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Determinacion electroforética del genoma
de un virus asociado a encefalitis equina
en el departamento de San Martin

Ana Hurtado Alendes, M.Sc.', Dra. Rosario Méndez Lépez? y Ricardo Fujita, Ph.D.3

RESUMEN

La encefalitis equina es una enfermedad viral que afecta
el sistema nervioso de caballos y otros mamiferos (inclu-
yendo humanos). Desde 1984 se han detectado varios ca-
sos en el departamento de San Martin con sintomatologia
e histopatologia semejantes a los alfavirus (genoma de 1
segmento de RNA), sin embargo los estudios seroldgicos
y caracterizacién de microscopia electrénica sugerfan la
presencia de un orbivirus (genoma de 10 segmentos de
RNA). Hipétesis inesperada por la ausencia de orbivirus
asociados con encefalitis equina en el nuevo continente.
El objetivo principal del proyecto es dilucidar a nivel mo-
lecular e identificar la naturaleza del virus asociado a la
encefalitis equina en el departamento de San Martin. Uti-
lizando las técnicas de electroforesis se determiné con ma-
yor precisién el tipo de virus involucrado. Los anélisis de
ARN de aislamientos virales de animales enfermos y sa-
nos colectados en 1997 de una zona endémica y de ani-
males aparentemente sanos colectados en 2002 de la mis-
ma zona confirmaron que el genoma est4 constituido por
10 segmentos de ARN de cadena doble correspondiente
al género orbivirus de la Familia de los Reoviridae. Estos
datos determinan que el virus aislado en el departamento
de San Martin es un orbivirus y que ademas es el primero
causando encefalitis equina en Sudamérica.

Palabras claves: Encefalitis equina, orbivirus, electrofore-
sis, andlisis de genoma viral.

ABSTRACT

The equine encephalitis is a viral disease that affects ner-
vous system of horses and other mammals (including hu-
mans). From 1984 several cases with symptomatology and
histopathology similar with Alphavirus (1 segment RNA
genome) have been detected in San Martin Department,
nevertheless serology studies and characterization of elec-

tronic microscopy indicated compatibility with an orbivi-
rus (10 segment RNA genome). The molecular characte-
rization using electrophoresis will unequivocally determi-
ne the type of virus. The RNA analysis of viral isolations
from healthy and ill animals collected in 1997 of an ende-
mic zone and animals apparently healthy collected in
2002 from the same zone confirmed that the viral genome
is constituted by 10 segments of RNA corresponding to
orbivirus genus of the Family Reoviridae. These data re-
veal that the virus isolated in the San Martin Department
is an orbivirus, the first one associated to equine encepha-
litis in the South America.

Key words: Equine encephalitis, orbivirus, electrophore-
sis, viral genome analysis.

INTRODUCCION

Se asumia que la encefalitis equina en Sudamérica era
causada sélo por los alfavirus: Eastern encephalomyelitis
virus, Western encephalomyelitis virus y el Venezuelan
encephalomyelitis virus 12.7.3. En el departamento de San
Martin se reportaron casos de encefalitis equina con sin-
tomas e histopatologia de Alfavirus desde el afio 1984,
ocurriendo la epizootia mas severa en 1997, con la muer-
te de alrededor de un centenar de caballos¢. Sorpresiva-
mente, la caracterizacién serolGgica y de microscopia
electrénica de necropsias de animales afectados indican
que este virus no corresponde a los Alfavirus. En estudios
paralelos de serologia cruzada con el orbivirus de la len-
gua azul (BTV) realizados en el laboratorio de Microbio-
logia del Instituto de Investigacién (FMH, USMP) y de
microscopia electrénica en el laboratorio del Servicio Ve-
terinario de la Universidad de lowa, lowa, Estados
Unidos, sugieren que este virus pertenece al género Or-
bivirus; pero de una cepa desconocida¢. Esta ambigiiedad
ha impedido su correcta caracterizacién y en caso de una
futura epidemia, afectard la toma de una decisién rdpida
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y adecuada para su control, con vacunas y estrategias ad-
hoc para evitar su diseminacién. A nivel molecular se
puede diferenciar ambos géneros ya que los alfavirus tie-
nen un genoma de un segmento de RNA de doble hebra;
mientras que los orbivirus tienen un genoma de 10 seg-

mentos de RNA de doble hebra.

La encefalitis equina es un problema econémico potencial
no sélo restringido a la zona de San Martin; pues hay el
peligro que se propague a otras zonas del territorio nacio-
nal y afecte la crianza y exportacién de ejemplares como
caballos de carrera y de paso. Ademas existe la posibilidad
que algunos mutantes de este virus pasen a otras especies,
incluyendo a la humana. Ya se ha encontrado el mismo vi-
rus en ovinos y bovinos y posiblemente se encuentren en
otros reservorios domésticos y silvestrest. En caso de epi-
zootia, serd importante detectar y determinar a tiempo la
cepa para aplicar una estrategia adecuada de control.

La forma tradicional de determinar el serotipo es inocu-
lando el aislamiento del virus en cerebro de ratones neo-
natos y en cultivo de células para luego efectuar el test de
neutralizacién de placas. El tiempo minimo en estos tests
es de dos semanas; pero frecuentemente duran mucho
mis?. Recientemente se han propuesto pruebas especificas
de grupo que permiten recortar el tiempo hasta un dfa, sea
por la utilizacién de ELISA, caracterizacién electroforéti-
ca o por la técnica de RT-PCR (reverse transcriptase-po-
lymerase chain reaction)?. El RT-PCR en combinacién
con la técnica de secuenciacidn, puede determinar con
bastante resolucién el tipo de virus asi como los cambios
sutiles en su genoma, que pasan desapercibidos con otras
técnicas como las inmunolégicas.

La hipétesis planteada aqui es que el virus asociado a la
encefalitis equina de San Martin es del género Orbivirus
y proponemos la caracterizacién molecular de su genoma
con la técnica de electroforesis. De esta manera se deter-
minard de forma definitiva e inequivoca el tipo de virus
causante de la enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

Coleccién de las muestras de sangre de equinos

Entre los meses de febrero a agosto de 1997 se colectaron
muestras de cerebro de caballos con sintomas de encefalitis
en las provincias de Moyobamba y Mariscal Ciceres; tam-
bién muestras de sangre de otros animales con sintomas co-
mo ovinos de la misma regién y bovinos (Rioja), asi como
de vectores Culicoides en la provincia de Moyobamba.

En la semana del 3 al 7 de junio de 2002, al final de la épo-
ca de lluvia (que es cuando aparecen los brotes), se reali-
z6 la coleccién de 60 muestras de sangre de ganado equi-
no asintomdtico en varios distritos de las provincias de
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1. Nueva Cajamarca 5. San Isidro
2. Shucshuyacu 6. Santa Cruz
3. Gepelacio 7. Juanjui
4, Yantalo 8. Pajarillo

Fig. 1. Distritos muestreados en las provincias de Rioja, Moyobamba, El
Dorado y Mariscal Caceres en el Departamento de San Martin.

Rioja, Moyobamba, Mariscal Caceres y El Dorado (Fig. 1).

Se colectaron aprox. 5 ml. de sangre periférica de equi-
nos en tubos vacutainer que contenian un anticoagulan-
te (EDTA), y 5 ml. en tubos vacutainer sin anticoagu-
lante. Las muestras colectadas en tubos con anticoagu-
lante fueron utilizadas para la extraccién de acidos nu-
cleicos totales que serdn utiles para el diagnéstico mole-
cular y las muestras sin anticoagulante fueron utilizadas
para el aislamiento viral.

Medio de cultivo celular

Después de probar varios medios de cultivo celular y va-
rios porcentajes de suero bovino fetal se utilizé el medio
de cultivo 199 y 10% de SBF para sembrar las células de
mosquito C6/36, que se incubaron a 28°C hasta obtener
monocapa de células. Se recuperaron los aislamientos de
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la epizootia de 1997 almacenadas a -70°C, inoculando
200 ul del aislamiento correspondiente. Se evaluaron por
7 dias o hasta observar efecto citopético.

Aislamiento viral

El aislamiento del virus de las muestras colectadas en el
afio 2002 se llevé a cabo en células C6/36 de mosquito. Se
filtraron las muestras de codgulo maceradas con medio de
cultivo en una proporcién 1:1 utilizando filtros Millipore
de 0.2uM y se inocularon 200 ul de las muestras filtradas
en frascos de cultivos celulares de mosquito C6/36 de ca-
pacidad de 25 ml, cada muestra se inoculé por duplicado.

Se realiz6 un registro diario de la lectura de los cultivos
celulares en busca del efecto citopético caracteristico del
aislamiento tipo (denominado 4020-97), comparando con
los cultivos normales por un total de dos semanas y fueron
guardados a -70°C para la realizacién de un pasaje ciego
del pool de los dos frascos por muestra.

Se realizé un pasaje general a nuevos cultivos celulares de
(C6/36 para ser observados microscépicamente por otras dos
semanas. Se contintian los pasajes sélo en las muestras que
den indicios positivos, luego se guardan a -70°C para la ex-
traccion del ARN. Para la titulacién del virus, las muestras
positivas se inocularon en cultivos celulares de C6/36 en di-
luciones de 10-1 hasta 10-7 para determinar cualitativa-
mente la cantidad de virus presente por muestra.

Extraccion del ARN viral

Para la estandarizaci6n del método de extraccién del ARN se se-
lecciond a la cepa tipo 4020-97 y se probaron varios métodos de
extraccion 13241,

Los medios de cultivos celulares inoculados y congelados
a -70°C fueron descongelados y repartidos en tubos de
centrifuga para rotor JA 20.1, aproximadamente 5 ml. por
tubo. Se centrifugaron a 3,000 rpm por 5 minutos y los so-
brenadantes fueron transferidos a tubos de ultracentrifu-
ga para rotor R-65 para ser centrifugados nuevamente a
55,000 rpm por 150 minutos. El pellet fue utilizado para la
extraccion del ARN, segin la metodologia de
Chomczynski y Sacchi? con algunas modificaciones. Se le
adicion6 300 ul del buffer denaturante (4M guanidina,
25mM citrato de sodio, 0.5% sarkosyl) y 0.1% de 2 mer-
captoetanol. Se le adicioné 1/10 de acetato de sodio 2M y
2 vol. de fenol saturado en agua tratada con dietilpirocar-
bonato (DEPC): cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1),
se incubd sobre hielo por 15 min. y se centrifugd a 12,500
rpm por 5 min. Se le adicioné 1 vol. de cloroformo:alco-
hol isoamilico y se volvié a centrifugar. Se le agregé 1 vol.
de isopropanol, se incubé a -20°C por 1.5 horas y se cen-
trifugd a 12,500 rpm por 15 min. Se resuspendié en 100 ul
de la solucién tampén denaturante, se volvié a precipitar
con isopropanol a -20°C por toda la noche y se volvié a
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centrifugar. Al final de la extraccién el pellet fue resus-

pendido en 30 ul de agua destilada estéril tratado con
DEPC.

Caracterizacion del tamano y componentes

del genoma viral

La electroforesis en geles de agarosa se realizé siguiendo
los procedimientos rutinarios de andlisis de 4cidos nuclei-
cos de Sambrook y col. 0. Se corrieron 5 ul de las mues-
tras en geles de agarosa al 1% preparados con TBE 1X-
DEPC. Los geles fueron tefiidos en una solucién de bro-
muro de etidio 0.5 ug/ml y las bandas fueron visualizadas
sobre un transiluminador u.v.

RESULTADOS

Caracterizacion de aislamientos virales de 1997, que
inducen efecto citopatico

Los mejores resultados fueron obtenidos con el medio 199
mas 10% de suero bovino fetal inactivado. Las células
C6/36 en crecimiento fueron inoculadas con 17 aisla-
mientos de virus procedentes de animales enfermos y sa-
nos colectados en el afio 1997, se evalué por 7 dias hasta
observar el efecto citopético 4+ correspondiente al proto-

tipo 4020-97 (Fig. 2).

Fig. 2. Efecto citopatico 4+ en células de mosquito C6/36 inoculadas
con el aislamiento 4020-97.

S6lo 14 aislamientos mostraron efecto citopdtico indican-
do presencia viral, de los cuales se cosecharon aquellos
cultivos celulares que presentaron efecto citopdtico 4+ y
se guardaron a -70°C para posteriormente proceder a la
extraccién del ARN. Los aislamientos que se selecciona-
ron para la extraccién del ARN fueron:

* 4856 Piura P5 (4+), J014 cerebro S.M. P2 (4+), CR004
P4 (4+), Bovino Rioja (4+)? Animales enfermos

* 4020 P24 (4+)? Animal sano

* 6002 P2? Control densovirus

* Control de células de mosquito P72



Lugar (Provincia) Namero de positivos/muestra total
Rioja 115
Moyobamba 115
El Dorado 2/15
Mariscal Caceres 0/15
Total de positivos 4/60

Tabla 1. Resultados del aislamiento viral de las muestras colecta-
das en el departamento de San Martin en 2002.

Caracterizacion de aislamientos de 2002 muestran
presencia de virus latentes en animales sanos

Las muestras colectadas en el afio 2002 fueron inoculadas
sobre la monocapa de células de mosquito C6/36 mante-
nidas en medio de cultivo celular 199 enriquecidas con
10% de suero bovino fetal. El efecto citopdtico se observé
a los 7 dias después de la inoculacién (Fig. 2). Los resulta-
dos se muestran en la Tabla N2 1,

Dos métodos fueron los que dieron los mejores resultados
(Fig. 3), el método basado en la extraccién con isotiocia-
nato de guanidinaZ y el método utilizando el Trizol (Invi-
trogen), seleccionandose al primero por su versatilidad y
bajo costo.

METODO 1

METODO 2
M1 M2

e——14,000bp
B 5077.,4749,4507

W ~Nou b Wi —

1,000
900
e 800

=a
§o)

Fig. 3. Electroferotipo de la cepa tipo 4020-97 utilizando dos méto-
dos de extraccion de ARN. Método 1=Guanidina, Método 2=Trizol
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Utilizando el método de extraccién con isotiocianato de
guanidina se evaluaron otras muestras colectadas en el
afio 1997 (5 muestras) y 2002 (2 muestras). En la figura 4
se evidencia que los electroferotipos de las muestras co-
lectadas en el afo 1997 son los mismos que las muestras
colectadas en el afio 2002 de animales asintomaticos. Los
patrones electroforéticos con 10 fragmentos de ARN de
doble cadena confirman que las muestras de virus aisladas
en el afio 1997 y 2002 son orbivirus (Fig. 4).

San Martin

14,000bp
5077,4749,4507

2,838

1,986
1,700

1,159
1,093

800

Fig. 4. Electroforetipos de las muestras colectadas en el ano 1997 y 2002
en el departamento de San Martin, 1=4020, 2=1014, 3=9R, 4=6D.

DISCUSION

La caracterizacién molecular de los virus causantes de en-
fermedades nos permite identificar rapidamente el tipo de
patdgeno involucrado, esto es importante porque deter-
minar4 la estrategia para decidir de forma réapida y acerta-
da las medidas a tomar, dependiendo de la naturaleza del
virus. La técnica molecular, como la caracterizacién elec-
troforética, cumple este requisito porque permite en este
trabajo dilucidar entre un alfavirus, cuyo genoma tiene un
segmento de simple cadena de RNA con un orbivirus de
10 segmentos de doble cadena.

Si bien no hay pruebas biol6gicas de causalidad directa entre
el nuevo orbivirus descrito aqui'y la encefalitis equina, su pre-
sencia en cultivos derivados de sangre y cerebro de animales

11
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afectados inducen a pensar que es un factor asociado a la en-
fermedad. Por ejemplo, la presencia de particulas virales en el
cerebro de un caballo (JO14) apoyarfa la hipétesis que el vi-
rus se encuentra asociado a la encefalitis equina. Otros orbi-
virus han sido relacionados con enfermedades en artiod4cti-
los como el virus que causa “Hemorragia Epizodtica en Ve-
nados” (epizootic hemorrhagic disease of deer) y la “Enfer-
medad Africana de Caballos” (African Horse sickness). Es-
tudios futuros deben incluir inoculacion a equinos y otros ar-
tiod4ctilos para un seguimiento clinico en diferentes condi-
ciones de stress similares a las que desencadenaron las epi-
zootias registradas en el departamento de San Martin. La au-
sencia de brotes, a pesar de la presencia de particulas virales
nos hace suponer que el virus necesita otros factores ambien-
tales y los fisiologicos del animal. Aunque no podemos des-
cartar categéricamente un alfavirus en el proceso infeccioso.

Los patrones electroforéticos de los aislamientos seleccio-
nados del departamento de San Martin mostraron un elec-
troferotipo caracteristico. Su estudio demuestra que es un
nuevo orbivirus no conocido hasta ahora y es el primero
reportado en el continente sudamericano. El patrén elec-
rroforético es idéntico en las diferentes muestras, excepto
en la muestra de bovino colectado en Rioja que muestra
un electroferotipo ligeramente diferente. Avances de estu-
dios ampliados a otras regiones nos muestran que hay otro
orbivirus presente en equinos de Piura con el mismo pa-
trén que el bovino de Rioja. Quedarfa a demostrar cudl de
los 2 patrones es original y cudl deriva del otro.

La secuenciacién completa serfa imprescindible para com-
parar este orbivirus nuevo con aquellos ya descritos en
otras regiones (BTV, o la Hemorragia Epizodtica en Vena-
dos) y ver sus relaciones filogenéticas. Ademis el clona-
miento de los fragmentos completos serfa de mucho inte-
rés para iniciar estudios de expresion de proteinas para la
obtencién de vacunas recombinantes.

Ana Hurtado Alendes
Facultad de Medicina Humana
Universidad de San Martin de Porres
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