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RESUMEN

La papilomatosis bovina es una enfermedad infecto-transmisible causada por uno o mas de los
15 tipos de papiloma virus bovino, las lesiones se caracterizan por crecimientos neoplasicos
dispersos o en grupos, localizados en los epitelios corporales queratinizados y no queratinizados.
Asi como también en las superficies mucosas del aparato digestivo y genitourinario, relacionado
este ultimo con el consumo crénico de helechos del genero Pteridium. En el presente trabajo se
planteé la identificacién de material genético de los virus de papiloma bovino y su genotipificacién,
mediante las técnicas de biologia molecular (PCR Y RFLP) para lo cual se efectud la recoleccién
de 40 muestras post-morten de lesiones sugestivas de papilomatosis bovina, de 30 bovinos
faenados en los camales de Cuenca, Paute y Azogues, ademas se colectaron 13 muestras ante-
morten de 11 animales de la provincia de El Oro. Las muestras positivas corresponden a lesiones
presentes en el cuello, la ubre, morro y pabellén auricular. Los tipos que se encontraron con
mayor frecuencia fueron el 3y 6, seguido de los tipos 7 y 9. Ademas se visualizaron 4 tipos de
patrones de restriccién, uno de los cuales se repitié en 7 de las 18 muestras positivas, las mismas
gue no corresponden a los patrones predichos para cada uno de los 15 tipos de BPV. Con la
deteccidn y genotipificacion de los tipos de papiloma virus bovino se puede realizar a posterior
una vacuna multivalente como una herramienta profilactica y terapéutica especifica para los tipos

de BPV que circulan en el Ecuador.

Palabras claves: Papilomatosis cutanea, Virus de papiloma bovino, Deteccidon, Genoatipificacion.
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ABSTRACT

Bovine papillomatosis is an infectious-transmissible disease caused by one or more of the 15 types
of bovine papilloma virus, the lesions are characterized by scattered neoplastic growths or in
groups located in keratinized and nonkeratinized body epithelia. As well as in the mucous surfaces
of the digestive and genitourinary tract, the latter related to the chronic consumption of ferns of the
genus Pteridium. In the present work, the genetic material of bovine papilloma virus and its
genotyping was identified using molecular biology techniqgues (PCR and RFLP) for which 40
postmortem samples were collected from lesions suggestive of papillomatosis bovine, of 30 cattle
slaughtered in the camels of Cuenca, Paute and Azogues. In addition, 13 antemortem samples
were collected from 11 animals from the province of El Oro. Positive samples correspond to
lesions present in the neck, udder, canopy handset The most frequently encountered types were 3
and 6, followed by types 7 and 9. In addition, 4 types of restriction patterns were visualized, one of
which was repeated in 7 of the 18 positive samples, the same as no correspond to the predicted
patterns for each of the 15 types of BPV. With the detection and genotyping of bovine papilloma
virus types, a multivalent vaccine can be carried out as a prophylactic and therapeutic tool specific
to the types of BPV circulating in Ecuador.

Keywords: Cutaneous papillomatosis, Bovine papilloma virus, Detection, Genotyping.
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1. INTRODUCCION
La papilomatosis bovina es una enfermedad viral de caracter infecto-transmisible caracterizada
por provocar alteraciones a nivel de la piel y las mucosas que estan revestidas por epitelio
estratificado plano queratinizado y no queratinizado (White & Howley, 2013; De Melo T.C., et al,
2011). Su agente causal es un virus, denominado virus del papiloma bovino (BPV). Entre los
efectos que genera la papilomatosis se encuentra la formacion de lesiones neoplasicas benignas
denominadas papilomas o fibropapilomas, las lesiones tienden a ser multiples y se ubican
principalmente en la cara, cuello, espalda, tronco, ubre, pezones, incluso en el es6fago, rumen y
vejiga urinaria (Bocaneti et al., 2014; De Araldi, R.P., et al., 2014). Ademas puede causar ceguera,
desarrollo retardado, problemas de infertilidad, desvalorizaciéon del cuero del animal debido a su
apariencia y consecuentemente la disminucién del valor de los animales al momento de la

comercializacion (Bocaneti F., et al, 2014).

En ocasiones los papilomas pueden progresar a la malignificacion, o a la desaparicion de la
infecciébn cuando el sistema inmune del animal logra controlar la infeccién. En el Ecuador la
papilomatosis bovina perjudica significativamente la produccién de los hatos ganaderos,

generando pérdidas econdmicas a los propietarios (Borzacchiello et al., 2008).

A mas de las afecciones de la piel algunos tipos de virus estan relacionados con el desarrollo de
hematuria vesical enzoo6tica bovina junto a la intoxicacion con Ptaquilosido originada por la ingesta
aguda de helechos del genero Pteridium. En el momento en que los bovinos afectados por
papilomatosis consumen los helechos, los mismos que poseen otro compuesto inmunosupresor
gue favorece la infeccion, lo que favorece el desarrollo y la evoluciébn de neoplasias malignas
(Aguilar, J. M., & C. Alvarado. 2006).

Para el tratamiento y prevencion de esta infeccion viral se han utilizado estrategias no inmunol6
gicas e inmunoldgicas, dentro de las primeras se encuentras acciones como la remocion
guirdrgica, y en las segundas la hemoterapia, terapia con auto antigenos, y los no autégenos,
éstos Ultimos antigenos se han sido elaborados a partir de material genético obtenido de los

papilomas o fibropapilomas (Canta, D. 2014).

En la actualidad en el Ecuador no se cuenta con vacunas especificas contra la papilomatosis
bovina; ya que se desconoce cual o cudles de los 15 tipos de BPV descritos en varias
investigaciones, son los agentes causales mas frecuentes de las lesiones encontradas a nivel de

la piel de los animales (Charry-Davalos J.V. & M.F. Hinojosa-Lopez. 2011).

En el pais son escasos los estudios desarrollados con respecto a esta enfermedad. Es por ello
gue se plante6 efectuar esta investigacion orientada a detectar y genotipificar el o los tipos de BPV
gue se presentan con mayor frecuencia en los animales afectados por papilomatosis cutanea que

son faenados en los camales municipales de Azogues, Cuenca y Paute.

Siguencia Santander Lennin Enrique 13
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Para la deteccién y genotipificacion se emplearon las herramientas de biologia molecular PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa), ésta técnica tiene como finalidad obtener un gran
namero de copias de un fragmento de ADN (Acido Desoxirribonucleico) particular, partiendo de
una copia del fragmento original o molde, y PCR-RFLP (Polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion) la cual se refiere a la determinacién del patrén de fragmentos y su
longitud, obtenidos al digerir un fragmento de ADN generado mediante amplificacion por PCR
(Carvalho R.F.,et al,2013).

Siguencia Santander Lennin Enrique 14
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

>

Implementar técnicas de biologia molecular para identificar y genotipificar los diferentes
tipos de virus de papiloma bovino que afectan la piel de animales con lesiones compatibles
a papilomatosis bovina, que son faenados en los camales Municipales de Azogues,
Cuenca y Paute, lo que permitird estimar la frecuencia de presentacion de cada uno de los
tipos de virus de papiloma bovino.

1.1.2. Objetivos especificos

Implementar y validar un ensayo de PCR para la identificacion de ADN gendmico de los
diferentes tipos de virus de papiloma presentes en muestras de animales con lesiones
sugestivas a papilomas cutaneos.

Implementar y validar un ensayo de RFLP para la identificacion genotipica de cada uno de
los diferentes tipos de virus de papiloma bovino hasta ahora descritos que afectan a estos
animales.

Determinar la frecuencia, ubicacién de los papilomas en el cuerpo del animal, asi como los
tipos de virus que se encuentran presentes en los bovinos que seran faenados en los

camales municipales de Azogues, Cuenca y Paute.

1.2. HIPOTESIS O PREGUNTAS DE INVESTIGACION

En las muestras de lesiones cutaneas obtenidas de bovinos afectados por papilomatosis bovina

es posible detectar y genatificar mediante las herramientas de biologia molecular PCR-RFLP

los 15 tipos de virus de papiloma descritos.

Siguencia Santander Lennin Enrique 15
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Papilomatosis bovina
2.1.1. Definicién

El Papilomavirus Bovino (BPV) es el agente etioloégico de la papilomatosis bovina, una
enfermedad infecto-transmisible caracterizada por la presencia de lesiones neoplasicas benignas.
La enfermedad no sélo afecta al tejido de la piel y de la mucosa, sino también puede contribuir al

desarrollo de cancer (Stocco dos Santos et al., 1998).

Los BPV se han descrito a través de todo el mundo, y su transmisién puede ocurrir mediante
contacto directo o indirecto entre los animales infectados o por contacto con fémites
contaminados, tales como maquinas de ordefio, dispensadores de agua, comederos, cuerdas o

vallas o transmitida por insectos (Love et al., 2012).

La infeccion de BPV parte de una micro lesion, que expone el peptidoglicano de sulfato de
heparina presente en la membrana plasmatica, la misma que es el receptor que permite que se
adhieran las particulas de BPV. La infeccion comienza en la capa basal del epitelio, donde el
genoma viral se mantiene a un bajo nimero de copias, y depende de la diferenciacion celular de

los queratinocitos para continuar con el proceso de replicacién viral (Mc.Bride et al., 2012).

El BPV es un virus epiteliotrépico, con un genoma constituido por ADN de cadena doble. Provoca

diversas enfermedades tumorales bovinas en todo el mundo (He et al., 2013).

Los BPV adicional a ser reconocidos como los agentes causales de tumores benignos (papilomas
cutaneos, fibroplasias) también estan asociados a tumores malignos, tales como tumores de
vejiga urinaria y el cancer de eso6fago, causando pérdidas econémicas significativas en el ganado
(Bocaneti et al., 2014).

Los viriones de BPV son pequefios (52-55 nm), sin envoltura, que se replican en el ndcleo de las
células epiteliales escamosas y en las verrugas de la piel y la mucosa de la mayoria de las
especies de vertebrados superiores. Algunos tipos virales especificos tienen el potencial para
causar la progresion maligna en lesiones papilomatosas de animales y seres humanos (Antonsson
et al., 2002; Villiers et al., 2004).

En el ganado bovino el BPV es el agente etiolégico de papilomas cutaneos y de pezon, cancer del
tracto gastrointestinal y de la vejiga urinaria (Field, 2002; Borzacchiello et al., 2003; Wosiacki et al.,
2006).

El BPV produce lesiones macroscépicas caracterizados por aflorar hacia el exterior en
proliferacion o endofitico (en verted) y se componen de un epitelio hiperplasico por el apoyo del

tejido dérmico discreta que contiene capilares dilatados (Ginn et al 2007; Hargis et al, 2012).
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Es una enfermedad viral causada por un virus con genoma de ADN de la familia Papillomaviridae.
Existen mas de 300 tipos BPV, que se caracterizan por afectar a la especie humana y también a

la mayoria de los animales domeésticos excepto las aves (Johannsen & F.Lambert, 2013).

Ademds tienen afinidad por una especie determinada y por los tejidos, es por ello que lo

considera como un virus oncogénico con tropismo mucoso-epitelial (White & Howley, 2013).

Estas afecciones se localizan en el epitelio cutaneo y mucoso de los animales y se les conoce
como papilomas o verrugas. En los bovinos son considerados como tumores benignos y muchos
tienen regresion espontanea antes de causar problemas al hospedero, provocando pérdidas

econdmicas devastadoras en el ganado (Stocco dos Santos et al., 1998).

Aunque algunas infecciones pueden progresar a la malignidad dando lugar a la aparicion de
carcinomas de células escamosas influenciados por otros factores ya antes mencionados
(Davalos & Hinojosa., 2011).

Los BPV son también causantes de tumores como el cancer de vejiga urinaria y tracto digestivo
superior (esofago) principalmente en bovinos que consumen helecho del genero Pteridium. La
papilomatosis bovina puede presentarse a cualquier edad, pero por lo general los animales mas
afectados suelen ser los terneros o animales jévenes (Aguilar & Alvarado, 2006).

2.1.2. Etiologia de papilomatosis bovina

Los BPV se caracterizan por causar lesiones a diferentes especies, entre las cuales estan los
seres humanos y todos los animales domésticos excepto las aves. En el caso de los seres
humanos se ha identificado los genomas completos de mas 148 tipos de VPH (Virus de papiloma
humano), también 112 tipos de virus papilomas en animales, estos Ultimos se clasifican en 32
géneros diferentes y que estan disponibles las secuencias de los mismos en el GenBank
(Doorslaer & Tan, 2012).

Los BPV son considerados como agentes causales de tumores benignos y malignos en los
bovinos. Son virus sin envoltura, que poseen como genoma una molécula circular de ADN de
cadena doble, contiene alrededor de 8000 nucleétidos o bases. La particula viral, consta de 42
capsémeros y tiene alrededor de 50-60 nan6metros de didmetro. Este virus resiste al cloroformo y

permanece latente 180 dias a 70 °C y 90 dias a 4 °C, se replica en el nucleo.

El genoma viral encuentra dividido en 3 regiones claramente definidas; una de ellas es la
encargada de la codificacién de proteinas o genes tempranos (E de Early); la segunda es la de
proteinas estructurales o tardias (L de Late) y una tercera region que contiene los reguladores de

la replicacion y transcripcion del genoma (Munday, 2014).

Es importante indicar que los BPV codifican alrededor de 8 proteinas, solo cuatro estan altamente
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conservadas entre los diferentes tipos, codificadas por todos los BPV; las proteinas reguladoras
E1l y E2 modulan la transcripcion, la replicacion viral; y las proteinas estructurales L1y L2 son

componentes la capside viral (Bergvall & Melendy, 2013).

Los estudios demuestran que la proteina E2 regula la replicacion del ADN y actda como un
inhibidor de la transcripcién de E6 y E7 (Mc.Bride et al., 2012). También se demostré que la
metilacién de di-nucleétidos CpG, verificado como presente en el sitio de uniéon de E2, conduce a
la inhibicion de la transcripcion E2, lo que resulta en la activacion transcripcional E6 y E7 (Kim et
al., 2003).

El gen de la proteina E4 codifica una proteina tardia para la transcripciéon, replicacion en una
region designada region aguas arriba de reglamentacion (URR) o el control a larga region
(Bernard, et al, 2010).

La E5, E6, y E7 son oncoproteinas que estan involucrados en varias etapas de la transformacion
de las células infectadas, inducen alteraciones entre las que se encuentran incluidas aberraciones
citogenéticas y la accién clastogénica. Esto conduce a la inestabilidad genémica, que se asocia
directamente con la malignidad (Stocco dos Santos et al., 1998; Melo et al., 2011; Araldi et al.,
2013).

Aunque el potencial oncogénico de BPV es bien conocido, los mecanismos cancerigenos de estos
virus no se entienden completamente. Se sabe que el proceso oncogénico se inicia después de

afios establecida la infeccion (Araldi et al., 2013).

El uso de ensayos de PCR con cebadores degenerados, seguida de secuenciacion ha permitido la
identificacion de varios tipos de papilomavirus en huéspedes humanos, animales y otros. El
conjunto FAP cebador de PCR fue disefiado a partir de dos regiones relativamente conservadas
encontradas en el gen L1 y se ha demostrado para amplificar el ADN del BPV, asi como también
para tejido sano de muchas especies animales incluyendo a los bovinos. Se ha descrito que las
verrugas cutaneas en los bovinos, son causados por tipos virales especie-especificas, los distintos

tipos de BPV son asociados con diversas lesiones corporales (Davalos & Hinojosa, 2011).
2.1.3. Clasificacion taxondémica de los virus de papiloma bovino

Segun la clasificacion del Comité Internacional de Taxonomia Viral, los virus se clasifican en 7
clases. Los virus de papiloma estan en la primera clase (Virus con genoma de ADN de cadena
doble), pertenecen a la familia Papillomaviridae que consta de 16 géneros de acuerdo a su

organizacion genoémica.

En la actualidad los BPV comprenden 15 tipos diferentes, que han sido bien caracterizados y
clasificados en los géneros Deltapapillomavirus (BPV tipo 1, 2, 13 y 14) (Lunardi et al., 2013;
Munday et al., 2015), Xipapillomavirus (BPV tipo 3, 4, 6, 9, 11 y 12) (Zhu et al., 2012),
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Epsilonpapillomavirus (BPV tipo 5y 8) (Bernard et al., 2010; Tomita et al., 2007). El BPV tipo 7 no
ha sido asignado pero se ha propuesto que sea asignado al género Dyoxipapillomavirus (Rector &
Van Ranst, 2013).

Los BPV son conocidos por infectar tanto a los tejidos epiteliales y mesenquimales, y ser capaces
de causar infeccidbn en otras especies de animales domésticos. La infeccion por BPV causa
tumores en los caballos (Bergvall, 2013), cebras de montafia del cabo, jirafas y antilopes sable
(Williams et al., 2011; Van Dyk et al., 2012). Ademas los BPV tienen un papel importante en el
desarrollo de los tumores de vejiga en los bufalos (Pangty et al., 2010; Somvanshi, 2011; Roperto
et al., 2013).

Comunmente los BPV tipo 1, 2 y 13 estan asociados con la carcinogénesis de vejiga en los
bovinos adultos que pastan en tierras ricas en helecho comin (Roperto et al., 2015). Se conoce
gue esta planta contiene compuestos genotéxicos como el Ptaquilosido, y la Quercetina que
tienen efectos inmunosupresores, mutagénicos y carcinogénicos (Campo et al.,, 1992;
Borzacchiello et al., 2003; Peretti et al., 2007).

El BPV tipo 14 es un virus cuyo genoma se ha determinado recientemente (Munday et al., 2015).
El ADN gendmico del BPV tipo 14 se ha detectado en leones africanos cautivos en Australia
(Orbell et al., 2011). En sarcoides de felinos de América del Norte y Nueva Zelanda (Munday et
al., 2010) y en algunos fibropapilomas, asi como en lesiones inflamatorias cutaneas en el ganado
vacuno en Florida (Munday & Knight, 2010). Como algunas evidencias sugieren que el BPV tipo
14 es un virus oncogénico (Munday et al., 2015), se ha planteado la hip6tesis de que este virus

podria contribuir al desarrollo de los tumores de vejiga en el ganado bovino.
2.1.3.1. Caracteristicas de las lesiones de papilomatosis bovina

Las lesiones causadas por la infeccién de los BPV generalmente se ubican en la ubre y pezones,
cabeza, cuello, y hombros, y en otros casos se las ha encontrado en el omaso, vagina, vulva,
pene, ano. Los BPV tipo 1, 2 y 5, provocan lesiones de pezén, verrugas cutdneas comunes y
fibropapilomas en forma de granos de arroz, presentan una cubierta fibrosa de profundidad
variable en el epitelio escamoso estratificado, cuyas capas superficiales estan queratinizadas. Las
lesiones pueden variar de tamafio, desde pequefios nédulos firmes hasta grandes crecimientos en
forma de coliflor. Son de color grisaceo o negro, duro y espinoso al tacto. Las lesiones mas

grandes son susceptibles a abrasion y pueden sangrar (Borzacchiello, 2008).

Los tipos BPV 3, 4 y 6 producen lesiones cutaneas y epiteliales sin proliferacion de fibroblastos.
Los papilomas causados por BPV tipo 3 son persistentes, planos y de base ancha, a diferencia de
los fibropapilomas que protruyen y son pedunculados. Las afecciones por BPV tipo 4 se

desarrollan solamente a nivel de mucosas gastrointestinales y vesicales, pueden favorecer el
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desarrollo de carcinomas de células escamosas (Campo, 2003).

Aunque las lesiones del papiloma se encuentran en los pezones y ubres pueden ser causadas por
diversos tipos de BPV, el tipo 6 es el que mas a menudo se ha identificado en ésta localizacién
anatémica. Sin embargo, la infeccién por los tipos BPV 1, 3,5, 7, 8,9, 10y 11, y otros tipos puede
presentarse en las glandulas mamarias del ganado (Jarreté et al., 1984; Campo et al., 1992;
Ogawa et al., 2004; Claus et al., 2007; Maeda et al., 2007; Noel et al., 2008).

A los BPV no se les puede aislar y cultivar de la misma forma que el resto de los virus, y la
diferenciacion de los tipos se basa en las caracteristicas de las lesiones, analisis de ADN,
hibridacion y PCR.

En resumen, en los bovinos hasta el momento se conocen 15 tipos diferentes de BPV, los que
causan diferentes tipos de lesiones. En el caso del BPV tipo 1 causa papilomas frondosos de la
piel de pezones y fibropapilomas en el pene; junto con el BPV tipo 2, fibropapilomas de la piel de
la zona anteroventral del cuerpo, incluyendo la frente, cuello y espalda, llamadas verrugas
comunes. Adicionalmente el BPV tipo 2 es responsable fibropapilomas en forma de coliflor en la
piel ventral del abdomen y region anogenital.Se asocia con cancer de vejiga en los bovinos.

El BPV tipo 3 se asocia a papilomas cutaneos; el BPV tipo 4 a papilomas de esoéfago, pre
estdmagos, estomago glandular e intestino delgado. Puede favorecer la malignificacién de éstas
lesiones sobre todo en animales que consumen helecho. En general el BPV tipo 4 tiene
especificidad por el tracto gastrointestinal superior y ocasiona papilomas orales, principalmente en

animales adultos.

En los casos del BPV tipo 5 es causa de fibropapilomas en forma de granos de arroz en la ubre;
del BPV tipo 6 se conoce que causa papilomas epiteliales frondosos, en la ubre y pezones; y el
BPV tipo 7 se ha aislado de papilomas cutaneos y también a partir de muestras de piel de

pezones sanos (Villiers et al., 2004).

Es por ello que la papilomatosis bovina se ha presentado en los rebafos lecheros de todo el
mundo como un problema de salud del ganado que provoca pérdidas econémicas (Field, 2003).
Por lo que el ordefio puede llegar a ser dificil en los bovinos notoriamente afectados, la presencia
de ulceracién y rotura de las lesiones cutdneas establecidas podrian predisponer a las vacas
lecheras a la mastitis y la distorsion de los conductos de la leche. Ademas, el mantenimiento de
vacas afectadas con alteracion en la glandula mamaria incluso en rebafios con un elevado nimero
de animales afectados pueden reducir las ganancias econdémicas en la industria lactea (Campo,
2002; Borzacchiello et al., 2008). En otros animales se ha relacionado a los BPV con la presencia

de sarcoide, como en los equinos, felinos y cancer de oreja en las ovejas (Falah et al., 2000).
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2.1.4. Epidemiologia

En la papilomatosis bovina el virus es excretado en las células descamadas de la epidermis de
animales infectados y se transmite por contacto directo con éstas, o con objetos inanimados
contaminados, como sogas, agujas, narigueras, equipo de areteo, tijeras de descorne, postes, las

manos humanas e incluso de sugiere por accién de vectores artrépodos.

En los elementos contaminados el virus puede mantenerse activo por varios dias e infectar a los

animales cuando estos se frotan entre ellos (Cantu, 2014).

Se ha descrito que es comun que los animales que son sometidos a acicalamiento (grooming)
para exposiciones desarrollen lesiones extensas, por otro lado se sugiere que la transmisién
sexual es posible en procesos reproductivos. También se ha reportado que a nivel perianal la
transmisién ocurre por examen rectal durante chequeos ginecoldgicos, sobre todo en vaconas. La
presencia de ADN en fluidos corporales como leche, sangre y semen sugiere que la transmision
de los BPV por otros medios, ademéas del contacto directo con epitelio o instrumentos
contaminados. La monta y la lactancia son los principales medios para el intercambio directo de
fluidos corporales entre el ganado, por lo que son mecanismos muy importantes para la

transmision de los BPV (Yaguiu et al., 2006).

El proceso de la enfermedad se relaciona directamente con una débil respuesta inmunoldgica. Los
papilomas se presentan luego de que el virus ha ingresado en el hospedero, a través de
abrasiones o heridas en la piel. La infeccién de las células epiteliales lleva al desarrollo de
hiperplasia, seguida de degeneracién epitelial e hiperqueratinizacion. Estos cambios se presentan
luego de 4 a 6 semanas después de establecida la infeccién inicial (Campo M. (2003). Las
lesiones hiperplasicas iniciales se describen como verrugas, papilomas o condilomas, que
usualmente son benignas, pero pueden experimentar una transformacion neoplasica maligna
influenciada principalmente por factores ambientales. El virus infecta los queratinocitos basales y
replican su genoma en las capas diferenciadas espinosa y granular, provocando el crecimiento
excesivo de las verrugas. El tumor contiene tejido epitelial y conectivo, puede ser un papiloma o
fibropapiloma dependiendo si contiene poco tejido conectivo o tejido fibroso con poco tejido
epitelial respectivamente.Los papilomas se producen como resultado de una hiperplasia celular
sin produccién de antigenos virales (Brandt S., et al, 2011).Puede desarrollarse una infeccion
latente a nivel cutaneo y de linfocitos. Los fibropapilomas o verrugas persisten por al menos 4-6
meses antes de que ocurra la regresién espontanea y simultanea. Las fases en los patrones de
desarrollo comprenden; en la fase 1, los papilomas aparecen como placas ligeramente elevadas
luego de 4 semanas de la infecciobn. En la fase 2, las lesiones se caracterizan por ser
fitopatolégicas, con replicacion viral y con agregados cristalinos de viriones que se pueden

observar a las 8 semanas después de la infeccion (Burnett S., et al, 1992). En la fase 3 los
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papilomas presentan fases pedunculadas y fibroticas, con superficies duras, lobulares y
fungiformes que aparecen a las 12 semanas. El nivel de los anticuerpos neutralizantes parece
estar relacionado con la regresion de lesiones y con la proteccion contra la reinfeccion. El
progreso de las lesiones a la malignidad es consecuencia de las acciones virales oncogénicas
dentro del huésped, que corresponden a los genes tempranos. Se ha dicho que el virus de BPV se
ha caracterizado por ser un virus epiteliotropo, se sugiere que puede también encontrarse en otros
fluidos corporales como sangre completa, (pudiendo ser los linfocitos el sitio de latencia del virus),

plasma, leche, calostro, placenta, y liquido amniético (Babaahmady & Taherpour, 2011).
2.1.5. Diagnéstico

Los estudios que incluyen técnicas de diagndstico del BPV han atraido un gran interés debido a
los problemas causados por la infeccion viral, tales como la dermatitis y cancer, lo que resulta en
impactos economicos significativos en el ganado (Nascimento et al., 2012). Por otra parte, los
resultados obtenidos a través de técnicas de diagndstico permiten extraer una epidemiologia
molecular de las infecciones, lo que tiene importancia profilactica, ya que la inmunidad es
especifica de especie (Noel et al., 2009). El nimero limitado de tipos de BPV en comparacién con
el VPH refleja un pequefio tamafio de la muestra analizada y no una falta de diversidad antigénica
para BPV (Noel et al., 2009).

Las técnicas de diagnostico incluyen el examen clinico, histopatologia como un diferencial y
diagnéstico complementario (Betiol et al., 2012), y la deteccion de secuencias de ADN virales por
una serie de técnicas tales como Southern blot y la hibridacién in situ de sondas con marca
radiactiva (Leto et al., 2011). El uso de anticuerpos monoclonales contra epitopos de BPV también
pueden proporcionar un diagnéstico mediante herramientas inmunohistoquimicas (Elzein et al.,
1991).

El analisis histopatoldgico de la lesion es un procedimiento importante, ya que permite identificar
tumores intra-epiteliales asociados con virus oncogénicos, como las causadas por BPV, haciendo
de esta una herramienta complementaria en el diagndstico molecular (Turk et al., 2005; Monteiro
et al., 2008; Leto et al., 2011). El analisis histopatol6gico también indica una predileccién por las
zonas anatémicas y topograficas relacionadas con los tipos virales especificas (Monteiro et al.,
2008). Los hallazgos patologicos incluyen hiperplasia de las células de la capa espinosa
(acantosis), hiperqueratosis, paragueratosis, papilomatosis y koilocitosis (Turk et al, 2005; Anjos et
al, 2010; Marins & Ferreira, 2011). Aunque koilocitosis esta presente en el tejido infectado por el

BPV, esto no se considera un marcador patognoménico (Marins & Ferreira, 2011).

El diagnostico clinico se realiza mediante la observacion de las lesiones clinicas, papilomas o
fibropapilomas cutaneos y de limite cutaneomucoso, son faciles de reconocer ya que son

caracteristicas de la enfermedad. Sin embargo si los signos no son patognomoénicos, la
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histopatologia de biopsias es confirmativa. Dentro de las pruebas para el diagnéstico de la
infeccidén por PBV destacan la citopatologia, histopatologia. También se realizan pruebas de PCR

para detectar el ADN de los PV causantes de la lesiéon (Vasquez et al., 2012).

La PCR ha demostrado ser un método mas sensible para la identificacion y caracterizacién de los
BPV, mediante el uso de oligonucleétidos o primers degenerados (Borzacchiello et al., 2003;
Ogawa et al., 2004; Jelink & Tachezy, 2005; Monteiro et al., 2008; Leto et al., 2011; Carvalho et
al., 2012; Nascimento et al., 2012.; Zhu et al., 2012). El diagnéstico molecular por PCR también se
puede acompafar ensayos como el RFLP, una técnica que emplea la fragmentacion de
segmentos amplificados del gen de L1 mediante el uso de endonucleasas o0 enzimas de
restriccion (Carvalho et al., 2013), con lo cual se puede diferenciar cada uno de los 15 tipos de
BPV.

El gen L1, que codifica la principal proteina de la capside L1, es el gen mas conservado dentro del
genoma del virus del papiloma y por lo tanto se ha utilizado para la identificacion de nuevos tipos
virales durante los ultimos 15 afios (Villiers et al., 2004). Las divergencias en la secuencia de
nucleotidos del ORF de L1 se utilizan como criterio de clasificacion taxonémica, y el uso de los
ensayos de PCR con primers degenerados, seguido por secuenciacion, ha permitido la
identificacion de varios tipos de PV en hospederos humanos y animales (Forslund et al., 1999). El
uso de primes especificos también se ha empleado con éxito, principalmente para la identificacién
de BPV en la sangre (Araldi et al., 2013). Los primers FAP ampliamente usados para la deteccion
de PV, fueron disefiados a partir de dos regiones relativamente conservadas que se encuentran
en el gen de L1 y se han empleado para amplificar el ADN de BPV tanto en papiloma y la piel
sana de muchas especies animales, incluyendo ganado vacuno (Ogawa et al., 2004). Los
cebadores FAP59 / FAP64, se basan en las secuencias del gen de la proteina de la capside del
VPH L1, se han utilizado con éxito para diferenciar la mayoria de virus del papiloma incluyendo
BPV (Antonsson & Hansson, 2002). De acuerdo con el estudio de Villiers et al., (2004), si la
identidad del gen L1 del BPV en el virus identificado es menor de 90%, se considera que es un
nuevo tipo; si la identidad es de entre 90 y 98%, se considera como un subtipo; y si la identidad es
de mas de 98%, se clasifica como una variante. Los estudios han demostrado que diferentes
tipos de BPV infectan tejidos especificos y causan lesiones especificas (Borzacchiello & Roperto,
2008). Sin embargo, también hay informes que muestran que el tipo de BPV detectados no son

muy especificos o la lesion no es especifica (Batista et al., 2013).

Los BPV se han detectado en Brasil en las ultimas décadas, los informes disponibles en diferentes
regiones del pais indican una diversidad significativa de los tipos virales, lo que implica la carga de
enfermedad evidente (Yaguiu et al., 2008; Noel et al., 2009; Carvalho et al., 2012; Lunardi et al.,

2013). Por lo tanto, es un criterio para la identificacion de los distintos tipos de BPV y su
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prevalencia, la distribucién y las consecuencias clinicas para el desarrollo de profilacticos y/o

procedimientos terapéuticos.
2.1.6. Tratamiento y control

Las tasas de prevencion y recuperacion con los tratamientos son muy complicadas de valorar, ya
gue la enfermedad es autolimitante y de duracién variable (Charry-Davalos J.V. & M.F. Hinojosa-
Lépez. (2011).

Se ha empleado una serie de tratamientos que comprenden desde la remocidén quirdrgica y
cauterizacién, hemoterapia, autovacunas (autoantigenos) preparadas mediante la inoculacién de
tejidos macerados de verrugas tratados con formalina. Las vacunas fabricadas con proteinas de la

capside viral son efectivas pero solo para un tipo especifico de virus (Cantu, D. 2014).
a. Remocion quirdrgica

Comprende la extirpacién de algunas verrugas lo que puede estimular el sistema inmune y
provocar la caida de otras formaciones semejantes. La cauterizacion permite la reabsorcion de
tejido rico en virus y si el animal tiene madurez inmunoldgica e inmunocompetencia tiende a

curarse secundariamente al estimulo desencadenado (Love A.J., et al, 2012).

La escision de los papilomas seguida de la aplicacion topica de Formalina al 10% da buenos
resultados en el tratamiento de pezones y ubres. También se ha empleado productos corrosivos
como Acido sulfdrico, Nitrato de plata, bastones de soda, y productos homeopéticos para la

cauterizacion de las lesiones (Ruiz V., et al, 2015).

En lo se refiere a la presencia de papilomas en el pene lo mas indicado es la remocién quirdrgica,
en cuanto a la vulvogenital se recomienda descartar inmediatamente a los enfermos (Elzein E.T.,
et al, 1991).

b. Hemoterapia

Promueve un estimulo proteinico inespecifico, y consiste en la absorcion de la sangre venosa, el
sistema inmune es activado y empieza a producir anticuerpos contar el papiloma, lo que lleva a la

eliminacion de la enfermedad (Silva M.A., et al, 2013).

El procedimiento comprende la extraccibn de sangre de la vena yugular o caudal con o sin
anticoagulante, para luego aplicar por via intramuscular o subcutanea utilizando 4 dosis de 20 ml
de sangre con un intervalo de una semana, alcanzando una eficacia del 50% (Diaz R.V.et al.,
2012).
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c. Terapias y profilaxis autégenas y no autégenas

Este tipo de terapias poseen efecto curativo y preventivo siendo la medida de control mas
indicada. Pero las vacunas comerciales son menos eficaces ya que pueden no contener el tipo de
antigeno apropiado. El inconveniente para producir una vacuna autdégena es recolectar las
lesiones un tanto pequefias en los pezones, a no ser que se recojan docenas de verrugas
(Ndarathi & Mbuthia, 1994). La vacuna se prepara a partir de tejido verrugoso homogenizado que
se filtra y se inactiva con Formol. Es por ello que se puede seleccionar segun el tipo de tumor,
localizacién, y composicion histologica, estadio del desarrollo de la enfermedad, ya que los virus
estan presentes en mayor concentracion en el tejido epitelial de las verrugas mas antiguas que en
las recientes. Los resultados satisfactorios se obtienen luego de tres a seis semanas en el 80-85%
de los casos cuando las verrugas estan en la superficie del cuerpo o en el pene de los animales,

pero solo un 33% cuando estan en los pezones (Duran et al., 2012).

En el Ecuador no existe una vacuna multivalente efectiva contra la papilomatosis bovina. Es por
ello que esta investigacion se encaminara a realizar la identificacion y genotipificacion de los
diferentes tipos de BPV que afectan a los animales en estudio, para posterior a ello fabricar una

vacuna multivalente con los tipos de BPV mas frecuentes que afectan a los animales.

En el estudio desarrollado por Ruiz et al., (2015) relacionado a la obtencién de vacunas, la
investigacion determiné que la proteina principal de la cubierta del papilomavirus (L1) puede auto-
ensamblarse en particulas semejantes a VPL (Virus- particle like) altamente inmunogénicas (Love
et al., 2012).

La expresion de la proteina Llen Nicotiana benthamiana con el vector pEAQ (Sainsbury et al.,
2009), con rendimientos de 183 mg/kg de tejido de la hoja en peso fresco, y de las cuales las VLP
de alta pureza fueron capaces de inducir una fuerte respuesta inmune en los conejos inoculados.
En este trabajo, el rendimiento de proteina excede el nivel basico requerido para la produccion
econdémica de una vacuna con lo que ésta planta es una excelente candidato para producir
potenciales vacunas contra los BPV. Sin embargo, en otro intentos de la expresién transitoria de

VLP en plantas han sido dificiles debido a los bajos rendimientos (Thuenemann et al., 2013).
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3. MATERIALES Y METODOS

A continuacién se indican los materiales y los métodos que se usaron y aplicaron en cada una de

las actividades planificadas para el proyecto de titulacion.

3.1. Materiales para la colecta, conservacion, transporte, y almacenamiento de las muestras
biolégicas de lesiones de papilomatosis bovina para la obtencion de &cido
desoxirribonucleico (ADN) total (Actividad experimental nUmero 1):

3.1.1. Biolégicos

Se colectaron 53 muestras de 41 bovinos que presentaron papilomas a nivel cutdneo y mucosas

del aparato digestivo.
3.1.2. Reactivos y soluciones

Solucién de conservacion (Solucién al 90% de Etanol, con 10 mM de Tris-HCI (Sigma, Cat. No.:
T4661), pH 8.0; 1 mM de EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS) y 2.5 % de Glicerol (Sigma, Cat. No.:
G5516)).

Solucién TE 10:1 100X (Solucién de 1 M de Tris-HCI, pH 8.0 y 100 mM de EDTA).
Solucién a2 M de Tris-HCI, pH 8.0.

Solucién a 500 mM de EDTA, pH 8.0.

3.1.3. Equipos y otros materiales

Platina de calentamiento con agitacién magnética.
Potenciometro (pHmetro).

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 yl y 20 ul con puntas estériles).
Autoclave.

Equipo de filtracion (& 0.22 nm).

Probetas y recipientes para soluciones.

Recipientes paralas muestras (Tubos Falcon de 15 ml).

Kit de diseccién.

Guantes.

Solucidn desinfectante (Etanol al 70%).

Caja térmica para el transporte de muestras.

Formatos para la coleccién de la muestra (Anexo 1).
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3.2. Métodos para realizar la colecta, conservacion, transporte, y almacenamiento de las
muestras biolégicas de lesiones de papilomatosis bovina para la obtencién de &cido
desoxirribonucleico (ADN) total (Actividad experimental nimero 1):

3.2.1. Pasos ejecutados
Paso 1. Se prepararon las soluciones requeridas.

Paso 2. Se colocaron en los recipientes para las muestras 8 ml de la solucién de conservacion de

la muestra.

Paso 3. Se tomaron las muestras post-mortem de bovinos con papilomatosis cutdnea faenados en
los camales Municipales de Azogues, Cuenca y Paute, de acuerdo a la normativa del manejo
respetuoso de los animales y asi como también tomando las seguridades del caso para la
viabilidad de las muestras en estudio.

Paso 4. Para la colecta se tom6 una cantidad maxima de tejido de la lesién no mayor a la
necesaria para llegar a tener un volumen de 10 ml (Marcado en el recipiente el volumen de 10 ml).

El tejido se colect6 en secciones de tejidos no mayor a 2 mm de grosor.

Paso 5. Se identificaron el o los recipientes y colectaron los datos necesarios para llenar el

formato de datos para la colecta de las muestras.

Paso 6. Para el transporte de las muestras se procedié a colocar los recipientes en una caja

térmica, evitando que se vuelquen y se generen derrames.

Paso 7. Para el almacenado de las muestras, se colocd los recipientes en refrigeracion (4 °C).
Con este procedimiento se pueden mantener viables las muestras por un periodo de 6 a 8 meses

para la obtencién del material genético.

3.3. Materiales a emplear para el procesamiento de las muestras de lesiones de
papilomatosis bovina, extracciéon y purificacién de acidos desoxirribonucleico (ADN) total

(Actividad experimental numero 2):

3.3.1. Biolégicos
Muestras de tejido colectado de las lesiones de papilomatosis bovina mantenidas en la Solucion

de conservacion a 4°C.
3.3.2. Reactivos y soluciones

Solucion de lisis (Solucién con 10 mM de Tris-HCI, pH 7.4 y 0.5 % de SDS (Sigma, Cat. No.:
71725). La solucion ya preparada se almaceno a temperatura ambiente protegida de la luz solar

directa.

Solucion de proteinasa K (Solucion con 5 mg/ml de Proteinasa K (Sigma, Cat. No: P2308) en 10
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mM de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM de EDTA y 50% de Glicerol). La solucién ya preparada se fraccioné

en alicuotas de 500 pul y se almacenaron a — 20 °C, protegidas de la luz.

Solucion de Fenol/Cloroformo/A. Isoamilico 25:24:1 (Sigma, Cat. No: 77619). De igual manera

ésta solucion se almacend en refrigeracion y protegido de la luz.

Solucion de Etanol al 100 % (Sigma, Cat. No: E7023). Almacenada en refrigeracion y protegido

de la luz.

Solucion de Etanol al 70 % (Solucion al 70 % de Etanol en agua). Almacenada en refrigeracion y

protegido de la luz.

Solucion TE 10:1 1X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de EDTA).
Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).

Solucién buffer TAE 1X (Solucion de 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 y 1 mM EDTA).

Solucién de Bromuro de Etidio (Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637).

Solucién Buffer de carga para ADN 6X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 60 mM de
EDTA. 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma,
Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No.: SM0321).

3.3.3. Equipos y otros materiales

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 yl y 20 ul con puntas estériles).
Vortex.

Centrifuga refrigerada.

Fuente de poder.

Céamara de electroforesis horizontal.

Balanza analitica (Mantener calibrada).

Transiluminador UV.

Fotodocumentador UV-impresora.

3.4. Métodos aplicados para el procesamiento de las muestras de lesiones de
papilomatosis bovina, extraccion y purificacion de acidos desoxirribonucleico (ADN) total

(Actividad experimental namero 2):
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3.4.1. Pasos ejecutados

Paso 1. Se tomé una porcion aproximada de = 100 mg de la muestra de tejido colectado de las
lesiones de papilomatosis bovina y mantenidas previamente en la Solucion de conservacion a
4°C.

Paso 2. Se coloco la muestra de tejido sobre una porcion de absorbente papel estéril para que se

eliminara la mayor cantidad de la Solucion de conservacion.

Paso 3. Se colocé la muestra de tejido en un tubo eppendorf de 2.0 ml y se adicion6 400 ul de la

Solucién de lisis y 100 pl de la Solucién de Proteinasa K (5 mg/ml).
Paso 4. La muestra se incubd a 56 °C en un bafio Maria durante toda la noche (12 a 14 h).

Paso 5. Una vez concluido el proceso de digestion, se adiciono 500 pl de la Solucién de Fenol/

Cloroformo/A. Isoamilico 25:24:1 y se mezcl6 vigorosamente con el vortex durante 20 a 30 s.

Paso 6. La suspension obtenida se centrifugd a 12,000 x g durante 10 min a 4 °C. Una vez
concluida la centrifugacion se colecté el sobrenadante (+ 400 pl) y se procedié a colocarlo en un

tubo eppendorf (1.5 ml) nuevo.

Paso 7. A la muestra colectada se la adicioné 2.4 volumenes de Etanol al 100% (1 ml) y se

mezclé invirtiendo el tubo por 8 a 10 veces.

Paso 8. La mezcla se centrifugd a 12,000 x g durante 10 min a 4 °C. Una vez concluida la
centrifugacion se elimind la solucién de forma cuidadosa para no perder la pastilla del ADN
precipitado. Se adicion6 500 ul de la Solucion de Etanol al 70%, y se repiti6 el proceso de

centrifugacion y eliminacién completa de la Solucién de Etanol al 70%.

Paso 9. La pastilla obtenida se secdé a temperatura ambiente, protegida de la luz y el polvo. Y
posteriormente fue resuspendida en 50 pl de la Solucion buffer TE 10:1 1X, pH 8.0.

Paso 10. Las muestras de ADN total obtenidas se almacenaron a -20 °C hasta que se emplearon

en los procesos de amplificacion.

Paso 11. Previo a realizar los ensayos de amplificacion con el control de proceso (Deteccion de
ADN genomico de bovino) se evalué la presencia e integridad del material genético purificado

mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1.2% tefiido con Bromuro de Etidio.

3.5. Materiales usados para la generacion de los productos de PCR especificos del control
de proceso y de los BPV, y su deteccién mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE

(Actividad experimental namero 3).
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3.5.1 Biolégicos

Muestras de acidos desoxirribonucleico (ADN) total puro, extraido de las muestras de tejidos de

las lesiones de los animales afectados por papilomatosis bovina.
3.5.2. Reactivos y soluciones

Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. No.: W4502). Se preparacién de alicuotas de 1 ml y

se almacenaron a temperatura ambiente protegidas del polvo.

Enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033), con la Solucion buffer de
amplificacion 10X y la Solucién a 50 mM de MgCl,. Se prepararon alicuotas de las soluciones y

se almacenaron a -20 °C, protegidas de la luz directa.

Solucion de dNTP’s 10 mM de cada uno (Trifosfato de Desoxinucleotidos) (ANTP’s set, Thermo-
scientific, Cat. No.: R0182). Se prepararon alicuotas y se almacenaron -20 °C y protegidas de la

luz directa.

Solucion de oligonucleétidos o primers 100 pM (Invitrogen). Par de oligonucle6tidos
especificos para el control de proceso (12SFWMod: TAA ATC TCG TGC CAG CCA,

12SREVMod: AGT ATG CTT ACC TTG TTA CGA C,) y para la deteccion de material
genético de los BPV (FAP59For: TAA CWG TIG GIC AYC CWT ATT, FAP64Rev: CCW ATA
TCW VHC ATI TCI CCA TC). Se resuspendieron en agua grado biologia molecular para tener

una concentracion final de 100 uM y prepararon alicuotas que se almacenaron a -20 °C protegidas

de la luz directa.

Soluciones de ADN total: ADN total obtenido de lesiones de bovinos afectados por papilomatosis
bovina, siguiendo el proceso antes descrito (Seccién 7.3). Las alicuotas se mantuvieron

almacenadas a -20°C y protegidas de la luz directa.
Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).
Solucion buffer TAE 1X (Solucion de 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 y 1 mM EDTA).

Solucion de Bromuro de Etidio (Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637).

Solucion Buffer de carga para ADN 6X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 60 mM de
EDTA. 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma,
Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No.: SM0321).
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3.5.3. Equipos y otros materiales

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 ul y 20 ul con puntas estériles)
Vortex.

Microcentrifuga refrigerada.

Cabina de PCR.

Termociclador Nexus (Eppendorf).

Congelador a -20°C, sin descongelamiento automatico (Almacenado de enzimas y algunos otros

reactivos).

Fuente de poder.

Céamara de electroforesis horizontal.
Balanza analitica (Mantener calibrada).
Horno de microondas.
Transiluminador UV.
Fotodocumentador UV-Impresora.
Potenciémetro (pHmetro).

Platina de agitacion y calentamiento.

3.6. Métodos aplicados en la realizacién del proceso para la generacién de los productos de
PCR especificos del control de proceso y de los BPV, y su deteccibn mediante

electroforesis en gel de agarosa-TAE (Actividad experimental nimero 3).
3.6.1. Pasos ejecutados

Paso 1. Se descongelaron los reactivos necesarios para la amplificacion (Agua grado biologia
molecular, Solucién buffer de amplificacion 10X, Solucion de dNTP’s, Solucion de MgCls,
Soluciones de oligonucledtidos y las Soluciones de ADN total correspondientes a las muestras a

analizar).

Paso 2. Una vez descongelados todos los reactivos necesarios, se prepard una premezcla con el
volumen requerido para el numero de muestras a analizar (25 pl de volumen final por reaccion),
colocando en el orden indicado los siguientes reactivos, con la excepcién de las muestra de ADN

total:

Siguencia Santander Lennin Enrique 31



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Tabla 1. Preparacién de la premezcla para la generacion de los productos de PCR
especificos para el control de proceso y de los BPV.

Concentracion Volumen
Reactivo:
inicial: final: por reaccion: de premezcla*:
Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 18.65 pl 18.65 pyl X n
Solucion buffer de amplificacién 10X 10X 1X 2.5l 25yl Xn
Solucion de dNTP's 10 mM 0.1 mM 0.5 pl 0.5ulXn
Solucién de MgCl2 50 mM 2.0 mM 1.0 ul 1.0yl Xn
Oligonucleétido 12SREVMod o FAP59For 100 uM 0.8 uM 0.2 ul 0.2pulXn
Oligonucleotido 12SREVMod o FAP64Rev 100 uM 0.8 uM 0.2 pl 0.2ulXn
Enzima Taq ADN polimerasa 5 U/l 0.04 U/u 0.2 yl 0.2pul Xn
Muestra de ADN total ---- pg/ul ---- pg/pl 2.0 pl 20yl Xn
Volumen final: 25 i 25pul Xn

* n = NUmero de muestras.

Fuente: Autor

Paso 3. La premezcla preparada se mezclé en el vortex por 4 a 6 s, y fue colectada por
centrifugacion a maxima velocidad durante 15 a 20 s.

Paso 4. Se marcaron los tubos de PCR (200 pl) y les fue colocado 23 pl de la premezcla y se les
adiciond 2 ul de la muestra correspondiente.

Paso 5a. Las reacciones asi preparadas se colocaron en el termociclador y fueron sometidas al
siguiente perfil de temperatura para generar los amplicones o productos de PCR del control de

proceso en primer lugar.

Tabla 2: Perfil de temperatura para generar amplicones o productos de PCR del control de

proceso.
Desnaturalizacion 35 ciclos
inicial Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
Temperatura (°C): 94 94 60 72 72
Tiempo (min:seg): 05:00 00:45 00:30 00:45 05:00

Fuente: Autor
Paso 5b. Las reacciones preparadas con los primers FAP59/FAP64 se colocaron en el
termociclador y fueron sometidas al siguiente perfil de temperatura para generar los amplicones o

productos de PCR del material genético de los BPV causales en la lesion.
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Tabla 3: Perfil de temperatura para generar los amplicones o productos de PCR de los BPV

Desnaturalizacion 35 ciclos
inicial Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
Temperatura (°C): 94 94 52 72 72
Tiempo (min:seg): 05:00 00:45 00:30 00:45 05:00

Fuente: Autor
Paso 6. Las reacciones tanto del control de proceso como para la deteccion del material genético
de los BPV posterior a ser sometidas al proceso de amplificacion se les adicioné 5 ul de la
Solucién buffer de carga para ADN 6X. Se mezclaron ambas soluciones.
Paso 7. De la mezcla de cada una de las reacciones de PCR con la Solucién buffer de carga para
ADN 6X se tom6 10 pl, los cuales fueron cargados en uno de los pocillos de un gel de agarosa al
1.2% preparado con Buffer TAE 1X y 1 yl de la Solucion de Bromuro de Etidio a 10 mg/ml por
cada 30 ml del gel. En uno de los pozos se coloc6 450 ng del marcador de peso molecular
(GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific Cat. No.: SM0321).
Paso 7. Los fragmentos se resolvieron en el gel de agarosa, sometiendo al mismo a 90 Voltios por
el tiempo necesario de acuerdo a la longitud del gel.
Paso 8. Una vez resueltos los productos de los PCR, se fotodocumentaron para su analisis.
Paso 9. Se consider6 como muestras valida toda aquella en la que se logré6 amplificar el
fragmento correspondiente al control de proceso. Y como muestra positiva, toda aquella que

mostré un producto de PCR de un tamafio entre 400 a 500 bp.

3.7. Materiales usados para la amplificacién de los productos de PCR especificos de los
BPV de las muestras positivas, su genotipificacién mediante el ensayo RFLP, y su
deteccién mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE (Actividad experimental nimero
4).

3.7.1 Biolbgicos

Muestras de acidos desoxirribonucleico (ADN) total puro, de las muestras de tejidos positivos a la

amplificacién de material genético de los BPV.

3.7.2. Reactivos y soluciones

Agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. No.: W4502). Se preparacion de alicuotas de 1 ml y
se almacenaron a temperatura ambiente protegidas del polvo.

Enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033), con la Solucion buffer de
amplificacion 10X y la Solucién a 50 mM de MgCl,. Se prepararon alicuotas de las soluciones y

se almacenaron a -20 °C, protegidas de la luz directa.
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Solucion de dNTP’s 10 mM de cada uno (Trifosfato de Desoxinucleotidos) (ANTP’s set, Thermo-
scientific, Cat. No.: R0182). Se prepararon alicuotas y se almacenaron -20 °C y protegidas de la
luz directa.

Solucién de oligonucledtidos o primers 100 pM (Invitrogen). Par de oligonucleétidos
especificos para la deteccion de material genético de los BPV (FAP59For: TAA CWG TIG GIC
AYC CWT ATT, FAP64Rev: CCW ATA TCW VHC ATI TCI CCA TC).

Soluciones de ADN total: ADN total de muestras positivas a la determinacion de la presencia de
material genético de BPV, siguiendo el proceso antes descrito (Seccion 7.6). Las alicuotas se
mantuvieron almacenadas a -20°C y protegidas de la luz directa.

Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).

Solucion buffer TAE 1X (Solucion de 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 y 1 mM EDTA).

Solucion de Bromuro de Etidio (Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637).

Solucion Buffer de carga para ADN 6X (Solucién a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 60 mM de
EDTA. 0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma,
Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No.: SM0321).

Enzima de restriccion Ddel (Thermo scientific, Cat. No.: ER1882)

Enzima de restriccion Hinfl (Thermo scientific, Cat. No.: ER0801)

Enzima de restriccion MsLI (Thermo scientific, Cat. No.: ER2001)

Enzima de restriccion Hindlll (Thermo scientific, Cat. No.: ER0501)

3.7.3. Equipos y otros materiales

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 pl y 20 pl con puntas estériles)

Vortex.

Microcentrifuga refrigerada.

Cabina de PCR.

Termociclador Nexus (Eppendorf).

Congelador a -20°C, sin descongelamiento automatico (Almacenado de enzimas y algunos otros
reactivos).

Incubadora bacteriolégica a 37 °C.

Fuente de poder.

Camara de electroforesis horizontal.

Balanza analitica (Mantener calibrada).

Horno de microondas.

Transiluminador UV.
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Fotodocumentador UV-Impresora.
Potenciometro (pHmetro).
Platina de agitacion y calentamiento.

3.8. Métodos aplicados en la realizacién del proceso para la amplificacion de los productos
de PCR especificos de los BPV, su genotipificacion mediante el ensayo RFLP, y su
deteccién mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE (Actividad experimental numero
4).

3.8.1. Pasos ejecutados

Paso 1. Se descongelaron los reactivos necesarios para la amplificacion (Agua grado biologia
molecular, Solucién buffer de amplificacion 10X, Solucién de dNTP’s, Solucion de MgCls,
Soluciones de oligonucleétidos y las Soluciones de ADN total correspondientes a las muestras
positivas a la presencia de material genético de los BPV).

Paso 2. Una vez descongelados todos los reactivos necesarios, se prepard una premezcla con el
volumen requerido para el numero de muestras a analizar (25 ul de volumen final por reaccién),
colocando en el orden indicado los siguientes reactivos, con la excepcion de las muestra de ADN
total:

Tabla 4: Preparacion de la premezcla para la amplificacion de los productos de PCR

especificos delos BPV, su genotipificacion mediante el ensayo RFLP.

Concentracion Volumen
Reactivo:
inicial: final: por reaccion: de premezcla*:
Agua grado biologia molecular No aplica No aplica 18.65 pl 18.65 pl X n
Solucion buffer de amplificacién 10X 10X 1X 25l 25pulXn
Solucion de dNTP’'s 10 mM 0.1 mM 0.5 pl 0.5l Xn
Soluciéon de MgCl2 50 mM 2.0mM 1.0 ul 1.0yl Xn
Oligonucledtido FAP59For 100 uM 0.8 uM 0.2 pl 0.2yl Xn
Oligonucleotido FAP64Rev 100 uM 0.8 uM 0.2 ul 0.2l Xn
Enzima Taq ADN polimerasa 5 U/l 0.04 U/u 0.2 yl 0.2l Xn
Muestra de ADN total ---- pg/pl ---- pg/pl 2.0 ul 20yl Xn
Volumen final: 25 ul 25l Xn

* n = NUmero de muestras.

Fuente: Autor

Paso 3. La premezcla preparada se mezclé en el vortex por 4 a 6 s, y fue colectada por
centrifugacion a maxima velocidad durantel5 a 20 s.

Paso 4. Se marcaron los tubos de PCR (200 pl) y les fue colocado 23 ul de la premezcla y se les

adiciond 2 ul de la muestra correspondiente.
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Paso 5. Las reacciones asi preparadas se colocaron en el termociclador y fueron sometidas al
siguiente perfil de temperatura para generar los amplicones o productos de PCR de los BPV para
ser evaluados mediante el ensayo RFLP.

Tabla 5: Perfil de temperatura para generar los productos de PCR de los BPV para ser
evaluados mediante el ensayo RFLP.

Desnaturalizacién 35 ciclos
inicial Desnaturalizacion Alineamiento Extension Extension final
Temperatura (°C): 94 94 52 72 72
Tiempo (min:seg): 05:00 00:45 00:30 00:45 05:00

Fuente: Autor

Paso 6. De cada una de las reacciones de amplificaciéon se confirmé la amplificacion mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1.2% tefiido con Bromuro de Etidio siguiendo lo ya
descrito (Paso 7, Seccidn 7.6)

Paso 7. Una vez confirmada la presencia del los producto de PCR esperados, se tomé de cada
reaccion 8.5 ul y se le adicion 1 pl de la Solucion buffer de digestion correspondiente a cada
enzima de restriccién (Enzimas Ddel, Hinfl y MsLI, Buffer Tango 10X y enzima Hindlll, Buffer R
10X), a la mezcla se le adicion6 0.5 pl de la enzima correspondiente (5 U en total).

Paso 8. Junto con las reacciones asi preparadas se incubaron a 37°C en una incubadora
bacteriologica durante 2 h los controles de cada una de las muestras positivas, los cuales
consistieron en la misma cantidad del producto de PCR (8.5 pl) con el Buffer Tango 10X y en lugar
de enzima 0.5 yl de agua grado biologia molecular.

Paso 9. Los fragmentos generados en el proceso de digestion con cada una de las enzimas de
restriccion fueron resueltos en un gel de agarosa-TAE al 1.6%, sometiendo al mismo a 90 Voltios
por el tiempo necesario de acuerdo a la longitud del gel.

Paso 10. Una vez resueltos los fragmentos generados, se fotodocumentaron para su analisis.
Paso 11. Para la identificacion de cada uno de los tipos de BPV se empled los patrones de
restriccion esperados (Tabla 6) y la imagen fotodocumentada de la electroforesis de las

reacciones de digestién con las 4 enzimas y el control sin digestion.
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Tabla 6: Patrones de RFLP esperados de cada uno de los 15 tipos de BPVo con las enzimas de
restriccion Ddel, Hinfl, MsLI y Hindlll.

. Producto de PCR Enzima de restriccion*:
Virus: - -
(bp) Ddel Hinfl MsLI HindIll
264 329 301 475
BPV-1 475 159 146 174
52
316 329 475 475
BPV-2 475 159 146
319 473 373 473
BPV-3 473 154 87
13
324 469 469 230
BPV-4 469 145 182
87
469 254 469 469
BPV-5 469 145
70
321 384 373 472
BPV-6 472 151 88 99
403 271 484 484
BPV-7 484 81 119
94
469 317 469 322
BPV-8 469 152 147
316 344 469 469
BPV-9 469 153 125
319 381 373 472
BPV-10 472 90 91 99
63
420 407 370 475
BPV-11 475 55 68 105
351 317 469 469
BPV-12 469 118 152
316 329 475 475
BPV-13 475 109 146
50
475 400 475 475
BPV-14 475 75
243 381 469 469
BPV-15 469 226 88

* Datos tomados de Carvallo et al., 2006, y para el caso de los BPV tipo 14 y 15 los patrones de

digestion fueron estimados por el Dr. Antonio J. Vallecillo.
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4. RESULTADOS

A continuacién se describen los resultados obtenidos en las diferentes actividades experimentales

realizadas:

4.1. Colecta de muestras.

En éste trabajo para la identificacion y genotipificacion molecular de los diferentes tipos de BPV se
colectaron post-mortem 53 muestras de tejido de lesiones sugestivas a papilomatosis cutanea, 40
muestras procedentes de 30 bovinos que fueron faenados en los camales municipales de
Azogues, Cuenca y Paute, adicionalmente se incluyeron 13 muestras ante-mortem de 11 bovinos
procedentes del Canton Zaruma (Provincia de El Oro). La descripcion de cada una de las
muestras se describe en la Tabla 6.

Las muestras colectadas y mantenidas en la solucion de conservacion se transportaron a
temperatura ambiente hasta el laboratorio de Biologia Molecular de la F.CC.AA de la Universidad
de Cuenca, en donde se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento y obtencion del ADN total.

Tabla 7. Datos de las muestras recolectadas con lesiones sugestivas a papilomatosis.

; Edad . 3 Muestra®: . »
Bovino: Raza: Sexo: . Provincia: Canton: Sitio de la lesion:
(meses): No.: Id.:
01 Holstein Mestiza H 12-18 Azuay Sigsig 1 Ubre
02 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Cuenca 2 Ubre
03 Holstein Mestiza M 12-18 Caifar Biblian 3 Pabellon auricular
4 Morro
5 Cafia
04 Holstein Mestiza H 18-24 Azuay Giron 6 6 Crnz
7  Grupa
8 Ubre
9 Corvején
05 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Sigsig 1 10 Art. del encuentro
06 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Cuenca 1 11 Ubre
07 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Cuenca 1 12 Ubre
08  Holstein Rojo M 18-24 Azuay Cuenca 1 13 Cuello
09 Holstein Mestiza M 18-24 Cafar Biblian 1 14 Cuello
10 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Cuenca 1 15 Ubre
11  Holstein Mestiza H 18-24 Cafar Biblian 1 16 Ubre
12 Holstein Mestiza H > 24 Tungurahua Ambato 1 17 Ubre
13 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Santa Isabel 1 18 Ubre
14 Holstein Mestiza H > 24 Azuay San Fernando 2 19 Ubre
20 Grupa
15 Holstein Mestiza H > 24 Canar Biblian 1 21 Ubre
16 Holstein Mestiza H 18-24 Canar Cafar 1 22 Vulva
17 Holstein Mestiza H 18-24 Canar Biblian 1 23 Ubre
18 Holstein Mestiza M 18-24 Cafar Cafar 1 24 Region ocular
19 Holstein Mestiza H > 24 Cafar Biblian 1 25 Ubre
20 Holstein Mestiza H > 24 Azuay San Fernando 3 26 Muslo

Siguencia Santander Lennin Enrique 38



UNIVERSIDAD DE CUENCA

- Continuacion tabla 7: Datos de las muestras recolectadas.

28 Ubre
) ) 29 Grupa
21 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Patamarca 2
30 Ubre
22 Holstein Mestiza H > 24 Tungurahua Ambato 1 31 Ubre
23 Holstein Mestiza H 18-24  Tungurahua Ambato 1 32  Ubre
24 Holstein Mestiza H >24 Cafar Cafar 1 33 Ubre
25 Holstein Mestiza H >24 Azuay Cuenca 1 34 Ubre
26 Holstein Mestiza H >24 Cafar Azogues 1 35 Ubre
27 Holstein Mestiza H 18-24 Cafar Azogues 1 36 Ubre
28 Holstein Mestiza H >24 Tungurahua Ambato 1 37 Ubre
] ) . o 38 Ubre
29 Holstein Mestiza H >24 Canar Biblian 2
39 Grupa
30 Holstein Mestiza H >24 Azuay Cuenca 1 40 Ubre
31 Holstein Mestiza H 12-18 El Oro Zaruma 1 41  Art. del encuentro
32 Brown Suis H 18-24 El Oro Zaruma 1 42  Pabellén auricular
33 Holstein Mestiza H 18-24 El Oro Zaruma 1 43 Cuello
34 Holstein Mestiza H 18-24 El Oro Zaruma 1 44  Muslo
35 Holstein Mestiza H >24 El Oro Zaruma 1 45  Ubre
36  Jersey H 18-24 El Oro Zaruma 1 46 Grupa
37  Jersey H >24 El Oro Zaruma 1 47 Muslo
38  Jersey H 12-18 El Oro Zaruma 1 48 Cuello
. . 49 Morro
39 Holstein Rojo H 6-12 El Oro Zaruma 2
50 Cuello
] ] 51 Cuello
40 Holstein Mestiza H 12-18 El Oro Zaruma 2 - -
52  Pabellén auricular
41 Girolando M 6-12 El Oro Zaruma 1 53 Cuello
Total de muestras colectadas: 53

Fuente: Autor

4.2. Deteccion de material genético de los BPV.

En con la aplicacion de los protocolos de procesamiento y purificacion de ADN total se logré
obtener ADN total de 52 muestras de las 53 colectadas. De estas 52 muestras en 51 de ellas se
logr6 obtener el amplicdn en el ensayo de PCR correspondiente al control de proceso (Figura 1).
De las 51 muestras vdlidas, es decir, que se logré obtener ADN total susceptible de ser
amplificado, en 18 se observé un producto de PCR con un tamafio similar al esperado cuando se
emplean los primers FAP59-FAP64, por lo que se les consider6 como muestras positivas a la

presencia de material genético de BPV (Figura 2y Tabla 8).
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Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes al
control de proceso. Carriles 1, 2, 3, 4: Productos de PCR; Carril 5: Control negativo y Carril MPM:
Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder).

Fuente: Laboratorio de Biologia molecular (Universidad de Cuenca).

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a
muestras positivas a la presencia de material genético de BPV. Carriles 1 y 4: Muestras con
resultado negativo; Carriles 2 y 3: Muestras con resultado positivo; Carril 5: Control negativo y Carril
MPM: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). Los productos de PCR (+
470 bp) correspondientes a generados en las muestras positivas estan indicados por las flechas.

Fuente: Laboratorio de Biologia molecular (Universidad de Cuenca).

4.3. Tipos de BPV identificados en las muestras positivas.

Las 18 muestras positivas fueron reamplificadas para la deteccibn de material genético y los
productos de PCR obtenidos se sometieron al analisis mediante el ensayo de RFLP (Figura 3).
Con el ensayo de RFLP se logré genotipificar la presencia de 4 tipos diferentes de BPV en 6 de
las 18 muestras (BPV-3 en 2 muestras, BPV-6 en 2 muestras, BPV-7 y BPV-9 en 1 muestra

respectivamente). En 2 muestras de las 18 no fue posible identificar un tipo de patron de

Siguencia Santander Lennin Enrique 40



UNIVERSIDAD DE CUENCA Lé';

RIS T unri

[ =g

restriccion claro, lo cual sugiere que puede corresponder a mezclas de virus que estan causando
la lesién. En las 10 muestras restantes se logré visualizar claramente 4 tipos de patrones de
restriccion, que no corresponden a los predichos para cada uno de 15 tipos de BPV previamente
descritos (Tabla 6). En patron de restricciobn nuevo que se denominé 1, fue el més frecuente en
las muestras positivas (7 de 18), y para los patrones nuevos 2, 3, y 4, se encontré una muestra
para cada uno de ellos.

En las muestras que no se logré identificar el tipo o los tipos de virus causales de las lesiones, ya
sea por que pueden corresponder a una coinfecciébn (mezcla de virus), nuevos tipos de BPV
(Nuevos patrones de restriccion) en futuros estudios se procedera a clonar los productos de PCR
para ser sometidos a secuenciacion. Y si las secuencias obtenidas no corresponden a las
previamente reportadas, se procedera a amplificar y clonar los genomas completos para
secuenciarlos, lo que podria informarnos de si se trata de BPV no descritos previamente.

Para el caso de las muestras en las que se logré identificar el tipo de BPV que causo la lesion,

éstas se colectaron de regiones corporales diversas, como se muestra en la Tabla 7.

Muestra 1 ; Muestra 2 : Muestra 3

Ddel Hinfl MsLI Hindlll N.Dg. Ddel Hinfl MsLI Hindlll N.Dg. Ddel Hinfl MsLI Hindlll N.Dg.

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de los perfiles de digestion de los productos de PCR
de muestras positiva a BPV (RFLP). Para cada una de las muestras 1, 2 y 3; Carril Ddel: Producto
de PCR digerido con la enzima Ddel; Carril Hinfl: Producto de PCR digerido con la enzima Hinfl; Carril
MsLI: Producto de PCR digerido con la enzima MsLI; Carril N.Dg. Producto de PCR no digerido y
Carril MPM: Marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder.

Fuente: Laboratorio de Biologia molecular (Universidad de Cuenca).
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Tabla 8: Resultados de la identificacion de material genético de los BPV presente en lesiones de

papilomatosis cutanea y su genotipificacion.

) Control Deteccién de BPV y genotipificacion:
Bovino: Muestra: . .
de proceso: PCR: RFLP: Tipo de BPV:
1 1 No valida
2 2 Valida Negativo
3 3 Valida Positivo  Identificable BPV -3
4 4 Valida Positivo  Identificable BPV - 6 mas otro no identificable
5 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
6 Valida Positivo  No identificable  Probable mezcla (M-1)
7 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
8 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
9 Valida Negativo
5 10 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
6 11 Valida Positivo Identificable BPV -7
7 12 Valida Negativo
8 13 Valida Negativo
9 14 Valida Negativo
10 15 Valida Negativo
11 16 Valida Negativo
12 17 Valida Negativo
13 18 Valida Negativo
14 19 Valida Negativo
20 Valida Negativo
15 21 Valida Negativo
16 22 Valida Negativo
17 23 Valida Negativo
18 24 Valida Negativo
19 25 Valida Negativo
20 26 Valida Negativo
27 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-3)
28 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-2)
21 29 Valida Negativo
30 Valida Negativo
22 31 No valida -
23 32 Valida Negativo
24 33 Valida Negativo
25 34 Valida Negativo
26 35 Valida Negativo
27 36 Valida Negativo
28 37 Valida Negativo
29 38 Valida Negativo
39 Valida Negativo
30 40 Valida Positivo  No identificable  Probable mezcla (M-2)
31 41 Valida Negativo
32 42 Valida Positivo  Identificable BPV -3
33 43 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
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- Continuacion tabla 8: Resultados de la identificacion de material genético de los BPV. -

34 44 Valida Negativo
35 45 Valida Negativo
36 46 Valida Negativo
37 47 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
38 48 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-4)
39 49 Valida Positivo  Identificable RFLP no compatible con los descritos (PR-1)
50 Valida Negativo
40 51 Valida Positivo  Identificable BPV - 6
52 Valida Negativo
41 53 Valida Positivo  Identificable BPV -9

Fuente: Autor.

4.4. Distribucion de la localizacién de las lesiones positivas a BPV.

La mayor cantidad de lesiones positivas a los BPV se encontraron en el cuello (n = 5), seguido de
la ubre(n=4), pabellébn auricular(n=2), morro(n=2).Las otras lesiones en las que se identificd
material genético de los BPV se ubicaron en el muslo, articulacion del encuentro, grupa,

finalmente en la cafia y cruz(n=1) respectivamente (Figura 4 y Tabla 9).

Cruz; 5%

- = Cafa; 5%
Articulacion del

encuentro; 6%

Cuello; 28%
Grupa; 6%

Muslo; 6%

Morro; 11%

Ubre; 22%

Pabelldn
auricular; 11%

Figura 4: Proporcion de las muestras positivas a la presencia de material genético de los BPV
de acuerdo a su localizacién.

Fuente: Autor
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Tabla 9: Distribucion de la localizacién de las lesiones positivas a BPV.

; Edad N ., Muestra¥: . .
Bovino: Raza: Sexo: . Provincia: Canton: Sitio de la lesion:
(meses): No.: Id.:
03 Holstein Mestiza M 12-18 Caifar Biblian 1 3 Pabellon auricular
4 Morro
5 Cafa
04 Holstein Mestiza H 18-24 Azuay Girén 6 6 Cruz
7  Grupa
8 Ubre
05 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Sigsig 10 Art. del encuentro
06 Holstein Mestiza H > 24 Azuay Cuenca 11 Ubre
. . 27 Cuello
20 Holstein Mestiza H > 24 Azuay San Fernando
28 Ubre
30 Holstein Mestiza H >24 Azuay Cuenca 1 40 Ubre
32 Brown Suis H 18-24 El Oro Zaruma 1 42  Pabellon auricular
33 Holstein Mestiza H 18-24 El Oro Zaruma 1 43 Cuello
37  Jersey H >24 El Oro Zaruma 1 47 Muslo
38  Jersey H 12-18 El Oro Zaruma 1 48 Cuello
39 Holstein Rojo H 6-12 El Oro Zaruma 2 49  Morro
40 Holstein Mestiza H 12-18 El Oro Zaruma 2 51 Cuello
41 Girl Orlando M 6-12 El Oro Zaruma 1 53 Cuello
Total de muestras colectadas: 53
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5. DISCUSION

En esta investigacion se tuvo por objetivo principal, mediante la aplicacién de las técnicas de
biologia molecular PCR y RFLP, lograr la identificacion de los diferentes tipos de BPV, asi como
determinar la frecuencia, y la localizacion de los papilomas en el cuerpo de los animales faenados
en los camales de Azogues, Cuenca y Paute. Para ello se recolectaron 53 muestras de tejido
procedentes de lesiones de diferentes partes del cuerpo de 41 bovinos, 11 de los cuales se

obtuvieron ante-morten de animales de la provincia de El Oro.

Con el proceso de obtencion de ADN total se logré obtener ADN de 52 muestras de las 53
colectadas. De estas 52 muestras de ADN total en 51 de ellas se logré obtener un amplicén en el

ensayo de PCR correspondiente al control de proceso.

De las 51 muestras validas, en 18 se logro observar un producto de PCR con un tamafio cercano
al esperado cuando se emplearon los oligonucleétidos o primers FAP59/FAP64, por lo que se les
consider6 como muestras positivas a la presencia de material genético de BPV, los representa el
35.29 %. De las muestras positivas (n = 18) se logr6 identificar la presencia de 4 tipos diferentes
de BPV, en 6 de las 18 muestras (BPV-3 y BPV-6 en 2 muestras , BPV-7 y BPV-9 en 1 muestra).
En 2 muestras no fue posible identificar un tipo de patrén de restriccion claro, lo cual puede
corresponder a mezclas de virus que estan causando la lesion. En las 10 muestras restantes se
logré visualizar claramente 4 tipos de patrones de restriccion, que no corresponden a los
predichos para cada uno de 15 tipos de BPV previamente descritos. El patrén de restriccion nuevo
gue se denomind 1, fue el mas frecuente en las muestras positivas (En 7 de 18, 38.88%), y para

los patrones nuevos 2, 3, y 4, se encontré en una muestra para cada uno de ellos (5.55%).

En 33 muestras del estudio no se logré generar productos de PCR con los oligonucleétidos
FAP59-FAP64, sin embargo la no amplificacién no fue debida a la presencia de algun inhibidor o
carencia de ADN, puesto que al emplear oligonucle6tidos que detectan material genético de

bovino si se generé el producto de PCR con el tamafio esperado.

A pesar de que las lesiones colectadas son sugestivas de ser consecuencia de la infeccién por
BPV, estos podrian no ser detectados a consecuencia de que los oligonucle6tidos FAP59-FAP64
no tienen la capacidad de hibridar en el ADN gendmico de todos los BPV y por lo tanto amplificar
el material genético de los tipos de BPV causales de éstas lesiones (Antonsson & Hansson, 2002).
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que con los oligonucleétidos FAP59-FAP64 no
se puede identificar la presencia de todos los diferentes tipos de BPV causales de lesiones en los

animales.

En una investigacion realizada por Araldi et al., (2015), encuentran que los papilomas se

encuentran con mayor frecuencia en los sitios anatomicos que tienen mayor riesgo de sufrir
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abrasiones, como en la papada y el dorso. Al contrastar lo descrito por Araldi et al., (2015) con los
resultados obtenidos en éste trabajo en relacion a la ubicacién de las lesiones hay coincidencias,
las lesiones positivas a la presencia de material genético de los BPV se encontraron con mayor
frecuencia en el cuello (28%), seguido de la ubre (22%), y en la misma proporcion en el pabellon

auricular y el morro (11%), respectivamente.

En el mismo trabajo de Araldi et al., 2015), mediante diagndstico con herramientas de biologia
molecular la presencia de los BPV tipo 2, 3, 5, 9y la presencia de un virus putativo BR/UEL2 9 en
muestras procedentes de animales adultos, mientras que se revel6 la ausencia de infeccién viral
en los seis terneros incluidos en el estudio. Con respecto a los tipos de BPV, si tiene la
coincidencia en los tipos 3 y 9 que se lograron identificar en las lesiones colectadas en éste
trabajo de investigacion. Y por otro lado los animales que con mayor tendencia tienden a padecer
papilomatosis bovina son los adultos, es decir los que tienen edades superiores a los 12 meses.
Pues queda demostrado que aquellos animales menores al afio y los terneros tienen menor
tendencia a padecer esta enfermedad ya que el sistema inmune de los mismos puede provocar la

regresion de la infeccion.

Otra investigacion que obtiene datos similares en la deteccion de los tipo de virus y que se tienen
coincidencias con el actual estudio es el de Tozato et al.,, (2012), en donde se describe la
caracterizacion clinica, histopatoldgica y virologica de la papilomatosis en las tetas de rebafios de
ganado lechero en Brasil, en las que se identifica 4 tipos de BPV (BPV itpo 6, 7, 9 y 10); es en

este estudio en el que se detectd por primera vez el BPV tipo 7 en el ganado vacuno de Brasil.

En la actual investigacién se demostré la presencia de 3 virus que coinciden con los descritos por
Tozato et al., (2012) y que son los BPV tipo 6, 7 y 9. Interesantemente, el BPV tipo 7 que se
identifico en éste trabajo de investigacién fue en una muestra de tejido con papilomas localizados
en la glandula mamaria de una vaca de proveniente de la provincia del Azuay, y de mayor de 24
meses. Varios reportes sugieren que en los hatos lecheros las vacas en produccion tienen mayor
tendencia a presentar la infeccién en la ubre (Campo, 2002; Ogawa et al., 2004, Maeda et al.,
2007).

Ogawa et al., (2007) y Hatama et al., (2008) en sus estudios referentes a la identificacion de los
BPV tipo 9 y 10, han descrito que estos tipos virales se detectan facilmente de forma frecuente en
papilomas del pezén pero no de la piel sana de las tetas. Esta observacién se correlaciona con
otros hallazgos y confirman la asociacion especifica de estos tipos de virus (Ogawa et al., 2004,.
Maeda et al., 2007; Hatama et al., 2008). Por otro lado, estos tipos de papiloma en el pezén tienen

un alto potencial tumorogénico cuando son causados por el BPV tipo 9 (Hatama et al., 2009).

En un estudio desarrollado por He et al., (2013) en pieles enfermas mediante PCR con los primers

degenerados FAP59/FAP64, secuenciacion y analisis filogenético, mostré que las infecciones
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fueron causadas por una variante de BPV tipo 3 considerado como un nuevo subtipo de BPV
(BPV / CHI-SW1, asignado al género Xlpapilomavirus). En éste reporte se identificaron
infecciones mixtas, lo cual ya se descrito en otros estudios (Diniz et al., 2009; Silva et al., 2010; da
Silva et al., 2012), que indican que en los papilomas en forma de hojas y de forma plana se
pueden encontrar simultdneamente los BPV tipo 6, 9 y 10. Sin embargo, también se han
detectado los BPV tipo 3/SW03 y BPV/CHI-SW1 en papilomas en forma de hojas y de pezon, en
lugar de BPV tipo 6, 9 y 10 (Maeda et al, 2007; Hatama et al., 2008). En el caso de éste estudio,
también se encontraron lesiones (n = 3) en la que los patrones de restriccion sugieren la presencia
de infecciones mudltiples, en el caso de una de esas muestras se logré determinar la presencia de

material genético del BPV tipo 6.

Como lo han informado Carvalho et al., 2012), los resultados sugieren que la infeccién por BPV no
no causan infecciones de ubicacion especifica en el cuerpo del animal. En el presente estudio se
encontré un patrén de restriccion (PR-1) muy frecuente (7/18 muestras), y que no corresponde a
ningun BPV previamente descrito; éste patron de restriccion 1 se localizé6 en muestras de lesiones
localizadas el cuello, muslo, articulaciéon del encuentro, cafia, grupa y la ubre. Por lo que éste tipo
de virus se puede considerar que no tiene un tropismo hacia un tejido en particular y puede ser el
responsable de la mayoria de las lesiones encontradas en los animales sacrificados en los
camales de Azogues, Cuenca y Paute.

En las muestras que no se logré identificar el tipo o los tipos de virus causales de las lesiones se
debera clonar los productos de PCR del ADN gendmico de los BPV, para ser sometidos a
secuenciacion. Y las secuencias obtenidas de éstos productos de no corresponder a las
previamente reportadas se debera proceder a clonar los genomas completos para secuenciarlos,

lo que podria informarnos de que tipo de BPV se trata.

Con las técnicas moleculares para la deteccion e identificacion de los tipos de BPV ya
establecidas en el laboratorio de Biologia Molecular de la F.CC.AA. de la Universidad de Cuenca
se continuara la colecta de muestras de animales con lesiones sugestivas a papilomatosis para
ampliar el namero de datos y con ello contar con una mejor definicion de la diversidad y frecuencia
de los BPV que afectan a los bovinos en el pais; ésta informacion fundamentara el desarrollo de

herramientas profilacticas y terapéuticas especificas para los tipos de BPV que circulan.
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6. CONCLUSIONES

» Luego de haber desarrollado la presente investigacion en el Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca en la
gue se efectud la recoleccién de 40 muestras post-morten de lesiones sugestivas de
papilomatosis bovina, de 30 bovinos faenados en los camales de Azogues, Cuenca y
Paute, ademas se recolectaron 13 muestras ante-morten de 11 animales de la provincia de
El Oro.

» A las muestras antes indicadas se les implementaron técnicas de biologia molecular
(ensayos de PCR y RFLP), a través de las que se logr6 obtener ADN, detectar y
genotipificar los diferentes tipos de virus de papiloma bovino.

» Las muestras detectadas y genotipificadas corresponden a las zonas del cuerpo que se
detallan a continuacion; cuello, ubre, morro, pabellon auricular, Muslo; grupa, articulacion
del encuentro, Cafia y Cruz. En estas muestras se encontr6 con mayor frecuencia a los
BPV tipo 3y 6 seguido de los tipos 7 y 9. En dos muestras no fue posible identificar un
tipo de patrén de restricciéon claro, lo cual puede corresponder a mezclas de virus que
estan causando la lesién. Mientras que en las 10 muestras restantes se logré visualizar
claramente 4 tipos de patrones de restriccion, uno de los cuales se encontr6 en 7 de las 18
muestras que no corresponden a los predichos para cada uno de 15 tipos de BPV
previamente descritos.

» También se logré establecer que los bovinos con mayor tendencia a padecer papilomatosis
bovina son los de raza Holstein mestiza y Holstein roja; asi como también se determind
gue la mayor parte de las lesiones corresponden a hembras, ya que se ubican a nivel de
las ubres y tetillas. Ademas se observé que los bovinos con edad superior a los 24 meses,
en comparacion con los bovinos que tienen edades superiores a los 12 meses. Por lo que
se puede decir que las lesiones provocadas por BPV son mas evidentes en bovinos

adultos.
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7. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Clonar los productos de PCR de las muestras en las que no se logré determinar el tipo de BPV
presente, para ser sometidos a secuenciacion, y si luego de este proceso no se logra
corresponder a las previamente reportadas, serd necesario que se clonen los genomas completos
para determinar la secuencia de los mismos y asi obtener informacién necesaria que permita

determinar si se trata de BPV no descritos.

Con las técnicas moleculares para la detecciébn e identificacion de los tipos de BPV ya
establecidas en el laboratorio de Biologia Molecular de la F.CC.AA. de la Universidad de Cuenca
se deberd continuar con la colecta de muestras de animales con lesiones sugestivas a
papilomatosis, para ampliar el nimero de datos y con ello contar con una mejor definicién de la
diversidad y frecuencia de los BPV que afectan a los bovinos en el pais; ésta informacién
fundamentara el desarrollo de herramientas profilacticas y terapéuticas especificas para los tipos
de BPV que circulan en el Ecuador.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Formato para la colecta de datos de los animales muestreados.
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No sabe:

instrumental
médico:

| P e P N O SR T T

T S e T B e T S e I

e AT T

T

R e o

Monta:
|, artificial:

Reproduccia
n de los
animales: i

Problamas
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Eeproduccidn:
Leche:
Fesa:

Presencia de

sANgre en;

Otra:

RIS ERTTIE

Fl'.lm;o iaquierda

Flanco derecho:

Lecalizacidn:

R R R e TP T T 2T P2 e i

T AT R T I R R R

(ki) AT T A7

P 35 g
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Teiido:

B

WVeiigas

Nimero:
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Anexo 2: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion del control de proceso.

Laboratorio de Biologia Molecular — OLTEMEV TaaPol
Version: 1
Formato de ensayo: Fecha: 2016.08.23
R ey e T Tag ADN polimerasa Pigina: lde2
Fecha: g nip.p5.0% Nombre del programa: 2
No: | Nombre del producto de PCR: | Tamafio (bp): | Observaciones:
1 123k Ml '-'_7‘0?7?0% Cochand_Je arpecan cons ,._LZLQ_EL—&B“—I'—I-—EMJ—_ _. 2l
2 S _;&L_GAM_MG_M‘LE(@M,, Pen o o
3
> — —_—
5 )
B.- Mezcla de reaccidn: . b Yot Ry Fi g
Coneentracidn Volumen~
Reactivo: inicial: final: de prre-mezcla: piar reaccidn:
Agua g:ra.do Biologia Molecular Mo aplica. i Mo eplica. ERZER TUAR.ES
Tempon de amplificacidn 10X, 0% X _EC u .. A
Solucién de dNTP s, 10 mM Ch). mM 5w ML= T
Sclucién de MgCl.. A0 mM 2.0 mm 20w S 5 s D |
Oligonucleotide (2.5 Fud. &qi- F o0 o phd S8 um Lﬂl -. 2l
Oligonueleotds s Pap. HolR. 100 uM -8 nM _4w 8T
Oiigonucleatide ~E wM ; b u mi
Oligonucleotide R . uMm UM TS #007
Oligonficlectido ' _F M . uM __u ul
Oligonueleotido R - uM [TRY & ul wl
Enzima Tag ADN polimerasa. 5 um DIO4 Ul A Loz
Muestra de ADN total, ——  ugiul —  ugi AT 1:Dim
| Volumen final: _ - u EL;.J - H_._[
C.- Perfil de temiperaturas de amplificacién: . ST
[ - . % Nimera de cncil:\s _AS _ I
= ]
& s g
i ] g E H
g 5 E 3 £ g
g g g g g g
2 A = & & =
Tiempo | min *, seg " e B - Tt Eenilig .~ R = qF* e e
Temperatura { °C): A4 _fc | 94 e¢ ¢ Jio—vc i SPeep | BZoag | Elag
| PRty Sl
D.- Curva de températura de alineamiento: e e e
Nos 1 2 3 4 s | 6 | 9
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Anexo 3: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético de los BPV.

01-FE-MBM-TagPol

Laboratorio de Biologia Molecular

Versidn: 1

Formato de ensavo:

Fecha: 2016.08.23

e ese thar Tzg ADN polimerasa i Pagina: 1dez

T IR T
S ey

A Tafotnadion ael ensase: !

T A
Tt Fal

Usuario: ﬁﬂ-‘iﬁh:::_;r} U

Fecha: goip.ow.op Mombre del programa:

Mo: | Nombre del producto de PCR: | Tamafio (bp): | Observaciones:

P Pul L1 Fdso-%0] SdLecoe Jo  BaPU

LI O SO O I S )

| Content:mr:ién .

Reactivo: infeial: final: de premezcla: | por reaccidn:

Agua grade Biclogia Molsculas Mo aplica Mo aplica 33 1865,

Tamgon de amplificacidn 10X, 10X 1X O pk 2.5

Selueidn de dNTP"s, LD b O L g F e

Sclucicn de MaCla, T EC M ' ED oM 35 T

Oligenucleotide = & 058~ g { 160 uM | .8 um Qi o2 g

Oligonucleatda .. =~ - -F

Oligonucleotido 1280 g8 =~ R o MM C. 8 M BT B2

Oligenuciestde R -

Cligemiclensds 2=~ __-F

Oligomoclentido o m

Muestra de ADN todal, ui — ugiul 5

Enzima Tag ADN polimerasa. - Fe Ul Bro i e &
—— ug

Volumen final:

C.- Perfil de temperaturas de amplificacién: . R S
= [ Nimers de cielos: _35"_'_

E
= R
. £ E= - g
; Pl i
5 T : | : 5
= 2 = | E = g
£ g £ g B £
2 & = K z =
Tiempo { min *, 25 " i s g e —osan | Sk o

Temperatura { *C): 97 650 | G5 oo i

D Curva de temperatura de alineamiento: ©° 7"

Nor 4 5

o e ATasT |
Pl Eadn |3

TM (*Ch

Tubo No-: HEEEE (BURA

Tabg MNa.:

T

Fesge | mEnh

Tubo No.: | E‘E“r‘-"a |-,-d__£3 il

FO0T-)  Tagpol ver2016.08 23 0dt

A e o L e
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