PCR Y SECUENCIAMIENTO DE LA GLICOPROTEINA gp53 DEL VIRUS
DE DVB A PARTIR DE SUERO DE UN BOVINO
PERSISTENTEMENTE INFECTADO

RESUMEN

El virus de Diarrea Viral Bovina
(VDVB) fue extraido de suero de un
animal persistentemente infectado,
directamente y después de un pase
en células de turbina bovina. Se hi-
zo transcripcién reversa del RNAvi-
ral y se amplificé usando una
técnica optimizada de PCR. En el
caso de RNA viral extraido directa-
mente de suero fue necesaria una
doble amplificacién usando pri-
mers internos. Se purificéd un pool
de productos de PCR y se clond en
E. coli para producir bandas de
DNA sencillas especfficas del virus
¥ que representaran el gen de la
glicoproteina gp53.

Se hizo secuenciamiento de al
menos tres clones diferentes con-
teniendo inserciones derivadas de
suero ¥ de lisado celular respecti-
vamente.

Se secuencio el gen completo
de gp53 (1100 pb) tanto para suero
como lisado celular, usando para
elio siete primers de iniciacién y sie-
te reversos. Las dos secuencias se
compararon entre si y con una de-
rivada del virus cbtenido del mismo
animal persistentemente infectado
dos anos antes.

Se investigd igualmente la esta-
bilidad antigénica de la gp53 duran-
te el tiempo, usando para ello un
panel de 23 anticuerpos monoclo-
nales especificos.

Mo se detectaron diferencias en
la secuencia de nucledtidos de la
gp53 cuando se obtuvo bien sea
directamente de suero o después
de pasaje en cultivo de células.
Ademads, no se observaron diferen-
cias cuando estas dos secuencias
se compararon con aquella obteni-
da dos afios antes. De manera si-
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milar los dos virus evaluados mos-
traron un patrén de reactividad
idéntico frente al panel de anticuer-
pos monoclonales usados en este
estudio.

INTRODUCCION

Elvirus de DVB es un patégeno
importante del ganado a nivel mun-
dial. Estd estrechamente relacio-
nado con los virus de Enfermedad
de las Fronteras y Cdlera Porcino,
junto con los cuales forma el géne-
ro pestivirus (Paton, et. al., 1992).
Este es un grupo de virus RNA de
polaridad positiva, pequefios (12-
13 Kb), con envoltura (Moening y
Phagemann, 1992; Diderholm y
Dinter, 1966).

Dentro de las proteinas estruc-
turales del virus la primera es p20,
seguida por p14, la cual representa
la proteina de nucleocapside (Thiel,
et. al,, 1991), a continuacién se en-
cuentran las tres glicoproteinas de
pestivirus maduro gp48, gp25 y
gpS3 (Collett, 1992). Las siguientes
proteinas representan la regién que
codifica para las proteinas no estruc-
turales pi25 en células infectadas
con VDOVB NCP y en el caso de
VDVB CP dos productos adicionales
p54 y pB0. Actualmente se conside-
ra que la proteina p80 representa el
lnico polipéptido marcador de
VDVB CP (Meyers, et. al., 1991; Do-
nis y Dubovi, 1987, Pocock, et. al.,
1987). Siguiendo p125 se encuentra
una regidn que codifica para un po-
lipéptido de 42 KDa y la regién que
codifica para |la proteina no estructu-
ral final de los pestivirus p133 (Co-
llett, et. al., 1991).

Las tres glicoproteinas maduras
gp48, gp25 y gp53 probablemente
representan glicoproteinas de envol-
tura viral y como tal posiblemente

estdn involucradas en la adsorcién
del virus a las células, en tropismo
celulary enimporantes reacciones
inmunoldgicas del huésped al virus
(Collett, et. al., 1988, Boulanger, et.
al., 1991; Weiland, et. al., 1990).

Desde el punto de vista patoge-
nicidad, el VDVB es considerado
como un patdgeno importante de
ganado bovino conunimpacto eco-
ndémico a nivel mundial. En condi-
ciones naturales infecta bovinos
(Roeder y Drew, 1984; Brownlie, et.
al., 1984; Pocock, et. al., 1987; Bo-
lin, 1991), porcinos (Terpstra y
Wensvoort, 1988), ovinos (Barlow,
1990), caprinos (Baker, 1987) y
muchos rumiantes salvajes (Nettle-
ton, et. al., 1980). Los sindromes
clinicos producidos cubren un am-
plio rango, desde infecciones ina-
parentes o sintomas medios hasta
Enfermedad de las Mucosas, con
desenlace fatal (Moening y Plage-
mann, 1992).

En suero de terneros virémicos
persistentemente infectados el vi-
rus es facilmente detectable, con ti-
tulos promedio de 10° a 10°
TCDI50%/m| (Bielefedt Ohmann,
1988).

En cuanto al diagndstico de la-
boratorio de la infeccidén por pesti-
virus, éste se basa en la deteccion
del virus o componentes virales y/o
la demostracion de una respuesta
serologica al virus, para lo cual es
necesario contar con células sus-
ceptibles, cultivadas en medio sin
ninguna actividad anti-pestivirus.

Existe una gran necesidad por
métodos sensibles y rdpidos para
detectar VDVB en diferentes mues-
tras. Las técnicas usadas corrien-
temente para detectar y/o aislar
VDVB, tanto en cultivo celular con-
taminado asi como en muestras cli-

nicas obtenidas de animales per-
sistentemente infectados con in-
feccién aguda (aislamiento de
virus, inmunochistoquimica) son po-
co sensibles o requieren largo tiem-
po por lo cual no proveen
resultados diagnésticos rdpidos o
son inapropiadas para evaluacion
a gran escala (Fernelius, 1964,
Rossi y Kiessel, 1971).

El PCR es un método in vitro
para la amplificacién enzimética de
una secuencia especifica de DNA
dirigida por primers (Saiki, et. al.,
1985). Se usan ciclos repetitivos de
desnaturalizacion, acople y exten-
sién, para generar copias mltiples
del DNA especlfico. La técnica es
capaz de sintetizar mds de un mi-
llén de copias de una secuencia
blanco de DNA en unas pocas ho-
ras y ha sido usada para deteccién
tanto de DNA como RNA viral
(Byrne, et. al., 1988; Gama, et. al,,
1988, Kwok, et. al., 1987). Cuando
se parte de RNA viral se requiere
un paso previo de transcripcion re-
versa para generar DNA (DNA
complementario) antes de la ampli-
ficacién por PCR.

La aplicacién de PCR (Reac-
cién de Polimerasa en Cadena) es
Util en el diagnéstico de pestivirus
(Beldk y Ballagi-Porddny, 1991;
Brock, 1991), permitiendo la detec-
cién y amplificacién de dcido nu-
cleico viral a partir de muestras
tales como suero y semen, con la
gran ventaja de obviar el uso da
cultivos celulares.

Otro uso promisorio del PCR
seria en el andlisis de muestras de
leche para la deteccién del VDVB.
Esto brindaria un método rdpido y
muy efectivo para evaluar infeccién
por VDVE a nivel de hato (Brock y
Radwan, 1992).
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MATERIALES Y METODOS

El virus de DVB utilizado en es-
te estudio fue aislado originalmen-
te de un ternero persistentemente
infectado en una finca en Inglate-
rra, donde tanto los cerdos como
los bovinos estaban infectados.

El virus aislado del ternero fue
pasado seis veces en cultivo de cé-
lulas de testiculo. Una gran parte
del gen de la glicoproteina gp53 de
dicho virus fue secuenciado (Pa-
ton, 1992). Esta secuencia (FCI)
fue usada como base para compa-
rar los resultados de éste experi-
mento, en el cual el virus aislado a
partir del mismo animal fue se-
cuenciado nuevamente después
de transcurridos dos afos.

El RNA viral fue extraido a partir
de muestras de suero y lisado ce-
lular de virus cultivado en células
de comete bovino libres del VDVB.
Se hizo transcripcidn reversa para
obtener el cDNA y se amplificé
usando la técnica de PCR. Des-
pues de un PCR sencillo o doble
con primers internos, el DNA ampli-
ficado se usé para el clonaje y se-
cuenciamiento de DNA especffico.

El RNA viral fue extraido de tres
muestras de suero del animal per-
sistentemente infectado, usando
una mezcla de isotiocianato de
guanidinium y fenol-cloroformo-al-
cohol isoamllico y precipitando el
RNA extraido con volumenes igua-
les de isopropanol. Se emplearon
dos métodos, uno el recomenda-
do por Brock (1991), con dos mo-
dificacionas y otro el recomen-
dado por Alansari (1993), el cual
implica un paso previo de concen-
tracién viral por uitracentrifugacién
a 150.000 g por dos horas a 4°C.

Como control negativo se usé
un suero de cabra, el cual se some-
tié simulténeamente al mismo pro-
cedimiento que las muestras
problema, esto con el fin de verifi-
car la ausencia de contaminacion
cruzada entre muestras.

En el caso del lisado celular, el
RNA fue preparado a partir de cé-
lulas de cornete bovino usando ex-
traccién con fenol, siguiendo el
método desarrollado por Stallup y
Washington en 1983 y descrito por
Sambrock, et. al., 1989.

Partiendo de un frasco de culti-
vo celular las células fueron abier-
tas 1:2, uno de los cultivos
resultantes fue infectado con 1 ml
de suero proveniente del animal
persisten-temente infectado y el

TABLA1
PRIMERS Y CONDICIONES OPTIMAS PARA EL PCR
PAR DE PRIMERS SECUENCIA CONDICIONES
DE AMPLIFICACION
PEST 1 CCT GAT AGG GTG Denat. 852C (1 m)
CTG CAG AG Ext. 60°C (1 m)
PEST 2* TCAACT CCATGT 30 ciclos
GCC ATG TAC
QF TTT GTC GAC AGA Denat. 95%C (45 s)
GAT TTAACACGC Acople 50°C (1 m)
ATTTGG Ext. 722C (2 m)
Z511* TTT GAATTC GAA 25 Ciclos
ATATGT CAC CAC Ext. adicional
TTCA 725C (5 m)
co12 TTT GTC GAC TGA Denat. 95°C (45 s)
TAA CAG GGG TAC Acople 602C (1 m)
AAG G Ext. 722C (2 m)
E701* TITGCATCCTGT 25 Ciclos
CGT GTG TTAGCAAGT TG Ext. adional.
72°C (5m)
* Primers reversos.

otro sirvié como control negativo.
De la misma forma fueron prepara-
dos los controles positivo y negati-
vo usados en la estandarizacién
del PCR.

Transcripcién reversa (RT):
La primera banda de cDNAfue sin-
tetizada con la enzima transcripta-
sa reversa, La mezcla de reaccién
en un volumen de 20 ul, (conte-
niendo 2.5 ul del RNA extraido, 2 ul
de buffer PCR 10X, 2 ul dNTPs, 2
ul MgClz, 10 ul dHz0, 0.5 ul RNAsin,
0.5 ul transcriptasa reversa y 0.5 ul
del primer reverso) se puso a reac-
cionar en un termobloque (Biome-
tra TRIO-Thermoblock), bajo las
siguientes condiciones: 37°C (30
min.), seguido por 95°C (5 min.) y
finalmente 4°C (infinito).

Reaccién de polimerasa en
cadena (PCR): La segunda banda
de cDNA se preparé enun volumen
de reaccién de 100 ul usando todo
el producto de la sintesis de |a pri-
mera banda, 8 ul de buffer PCR
10X, 1 ul de Triton X-100, 70 ul de
agua destilada y 0.5 ul de el primer
de iniciacién, Las mezclas fueron
cubiertas con 2 gotas de aceite mi-
neral para prevenir evaporacion y
se precalentaron a 70°C antes de
adicionar 0.5 ul de la enzima Taq
polimerasa. La amplificacién se lle-
v a cabo en un termobloque si-
guiendo un patrén de ciclos de
acuerdo con el par de primers y las
condiciones Gptimas previamente
establecidas (Tabla 1).
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Se usaron como controles ne-
gativos RNA extraido de suero de
cabra y uno adicional de agua des-
tilada.

En el caso de RNAVviral extraido
a partir de muestras de suero se
empled doble amplificacién usan-
do un par de primers internos. El
producte amplificado producido
con el par de primers externos (Qf-
Z511) se usd como blanco para un
segundo PCR con el par de primers
internos (C912-E701).

La presencia de productos del
PCR se detecté mediante electro-
foresis en gel. Se adiciond bromuro
de etidio con el fin de visualizar las
bandas al observarlas bajo luz ul-
travioleta.

La presencia de RNA de VDVB
se confirmd inicialmente por ampli-
ficacién de un fragmento de 72-74
bp, usando los primers Pesti-
Pest2, Este es un fragmento pesti-
virus especifico (Wirz, et al., 1993)
(Figura 1).

TABLA 2
TITULOS DE VIRUS EN MUESTRAS DE SUERO DEL ANIMAL PI
1D. FECHA TITULO
RECOLECCION

116962 10/ 1/81 ND
6246 16/ 4/91 10*%/50ul
6266 15/ 5591 10%25/50ul
6428 4/12/92 10275/50ul
6432 2/ 2/93 10275/50ul
6438 16/ 4/93 10%8/50ul
6461 22/ 6/93 10%8/50ul

1.D.: Nimero de identificacion.
ND: No determinado.

59



COMPARACION DE REACTIVIDAD ﬁNﬂGENICIAAB:j: :MIEL DE 23 ANTICUERPOS MONOCLONALES
DIL. VIRUS 10° 10 10°
Dil-mAb. ¥ W HF No.
115-1/160 + o+ + o+ + o+ - = 1
162-1/160 ++ o+ ++ o+ 4+ 4+ ++  ++ 2
163-1/640 ++ ++ o+ 4 # 3
165-1/320 - = = - e i 4
215-1/320 ++ o+ ++ ++ ++ o+ + - 5
158-1/80 - - - - = = s 6
170-1/80 - = - - = S 7
214-1/80 4 =+ o Wi 8
438-1/160 - - - - o v s 9
460-1/160 - - - = — = - - 10
546-1/160 - = - = - - - - 11
381-1/160 =i = - = - - - = 12
384-1/160 -+ -+ -+ 4+ 13
CA1-1/16 + o+ + o+ + o+ +H- 4= 14
CA34-1/16 ++ 4+ =+ ++ 4+ PO 15
CA36-1/16 =+ 4+ ++ 4 4+ A+ o+ 16
CA39-1/16 + o+ + o+ + o+ + - 18
CA78-1/18 - - - - —_ - - 19
CAB0-1/8 - = - = - - - - 20
CAB2-1/32 + o+ + o+ +  (+) P 21
C12-1/8 - = - = - - - - 22
C42-1/20 -y = - i = o - = 23
CT6-1/40 + o+ + o+ + o+ (+) +) 24
I: Aislamiento inicial del virus (116962)
F: Aislamiento final del cirus (2 anos después) (6438)
++: Fuertemente positivo +: Positivo —: Negativo

(+): Menos del 50% de las células infectadas en el pozo

El PCR simple fue optimizado
modificando condiciones con ba-
se en un programa de ciclos
preestablecido. Se usaron dife-
rentes condiciones de temperatu-
ra de acople, tiempo de extensién
y numero de ciclos.

Para la optimizaciéon de las
condiciones buffer de el PCR do-
ble se usé un kit comercial (PCR
Optimizer™).

Clonaje: Partiendo del produc-
to de diez réplicas de PCR (a partir
de suero y lisado celular respecti-
vamente) se corrid electroforesis
del "pool” de reaccién en gel de ba-
jo punto de licuefaccién y se extrajo
el cONA con una matriz de silica
(Prepagene™), se corté usando
enzimas de restriccion apropiadas
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(BamHlI, Sall) y se ligé en vector
digerido de manera similar y trata-
do con fosfatasa alcalina de ternero
(pBluescriptTM Il KS+/-, Stratage-
ne™) de acuerdo a las instruccio-
nes del proveedor. La cepa de E.
coli XL1-Blue (Stratagene'™) se
transformé con este vector usando
el método de CaClz (Sambrock y
Col., 1989) y las bacterias transfor-
madas fueron seleccionadas por
crecimiento en medio sélido LB su-
plementado con 50 ug/ml de ampi-
cilina, 12.5 ug/ml de tetraciclina, 80
ug/ml X-Gal y 20 mM IPTG.

Las colonias conteniendo in-
sertos se seleccionaron por color,
la estrategia de clonaje se repre-
senta esquematicamente en la Fi-
gura 2. Las colonias de E. coli
XL-Blue ampicilina resistentes

congen Lac-Z alterado (color blan-
co), indicando transformacién
probable con plasmidos recombi-
nantesfueronclonadas.

Brevemente, el procedimiento
fue el siguiente, las colonias blan-
cas individuales se tomaron y se
inocularon en medio 2XYT el cual
contenia 0.5 ul de ampicilina (100
mg/ml) ¥ 1 ul de fago VCSM13,
posteriormente se adicioné Kana-
micina. Después de un periodo de
incubacion apropiado las bacterias
fueron removidas por centrifuga-
cién y el fago-ssDNA se exirajo del
sobrenadante clarificado. La pre-
sencia de inserto se verificd por
electroforesis en gel, comparando
la migracién con aquella del fago
sin inserto (Paton, 1982).

Secuenciamiento: La banda
simple de DNA fue secuenciada
usando %S ATP (Amersham, UK),
la enzima Sequenasa y primers oli-
gonucledtidos derivados de datos
de secuencia de Bluescript o del
VDVB. El método empleado fue el
de terminacidén dideoxi de acuerdo
al protocolo Sequsnassm (Paton,
1992),

Las mezclas de acoplamiento
incluyeron 3-5 ul de ssDNA, 2 ul
butter de reacciony 1 ul del primer,
se llevaron a 10 ul de volumen final
con agua destilada.

Alos 10 ul de mezcla de acopla-
miento se adicionaron 1 ul DTT
0.1M, 2 ul de mezcla de marcacion
diluida apropiadamente, 0.5 ul **s
y 2 ul de Polimerasa Sequenase di-
luida.

Para preparar las reacciones de
terminacién se precalentaron a
37°C cuatro tubos que contenlan
2.5ulde A, G, Ty Crespectivamen-
te y a cada uno de estos se adicio-
naron 3.5 ul de la reaccién de
marcacién; las reacciones fueron
detenidas usando la solucién co-
rrespondiente.

Las muestras se precalentaron
a 75°C por dos minutos inmediata-
mente antes de sembrarlas en el
gel de secuenciamiento.

Las reacciones de secuencia-
miento se separaron en sus com-
ponentes oligonucledtidos usando
el sistema de secuenciamiento Se-
quagel“", Después de corrida la
electroforesis los geles fueron fija-
dos, secados al vacio, se hizo au-
toradiografia de los mismos y se
leyd usando el digitador DNA-Star
seqg-easy. Las secuencias fueron
procesadas usando el programa
DNAstar (DNAstar Ltd., London).

Ademds del secuenciamiento,
cinco muestras diferentes de suero
del animal persistentemente infec-
tado se titularon en células de cor-
nete bovino.

Asi mismo, se usé un panel de
23 anticuerpos monocionales diri-
gidos contra la glicoproteina gp53
del VDVB para comparar la reacti-
vidad antigénica de los dos virus
aislados a partir del mismo animal
persistentemente infectado con un
intervalo de dos afnos. Estos anti-
cuerpos muestran considerable
discriminacién en el reconocimien-
to de diferentes aislamientos de
VDVB.
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FIGURA 1. Fragmento producido por PCR usando el par de pri-
mers PEST1-PEST2 (ultracentrifugation)

A partir de suero 116962

RNA control positivo
Agua destilada

A partir de suero 6246
RNA Control positivo
Agua destilada
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se titularon seis muestras de
suero del animal persistentemente
infectado (Tabla 2).

Utilizando las condiciones ép-
timas de PCR se amplifico un frag-
mento de cODNA de 1100 bp tanto
a partir de suero como de lisado
celular infectados con virus de
DVB. Este fragmento representa
el gen completo de gp53 de VDVB
(Figura 3).

Para amplificacién a partir de
suero fue necesario usar un par de
primers internos (C912-E701),
ademas del par Qf-Z511. En el ca-
so de lisado celular solo se necesi-
té un ciclo de amplificacién usando
los primers C812-E701.

El cDNA amplificado fue extrai-
do de un gel de bajo punto de licue-
faccién, ligado en plasmido
Bluescript y usado para transfor-
mar E, coli de la cepa XL-Blue. Se
seleccionaron colonias blancas
conteniendo el plasmido recombi-
nante y se cultivaron en presencia
del fago ayudador VCSM13 para
obtener ssDNA. La comparacion
electroforética de este DNA con el
tipo silvestre VCSM13 reveld la
presencia de una insercion gp-53
especifica.

Al menos tres clones diferentes
de ssDNA se obtuvieron y secuen-
ciaron para suero y lisado celular.

Control negativo de RNA para 116962

El gen completo de gp53 de
mas o menos 1100bp fue secuen-
ciado usando siete primers de ini-
ciacion y siete reversos {Figura 4).

Mo se detectaron diferencias en
la secuencia de nucledtidos de
gp53 del VDVB al comparar los
productos del PCR obtenidos di-
rectamente de una muestra de
suero con aquellos producidos
des- pués de un pasaje del mismo
virus en células de turbina bovina.

La secuencia de nucleotidos
para gpS3 obtenida en éste experi-
mento fue iguaimente la misma que
aquella producida por Paton en
1982 de una muestra pasada varias
veces en cultivo celular, tomada dos
anos antes del mismo animal per-
sistentemente infectado.

El patrén de reaccion de anti-
cuerpos monoclonales paralos ais-
lamientos temprano (11692) y final
(6438) del virus del suero persis-
tentemente infectado se encontré
que era idéntico para el panel de 23
anticuerpos monoclonales gpS3
especificos usados en este estudio
(Tabla 3).

El PCR ha demostrado ser una
valiosa técnica para la deteccién y
estudio de un amplio range de vi-
rus, incluyendo el VDVB. Sus venta-
jas incluyen extrema sensibilidad y
un rango casi ilimitado de diferentes
especificidad y velocidad de realiza-
cién. Adicionalmente, el producto
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del PCR se puede usar para anali-
sis genético.

Dentro de las ventajas en el uso
del PCR, ademas de la naturaleza
de la técnica esta el hecho de que
se evita el uso de cultivo de tejidos
en el diagndstico de DVB, lo cual
es de granimportancia debido a las
dificultades involucradas en el
mantenimiento de cultivos celula-
res libres de VDVB, sumado al
tiempo y altos costos requeridos
para deteccion del virus. Asi mismo
variantes NCP del VDVB pueden
requerir dos o tres pasajes antes
que se acumulen cantidades de-
tectables del antigeno viral en el
cultivo celular. Ademas brinda la
posibilidad de detectar el virus en
muestras que resultan tdxicas para
los cultivos celulares como es el ca-
so de muestras de semen (Beldk y
Ballagi-Pordany, 1993; Hertig, et.
al., 1991). Por otro lado, los méto-
dos tradicionales de deteccion de-
penden de la presencia de
particulas infectivas de VDVB, en
contraste, el PCR detecta acido nu-
cleico viral ain cuando el virus ha-
ya sido inactivado (Beldk vy
Ballagi-Pardany, 1993). Sumado a

esto estd el hecho de que, como se
produce una amplificacién, se de-
tectan nimeros muy bajos de mo-
léculas de Acido nucleico viral en
las muestras analizadas (Belak y
Ballagi-Pordany, 1993).

Desde el punto de vista investi-
gativo, con el desarrollo de PCR
para VDVB, es posible amplificar
secuencias y comparar fragmentos
de DNA provenientes de cepas de
laboratorio y aislamientos de cam-
po. Ademads, |a comparacidén entre
cepas CPy NCP podria brindar una
base genética para detectar las di-
ferencias entre los dos biotipos del
VDVB aislados (Shroeder y Balas-
su-Chan, 1980).

El principal problema del PCR
es su extrema sensibilidad, la cual
algunas veces ofrece resultados
positivos inespecificos. Ademas, el
riesgo de contaminacién cruzada
es muy alto cuando se emplea un
PCR doble con primers internos,
por lo cual se deben extremar las
medidas de precaucidn durante su
ejecucion.

L1234 5678 9101 42

L —

FIGURA 3. Diez repeticiones independientes de productos de PCR
(Fragmento gp53) Primers: C912-E701.

1 a 10: Repeticiones de PCR. RNA 6438
1" . RNA Control negativo para RNA viral 6438

12 . Control negativo (dH:0)
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FIGURA 2. Estrategia para la produccion de insertos de ssDNA especificos.

Adaptado de Paton, 1992

Debido a que éste es un virus
RNA, uno de los problemas para su
deteccidn, es que el PCR solo am-
plifica DNA y de esta manera el
RNAviral debe ser extraido primero
de la muestra y despues sometido
a transcripcion reversa. El mayor
inconveniente radica en que el
RNA es faciimente destruido por
RNAsas las cuales estan presen-
tes en muchas muestras biolégicas
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y el RNAviral es susceptible al ata-
que por tales enzimas una vez es
removido de su cubierta protectiva.
De esta manera en el caso de
VDVB, aunque pueden estar pre-
sentes grandes cantidades de virus
en un animal persistentemente in-
fectado, el procesamiento y extrac-
cién de RNA genémico de VDVB
intacto continda siendo dificil y este

puede ser un paso limitante en la
prueba de PCR.

En este estudio la secuencia del
gende gp53, para RNAde DVB ais-
lado a partir de suero, fue idéntica
a aquella obtenida por RT-PCR
después de un pasaje en cultivo ce-
luiar, e idéntica a aquella obtenida
por Paton (1992), esto sugiere que
la gp53 no es afectada por gran nu-

mero de pases en un animal per-
sistentemente infectado o por un
numero pequeno de pasajes en
cultivo celular in vitro,

De acuerdo con lo anterior se
podria sugerir, que si la gp53 es es-
table en animales persistentemente
infectados, entonces debe existir otra
fuente de diversidad, debido a que se
sabe que el gen es altamente varia-
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FIGURA 4. Secuencia del GEN de gp53 del VDVB proveniente de suero 6438.

ble entre cepas. Probablemente el
paso de un animal a otro, durante
una infeccién aguda, sea la fuente
de tal diversidad. Bajo estas cir-
cunstancias el sistema inmune ten-
derd a seleccionar mas que a
retener variantes, mientras que la

ALANSARI, H.; BROCK, K.V,, and
POTGIETER, L.N.D., (1993).
Single and double polymerase
chain reaction for detection of
bovine viral diarrhea virus in tis-
sue culture and sera. Journal of

expansion clonal del virus en el
huésped recientemente infectado,
probable-mente permitira el esta-
ble- cimiento de una poblacién ma-
yor nueva, especialmente si la
dosis infectante fue pequenfa. Esto
tiene implicacion significativa en la

epidemiologia del VDVB, sugirien-
do que aunque los animales per-
sistentemente infectados pueden
ser los mayores reservorios del
VDVB, ellos no son el medio por el
cual se generan las nuevas cepas
citopatogénicas.
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