,000x

o il

Figura 22. Fotografia electrénica de transmision del nucleo de una célula MDBK. Se parecia adyacente al

nucléolo y en la eucromatina estructuras electrodensas semi- hexagonales de 125 nm de didmetro (flecha).
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Nucleo (N), nucléolo (Nu) eucromatina E. Técnica de contraste general con acetato de uranilo y citrato de

plomo. Aumento 20,000x.

Figura 23. Fotografia electrénica de transmisién del ndcleo de una célula MDBK. Nétese adyacente al
nucléolo (Nu) se aprecia dos particulas virales no envueltas de 100 nm de diametro (flecha), las cuales estan
inmersas en eucromatina (E). Técnica de contraste general con acetato de uranilo y citrato de plomo.

Aumento 85,000x.

* Infeccion a las 72 horas

400 X (figura 24) 400X (figura 25)
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200X (figura 26) 200X (figura 27) 400X (figura 28)

e Infeccién alas 100 horas

Figuras 24-28. IF indirecta donde muestra una reaccion positiva (color verde manzana/amarillento)

en células infectadas con el virus CpHV-1 a las 72 y 100 horas.

Figura 29. Testigo Negativo de células MDBK a las 72 y 100 horas

(fondo negro) las células fueron tratadas bajo las mismas condiciones

que las células infectadas.

Figura 30. Tincién cromética donde se observa la

T -

integridad del monoestrato.

s
:
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Figura 31. Fragmentos 600 pb PCR externa.

Pozo 1. Marcador de Peso Molecular
PBR Pozo 2. Amplificado 600 pb de
Sobrenadante (SN) en infeccién por
sospechoso a CpHV-1 Pozo 3.
Amplificado 600 pb de infeccion en
monocapa de MDBK por virus

sospechoso a CpHV-1.

Pozo 4. Amplificado 600pb BoHV-1,

(testigo positivo).

Poso 5. Testigo negativo. (PCR con ADN

de células MDBK sin infectar).

10 20 30 40 30 60 0 80 %0 100
FGMAMWYT 1K WG C TG ACA CGGCTGG::A ACT GGAGGCTAAAT GACGCCAGGT GAAGTACGGCG T TATATT TCATCATTCGCACTTTITTAAGCTACGGACTIGATG

Figura 32. Clona 5

B avid, J,JQIM ﬂl.u.lL_,u\‘Nﬂ,tﬂ {
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w 2 £ £ W o n B W [
GJGCWSC EA G WG (C TG AC A CGGCTGG:A ACTG GAGGCT AAAT GACGCCAGGTGAAGTACGGCGT TA CTTTCATCATTCGCACTTTTTTAAGCTACG GACTT GATGA

ol ik L L

Figura 33. Clona 8

10 20 30 40 30 60 i 80 90 100
GGCSATY K CK WG C TG ACA COGCTGG A ACTG GAGGCT AAAT GACGCCAGGT G AAGTACGGCG(T TATATTTCAT CATTCGCACTTITTTTAAGCTACGGACTT GATG

et

I »
Figura 34. Clona 12
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Sequences producing significant alignments:

Query coverage | _. Evalue

Accession | Description Max score Total score |
AP012306.1 Escherichia coli str. K-12 substr. MDS42 DNA, complete genome 1007 1007 34%
AP012030.1 Escherichia coli DH1 (MEB569) DNA, complete genome 1007 1007 34%
CPO01637.1 Escherichia coli DH1, complets genome 1007 1007 34%
AP010958.1 Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 DNA, complete genome 1007 1007 34%
CPO01336.1  Escherichia coli BW2952, complete genome 1007 1007 84%
CU828160.2  Escherichia coli IAI1 chromosome, complete genome 1007 1007 34%
CPO00348.1  Escherichia coli str. K12 substr. DH10B, complete genome 1007 1007 34%
CP000802.1 Escherichia coli HS, complete genome 1007 1007 84%
AP003048.1 Escherichia coli str. K12 substr. W3110 DNA, complete genome 1007 1007 34%
L00036.2 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, complete genome 1007 1007 34%
HE616528.1 Shigella sonnei 53G main chromosome, complete genome 1002 1002 34%
AE0DS674.2  Shigella flexneri 2a str. 301, complete genome 1002 1002 84%
CP002516.1 Escherichia coli K011, complete genome 1002 1002 34%
CP002185.1 Escherichia coli W, complete genome 1002 1002 34%
AM9459681.2  Escherichia coli BL21(DE3), complete genome 1002 1002 34%
Me4s414.1  Egcherichia coli ETEC H10407, complete genome 1002 1002 84%
CP001509.3 Escherichia coli BL21(DE3), complete genome 1002 1002 34%
CPO01383.L  Shigella flexneri 2002017, complete genome 1002 1002 B4%
AP010960.1 Escherichia coli 0111:H- str. 11128 DNA, complete genome 1002 1002 84%
AP010953.1 Escherichia coli 026:H11 str. 11368 DNA, complete genome 1002 1002 34%
CPO0081S.1  Escherichia coli B str. REL606, complete genome 1002 1002 84%
CPO01665.1 Escherichia coli 'BL21-Gold(DE3)pLysS AG', complete genome 1002 1002 34%
CUS268145.2  Escherichia coli 55989 chromosome, complete genome 1002 1002 34%
AP0D3240.1  Escherichia coli SE11 DNA, complete genome 1002 1002 84%
CPO01063.1 Shigella boydii COC 3083-94, complete genome 1002 1002 34%
Escherichia coli ATCC 8739, complete genome 1002 1002 84%
EU558332.1 Arabidopsis lyrata clone MITE7 transposon-insertion display band gi 174 174 14%
EUS58528.1  Arabidopsis lyrata clone CACTA2 transposon-insertion display band 174 174 14%
EUS558522.1 Arabidopsis lyrata clone Gypsy21 transposon-insertion display band 174 174 14%
FNg13228.1 Eimeria maxima mRNA for immune mapped protein 1 (imp-1 gene), s 172 172 13%
FN552468.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQUTLCD2-11 172 172 14%
BN 1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCD2-10 n 7 13%
FN552502.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCD2-8 n mn 13%
NS52501.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCD2-7 st 171 13%
FN552433.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTLCD1-2 m m 13%
FN352450.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKAZ2-12 Pl i 13%
FN352489.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKAZ-11 mn m 13%
Pennisetum glaucum AFLP fragment RQUTKKA2-8 m 17 13%
FN552484.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQUTKKAZ-6 n 7 13%
FN552478.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKA1L-10 mn m 13%
NS52477.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKA1-9 st 171 13%
FN552475.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQUTKKAL-7 m m 13%
FN352468.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQVTKKAL-1 Pl i 13%
AM321478.1 Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone ST_37 17 71 13%
EUS58521.1  Arabidopsis lyrata clone Gypsy20 transposon-insertion display band m 17 13%
HEG47149.1 Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone 3-L11-10m-0.8n 168 169 13%
HEG47145.1 Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone 3-L03-0m-0.8mi 169 169 13%
HE647137.1 Uncultured bacterium partial 165 rRNA gene, clone 1-L03-0m-0.8mi 169 169 13%
HE660065.1  Torulaspora delbrueckii partial 265 rRNA gene, strain ZIM 2414, isol 168 169 13%
ING§1268.1 Cloning vector pMono_T-vector, complete sequence 169 169 13%
HM211722.1 Uncultured rumen archaeon clone ALIQ-56 16S ribosomal RNA gene 169 169 13%
FNB12775.2 Uncultured fungus genomic DNA containing 185 rRNA gene, ITS1, 5 169 169 13%
FN562054.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 185 rRNA gene (p: 169 169 13%
FN362031.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 185 rRNA gene (p: 169 169 13%
FN562027.1 Uncultured Ascomycota genomic DNA containing 185 rRNA gene (p: 169 169 13%
FN552476.1 Pennisetum glaucum AFLP fragment RQUTKKAL-§ 169 169 13%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
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Te-40
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98%
98%
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100%

Figura 35. Blast donde se observa la compatibilidad de las secuencias obtenidas.
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CUADROS

Sentido Secuencia # Pares de bases
gC FWD CTGGTTTCGGAACGGCTACC 20pb
gC RVS GTGACGGAGAACTCCGGCAG 20pb
Cuadro 1. Iniciadores externos PCR gC.
Nombre del ciclo Temperatura Tiempo NGmero de Ciclos
— Desnaturalizacion 94°C 5min 1 ciclo
— Disociacion 94°C 30 seg
— Asociacion 54° 30 seg 35 ciclos
— Extension 72°C 30 seg
— Extension final 72°C 15 min 1 ciclo

Cuadro 2. Ciclos de la PCR para amplificar un fragmento de 480 pb del gen de la gC del CpHV-1

Sentido Secuencia # Pares de bases
gC Cap intFWD CCGCGACGAGTTCGAGGTCAG 21 pb
gC Cap int RVS ACCCGGCCGCCGTGCACGTG 20pb

Cuadro 3. Iniciadores internos PCR CpHV-1 gC
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Nombre del ciclo Temperatura Tiempo Numero de
Ciclos
— Desnaturalizacion 94°C 5 min 1 ciclo
— Disociacion 94°C 30 seg
— Asociacion 62° 30 seg 35 ciclos
— Extension 72°C 30 seg
— Extension final 72°C 15 min 1 ciclo

Cuadro 4. Ciclos de la PCR para amplificar un fragmento de 410 pb del gen de la gC del CpHV-1 .

Sentido Secuencia # Pares de bases
gC Bov intFWD TCTTTACGGTCGACGACTCC 21 pb
gC Bov int RVS GCGGTGCCGGGTAGCCAGTG 20pb
Cuadro 5. Iniciadores internos PCR BoHV-1 gC
Nombre del ciclo Temperatura Tiempo Numero de
Ciclos
— Desnaturalizacion 94°C 5min 1 ciclo
— Disociacion 94°C 30 seg
— Asociacion 56° 30 seg 35 ciclos
— Extension 72°C 30 seg
— Extension final 72°C 15 min 1 ciclo

Cuadro 6. Ciclos de la PCR para amplificar un fragmento de 408 pb del gen de la gC del BoHV-1.
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| Reactivo | Stock | Final | RX
' Vector PGEM | 50 ng/plL | 50 ng/plL | 1pl
' Inserto PCR | | 9.95 ng | 4L
T4 ligasa | 1U/uL | 1U/uL | 1ul
' Buffer | 2X | 1X | 5ul
10 - T
Cuadro 7. Reaccion de ligacion.
Medio de Cultivo Luria Bertani (LB)
| Reactivo ' 1000 ml | 500 ml | 300 ml | 100 ml
| Bacto triptona | 10 g '5g ' 39 1g
Extracto de 59 25¢ 15¢g 0.5¢
levadura
' NaCl '5¢ 1 25¢ 159 1059
' 1IN NaOH C1ml ' 0.5ml 1 0.3ml L 0.1ml
Bactoragar(en | 10a15¢g 5a7.5¢g 3a4d.5¢g lalb5g
caso necesario)
Cuadro 8. Preparacion medio LB (Luria Bertani)
Sentido Secuencia # Pares de bases
M13 FWD 5-d(GTTTTCCCAGTCACGAC)-3 17
M13 RVS 5-d(CAGGAAACAGCTATGAC)-3 17
Cuadro 9. Iniciadores del vector M13
Nombre del ciclo Temperatura Tiempo N_umero de
Ciclos
' Desnaturalizacion | 94°C ' 5min 1 ciclo
' Disociacion | 94°C | 30 segundos _
Y 35 ciclos
| Asociacion | 58° ' 30 segundos
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Extension

72°C

30 segundos

Extension final

72°C

15 min

‘ 1 ciclo

Cuadro 10. Ciclos de la PCR para la identificacién de bacterias recombinantes.

| Cantidad de ADN por tamafio y tipo de muestra
| Muestra ' Cantidad

' Producto de PCR: |

| 100-400pb | 10-30ng

| 500-650pb | 40-60ng

| 650-1000pb | 70-150ng

' Cadena Sencilla | 100ng

' Cadena Doble | 150ng

' Cosmido, BAC | 0.5-1.0ug

' ADN Bacteriano | 2-3ug

Cuadro 11. Cantidad de ADN para reaccién de secuenciacion.

| Mezcla Minima para la Reaccion de Secuencia

| Reactivo ' Concentracion Volumen
Ready Reaction 2.5X 2ul
Premix
Big Dye Sequencing 5X 2ul
Buffer
| Iniciador | - | 3.2pm
| ADN | : | Seglin ADN*
| H20 | - | cb.p.
. VolumenFinal | 1X | 20pL

Cuadro 12. Mezcla de secuenciacion.
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