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1. INTRODUCCION

Astrovirus son pequeiios virus tipo RNA que miden aproximadamente de 28 a 30
nanometros de diametro, infecta a conejos causando signologia entérica y muerte
por infecciones severas, lo cual genera una disminucion de la produccion y

pérdidas econdmicas a los productores (Stenglein et al., 2012).

Se ha identificado en diversas especies como lo son: humanos, bovinos, ovinos,
porcinos, aves, mamiferos acuaticos y murciélagos, este ultimo sirvié como
modelo para demostrar su existencia en conejos. Su identificacion se realiza
mediante la amplificacion de diferentes secciones de su genoma, a través de la

técnica de RT-PCR, logrando su clasificacion (Martella et al., 2011).

Norovirus son virus RNA sentido positivo cadena sencilla, se ha reportado en
humanos como la primera causa de enfermedades entéricas de origen virico a
nivel mundial. La importancia de su estudio molecular radica en que contiene
diversos genotipos, debido a la capacidad de recombinacion que le confiere por el
namero de proteinas que contiene su genoma. Su estudio en conejos no se ha
reportado, aunque comparte caracteristicas con el humano que es la afinidad por
los grupos HGBA de las células epiteliales especificamente el grupo H, sugiriendo
gue Norovirus podria tener las condiciones idoneas para su replicacion en conejos
(Thorne y Goodfellow, 2014).

El Estado de México es una identidad alta productora cunicola, principalmente la
zona sur oriente del Estado de México (SAGARPA, 2015), lo que nos conduce a
profundizar en este estudio debido al aumento de riesgo y la necesidad de
conocimiento de agentes virales que pueden estar afectando a la cunicultura y
especializar el estudio en México debido a que las cepas infectantes en el caso de

Astrovirus podrian ser distintas a las reportadas.



2. REVISION DE LITERATURA

Los virus son definidos como biosistemas elementales que poseen algunas
propiedades de los organismos como genoma y se adaptan a condiciones
ambientales. Pertenecen a la biologia por que se conforman por genes, se
replican, evolucionan, adaptan a huéspedes y nichos ecoldgicos. Sin embargo, no
pueden capturar ni almacenar energia y no son funcionalmente activos
extracelularmente. Son  patdgenos, aunque no deben considerarse
microorganismos patdgenos ya que no tienen vida. Un virus pasa a ser parte de
un sistema vital sélo después de infectar a una célula y de que su material

genético se integra al genoma de ésta (Regenmortel y Mahy, 2004).

El origen de los virus es sustentado en diversas hipotesis: la hipotesis de escape o
progresiva con la habilidad de los virus para entrar y salir de diferentes células,
esta teoria se conoce de esta forma porque existe salida de los componentes
celulares minimos necesarios para conformar un sistema autosuficiente y capaz
de replicarse, la segunda es la de reduccidén o regresiva donde el virus deriva
directamente de organismos, denominada asi porque existe una pérdida
progresiva de funciones celulares; la teoria de co-evolucién, toma como base la
incapacidad de los virus de no poderse replicar de manera extracelular, por lo
tanto la ascendencia de ambos se encuentra entrelazada, siendo confirmada con
la comparacion de secuencias virales y celulares, obteniendo como resultado un
ancestro comin LUCA (Ultimo Ancestro Comun Universal). Un nuevo postulado
menciona que el origen de los virus es polifilético denominado: “Tres células de
ARN, tres virus de ADN” (Claverie, 2006; Forterre, 2006; Durzyriska y G6zdzicka,
2015).

Evolutivamente existen tres clases de genes virales que se pueden distinguir: los
genes con homologos detectables en las formas de vida celular, genes especificos
del virus como orphan’s y genes con homologos distantes en los organismos

celulares (Koonin et al., 2006 citado en Durzyriska y G6zdzicka, 2015).



Los virus son clasificados por algunas de sus caracteristicas como: la forma
infectiva, signologia que ocasionan y la forma en que se introducen a sus
huéspedes (Gibbs, 2013), son mas pequefios que las células procariontes o
eucariontes, tienen estructura simple y estatica, no tienen metabolismo propio,
algunos infectan células procariontes denominados virus bacteriéfagos y otros
células eucariontes. Respecto a su mecanismo infectivo algunos virus destruyen a
las células y otros permanecen latentes en su interior, sus genomas codifican
informacion minima para asegurar la replicacibon de su genoma Yy
empaquetamiento para la produccién de proteinas virales y subvertir funciones

celulares que permitan la produccion de viriones (Carter et al., 2005).

Estan compuestos por un acido nucleico ya sea de tipo DNA o RNA , donde el
virus contiene la informacién especifica y el potencial operacional para modificar la
maquinaria de la célula infectada y dirigir la produccién especifica de los
componentes de las nuevas particulas virales. Codifican proteinas que constituyen
a la céapside y proteinas no estructurales, que son esenciales para la replicacion

viral dentro de la célula huésped (Prassad y Schmid, 2012; Zimmer, 2006).

Algunos virus contienen una membrana lipidica externa llamada envoltura, esta
membrana por lo regular es parte de la membrana plasméatica de la célula
hospedera, que es adquirida al salir nuevas particulas virales de la célula en un

proceso de gemacion (Uribarren, 2015).

La matriz viral se encuentra ubicada entre la envoltura y la capside, las funciones
atribuidas son las de ensamblaje viral y estabilizacion de la envoltura lipidica. Las
proteinas de la matriz de los diferentes virus suelen ser estructurales y

evolutivamente relacionadas (Meng et al., 2008).

La cépside es una cubierta de proteina viral constituida por capsomeros. Las

principales funciones de la capside son: proteger, transportar y liberar el genoma.



En el caso de capsides de virus bacteriéfagos necesitan soportar altas presiones
del ADN, obteniendo como resultado el empaquetamiento y su consecuente

confinamiento dentro de la capside (Ross et al., 2007; Uribarren, 2015).

Los capsomeros se componen de un numero variable de proteinas de una a seis.
El nimero y posicion de los cdpsomeros determinan el tipo de capside por la cual
se conforma el virus, la capside tipo icosaédrica la comprenden a aquellos virus
con forma de esfera o icosaédro, compuesta por un capa de subunidades
proteicas, divididas en doce cdpsomeros que puede contener cinco subunidades
(pentameros) o0 veinte capsomeros que pueden tener seis subunidades
(hexameros) (Gomez et al; 2013; Zandy et al., 2004).

En la simetria helicoidal, subunidades de proteinas idénticas denominadas
protomeros, se autoensamblan en una matriz helicoidal que rodea al &cido
nucleico siguiendo una trayectoria de espiral. La nucleocapside forma varillas
rigidas, alargadas o filamentos flexibles. El virus helicoidal mas estudiado es el

virus de mosaico de tabaco (Gelderblom, 1996 citado en Ting et al., 2014).

La nucleocépside es un &cido nucleico mas la cdpside, se encuentra compuesta
por proteinas estructurales que son las encargadas del empaquetamiento del
acido nucleico del genoma viral y proteinas no estructurales que son asociadas al
proceso de transcripcion del genoma; por ejemplo la transcriptasa reversa de los
retrovirus realiza copias de ADN a partir de un molde de doble cadena de ARN
gue se selecciona para el empaquetamiento y replicacion (Berkowitz et al., 1996
citado en Sun et al., 2014; Carter, 2005).



2.1 REPLICACION Y MODO DE INFECCION

La persistencia viral requiere de dos estrategias fundamentales: la primera es
Unica de la replicacion viral al no eliminar a su hospedero, el patbgeno causa poco
0 ningun dafo a la célula y la segunda el virus necesita una respuesta inmune
débil de parte del individuo. Por otro lado los virus pueden alterar o interferir con el
procesamiento de péptidos virales ante las células presentadoras de antigenos,
evitando asi la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad, que es

necesario para la activacion de células T (Oldstone, 2009).

La interaccion entre los virus y sus células hospederas esta intimamente ligada al
ciclo de replicacion viral. La interaccion del virus con los componentes y las
estructuras celulares durante el proceso de replicacion influye en como el virus
causa la enfermedad. La mayoria de las infecciones no causan patologia celular o
alteracion morfologica aparente, sin embargo la replicacion puede causar
citopatologia como: redondeamiento celular, desprendimiento, transformacion

maligna o lisis celular (Hunt, 2010).

Para que ocurra el ciclo de replicacion viral e infeccion, los virus pasan por varios
estadios, siendo el primero la union y penetracion a la membrana plasmatica de la
célula hospedera, posteriormente se introduce al citosol, libera el material genético

para que se lleve a cabo la replicacion (Samiji, 2009; Grove y Marsh, 2011).

El contacto inicial entre un virus y una célula huésped estd mediado por
componentes de la superficie viral, glicoproteinas de membrana o sitios de la
capside viral (Marsh y Helenius, 2006) de igual forma es dependiente de factores
de fijacion de compuestos glicolipidicos, glicoproteinas o proteoglicanos como
heparan sulfato, encontrados en la superficie de la célula diana (De Haan et al.,
2005; Vlasak et al; 2005). Estas primeras interacciones pueden carecer de
especificidad y sirven al virus para una retencién inicial y reclutar receptores

especificos que estimulen reacciones que impulsen a reacciones que conduzcan



a la entrada. Los receptores son moléculas de superficie celular que proporcionan
funciones esenciales para una infeccion productiva. En la mayoria de veces los

receptores orientan eficazmente a los virus a endocitosis (Grove y Marsh, 2011).

La endocitosis es el proceso mediante el cual ingresan a la célula solutos,
moléculas y particulas de distintos tipos, Este proceso consiste en la invaginacion
de la membrana plasmatica, formando una vesicula cuyo contenido es
transportado del exterior al interior de la célula. Existen varios criterios para
clasificar los diferentes tipos de endocitosis, dependiendo el tipo de molécula que
internalice: toxina, virus, ligando o receptor y el componente que cubra a la
vesicula: clatrina, caveolina, flotina o independiente de caviola y clatrina. La
participacion de las GTPasas es importante en el mecanismo de escision de la

vesicula de la membrana (Gutiérrez y Lopez, 2010).

La endocitosis dependiente de clatrina es la mas caracterizada en virus, la clatrina
es un complejo proteico formado por tres cadenas ligeras y tres cadenas
pesadas, que constituyen una unidad llamada: triesqueleto de clatrina. Este
complejo es reclutado a la membrana plasmatica por proteinas adaptadoras, entre
ellas se encuentra el complejo AP-2 conformado por cuatro subunidades (a, B2, 2
y 20) que interactua con clatrina a través de la subunidad B2, estimulando su
polimerizacién generando una malla de clatrina que cubrird a la vesicula. La fision
de la cubierta con clatrina es controlada por GTPasa dinamina, actuando como
una enzima que utiliza GTP, generando la fuerza necesaria para estrangular el
cuello y escindir las vesiculas de la membrana (Gutiérrez y Lopez, 2010; Traub,
2009).

La caveola son estructuras invaginantes que expresan caveolina, proteinas que
son capaces de formar la capa caveolar, que sirve como via endocitica a los virus.
Existen diferentes tipos de proteinas de caveola: Cavla, que contiene tirosina para
su fosforilacion y transporte, Cavlb, CAV2 y CAV3; todas comparten la misma
conformaciéon un dominio N y C terminal, encontrandose de citoplasma a

transmembrana (Lajoie y Nabi, 2007).



La replicacion es una etapa fundamental en el ciclo de replicacion viral y es
dependiente del tipo de genoma que contenga el virus. En el caso del virus tipo
RNA de cadena sencilla es necesario la sintesis de una cadena de RNA
intermediaria y complementaria, mientras que para los retrovirus su cadena
intermediaria es de DNA. Para virus RNA monocatenario sentido positivo, cuentan
con genes policistrénicos, para la produccion de RNA sub-gendmico, que le
permite la expresion controlada de un subconjunto de genes virales (White et al.,
2011; Sola et al., 2011).

El ensamblaje de la capside viral es un proceso complejo de oligomerizacion,
regulado por las interacciones de las subunidades proteicas, también requiere la
incorporacion de proteinas de andamiaje y la interaccién del genoma viral con las
subunidades, para la promocion y direccién del proceso. Una vez ensamblada la
capside se somete a maduracién, que implica reordenamientos conformacionales
que aumentan la estabilidad de la particula. La capside madura es un complejo
proteico capaz de proteger al genoma, culminando el ciclo con la liberacién de las

nuevas particulas virales (Mateu, 2013).

2.2 APOPTOSIS

Durante el proceso de co-evolucion patégeno-hospedero los virus han
desarrollado una serie de estrategias para superar las defensas bioquimicas e
inmunologicas del huésped, por lo tanto los virus han adquirido la capacidad de
evitar la apoptosis de la célula huésped, controlar las respuestas inflamatorias y
evadir reacciones inmunes. La eliminacion de las células infectadas a través de la
muerte celular programada es uno de los mecanismos de defensa mas
ancestrales contra la infeccion, la desactivacion de la apoptosis de la célula
huésped podria representar un paso casi obligado en el ciclo viral. Por el contrario,
los virus pueden tomar ventaja de estimular la apoptosis, ya sea para eliminar las
células no infectadas del sistema inmunolégico o para inducir la ruptura de las

células infectadas, lo que favorece la difusion viral. Varios polipéptidos virales son



homologos de las proteinas reguladoras de la apoptosis derivados del huésped,

tales como miembros de la familia Bcl-2 (Galluzi et al., 2008).

La muerte celular durante la replicacion viral puede ser causada por diversos
factores. El factor mas probable es la inhibicion de la sintesis celular basal de
biomoléculas tales como proteinas. Durante el ciclo de replicacion, el virus induce
a la maquinaria celular a fabricar principalmente productos virales, mas que
aguellos que la célula fabricaria nhormalmente. Como resultado de esto, la célula
sintetiza predominantemente productos virales y los productos celulares
necesarios para la supervivencia de la célula, que no estan presentes o lo estan
pero en cantidades demasiado bajas como para mantener su viabilidad. Ademas
de la carencia de productos celulares esenciales, este evento resulta en la
acumulacion excesiva de productos virales (ARN, ADN, proteinas), que pueden
ser toxicos para las células. En la fase de liberacion del ciclo de replicacién de
algunos virus se estimula la apoptosis de la célula hospedera. En otras
circunstancias la inhibicion de la sintesis de macromoléculas celulares causa
dafios a las membranas de los lisosomas y por consecuencia la liberacion de

enzimas hidroliticas, provocando la muerte celular (Carter et al., 2005).

Existen otras alternativas de muerte celular, la necrosis es considerada un proceso
de muerte celular pasiva, como resultado de perturbaciones a su ambiente,
culminando en un liberacion descontrolada de factores que estimulan inflamacion
(Fink y Cookson, 2005). La oncosis, es un término que se utiliza para describir un
proceso que conduce a la necrosis celular incluyendo cariolisis y distencion,
mientras que en la apoptosis lleva a la muerte celular mediante un proceso de
encogimiento, picnosis y cariorrexis. Ademas existen otros factores con los cuales
se pueden diferenciar la apoptosis de la necrosis, aunque pueden ocurrir de forma
simultdnea, como la intensidad y duracién, grado de deplecibn de ATP vy
disponibilidad de las caspasas. La necrosis es un proceso no controlado y pasivo,
mientras que la apoptosis es dependiente de energia. Las lesiones celulares

necroticas estan mediadas por dos mecanismos principales: interferencia con el



suministro de energia celular y dafio directo a las membranas celulares (Zeiss,
2003 citado en Elmore, 2007).

La via intrinseca y extrinseca son los procesos de apoptosis mas estudiados
(Duprez et al., 2007). La via intrinseca para la muerte celular programada implica
sefales intracelulares no mediadas por receptor. Los estimulos para esta via
incluyen infecciones virales o dafios a la célula por toxinas, radicales libre y dafio
al ADN. Estos estimulos inducen cambios en la membrana mitocondrial interna
gue resulta en la pérdida de potencial transmembrana, provocando la liberacion de
proteinas al citosol (Ashkenazi et al., 2008). La liberacion de citocromo C, resulta
en la formacién del apoptosoma el cual activara a la caspasa indicadora 9, lo que
conduce a la activacion de la caspasa ejecutora 3 (Galluzi et al., 2010).

Las proteinas pro-apoptéticas activaran también la translocacién en el nucleo
celular induciendo a la fragmentacion del ADN. La regulacién de eventos pro-
apotaoticos es regulado en la mitocondria por p53 y miembros de la familia Bcl-2,
actuando como proteinas anti o pro-apoptéticas incluyendo a Bcl-10, Bax, Bak,
Bid, Bad, Bim y Bik (Elmore, 2007).

La via extrinseca es mediada por un subgrupo de receptores de Factor de
Necrosis Tumoral (TNFR) incluyendo a la superfamilia FAS y TRAIL, la activacion
de estos receptores de muerte conduce a la activacion de las caspasas iniciadoras
como la 8 y 10. Este proceso implica la formacion de un complejo de sefializacion
denominado DISC, que a su vez activa a la caspasa efectora 3 que es la
responsable de la escision de los llamados sustratos de muerte, incluyendo la
fragmentacion de ADN, nuclear y membranal, entre otros cambios morfologicos y
bioquimicos. Aunque estudios recientes sugieren una mayor complejidad en la via
extrinseca ya que se puede ver implicada en la activacion de la via intrinseca, asi

como en sub-vias de la necrosis (Duprez et al., 2007; Whelan et al., 2010).



Los efectos citopaticos son todos aquellos cambios morfolégicos en las células
provocados por la infeccion viral. Las ceélulas infectadas algunas veces tienen
alterada su membrana celular. La membrana de la célula infectada es capaz de
fusionarse con una célula vecina, esta alteracion es el resultado de la insercion,
durante el ciclo de replicacion, de proteinas virales. Como consecuencias de la
fusion se genera una célula multinucleada o sincitios. Existen alteraciones en la
permeabilidad de la membrana, permitiendo la entrada de varios iones o toxinas.
Estas células multinucleadas son grandes, por lo que algunas veces son llamadas

células multinucleadas gigantes (Orraca et al., 2011).

2.3 CLASIFICACION

Los virus son clasificados por el sistema Baltimore de acuerdo a su genoma y el
Comité Internacional de Taxonomia Viral, los clasifica segin su esquema
taxondémico universal que asigna a los virus: orden, familia, sub-familia, género y
especie. Todos los virus que pertenecen a la misma familia deben tener la misma
clasificacion Baltimore (Chenlong et al., 2012; ICTV, 2012).

Baltimore clasifica a los virus en seis grupos: clase | que consiste en virus ADN
bicatenario, clase Il virus ADN monocatenario sentido positivo, clase Il ARN
bicatenario, clase IV ARN monocatenario sentido positivo, clase V ARN
monocatenario sentido negativo, clase VI virus ARN monocatenario retrotranscrito
y clase VII virus ADN bicatenario retrotranscrito (Baltimore, 1971 citado en
Chenlong et al., 2012).

Los retrovirus se caracterizan por romper el dogma central de la biologia molecular
que postula que del ADN se forma el ARN y posteriormente a proteinas. El
material genético de los retrovirus es ARN que en el ciclo de replicacién viral
origina un intermediario de ADN. La enzima polimerasa causante de este paso se

denomina transcriptasa reversa. EI ADN proviral se integra en las células

10



infectadas y a partir de ese momento se replica en conjunto con el resto del

genoma celular, son un ejemplo de virus clase VI (Soriano y Trevifio, 2010).

La replicacion de Hepadnavirus requiere la sintesis de un ADN circular cerrado de
modo covalente. La formacion de este ADN, podria requerir actividades
enzimaticas de la transcriptasa inversa (RT). La RT cataliza una reaccion de
escision-ligadura que conduce a la formacion de una cadena de longitud menor al
ADN circular cerrado y su posterior unién a una cadena plus de ADN, pertenecen

al grupo VIl de la clasificacion Baltimore (Sohn et al., 2008).

2.3.1 VIRUS ARN

Hoy en dia la mayoria de los virus que infectan a animales y plantas son virus de
genoma ARN, existen diversos tipos: de cadena doble, sencilla ya sea de
polaridad positiva 0 negativa. Los virus de ARN tienen genomas pequefios que
rara vez exceden los 30 Kb de tamafio y gran parte se utiliza para codificar las
proteinas implicadas en la replicaciéon del ARN viral. La sintesis del ARN viral es
catalizada por ARN polimerasa que es dependiente del ARN codificado por el virus
(Tao et al., 2010).

Su genoma codifica proteinas virales, secuencias Yy estructuras reguladoras. En
algunos virus, las regiones distantes del genoma de ARN pueden interactuar entre
si a través de pares de bases, lo que sugiere que algunos genomas puedan

adoptar configuraciones bien definidas (Wu et al., 2013).

Los virus ARN de polaridad negativa tienen el genoma cubierto de una proteina
de forma helicoidal conocida como: Complejo Ribonucleoproteico (RNP) que
funciona como una plantilla Gnica para la replicacién viral y la transcripcion. El

ARN viral recién sintetizado y la replicacion intermedia se empaquetan como RNA

11



polimerasa y se estabilizan en forma de cadena simple inmediatamente después

de su sintesis (Tao et al., 2010).

2.4 VIRUS ARN MONOCATENARIOS POLARIDAD POSITIVA

Los virus ARN de polaridad positiva son un grupo muy exitoso de patégenos, que
a pesar de la adaptacion a diversos huéspedes, los procesos basicos de expresion
y replicaciébn del genoma son altamente conservados en estos virus. De las
caracteristicas que comparten es la asociacion de la maquinaria de replicacion del
ARN con las membranas celulares. Se ha propuesto que el montaje de complejos
de replicacién en las membranas puede facilitar la infeccién de diversas maneras:
una de ellas es aumentando la concentracién de proteinas virales, las cuales
proporcionan andamiaje estructural para el montaje de proteinas de replicaciéon y
ocultando intermediarios de la replicacion viral ARN de doble cadena, a partir de

los mecanismos de inmunidad innata celular (Nchoutmboube et al., 2013).

Todos los virus ARN de cadena positiva replican sus genomas en asociacién con
reordenamientos de membranas tales como vesiculas intracelulares de accion
simple o de doble membrana. Sin embargo, los sitios exactos de la sintesis de
ARN vy las relaciones entre membranas no estan bien definidas (Kopek et al.,
2007).

Estos genomas viricos actian como ARNs mensajeros y ellos mismos son
traducidos inmediatamente tras la infeccion de la célula hospedera. Los virus de

esta clase pueden subdividirse en dos grupos:

1.-Produccion de una poliproteina comprendiendo la totalidad de la informacion
genética del virus, que posteriormente es dirigida por proteasas para producir
precursores y polipéptidos maduros; estas digestiones pueden ser una forma de

regular la expresion de la informacion genética. Digestiones alternativas dan como
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resultado la produccién de varias proteinas con propiedades diferentes a partir de

un MisSmo precursor.

2.-Produccion de ARN mensajero subgenomico, resultando dos o mas rondas de
traduccion del genoma: esta estrategia es empleada para lograr una separacion
temporal de lo que son esencialmente fases precoz y tardia de la replicacion, en la
que se producen proteinas no estructurales, incluida una replicacién viral durante
la fase precoz seguida de proteinas estructurales en la fase tardia. Las proteinas
producidas en cada una de las dos fases pueden resultar del procesamiento
proteolitico de una poliproteina precursora, aunque esta comprende solo parte del
genoma viral en vez del genoma entero. El procesamiento proteolitico ofrece mas
oportunidades para la regulacion de la proporcion de los distintos polipéptidos
producidos en cada fase de replicacion. Ademas de la protedlisis los virus
emplean otras estrategias para producir polipéptidos alternativos de un ARN
mensajero subgendmico, bien por lectura de codon de paro de la traduccion
permeable o por un desplazamiento deliberado de la pauta de lectura ribosomal en

un ciclo concreto (Cann, 2005).

Para algunos virus ARN de polaridad positiva, la replicacién requiere de enzimas
virales como helicasa, RNA polimerasa y proteinas no enzimaticas que participan
en el ensamblaje del complejo de replicacion viral. Proteinas de la célula huésped
a menudo desempefian un papel esencial en la replicacion de estos virus (Tao et
al., 2010).

2.5 NOROVIRUS
Norovirus se clasifica dentro de la familia Calciviridae, es un virus de tipo RNA

cadena sencilla en sentido positivo, es poliadenilado y cuenta con 3 marcos de
lectura abierta denominados: ORF 1, ORF 2 y ORF 3. (Green et al., 2013).
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Los Calicivirus se clasifican en cuatro géneros: Vesivirus causal del exantema
vesicular porcino, Lagovirus asociado a la enfermedad hemorragica de los conejos
y sindrome de la liebre marrén europea, Norovirus y Sapovirus, relacionados con
diarrea (Berke et al., 1997; Green et al., 2000).

Es genéticamente diverso, existen 35 genotipos, clasificados en cinco genogrupos
(GI-GV), basados en proteinas de la cpside y genes de la polimerasa. 14
genotipos en GI, 17 genotipos en Gll, 2 genotipos en GlIl, 1 en GIVy 1 en GV
(Hoffman et al., 2010).

Las cepas que infectan a los humanos se clasifican en GI, Gll y GIV. Norovirus
porcino se encuentra en GlI, bovino y ovino GlII, Norovirus murino se agrupa en
GV (Wang et al., 2005; Zheng et al., 2005). Los caninos pertenecen al genogrupo
GIV segun Martella et al., (2008), aunque existen reportes que los perros se
ubican en un nuevo genogrupo denominado GVI y es zoonético, (Mesquita et al.,
2010).

Existen cepas de caracter zoondtico y antropozoonético. La cepa de bovinos y de

cerdos, es un ejemplo de ello (Widdowson et al., 2005; Farkas et al., 2005).

2.5.1 GENOMA

Se conforma por 3 marcos de lectura abierta (Green et al.,, 2013). El orden de
codificacion para ORF 1 esta estructurado con, p48, NTPasa, p22, VPg, 3CLpro y
RdRp. ORF2 codifica para proteinas mayor de la cipside y ORF3 para proteinas
menor de la capside (Hardy, 2005).

ORF 2: En este marco de lectura se localiza VP1, mide de 530 a 555 aminoéacidos
y esta dispuesto en 180 copias para formar un viridn icosaédrico (Prasad et al.,
1999; citado en Vongpunsawad et al., 2013). Es denominada proteina mayor de la

capside, brindando a Norovirus su extensa diversidad genética. Los dominios que
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lo conforman, funcionan como anclaje a las células y las secuencias de estos
dominios pueden activar anticuerpos neutralizantes, consiguiendo proteccion ante

la respuesta inmune (Lochridge et al., 2005).

Conformado por dos dominios: dominio S que forma una capa alrededor del ARN,
que estructura parte del icosaedro, funcionando en el ensamblaje de la capside y
P es el dominio que sobresale, teniendo interaccion con el huésped. A su vez P se
divide en dos subdominios P1y P2. El dominio P1 corresponde a la parte posterior
y P2 a la parte superior del arco del capsémero, esta ubicacion le confiere a P2
secuencias variables e importancia en la vinculacion con el sistema inmune y
receptores de interacciéon (Prasad et al., 1999; citado en Beier, 2014; Tan et al.,
2005).

Recientemente un estudio realizado por Subba-Ready et al., (2012), demuestran
que VP1 interactia directamente con ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRP), a través de su dominio S que exhibe un regulador dependiente de la
traduccion y sintesis de ARN, sugiriendo que después de que el virus entra a las
células y ocurre el desmontaje de la capside, VP1 se libera aumentando la
actividad de RdRp continuando su efecto durante el ciclo de replicacion.
Posteriormente VP1 en su dltima instancia alcanza un umbral para la
oligomerizacién, la reduccion gradual de la sefalizacion en la replicacion viral,
inicio del montaje y encapsidacion del genoma. Varias regiones del subdominio S
se ven implicadas con RdRP y por ende tienen vinculo entre VP1 Y VP2, en esta
interaccién también se obtiene estabilidad que resulta en la iniciacion de la fase

de montaje durante la replicacién de Norovirus.

ORF 3: Conformado por la proteina menor de la capside denominada VP2, mide
de 208 a 268 aminoacidos. Su funcion es el ensamblaje de la cépside y
encapsidacion del genoma. Sea demostrado que se une a los dimeros de VP1y le
brinda estabilidad (Bertolitti et al., 2003). La expresion de VP2 es relativa a VP1 y
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se encuentra mas ligada a la produccion de particulas (Luttermann y Meyers.,
2007).

Se ha demostrado que el dominio P de VP1, no tiene efectos significativos sobre
VP2, en cambio al estudiar a su dominio S puede estar implicado en su expresion
y solo el dominio S de VP1 es necesario para interactuar con VP2, incluso con la
interaccion de solo el dominio S, VP2 puede ensamblar el icosaedro
(Vongpunsawad et al., 2013).

ORF 1: La regiébn ORF 1 de Norovirus es una gran poliproteina que mide
aproximadamente 1789 aminoacidos. Pre y post-traduccién es escindida por la
proteasa NS6 codificada por el mismo virus, para liberar al menos seis proteinas
maduras no estructurales: p48, NTPasa, p22, VPg, 3CLpro y RdRp, incluyendo a
N56 (Sosnovtsev et al., 2006).

P48: consta de 398 aminoacidos en N-terminal. Esta proteina no posee secuencia
similar a otra proteina viral ni celular, aunque su funcion se puede asociar al ciclo
de replicacion. Se localiza en vesiculas intracelulares, transitoriamente cuando se
expresan como proteinas de fusién (Hughes y Stanway, 2000; Ettayebi y Hardy,
2003).

Cuando p48 se fusiona, interactia con SNARE que es un regulador de VAP-P
(Proteinas de membrana asociadas a vesiculas asociadas a proteinas A) con el fin
de regular el acoplamiento y fusion del virus. En la replicacion de virus RNA que
se lleva a cabo en la membrana intracelular p48 coordina la localizacion, con el fin
de expresar VAP-P y anclar la membrana unida a complejos de replicacion. Es
decir VAP-P y p48 se comportan como proteinas de andamiaje, para el

ensamblaje del complejo de replicacion (Ettayebi y Hardy, 2003)

NTPasa: Es clasificada como una RNA helicasa (super familia tres), porque se

conforma por tres motivos especificos A, B y C. Se une a ATP y la hidroliza,
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aunque no sea demostrado claramente su actividad de helicasa (Pfister y
Wimmer, 2000; citado en Hardy, 2005).

P22: su funcion es proteolitica, esta implicada en la induccion del desmontaje del
aparato de Golgi e inhibicion de la secrecion de la proteina celular. P22 cuenta con
un motivo YXWESDG que emite una sefial de exportacion al reticulo
endoplasmico (RE) di-acido, lo que resulta en una inhibicién del tréfico normal a
las vesiculas y desmontaje de Golgi. Normalmente ocurriria que las sefales de
exportacion del reticulo endoplasmatico es aprovechada por un subconjunto de
proteinas para salir del RE por absorcion directa en vesiculas COPII, para su
transporte al aparato de Golgi (Sharp et al., 2010).

VPg: Denominada proteina viral gendmica, mide 133 aminoacidos y vincula al
ARN viral. VPg se adjunta como proteina cebador a 5 terminal de los RNAs
gendmicos, lo que conduce al inicio de la replicacion del genoma. También se ha
demostrado que interactta con la unidad ribosomal 40 s (Rohayem et al., 2006).

3CLpro: es una proteasa que tiene pliegues de quimiotripsina y dos dominios en
N-terminal: dominio B-hoja anti-paralelo retorcido y dominio B-barril en C-terminal,
ademas de un residuo de cisteina como nucledfilo (Zeitler et al., 2006). Su funcion
es escindir la poliproteina madura y proteinas virales intermedias. Dicha proteasa
ha sido objeto de estudio para el desarrollo de antivirales inhibidores de dipeptidil

a base de disulfito entre otros (Kim et al., 2012).

RdRP: RNA polimerasa dependiente de RNA. Su funciéon esta prevista en la
replicacion del genoma, sintesis y amplificacion de ARN subgenomico adicional
RdRp se una a 3CLpro convirtiéndose en una proteina bi-funcional, entre proteasa
y polimerasa (Mastrangelo et al., 2012).
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2.5.2 MECANISMOS DE REPLICACION E INFECCION

El primer evento involucrado en la replicacion, se regula por la interaccion entre la
superficie celular del huésped y proteinas virales. Involucra estructuras de hidratos
de carbono y colesterol, que en el caso de Norovirus incluyen antigenos de los
grupos HGBA, particularmente de los trisacaridos denominados antigenos H tipo
2 presentes en eritrocitos y enterocitos en humanos. Otros antigenos como el tipo
1,3 y Lewis se encuentran en células epiteliales del intestino, mediando la
interaccion de VLPs de otros Norovirus y permiten su internalizacién a la célula
(Lindesmith et al., 2008).

El dominio de unién de Norovirus ha sido localizado, en el subdominio P2 de la
proteina de la capside, puede reconocer antigenos del grupo HGBA y sus

receptores (Tan et al., 2003).

Cuando el virus logra penetrar a la célula, su liberacion puede ser dependiente de
clatrina (proteina que su funcion principal es recubrir las vesiculas en el proceso
de transporte de membrana) formada en la membrana plasmética, que por accién
de la GTPasa dynamain Il, vacia su contenido en los endosomas tempranos
(Corner y Schmid, 2003; citado en Perry y Gobus, 2010). La acidificacion del
endosoma es necesaria para la liberaciéon del genoma de Norovirus al interior del
citoplasma del huésped. Sin embargo pueden utilizar otras vias independientes

gue son ricas en colesterol (Perry et al., 2009).

VPg interactiia con los componentes del factor de iniciacion de la traduccion elF4
y elF33, funge como proteina Cap y a su vez se relaciona con la subunidad 43s
del ribosoma (Chaudry et al., 2006).

La traduccién de las proteinas virales VP1 y VP2, se crean a partir del ARN
subgendémico. Como estrategia viral se producen altos niveles de VP1 para el

ensamblaje, se forma el icosaedro conformado por 180 copias de VP1 dispuesto
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en 90 dimeros. EI ARN subgendmico es elevado en células infectadas (Prasad et
al., 1994; citado en Thorne y Goodfellow, 2014).

Al término de la traduccion de VP1 inicia la traduccion VP2. Es un mecanismo de
terminacion y reinicio, debido a que el ARN subgendémico que lo conforma es
policistronico. El codon de inicio de VP2 (AUG), se superpone al codon de parada
de VP1 (UAA) que va rio arriba, en el pentanucleotido UAAG (Naphtine et al.,
2009).

La traduccion de la poliproteina que conforma a ORF 1 es seguido durante y
después de la traduccion por la proteasa viral NS6 que da como resultado la
liberacion de proteinas listas para la formacién de complejos. Recientemente en
un estudio in vitro de Norovirus se ha descubierto que NS6 se une en su extremo
C terminal dentro de la hendidura de union al péptido de una molécula vecina, lo
que lo conforma como un péptido proteasa confiriéndole diversas funciones. De
igual manera dicho descubrimiento da un panorama distinto y permite estudiar

mejor la interaccion de NS6 y NS7 (Leen et al., 2012).

La replicacion de Norovirus se produce en una estrecha relaciébn con complejos
virales y derivados de la membrana citoplasmatica (Belov y Kuppeveld, 2012 y
Wobbus et al., 2004). Las proteinas NS, asi como de la capside mayor y menor,

forman el complejo de replicacion (Thorne et al., 2012).

Norovirus puede utilizar la red del citoesqueleto para posicionar el complejo en
principios de la infeccion. Este proceso es mediado entre VP1 y tubulina acetilada
(Hyde et al., 2012).

Las organelos de replicacion viral son reticulo endoplasmatico (RE), red trans de
Golgi y endosomas (Hyde y Mackenzie, 2010). p22 contiene una sefal de
exportacion para el reticulo endoplasmatico, promoviendo su incorporacion de

vesiculas COPII y se transporte del RE al aparato de Golgi. p22 se ve involucrado
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de igual forma en el desmontaje de Golgi y proteinas de secrecion. p48 actla

como p22 en una via alterna (Ettayabi y Hardy, 2003; Sharp et al., 2010).

Norovirus al tener un RNA en sentido positivo, la replicacion del genoma se
produce a través de un RNA en sentido negativo y es realizado por el RdRp viral
(Hogbom et al., 2009).

Un estudio reciente Subba-Ready et al., (2012), propone que la iniciacién de
Novo-RdRp se utiliza para la sintesis de ARN en sentido negativo y subgendémico,

a partir de la interaccién con VP1 y es dependiente a la concentracion.

En el caso de que la via sea por VPg-RdRp, inicia la sintesis de ARN por una
unién covalente de VPg a través de un enlace fosfodiéster. El nucleétido iniciador
de la familia Calciviridae es guanina, a este proceso se le llama: guanilacion. Esta
plantilla es la que inicia la sintesis de ARN. La vinculacion es esencial para la
infectividad, asi como la remocion oportuna de VPg por que posteriormente reduce
la infectividad (Subba-Ready et al., 2011).

Segun Belliot et al., (2005), algunos RNA’'s virales compiten con los RNA
mensajeros (RNAm) celulares para poder ser traducidos o inhiben simultaneamnte

la traduccion de los ARNm.

Finalmente Norovirus induce la apoptosis, no sin antes procesar NS 1 y 2 durante
la dltima etapa del ciclo viral. La induccién se asocia con un regulador de
supervivencia, seguido por la activacion de caspasas, catepsina B y citocromo C
(Bok et al., 2009).

2.5.3 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE NOROVIRUS

Se realiza en base a la técnica de RT-PCR, mediante la extraccién del material

genético segun Mesquita et al., (2010) en un estudio realizado en perros. En el
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primer reporte realizado en cerdos realizaron extraccion a base de Trizol,
posteriormente técnica de RT-PCR vy utilizacion de plasmidos para su posterior
inoculacién en Baculovirus y purificacion (Farkas et al., 2005). En bovinos y ovinos
se realizo la extraccion, elaboracion de cDNA, técnica de PCR, purificacion y

secuenciacion del genoma (Otto et al., 2011).

2.6 ASTROVIRUS

Astrovirus forman una familia pequefia de virus ARN, icosaédricos, que miden
aproximadamente de 28 a 30 nm e infectan a una gran variedad de mamiferos y
aves. La familia Astroviridae consiste en dos géneros: Mamastravirus para
mamiferos y Avastrovirus para aves. Se han descrito infecciones esporadicas por
Astrovirus, asi como a gran escala en poblaciones susceptibles. En animales
causa gastroenteritis y en aves enfermedades entéricas y extraintestinales. Fue
identificado por primera vez en humanos en muestras de heces en 1975, después
de haber sido observados en micrografias electronicas recibieron ese nombre
porque poseen forma de estrella (Stenglein et al., 2012; Walter y Mitchell, 2003
citado en Dong et al., 2011).

2.6.1 CARACTERISTICAS

Astrovirus son virus sin envoltura, su replicacion se lleva a cabo en los enterocitos

de tractos intestinales de los organismos infectados (Mosser y Shultz, 2005).

Se han realizado andlisis genéticos y se ha identificado en 22 especies, entre
ellas: murciélago (Chen et al., 2009), felino (Moschidou et al., 2011), canino
(Martella et al., 2011), pavo y ovino (Jonnasen et al.,, 2013), bovinos con
signologia entérica y nerviosa (Bouzalas et al., 2014; Alfred et al., 2015), porcinos
de igual forma que los bovinos en presencia con cuadros neuroldgicos (Blomstrém

et al., 2014) y conejos (Martella et al., 2011) logrando su clasificacion.
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Segun Bosh et al., (2014) en humanos se conocen 8 serotipos diferentes de
Astrovirus (AstVH 1-8), representando del 2 al 9% de casos de gastroenteritis
aguda de origen virico a nivel mundial. Astrovirus muestra una alta diversidad

genética y por lo tanto un gran potencial zoonotico.

En bovinos se han reportado dos serotipos (BoAstV 1y 2) (Alfred et al., 2015), en
caninos (CaAstv) se han descrito cuatro cepas aun no caracterizadas, aunque
recientemente se realizd la secuenciacion del genoma completo de dos de las
cuatro cepas (Cady y Goodfellow, 2015), en aves se han caracterizado dos cepas
Virus de la nefritis aviar y Astrovirus en pollos (CAstV) causante del retraso de
crecimiento de pollos por causar nefritis intersticial (Baxendale, 2004 citado en
Oladimeji et al., 2012) y en conejos se cuenta con la secuencia del genoma
completo de Astrovirus (Stenglein et al., 2012).

2.6.2 GENOMA

La cepa HAstv-1 es el miembro mas estudiado de la familia Astroviridae y es
utilizado para describir la biologia molecular de Astrovirus. Son virus sin envoltura
y de genoma ARN, con una sola cadena en sentido positivo de 6.8 a 7.2 K.b de
longitud, encapsulados de la nucleocapside, se han identificado tres marcos de
lectura abiertos: ORF1a y 1b situados en el extremo 5 del genoma que codifica
para proteinas no estructurales y proteinas de la polimerasa respectivamente,
mientras que ORF2 ubicado en el extremo 3 codifica para proteinas de la capside.
ORF1b expresa una fusion de proteinas generada a través de un mecanismo de
desplazamiento de marco ribosomico usando una secuencia resbaladiza
altamente conservada entre ORF la y 1b. Esta secuencia es una region de 70
nucledtidos entre ORFla y 1b, se encuentra rio abajo y se caracteriza por la
formacion de un loop que contiene la sefal del cambio de marco traduccional
(Krishna, 2005; Masroor et al., 2013).
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Region ORF 2: Codifica para V90 que representa un polipéptido precursor de la
capside. Est4 conformado por tres dominios: Amino-terminal, C-terminal y dominio
intermedio hipervariable. La regién Amino-terminal es una region altamente
conservada que tiene contacto con el ARN del virion y es indispensable para el
montaje de la capside, la region Carboxi-terminal tiene un caracter acido y sustrato
para las caspasas celulares, el dominio intermedio hipervariable que conforma los
picos del viribn, ademas es el dominio que tiene las primeras interacciones con la
célula (Lara y Méndez, 2010; Méndez et al., 2014).

Las caspasas son proteasas-cisteina especificas para los residuos de acido
aspartico, que juegan un papel clave en la apoptosis. Pueden ser activadas por
protedlisis o estimulos incluyendo ligandos a receptores de muerte y farmacos
citotoxicos. La actividad de las caspasas se ha relacionado con la liberacién de
astrovirus 'y con la maduracibn de VP90 a VP70 proceso que se da
intracelularmente, sin embargo no es necesario para el montaje de particulas

virales (Schulze et al., 1998 citado en Lara y Méndez, 2010).

Posteriormente VP70 sera escindido por tripsina y sera procesado en el residuo
393 de arginina, para producir polipétidos VP41 y VP28. Estas proteinas son
escindidas en su region carboxi y amino terminal, para producir sus productos
finales: VP34 derivada de VP41 y de VP28 resultan VP27 y VP25 (Méndez et al.,
2007).

VP34 se deriva de la region N-terminal altamente conservada, mientras que VP25-
27 y VP29, pertenecen a la region hipervariable y se sugiere que estan
relacionados con la neutralizacion del virus y la union del virus a la célula diana
(Dong et al., 2011).

ORF l1la y ORF 1b: codifican dos poliproteinas no estrcuturales nspla y nsp lab,
gue son sintetizadas través de un mecanismo de cambio de marco traduccional y

procesadas por viral 3C-like serina proteasa y RNA polimerasa dependiente de
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RNA respectivamente, siendo las encargadas de la replicacion del genoma viral
(Lewis y Matsui, 1996; citado en Dong et al., 2011). Las proteinas no estructurales
(NSP) se traducen a partir del ARN gendémico. Tras la infeccion, las proteinas no
estructurales participan en la transcripcion de una cadena negativa de ARN de
longitud completa, que sirve como la plantilla para la transcripcion de nuevos
RNAs gendémicos y subgendémicos. Grandes cantidades de proteinas estructurales
se pueden sintetizar a partir del ARN subgendémico poliadenilado que contiene la
informacion completa de ORF2 (Guix et al., 2004).

2.6.3 DIVERSIDAD

Astrovirus comprenden 2 géneros: Mamastrovirus y Avastrovirus, que pueden
infectar especies de mamiferos y aves respectivamente. En pollos de 2 a 6
semanas de edad, este virus es considerado como el primer causal de origen
virico de diarrea y otras patologias extraintestinales, dando origen a indices de
mortalidad de hasta el 40% en la producciones (Shah et al., 2016). En terneros el
panorama es similar al de las aves teniendo en primer lugar a las enfermedades
del tracto digestivo como causa de mortalidad, seguido de problemas
respiratorios. Se ha descrito que en la mayoria de los casos son infecciones de
tipo: bacteriana, parasitaria y viral, actuando en sinergia (FAO, 2010). Sin embargo
para el caso de Astrovirus en bovinos, independiente a la signologia entérica que
desarrolla, se ha visto implicado en dafios al Sistema Nervioso Central por la cepa
BoAstV-NeuroS1 (Li et al., 2013).

Estudios en ovinos y conejos son escasos. Para esta especie se ha descrito su
presencia en granjas con altas tasas de mortalidad que oscila entre el 90% del
total de la poblacion y solo se conoce la secuencia de su genoma (Stenglein et al.,
2012). En caninos toma importancia porque no existe control y enfermedades

viricas ocasionan altos niveles de mortandad en los primeros meses de vida.
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La taxonomia de Astrovirus se basa principalmente en la especie de origen y
serotipos dentro de cada especie que son definidos sobre la base de los titulos de
neutralizacion cruzada. La mala adaptacion de Astrovirus a sistemas de
laboratorio llevo al estudio del genoma basado en su clasificacion en un porcentaje
similar de nucledtidos y aminoacidos secuenciados de ORF-2 en la capside
proteica. En humanos se conocen ocho serotipos del HAstV1l al V8, aunque
recientemente se han identificado 5 nuevas especies AstV MLB 1y 2, AstV-VAL,
AstV-HMO-A y AstV-HMO-B (Masroor et al., 2013).

La clasificacion de los Mamastrovirus (MAstV) es dada del 1 al 19, conformada
por: MAstV1 para humanos, 2 felinos, 3 porcinos, 4 le6n marino californiano, 5
caninos, 6 humanos, 7 delfin nariz de botella, 8 y 9 humanos, 10 visén, 11 ledn
marino californiano, 12 murciélagos, 13 ovinos y del 14 al 19 murciélagos (ICTV,
2015).

Los Mamastrovirus tienen genoma ARN compuesto de una sola cadena en sentido
positivo que codifica tres marcos de lectura abiertos: ORFla, 1b y 2. Entre el
marco la y 1b permite codificar proteasas y un ARN polimerasa dependiente y
ORF 2 codifica proteinas de la capside viral. La clonacion de ORF 2 en vectores
ha permitido el montaje in vitro de particulas similares al virus (Rivera et al., 2010).
Recientemente se ha descrito una nueva propuesta de género para la familia
Astroviridae, denominada: Bastrovirus, como respuesta a los nuevos reportes de
este virus, a las secuencias que pertenecen a dicha familia que no tienen
clasificacion y a las cepas con potencial zoonético. Aunque tiene caracteristicas
similares difiere en tamafo, es menor a lo habitual de 6.3 Kb, muestra porcentajes
de identidad del 67% al 93%, sin embargo comparte homologia con los miembros
de la familia Hepeviridae, en un 28% en proteinas no estructurales y se ha
determinado su existencia en pacientes inmunodeprimidos. La existencia de este

nuevo género puede ser resultado de eventos de zoonosis (Munninck et al., 2016).
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La familia Astroviridae, presenta un gran potencial zoonético, por lo que surgen los
grupos: HAstV-MLB y HAstV-VA / HMO, que son cepas de humanos muy
similares a las de animales. Se han localizado en tracto digestivo y sistema
nervioso (Bosh et al., 2014). Prueba de ello es la cepa BoAstV-NeuroS1 que
afecta a los bovinos y guarda estrecha similitud con las cepas AstV-HMO-C y
HAstV-VAL del tejido cerebral de un paciente de 15 afios con encefalitis (Li et al.,
2013). Por lo que es de suma importancia obtener conocimiento sobre su

conformacion y biologia, con el fin de prevenir futuros problemas de salud publica.

Astrovirus también presenta una alta diversidad, que es resultado de la alta tasa
de error en la transcripcion debido a que no contiene puntos de control, que
detecten errores en la secuencia, por lo que no permite corregirla y se sintetiza por
completo, lo mismo que pasa con Norovirus (Arias et al., 2016). Lo que se traduce
en un alto porcentaje de mutaciones y da origen al estudio constante de todos las
variables emergentes de Astrovirus y supervisar su potencial zoondético, ya que

tampoco existe vacuna alguna como medio de prevencion.

2.6.4 REPLICACION

El esquema de replicacion, transcripcion y traduccion que se ha postulado para
Astrovirus es parecido a los de Alfavirus y a los Calicivirus, las cuales presentan
una organizacién genémica y una estrategia de sintesis de proteina estructurales
a partir de un ARN genomico y una estrategia de sintesis de proteinas
estructurales a partir de un de ARN subgendmico similar a las de Astrovirus. Tras
la entrada del virus a la célula hospedera tendra lugar la sintesis de proteinas no
estructurales a través del genoma, estas proteinas transcribirdn la cadena
negativa completa, la cual a su vez servird de molde para la sintesis tanto de
nuevas moléculas gendmicas como moléculas de ARN subgenomico de polaridad
positiva, aunque todavia no esta demostrado cientificamente parece ser que
existe un promotor para el ARN subgénomico que solo sera funcional en las

cadenas negativas de ARN. Finalmente tendra lugar la sintesis de proteina a gran
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escala al traducirse el ARN subgénomico; de este modo la presencia de proteinas
de la capside es indicativa de que la replicacién del genoma ya haya tenido lugar
(Guix, 2003).

La proteina de la capside de astrovirus desempefia un papel Unico en la
patogénesis de la diarrea: la proteina de la capside interactda con las membranas
apicales de los enterocitos, aumentando la permeabilidad, favoreciendo la
replicacion del virus (Rivera et al., 2010).

2.6.5 IDENTIFICACION MOLECULAR DE ASTROVIRUS EN CONEJOS

El primer estudio realizado para Astrovirus en conejos fue realizado por Martella
et al., (2011) en Italia, donde se obtuvieron varios grupos de animales en total 23
conformados por 2-5 animales cada uno, tenian edades de 35-55 dias, extrayendo
porciones de intestino delgado y grueso con contenido intestinal de conejos con
enteritis. Las muestras fueron almacenadas a -80 grados Celsius. Realizaron la
extraccibn de ADN y deteccibn de Astrovirus por el método RT-PCR, se
prepararon extractos de ARN homogenizados al 10% en una solucion salina
tamponada con fosfato, de pH 7.3 y después se clarifico por centrifugacién a
10,000 rxm. ElI ARN virico se extrajo utilizando un kit de ARN viral QIAamo; las
muestras de coleccion se seleccionaron inicialmente para colocarlas en un par de
cebadores dirigidos a la region ORF 1b, la seleccion inicial mostro amplicones de
PCR del tamafio esperado de 409 pares de bases. Las secuencias de ORF 1b
generados con los cebadores AstV, se utilizaron para diseflar conjuntos de
cebadores mas especificos y sondas para PCR de transcripcion inversa y PCR en
tiempo real cuantitativa capaz de identificar y cuantificar los Astrovirus de conejo.
Los cebadores y sondas Tagman son diseflados utilizando software Beacon
Desing version 2.0. La PCR en tiempo real logro un amplicon ORFIb de tamafio de

409 pb que fue clonado en PCR4-topo vector y se transcribié in vitro.
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El segundo estudio que existe a nivel mundial en conejos fue reportado un afo
después por Stenglein et al., (2012), con el genoma completo para esta especie
en Estados Unidos, Tennessee. Obtuvo muestras de una granja con indices de
mortalidad del 90% en conejos con diarrea, aunque debe considerarse que
encontré una carga alta de coccidias. Por microscopia electrénica, detecto lo que
parecieran ser particulas virales de Astrovirus, lo que confirmé utilizando
virochip’s, PCR, secuenciacion masiva y metagendémica. Se ocuparon un total 27
pares de primers dirigidos a cada una de las regiones. Al construir arboles

filogenéticos demuestra relaciones con los AstV MLB, aves, ratones y bovinos.

2.6.6 RELACION ASTROVIRUS-NOROVIRUS

Astrovirus fueron descritos en el afio de 1975, en muestras de diarrea de nifios por
microscopia electrénica y no siempre fue clasificado dentro de la familia
Astroviridae. Tanto AstV y NoV, se encontraban descritos en un solo grupo
denominado: small round-structured viruses (SRSV), en conjunto con otros virus
causales de gastroenteritis. Fue hasta el afio 1991, donde se describié que era un
virus RNA monocatenario y en 1995 se confirm6 mediante técnicas de biologia
molecular. Asi mismo se realiz6 una comparacion de proteinas y RNA, en células
infectadas, dando reconocimiento a las familias Caliciviridae y Picornaviridae
(Dedman et al., 1998).

La especie en la que se ha estudiado mayormente la relacion Astrovirus-Norovirus
es en humanos. Independientemente de que ocasiona sintomatologia similar que
en este caso es la diarrea, comparten otras similitudes como su estructura, el
genoma RNA monocatenario y que pueden ser traducidos directamente (Catriona
et al., 2007).

Segun un estudio realizado por Kim et al., (2015), sobre la relacién de estos virus
demuestra que las regiones codificantes para ambos virus muestran un alto

parecido, asi como sus factores reguladores de la transcripcion y que
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genéticamente pueden ser responsables de patologias en comun. También
propone que si el estudio de alguno de los virus es complejo, los hallazgos para

Norovirus pueden dar un mejor entendimiento y utilizarse para Astrovirus.

Debido a estos reportes, se han creado propuestas de vacunas recombinantes
que contienen proteinas de capside para ambos virus, y en combinacién con
algunos otros como virus de hepatitis E o Rotavirus. La base de esta vacuna se
encuentra en su genoma ya gue son virus no envueltos, con proteinas dimericas
gue sobresalen de la capside (P) y dentro de sus funciones se encuentran la
neutralizacion anticuerpos, siendo una opcion para el desarrollo de vacunas
subunitarias, realizando la fusion de los 3 dominios P expuestos. Al estudiar los
efectos post-vacunacion se encontraron titulos neutralizantes altos para los virus y
en el cultivo celular para NoV, una mayor actividad de blogueo para sus
receptores HBGA (Xia et al., 2016).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion cunicola en México se ve afectada frecuentemente por tres tipos de
patologias: neumonia, sarna y en mayor porcentaje problemas entéricos (Olivares
et al., 2009).

Norovirus se ha reportado en humanos como el primer causal de enfermedades
entéricas de origen virico a nivel mundial. La importancia de su estudio molecular
radica en que presenta diversos genotipos y su capacidad de recombinacion, asi
mismo el polimorfismo genético de sus receptores, que lo hace sumamente
diverso. Su estudio en conejos no se ha reportado, aunque esta especie comparte
algunas peculiaridades con las células epiteliales de humanos, sin embargo si
existen los medios para concederse una infeccidon y ser un importante agente

causal de enteritis en conejos (Thorne y Goodfellow, 2014).

Astrovirus es un virus que se caracteriza por causar enfermedades en el tracto
digestivo de los conejos, se ha presenciado en granjas con indices de mortalidad
de hasta el 90% del total de su poblacién, ademas de que se ha reportado que su
presencia puede ser comun. Existen escasos estudios en conejos, por lo cual no
se conoce en su totalidad la diversidad genética o si existe relacion interespecie.
(Stenglein et al., 2012).

No existen estudios de ambos virus en México, seria relevante su diagndstico
debido a que si llegan a estar presentes, podrian estar ocasionando altos indices
de mortalidad debido a las severa signologia entérica que pueden desarrollar en

los animales y pérdidas econdémicas.
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4. JUSTIFICACION

A nivel nacional el Estado de México es la entidad lider en produccién cunicola,
con un inventario de 65 mil vientres y una produccion aproximada de 54 mil 600
toneladas de carne de conejo. Los principales municipios productores pertenecen

a la zona sur oriente como lo son: Amecameca y Tlalmanalco. (SAGARPA, 2015).

Es de importancia el estudio de Astrovirus en conejos, debido a que es un virus
gue ocasiona signologia entérica como: diarrea, distencion abdominal e
impactacion cecal, que puede ocasionar la muerte de los animales y por ende
pérdidas econdmicas a los productores. El diagndstico de Astrovirus se ha basado
en técnicas moleculares, debido a que es el método que ha logrado identificar de
forma especifica a los agentes virales y el cultivo celular es poco exitoso
(Stenglein et al., 2012).

Norovirus tiene afinidad a los grupos HGBA, particularmente a los trisacaridos
denominados antigenos H tipo dos. Estos antigenos los podemos encontrar en
células epiteliales del intestino de los conejos, por lo cual nos brinda un motivo
suficiente para realizar su diagndstico molecular ya que cuenta con los

condiciones idoneas para su replicacion y poder reportarlo (Abrantes et al., 2012).

El uso de la técnica de RT-PCR en este estudio es debido a sus caracteristicas de
alta sensibilidad y especificidad, lo cual le confiere como ventaja detectar desde
una sola copia viral (Pfitzner et al., 2014).

Astrovirus no ha sido identificado en México y Norovirus no se ha estudiado en

conejos, por tal motivo se realizara la identificacion molecular para conocer su

diversidad genética y realizar el primer reporte en lugar y especie.
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5. HIPOTESIS

Norovirus genotipo Gll.4 y Astrovirus, estan presentes en conejos con cuadros

entéricos, pertenecientes a la zona sur oriente del Estado de México.
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6. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Identificar por RT-PCR Norovirus y Astrovirus en conejos de la zona sur oriente del

Estado de México.

6.2 ESPECIFICOS

1.- Amplificar la region ORF 1b de Astrovirus y ORF 1 de Norovirus.
2.-.Secuenciar los fragmentos amplificados.

3.- Realizar asociaciones de las secuencias encontradas en conejos de la zona
sur oriente del Estado de México y compararlas con las reportadas a nivel

mundial.
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7. MATERIAL Y METODO

7.1 LOCALIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

El muestreo se realizé en el periodo comprendido del mes de agosto de 2015 a
noviembre de 2016 en la zona sur oriente del Estado de México. El clima de la
region es templado sub-himedo con periodos de lluvia entre mayo y octubre. La
temperatura media anual es de 14 °c y se encuentra a 2,420 metros a nivel del
mar (INAFED, 2015).

7.2 TIPO DE INVESTIGACION

El presente estudio es comparativo, observacional, no experimental y transversal.

7.3 POBLACION BAJO ESTUDIO

Se analizaron un total de 109 conejos pertenecientes a granjas cunicolas de la
zona sur-oriente del Estado de México, siendo los municipios de estudio: Valle de
Chalco, Chalco, Temamatla, Cocotitlan, Tlalmanalco, Juchitepec, Tenango del
Aire, Ayapango, Amecameca, Atlautla, Ozumba, Tepetlixpa y Ecatzingo. Los
criterios de inclusién establecidos fueron: edad de 35-65 dias, que presenten
cuadros entéricos y sin signologia aparente. Los criterios de exclusiéon aquellos

conejos que hayan sido medicados 7 dias anteriores al muestreo.

7.4TIPO DE MUESTREO

No probabilistico, debido a que este tipo de muestreo puede ser utilizado cuando

se quiere demostrar que existe un rasgo determinado en una poblacion.
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7.5 TOMA DE MUESTRAS

Una vez seleccionados los conejos, se realizé la toma de muestras para proceder

a su diagnaostico por biologia molecular (RT-PCR).

Ante mortem

Se colectaron muestras de 1 ml de heces liquidas o 2 gr de heces sélidas, segun
fuese el caso. Se depositaron en viales Eppendorf, los cuales fueron transportados
en refrigeraciéon al laboratorio, en donde se mantuvieron en congelacion a -15 °c,

hasta su analisis.

Post mortem

Animales muertos dentro de un periodo no mayor a dos horas, animales sin
signologia aparente o conejos con cuadros entéricos que se sacrificaron de forma
humanitaria (NOM-033-Z00-1995), a los que se les practico necropsia de acuerdo
a lo descrito por De Aluja y Constantino, (2002). Dicho proceso se llevé a cabo en

el anfiteatro del Centro Universitario UAEM Amecameca.

Las muestras colectadas fueron de contenido intestinal y porciones de intestino
delgado. Todas las muestras se remitieron para su procesamiento y analisis en el
Laboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética del C.U UAEM

Amecameca.
7.6 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

La extraccion del RNA viral se realizo con el kit GeneJET viral de ThermoScientific
y la RT con el kit Improm II"™ Reverse Transcription System (Promega) de acuerdo

a instrucciones del fabricante.

Se estandarizaron las condiciones de la técnica de RT-PCR para la amplificacion

de la region ORF 1b de Astrovirus y ORF 1 de Norovirus.
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8. DISCUSION

Astrovirus fue identificado en conejos con cuadros entéricos, lo que coincide con lo
reportado por Stenglein et al., (2012), sin embargo no se obtuvieron muestras
positivas en conejos sanos o sin signologia aparente como lo describe Martella et
al., (2011). Es muy probable que la infeccion por Astrovirus en esta especie en
México, refleje ser uno de los principales patdgenos de origen virico presentes en
conejos con diarrea, a diferencia de otros virus determinados como primeros

causales en otras especies, lo que se observo en este estudio con Norovirus.

Las infecciones por Astrovirus son esporadicas, asi como a gran escala en
poblaciones susceptibles (Walter y Mitchell, 2003), lo que ocurre de manera similar
en conejos pertenecientes a granjas de la zona sur oriente del Estado de México.
Bajo esta observacion Norovirus presentd patrones similares a Astrovirus, en
cuestion de presencia ya que solo se encontré en conejos con signologia entérica

y en poblaciones susceptibles.

En conejos Astrovirus es diferente, debido a que no presenta el dominio SRGHAE
altamente conservado presente en la mayor parte de los miembros de esta familia,
lo que se traduce en que pueda tener porcentajes de identidad bajos del 19.3% -
23.7% en relacion con otros virus de mamiferos (Martella et al., 2011). Los pavos
carecen del mismo motivo y pudimos observar en el arbol filogenético construido
para este virus que efectivamente las variantes de México guardan relacion con

los AstV de pavo tipo 1y 2.

Los AstV MLB1 son descritos como ancestros y se ha demostrado su existencia a
nivel mundial (Meyer et al., 2015), y este estudio concuerda con ello, ya que el

arbol construido, refleja como base a esta cepa viral.

El complejo entérico de los conejos se ha descrito como una infeccion

multifactorial, asociada a diversos patdgenos: virales, parasitarios y bacterianos,
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donde pueden estar presentes todos o algunos en asociacion ocasionando
signologia entérica en los animales (Percy et al., 1993). Lo que en este estudio
corroboramos ya que el 100% de las muestras positivas a Norovirus, fueron

positivos a Astrovirus, encontrados en la misma muestra.

De acuerdo con lo descrito por Yan et al., (2003), la combinacion de Norovirus

genotipo Gll y Astrovirus es posible, lo que sugiere esta investigacion.
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9. CONCLUSIONES

Se identificd Astrovirus y Norovirus mediante la técnica de RT-PCR en conejos

con signologia entérica de la zona sur-oriente del Estado de México.

La cepa de Astrovirus en conejos de México, es diferente a las reportadas a nivel
mundial, aunque si guarda relacién, al igual que los AstV MLB1 por ser descrito

como ancestro.

Norovirus se relaciona con el genotipo Gll, que es el de mayor reporte a nivel

mundial y GIV de humanos, caninos y felinos.

Ambos virus pueden estar presentes simultaneamente en conejos con signologia

entérica.

Este es el primer reporte de Astrovirus en México de esta especie y el primero de

Norovirus a nivel mundial.
Es recomendable seguir con el estudio para la clasificacion de las variantes de

Astrovirus y Norovirus, mediante la amplificacion de marcos abiertos de lectura

ORF2, para ambos virus.
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RESUMEN

Astrovirus es uno de los principales agentes etiologicos de origen virico causal de diarrea
en las diversas especies. En conejos su estudio ha sido sumamente limitado, y s6lo se ha
identificado en animales de Italia y Estados Unidos. En México no existen reportes de la
presencia de Astrovirus en esta especie, por tal motivo el objetivo de este estudio fue
identificar al virus empleando la técnica de RT-PCR, con lo que se amplifico parcialmente
el marco de lectura abierto ORF1b, el resultado se confirmo realizando una PCR anidada.
Del total de las muestras procesadas, se obtuvo que el 15 % presentaba este virus, lo que

permitira ser considerado en el diagnéstico de enfermedades entéricas.

Palabras clave: Astrovirus, RT-PCR, conejos, enteritis, México.
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12. ANEXOS

12.1 PROTOCOLO DE RT

Kit Improm II™

Reverse Transcription System (Promega)

Se realiz6 un mix inicial que contenia 3 ul de RNA, 2ul de oligo DT y se incubo a

70°c durante 5 minutos.

Posteriormente se elaboré un segundo mix para complementar la reaccion.

Reactivo Cantidad (ul)

Improm 1I™ 5x Reaction Buffer 4.0
MgCl, 2.4
dNTP mix 1.0
Recombinant RNasin® 0.5
Improm II"™ Reverse Transcriptase 1
Nuclease free water 6.1
Ajustado 15
Programa:

Temperatura Tiempo (minutos)
25°c 5
42 °c 80
70 °c 15
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12.2 REACTIVOS DE PCR ASTROVIRUS Y NOROVIRUS

Reactivos PCR Astrovirus

Reactivo Cantidad (ul)

Agua libre de nucleasas 12.5
Solucion green 5
MgCl, 2
dNTP’s 1
panAstVFor2 1
panAstVRev 1
Go Tag® 0.5
CDNA 2

25

Reactivos PCR Norovirus

Reactivo Cantidad (ul)

Agua libre de nucleasas 13.25
Solucién green 5
MgCl, 1.5
dNTP’s 1
NoVF 1
NoVRev 1

Go Tag® 0.25
CDNA 2
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12.3 PROTOCOLO DE CLONACION

1.- Se realiza gel de agarosa 2x para la obtencién de amplicones que se utilizaran
en el proceso de purificacion (el tamafio es especifico por fragmento). Se cargan
de 20 a 40 pl del producto de PCR por pozo y se realiza la electroforesis.
Posteriormente se visualiza el gel en lampara U.V y se tifie con bromuro de etidio.
Los fragmentos amplificados se cortan con una navaja de bisturi y se colocan en
un vial eppendorf de 2 ml.

2.- Purificacion de fragmentos a partir de geles de agarosa

2.1.- Obtenido el fragmento se pesa y se adicionan 3 volimenes de yoduro de
sodio en una concentracion 6 molar.

2.2.- Incubar a 55 °c durante 5 a 10 minutos o hasta que la agarosa se disuelva
completamente.

2.3.-Adicionar 15 pl de perlas de silica e incubar de 30 a 60 minutos.

2.4.- Decantar y resuspender el pellet en 500 pl de solucion de lavado y centrifugar
durante 4 minutos a 12,000 rpm a 4°c (realizar por duplicado).

2.5.-Decantar el sobrenadante y secar el pellet por calor.

2.6.-Resuspender el pellet en 300 pl de agua estéril e incubar 5 minutos a 55 °c.
2.7.-Centrifugar a 12,000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente.

2.8.- Recuperar el sobrenadante en un vial limpio.

2.9.- Visualizar los productos de 5 a 10 ul de purificado en gel de agarosa 2x o
segun sea el caso.

3.- Ligacion
*Kit PGEM-T Easy vector System |

3.1.-Se realiza célculos de concentracion para calcular el mix, con la siguiente
formula:

Kb inserto
_—_ X ngdelvector

Kb vector
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Donde:

Kb inserto: tamafio del amplicon

Kb vector: tamafio de vector (referirse a la hoja)

ng del vector: concentracion (pGEM-T Easy Vector)

0.3
% X 50 ng del vector =5 ng (ng de inserto necesario 1:1)
3 Kb

Proporcién 1:3 es decir 50 ng vector — 15 ng de inserto

Datos para calculo de ng vector-inserto y mix

Reactivo Stock Final 1Rx
Vector (PGEM) 50 pg/ml 50ug/mli 1l
Inserto (DNA) ? +De acuerdo a la

banda 3l
Ligasa (T4 DNA) 3 Wv/ml 3Wv/mi 1l
*Buffer 2x 2X 1x 5ul
Agua libre de 0 0 0
nucleasas

Ajustado a 10pl
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+Las bandas que se observan intensas necesitan aproximadamente 2pul, para
bandas mas tenues pueden utilizarse hasta 5pl.

*El buffer se encuentra muy diluido por lo que el porcentaje del agua es
aprovechado para sustituirlo.

3.2.- Incubar 12-24 horas a 37.5 °c con movimiento.

4.- Transformacion

4.1.- Descongelar en hielo las células competentes.

4.2.- Agregar 6pl del ligado y 100ul de células.

Porque:

50 ng/ul =5 ng/pul

30 ng del ligado del DNA= 6 pul

4.3.- Se les da un golpecito a los viales y se incuban 30 minutos en hielo.
4.4.- El shock térmico se realiza a 42°c durante 1 minuto en bafio maria.
4.5.- Se deja en hielo 2 minutos.

4.6.- Se ajusta a 1 ml (900 ul de medio LB o Luria Bertani liquido y 100ul del
ligado). Colocar el medio LB con las muestras en el hielo.

4.7.- Incubar 1 hora a 37.5°c en movimiento.

4.8.- Se centrifuga 10 minutos a 3,600 rpm.

4.9.- El pellet se resuspende en 200ul del mismo medio, lo demas es desechado.
4.10.- Se plaguean 100 pl en una placa con LB, IPTG’S, X-Gal y ampicilina
4.11.- Incubar de 12-24 horas.

5. Se crea un stock de clonas (colonias blancas) en una sola placa de LB, en este
caso se seleccionaron 5 colonias.

6.- Se toma %2 colonia de un lado y 2 de la misma con una punta de 20 pl. La
primera mitad se siembra en la placa y la otra %2 se sumerge en 900ul de agua
inyectable.
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7.- Mezclar los viales por pipeteo.

8.- Lisar mediante calor con un ciclo de 94°c por 10 minutos y 4a.

9.- Realizar mix con 5 ul de células lisadas.

10.- Célculo de concentracién y mix para PCR

Mix Stock Final 1 Rx

DNA ? 5 u/rx 5ul

Taq pol 5 u/ul 1 u/rx 0.2 ul

d’'NTPS 2 my 0.2 mp 2 pl

Primers 10 mp 0.2 mu 0.4 ulx2=0.8 ul
Buffer 10x 1x 2 ul

MgCl, 30 mu 1.5 mpu 1p

Agua L.N Cbp 20 pl 9 pl

Céalculo para mix (excepto la taq pol):

Primers: 0.4 ul X Rx

C1l-10 mp
Se divide
V1- ?
C2-0.2 mu
Se multiplica
V2- 20 pl

Célculo para la taq pol:
1 u/rx =5 u/ul
? - 1lu/

Taq pol: 0.2 pl x Rx
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Programa de PCR

94°c x 5 minutos

94°c x 30 seg

T.M x 30 seg 30 ciclos

72 °c x 40 se

72 °c x 5 minutos

10.1 Se visualiza en gel de agarosa 3x
11.- Preparacion del stock.

11.1.- Se escogen las colonias que mejor se visualizan en el gel de agarosa que
en este caso se elige una.

11.2.- Se crecen en LB liquido y ampicilina, que para este caso se tiene un
volumen de 230 ml y requiere de 345 pl.

11.3.- Se adiciona 7 ml de LB por colonia y se incuban de 12 a 24 horas, con los
tubos inclinados.

11.4.- En el caso del stock se toma 1.5 pl de LB que se quedo incubando, se
coloca en un vial y se centrifuga a 3,600 rxm durante 8 minutos, se decanta y se
coloca nuevo medio LB y ampicilina con glicerol al 16% y se almacena
(congelacién).

12.- Preparacion de la miniprep.

* Se procesa con el kit Vivantis GF1-Plasmid DNA Extraction Kit, segun las
instrucciones del fabricante..

13.- Realizar electroforesis en un gel 3x para visualizar el plasmido.
Mix de carga:

2 pl de colorante 5x

4 pl de muestra

2 ul de Agua libre de nucleasas
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Gel de agarosa 3x. Fragmentos del plasmido,

miniprep.

12.4 MAPA Y SECUENCIA DE LA REGION PROMOTORA Y SITIO MULTIPLE
DE CLONACION DEL VECTOR

T7 Transcription Start

ACGTC GCATG CTCOCC GGCCG

CAG CGTAC GAGGE COGGEC

Apa Axzll Sphi B

5 .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGOGA ATTGG GC
F ... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CG
T7 Promaber |

CCG A
GGEC T

T e e AT T
CCATG ey ‘,‘l‘:"""d' T“I:clu:nezl ns.s-.:|3

GGTAC CGGCG CCCTA

ATCAC TAGTG CGEGECC GOCTE CAGGT CRACC ATATG

TTAGTG ATCAC GOCGE CGGAC GTCCA GCTGGE TATAC

Moo Sac Spe Flot Nt Sall Fde
Bstd
5P6 Transcription Star
GGEAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT .. .3
it puglialepy

CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA. .. 5
[ I Il | EP& Promater

Sacl =14 sl

Secuencia de la region promotora y sitio multiple de clonacién del PGEM® T-

Vector
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\ | Ndel a2
[ Tsp
Mapa del vector
Puntos de referencia del PGEM® T Vector
Region Nucleétidos
T7 RNA polymerase transcription 1
initiation site
multiple cloning region 10-113
SP6 RNA polymerase promoter (—17 to 124-143
+3)
SP6 RNA polymerase transcription 126
initiation site
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer 161-177
binding site
lacZ start codon 165
lac operator 185-201
B-lactamase coding region 1322-2182
phage f1 region 2365-2820
lac operon sequences 2821-2981, 151-380
pUC/M13 Forward Sequencing Primer 2941-2957
binding site
T7 RNA polymerase promoter (—17 to 2984-3

+3)
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12.5 SECUENCIAS Y NUMEROS DE ACCESO

Nombre en este estudio NUmero de acceso: Especie
GenBank
NAUSIK-08ITA JN052023.1 Conejo
CON-USA12 JF729316.1 Conejo
ASTV-PAVO 1 KT355320.1 Pavo
ASTV-PAVO 2 KT355317.1 Pavo
ASTV-MUR 1 EU847154.1 Murciélago
ASTV-MUR 2 EU847153.1 Murciélago
AVASTROVIRUS Y15936.2 Ave
ASTV-MUR 3 KP843562.1 Murciélago
ASTV-YAK KM822593.1 Yak
MAMASTROVIRUS 2 KM017743.1 Felino
ASTV-FELINO ORFIA KM017741.1 Felino
ASTV-FELINO ORFIB KM017741.1 Felino
ASTV-YAK1AB KM822593.1 Yak
ASTV1-BOVNSP1A KJ6209801.1 Bovino
ASTV1-BOVNSP1AB KJ620980.1 Bovino
ASTV2-BOVNSP1A KJ620979.1 Bovino
ASTV2-BOVNSP1AB KJ620979.1 Bovino
MAMASTROVIRUS 2-1 KF155290.1 Felino
ASTV-FELINO NSP1AB KF499111.1 Felino
ASTV-FELINO NSP1A KF499111.1 Felino
MAMASTROVIRUS 3 KF787112.1 Porcino
ASTV-PATO RDRP KJ020899.1 Pato
ASTV-PATO NSP KJ020899.1 Pato
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