rows | YA JRERYOTIO possnewts)

-

Qs ‘7;1 = -3
UNIVERSIDAD DE CUENC

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Facultad de Ciencias Agropecuarias

Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Titulo

Identificacion y tipificacion del material genético de virus de papiloma bovino en tumores de vejiga

Trabajo de titulacion previo a la obtencion

del titulo de Médico Veterinario Zootecnista

Autor: Giancarlo Bermeo Granda, C.1.0706331733
Correo eléctronico:gabardinop@gmail.com
Director: Dr. Teofilo Estuardo Palacios Ordofez, C.1. 0101330579

Cuenca - Ecuador
21/01/2020



UNIVERSIDAD DE CUENCA

RESUMEN

La Hematuria Enzodtica Bovina (HEB) es una enfermedad no infecciosa, de elevada morbilidad
y caracterizada por la presencia de tumores en la pared de la vejiga; su desarrollo esta asociado a
la ingestién continua y prolongada de variedades de Pteridium aquilinum, arachnoideum y
caudatum, donde el principal signo clinico es la hematuria, ademas se sospecha que tiene relacion
con agentes infecciosos como los Papilomavirus, motivo por el cual se realizé esta investigacion;
de igual manera se considera que la inocuidad alimentaria resulta un tema de alta prioridad para
aquellos actores involucrados en la produccion agropecuaria y la seguridad al consumidor; por lo
tanto las intoxicaciones por plantas en ganaderia ocasionan la eliminacién de sustancias toxicas
como es en este caso los Ptaquildsidos, mismos que llegan hasta el consumidor final a través de
la leche y las carnes de los animales afectados. Un ejemplo relevante lo constituye el Pteridium
spp., helecho altamente invasivo capaz de dominar en areas de pastoreo de bovinos, con atencion
a regiones andinas en Latinoamérica. El objetivo de esta investigacion fue identificar y tipificar
mediante herramientas de biologia molecular: reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) los diferentes tipos de virus
de papiloma bovino presentes en tumoraciones de vejiga urinaria en bovinos hembras y machos,
faenados en camales de los cantones: Zaruma, Pifias, Marcabeli, Nobol. Obteniéndose como

resultados la presencia de los Papilomavirus tipo 13, 21 y otros sin identificar.

Palabras clave: Hematuria enzo6tica bovina. Helecho. Papilomavirus. Herramientas de biologia

molecular. Ptaquilésido. Salud pablica y salud animal.
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ABSTRACT

Bovine Enzootic Hematuria (BEH) is a non-infectious disease, of high morbidity and
characterized by the presence of tumors in the bladder wall; its development is associated with
the continuous and prolonged ingestion of varieties of Pteridium aquilinum, arachnoideum y
caudatum, where the main clinical sign is hematuria, it is also suspected that it is related to
infectious agents such as Papillomavirus, that’s why this research was carried out. Moreover, food
safety is considered to be a high priority issue for those actors involved in agricultural production
and consumer safety, therefore, poisoning by plants in livestock causes the elimination of toxic
substances such as Ptaquiloside, which reach the final consumer through the milk and meat of the
affected animals. A relevant example is Pteridium spp., a highly invasive fern capable of
dominating cattle grazing areas, with attention to Andean regions in Latin America. The objective
of this research is to identify and typify by means of molecular biology tools: polymerase chain
reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphisms (RFLP) the different types of
bovine papillomavirus present in urinary bladder tumors in female and male cattle, slaughtered in
slaughterhouse of the cantons: Zaruma, Pifias, Marcabeli and Nobol. Obtaining as a result the

presence of Papillomaviruses type 13, 21 and other unidentified.

Keywords: Enzootic bovine hematuria. Fern. Papillomavirus. Molecular biology tools.
Ptaquiloside. Public health and animal health.

Giancarlo Bermeo Granda



UNIVERSIDAD DE CUENCA

INDICE
L. INTRODUGCCION ...ooiiiiiiiiicieieiieetests ettt 13
N O 1 | I Y 1 SRR 15
2.1, ODJELIVO GENEIAL ... 15
2.1, ODJEtIVOS ESPECITICOS. .. uiiuveitreiiiieieee ettt ste et e e re e te e e s reesteaneenraenns 15
3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION .....ooiiiieieeeeeeeee et 15
4, MARCO TEORICO ... .ttt st e e a e et a e e sna e e e nnte e e nnaeeenes 16
ot N - 1o 1] (o] 1 0T 1Y 1 USSR 16
4.2. Hematuria vesical bovina y cancer de vejiga en bovinosS..........ccccceeeieieeieiiesee s, 17
O T o [ o T3 od 1 oo LRSS 17
N o] [ (< ¢ a1 o] (oo - SRS 18
4.5. Efectos inmunomodulatorios causados por el helecho...........cccooviiiiiiiiiii, 19
4.6. Tratamiento de la papilomatosis DOVING ............ccviiiiiiiiniiii e 20
4.7. Efecto del helecho en la salud animal y la salud humana..............cccceoiinniiininns 21
4.8. Métodos de deteccion del papilomavirus DOVINO ... 21
5. MATERIALES Y METODOS .....ooiiieeeeeteeeeetee ettt en s 23
ST I B T o7 1] o o LTS POPR RPN 23

5.1.1. Materiales para la colecta, conservacion, transporte, y almacenamiento de las
muestras bioldgicas de las tumoraciones en vejiga de los bovinos para la obtencion de acido

desOXIrriDONUCIEICO (ADN). ..ottt bbbttt bbb eneas 23
70 50 0 R = 1 To] [ o[ SR RP 23
5.1.1.2.  ReACLIVOS Y SOIUCIONES: ........eeiieeiiitieitieite ettt ettt ra et sre e re e e saeenas 23
5.1.1.3.  EQUIPO0S B CAMPO ....ocivieuiiiiieiteeie sttt ettt ba et e esraesteennesbaesreensesreennas 24
5.1.1.4.  Colecta, conservacion, transporte y almacenamiento de muestras de lesiones de
10 0 (oY LTS o | USSR 24
5.2. Materiales de 1aboratorio ..o 25
5.2.1.  BIOIOQICOS: ...ttt bbb bbbt bbbt 25
5.2.2. REACTIVOS Y SOIUCIONES: .....ouiiiitiitisiieiieee ettt bbbttt bbb 25
oI TR 1] o0 1SR 25
TR TV [=] (o [o I o[- o=V o o Lo ST 26

Giancarlo Bermeo Granda



UNIVERSIDAD DE CUENCA

5.3.1. Métodos utilizados para el procesamiento, extraccion y purificacion de
ADN total de lesiones de VeJiga UFINAria. .....cccccciveriiiieiieie e 26

5.4. Materiales usados en la amplificacion de los productos de PCR especificos para los
virus de papiloma bovino y el control de proceso, y su deteccion mediante electroforesis en

Gl A8 AQAN0SA-TAE ... .oi ettt et e et et e s r e e te et e e e re e e nn 27
T = o] [0 ot 1RSSR S SRR 27
5.4.2. REACHIVOS Y SOIUCIONES: ......i ettt te et e saente e ra e aeeneenneenns 27
oI TR 1] o0 1SRRI 28
5.4.4. Colecta y analisis de 10s datos € iNfOrmacion .............ccoceveieieie i 29
5.4.5. Materiales de OFICING ........coiiiiie e ns 29
5.4.6. EQUIPOS tECNOIOGICOS .....c.eoviiiiieieiieies ettt ettt be e 29
5.5. Meétodo a aplicar en la realizacion de la colecta y analisis de datos e informacién.....30

5.6. Métodos a aplicar en la realizacion del proceso de amplificacion de los productos de
PCR especificos para los virus de papiloma bovino y el control de proceso, y su deteccién
mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE. ... 30

5.7. Materiales a usarse en los ensayos de RFLP de los productos de PCR especificos de
las muestras positivas, de los diferentes tipos de virus de papiloma bovino y su deteccion

mediante electroforesis en gel de agaroSa-TAE. ... 33
oI 50 TR = o] [ [ o1 SO SSR 33
5.7.2.  ReEACLIVOS Y SOIUCIONES: .....cviiiieiiieie ettt ettt e et te e te e sneenas 33
T 0 TR i 1 [ o £SO UR RS PRPRRPR 35

5.8. Meétodos a aplicar en la realizacion de los ensayos de RFLP de los productos de PCR
especificos de los diferentes tipos de virus de papiloma bovino y su deteccion mediante

electroforesis €N gel 08 AQAN0SA ..........cveieeiiiiieie ettt re e sre e e 35
6. ASPECTOS BIOETICOS Y BASICOS DE BIOSEGURIDAD .......cccccvvverrreeierseersnene 41
6.1, MaANEJO AUECUATO ... .ueiuiereeieite ettt bbbttt e et bbb 41
L N = (=X (8 o [ J TR 41
6.3. Ubicacion politica y geogréafica de donde se realiz0 el estudio. ..........ccccceveveveieinnnns 41
7. RESULTADOS ...ttt sttt sttt st e b e be st e ne et et s enenre e 42
% T O] =Ty = W (=3 410 1= 1 LSS 42
7.2. Deteccion de material genético de 10S BPV. ........ccocoiiiiiiiiiieie e 42
Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes al
(oo o] o[-l o] goTor=r: o J PP P PP PPV 43
7.3.  Tipos de BPV identificados en las muestras poSIitiVas..........cccccoviveeiiieiieciieciee e 44

Giancarlo Bermeo Granda



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Y 1] (oo (oL =t] 7= Lo [ ] Ao SRR 47
8. DISCUSION ..ottt bbbt 48
9. CONCLUSIONES ......ootoiiieie ettt st st e st e e beeseeseese e e bestesbesreanaeneens 50
10. RECOMENDACIONES ... .ottt e e e e e e nnaa e e nneeas 51
11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... .ottt 52
I N N | @ 1 TSP 58
12.1.  Anexol: Camal Municipal del Pifias, lugar donde se recolectaron las muestras................ 58
12.2.  Anexo 2: Observacion de las vejigas que presenten tumoraCiones. ...........ccoceerververerene 58
12.3.  Anexo 3: Vejiga que presenta tumoraciones y 0rina Con SaNGre. ........cccocevvervesrvesreenneas 59
12.4.  Anexo 4: Muestras en el laboratorio (Extraccion de ADN). .......cccccovvvvieieienesenennenns 60
12,5.  Anexo 5: Formato para la recoleccién de datos de los animales muestreados. .............. 61
12.6.  Anexo 6: Datos de las muestras recolectadas con lesiones sugestivas a papilomatosis. 62
12.7.  Anexo 7: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion del control de proceso. .....66
12.8.  Anexo 8: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético BPV.67

Giancarlo Bermeo Granda



UNIVERSIDAD DE CUENCA

INDICE DE GRAFICOS

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes 40
al control de proceso.

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes 40
a muestras positivas a la presencia de material genético de BPV (Reamplificacion).

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de los perfiles de digestion de los productos 41

de PCR de muestras positivas a BPV (RFLP).

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Preparacion de pre mezcla para la generacién de los productos de PCR especificos 14
para el control de proceso y de los BPV.

Tabla 2: Perfil de temperatura para generar amplicones o productos de PCR del control de 28
proceso.

Tabla 3: Tabla 3: Perfil de temperatura para generar los amplicones o productos de PCR de los 29
BPV.

Tabla 4: Preparacion de la premezcla para la amplificacion de los productos de PCR especificos 29
de los BPV, su genotipificacion mediante el ensayo RFLP.

Tabla 5: Perfil de temperatura para generar los productos de PCR de los BPV para ser 33

evaluados mediante el ensayo RFLP.

Table 6: LI FAP segment digestion profiles of the BPVs 1- to 24 for Ddel, Hinfl, MslI and 34
Hindlll.

Tabla 7: Datos de las muestras recolectadas con lesiones sugestivas a papilomatosis. 35,36,37
Tabla 8: Resultados de la identificacion de material genético de los BPV presente en 42,43

vejiga y su genotipificacion.

Giancarlo Bermeo Granda



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Abreviatura:
ADN

BPV

VPH

PCR
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PT

Simbolo:

ul
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ABREVIATURAS SIMBOLOGIA

Significado:

Acido desoxirribonucleico

Papiloma virus Bovino

Papiloma virus Humano

Reaccion en cadena de la Polimerasa
Polimorfos en la longitud de los fragmentos de
restriccion (Restriction fragment length
polymorphism)

Ptaquilésido

Significado:

Microlitros
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1. INTRODUCCION

Los papilomavirus son virus desnudos que pertenecen a la familia papillomaviridae, hoy en dia se
reconocen 24 tipos de papilomavirus bovino de los cuales el tipo 1 y tipo 2 causan cancer de vejiga
urinaria; sin embargo el desarrollo de lesiones cancerigenas y el aumento de la biodiversidad de los
papilomavirus a nivel mundial justifica el interés veterinario acerca de estos virus (1). Ademas, los
tumores asociados a BPV (Virus del Papiloma Bovino) tienen relevancia veterinaria y agricola por
derecho propio, pero también han sido estudiados como modelo relevante de virus del papiloma
humano (VPH). Las lesiones benignas pueden retroceder o convertirse en cancer una vez que el virus

se sinergiza con co-factores cancerigenos ambientales (2).

También se habla que la Hematuria Vesical Enzodtica Bovina (HVB) es una enfermedad no
infecciosa, de mortalidad elevada, se caracteriza por la presencia de tumores en la pared de la vejiga.
Su desarrollo estd asociado a la ingestion continua y prolongada de variedades de Pteridium
aquilinum (Pa) y Arachnoideum y Caudatum, donde el principal signo clinico es la hematuria.

Ademas, tiene relacion con agentes infecciosos como los Papillomavirus (3).

Existen muchos tratamientos para la papilomatosis bovina, entre ellos se encuentran: intervencion
quirurgica, las vacunas autdgenas preparadas con tejidos de verrugas del animal infectado, vacuna
contra el virus de la enfermedad de Newcastle, diaceturato de diazoaminodibenzamidina, auto-
hemoterapia, inyeccion de preparados que contienen bismuto y antimonio, tratamientos homeopaticos
con Thuja, acido salicilico y latex de higuera. Asimismo, los farmacos estimulantes del sistema

inmune tales el levamisol y la ivermectina han sido utilizados exitosamente (4).

En el pais no existe una amplia gama investigativa con respecto a esta enfermedad. Es por ese motivo
que se planted realizar un estudio encaminado a detectar y genotipificar el o los tipos de BPV que se
presentan con mayor frecuencia en los bovinos afectados por papilomatosis en la vejiga, que son

faenados en los camales municipales de Nobol, Pifias, Zaruma y Marcabeli.

Para la deteccion y genotipificacidn se utilizaron las técnicas de biologia molecular: Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), la técnica mencionada tiene como fin obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN, partiendo de una copia del fragmento original (5) y Polimorfismos
de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) que expresa diferencias entre individuos en

secuencias especificas del ADN, que son reconocidas por diferentes enzimas que cortan dichas

Giancarlo Bermeo Granda
13



UNIVERSIDAD DE CUENCA

secuencias, y da origen a pequefios fragmentos que pueden ser analizados a través de electroforesis

(6).

Giancarlo Bermeo Granda
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

e ldentificar y tipificar mediante herramientas de biologia molecular los diferentes virus de
papiloma bovino en tumoraciones de vejiga urinaria de bovinos faenados en camales de los

cantones de: Zaruma, Pifias, Marcabeli, Nobol.

2.1.  Objetivos especificos

e |dentificar la presencia de material genético del virus del papiloma bovino previamente

reportado mediante PCR.
e Tipificar el material genético del virus del papiloma bovino por medio de PCR-RFLP.

3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e Los animales que presentan hematuria enzodtica bovina suelen presentar tumoraciones en

vejiga urinaria, por tanto ¢es posible encontrar en ellos ADN de virus de papiloma bovino?

Giancarlo Bermeo Granda
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4. MARCO TEORICO

4.1. Papilomavirus

Los virus del papiloma bovino provocan lesiones hiperplasicas y tumorales no solo en vacas sino
también en otras especies por lo que la actividad transformadora se debe a su principal oncogén E5
el cual tiene un papel importante en el desarrollo del cancer (7), a menudo la inmunosupresion en el
ganado resulta del consumo del helecho, algunos animales se vuelven incapaces de rechazar la

infeccion dando lugar a un problema cutaneo o mucoso generalizado (8).

Los papiloma virus bovino son virus de ADN pequefio oncogénico, estrictamente especificos, de la
especie (9), no poseen envoltura y sus genomas son bicatenarios circulares y por su baja similitud
entre las secuencias de nucledtidos y aminoacidos, los papilomavirus pertenecen a la
familia Papillomaviridae, actualmente contiene al menos 29 géneros que incluyen mas de 200 tipos

de papilomavirus (10).

Se piensa que la accion combinada del helecho macho y el PVB-2 o 4, produce tumores en el tracto
digestivo superior del ganado. La hematuria enzodtica debida a la ingestidn del helecho macho ocurre
en el ganado de todo el mundo por lo que la hematuria resulta de la hemorragia causada por los
tumores en la pared de la vejiga. Los estudios sugieren que la oncogénesis es debida a la accion
combinada de los componentes del helecho macho y el PVB-2 (11).

La papilomatosis bovina causa pérdidas econdmicas significativas en el ganado, afecta a los pezones
de la vaca por lo que la infeccion puede provocar la obstruccion del pezon, lo que dificulta la higiene
por ende es mas susceptible a mastitis. Aparte de eso, esta asociado con la depreciacién econdémica
de la piel animal (12), por ende existe disminucién de la cordura del animal en forma generalizada y

en casos severos el animal muere (13).

Giancarlo Bermeo Granda
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4.2.  Hematuria vesical bovinay cancer de vejiga en bovinos

En los bovinos el consumo del helecho causa toxicidad cronica y multiples tumores en la vejiga
urinaria y hemorragias en la mucosa vesical dando lugar a la Ilamada hematuria vesical bovina, esta
enfermedad estd asociada con hematuria, leucopenia, anemia y reduccion de la hemoglobina,
consecuente a un estudio experimental en ganado alimentado con helecho, en algunas partes del
mundo la incidencia de neoplasias vesicales es extremadamente alta por la ingestion de Pteridium

aquilinum (14).

Por consecuente, el helecho es una de las plantas que causa cancer de forma natural en los animales,
la cual contiene componentes tdxicos como el ptaquilosido, que es un glicosido sesquiterpenoide que
tiene efecto clastogénico en cultivos celulares (dafio del ADN y de las células segun el nivel de
toxicidad) (15) y son mutagénicos con actividad cancerigena, este ptaquilésido es el principal
carcinogeno; se elimina en la orina e induce a producir tumores en vejiga siendo muy peligro para la

salud humana al ingerir leche contaminada con el ptaquil6sido (16).

Ademas, se sabe que el BPV 1y BPV 2 desempefian un papel importante en la carcinogénesis de la
vejiga de los grandes rumiantes, ya que pueden infectar el urotelio de la vejiga urinaria donde se
establecen infecciones latentes o abortivas, la infeccion por el BPV-2 parece ser responsable de los

tumores de vejiga del ganado y de los bafalos de agua desde hace varios afios (17).

4.3.  Signos clinicos

El ganado vacuno al consumir por periodos largos el helecho presenta carcinomas de células
escamosas en el tracto digestivo, pérdida progresiva de peso, atonia ruminal, tos disfagia, hematuria
y neoplasias en vejiga, la presencia de tumores en vejiga y engrosamiento de su pared originan disuria,

polaquiuria y a veces obstruccidn uretral (18).

Esta enfermedad tiene creciente relevancia a nivel mundial, siendo considerada una de las toxicosis
de mayor interés econdémico y de salud publica. En los bovinos afectados existen cambios
hematoldgicos: disminucion del nimero de eritrocitos, en la concentracion de hemoglobina, en el
contaje de células plaquetarias y en el contaje de linfocitos. En algunos componentes bioquimicos se
ha evidenciado cambios como: disminucion en los niveles séricos de proteinas, fosforo, calcio y cobre
(19).

Giancarlo Bermeo Granda
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4.4. Epidemiologia

Es de gran importancia los estudios que nos demuestran el comportamiento epidemiologico de la

enfermedad. La tabla nos indica geograficamente los sitios con diferente grado de prevalencia en la

zona alta de EI Oro lugar donde se realizo el proyecto de investigacion.

Tabla 1.: Prevalencia estimada de la hematuria vesical bovina en los cantones de la zona alta

de la provincia de EI Oro.

CANTON PARROQUIA BAJA (A) MEDIA (B) ALTA (C)
1a4% 5a9% >10%
MARCABELI Marcabeli C
Capiro A
La Bocana B
La Susaya A
Moromoro A
PINAS Piedras A
Pifias C
Pifias Grande A
San Roque A
Zaracay A
Abafiin
Arcapamba
Guanazan A
Guizhaguifa C
Huertas C
ZARUMA Malvas 5
Mununcay C
Salvias C
Sinsao
Zaruma

J. Aguilar, C. Alvarado y R. Romero, 2006 (40).

Giancarlo Bermeo Granda
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La hematuria enzodtica bovina se manifiesta como un problema regional en todos los continentes, se
han reportado intoxicaciones en Gran Bretafia, Italia, Estados Unidos, Argentina, Venezuela, Perq,
sur de la India, Java y Filipinas, entre otros paises; la incidencia global no es grande pero la
enfermedad puede causar pérdidas importantes en las zonas donde el helecho comun es habitual. La
cantidad de ptaquilésido presente en el helecho varia segtn las distintas localizaciones geogréficas y

existe buena correlacion entre su concentracion y la incidencia de neoplasias (20).

Se han reportado prevalencias menores a 1% en EEUU, menores de 20% en Bolivia, China,
Colombia, India, Nepal, Portugal y mas del 40% en Brasil, Espafia, Turquia y Yugoslavia; un estudio
reciente en Mérida, Venezuela, se hall6 16% de prevalencia mediante urianélisis y en el Peru en la
provincia de Oxapampa en un estudio de diagnostico clinico mediante uriandlisis se reportd una
prevalencia de 26.1% (21).

4.5.  Efectos inmunomodulatorios causados por el helecho

La hematuria vesical bovina es conocida por ser causada debido a la interaccion de la toxina del
helecho conocida como ptaquilésido y el Papiloma Virus Bovino tipo 2, esta enfermedad tiene un
padecimiento neopléasico crénico incurable que afecta a la vejiga de los bovinos, estudios en la India
han realizado la cuantificacion cancerigena por parte de los compuestos quimicos como el

ptaquilésido, flavonoide y quercitina (22).

Estudios recientes revelaron que el ptaquilésido suprime la produccion de IFN -a y citotoxicidad
mediada por células NK, ademas se verificO que la suplementacion con selenio previene la
disminucion de la citotoxicidad NK que es causado por Pteridium aquilinum donde el ptaquil6sido
involucrado en helechos también puede promover carcinogenicidad al disminuir la supervision

inmune contra los tumores que surgen de los efectos inmunosupresores de los helechos (23).

Ademas, se ha informado una variante pagetoide de carcinoma urotelial in situ en una vaca que
también tenia hematuria enzodtica y una infeccién concurrente de BPV-2; proteina de la triada de
histidina fragil (Fhit), expresada por el gen supresor de tumores FHIT, se encontro ausente en algunas
de las células pagetoides, lo que se correlaciona con la progresion neoplasica en etapa tardia (24).
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4.6.  Tratamiento de la papilomatosis bovina

Los bovinos expresan una pobre respuesta inmune hacia el BPV, probablemente este sea la principal
razon para la persistencia de la infeccién incluso en hospedadores inmunocompetentes, los papilomas

persisten durante muchos meses antes de que se produzca la regresion (25).

Existe la cirugia y la vacunacion, o una combinacion de ambos ya que son las formas mas comunes
de tratamiento y prevencion, no hay regimenes farmacoldgicos exactos para prevenir la recurrencia
de las verrugas, entre otros tratamientos existe la medicina homeopatica, vacuna autogena,
hemoterapia (26), enucleacion de la verruga, aplicacion de hierro caliente, ligadura y escision de
verrugas, uso del cuchillo quirdrgico, aplicacion de &cido salicilico, pomada de dimetilsulféxido y

causticos potenciales (27).

En un estudio, se utiliz6 una sustancia activa de podofilina (extraida de la raiz de la mandrégora) la
cual se aplico tépicamente sobre las verrugas del pezdn del animal estas aplicaciones se realizaron
para todas las verrugas en los pezones una vez cada tres dias durante 27 dias, ocho horas después de
aplicar el medicamento las tetinas se lavaron con agua estéril donde se demostrd que las verrugas en

la teta disminuyeron y se secaron el dia 27 (28).

Después de haber tratado la papilomatosis bovina con levamisol a una dosis de 2.5 mg/kg/dia los dias
1,3,5,7,9 y 16 por via oral se logro una recuperacion del 82%, mientras que la hemoterapia como se
administra a la clinica afirmativa en casos de verrugas cutaneas, revelaron signos de regresion después
de la cuarta administracion, la hemoterapia da un 90% de recuperacion en animales enfermos,

mientras que la hemoterapia junto con levamisol hay una recuperacion del 100% (29).

Para nuestro conocimiento, el uso de ivermectina para el tratamiento de la papilomatosis en el ganado
ha sido mal estudiado pero se encuentra prometedor en tratar la papilomatosis cutanea bovina con
100% de eficacia y que posiblemente podria ser por induccion inmunitaria inespecifica, es decir, tanto
celular como funciéon inmune humoral y tumor inhibidor progresion por su efecto antitumoral
inherente (27).
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El virus de la enfermedad de Newcastle tiene propiedades antineoplésicas e inmunoestimulantes,
actualmente se esta probando clinicamente en la terapia contra el cancer, para analizar los efectos
inmunoestimuladores del NDV en la papilomatosis bovina, inoculamos 14 vacas por via SC con una
vacuna atenuada los resultados demostraron que la inoculacion de la vacuna LS-NDV estimula una
respuesta de anticuerpos y un aumento limitado de la actividad de TNF-alfa y puede mejorar la
recuperacion clinica en la papilomatosis bovina (30).

4.7.  Efecto del helecho en la salud animal y la salud humana

La posibilidad de que el carcindgeno PT (ptaquil6sido) se encuentre en animales de granjas destinadas
para el consumo humano o en sus productos requiere de muchos estudios ya que los métodos
analiticos son insuficientes para presentar resultados experimentales efectivos, donde en la actualidad

el IARC puso al PT dentro del Grupo 2B (posiblemente cancerigeno para el ser humano) (24).

La asociacion entre el consumo de helechos y el cancer en humanos se da por las siguientes vias de
exposicion como son la ingestion de helecho, beber agua o leche contaminada con PT o inhalar aire
que contenga las esporas de los helechos, ademas esas via de contacto pueden conducir a un aumento
de céncer gastrico y esofagico en los humanos (31).

Se ha encontrado que cerca del 9% de PT del helecho ingerido por la vaca es transferido a la leche
(31), y otros estudios revelan que 8,6+1,2% del PT ingerido por las vacas se excreta dependientemente
en la leche donde se informa que leche de vacas alimentadas con helechos presentaban actividad

carcinogénica en ratones (24).

Por lo tanto se calcula que una persona que consuma medio litro de leche por dia de una vaca
alimentada con dosis subtdxicas de PT, estaria recibiendo cerca de 11+1 mg de PT por dia, pero el
riesgo de consumir el PT es elevado en lugares donde hay una alta incidencia de helecho y las
personas al alimentarse del producto local como es la leche incrementarian la incidencia de cancer

géstrico (18).

4.8. Métodos de deteccion del papilomavirus bovino

Los tipos de papilomavirus bovino se han demostrado a través de métodos de biologia molecular,

principalmente mediante el empleo de cebadores degenerados de PCR, en un trabajo se evalu6 un
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método basado en la técnica de PCR-RFLP y la secuenciacion de ADN como herramienta de
deteccion. El conjunto de FAP del cebador de PCR se disefi6 a partir de dos regiones que se
encuentran en el gen L1 que amplifica el ADN de los papilomas y el tejido sano de muchas especies

animales (32).

Los primers FAP son ampliamente usados para la deteccion de los papilomavirus, 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
(33); 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 (34).

La técnica de PCR, es una poderosa herramienta que cumple con los requisitos de especificidad y
sensibilidad que exigen la caracterizacion de los &cidos nucleicos, pudiendo detectar con ella de forma
facil la presencia de estas biomoléculas en una muestra, la PCR es un método enzimatico in vitro que
permite la amplificacion de una secuencia especifica del ADN(35), la Taq polimerasa es la enzima
mas utilizada en la PCR, una desventaja es que no tiene actividad correctora, por lo que existe la

probabilidad de introducir errores durante el copiado del ADN (36).

Los primeros marcadores moleculares basados en polimorfismos en la secuencia de DNA fueron los
marcadores RFLPs, estos marcadores se basan en la identificacion de diferencias en el tamafio de
fragmentos generados mediante restriccion con endonucleasas, para su deteccion se recurre a la

digestion de ADN y a un proceso de hibridacién con una sonda marcada (37).

Hay un estudio que tuvo como objetivo detectar el papilomavirus bovino tipo 2 en muestras de orina
y lesiones de vejiga urinaria usando la PCR en tiempo real basado en diagnosticos moleculares y
cuantificar el BPV -2 en lesiones de vejiga urinaria especialmente en hematuria enzodtica bovina,
donde la investigacion concluy6 que el BVP -2 esta presente frecuentemente en orina y lesiones de

vejiga urinaria en vacas Holstein (38).

El andlisis 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 diagnostico molecular (39).
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5. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 65 muestras, las cuales fueron recolectadas indistintamente de raza, sexo y edad

obtenidos de los animales en el faenamiento.

5.1. Decampo
5.1.1. Materiales para la colecta, conservacion, transporte, y almacenamiento de las muestras

bioldgicas de las tumoraciones en vejiga de los bovinos para la obtencién de &cido

desoxirribonucleico (ADN).

5.1.1.1. Bioldgicos:

Se recolectaron 65 muestras de tejidos de tumoraciones en vejiga.

5.1.1.2. Reactivos y soluciones:

e Solucion de conservacion: 93.75 ml de Etanol al 96%, 1 ml de Buffer TE 10:1 100X, 2.5 ml
de glicerina y se afor6 con 2.75 ml de agua MQ, para mezclar, filtrar y esterilizar.

e Solucién Buffer TE 10:1 100X: 1M de Tris-HCL pH 8.0 y 100 Mim de EDTA, para preparar
50 ml, se colocd en una probeta 25 ml de una solucién de 2 M de Tris-HC pH 8.0 y 10 ml de
una solucién de 500 mM de EDTA pH 8.0, aforando a 50 ml con agua MQ, mezclada y filtrada
para esterilizar.

e Solucién a2 M de Tris-HCL pH 8.0: para 100 ml, se coloco en una probeta 60 ml de agua
MQ donde se adiciond lentamente 24.23 g de Tris base, la cual se disolverd completamente
para titularlo con cantidad suficiente de HC hasta tener un pH de 8.0 a 23 °C aforando con
agua MQ, luego esterilizandola por filtracion o autoclave.

e Solucién a 500 mM de EDTA pH 8.0: para 100 ml, colocando en una probeta 80 ml de agua
MQ al cual se adicion6 lentamente 14.6 g de EDTA, disolviendo completamente y

adicionando de forma cuidadosa NaOH hasta tener un pH de 8.0 a 23 °C aforando con agua

MQ.
Todas estas soluciones fueron mantenidas a temperatura ambiente y protegidas de la luz solar.
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5.1.1.3. Equipos de campo

e Overol

e (asco

e Botas

e Guantes

e Kit de diseccién

e Bisturi

e Tubos para la colecta de muestras con su respectiva solucion de conservacion
e Gradilla para transporte de muestras

e Recipientes para las muestras

5.1.1.4.  Colecta, conservacidn, transporte y almacenamiento de muestras de lesiones de

tejido vesical.

Paso 1.: Se preparo las soluciones de conservacion correspondientes.

Paso 2.: Se identifico los tubos con los datos necesarios para la colecta de la muestra.

Paso 3.: Se colocd en los tubos 8 ml de la solucion de conservacion para la muestra.

Paso 4.: Se tomaron las muestras post-mortem de bovinos con tumoraciones en vejiga que fueron
faenados en los camales Municipales de Pifias, Zaruma, Marcabeli y Nobol, de acuerdo al
procedimiento del manejo de los animales; tomando la seguridad del caso para la viabilidad de las
muestras en estudio.

Paso 5.: Se utilizé una gradilla junto a un equipo especial para transportar las muestras y asi evitar

que se derrame el contenido.

Paso 6.: El almacenamiento de las muestras fue a temperatura ambiente y en refrigeracion a 4 °C,
para el procesamiento de las muestras se elimind la mayor cantidad posible de la solucion de

conservacion.
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5.2. Materiales de laboratorio
5.2.1. Bioldgicos:
e Tumoraciones de vejiga urinaria
5.2.2. Reactivos y soluciones:
e Una solucion de lisis, para la cual se utiliz6 Tris-HC 10 mM, pH 7.4, SDS 0.5 % (Sigma,
Cat. No.: 71725) ajustado a 400/500.
e Solucion de Proteinasa K con 5 mg/ml (Sigma, Cat. No: P2308) esta se almacend en
alicuotas a -20°C, a temperatura ambiente protegida de la luz solar directa.
e Solucion 25:24:1 (Sigma, Cat. No: 77619) a base de fenol, cloroformo y Ac. Isoamilico,
almacenado en refrigeracion y protegido de la luz.
e Etanol al 100% (Sigma, Cat. No: E7023), almacenada en refrigeracion y protegido de la luz.
e Etanol al 70% (Solucion desinfectante), almacenada en refrigeracion y protegido de la luz.
e Solucion TE 10:1 con Tris-HCL 10mM, pH 8.0, EDTA 1mM.
e Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).
e Solucion Buffer-TAE (Solucion de 40 mM Tris-acetato, pH = 8.0 y 1 mM EDTA).
e Solucién de Bromuro de Etidio (Solucién a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat.
No: E7637).
e 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.
e Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo
scientific Cat. No.: SM0321).
5.2.3. Fisicos:

Set de micropipetas (puntas estériles 0,1 - 20 ul, 1 - 50 pul, 2 — 200 pl, 50 — 1000 pl)

Termomixer confort
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o Vortex

e Centrifuga

e Espectrofotometro

e Fuente de poder

e Céamara de electroforesis horizontal
e Balanza

e Horno microondas

e Transiluminador UV

e Fotodocumentador UV-Impresora

5.3.  Método de campo

5.3.1. Métodos utilizados para el procesamiento, extraccion y purificaciéon de ADN
total de lesiones de vejiga urinaria.

Paso 1.: Una vez preparadas las soluciones se tomd una porcion de la muestra de tejido colectado no
mayor a 2mm, mantenida en la solucién de conservacion a 4°C, la muestra de tejido se dejé sobre un
papel estéril, esto para eliminar la mayor cantidad de solucion de conservacion.

Paso 2.: Luego se tomd aproximadamente 200 mg de la muestra y se coloc6 en un tubo eppendorf de
2.0 ml con 450 pl de solucion de lisis Bov y 50 ul de solucion de Proteinasa K, la muestra se incubd
en agitacion constante a 56°C durante 14 a 16 horas.

Paso 3.: Finalizado el proceso de digestion, se adicion6 750 ul de fenol/cloroformo/Ac. Isoamilico
25:24:1 mezclandolo con un vortex por 20-30 s.

Paso 4.: La suspension obtenida se centrifugd a 12,000 x g durante 10 min. Una vez concluida la
centrifugacion se colect6 el sobrenadante (£ 400 pl) y se procedid a colocarlo en un tubo eppendorf

nuevo.

Paso 5.: El resultado de esto se volvid a centrifugar a 12,000 x g durante 10 min y se colecto
nuevamente el sobrenadante para colocarlo en un tubo eppendorf nuevo adicionandole 2.5 volumenes

de etanol al 100%, lo cual se mezclara invirtiendo el tubo por 10-20 s.

Paso 6.: Se volvié a centrifugar a 12,000 x g durante 10 min, eliminando el sobrenadante de forma

cuidadosa para no perder la pastilla de ADN precipitado y se le adiciond 500 pl de etanol al 70%,
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luego se repitio la centrifugacion a 12,000 x g durante 10 min y se elimin6 completamente la solucion
de etanol.

Paso 7.: Se saco el sobrenadante de alcohol de cada uno de los tubos eppendorf, donde la pastilla
obtenida se puso a secar a 37 °C en la incubadora destapandolos con la finalidad de que los restos de

alcohol se evaporen.

Paso 8.: Esta pastilla de ADN se resuspendié en 50 ul de solucion tamponada buffer TE 10:1, pH
8.0., de esto se tomo6 una alicuota para cuantificar por espectrofotometria y verificé su calidad
mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE.

Paso 9.: Las muestras de ADN total obtenidas se almacenaron a -20 °C hasta emplearse en los

procesos de amplificacion.

Paso 10.: Previo a realizar los ensayos de amplificacién con el control de proceso (Deteccion de ADN
gendmico de bovino) se evaluo la presencia e integridad del material genético purificado mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1% tefiido con Bromuro de Etidio.

5.4. Materiales usados en la amplificacion de los productos de PCR especificos para los virus
de papiloma bovino y el control de proceso, y su deteccion mediante electroforesis en gel
de agarosa-TAE

5.4.1. Biologicos:

e Muestras de acidos desoxirribonucleico total, extraido de los tejidos de las lesiones vesicales

de los animales afectados.

5.4.2. Reactivos y soluciones:
Se manejo los solventes y mezclas a una temperatura de 4 °C manteniendo los recipientes abiertos el
menor tiempo posible. Para esto se emplearon:

e Alicuotas de agua grado biologia molecular (Sigma, Cat. No.: W4502). Se prepararon

alicuotas de 1 ml y se almacenaron a temperatura ambiente protegidas del polvo.
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Enzima ADN Taqg polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033), con la Solucién buffer
de amplificacion 10X y la Solucién a 50 mM de MgCI2. 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.

Set de oligonucle6tidos especificos para virus de papiloma bovino y para el control de
proceso (Primers 100 uM (Invitrogen). Par de oligonucleotidos especificos para el control
de proceso 5GCA TAT GGC AGC CGA AGG GGA GAA AC 350 N, D.
INVITROGEN, y para la deteccion de material genético de los BPV 5"GAG ATC TTA
TTT GGC ATC ATACCATGT TGG 350 N, D. INVITROGEN, 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.

Soluciones de ADN total obtenidos a partir de lesiones de vejiga urinaria; las alicuotas
se mantuvieron almacenadas a -20°C y protegidas de la luz.

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

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

Se prepard una solucion utilizando 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No:
E7637).

Solucion tamponada de carga para ADN 6X, en cantidad suficiente para 100 ml. Estas
soluciones se almacenaron en forma adecuada, de acuerdo a cada tipo de solucion, con
una temperatura adecuada, protegidas de la luz y el polvo (Solucion a 10 mM de Tris-HClI,
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).

5.4.3. Fisicos:

Set de micropipetas (puntas estériles 0,1 - 20 ul, 1 - 50 pl, 2 — 200 pl, 50 — 1000 ul)
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o Vortex

e Nanocentrifuga

e Cabinade PCR

e Termociclador (Eppendorf)

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

e Fuente de poder

e Céamara de electroforesis horizontal

e Balanza (Mantener calibrada).

e Horno de microondas

e Transiluminador UV

e Fotodocumentador UV-Impresora

e Potenciometro

e Platina de agitacion y calentamiento.

5.4.4. Colecta y analisis de los datos e informacion

Resultados de ensayos de PCR y RFLP.

5.4.5. Materiales de oficina

e Esfero
e Cuaderno
e Lapices

e Borradores
e Hojas de papel Bond

e Marcadores para etiquetar las muestras.

5.4.6. Equipos tecnologicos

e Computadoras
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e Memorias USB
e Céamara digital
e Calculadora

e Impresora

5.5. Meétodo a aplicar en la realizacion de la colecta y analisis de los datos e informacion.

e Paso 1: Se recolectd la informacion a través de los propietarios de los animales, o también
por guias de movilizacién, acerca de la procedencia de animales, raza, sexo, edad, presencia
de lesiones y animales con signologia aparente de hematuria vesical enzoo6tica bovina.

e Paso 2: Se evidencio las tumoraciones en la vejiga mediante fotografias de las muestras
obtenidas.

e Paso 3: Se realiz6 una base de datos en la que consta la informacion como la presencia del
virus, el tipo, lugar de la lesion los mismos que fueron registrados en Excel.

e Paso 4: Se tomaron fotografias de las electroforesis obtenidas de los productos de PCR.

e Paso 5: Se manejo una base de datos con los resultados obtenidos en el laboratorio, los cuales

fueron almacenados en el sitio MEGAsync 4.2.4 y en el cuaderno de datos.

5.6. Métodos a aplicar en la realizacion del proceso de amplificacion de los productos de PCR
especificos para los virus de papiloma bovino y el control de proceso, y su deteccién

mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE.

Para el proceso se descongelaron los reactivos necesarios para la amplificacion (Agua grado biologia
molecular, Solucién buffer de amplificacion 10X, Solucién de dNTP’s, Solucion de MgCl2,
Soluciones de oligonucleotidos y las Soluciones de ADN total correspondientes para las muestras a
analizar) y se prepard la pre mezcla en el volumen requerido para el nimero de muestras a analizar;

el tubo de la pre mezcla se mantuvo en hielo hasta su uso.

Paso 1.: Los tubos de PCR fueron identificados, en cada tubo se colocé la cantidad que corresponde
a la solucion de ADN total de las muestras a analizar; se coloco el volumen total en el fondo del tubo

con la ayuda de una micropipeta, para asi evitar que toque las paredes del mismo.
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Paso 2.: Descongelados todos los reactivos necesarios, se prepard una pre mezcla con el volumen
requerido para el nimero de muestras a analizar (10 pl de volumen final por reaccién), colocando
en el orden indicado los siguientes reactivos, a excepcion de las muestra de ADN total:

Nombre del producto de PCR: 125 Rib - Mit

Tamarnio (bp): 707 — 708

Tabla 2.: Preparacion de pre mezcla para la generacion de los productos de PCR especificos

para el control de proceso y de los BPV.

CONCENTRACION VOLUMEN
Reactivo Inicial Final De Premezcla Por reaccion
Agua grado . .
] No aplica No aplica 181.5 ul 7.26 ul
Biologia molecular
Buffer de
o 10 X 1X 25 pl I ul
ampliacion 10 X
Solucién dNTP’s 10 mM 0.1 mM 2.5 ul 0.1l
Solucién MgCl, 50 mM 2.0mM 10 ul 0.4 ul
Oligonucledtido 100 LM 0.8 UM 2yl 0.08 ul
125 FW Mod — F. : i " R
Oligonucle6tido
. 100 uM 0.8 uM 2wl 0.08 ul
Enzima Taq ADN
) 5U0/ul 0.04 U/ul 2 ul 0.08 ul
polimerasa
Muestra de ADN
--------- ug/pl -—---———- ng/ul 25l 1 ul
total
VVolumen final 250 pl/25
-------------------------------------- 10 pl
10 pl

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda

Paso 3.: La premezcla preparada se homogenizé en el vortex por 2 — 3”, luego se colectd todo el
volumen mediante centrifugacion durante 15 a 20”.
Paso 3.: Se marcaron los tubos de PCR (50 pl) y se coloco 9 pl de la premezcla y se adicion6 1 pl de

la muestra correspondiente.
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Paso 4a.: Se mezclo en el vortex el contenido de los tubos de PCR y se colectd el volumen total por
centrifugacion, luego se utilizé el termociclador previamente programado con el perfil de temperatura
para generar los amplicones o productos de PCR del control de proceso; ademas los tubos se cerraron

bien con el fin de evitar que se evapore la solucién.

Tabla 3.: Perfil de temperatura para generar amplicones o productos de PCR del control de

proceso.
NUmero de ciclos: 35
Desnaturalizacién Extension
Paso Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension Almacenamiento
inicial final

Temp. °C 94.0 °C 94.0 °C 55.0°C 72.0°C 72.0°C 4°C
Tiempo

(min’, seg”) 05:00 00:45 00:30 00:45 05:00

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda

Paso 4b.: Las reacciones preparadas con los oligonucleétidos 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 las tumoraciones de vejiga.

Tabla 4.: Perfil de temperatura para generar los amplicones o productos de PCR de los BPV

Numero de ciclos: 35
Desnaturalizacion Extension
Paso o Desnaturalizacién | Alineamiento | Extension ) Almacenamiento
inicial final
Temp. °C 94.0°C 94.0°C 52.0°C 720°C | 720°C 4°C
Tiempo

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda

Paso 5.: Una vez concluido el proceso de amplificacion se retiraron los tubos del termociclador,
pudiéndose conservar a -20 °C por varias semanas, en este caso se analizaron de inmediato mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE, para lo cual se preparé el gel al 1.2 % de agarosa en solucion

tamponada TAE al 1X, la cual estuvo bien disuelta.
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Paso 6.: Luego de que la solucién se enfrio, se le adiciono el volumen suficiente de la solucién de
Bromuro de Etidio teniendo una concentracion final de 0.03 mg/ml, que es 1 ul por cada 30 ml de
solucion tamponada TAE al 1X.

Paso 7.: En la camara horizontal de electroforesis previamente armada se vertio el gel, se esperd hasta
que se gelifique como 10 min y se coloc6 el volumen suficiente de la solucion TAE y posterior a esto
se retir6 el peine para formacion de pocillos en el gel.

Paso 8.: Se colocé en cada uno de los pocillos 10 ul de la muestra previamente mezclada con 2 ul de
la solucion tamponada de carga 6X y en el ultimo pocillo se coloco 6 pl de la solucion del marcador
de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific Cat. No.: SM0321).
Paso 9.: Una vez cargados los pocillos con las muestras correspondientes y el marcador de peso
molecular las muestras se ensamblaron el circuito eléctrico de la cdmara de electroforesis con la
fuente de poder y se inicio el proceso a 100 Voltios por 40 min, de acuerdo a la longitud del gel.
Paso 10.: Obtenido el resultado deseado en la resolucion de los productos de PCR en la electroforesis,
se procedié a documentar la imagen del gel en el fotodocumentador se guard6 una fotografia en una
carpeta de almacenamiento para su respectivo analisis.

Paso 11.: Se consider6 como muestras valida toda aquella en la que se logré amplificar el fragmento
correspondiente al control de proceso. Y como muestra positiva, toda aquella que mostré un producto
de PCR de un tamafio + 430 a 460 bp.

5.7. Materiales a usarse en los ensayos de RFLP de los productos de PCR especificos de las
muestras positivas, de los diferentes tipos de virus de papiloma bovino y su deteccion

mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE.

5.7.1. Bioldgicos:

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

amplificacion de material genético de los BPV.

5.7.2. Reactivos y soluciones:

Para el ensayo de RFLP se utiliz6:

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

e Enzima Tagq ADN polimerasa (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033), con la Solucion buffer de
amplificacion 10X y la Solucién a 50 mM de MgCI2. Se prepararon alicuotas de las
soluciones y se almacenaron a -20 °C, protegidas de la luz directa.

e 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.

e Solucion de oligonucleotidos o primers 100 pM (Invitrogen). Par de oligonucleétidos
especificos para la deteccion de material genético de los BPV 5°"GCA TAT GGC AGC CGA
AGG GGA GAA AC 3’50 N, D. INVITROGEN, y para la deteccion de material genético de
losBPV5' GAGATCTTATTTGGC ATCATACCATGTTGG 350N, D. INVITROGEN.

e Soluciones de ADN total: ADN total de muestras positivas a la determinacion de la presencia
de material genético de BPV. Las alicuotas se mantuvieron almacenadas a -20°C y protegidas
de la luz directa.

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

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

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

e Solucién Buffer de carga para ADN 6X (Solucion 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

e Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo

scientific Cat. No.: SM0321).

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

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

Enzima de restriccion MsL1 (Thermo scientific, Cat. No.: ER2001)

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

> w0 np ke

e 80 ng/ ul en la solucion tamponada de carga de ADN, todo esto almacenado a -20 °C,

protegido de la luz directa.
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5.7.3. Fisicos:

e Micropipetas (puntas estériles 0,1 - 20 ul, 1 - 50 pul, 2 —200 pl, 50 — 1000 pul)
e \ortex

e Nanocentrifuga

e Incubadora bacteriologica a 37 °C

e Congelador a -20 °C, sin descongelamiento automatico
e Fuente de poder

e Camara de electroforesis horizontal

e Balanza

e Horno de microondas

e Transiluminador UV

e Fotodocumentador UV-Impresora

e Potenciometro

e Platina de agitacion y calentamiento

5.8. Métodos a aplicar en la realizacion de los ensayos de RFLP de los productos de PCR
especificos de los diferentes tipos de virus de papiloma bovino y su deteccion mediante
electroforesis en gel de agarosa-TAE.

Paso 1.: Se descongelaron los reactivos necesarios para los ensayos de premezcla (Agua grado
biologia molecular, Solucion buffer de amplificacién 10X, Solucion de ANTP’s, Solucion de MgCl2,
Soluciones de oligonucleétidos y las Soluciones de ADN total correspondientes a las muestras
positivas a la presencia de material genético de los BPV) de cada una de las muestras de los productos
de PCR.

Paso 2.: Se prepar0 la premezcla en el volumen requerido para el nimero de muestras a analizar (5

ul de volumen final por reaccion), manteniendo el tubo de la muestra en hielo hasta su uso.
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Tabla 5.: Preparacion de la premezcla para la amplificaciéon de los productos de PCR

especificos de los BPV, su genotipificacion mediante el ensayo RFLP.

CONCENTRACION VOLUMEN
Reactivo Inicial Final De Premezcla
Agua grado Biologia . .
No aplica No aplica 53.25ul
molecular
Buffer de ampliacion
10 X 1X 12.5 ul
10X
Solucion dNTP’s 10 mM 0.1 mM 1.25 ul
Solucién MgCl, 50 mM 2.0mM 5ul
Oligonucledtido 100 UM 0.8 UM 1 ul
FAP59- F. ! aa !
Oligonucledtido 100 UM 0.8 UM 1 ul
FAP64 — R. ! s !
Enzima Tag ADN
. 5U0/ul 0.04 U/ul 1l
polimerasa
Muestra de ADN
s pg/ul | e png/ul 50 pl
total
Volumen final | ---------mmmmmmes | oo 125 pl

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda

Paso 3. La premezcla preparada se homogenizé en el vortex por 4 a 67, y fue colectada por
centrifugacion a maxima velocidad durantel0 s.

Paso 4. Se marcaron los tubos de PCR, se coloco 15 pul de la premezcla y se adicioné 10 pl de la
muestra correspondiente.

Paso 5. Las reacciones 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.
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Tabla 6: Perfil de temperatura para generar los productos de PCR de los BPV para ser

evaluados mediante el ensayo RFLP.

Namero de ciclos: 35
Desnaturalizacion Extension
Paso L Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension . Almacenamiento
inicial final
Temp.°C | 94.0°C 94.0 °C 52.0°C 720°C | 72.0°C | 4°C
Tiempo
(min’, seg?) | 05:00 00:45 00:30 00:45 | 05:00

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda.

Paso 6. De cada una de las reacciones se confirmd la amplificacion mediante electroforesis en gel de
agarosa-TAE al 1.2% tefiido con Bromuro de Etidio anteriormente ya descrito.

Paso 7. Una vez confirmada la presencia de los productos de PCR esperados, se tomé de cada
reaccion 5 ul y se adicion6 1 pl de la Solucion buffer de digestion correspondiente a cada enzima de
restriccion (Enzimas Ddel, Hinfl y MsLI, enzima HindlIIl), se mezcld en el vortex de 3-5.

Paso 8. Junto con las reacciones preparadas se colocaron a 37°C en una incubadora bacterioldgica
durante 2 horas los controles de cada una de las muestras positivas, los cuales consistieron en la
misma cantidad del producto de PCR (8 pl).

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 1.2 %, 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 emple6 los patrones de restriccion
esperados (Tabla 7) y la imagen fotodocumentada de la electroforesis de las reacciones de digestion

con las 4 enzimas y el control sin digestion.
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Tabla 7: LI FAP perfiles de digestion del segmento de los BPVs 1 al 24 para Ddel, Hinfl, Msll|
y HindlIl.

Virus: Enzima de restriccion: Producto de
' Ddel Hinfl MsLI HindIll PCR (bp)
BoPV-1 264 329 305 475 475
159 146 170
52
BoPV-2 316 329 475 475 475
159 146
BoPV-3 319 472 369 472 472
153 90
13
BoPV-4 324 469 469 230 469
145 182
87
BoPV-5 469 254 469 469 469
145
70
BoPV-6 321 384 369 472 472
151 88 103
BoPV-7 403 271 484 484 434
81 119
94
BoPV-8 469 317 469 322 469
152 147
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BoPV-9 316 344 469 469 469
153 125
BoPV-10 319 381 373 472 472
90 91 99
63
BoPV-11 420 407 370 475 475
55 68 105
BoPV-12 351 317 469 469 469
118 152
BoPV-13 316 329 475 475 475
109 146
50
BoPV-14 475 400 475 475 475
75
BoPV-15 243 381 469 469 469
226 88
BoPV-16 173 484 388 484 484
159 96
152
BoPV-17 283 177 375 487 487
204 155 112
155
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BoPV-18 198 478 478 478 478
135
129
16
BoPV-19 307 475 475 237 475
168 211
27
BoPV-20 379 315 472 472 472
93 175
BoPV-21 307 478 478 478 478
171
BoPV-22 295 490 490 407 490
75 83
63
33
24
BoPV-23 426 261 366 469 469
43 178 90
30 13
BoPV-24 469 283 469 469 469
157
29

Fuente: MVVZ, MsC, PhD Antonio Vallecillo, 2019 (Vallecillo, 2019)
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6. ASPECTOS BIOETICOS Y BASICOS DE BIOSEGURIDAD

6.1. Manejo adecuado

Se utilizo6 proteccion corporal adecuada, como guantes, mascarilla, mandil.

Los solventes y sus mezclas se manejaron a una temperatura de 4 °C, minimizando el tiempo de
exposicion de las mismas; asi también como manejo y disposicion adecuada de los desechos de
laboratorio. La toma de muestras se realiz6 con la mayor asepsia posible con el fin de evitar

contaminar la muestra y preservando nuestra salud.

6.2. Area de estudio

Camales Municipales de Zaruma, Pifias, Marcabeli, Nobol.

6.3. Ubicacion politica y geografica de donde se realiz6 el estudio.

Las muestras se colectaron en los camales de Marcabeli, Pifias, Zaruma cantones pertenecientes a la
provincia de El Oro; y del camal de Nobol perteneciente a la provincia del Guayas.

Las muestras fueron tomadas del camal de Nobol debido que muchos animales de la parte alta como

Zaruma, Pifias y del canton Marcabeli son llevados para el faenamiento en ese camal.

El andlisis de las muestras se realiz6 en el laboratorio de biologia molecular, de la facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
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7. RESULTADOS

En esta seccién se describen los resultados obtenidos en cada una de las actividades realizadas en el

transcurso del trabajo.

7.1.Colecta de muestras.

En este trabajo para la identificacion y genotipificacion molecular de los diferentes tipos de BPV se
colectaron post-mortem 65 muestras de tumoraciones en vejiga de bovinos, 65 muestras procedentes
de 500 bovinos que fueron faenados en los camales municipales de Pifias, Zaruma y Marcabeli y
Nobol. La descripcién de cada una de las muestras se detalla en el Anexo 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 obtencién del ADN total puro.

7.2. Deteccion de material genético de los BPV.

Con la aplicacion de los protocolos de procesamiento y purificacion de ADN total se logro obtener
ADN total de 56 muestras de las 65 colectadas. En estas 56 muestras se logro obtener el amplicén en
el ensayo de PCR correspondiente al control de proceso (Figura 1).

De las 56 muestras validas que se logré obtener ADN total para ser amplificado, en 5 muestras se
observo un producto de PCR con un tamafio similar al esperado cuando se emplearon los primers
FAP59-FAP64, por lo que se les consideré como muestras positivas a la presencia de material
genético de BPV (Figura 1y Tabla 8).
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WP

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes al control
de proceso. Carriles 1, 2, 3, 4, 5: Productos de PCR; Carril 6: Control negativo y Carril MPM:
Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder).

MPRA

Figura 2: Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR correspondientes a muestras
positivas a la presencia de material genético de BPV (Reamplificacion). Carriles 1, 2, 3, 4:
Muestras con resultados positivos; Carril 5: Control negativo y Carril MPM: Marcador de peso
molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). Los productos de PCR (z 470 bp) correspondientes

generados en las muestras positivas estan indicados por las flechas.
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7.3. Tipos de BPV identificados en las muestras positivas.

Las 4 muestras positivas fueron reamplificadas para la deteccidon de material genético y los productos
de PCR conseguidos se sometieron al anélisis mediante el ensayo de RFLP (Figura 3). Con el ensayo
de RFLP se logro genotipificar la presencia de 2 tipos diferentes de BPV (en la muestra 23 se encontrd
el BPV21, y en la muestra 31 se encontré el BPV13). En la muestra 45 no fue posible identificar un
tipo de patrén de restriccion claro, lo cual se propone que puede corresponder a mezclas de virus que
estan causando la lesion (BPV3 o BPV16), por lo que se sugiere hacer secuenciacion.

En las muestras que no se logré identificar el tipo o los tipos de virus causales de la lesién, ya sea
porque pueden corresponder a una la mezcla de virus o por ser nuevos tipos de BPV (Nuevos patrones

de restriccion).
Muestra 1 Muestra 2 AP A

Ddel  Hinf1 Msl1 Hindlll N Dg Ddel Hinfl mMsi1 Hindlll )N Dg

Muestra 3 Control Positivao

Ddel Hinf1 rMsil Hindl 1 o +3

Figura 3: Electroforesis en gel de agarosa de los perfiles de digestion de los productos de PCR
de muestras positivas a BPV (RFLP). Para cada una de las muestras 1, 2 y 3, méas el Control (+);
Carril Ddel: Producto de PCR digerido con la enzima Ddel; Carril Hinfl: Producto de PCR digerido
con la enzima Hinf1; Carril MsL1; Producto de PCR digerido con la enzima MsL1; Carril HindllI:
Producto de PCR digerido con la enzima Hindlll y Carril N.Dg. Producto de PCR no digerido y Carril
MPM: Marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder.
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Tabla 8: Resultados de la identificacion de material genético de los BPV presente en vejiga 'y su

genotipificacion.
IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DEL MATERIAL GENETICO DEL VIRUS DE

PAPILOMA BOVINO
MU’\IIEOSI'DI'EAS CP PCR RFLP TIPO BPV

1 Valida

2 No valida

3 Vilida

4 Vilida

5 Vélida

6 Vélida

7 Valida

8 No vélida

9 Vélida

10 Valida

11 Valida

12 Valida

13 Vélida

14 Vélida

15 Vélida

16 Valida

17 Valida

18 Valida

19 Vélida

20 Vélida

21 Vélida

22 Valida

Vélida Positivo Identificable BPV 21

2 Vélida Positivo No identificable Probable una mezcla
24 Vélida

25 No vélida

26 Valida

27 Valida

28 No vélida

29 No vélida

30 Valida

31 Vélida Positivo No Identificable Probable es BPV 13
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32 Vélida
33 No valida
34 No vélida
35 No valida
36 Vélida
37 Valida
38 Vilida
39 Valida
40 Vélida
41 Valida
42 Vélida
43 Vélida
44 Vélida
45 Vilida Positivo No Identificable | No se sabe si es BPV 3 0 BPV 16
46 Vélida
47 Vélida
48 Vélida
49 Vélida
50 Vélida
51 Vélida
52 Vélida
53 Vélida
54 Vélida
55 Vélida
56 Vélida
57 Vélida
58 Vélida
59 Vélida
60 Vélida
61 Vélida
62 Vélida
63 Vélida
64 Valida
65 Valida
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7.4. Métodos estadisticos:

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 0,59 1 0,4435
Irwin-Fisher bilateral 0,13 >(0,9999
- : Limite inferior Limite superior
Estadistico Estimado (95%) (95%)
Odds Ratio 1/2 sd sd sd

Dentro de las pruebas de significancia estadistica, se establece que conducen a conocer la magnitud

de las diferencias y la significancia de los resultados; en este caso, no existe diferencia estadistica

debido a que el valor encontrado es 0,59 y la p > 0.05. Ademas esto hace que se acepte la pregunta

de investigacion ¢es posible encontrar en ellos ADN de virus de papiloma bovino?.
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8. DISCUSION

En la investigacion realizada por (Vazquez, et. al., 2012), (1), se informa que la infeccion por
Deltapapillomavirus (BVP13) lleva a la formacion de papilomas y fibropapilomas principalmente en
piel y genitales, de acuerdo a los datos obtenidos en el trabajo en este caso el BVP13 no hay relacion
ya que las muestras fueron obtenidas de la vejiga y no hay coincidencia alguna pero es muy

importante decir que estos virus también pueden hallarse en el tejido de la vejiga.

El trabajo de (Violet, Montes, & Cardona, 2017), (42), explica que el BPV2 afecta el trato digestivo
superior y vejiga por lo que esta relacionado con el carcinoma de vejiga urinaria que en conjunto con el
helecho (Pteridium aquilinum) son los causantes de la hematuria enzodtica bovina, se ha hecho
comparacion con este tipo de virus debido a que esta presente en la vejiga de los bovinos por ello

en esta investigacion, no fue posible encontrar este tipo de virus.

En otro estudio, (Daudt, et. al., 2017), (43), describe que el BVP21 es un nuevo tipo de virus
recientemente descrito; son representantes de un género no clasificado, se encuentra distribuido
en Brasil, ademés son papilomas cutaneos; sin embargo al virus previamente descrito se lo
encontrd en la vejiga por lo que los virus del papiloma bovino pueden estar en cualquier parte del

cuerpo del animal.

En la misma publicacién (Daudt, et. al., 2017), (43), nos explica que la identificacion genética por
PCR utilizando los pares primarios disefiados para la deteccion del virus del papiloma bovino
(FAP59/FAP64), que amplifica una region altamente conservada de papiloma bovino Llgene ha
permitido la identificacion y caracterizacion de varios tipos del virus del papiloma en casi todas las
especies afectadas; asi como en nuevos tipos de BPV en ganado. Ademas, se han publicado
recientemente nuevos tipos de virus de papiloma bovino parcial o totalmente secuenciados por Sanger
0 NGS que ha permitido el descubrimiento de nuevos tipos de BPV que no se amplificaron utilizando

pares de cebadores FAP.

Por tal motivo, estudios realizados expresan que los virus del papiloma bovino se encuentren en
determinada zona del cuerpo del animal, sin embargo es posible encontrarlos en otros lugares o
también en una misma zona pueden existir varios tipos de virus, en este caso en la muestra nimero

23 se encontro dos tipos el BVP 21y el otro no es identificable.

Giancarlo Bermeo Granda
48



UNIVERSIDAD DE CUENCA

El articulo de (MacLachlan & Dubovi, 2011), (44), manifiesta que el BVP3 pertenece al
género Xipapillomavirus; infecta solo a células epiteliales. En la muestra 45 se encontrd un tipo de
virus que no es detectable ya que, puede ser el BVP3 o el BVP16, por ello, basado en lo que el expone
autor, el BVP3 no estéa relacionado con la vejiga urinaria por lo que esa muestra puede ser objeto de

estudio para otro trabajo de investigacion.

(Daudt, et. al., 2017), (43), expone que el virus de papiloma bovino BVP 16 pertenece al género
Dyokappa y esta dentro de una especie no clasificada que fue detectado en Brasil. Este virus BVP16
es causante de fibromatosis pulmonar y se encuentra ubicado en el cuerpo; sin embargo este virus no
esta asociado con el tejido de la vejiga urinaria y al igual que el BVP3 se puede apartar para

investigaciones futuras.
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9. CONCLUSIONES

> Se concluye que la mayor presencia de tumoraciones en vejiga es en las hembras mayores a
24 meses de edad, de la raza Criolla y Holstein, y muy pocas en machos; a diferencia de los

bovinos menores a esa edad ya que no presentaban ninguna lesion en el tejido vesical.

> Del total de animales faenados se observé que los machos con lesion en la vejiga es del 0.6%,
y los machos sin lesion en la vejiga es del 99.4%, mientras que en las hembras sin lesion en

la vejiga corresponden al 45% y las hembras con lesion en la vejiga es del 55%.

» Mediante la genotipificacion de las muestras se encontro el BPV21, en la muestra 45 no fue
posible identificar un tipo de patrén de restriccion, lo cual se propone que puede corresponder
a mezclas de virus que estan causando la lesion (BPV3 o BPV16).
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10. RECOMENDACIONES

> Dar aconocer los resultados obtenidos a las personas que estan inmersas en la ganaderia sobre
los virus del papiloma y asi brindar asesoria a los propietarios, ya que nos permitird compartir
conocimientos sobre como pueden mejorar el tipo de suelos, alimentacion de sus animales,
etc., y asi disminuir la incidencia de la Hematuria Vesical Bovina, ya que esta tiene gran
impacto econdémico y a la vez afecta la salud humana.

> Realizar la secuenciacion de los productos de PCR de las muestras que no se logré determinar
el tipo de BPV; y asi ponerlo en observacion para futuros estudios por lo que la informacion
obtenida nos permitira determinar el tipo de virus para observar con los ya descritos.

» Laactual investigacion en conjunto con estudios ya realizados nos ayudé a conocer mas sobre
los BPV, lo cual nos ayudara a desarrollar herramientas terapéuticas y profilacticas para la

papilomatosis bovina que existe en el Ecuador
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12. ANEXOS

12.1.  Anexol: Camal Municipal del Pifias, lugar donde se recolectaron las muestras.

-

12.2.  Anexo 2: Observacion de las vejigas que presenten tumoraciones.
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12.3.  Anexo 3: Vejiga que presenta tumoraciones y orina con sangre.
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12.4.  Anexo 4: Muestras en el laboratorio (Extraccion de ADN).
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12.5.  Anexo 5: Formato para la recoleccion de datos de los animales muestreados.
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12.6. Anexo 6: Datos de las muestras recolectadas con lesiones sugestivas a papilomatosis.
MUESTRAS SITIO
BOVINO RAZA SEXO EDAD | PROVINCIA | CANTON Observacion DE LA
LESION
. >24 Pifias .
1 Holstein Hembra El Oro Orina con sangre
meses (Zaracay)
>24 Pifias
2 Holstein Hembra El Oro
meses (Moromoro
Brown >24 Pared de vejiga
3 . Macho Guayas Nobol
Swiss meses morada
Brown >24 Pared de vejiga
4 . Macho Guayas Nobol
Swiss meses morada
Brown >24 Cotopaxi
5 . Hembra Pangua
Swiss meses (Nobol)
Zamora
. >24 -
6 Criolla Hembra Chinchipe (El Zumba
meses
Oro)
) >24 .
7 Criolla Hembra El Oro Capiro
meses
>24 Zaruma .
8 Brahman Hembra El Oro Orina con sangre
meses (Malvas)
] >24 Pifias (La VEJIGA
9 Girolando | Hembra El Oro
meses Bocana)
>24 Pifas
10 Indubrasil Hembra El Oro .
meses (Capiro)
) >24 Pifias . .
11 Criolla Hembra El Oro Vejiga rojiza
meses (Moromoro)
>24 Zaruma
12 Criolla Hembra El Oro
meses (Huertas)
) >24 Zaruma . .
13 Criolla Hembra El Oro Vejiga rojiza
meses (Muluncay)
Brown >24 Portovelo
14 . Hembra El Oro
Swiss meses (Salati)
>24 Portovelo .
15 Brahman Hembra El Oro i Orina con sangre
meses (Salati)
) >24 Portovelo
16 Holstein Hembra El Oro
meses (Salati)
>24 Portovelo
17 Holstein Hembra El Oro . Orina con sangre
meses (Curtincapac)
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>24
18 BxB Hembra El Guayas Nobol Orina con sangre
meses
>24
19 Gyr Hembra El Guayas Nobol
meses
>24
20 Brahman Hembra El Guayas Nobol
meses
. >24 Atahualpa B B
21 Hostein Hembra El Oro Vejiga rojiza
meses (Apartadero)
] >24 Atahualpa
22 Criolla Hembra El Oro
meses (Apartadero)
>24 Pifias
23 Criolla Hembra El Oro .
meses (Capiro)
>24 Pifias
24 BxH Hembra El Oro .
meses (Capiro)
>24 Pifias
25 BxB Hembra El Oro .
meses (Capiro)
>24 Pifias
26 BxB Hembra El Oro .
meses (Capiro)
>24 Pifias
27 BxB Hembra El Oro .
meses (Capiro)
. >24
28 Criolla Hembra El Oro Marcabeli
meses
_ >24 )
29 Criolla Hembra El Oro Marcabeli Vejiga morada
meses
. >24
30 Criolla Hembra El Oro Marcabeli
meses
>24
31 Criolla Hembra El Oro Marcabeli
meses
] >24 Balsas (Las
32 Criolla Hembra El Oro
meses Palmas)
>24 Balsas (Bella
33 Criolla Hembra El Oro i
meses Maria)
. >24 Pifias (San
34 Criolla Hembra El Oro
meses Roque)
>24 Pifas (San
35 Criolla Hembra El Oro
meses Roque)
>24 Pifias
36 Brahman Hembra El Oro
meses (Lozumbe)
>24 Pifas
37 Brahman Hembra El Oro
meses (Lozumbe)
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>24 Pifias
38 Brahman Hembra El Oro .
meses (Potrerito)
>24 Pifias
39 BxB Hembra El Oro
meses (Mochata)
>24 Pifias
40 BxB Hembra El Oro .
meses (Conchicola)
>24 Pifias .
41 B Hembra El Oro . Orina con sangre
meses (Conchicola)
>24 Pifias
42 BxH Hembra El Oro
meses (Moromoro)
) >24 Pifas (La
43 Indubrasil | Hembra El Oro
meses Bocana)
. >24 Pifas (Agua
44 Criolla Hembra El Oro )
meses Fria)
. >24 Pifias (Agua
45 Holstein Hembra El Oro )
meses Fria)
>24 Pifas (La
46 Gyr Hembra El Oro
meses Bocana)
>24 Pifias (La
47 Gyr Hembra El Oro
meses Bocana)
>24 Pifias
48 Brahman Hembra El Oro .
meses (Piedras)
>24 Zaruma
49 Criolla Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
) >24 Zaruma
50 Holstein Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
>24 Zaruma
51 Criolla Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
>24 Zaruma
52 Criolla Hembra El Oro . .
meses (Guizaguifia)
>24 Zaruma
53 Criolla Hembra El Oro
meses (Zaruma)
Zaruma
>24
54 Criolla Hembra El Oro (Zatuma
meses
Urco)
Zaruma
Brown >24
55 . Hembra El Oro (Zatuma
Swiss meses
Urco)
Zaruma
Brown >24
56 . Hembra El Oro (Zatuma
Swiss meses
Urco)
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Zaruma
Brown >24
57 . Hembra El Oro (Zatuma
Swiss meses
Urco)
>24 Zaruma
58 Holstein Hembra El Oro
meses (Malvas)
) >24 Zaruma Orina con grumos
59 Holstein Hembra El Oro
meses (Arcapamba) de sangre
>24 Zaruma
60 Holstein Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
>24 Zaruma
61 Holstein Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
. >24 Zaruma
62 Holstein Hembra El Oro
meses (Arcapamba)
] >24 Zaruma
63 Holstein Hembra El Oro .
meses (Salvias)
>24 Zaruma
64 BxH Hembra El Oro .
meses (Sinsao)
) >24 Zaruma
65 Holstein Hembra El Oro .
meses (Sinsao)

Fuente: Giancarlo Bermeo Granda

BxB: Brown Swiss x Brahman
BxH: Brown Swiss x Holstein
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12.7.

Anexo 7: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion del control de proceso.

Laboratorio de Biologia Molecular sk
Version: 1
,,,,,,,,,,,, Formato de ensayo: Fecha: | 2016.0823 |
e :r(l([ ADN polimel‘asa Pflgillﬂ: 1de2
A Tetormacion Al eRmaye s s R g '
Usuario: | 7_
Fecha: 2p1g.\0. 15 Nombre del programa: Tbou € Prs _ 20l ( BVL\_CLQLJ
No: | Nombre del producto de PCR: | Tamaiio (bp): | Observaciones:
1| sl M 2309-208 | Couteal e prnecas
% .
3 —=X
4
5
B Mezcla de reaccion:
Concentracion Volumen |
Reactivo: inicial: final: de premezcla: por reaccion:
Agua grado Biologia Molecular. No aplica. Noaplica.  »z2s A0S ul 1218 226
Buffer de amplificacion 10X. 10X 1X B2.s “(%F 26 Sl
Solucién de dNTP's. e mM oA mM 525 1RS ul 2.9 oTH
Solucion de MgCla. SO mM 20 mM T SN gy el ART
Oligonucleotido 2SFW HAFE Ao0 - uM OB M 3 EEEL 7 0:01% pl
Oligonucleotido 125 10 M S M 3 i T 00% pl
Oligonucleotido * : T oaM UM Retioan| Xk il
Oligonucleotido M uM pl 5l
Oligonucleotido ___ M ___ uM 5 pl
Oligonucleotido ORI v ST M Sl
Enzima Jag ADN polimerasa. SR Ul AT Ul 13 b T
Muestra de ADN total. A gl Sl pe/al G 2
Volumen final: 125 w5 5 40 B
C.- Perfil de temperaturas de amplificacién: =~ = 0 e
= Numero de ciclos: :
-2
- g é = g
s 5 5} 5 = s
Tiempo (min *, seg *): B | e =80~ it - gl e w
Temperatura ( °C): A4.0 °c | 4.0 °C = Ou(j&ioc o 72.0.°c | 72:0.°C 4.0 =¢
D.- Curva de temperatura de alineamiento:
No: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
TM (°C): EEN =N
Tubo No.: = PhE o e
Tubo No.: e S S
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12.8. Anexo 8: Formato de ensayo de PCR para la amplificacion de material genético de los
BPV.

o= g -
\@ Laboratorio de Biologia Molecular —Ve'r(:é::E L FaqlPOI A
. e Formato de ensayo: Fecha: ) 2016.08.23
NI R i a7 Tag ADN polimerasa Pagina: 1de2
A.- Informacién del ensayo: : '
Usuario: o -
Fecha: Nombre del programa: 7
NoE . Nf)mhrc del producto de PCR: | Tamaiio (bp): | Observaciones: =
L BBV T 430-460 Dolieenn Je  HoRW
2
3 S ———
=
5 B B - s
B.- Mezcla de reaccién:
Concentracién Volumen o
Reactivo: inicial: final: de premezcla: por reaccion:
Agua grado Biologia Molecular. No aplica. No aplica. 2 5955 1w 39 1549 iattR il N
Buffer de amplificacion 10X. 10X 1X 25w g, 5 EET .
Solucion de dNTP’s. 10 mM ool M 125l g.qls 0125
Solucion de MgCl,. _50 M 2.0 :mM | 2<] 6:9 . .ul
Oligonucleotido. FAC 54 ~ -F 100 uM 6% M e 002l
Oligonucleotido . EA PEA R 160 M 0.2 uM e T U 0.02 pnl
Oligonucleotido -F. I M P50 M EE E
Oligonucleotido : --R. P, pM SEEE aM ol ol |
Oligonucleotido _ -~ : -F. et uM SELEL M % Sra )il Sl
Oligonucleotido = " -R. i= % M CuM | TE
Enzima Jag ADN polimerasa. S5 Uil -0-04_ Ul Lo o Bl
| Muestra de ADN total. T pgul — pgul 251y C =ew |
VYolumen final: 1280 el 1o
136.5 ‘ 20,?0A /é i 204.01. 28 SR
N Hed i _
QS/A 3 10x | i—#;() o= PN s
- | Biox . s2¢ s | £
250 dNT P |- duTerg - o g
(0 M (A = e g 3
/’A DA - Mgci?_ _ i g £
Z/M FAPSG -FAPSE — / -
LM PASEY - Phesq — S | - S
: o N
L= %,/ [/ NnLIv~e /
JU/\AX ) 38 25  Maad, ~ 25 Zd/% 10 1 12|
VXS Fo. | asEts. B b )
o | s ¥ i
ITubo No.: | Y l_»__n

F001- PCR Tagpol ver2016.08:23.0dt~ -~

Giancarlo Bermeo Granda
67



