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RESUMEN
La diferencia fundamental entre un virus y los microorganismos reside en la forma de generar

progenie, pues los virus no siguen la estrategia de formar nuevas particulas mediante fision
binaria. Su proceso de replicacion es particular, pues considera la union a la célula blanco, la
exposicion del genoma viral, la replicacion del genoma, la produccién de proteinas virales, el
ensamble de la particula viral y la salida al exterior de la célula. En esta Gltima etapa, algunos
virus destruyen la membrana celular produciendo un dafio irreparable que lleva a la muerte
celular, fenbmeno denominado citolisis y que puede ser observado a través del microscopio
optico, lo cual permite un acercamiento al diagnostico de su presencia.

El virus herpes es uno de los que presentan esta capacidad citolitica y ha sido descrito en
insectos, reptiles, anfibios y moluscos; también en practicamente todas las especies de aves y
mamiferos que se han investigado.

Dentro de la medicina veterinaria se han descrito varios virus herpes de importancia, dentro de
los cuales se encuentra el Virus Herpes Canino tipo 1 (CaHV1), debido principalmente al
cuadro que ocasiona al infectar cachorros, pudiendo provocar la pérdida de camadas
completas y en reproductores, ya que quedan como portadores de por vida. Lo anterior, se
traduce finalmente en cuantiosas pérdidas econdmicas para los planteles, sobretodo si se trata
de animales de alto valor genético. Debido a esto, es indispensable poder realizar un
diagndstico temprano.

En este estudio, se aport6 tanto a la caracterizacion gendémica de un aislado nacional del virus
CaHV1 -denominado RP5, detectado y caracterizado biolégicamente en el afio 2005- como
también a la medicina veterinaria de pequefios animales con un método diagnéstico especifico,
sensible y de rapido resultado. Para ésto, se realizé la deteccion del gen de la glicoproteina C
del CaHV1 mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando un par de
partidores diseflados in silico. Con la utilizacion de un termociclador de gradiente de
temperaturas se establecié la temperatura de alineamiento (55°C) mediante la observacién
nitida e inequivoca de un fragmento de DNA de aproximadamente 200 pb. Estos fragmentos
fueron secuenciados y se establecié un porcentaje de identidad nucleotidica de 95% respecto
del dato oficial del GenBank. Este alto valor de identidad indica que el fragmento amplificado
corresponde al fragmento del gen gC vy constituye una evidencia mas que confirma que el

aislado nacional utilizado como fuente viral, corresponde a CaHV1.

PALABRAS CLAVE: Virus herpes canino, glicoproteina C, diagnadstico, in silico



ABSTRACT

The fundamental difference between viruses and microorganisms resides in the way they
generate progeny, due to the fact that viruses don’t follow the binary fission strategy to form new
particles. Their replication process considers union to the target cell, exposure of the viral
genome, genome replication, viral protein production, viral particle assembly and exit to the cell
exterior. In this last stage of replication, some virus destroy the cell membrane generating
irreparable damage that leads to cell death, phenomenon called cytolysis and that can be
observed through optical microscope, which allows a diagnostic approach of its presence.
Herpes virus presents this cytolytic capacity and has been described in insects, reptiles,
amphibians and mollusks; also in practically all bird and mammal species that have been
investigated.

In veterinary medicine there are many herpes virus of great importance, one of which is canine
herpes virus type 1 (CaHV1), due mainly to the clinical syndrome it produces when puppies are
infected, being able to cause the loss of whole litters and in the male and female, since they
stay as lifelong carriers. This translates finally in substantial economic losses for the kennels ,
especially if it involves animals with high genetic value. Due to this, it is essential to carry out
early diagnosis.

In this study, there has been a contribution to the genomic characterization of a national isolate
of canine herpes virus (CaHV1) —called RP5, detected and characterized biologically in the year
2005- as well as to small animal clinic with a specific diagnostic method, sensible and of quick
results. For this, the detection of the CaHV1 glycoprotein C gene was performed using the
polymerase chain reaction (PCR), using a pair of primers designed in silico using an online free
access program. With the use of a gradient temperature thermocycler we established the
alignment temperature (55°C) through the observation of a clear and unequivocal fragment of
DNA of 200pb approximately. These fragments were sent for their sequencing and afterwards a
nucleotide identity percentage of 95% was established compared to the official data GenBank.
This high value of identity it indicates us that the amplified segment corresponds to the gC gene
fragment and constitutes one more evidence that confirms that the national isolate used as a

viral source, is in fact CaHV1.

KEYWORDS: Canine Herpesvirus, Glycoprotein C, diagnosis, in silico



1. INTRODUCCION

El virus.

El virus herpes canino tipo 1 (CaHV1) pertenece al orden Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (ICTV, 2009). La mayoria de los virus
herpes que tienen importancia veterinaria pertenecen al género Varicellovirus (Carter et al.,
2006). Dentro de la familia Herpesviridae existen cuatro subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae y una cuarta aun sin nombre (ICTV, 2009). Esta
definicion de grupos se basa en caracteristicas biolégicas y determinaciones moleculares tales
como: secuenciacion nucleétidica o andlisis filogenético (Murphy et al., 1999).

Los integrantes de la familia Herpesviridae presentan su genoma como una molécula lineal de
DNA de doble hebra, cuyo tamafio se encuentra entre 125 y 235 mil pares de bases (pb).
Poseen capside de simetria icosaédrica de un tamafio de 125 nm que rodea esta doble hebra
Yy que a su vez esta envuelta por el tegumento, el cual corresponde a una capa amorfa de
estructura proteica fibrosa. Todas estas estructuras estan envueltas por una envoltura lipidica,
cuya superficie no es regular, ya que presenta proyecciones que se distribuyen uniformemente.
Finalmente, el tamafio de la particula viral varia entre los 120 y 300nm (Madigan et al., 2003;
Carter et al., 2006).

La subfamilia Alphaherpesvirinae tiene una amplia gama de hospederos a los cuales infecta
realizando ciclos liticos en las células y produciendo un estado de infeccion latente, quedando
inactivo principalmente en los ganglios sensoriales (Boehmer y Lehman, 1997), pudiendo

reiniciar su propagacion en eventos de estrés (Madigan et al., 2003).

Replicacion viral.

En el proceso de replicacion del virus en la célula se distinguen cinco etapas, las cuales
ordenadas cronoldégicamente son: adsorcion, penetracion, sintesis de acido nucleico y
proteinas, ensamblaje y finalmente liberacién, que conlleva lisis celular. Una vez dentro de la
célula, el virus estimula a la célula a sintetizar los elementos necesarios para su replicacion
(Murphy et al., 1999; Madigan et al., 2003). Las células susceptibles a ser infectadas estan
determinadas por la interaccion, en la adsorcion, entre los receptores presentes en las células
y proteinas virales, la cual posee una alta especificidad. Sin embargo, aun cuando el virus haya
penetrado a la célula, esto no garantiza la multiplicacién viral, ya que aun no se han producido
las copias del genoma viral y por lo tanto tampoco se han sintetizado las proteinas especificas
del virus (Madigan et al., 2003).



Existen tres mRNA sintetizados en el proceso de la replicacion viral: el temprano inmediato (a)
que codifica proteinas reguladoras; el temprano retardado (B) que codifica proteinas que
participan en la replicacion de DNA vy el tardio (y) que codifica proteinas estructurales de la
particula viral. A partir de estos mRNA se sintetizan proteinas tempranas y proteinas tardias,
las primeras se sintetizan inmediatamente después de producida la infeccion y son necesarias
para la replicacion de los acidos nucleicos virales; las tardias se sintetizan después, entre las
cuales se encuentran las glicoproteinas de la cubierta del virus, como las glicoproteinas By C
(Murphy et al., 1999; Madigan et al., 2003).

Glicoproteina C.

La glicoproteina C esta codificada por el gen gC de CaHV1 vy desde el punto de vista de la
respuesta inmune poseeria un importante rol, pues ha sido descrita como el receptor
involucrado en el reconocimiento de células infectadas por virus herpes por factores del
complemento (Friedman et al., 1984; Reubel et al., 2002). Por otra parte, desde la perspectiva
del control de la infeccion, la utilizacibn de una vacuna recombinante que exprese los genes
gB, gC y gD, podrian ser de alta utilidad (Xuan et al., 1997).

El gen gC estéa constituido por 1380 pb y su secuencia nucleotidica esta disponible en bases de
datos oficiales (Genbank AF361074.1). Asi, el establecimiento de un protocolo de PCR
convencional para detectar gC puede ser obtenido utilizando algunas herramientas
bioinformaticas como el disefio In silico de partidores, pues su deteccion mediante esta técnica
molecular —al parecer- no ha tenido la misma difusion que la informacién respecto de las
secuencias nucleotidicas de varios genes de CaHV1 (Limbach et al., 1994;Tyack et al., 1997;
Reubel et al., 2002)

Virus y enfermedad asociada.

Existen perros infectados con virus herpes en todo el mundo, estos se concentran en
colectividades caninas, albergues, hoteles caninos, estabularios y sobretodo en criaderos,
donde la seroprevalencia puede superar el 90%. En estos lugares la mitad de los animales
seropositivos presentan trastornos reproductivos (Dumon y Mimouni, 2005).

Una caracteristica importante para el control de este virus es su fragilidad, ya que su envoltura
glicoproteica lipidica es facilmente destruida por el calor, la luz ultravioleta, solventes lipidicos y
los desinfectantes comunes (Murphy et al., 1999). Se inactiva facilmente a temperaturas
superiores a 40°C, aun cuando la temperatura 6ptima para su replicacion y por lo tanto lisis

celular se encuentra entre 32 y 33 °C (Dumon y Mimouni, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Limbach%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7545942
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La transmisién viral se realiza a través del contacto entre mucosas, por lo tanto requiere de
contacto estrecho entre un animal infectado que esté liberando el virus y uno susceptible, esto
ocurre durante el coito, cuando realizan lamidos o cuando las madres acarician a las crias.
Cuando muchos animales habitan en un espacio reducido, la forma mas importante en la que
el virus pasa de un individuo a otro es mediante la propagacion de aerosoles de origen
respiratorio a corta distancia (Murphy et al., 1999).

En los cachorros existen dos formas de presentacion, una que se caracteriza por presentar una
mortalidad fulminante, denominada superaguda y una presentaciébn aguda, que es la mas
habitual, la cual en un comienzo se presenta como trastornos digestivos, anorexia, heces
liquidas de color grisaceo, vomitos y quejidos continuos por dolor abdominal; y que mas
adelante evoluciona a sintomas nerviosos de encefalomielitis seguidos de coma y muerte. La
forma fulminante se caracteriza por ser de corta duracién y muy severa, con un 80% de
mortalidad en animales menores de una semana y los cachorros infectados sobrevivientes
presentan secuelas cerebelosas y articulares irreversibles. Cuando el virus infecta cachorros de
mayor edad y adultos, el cuadro clinico provocado consta de otros signos patolégicos, que se
manifiestan cuando la presencia viral es acompafada por otros factores, como una infeccién
bacteriana y fenbmenos de estrés: afecciones oculares y rinofaringeas que se manifiesta
clinicamente como “tos de la perrera”. En el caso de las hembras produce una leve vaginitis;
cuando se infecta el Utero gravido se producen abortos, problemas en la paricion e infertilidad
(Murphy et al., 1999; Dumon y Mimouni, 2005; Carter et al., 2006).

Métodos Diagndsticos y sus inconvenientes

Al realizar la necropsia a cachorros infectados se encuentran petequias en higado, bazo,
pulmones y rifiones. En estos drganos afectados o en secreciones, se pueden verificar lesiones
caracteristicas a nivel histolégico como los cuerpos de inclusién intranucleares o bien, utilizar la
técnica de inmunofluorescencia directa que detectara el antigeno viral. No obstante, el
aislamiento viral en células permisivas constituye el gold estandar o diagndstico definitivo.
Lamentablemente, lo anterior se logra -en general- al mes de iniciado el estudio, por lo cual se
hace necesario disponer de una técnica mas rapida como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la cual corresponde a una prueba molecular muy sensible y especifica que
detecta parte del genoma especifico del patégeno estudiado (Erles et al., 2004; Ronsse et al.,
2005; Dumon y Mimouni, 2005; Carter et al., 2006).

Béasicamente, la técnica de PCR consiste en la sintesis in vitro de una secuencia blanco de

DNA de manera repetitiva, gracias al uso de partidores o primers (secuencia de



oligonucledtidos altamente especifica) que reconocen secuencias que flanquean el segmento
del genoma a amplificar. Esto se logra mediante el uso de la Taq polimerasa, enzima de la
bacteria Thermophilus aquaticus que es capaz de incorporar nucleétidos libres al extremo 3’
del partidor, generando copias de la secuencia blanco de manera exponencial, en intervalos
cortos de tiempo y a temperaturas elevadas. Se caracteriza por su termoestabilidad, su alta
procesividad y fidelidad (Mullis y Faloona, 1987).

Asi, la técnica de PCR se basa en la repeticion consecutiva de 3 pasos basicos, que en
conjunto conforman un ciclo. Primero, el DNA blanco se desnatura, generando hebras simples.
Este proceso se lleva a cabo a temperaturas que varian entre los 90 y 96°C. El segundo paso
es la hibridacion o annealing en el cual los partidores, se unen a sus fragmentos
complementarios en estas hebras simples. La temperatura de esta etapa es especifica de cada
partidor. La tercera y Ultima etapa es la sintesis del DNA, mediante la elongacién de los
partidores, gracias a la accién de una polimerasa termoestable, la cual comenzando desde los
partidores, se une a la hebra blanco y adiciona nucleétidos que formaran la hebra
complementaria a ésta. El resultado son dos hebras dobles de DNA: la hebra original y la
nueva hebra formada, las cuales serviran la hebra blanco o molde del ciclo siguiente. Este
proceso se repite entre 20 y 40 veces (Mullis y Faloona, 1987).

Al finalizar la serie de ciclos se generaran millones de copias de una zona del DNA original, las
cuales son visualizadas como bandas al realizar una electroforesis, en la que el DNA se separa
de acuerdo a su peso molecular y su carga eléctrica negativa. Las moléculas de DNA son
depositadas en un gel de poliacrilamida o agarosa inmerso en una soluciéon tampon, que es
sometido a un campo eléctrico. La concentracion de la agarosa determina la velocidad con la
gue se desplazan las moléculas de interés, pues mientras menor es el tamafio de los productos
de la reaccion, mas concentrado debe utilizarse el gel, de esta forma, para PCR diagnéstico
generalmente se utilizan concentraciones de agarosa al 2% (Danchin y Yuek, 2002;
Pennington, 2002; Mullis y Faloona, 1987).

Situacion en Chile.

En 1992 se sugiri6 la presencia del CaHV1 por la presentacion de muerte perinatal en un
criadero de la Regiébn Metropolitana, ya que al realizar la necropsia de los cachorros se
observaron petequias en rifion e higado y se observé gran cantidad de cuerpos de inclusion
intranucleares eosinofilicos. Se realiz6 un cultivo de lineas celulares de rifidbn equino que
presento el efecto citopatico caracteristico del virus herpes, sin embargo el virus no fue aislado

(Larenas et al.,, 1992). Posteriormente se detectd y caracterizd bioldgicamente un aislado
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nacional denominado RP5 (Navarro et al., 2005). Sin embargo, desde esa fecha no se habian
realizado estudios tendientes a la caracterizacion molecular del virus aislado.

En este contexto y en paralelo a otras memorias de titulo que investigaron la presencia de los
genes UL37, de Timidin quinasa (TK) y de glicoproteina B del virus Herpes canino tipo 1, en
este estudio se implementé la deteccion de un fragmento de DNA constitutivo del gen de la
glicoproteina C (gen gC), descrita como el receptor involucrado en el reconocimiento de
células infectadas por virus herpes, por factores del complemento (Friedman et al., 1984),
contribuyendo asi tanto a la caracterizacibon molecular del aislado RP5 como también a
disponer de una tercera alternativa molecular para el diagndéstico del virus herpes canino en
Chile.

2. MATERIAL Y METODOS
Esta memoria de titulo se realiz6 en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del
Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias

de la Universidad de Chile.

2.1.- Muestras.

El virus utilizado en esta memoria fue el aislado nacional RP5 (sobrenadante de cultivo celular
infectado) mantenido a -80°C en el laboratorio de la Unidad de Virologia Animal de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. Como controles negativos se
incluyd DNA de Salmonella enteritidis y DNAc del virus distemper canino. Como control de

reactivos se utilizé agua libre de nucleasas (ALN).

2.2.- Reaccién de la polimerasa en cadena (PCR).

a) Deteccion del gen de la glicoproteina C. (Reubel et al., 2002) (secuencia en Anexo 1).

a) Partidores. El disefio experimental utilizado en este trabajo contempl6 el disefio in silico de los
partidores: PMV1: 5-AACAAAAATGGCTCCACCAA-3° y PMV2 5 -CCACCCTGGTTTGG
TCAATA-5". Estos partidores fueron obtenidos utilizando un software de libre acceso (programa
on line: OligoPerfect™ Designer) en el cual al ingresar la secuencia oficial del gen gC entrega
tanto un ranking de pares de partidores en base a la estabilidad y propiedades termodindmicas de
la unién entre bases complementarias como también el tamafio del fragmento a amplificar, en
este caso 202 pb y las temperaturas de fusion (Tm) de cada partidor (ver Anexo 2 y 3). Una vez

disefiados in silico, su sintesis se encargo a la empresa Bioscan.



b) Mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion consistio en 15 uL de Master Mix 2X PCR (Anexo
4), 5 uL de cada uno de los partidores (1 pM) y 5 pL del aislado nacional RP5, obteniendo un
volumen final de 30 uL en un tubo de 0,2 mL.

c) Protocolo de PCR. Condiciones experimentales.

Para la determinacion de la temperatura Optima de alineamiento de los partidores utilizados, se
utilizé un termociclador de gradiente de temperaturas (Px2 Thermal Cycler, Thermo Electron
Corporation), facilitado por el Dr. Pedro Smith, del Departamento de Patologia Animal de nuestra
Facultad, que permite realizar la etapa de alineamiento a una temperatura conocida e individual
por cada columna de pocillo del termociclador.

Asi, el protocolo del PCR utilizado contemplé una desnaturacion inicial a 95°C por 2 minutos y
luego 40 ciclos que incluyeron la desnaturacién a 95°C por 60 segundos, alineamiento por 60
segundos y la extension a 72°C por 60 segundos. Finalmente, la elongacion final a 72°C durante

10 minutos. El intervalo de temperaturas consider6 doce grados (50°C; 61°C).

2.3.- Deteccion de productos amplificados.

Para detectar el producto amplificado se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Winkler ®) en tampo6n Tris-borato (90 mM Tris-borato, 10 mM EDTA) como solvente. El
producto de PCR se mezclé en una razon de 6:1 con un tampén de carga (6X Mass Ruler
Loading Dye Solution; Fermentas ®). Se depositaron 6 uL de esta mezcla en el pocillo
respectivo del gel. El protocolo usado para la electroforesis consisti6 en 90 V durante 90
minutos. El marcador de tamafio molecular (MTM) contenia fragmentos de DNA entre 100 y
1000 pares de bases (HyperLadder 1V, Bioline ®). Luego de la electroforesis, el gel se incub6
en bromuro de etidio (0.5 ug/ml; Fermelo®) durante 30 minutos, posteriormente se observé en
un transiluminador de luz ultravioleta (Transiluminador UVP®) y se fotografio la imagen

resultante mediante camara digital.

2.4.- Obtencion de secuencias nucleotidicas.

a) Purificacion _de amplicones: Se utilizd el kit comercial HiYield PCR DNA fragments

extraction kit (Bioscience®). Se transfiri6 100 pl de la mezcla de la reaccién a un tubo de
micricentrifuga, se afiadid cinco volimenes de Tampén DF, y se homogeniz6 en vortex. Se
aplicé la mezcla a una columna DF ensamblada en un tubo de plastico de 2 ml. Se centrifugd a
10000xg durante un minuto a temperatura ambiente y se eliminé el liquido residual. Luego se
agreg6 600 pl del tampon de lavado diluido en etanol absoluto y se centrifugé a 10000xg

durante un minuto a temperatura ambiente. Se eliminé el liquido residual y se volvié a colocar



la columna en el tubo. Se centrifugd la columna vacia durante dos minutos a temperatura
ambiente. Se colocé en un tubo plastico de 1,5 ml y se agreg6 30ul de agua libre de nucleasas.
Se incubd durante dos minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a
10000xg durante dos minutos para eluir el DNA.

b) Secuenciacion: Se enviaron 3 muestras de ADN obtenido (duplicado) en concentracion

aproximada de 50 ng/ul, a la empresa Genytec. Las secuencias obtenidas fueron alineadas
utilizando el programa online gratuito Clustal W para obtener una secuencia consenso, la cual
fue ingresada como dato al programa software online gratuito BLAST ® (Basic Local Alignment
Search Tool) para conocer el porcentaje de identidad nucleotidica (PIN) respecto de
secuencias nucleotidicas disponibles en la base de datos Genbank.

RESULTADOS

1.- Deteccion del gen de la glicoproteina C del VHC en muestras del aislado RP5.

Al visualizar bajo luz UV el gel de agarosa al 2% fue posible observar una banda de DNA de
alrededor de 200 pb en todas las distintas temperaturas de alineamiento, siendo las mas nitidas
en los carriles 4 y 5, correspondientes a las temperaturas de alineamiento de 55 y 56°C

respectivamente, como se observa en la Figura 1.

Carril | Temperatura alineamiento
1 52°C
12 4 7 1
3 56 8 9 10 > £35C
pb

- ) e W e 3 54°C
4 55°C
i 5 56°C
500 6 57°C
7 58°C
g 8 59°C

100
9 60°C
10 MTM

MTM: Marcador de tamafio molecular
(100-1000 pb)

Figura 1.Electroforesis (Agarosa, 2%). PCR en gradiente de temperaturas (52°C —60°C).
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2.- Determinacion de la identidad nucleotidica del fragmento visualizado en el carril 4:
Los amplicones obtenidos fueron enviados a la empresa Genytec, para realizar su

secuenciacion. Las secuencias obtenidas se muestran en el anexo 5.

Mediante el programa ClustalW (ver Anexo 6) se obtuvo la siguiente secuencia consenso:

>MDVV
ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGAACCTGTTACCTATAA
TGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATG
AAAATGAAAGTAAATCGATGTTCATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT

Al ingresar la secuencia MDVV al programa BLAST ®, se obtuvo un PIN de 95% respecto de
las Unicas dos secuencias de todas las presentes en la base de datos del Genbank que
presentaron similitud con la secuencia MDVV, ambas secuencias corresponden al gen gC del
CaHV1.

Discusion.

Existen varios métodos de acercamiento al diagnoéstico de infeccion por CaHV1-1,
destacandose tanto el examen clinico en animales vivos como también la necropsia y estudios
histopatol6gicos en animales muertos. Sin embargo, estos métodos no son definitivos, pues
solo sugieren la presencia del virus. Asi, el diagnostico definitivo sigue siendo el aislamiento
viral, el cual tarda alrededor de un mes.

Si se comparan estos métodos diagndsticos con un protocolo de PCR resulta evidente que este
ultimo, presenta ventajas considerables: mayor especificidad, debido a que detecta la presencia
de un fragmento de DNA especifico perteneciente a un gen determinado del patégeno en
cuestion, mayor sensibilidad, ya que en cada ciclo se genera un aumento exponencial del
producto a detectar y por ultimo, la obtencion mas rapida de resultados (Erles et al., 2004;
Ronsse et al., 2005; Dumon y Mimouni, 2005; Carter et al., 2006; Mullis y Faloona, 1987).

En este contexto, actualmente en FAVET se han implementado 2 métodos que involucran la
técnica del PCR convencional para el diagnéstico del CaHV1: la deteccion del gen UL37
(Fuentes, 2010) y la del gen gB (Carrasco, 2010). Paralelamente, esta en desarrollo una cuarta
memoria de titulo que detectd el gen de la timidina quinasa (TK) mediante la utilizacion de un
PCR anidado (Jara, 2013, datos aun no publicados). Estos métodos, en conjunto al aqui
presentado -que involucré el disefio de partidores in silico, la determinacion de la temperatura

de alineamiento y la visualizacion de un fragmento de DNA de alrededor de 200 pb- se orientan



en la busqueda de un método definitivo de diagnéstico molecular del CaHV1 de utilidad en la
Medicina de Pequefios Animales.

A la vista de los resultados obtenidos, se puede establecer que el disefio de los partidores in
silico (PMV1y PMV2) resultd ser una estrategia exitosa, en conjunto con la determinacion de la
temperatura de alineamiento de 55°C utilizando el termociclador de gradiente de temperaturas.
Lo anterior confirmado por la visualizacién nitida de un Unico fragmento de DNA de alrededor
de 200 pb en el gel de agarosa al 2%.

Adicionalmente, el uso del programa on line BLAST®, permitié corroborar —a través de un alto
valor de PIN- que el fragmento de DNA de 200 pb obtenido es constitutivo del gen gC de
CaHV1 (anexos 7 y 8), un gen conservado codifica para la glicoproteina C del CaHV1,
reconocida por su capacidad de estimular la respuesta inmune celular en el hospedero, siendo
importante en la activacion de la respuesta celular, mediada por linfocitos T (Arsenakis et al.,
1986; Rosenthal et al., 1987 Mikloska y Cunningham, 1998).

Sin embargo, si bien el método implementado permitié la deteccién molecular del CaHV1 y
complementa el estudio molecular del aislado RP5 nativo, aun no es posible determinar cual de
los protocolos de PCR mencionados seria el de eleccion para el diagnostico definitivo, al no
disponer aun de la informacién relativa a la deteccién del gen de la timidin quinasa de CaHV1.
Al disponer finalmente de una deteccion temprana del CaHV1 mediante PCR, se implementaria
el diagnéstico de una infeccion que se orienta a dar solucién a un problema actual de dos
vertientes: una relacionada con el bienestar animal o de tipo afectivo y la otra de caracter
economico. En el primer caso, se podria evitar la alta mortalidad observada en los cachorros
menores de cuatro semanas, como también -mediante un diagndéstico oportuno- evitar la cruza
de los animales infectados. Con respecto al segundo aspecto, es evidente que un animal
infectado en un criadero se traduce en cuantiosas pérdidas a futuro, por concepto de abortos y
muertes neonatales. Aun mas, como los individuos infectados quedan como portadores de por
vida, los reproductores afectados deben ser retirados definitivamente del criadero.

En conclusién, el protocolo de PCR utilizando como blanco de deteccion el gen de la
glicoproteina C puede ser utilizado como método diagnostico del CaHV1. Sin embargo, para
definir el método molecular Optimo, se recomienda realizar a corto plazo, un estudio
comparando la sensibilidad del PCR para cada uno de los genes del CaHV1 detectados.
Adicionalmente, este estudio aportd a la caracterizacion genémica del aislado nacional RP5 al

detectar el gen de gC del virus herpes canino en su genoma.
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Anexo 1: Secuencia del gen gC (Reubel et al., 2002).1380 pb

ATGAGTTTTAAAAATTTTTATCTAATATATGTAATTATAATTTTTATAAACTCGATAATAACTTCAGCATC
TACATCCAAACCTTCAACACCTACCATAATTCCAACTTCAGCAAATGAATCACCTGCTTCCATAGATACAA
CTATAACAAAACCTATATCTACAGAGGCAAATAATTTAAAATCAGTAAGTACCTCAATTAAACCACCTAAA
AACTTAAAAAAAAAATTACTTAAATCTAAATGTAGAGATAATGTTATTTATAGGCCATATTTTAGTCAATT
AGAAATTAACTGTACTATAACTAAAAAGCAAAATTTAAGTAATCCTTTAATTGAGTTATGGTTTAAAGAAC
TTTCTACATATAATAAAACCAATGAAAATGTTGAAAGTTTAAAAACAGATATATCAAAAAATATTTTATTA
TTTTCGACAAAAAATAATAGTGATAACTTTTATAATGATTTTTTATTAGGTATACAAAATCAACCAGTAAA
TTATAAACTTTACGGTTCCCAATTTTATGATAATGGAAACATATTACTAAATATAAAGTCGGTTGACTTTA
AAACCTCTGGAATATATACTTGGAAAGTATATAATTCAAATAATGAAAGTATTTTTGAAACTTTTAAAATT
CAAGTATATGCATATCATTCCCCAAATGTAAACTTAAAATCAAACCCAAGTTTATATAATGAAAACTACAG
CGCTATTTGTACAATAGCAAATTACTTTCCATTGGAATCTACGGAAATATTTTGGTTTAACGATGGACAAC
CTATTGATAAAAAATATATAGATGAAACTTATAGTGTATGGATTGACGGTCTTATAACACGCACTTCAATA
TTATCCCTTCCCTTTTCCGAAGCCATGGAAAGCCCCCCCAATTTGCGATGTAATGTTGAATGGTATAAAAA
TTCAAAGGCCTCAAAAAAATTTTCAAATACCGTTATTCCAAAAGTTTACTATAAACCTTTTATATCTATAA
AATTTGATAATGGTTTAGCTATTTGTGATGCTAAATGTGTTTCCCGTGAAAATAATAAATTACAATGGTTA
GTTAAAGATATACCTATAAATGGTGATGATATTATAAGCGGCCCCTGTTTAAACCACCCTGGTTTGGTCAA
TATTCAAAATAAAATAGATATATCGGATTATGATGAACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATC
CAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGTGTTTGATGCATCGGATGAAAATGTTAGTAAATCGATG
TTAATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTATAGTATTGATTTTTATAACAGCTTTATG
TTTTTATTGTTCAAAAAATAATAAGATCTAA

Anexo 2: Zona de unién de partidores. Programa on line, OligoPerfect™ Designer by life
technologies).

Target Sequence:

1 gl 20 30 40 30 1] 0 &0 an

1 ATGRATTTTRARRATTTTTRTC TRATHTR TG ThATTRTRATTTT TR TRARC TC AR TRATRRC TTCRE AT TRCATC CARACC TTCARCACC TROCATRA
101 TTCCAACTTCAGCRARTERATCACC THCTTC A TRERTRCAR TR TRACARARCC TR T TC TRCAERA GCRAATRATT THARA TCRFTRA R TACC TRART
201  TRARCCACC TRARAAC TTRARAARARFAATTAC TTRART TRARTE TRAAGH TRATE TTH TTTR TR0 CATRTTTTRE TCAR TTRERAA TTRAC TRTACT
301  ATRACTRARARGCRARATTTRARE TRATCCTTIRATTERA TR TEE TTTRARRARC TTTE TRCATHTRATRARACCRATERARA TG TTEARAG TTTRARRR
401  CRGATRTRTCARRRARTATTT AT TR TTT 0 GACARRARRATRATRG TRATRACTTT TR TRATRATTTT T TR T TRGE TR TRCARARTCARC CAG TRARTTR
S0L  TRARCTTTRCAGTTCCCRATTT TR TEATRA TR GRARCH TR TR TRARTH TRARG TCE 3 TTRAC TTTRARRC . TC TREAR TR TR TR TTE GARRE TRTRT
BOL  ARTTCARATRATERARG TRTTTTTRARRCTT T TRARRTTCAR A TH TR TRCA TRTCA TR COCARATE TRARE TTHARA TCARACCOARG TTTH TR TRATS
W1  ARRRCTRCAECGCTRTTTE TRCARTRGCARR TTRC TTTC CATTRGRATE TR RARA TR TTTTAG TTTRACEATRRACARC . TRTTRA TRAARAATRTRT
G0L  AGATRARACTTHTRA TS TRTEGATTEACEE TC TTR TRACACG CACTTCAR TR TTRTC O 0 TICC O TTTTCCRRAGCCA TR GARRGCOCCCC AR TTTRCGR
401  TETRATETTRARTEE THIRARRATTCARREGCC TEARRRRARTTTICARRA TROCE TTRTTCCARARETT TR TR TRARCC TTT IR TRTC TRTARRATT TS
1001 ATRATEETTTRGC TR TTTE TRATEC TRAATE TG TTTCCC A TRARRRTHA TRARTTRC AR TEE TTRE TTRAREATHTRCC THTRARTEE TRRTEATRTTRT
1101 ARGCEECCCCTETTTRARCCACCE TG TTTEE TCAR TR TTCARRR TRARR TRAR TR TR TCGEATTRTRATRRACS TE TTRCC TR TRARTE TTCARTTATT
1201 GETTRTCCAATRRTTTTICN CARC TTT IR TR TRARRAGE TS TTTEA THCATC AR TRARRA T TTRA TRARTC GATE TIRATARE TR TTROCACAR TR
1501 TTGGTEGRRCCATTT e TR TR TRTTRATTTT R TRACAGC TT R TR TTTT A TTE TTCRARARA THATRAGHTC TRA
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Anexo 3: Secuencias y Tm de partidores y tamafo del amplicon generado. Programa on
line, OligoPerfect™ Designer by life technologies).

Rank: 1 | ProductLength: 202 | Product Region: 1119-1320
Primer Name Strand Size [bases)

r 1R 40.00 REV 20 60.34

5" Addition Primer Sequence

=1 =1

= = AACAAAAATGEGCTCCACCAA

Anexo 4. Contenido del kit “2X PCR Master Mix” (Fermentas®).

Compuesto Cantidad

DNA Taq Polimerasa (recombinante) 0,05 U/uL

Tampon de reaccion

MgCl, 4 mM
Dexosinucledtido tri-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 0,4 mM de cada uno

Anexo 5. Secuencias obtenidas de los amplicones enviados a Genytec.

>MV1
TTCATCCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATATTATAGATATTTCCCATTATCATGAACCTGTTAGCTA
TATATGTAGAATTATTGGTTATGCAATAAATTTTCCCAACTTATATGATGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGA
TGAAAATGTAAGTAAATCCATGTTCAAAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGT

>MV2
TCTAACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAAAAATATACATATTTCCGATTATCATGAACCTGTTACCTAT
AAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGAT
GAAAAAGAAAGTTTATCGATGTTCATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT

>MV3
ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATTGATATTTCCGATTATCATGAACCTGTTACCTATAAAT
GTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGAGTTTGATGCATCGGATGAAT
ATGAAAGTAAATCGATGATCATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTACCGTTTAA
>MV4
ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGAACCTGTTACCTATAAAT
GTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAA
AAGAAAGTTAATCGATGTTCATAAGTTTTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTACCCTTTA
>MV5
TCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATTTTAATATAGATATTAGCGATTATCATGAACCTGTTACCTATAAAT
GTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGARAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAA
ATGAAACAAAATCGATGTTCATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTTTTCACG

>MV6
AACCTCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGAACCTGTTACCTAT
AAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGATGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGAT
GAAAATGAAAGTAAATCCATGTTCATAAGTATTACCACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT
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Anexo 6. Alineamiento mediante Clustal W de las secuencias entregadas por GenyTec

MvsS5 === TCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATTTTAATATAGATATTAGCGATTATCATGA 55
MV6 —AACCTCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGA 59
MV3 === ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATTGATATTTCCGATTATCATGA 55
Mv4 === ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGA 55
MV2 -TCTAACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAAAAATATACATATTTCCGATTATCATGA 59
MV1 TTCATCCCACCCTGGTTTGGTCAATATTCATAATATTATAGATATTTCCCATTATCATGA 60
% % % % K Kk Kk Kk Kk ok Kk kkkkk ok ok k ok ok ok kkok * kk%k % %k %k k% * Kk ok ok ok ok kk ok ok
MV5 ACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGA 115
MV6 ACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGA 119
MV 3 ACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGA 115
MV4 ACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGA 115
MV2 ACCTGTTACCTATAAATGTTCAATTATTGGTTATCCAATAATTTTTCCCAACTTTTATGA 119
MV1 ACCTGTTAGCTATATATGTAGAATTATTGGTTATGCAATAAATTTTCCCAACTTATATGA 120
khkhkhkhkhkhkk hhkhkhkk dhkkk khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk dhhkhkhkhkk dhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdk dhkhkhkk
MV5 TGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAAATGAAACAAAATCGATGTTCATAAGTATTAC 175
MV6 TGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAAATGAAAGTAAATCCATGTTCATAAGTATTAC 179
MV3 TGAAAAGGAGTTTGATGCATCGGATGAATATGAAAGTAAATCGATGATCATAAGTATTAC 175
MV4 TGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAAAAGAAAGTTAATCGATGTTCATAAGTTTTAC 175
MV2 TGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAAAAGAAAGTTTATCGATGTTCATAAGTATTAC 179
MV1 TGAAAAGGAGTTTGATCCATCGGATGAAAATGTAAGTAAATCCATGTTCAAAAGTATTAC 180
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk dhhkhkhkhkhkhkhkhkhkdx * % %% khkk hhkk hhkk hhkkk hhkkk
MV5 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTTTTCACG-- 210
MV 6 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT-———-———- 207
MV3 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTACCGTTTAA 212
MV4 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTTACCCTTTA- 211
MV2 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT————————— 207
MV1 CACAATAATTGGTGGAGCCATTTTTGTT—-—===———— 208
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkk
Anexo 7: Resultado del ingreso de secuencia MDVV al programa BLAST ®
B Graphic Summary
Distribution of 2 Blast Hits on the CQluery Sequence &)
Color key for alignment scores
<40 4050
Querym
1 40 =0 120 160 200
S Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0
It Alignments <

Max  Total Query E hax

Description .
score score | cover | value | ident

Accession

I cCanine herpesvirus glycoprotein & (g C) gene, complete cds 313 313 100%% 4e-82 95% AF361074.1

I cCanine herpesvirus DRA for ORF 1 (HSY1 UL44, EHY1 ORF 15 homolog) ORFZ (EHY1 ORF 16 he 313 313 100% 4e-82 95% XO0446.1
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Anexo 8: Alineamiento de secuencia MDVV y secuencias oficiales del Genbank®

Canine herpesvirus ghycopratein C (gC) gene, complete cds
Sequence ID: ghlAFFE1074.1| Length: 1380 Humber of Matches: 1

Range 1: 1112 to 1220 SerBank Graphics

Score Expect Identiies Gaps Strand
213 hits{169] 4e-82 192/203(95%) 1/203(0%) Plus/Plus
Query 1 ACCACCCTGETTTGETCALTATICATAATALTATAGATATTTCCGATTATCATGALCCTE &0

FEErerrerererrer e rrrer reere ceerrerr e rrerrr rrerernr
Fbjeot 1118 ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCAAAATAALATAGATATATCGRATTATGATGALCCTE 1177

Query &1 TTACCTAT-AATGTTCALTTATTGGTTATCCARTAATTTTTCCCARCTTTTATCGAT AR 115

FETEEEEE Frrr et e e e et e et e e e et e e e et e e e ey
Fhict 1178 TTACCTATAaaTGTTCALTTATTGGT TATCCAATAATTTTTCCCARCTTTTATCAT AL 1237

Query 120  AGGAGTITGATCCATCGGATGAAMATGAAAGTARLTCGATCGTTCATAAGTATTACCACAL 179

FEEreerer trerer e et rerer et e
Fbjeot 1238 AGGTGTTTGATGCATCGGATGAAAATGTTAGTAAATCGATGTTAATAAGTATTACCACAL 12597

Query 180  TRATTGGTGGAGCCATTTITIGTT 202

RN RRARR RN
Fbjeot 1298 TAATTGGTGGAGCCATTTTIGTT 1320

BDownload ~ GenBank Graphics

Canine herpesvirus ONA for ORF 1 (HSY1 UL44, EHY1 ORF 15 homalog)
Sequence ID: emb290445.1] Length: 2260 Humber of Matches: 1

Range 1: 1191 to 1393 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
213 hits{169] 4e-02 192/203(95%) 1/203(0%) Plus/Plus
Query 1 ACCACCCTGGTTTGETCALTATICATAATAATATAGATATTTCCGATTATCATGALCCTE 60

FEETEEEETerrer e eer e ceerr terrrert te reeeet rerrrrrnd
Fbjet 1191 ACCACCCTGGTTTGGTCAATATTCALAATAALATAGATATATCGRATTATGATGALCCTE 1250

Query &1 TTACCTAT-A8TGTTCALTTATTGGT TATCCARTAGTTTTTCCCARCTTTTATCGAT AR 115

CEPTEEEE PErrr e et e e e e e e et e ey P et e rd
Fhict 1251 TTACCTATAaaTGTTCALTTATTGGT TATCCAATAATTTTTCCCARCTTTTATGAT AL 1310

Query 120  AGGAGTITGATCCATCGGATGAALATAAAGTARLTCGATGTTCATAAGTATTACCACAL 179

FEETEErrre trrrerrr e reerr e er e Perrer e rrrd
Fbjeot 1311 AGGTGTTTGATGCATCGGATGAAAATGTTAGTAAATCGATGTTAATAAGTATTACCACAL 1370

Query 180  TRATTGGTGGAGCCATTTTIGTT 202

FEPTTEEETT el
Fbjeot 1371 TARATTGGTGGAGCCATTTTIGTT 1393
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