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Resumen. Entre las enfermedades virales de mas reciente diagnéstico que afectan a los delfines se describe la
incidencia de los gammaherpesvirus en lesiones vaginales y peneanas severas. Con el objetivo de realizar la
identificacion molecular del virus asociado a las lesiones en genitales de delfines Tursiops truncatus de la cayeria norte
central de Cuba, se realizaron biopsias de lesiones genitales de 17 delfines entre los afios 2005 — 2010, previa anestesia
del area con lidocaina al 2 %. A dichas muestras se les extrajo el DNA para el diagnostico molecular de herpesvirus
mediante PCR. Se pudo detectar la presencia del genoma viral de herpesvirus en 9 de las muestras lo que representé
un 53% del total de las lesiones en estudio. A partir de los productos amplificados se secuencié un fragmento del gen de
la polimerasa viral de herpesvirus en ambos sentidos empleando los mismos cebadores que se utilizaron para las
reacciones de amplificacién y se realizaron arboles filogenéticos con lo que se identifico la presencia de
gammabherpesvirus como agente etiologico de las lesiones. Este hallazgo constituye el primer reporte de la presencia de
herpesvirus a partir de lesiones genitales en delfines Tursiops truncatus en Cuba y el segundo en la costa Atlantica.
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GAMMAHERPESVIRUS MOLECULAR IDENTIFICATION ASSOCIATED TO Tursiops truncatus
DOLPHINS GENITAL LESSIONS

Abstract. Among the viral diseases of recent diagnosis that affect dolphins are described the gammaherpesvirus
incidence in severe genitals lesions. With the objective to do the molecular identification to the associated virus to
Tursiops truncatus dolphins from the central-north Cuban keys, some biopsies were doing to 17 dolphins from 2005 -
2010, previous lidocaine anesthesia 2% to the area. The DNA was taking out form the samples to the molecular
diagnosis to the herpesvirus through PCR. It was highlighted the presence of the herpesvirus viral genome in nine of the
samples what means the 53% of the total studied lesions. From the amplified products, a fragment of the gen of
herpesvirus viral polimerasa was taking in sequence in both senses using the same primer that were used to the
amplification reactions, the filogenetic trees were doing, was identified the presence of gammaherpesvirus as etiologic
agent of the lesions. This discovery is the first report of the presence of herpesvirus through genital lesions in Tursiops
truncatus dolphins in Cuba and the second in the Atlantic coast.

Key words: Herpesvirus; DeHV; bottlenose dolphin; Tursiops truncatus; neoplasia; tumor development.

INTRODUCCION

Los cetaceos marinos de forma general y en particular los delfines Tursiops truncatus son especies sensibles a un gran
ndamero de enfermedades, dentro de las cuales las enfermedades virales se cuentan entre las de mayor frecuencia ya
gue al menos nueve familias de virus han sido reportadas en estos mamiferos (Van Bressem, et. al., 2009 y Bossart,
2011) a pesar que su diagnostico se dificulta, entre otras razones, por su hdbitat acuatico, la dificultad de su
manipulacion, asi como el alto costo de las investigaciones que se realizan en estas especies.

Entre las enfermedades virales de mas reciente diagndstico que afectan a los delfines se describe la incidencia de los
gammaherpesvirus en lesiones vaginales y peneanas severas (Romero, 2005; Saliki, et. al., 2005; Smoralek, et. al.,
2006; Miyoshi, et. al., 2011; Maness, et al., 2011; Rethanz, et. al., 2012 y Cruz, et. al., 2014). La observacién de cuerpos
de inclusién intranucleares de herpesvirus en lesiones papilomatosas en cetdceos marinos, determinada con el empleo
de microscopia electronica (Martineau, et. al., 1988 y Manire, et. al., 2005) también se asocié a la presencia de lesiones
compatibles con la enfermedad, tanto cutaneas (Van Bressem, et. al., 1994) como de mucosas (Lipscomb, et. al., 1996 y
Romero, 2005).
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En la actualidad se han desarrollado varios procedimientos para la detencién de genoma viral en muestras de tejidos,
pero es la técnica de PCR la mas cominmente empleada en el diagnéstico de herpesvirus. La especificidad en su
diagnéstico permite genotipificacion y los andlisis filogenéticos de los agentes determinados (Schmitt y Henderson,
2005).
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Este trabajo se traz6 como objetivo realizar la identificacion molecular de virus asociado a las lesiones en genitales de
delfines Tursiops truncatus de la cayeria norte central de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron biopsias de lesiones genitales de 17 delfines entre los afios 2005 - 2010, previa anestesia del area con
lidocaina al 2%, mediante un ponche de 5 mm realizado sobre la lesidon tumoral. Las muestras fueron almacenadas
inmediatamente a — 80°C para el diagndstico molecular en el Centro de Sanidad Agropecuaria (CENSA), situado en la
Provincia Mayabeque.

A las secciones de tejido se les afiadid 500uL de PBS 1X para rehidratar el tejido y se dejaron a 4°C durante 2h.
Posteriormente se cortaron con bisturf, se centrifugaron durante 5min a 12000g a una temperatura de 4°C y se descartd
el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en tampén de digestion (10mM Tris-HCI (pH 8.8), 5mM EDTA (pH 8.0),
0,5% SDS y 1mg/mL de proteinasa K en agua destilada) (TE 1X, 0.5% SDS y 1mg/mL) y se incubé toda la noche a una
temperatura de 56°C. Se les afadié 1 volumen de fenol saturado con TRIS-HCL, pH 7.8 (500 uL), se agitaron
manualmente durante 5min a 6000g y se tomd la fase superior (este paso se repitid 3 veces). Luego se trataron con
500uL de la mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitdé 5min manualmente y se separaron las fases mediante
centrifugacion durante 5min a 6000g. La fase superior se pas6 a otro tubo donde se procedio a la precipitacion del ADN
empleando 50uL de acetato de sodio 3M, pH 5,5 y 1ml de etanol absoluto frio. Se incubaron durante 1h a —80°C y
posteriormente se centrifugd durante 15min a 13,200g a 4°C. El sobrenadante se desechdé y el precipitado fue lavado
con etanol al 70% 1ml. Se volvié a centrifugar a 15min a 13,200g a 4°C. El precipitado fue secado al aire. EI ADN fue
resuspendido en 50 pL de TE 1X y fue almacenado a -20°C.

Con el fin de su utilizacién como control de amplificacion por PCR, utilizando este mismo procedimiento, se extrajo el
ADN del sobrenadante de células de rifion de bovino infectadas con la cepa E8 de herpesvirus bovino 1(BHV 1).

Para la deteccion de herpesvirus del delfin se utilizé un PCR anidado con un juego de cebadores consenso para
herpesvirus, disefiados por Van Devanter, et. al., (1996) de acuerdo a secuencias motifs conservadas del gen viral que
codifica para la ADN polimerasa de diferentes especies herpesvirales (DFA: GAYTTYGCNAGYYTNTAYCC, ILK:
TCCTGGACAAGCAGCARNYSGCNMTNAA, KG1: GTCTTGCTCACCAGNTCNACNCCYTT, TGV:
TGTAACTCGGTGTAYGGNTTYACNGGNGT, IYG: CACAGAGTCCGTRTCNCCRTADAT). El perfil de la reacciéon de
PCR en la primera y la segunda reaccién fue: 10min. a 94°C seguido de 45 ciclos (30seg. a 94°C, 60seg. a 46°C y
60seg. a 72°C) y una incubacién final de 7min. a 72°C. En la reaccion se utilizaron 2 pL de ADN en la 1° reaccion y 5uL
en la 2°eaccion.

Los reacciones de PCR se realizaron en volimenes de 50uL de mezcla que contenia Go Taq Polimerase Green master
mix 1X, Promega, (1,5mM de MgClz, 200uM de cada dNTP, 2.5 U/50uL de GoTaq DNA polimerasa) 1uM de cada
cebador y 2 -5uL de ADN molde con una concentracion entre 100 y 200ng/50 uL. Como control negativo de la reaccion
se sustituy6 el ADN molde por el mismo volumen de agua libre de nucleasas (Promega). Se utilizé dimethyl sufoxido
(DMSO) al 5% como aditivo en la reaccion. Para la incubacion de las reacciones se utilizé un termociclador MJ-
Research™. Como control positivo de la reaccion de PCR, se utilizé el ADN de BHV1 (chequeado previamente por PCR
con cebadores especificos a dicho virus).

Los productos de PCR con 1X de tampén de carga azul-naranja (Promega) se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 2% tefiidos con Bromuro de Etidio 0,08ug/mL. Las corridas se realizaron en tampén TBE 0.5X a un voltaje
constante de 100 V por 30min. en cdmara de electroforesis (Ecogen) y fuente (Amersham Pharmacia Biotech EPS 601).
Para determinar la talla aproximada de los productos fue incluido un patron de peso molecular 100pb DNA Ladder
(Promega) con un rango de tallas de 250-10000pb y 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen) con un rango de tallas de 100-
12000pb. Las bandas se visualizaron a una longitud de onda de 312nm en un transiluminador (Uvitec) y se fotografiaron
en GelVue UV Transilluminatiator (SYNGENE) para registrar los resultados.



REVISTA CIEMTIFICA DEL
U PARCUE ZO0LOGICO NACIONAL
6 DE CuBA

Los productos de la amplificacion por PCR se purificaron desde el gel de agarosa mediante Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega) segln las recomendaciones del proveedor. Se secuencio un fragmento de 215-315pb del
gen de la polimerasa viral de herpesvirus en ambos sentidos empleando los mismos cebadores que se utilizaron para las
reacciones de amplificacion. Para las reaccién de secuenciacién se preparé una mezcla constituida por: 1 yL de cada
uno de los cebadores de secuencia, 8L de la mezcla de reaccion de secuencia DTCS Quick Star Master Mix (Dye
Terminador Cycle Sequencing (DTCS) Quick Start Kit, de Beckman Coulter, USA), 5uL de ADN purificado y 6uL de H20,
hasta completar 20uL de reaccién. Para esta reaccion se realizaron 50 ciclos de 96°C por 30seg, 50°C durante 20seg y
60°C por 4min.
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Una vez concluida la reaccion de secuencia, se realiz6 la purificacion de la misma siguiendo el protocolo descrito en el
estuche comercial DTCS Quick Star Master Mix (Beckman Coulter, EU). La separacion de los productos obtenidos en la
reaccion de secuencia se realizd en un secuenciador automatico Beckman Coulter modelo CEQ™8800 utilizando el
procedimiento de analisis de datos crudos para productos de PCR.

Las secuencias obtenidas para cada muestra, correspondientes al fragmento del gen de la polimerasa de herpesvirus se
ensamblaron y editaron utilizando el programa Sequencher™ Version 4.10 (Genes Codes Corporation, USA), usando
como referencia secuencias de ambos virus obtenidas en el gen Bank. Al final se obtuvieron secuencias consensos para
cada uno de los virus estudiados. El andlisis inicial de las secuencias obtenidas se realizé6 mediante analisis por Blast en
el sitio web: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi usando como referencia secuencias del virus obtenido en el GenBank.
Las secuencias obtenidas fueron analizadas y alineadas utilizando el programa BioEdit v. 7.0.5.3 (Hall, 1999). Los
alineamientos fueron rectificados por inspeccion visual.

A partir de las secuencias obtenidas se realizaron las inferencias filogenéticas entre las especies de herpesvirus. Se
estimé el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajusté a los datos, utilizando los criterios informativo de Akaike
(AIC) (Akaike, 1974) y bayesiano (BIC), implementados en los programa jModelTest v. 0.1.1 (Posada, 2008).

Para generar los arboles filogenéticos se utilizaron tres criterios de reconstruccion: Neighbor joining (NJ) (Saitou y Nei,
1987) maxima verosimilitud (MV) (Felsenstein, 1981) y Bayesiano (Yang y Rannala, 1997). Los arboles NJ se
construyeron usando el programa MEGA 5.04. (Tamura, et. al., 2011). Para las secuencias nucleotidicas se utilizé la
distancia GTR con las correcciones para la heterogeneidad en los patrones de sustitucion entre los sitios inferidos en el
jModelTest.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se pudo detectar la presencia del genoma viral de herpesvirus en 9 de las muestras lo que representa un 53% del total

de las lesiones en estudio. La visualizacién de las bandas se correspondieron con una talla de aproximadamente 400pb
(Figura 1).

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% usando los cebadores de Van Devanter, et. al., (1996) en 13 de las
muestras analizadas. a) Linea 1: control negativo, linea 2: 0609, linea 3: SNO1, linea 4: 0419, linea 5: 0230, linea 6:
0618, linea 7: SNO2, linea 8: control positivo (ADN-BoHV-1), linea 9: marcador de peso molecular. b) M: Patron de peso
molecular 100pb, linea 1: control negativo, linea 2: 0903, linea 3: 0902, linea 4: 0904, linea 5: 0906, linea 6: 0910, linea
7: 0901, linea 8: 0933, linea 9: control positivo (ADN-BoHV-1).
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Van EIk, et. al., (2009) en un estudio similar con una n=36 individuos mantenidos bajo condiciones controladas en
diferentes parques acuaticos de Europa que poseian lesiones genitales, encontré6 por PCR que en 9 de estos se
diagnosticara herpesvirus para un 25% de positividad.
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Los productos de PCR positivos a herpesvirus fueron purificados y se obtuvo un amplicén de alrededor de 700 pb
(Figura 2).

MC-1.2.345 678 _

700 : .-.'..-

600

Figura 2. Productos del PCR general de herpesvirus con los cebadores DFA y KG1 purificados para secuenciar. Linea
M: marcador de peso molecular (100 pb Promega). C-: Control negativo (agua); Linea de 1al 7: productos de PCR de las
muestras de ADN de 0419, 0618, 0903, 0904, 0906, 0910, 0933; Linea 8 ADN de piel de delfin sano como control
negativo 0901.

A partir de los fragmentos amplificados y con el uso de los cebadores DFA y KG1 se obtuvieron las secuencias
nucleotidicas de un fragmento de 651pb del gen de la polimerasa de herpesvirus que fueron enviadas a la base de datos
Genbank.

Al realizar el analisis de comparacion de secuencias obtenidas con el empleo de la herramienta BLASTn se pudo
comprobar una alta identidad con Tursiops truncatus herpesvirus (AY952778.1 y AY952777.1) y Tursiops truncatus
gammabherpesvirus (AY949831.1) que fueron aislados por Smoralek, et. al., (2006) a partir de lesiones genitales de
ejemplares de la costa Atlantica de los E.U (Tabla ).

Tabla I. Resumen del andlisis por BLASTn de las secuencias obtenidas de Herpesvirus en la base de datos del
GenBank.

IDENTIDAD No.
MUESTRAS MAXIMA (%) GENBANK ESPECIE VIRAL

0903 95 AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0419 95 AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0904 91 AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0906 90 AY952778.1 T. truncatus herpesvirus
AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0618 89 AY952777.1 T. truncatus herpesvirus
AY949831.1 T. truncatus gammabherpesvirus
AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0910 91 AY952777.1 T. truncatus herpesvirus
AY949831.1 T. truncatus gammabherpesvirus
AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

0933 88 AY952777.1 T. truncatus herpesvirus
AY949831.1 T. truncatus gammabherpesvirus
AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

1001 99 AY952777.1 T. truncatus herpesvirus
AY949831.1 T. truncatus gammabherpesvirus
AY952778.1 T. truncatus herpesvirus

1002 99 AY952777.1 T. truncatus herpesvirus
AY949831.1 T. truncatus gammabherpesvirus
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Para los datos de herpesvirus, el modelo de evolucion propuesto por el programa jModelTest v. 0.1.1 fue GTR (Tavaré,
1986) con correccion gamma para las tasas de variacion entre sitios (parametro de correccion a=4.745 cuando se
analizaron todas las secuencias de herpesvirus y a=0.431 para las solo gammaherpesvirus).
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El analisis filogenético realizado por los tres métodos de reconstrucciéon NJ, MV y Bayesiano; mostré resultados
esencialmente iguales por lo que los resultados obtenidos se representaron en un mismo arbol. Las muestras 0906,
0419, 0903, 1001, 0904, 0910, 0518 y 0933 se ubican topolégicamente en el mismo nodo donde se agrupan los
gammabherpesvirus documentados en los cetaceos, lo que nos permite identificar las secuencias obtenidas en este
trabajo dentro del grupo de los gammaherpesvirus, agrupandose en un mismo nodo con otras gammaherpesvirus de T.
truncatus referidas en la literatura (Figura 3) donde forman un grupo monofilético con las gammaherpesvirus de delfines
en general.
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Figura 3. Arbol de relaciones filogenéticas realizado a partir de las secuencias obtenidas de herpesvirus de T. truncatus
(0906, 0419, 0903, 1001, 0904, 0910, 0518 y 0933) y las secuencias de referencias de herpesvirus de cetaceos,
estimado por el método de reconstruccion de maxima verosimilitud (MV). Los nimeros en las ramas representan los
valores de robustez, mayores del 50%, de los nodos estimados por bootstrap (con 10000, 100 réplicas para NJ y MV
respectivamente) y valor de probabilidad posterior a partir de 10500 arboles muestreados en el caso de Bayesiano.

La secuenciacion de los fragmentos de amplificacion obtenidos, el andlisis mediante BLASTn y el andlisis filogenético
permitié identificar la presencia de gammaherpesvirus Tursiops truncatus en lesiones genitales de delfines de la costa
norte central de Cuba.
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Acerca de la determinacion gammaherpesvirus a partir de lesiones genitales en estos animales, son escasos también los
estudios, solo se documentan en las costas de Perd (Van Bressem, et. al., 1994) y en el Atlantico de los Estados Unidos
(Romero, 2005; Saliki, et. al., 2005 y Smolarek, et. al., 2006), en animales bajo condiciones controladas de tipo acuario
en Europa (Van Elk et. al., 2009) y recientemente a partir de animales varados en las costas de Japon (Miyoshi, et. al.,
2011).
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El alto numero de animales afectados se relaciona sin dudas con la etiologia viral de la enfermedad, asi como con la
consideracion de la via venérea como su principal forma de transmision (Cruz y Barrera, 2011). Este resultado podria
incrementarse si se tiene en cuenta que un nimero indeterminado de animales que no fueron estudiados pudiera cursar
con enfermedad subclinica (Antonsson, et. al., 2000 y Antonsson y Hansson, 2002), cuyos signos solo aparecen bajo
condiciones favorables para la multiplicacion del agente (Nicholls y Stanley, 2000 y Bossart, et. al., 2001).

Los cambios en los ecosistemas costeros, muy en relacién con la actividad humana, asi como los cambios globales,
pueden estar asociados a una elevacion de las condiciones de estrés en los animales (Bossart, 2007; Simmonds y Eliott,
2009 y Bossart, 2011) que traen por consecuencia la aparicion de numerosas enfermedades virales, por lo que el efecto
acumulativo de estos pudiera explicar la elevacion en la prevalencia de animales con lesiones genitales asociadas a
herpesvirus.

CONCLUSIONES

1. Se identifico la presencia de Tursiops truncatus gammaherpesvirus asociados a lesiones en genitales de
delfines.

2. Las secuencias de herpesvirus obtenidas tienen mucha similitud entre ellas y con otras secuencias reportadas en
delfines de herpesvirus de Tursiops truncatus.
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