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RESUMEN GENERAL

La papilomatosis es una condicion cronica de origen viral que en muchos de los casos
estd asociada a la presencia de tumoraciones benignas y de naturaleza fibroepitelial. Los
papilomavirus ocasionan lesiones proliferativas, que, si estan localizadas en la ubre, pueden
interferir con el ordefio y ocasionar pérdidas al ganadero. El objetivo del presente trabajo fue,
por un lado, establecer los genotipos de BPV presentes en ganado bovino en diferentes zonas
del pais mediante técnicas moleculares, y por el otro lado, describir los tipos de papilomas
bovinos a nivel macroscopico y microscépico, y relacionar la morfologia de las lesiones con
los genotipos de BPV encontrados en las lesiones. Se realizé un estudio descriptivo, con
muestreo no probabilistico por conveniencia, en el cual se recolectd un total de 99 papilomas,
provenientes de 63 animales y 32 fincas durante un afio (2018). Se recopil6 informacion
sobre edad, género, raza, uso productivo del animal, grado de invasion, ubicacion y
morfologia de los papilomas. Los papilomas se sometieron a analisis histopatologicos,
ademas se analizaron mediante técnicas de diagndstico molecular (reaccion en cadena de la
polimerasa, replicacion circular de ADN, secuenciacion) y digestion enzimatica.

Se determind por primera vez la presencia de siete genotipos de BPV (BPV-1, BPV-
2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11), en Costa Rica. EI BPV genotipo 6 fue el que
se detectd mas frecuentemente en las muestras analizadas (33,3%), seguido del BPV-2
(26,7%) y BPV-1 (26,7%), mientras que los genotipos BPV-1 y BPV-2 fueron los que se
encontrd6 mas ampliamente distribuidos en el pais. En dos animales se determiné infeccién
con dos genotipos de BPV, en un caso BPV-1y BPV-2, y en otro caso BPV-4 y BPV-6. El
método de digestion enzimatica con las enzimas Escherichia coli RY13, Bacillus
amyloliquefaciens HI y Saccharomyces cerevisiae | permitieron la diferenciacion de los
genotipos BPV-1, BPV-2, BPV-4, y BPV-7, pero no resultdé ser un método util para
identificar los demas genotipos (BPV-6, BPV-10 y BPV-11).

El mayor numero de animales con papilomas positivo se encontré en fincas lecheras
(75,0%), afectando a hembras (95,0%), de raza Holstein (45,0%), y con edades superiores a
los 24 meses (50,0%). La mayoria de los animales presentaron entre 1 y 15 papilomas
(31,6%), y un Unico tipo de papiloma (79,4%). El papiloma que se encontré con mayor
frecuencia fue el de tipo coliflor (48,5%), seguido del tipo plano (20,2%) y peduncular



(20,2%) y el menos frecuente fue el papiloma atipico (11,1%). La morfologia coliflor fue
encontrada principalmente en la ubre (14,4%), cabeza (10,0%) y cuello (10,0%) y se asocio
a 5 genotipos (BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-10) mientras que los BPV-2 'y BPV-6
se encontraron asociados a todas las morfologias (coliflor, plano, pedunculado o atipico). Se
reporta por primera vez la presencia de BPV-11 en papilomas con morfologia plana 'y BPV-
6 en papilomas con morfologia atipica. Los papilomas asociados a BPV-1, BPV-2, BPV-4,
BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 mostraron hiperqueratosis, y en algunos casos la
presencia de vacuolizacién. La morfologia y los hallazgos histopatolégicos no permitieron
una diferenciacion de los genotipos de BPV. Se recomienda realizar estudios mas amplios y
sistematicos para determinar los genotipos mas prevalentes en nuestro pais, la morfologia e
histopatologia de los papilomas producidos por los diferentes genotipos de BPV, y estudiar
el posible rol de la inmunidad del huésped sobre morfologia e histopatologia de las lesiones.
Es importante comunicar los resultados obtenidos a las autoridades y productores.
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INTRODUCCION GENERAL

Antecedentes historicos y etiologia de la papilomatosis

La papilomatosis bovina es una patologia ocasionada por un virus perteneciente a la
familia Papillomaviridae, la cual se caracteriza, por hiperproliferacion de tejidos epiteliales
a nivel cutdaneo, como en mucosas. Los papilomavirus (PV) se caracterizan por ser
especificos de la especie animal a la que infectan, siendo los Unicos casos reportados de
transmision interespecie el papilomavirus bovino (BPV, por sus siglas en inglés) tipo 1y 2,
gue se han encontrado en animales de la familia de los équidos, especialmente caballos (Nair
y Campo, 2008).

La papilomatosis posee una amplia distribucion, por lo cual es posible encontrarla en
mamiferos, aves y reptiles (Bernard et al., 2010). El primer reporte que se tiene de
papilomatosis data del afio 1933 por parte de Shope y Hurst, quienes observaron la presencia
de protuberancias sobre la piel de conejos (Shope y Hurst, 1933). Desde entonces se han
caracterizado més de 68 tipos de PV en mamiferos no humanos, aves y reptiles
(Borzacchiello, 2007; Rector y Van Rast, 2013).

Estructuralmente estos virus no presentan envolturay poseen una capside icosaédrica,
su tamafio es de 55-60 nm de didmetro. Los PV estan conformados por ADN de doble hebra
de tipo circular, cuyo genoma generalmente tiene un tamafio de 8kb y tipicamente albergan
alrededor de 8 genes (Nair y Campo, 2008). Casi todos los genomas de los diferentes tipos
de PV son muy parecidos, siendo una de las dos cadenas de ADN el sitio donde se albergan
todas las secuencias con potencial codificante (ORF, “Open Reading Frames” o marcos de
lectura abiertos), presentandose como serie de fragmentos que son comunes en todos los PV.

Los ORF son clasificados en ORF E (“early” o temprano) y ORF L (“late” o tardio).
La mayor parte de los ORF E se expresan en las primeras etapas del ciclo viral, mientras que
los ORF L se expresan al final, justo en el momento del ensamblaje viral. Los genes que
corresponden a los ORF E y L se disponen en dos bloques, separados por una region no
codificante. En la Figura 1A se ejemplifica la disposicion de las secuencias ORF dentro del
genoma viral para el BPV-1, en la Figura 1B se muestra la region LCR (“long control region”

0 regién larga de control), la cual es un area que no pertenece a los ORF y se encuentra en
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todos los papilomavirus, en ella se controla el inicio de la replicacion y los elementos para la
transcripcion. Las funciones asociadas a las diferentes regiones ORF se presentan en el
Cuadro 1 (Rector y Van Rast, 2013).

BPV-1 A
Transformacion Transcripcidn Proteina menor
de la Capside .
s Proteina mayor
/ l Transformacion de Ia Capside
Replicacion -
| y-e0 BPVI  zo-

o T ——
i

Figura 1 A. Diagrama de la disposicion genémica del BPV-1. Los marcos de lectura
abiertos estan indicados segun la letra que les corresponde, E (early) y L (late). Las lineas
verticales indican los puntos del codén inicial. B. Genoma del BPV, donde se incluye la
region LCR. Fuente: Nair y Campo, 2008; INTECH, 2013.

Cuadro 1. Secuencias codificantes de papilomavirus y sus principales funciones

Regién | Funcién

El Funcion ATPasa y 3'-5' helicasa.

E2 Activa promotores virales a través de la union a elementos de respuesta.

E3 No se conoce si este ORF llega a ser traducido.

E4 Inactivacion de la citoqueratina. Regula los niveles de la proteina nuclear
E2 para facilitar la amplificacion del genoma viral y la expresion de

proteinas tempranas.

ES5 Codifica una proteina de membrana que interacciona con los receptores del
factor de crecimiento, lo cual estimula la division celular y la proliferacion
de células infectadas. Podria estar involucrada en la interrupcion de funcién

de los complejos de histocompatibilidad (MHC) de tipo I.
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E6

Codifica proteinas de transformacion celular y de unién al ADN. Puede
inhibir la funcién del p53 mediante su degradacion por la via de la

ubiquitina.

E7

Codifica una proteina transformadora relacionada con la integracién del
genoma viral en el ADN de la célula huésped y el establecimiento de un alto
numero de copias en las células infectadas persistentemente. También es

capaz de promover la fase S del ciclo celular induciendo replicacion celular.

E8

Proteina analoga de E6, que solo se encuentra presente en papilomavirus

bovino y el papiloma virus humano 6b.

L1

Codifica la proteina mas abundante en la capside y su funcion es estructural.

L2

Su funcién es lograr la interaccion virus-célula. Interactia con proteinas
citoplasmaticas de las células epiteliales. Modula el ciclo viral y la

persistencia de la infeccion.

LCR

Contiene varios motivos de la replicacion y transcripcion viral. En esta
region hay sitios de union de factores de transcripcion y elementos del

promotor de la ADN polimerasa. Contiene el origen de la replicacion.

Fuente: Van Doorslaer, 2013; Arroyo Anddjar, 2015; Chambers et al., 2003; Nair y Campo,

2008

Clasificacion de los papilomavirus bovinos

La clasificacién filogénica original de todos los PV fue propuesta por De Villier y
colaboradores (2004) y posteriormente actualizada por Ulrich (2010) tomando como base
189 de estos virus (Bernard et al., 2010; De Villier et al., 2004). En la actualidad se han
descrito 32 géneros de PV no humanos incluidos dentro de la familia Papillomaviridae, de
los cuales se encuentran secuencias depositadas en GenBank (Rector y Van Rast, 2013;
Vazquez Diaz et al., 2012). La clasificacion de los BPV se basa en las secuencias de
nucledtidos del ORF L1. Dependiendo del nivel de homologia de ORF L1, se clasifican

nuevas especies, tipos, subtipos o variantes, como se muestra en el Cuadro 2 (zur Hausen y

De Villier, 1994).
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Cuadro 2. Clasificacion taxondmica de Papilomavirus bovinos de acuerdo a la homologia
de ORF L1

Clasificacion taxonomica Porcentaje de homologia en la secuencia L1
(%)
Género <60
Especie 60-70
Tipo 71-89
Subtipo 90-98
Variante > 98

Fuente: zur Hausen y De Villier, 1994

Basandose en esto, podemos clasificar 15 genotipos de BPV, distribuidos en 3
géneros de los 29 existentes, Delta papillomavirus (BPV-1, BPV-2, BPV-13 y BPV-14), Xi
papillomavirus (BPV-3, BPV-4, BPV-6, BPV-9, BPV-10, BPV-11, BPV-12 y BPV-15) y
Epsilon papillomavirus (BPV-5, BPV-8) (Figura 2). De todos los genotipos, el BPV-7 aln
no ha sido clasificados dentro de ningun género (De Villier et al., 2004; Bernard et al., 2010;
Vézquez Diaz et al., 2012; Cardona-Alvarez et al., 2018).

Figura 2. Clasificacion filogénica de 15 genotipos de BPV
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Los PV infectan el epitelio de los vertebrados donde pueden persistir de forma
asintomatica, o eventualmente generar neoplasias (Shafti-Keramat et al., 2009; Rodriguez
Vivas et al., 2015). Debido a esta caracteristica, se clasificaron en el pasado en tres grupos,

basandose en el tropismo y respuestas del hospedero:

Grupo 1: Presentan neoplasia a nivel cutaneo en epitelio plano estratificado. Dentro
de este grupo se encuentran el BPV-3 y BPV-6 (Figura 3A).

Grupo 2: Inducen hiperplasia en el epitelio plano no estratificado o una metaplasia en
el epitelio plano estratificado. En este grupo se incluye Unicamente el BPV-4 (Figura
3B).

Grupo 3: Conformado por aquellos PV que ademas de inducir el papiloma cutaneo,
presentan ademas un fibroma subyacente del tejido conectivo. En este grupo se han
incluido BPV-1, BPV-2 y BPV-5 (Figura 3C).

Los demas genotipos aun no se han incluido en categoria alguna (Lancaster y Olson,
1982; Murphy et al., 1999).

Figura 3 A. Papiloma cuténeo, en la ubre (Grupo 1). B. Papiloma en epitelio plano no

estratificado, en la base de la lengua (Grupo 2). C. Fibropapiloma, en el vientre (Grupo 3).
Fuente: Ramsés Alfaro-Mora, 2016; Laboratorio de Patologia da UFSC-Curitibanos, 2017;
CONtextoganadero, 2016)
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Las formas observadas sobre la piel suelen variar entre estructuras filiformes y
pedunculadas, las cuales aparentan la forma de “granos de arroz” o tipo “coliflor”, con
caracteristicas algunas veces fibrosas y de diversos tamafios. El fibropapiloma es la forma
méas comun a nivel del lomo, los pezones, la cabeza y el cuello. También es posible que
ocurra una lesion conocida como papiloma invertido, donde la lesion se manifiesta hacia el

estroma subyacente y no hacia el exterior (Murphy et al., 1999; Nair y Campo, 2008).

Epidemiologia

Las infecciones por PV han sido descritas en todo el mundo; y se han encontrado en
54 especies no humanas (Rector y Van Rast, 2013). En bovinos se han reportado hasta la
fecha 15 genotipos de BPV a nivel mundial (Véazquez et al., 2012; Lunardi et al., 2013,
Munday et al., 2015; Roperto et al., 2016, Van Doorslaer et al., 2017), encontrdndose
coinfecciones de dos o tres genotipos de BPV (Brasil) y hasta cinco genotipos (Alemania) en
una misma lesion (Carvalho et al., 2012; Schmitt et al., 2010). Los genotipos BPV-1y BPV-
2 parecen ser los mas prevalentes en regiones como Sur- y Norteamérica, Sudéafrica, Europa,
Medio Oriente, y el sur y este asiatico; aunque aun se requieren mas estudios para determinar

la prevalencia de los genotipos menos frecuentes (Vazquez-Diaz et al., 2012).

Transmision de papilomavirus

La transmisién del PV depende de la cercania de tejidos cutdneos o mucosas entre
quien posee la infeccion y el sujeto sano. Los PV presentan un tropismo muy definido por
las células epiteliales Ilegando a infectar las células basales a través de heridas o abrasiones
en el epitelio; a pesar de ello también se sugiere que algunos PV infectan lugares donde el
acceso a capas basales se facilita de forma natural, como por ejemplo en la base del foliculo
piloso. Una vez que el virus esta en el estrato germinativo, ingresa en las células, pierde su
capside y penetra en el nucleo de los queratinocitos basales, donde inicia su proceso de
replicacion, finalizando cuando éste muere a nivel del estrato corneo y con esto se facilita la
liberacidn de particulas virales gracias al remplazo epitelial (Murphy et al., 1999; Doorbar y
Raj, 2007).
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Existen reportes de la presencia del virus en diferentes fluidos incluyendo la sangre,
semen, leche y orina, lo que ha motivado el estudio de posibles fuentes de transmision de
tipo horizontal y vertical (Lindsey et al., 2009; Diniz et al., 2009). Tomando en cuenta la
persistencia del virus en células sanguineas como linfocitos, es que se logré demostrar la
transmision de BPV-1 al feto, ademas se ha establecido una carga viral de BPV-2 en sangre,
que posibilita el paso del virus al feto (Lindsey et al., 2009; Freitas et al., 2003; Roperto et
al., 2011; Yaguiu et al., 2006).

Finalmente, se ha propuesto que BPV-1y BPV-2 son transmitidos por vectores en
forma mecanica, por ejemplo, a través de moscas, lo que explicaria la transmision del virus
de un bovino a un equino. En concordancia con esto, recientemente se detecto BPV en
moscas que rondaban la cabeza y cuello de equinos, siendo estas las areas donde cominmente

se presentan los sarcoides ocasionados por BPV-1y BPV-2 (Finlay et al., 2009).

Patogénesis del papilomavirus

Las infecciones ocasionadas por BPV pueden ser autolimitantes o persistentes, siendo
este Ultimo mas comun en bovinos jovenes. En el caso de infecciones persistentes se presenta
un evento temprano relacionado con la inactivacion de las proteinas p53 y proteina de
retinoblastoma (pRb) como resultado de una expresion continua de E6 y E7, que conducen a
un incremento de los procesos de desregulacién del ciclo celular e inestabilidad genética
(Borzacchiello y Roperto, 2008; Howie et al., 2009).

Las infecciones de tipo cronico son consecuencia de la capacidad del virus para
infectar células que poseen capacidad proliferativa prolongada, localizadas en las capas
basales del epitelio, que pueden desarrollarse en lesiones de tipo cancerigeno después de un
largo periodo de tiempo (Vazquez-Diaz et al., 2012; Borzacchiello y Roperto, 2008). En caso
de infectar un estrato estratificado, los virus deben llegar a las capas inferiores a través de
microtraumas de las capas superiores. Una vez que la infeccion se ha establecido, las células
basales portaran bajo numero de copias de los genomas virales en forma episomal y
presentaran bajos niveles de ARN viral (Borzacchiello, 2007; Doorbar, 2005).

El BPV-4 se relaciona con la aparicion de tumoraciones malignas a nivel del tracto

gastrointestinal superior en aquellos animales que consumen helechos dentro de su dieta;
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estos pueden inducir una inmunosupresién que progresa a cancer oro- y nasofaringeo
(Campos, 2006). Un dato de importancia es la correlacion que existe entre el consumo
especifico del helecho macho (Pteridium aquilinum) y la persistencia de papilomas
ocasionados por BPV-2 para la aparicion de cancer en vejiga urinaria (Leishangthem et al.,
2008; Borzacchiello y Roperto, 2008; Vazquez-Diaz et al., 2012; Roperto et al., 2008).

Los hallazgos histopatoldgicos de lesiones causadas por PV muestran un crecimiento
epitelial diferenciado, que genera hiperplasia, ademas acantosis e hiperqueratosis con
tendencia al crecimiento de formaciones tubulares de queratina. Otro hallazgo comun es la
vacuolizacion nuclear en el estrato espinoso de la dermis (coilocitosis), con presencia de

nucleos vacios y otros cuerpos de inclusion (Vazquez-Diaz et al., 2012).

Deteccion de papilomavirus

Los PV no se pueden aislar en cultivos celulares, debido a que éstos sélo proliferan
en células diferenciadas permisivas y éstas no pueden mantenerse en cultivo (Rowen, 1998).
En la actualidad la técnica de identificacion de PV mas utilizada a nivel mundial es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la amplificacion de circulo rodante (RCA)
(Silva et al., 2013; Carvalho et al., 2012; Reagin et al., 2003). El virus ha sido detectado en
epitelio, asi como en gametos y fluidos (semen y sangre), siendo esto base para la hipotesis
de que es quiza la sangre quién lo transporta a varias zonas del cuerpo (Vazquez-Diaz et al.,
2012).

La deteccion basada en la técnica de PCR se realiza amplificando el ADN virico en
la region L1 mediante el uso de los iniciadores FAP59/FAP64 y MY09/MY11, los cuales
fueron disefiados para amplificar dos regiones conservadas del gen que codifica para la
proteina L1 del papilomavirus humano (HPV L1), y que son ahora ampliamente utilizados
para detectar tanto PV humanos como PV animales (Silva et al., 2013). Con el uso de la
técnica de RCA se busca la amplificacibn completa del genoma viral (Figura 4);
posteriormente se realiza una digestion enzimatica del genoma amplificado, el cual a la hora
de ser visualizado a través de una electroforesis puede presentar una serie de bandas
caracteristicas para los diferentes genotipos de PV 0 es secuenciado para obtener la

informacion del genoma completo (Rector et al., 2004).
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Figura 4. Amplificacion de ADN circular. A) Reconocimiento y desnaturalizacion de la
hebra simple de ADN circular por Phi29 ADN polimerasa, B) Inicio de la sintesis desde la
plantilla, C) La replicacidn continua da repeticiones en tandem de la plantilla original, D) y
E) ContinGa el desplazamiento generando un incremento exponencial de la doble hebra de
ADN. Adaptada de Reagin et al. (2003).

En el caso de los BPV existen cinco genotipos que se han logrado identificar a través

de la técnica de RCA y digestion enzimatica (Cuadro 3), sin embargo, se desconocen los

patrones de corte de los genotipos restantes (Lancaster y Olson, 1982).
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Cuadro 3. Patrones de corte caracteristicos de los BPV con diferentes enzimas de restriccién

Genotipo Numero de Sitios Cortados
BamHI EcoRlI Hindll HindlIll
BPV-1 1 1 3 1
BPV-2 2 0 4 1
BPV-3 3 1 4 4
BPV-4 1 2 3 3
BPV-5 1 0 4 4

BamHI: Bacillus amyloliquefanciens HI; EcoRI: Escherichia coli RI; Hindll: Haemophilus
influenzae I1; Hindll: Haemophilus influenzae 111. Fuente: Elaboracién propia (Lancaster y
Olson, 1982)

Otra técnica utilizada para identificar la presencia del virus, sin especificar genotipo,
es la histologia. En esta se describe la presencia de lesiones caracteristicas provocadas por la
infeccién como lo es la proliferacion de células del estrato basal, espinoso y granular con
nucleos ovales hipercromaticos y nucleolos prominentes (Williams et al., 2011; Vazquez-
Diaz etal., 2012).

En Costa Rica el diagnostico de la papilomatosis en bovinos se lleva a cabo de forma
clinica (por observacion). A pesar de que en el pais se encuentra disponible los métodos
moleculares e histologicos, no es comdn que se utilicen por parte de los clinicos involucrados

en el diagnostico.

Control y tratamiento

Los abordajes dirigidos al control de los animales afectados por BPV van de la mano
con el aislamiento del bovino enfermo y la desinfeccion o descarte de aquellos utensilios que
han sido usados en estos. De forma empirica los productores también recurren a un mayor

control de ectoparasitos, previniendo asi una posible transmisién mecanica.

Diferentes tipos de tratamientos se han probado con resultados diversos. En el caso

de los tratamientos farmacoldgicos se ha recurrido a la administracion de levamizol, la
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ivermectina y el cobre, asi como también la aplicacion tépica de acido salicilico, yodo y
formaldehido (Valencia et al., 2013; Fufa, 2018). A nivel de terapias inmunologicas se han
probado la autohemoterapia y la autovacuna (Numbay et al., 2016). Ademas, se ha recurrido

a métodos quirdrgicos, en algunos casos.
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ARTICULO 1

Genotipos de papilomavirus bovino presentes en Costa Rica

Resumen

Los papilomavirus bovinos ocasionan proliferaciones fibroepiteliales en piel y
mucosa que pueden ocasionar pérdidas econémicas al ganadero debido al retraso en el
desarrollo, la mala condicién corporal y la reduccion en la produccién de leche, si estan
localizados en la ubre en donde interfieren con el ordefio. El presente estudio tuvo como
objetivo establecer los genotipos de papilomavirus bovino (BPV) presentes en ganado bovino
en diferentes zonas del pais mediante técnicas moleculares. Se realiz6 un estudio descriptivo,
con muestreo no probabilistico por conveniencia. Durante un afio (2018) se recolect6 un total
de 99 papilomas, provenientes de 63 animales y 32 fincas, los cuales se analizaron mediante
reaccion en cadena de la polimerasa, replicacion circular de ADN, secuenciacion y digestion
enzimatica. Se determind por primera vez la presencia de siete genotipos de BPV (BPV-1,
BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11) en Costa Rica. EI BPV genotipo 6 fue
el que se detectd mas frecuentemente en las muestras analizadas (33,3%), seguido del BPV-
2 (26,7%) y BPV-1 (26,7%), mientras que los genotipos BPV-1y BPV-2 fueron los que se
encontr6 mas ampliamente distribuidos en el pais. En dos animales se determiné infeccién
con dos genotipos de BPV, en un caso BPV-1y BPV-2, y en otro caso BPV-4 y BPV-6. El
método de digestion enzimatica con las enzimas Escherichia coli RY13, Bacillus
amyloliquefaciens HI y Saccharomyces cerevisiae | permitieron la diferenciacion de los
genotipos BPV-1, BPV-2, BPV-4, y BPV-7, pero no resultdé ser un método util para
identificar los demés genotipos (BPV-6, BPV-10y BPV-11). Se recomienda realizar estudios
mas amplios, para determinar los genotipos mas prevalentes en nuestro pais, y comunicar los

resultados obtenidos a las autoridades y productores.

Palabras claves: Reaccion en cadena de la polimerasa, amplificacion en circulo rodante,

acidos nucleicos, diagndstico.



Abstract

Bovine papillomaviruses cause fibroepithelial proliferations in the skin and mucosa
that can cause economic losses to the farmer due to delayed development, poor body
condition and reduced milk production, if they are in the udder where they interfere with
milking. The present study aimed to establish the genotypes of bovine papillomavirus (BPV)
present in cattle in different areas of the country using molecular techniques. A descriptive
study was carried out, with a non-probability convenience sampling. For one year (2018) a
total of 99 papilloma’s, from 63 animals and 32 farms, were collected and analyzed by
polymerase chain reaction, circular DNA replication, sequencing, and enzymatic digestion.
The presence of seven BPV genotypes (BPV-1, BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10 and
BPV-11) was determined for the first time in Costa Rica. BPV genotype 6 was the most
frequently detected in the analyzed samples (33.3%), followed by BPV-2 (26.7%) and BPV-
1 (26.7%), while the BPV genotypes 1 and 2 were the most widely distributed in the country.
In two animals, infection with two BPV genotypes was determined, in one case BPV-1 and
BPV-2, and in another case BPV-4 and BPV-6. The enzymatic digestion method with the
enzymes Escherichia coli RY13, Bacillus amyloliquefaciens HI and Saccharomyces
cerevisiae | allowed the differentiation of the genotypes BPV-1, BPV-2, BPV-4, and BPV-
7, but not for identifying the other genotypes (BPV-6, BPV-10 and BPV-11). It is
recommended to carry out larger studies to determine the most prevalent genotypes in our

country, and to communicate the results obtained to the authorities and producers.

Keywords: Polymerase chain reaction, rolling circle amplification, nucleic acids, diagnosis

1. Introduccion

El papilomavirus bovino (BPV) pertenece a la familia Papillomaviridae, un virus ADN
de doble hebra circular y un tamafio de 8kb que alberga ocho genes (Nair y Campo, 2008).
A nivel mundial se han establecido 15 genotipos de BPV ubicados en los géneros
Deltapapillomavirus, Xipapillomavirus y Epsilonpapillomavirus, a excepcion del BPV-7 que
aun no ha sido clasificado (Vazquez et al., 2012; Lunardi et al., 2013; Munday et al., 2015;
Roperto et al., 2016; Araldi, et al. 2017; Cardona-Alvarez et al., 2018). La clasificacion en
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genotipos se basa en las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la proteina de
capside L1. Dependiendo del nivel de homologia, se clasifican nuevas especies, genotipos,
subtipos o variantes (zur Hausen y De Villier, 1994). En Sur- y Norteamérica se han
reportado 13 genotipos (BPV-1 a BPV-13), BPV-1y BPV-2 parecen ser los mas prevalentes,
mientras que el BPV-14 se ha reportado hasta la fecha solamente en Australia, Norte América
y Nueva Zelandia (Vazquez et al., 2012; Munday et al., 2015)

La papilomatosis bovina se caracteriza por hiperproliferacién de tejidos epiteliales en la
piel y en las mucosas, ocasionando las verrugas o gabarros. Las lesiones pueden ser pocas o
multiples, y se ubican generalmente en la cara, el cuello, la espalda y el tronco del animal
(Cruz-Ceballos, 2001). Los papilomas pueden ocasionar pérdidas econémicas al ganadero
debido al retraso en el desarrollo, la mala condicion corporal y la reduccién en la produccion
de leche, si las lesiones estan localizadas en la ubre, en donde interfieren con el ordefio y
pueden producir mastitis (Wellenberg et al., 2002; Vazquez et al., 2012).

El diagnostico del papilomavirus bovino se realiza principalmente a través de
observacion clinica, las lesiones se muestran con morfologias de tipo coliflor, pedunculadas,
planasy atipicas (Bastita et al., 2013). También es posible utilizar técnicas moleculares, como
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion del gen L1 (Lunardi
et al., 2013; Araldi et al., 2014), o amplificacion de circulo rodante (RCA) y digestion
enzimatica o secuenciacion del genoma completo del virus (Rector et al., 2004).

En Costa Rica no se ha realizado ningun estudio molecular sobre papilomatosis bovina,
por lo que se desconocen los genotipos presentes en el pais. El presente estudio tiene como
objetivo establecer los genotipos de BPV presentes en ganado bovino de diferentes zonas del

pais mediante técnicas moleculares.

2. Materiales y Métodos

2.1. Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, con un muestreo no probabilistico y por conveniencia,
para determinar la presencia de genotipos de BPV en ganado bovino costarricense. Se utilizé
un muestreo por bola de nieve (se identifica sujetos potenciales en la poblacién y se pide a

estos que recluten a otros) para analizar lesiones papilomatosas recolectadas durante un afo.
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Los bovinos provenian de fincas de diferentes usos productivos. A los productores se les

explico el proyecto y se obtuvo su consentimiento (Anexo 1).

2.2. Toma de muestra e informacion

Antes de la toma de muestras se recopil0 la siguiente informacion: localizacion de la finca
(mediante georreferenciacion), e identificacion del animal. La informacion obtenida se
guardo en una base de datos (Anexo 2).

Las muestras de papilomas en bovinos se tomaron de diferentes zonas anatomicas en un
animal o de diferentes animales en un hato, siempre y cuando mostraran diferente morfologia,
recolectando papilomas en un méaximo de tres bovinos por finca, y no mas de tres lesiones
distintas por animal. La recolecta de las muestras se realiz6 utilizando un bisturi estéril, luego
de limpiar la zona afectada con alcohol yodado al 2%. Una vez tomada la muestra se procedio
a aplicar un antibidtico en spray en el lugar donde se sustrajo el papiloma para evitar algun
tipo de infeccion posterior a la recolecta. Las muestras se colocaron individualmente en tubos
Eppendorf de 1,5 ml con alcohol al 70% y una vez en el laboratorio se conservaron a -20°C

hasta su procesamiento.

2.3.  Extraccién, amplificacion y secuenciacion del ADN

La extraccion de ADN se realizo siguiendo las especificaciones del Kit DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen, Hilden, Germany). Inicialmente se utilizd la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar una region conservada de 478pb del gen que
codifica para la proteina estructural L1 (Araldi et al., 2014), usando los cebadores
FAP59/FAP64 (5’-TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3’ y
S’CWATATCWVHCATITCICCATC-3’). La reaccion de PCR se realiz6 con DreamTaq
master mix 1X (Thermo Scientific, USA), 0,25 uM de cada cebador, 1,25 uLL de ADN (100
ng/ul) y agua libre de nucleasas (Thermo Scientific, USA) en un volumen de 25 pL. Las
condiciones para la amplificacion fueron una desnaturalizaciéon inicial a 94°C de 10 minutos,
seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 90 segundos, hibridacion a 50°C por 90
segundos, extension 90 segundos a 72°C; y una extension final a 72°C de 5 minutos (Roperto

et al., 2008; Ogawa et al., 2004). La visualizacion del producto amplificado se llevo a cabo



por electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1% tefiido con 1 pL de GelRed (Thermo
Scientific, USA) en donde se cargd 5 uL del amplicon. La camara de electroforesis (Cleaver
Scientific, MSMIDI) utiliz6 condiciones de 75 voltios por un lapso de una hora. EI marcador
de peso molecular usado fue de 100 pb (Thermo Scientific, USA).

Finalmente, se envio a secuenciar los mejores productos de PCR para cada morfologia
(coliflor, pedunculado, plano y atipico). La identificacion de los genotipos se realiz0 a traves
de la edicion de las secuencias en el software Bioedit 7.2.5 y comparacién con las secuencias

reportadas en el GenBank por medio del algoritmo BLAST.

2.4. Replicacion de ADN Circular (RCA)

Cada genotipo de BPV identificado en el presente trabajo se sometid a una amplificacion
del genoma completo a través del uso del kit de RCA TempliPhi Amplification Kit (GE)
(Rector et al., 2004). Para eso se utilizd 10uL del tampdn de ensayo TempliPhi y 5uL del
ADN muestra. En un primer tubo se desnaturaliz6 la muestra a 95° por 3 minutos y se coloco
en hielo. En un segundo tubo se agreg6 10 uL del tampdn de reaccion TempliPhi, 0,4 uL de
la mezcla enzimatica TempliPhi, 0,4 uL de ANTP (10mM). Se mezclo el contenido de los
dos tubos, dejandose incubar por 18 horas a 30°C en el termaociclador. Terminada la reaccion
se coloco el producto a 65°C por 10 minutos para inactivar la ADN polimerasa y se guardo
a-20°C (Rector et al., 2004). Los productos de RCA se digirieron con enzimas de restriccion
de tipo Escherichia coli RY13 (EcoRl), Bacillus amyloliquefaciens HI (BamHI) y
Saccharomyces cerevisiae | (Sacl). Se adicion6 25 uL de la mezcla de reaccion de cada una
de las enzimas junto a 5 pL del producto de RCA y se incubo a 37°C por 2 horas. Se utilizo
5 UL de cada muestra digerida para visualizar los patrones de corte mediante electroforesis,
utilizando gel de agarosa al 1% bajo las condiciones descritas previamente para el PCR. Se

utiliz6 un marcador de peso molecular de 1 kb (Thermo Scientific, USA).

2.5.  Analisis de datos

Los resultados del PCR y RCA se incluyeron en una base de datos. Se determiné la
presencia de genotipos por provincia y se georreferencid la distribucion de los genotipos.

Adicionalmente se investigo los patrones de corte de los diferentes genotipos identificados



ante el uso de las enzimas de restriccion sobre los productos de RCA. Se realizo arboles
filogenéticos de los BPV encontrados segun procedencia mediante el uso del software
MEGAY. Los nimeros de acceso del GenBank usados como referencia para la creacion del
arbol filogenético fueron BPV-1 (JX678969.1), BPV-2 (M20219.1), BPV-3 (AF486184.1),
BPV-4 (X05817.1), BPV-5 (AF457465.1), BPV-6 (AJ620208.1), BPV-7 (DQ217793.1),
BPV-8 (DQ098913.1), BPV-9 (AB331650.1), BPV-10 (AB331651.1), BPV-11
(AB543507.1), BPV-12 (JF834523.1), BPV-13 (JQ798171.1), BPV-14 (KR868228.1),
BPV-15 (KM983393.1) y HPV (JX316020.1).

3. Resultados

Se recolectd un total de 99 papilomas de 63 animales, provenientes de 32 fincas. De 35
(55,6%) animales se recolectd solamente un papiloma, de 20 (31,7%) dos y de 8 bovinos
(12,7%) tres papilomas. Los papilomas se recolectaron de bovinos de cinco provincias de
Costa Rica. En la Figura 1 se desglosa la procedencia de los papilomas, donde se observa
que la mayoria se recolect6 de la provincia de Alajuela (43%).

Un total de 84 papilomas recolectados de 56 animales resultaron PCR positivos y 15
muestras de siete animales PCR negativos. Las 15 muestras PCR negativas se volvieron a
analizar, primero mediante RCA y posteriormente PCR, resultando seis muestras de cuatro
animales positivos, mientras que nueve papilomas de tres animales siguieron mostrando
resultados RCA/PCR negativos.

San José
13 (13,2%)

= Alajuela
Puntarenas laivel
14 (14,1%) Alajuela ® Guanacaste
= 42 (42,4%)
Limon
Limén
2 (2,0%) = Puntarenas
= San José
Guanacaste
28 (28,3%)

Figura 1. Cantidad de papilomas recolectados de bovinos, segin provincia, en Costa Rica
en 2018



La secuenciacion determind la presencia de siete genotipos (BPV-1, BPV-2, BPV-4,
BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11) en un total de 30 papilomas analizados, los cuales
presentaron identidades nucleotidicas entre 99-100% con genotipos patron depositados en

GenBank. Los numeros de acceso de las secuencias costarricenses depositadas en GenBank

se presentan en el Cuadro 1. El analisis filogenético corrido en MEGA7 (Figura 2) coincide

con los resultados obtenidos por el algoritmo BLAST.

Cuadro 1. Genotipos de BPV detectados en 30 papilomas bovinos analizados en Costa Rica

Genotipo n (%) Similitud nucleotidica (pb) Genotipo patron (GenBank) Numero Acceso
BPV-1 8(26,7) 100% (429/429) KC595244.2 MT385853
BPV-2 8 (26,7) 100% (431/431) LC426022.1 MT385854
BPV-4 1(3,0) 999% (430/434) X05817.1 TM385855
BPV-6 10 (33,3) 100% (428/428) AB845589.1 TM385856
BPV-7 1(3,0) 999% (439/440) HM245431.1 TM385857
BPV-10 1(3,0) 100% (428/428) MH729199.1 TM385858
BPV-11 1(3,0) 999% (430/431) JQ897976.1 TM385859
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El genotipo mas frecuentemente encontrado en las lesiones fue el BPV-6 (33,3%), el cual
se encontro presente en dos provincias (Alajuela y Guanacaste), mientras que el BPV-2 se
encontrd en cuatro provincias (San Jose, Alajuela, Guanacaste y Puntarenas) y el BPV-1 en
las 5 provincias analizadas (San José, Alajuela, Guanacaste, Puntarenas y Limén). Los
genotipos BPV-4, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 solamente se encontraron en una provincia
cada uno (Cuadro 2). En bovinos de la provincia Alajuela se determiné la presencia de 6

genotipos de BPV.

Cuadro 2. Ubicacion de los genotipos de BPV detectados, segun la provincia donde se

recolectaron los papilomas

Provincias Genotipo Total (%)
BPV-1 BPV-2 BPV-4 BPV-6 BPV-7 BPV-10 BPV-11

San José 1 1 2(6,7)
Alajuela 4 2 1 6 1 1 e 15 (50,0)
Guanacaste 1 1 4 6 (20,0)
Puntarenas 1 4 5 (16,6)
Limén 1 1 2(6,7)

Total (%) 8(26,7) 8(26,7) 1(3,0) 10 (33,3) 1(3,0) 1(3,0) 1(3,0) 30 (100,0)

La distribucion de los genotipos de BPV encontrados en los bovinos se muestra en la
Figura 3. Se determind la presencia de un solo genotipo en 87,5% (21/24) de fincas, en las
cuales se secuenciaron las muestras, mientras que en tres fincas se encontraron dos genotipos
en cada una de las fincas. EI BPV-6 se encontré en un 37,5% (9/24) de las fincas, BPV-2
estuvo presente en 25% (6/24) de las fincas y el BPV-1 se encontré en 25% (6/24) de las
fincas, resultando ser los genotipos con mayor presencia en las diferentes provincias. En
Cajon de Pérez Zeleddn (San José) y en Santa Clara de San Carlos (Alajuela) se encontraron
coinfecciones de BPV1/BPV2 y BPV4/BPV6, respectivamente, en un mismo animal,
mientras que BPV-1/BPV-6 se encontrd en una misma finca, pero en animales distintos, en
Ciudad Quesada de San Carlos (Alajuela).



40°0.000 -120°0.000 80°0.000°
T T T

-60°0,000" -

I
7

—-60°0.000"

2N
P’

v

(

a
2

Genotipos

& ppy-1
A BPV-2
A
[ ]

-80°0.000" - --s0°0.000'
BPV-6

BPV-7
o BPV-10
BPV-11
@ BPV-1/BPV-2
BPV-4/BPV-6

0 750 1,500 km
L

80°0,000°

—80°0,000

1 1 1
40°0.000° -120°0.000 80°0.000"

Figura 3. Distribucion de genotipos de BPV detectados en diferentes regiones de Costa

Rica en 2018

El patrén de corte por digestion enzimética para los siete genotipos se muestra en el
Cuadro 3. Las areas donde se registraron los cortes de BPV1, BPV-2, BPV-4 y BPV-7 fueron
zonas de un alto peso molecular (>4Kb). Para BPV-1, BPV-4 y BPV-7 se estableci6 un corte
cercano a 7 Kb en presencia de EcoRI. Para BPV-1, BPV-2, BPV-4 y BPV-7 el corte de
mayor peso con BamHI fue cercano a 6Kb, y en el caso de BPV-1, BPV-2y BPV-4 la enzima

Sacl generd cortes en la region cercana a los 7 kb. No se logr6 obtener patrén de cortes para
los genotipos BPV-6, BPV-10 y BPV-11.



Cuadro 3. Patrones de corte por digestion enzimética de genotipos de BPV detectados en

Costa Rica

Genotipo EcoRl BamHI Sacl
BPV-1 1 1 1
BPV-2 0 2 1
BPV-4 2 1 1
BPV-6 0 0 0
BPV-7 1 2 0
BPV-10 0 0 0
BPV-11 0 0 0

4. Discusién

Este estudio determind por primera vez en nuestro pais y en la regién centroamericana la
presencia de siete genotipos de BPV en lesiones de bovinos mediante técnicas moleculares:
BPV-1y BPV-2 pertenecientes al género Deltapapillomavirus, BPV-4, BPV-6, BPV-10y
BPV-11 pertenecientes al género Xipapillomavirus, y BPV-7, aun no clasificado en género
alguno (Lunardi etal., 2013).

La mayoria de papilomas (91%) resultaron PCR positivas, confirmandose la presencia del
virus en las lesiones. Los resultados negativos en un 9% de los casos se pueden atribuir a la
sensibilidad de la técnica utilizada, lo que concuerda con reportes de sensibilidades de 54-
100% para el PCR que utiliza los iniciadores FAP59/FAP64, mismos que se utilizaron en el
presente trabajo (Ogawa et al., 2004; Silva et al., 2013).

La provincia de Alajuela fue la que aportd mayor cantidad de animales para el estudio,
mostrando la preocupacion de los propietarios por el problema en la zona, luego de llevar a
cabo un muestreo utilizando el método de bola de nieve. En la provincia de Alajuela se
encontro seis de los siete genotipos aqui reportados, esto puede ser consecuencia de que fue
la zona de la que se obtuvo la mayoria de las muestras, ademas de que es una zona en donde
se concentra gran cantidad de ganado lechero en el pais, y es en ese tipo de ganado que
generalmente se reporta la presencia de papilomas en las ubres (Vasquez et al., 2012; Mdédolo
etal., 2017; Violetetal., 2017). EI BPV genotipo 1 se encontro en todas las cinco provincias
de donde se obtuvo muestras, lo cual nos indica una amplia distribucion a nivel del territorio
costarricense, seguido del BPV-2 que se encontrd en cuatro provincias, mientras que el BPV

genotipo 6 fue el que se detectdé mas frecuentemente en las muestras analizadas (33,3%), pero
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Unicamente en las provincias de donde se obtuvo la mayor cantidad de muestras, en Alajuela
(43%) y en Guanacaste (28%), lo cual lo circunscribe a las zonas donde se da mayor actividad
ganadera en Costa Rica. EI BPV-1y BPV-2 se mencionan en la literatura mundial como los
genotipos mas prevalentes (Vasquez et al., 2012).

De las fincas visitadas, solo en dos de ellas fue posible encontrar la presencia de 2
genotipos distintos infectando un mismo animal. El hallazgo de dos tipos de papilomas
diferentes en un bovino, ocasionado por dos genotipos diferentes de BPV concuerda con lo
reportado por Pompeo et al. (2009) y Carvalho et al. (2012), sin embargo, es la primera vez
que se reporta la presencia de BPV-4 y BPV-6 en un mismo bovino a nivel mundial (Pompeo
et al., 2009; Carvalho et al., 2013).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran la importancia de establecer los
genotipos presentes en una region determinada, si se desea desarrollar o introducir una
vacuna de BPV, ya que vacunas contra un unico tipo de BPV no resultarian eficaz y llevarian
a un alto porcentaje de fallos terapéuticos (Vazquez et al., 2012).

Los resultados obtenidos con las enzimas EcoRI y BamHI coinciden con los reportes de
Lancaster y Olson (1982) en el caso de BPV-1, BPV-2 y BPV-4, sin embargo, los resultados
obtenidos con las enzimas EcoRIl y BamHI para BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11, y los
resultados de la enzima Sacl no habian sido reportados previamente. Los patrones de cortes
obtenidos con las tres enzimas permitieron una diferenciacion de los genotipos BPV-1, BPV-
2, BPV-4, y BPV-7, habiendo ademas generado informacién nueva y complementaria. Otra
ventaja de esta técnica es la obtencidn de cortes de alto peso molecular, que se pueden utilizar
para clonar, y determinar la secuencia del genoma completo de los diferentes genotipos de
BPV (Ogawa et al., 2007; Lunardi et al., 2013).

Debido a que el BPV-6, BPV-10 y BPV-11 no fueron digeridos por las enzimas de
restriccion utilizadas, se confirma el uso limitado de estas enzimas para la identificacion de
estos genotipos de BPV (Dauvis et al., 1986; Brownlee et al., 2015). Se recomienda utilizar
otras enzimas para establecer patrones de corte para los genotipos BPV-6, BPV-10 y BPV-
11y asi poder diferenciarlos entre si y obtener cortes de alto peso molecular para clonar.

Este representa el primer estudio en Costa Rica, que establece genotipos de BPV presentes

en el pais. Se recomiendan realizar estudios mas amplios, para determinar los genotipos méas
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prevalentes en nuestro pais, y comunicar los resultados obtenidos a las autoridades y

productores.

5. Conclusiones

e Se determind por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia de siete
genotipos de BPV (BPV-1, BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10, BPV-11).

e EI BPV genotipo 6 fue el que se detectd mas frecuentemente en los papilomas
analizados (33,3%), seguido del BPV-2 (26,7%) y BPV-1 (26,7%).

e El genotipo BPV-1 fue el que se encontré mas ampliamente distribuido en el pais,
seguido por BPV-2 (cinco y cuatro provincias, respectivamente).

e En dos animales se determind coinfeccion con dos genotipos de BPV, en un caso
BPV-1y BPV-2,y en otro caso BPV-4 y BPV-6.

e EIl método de digestion enzimatica con las enzimas EcoRI, BamHI y Sacl
permitieron la diferenciacion de los genotipos BPV-1, BPV-2, BPV-4, y BPV-7,
pero no de los demas genotipos (BPV-6, BPV-10y BPV-11).

6. Recomendaciones

e Continuar con el diagndstico molecular de papilomas para detectar genotipos
presentes en el pais y la region centroamericana.

o Realizar estudios sistematicos para determinar el genotipo o los genotipos mas

prevalentes en nuestro pais.

e Comunicar a las autoridades y productores los resultados obtenidos.
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ARTICULO 2

Relacion macroscopica e histopatoldgica de papilomas bovinos con diferentes

genotipos de papilomavirus bovino

Resumen

Los papilomavirus bovinos (BPV) infectan el estrato basal del epitelio de los bovinos, donde
pueden persistir de forma asintomatica o producir hiperplasias fibroepiteliales benignas en
piel 0 mucosas denominadas papilomas. El presente estudio tuvo como objetivo describir los
tipos de papilomas bovinos a nivel macroscépico y microscopico, y relacionar la morfologia
de las lesiones con los genotipos de BPV encontrados en éstas. Se realizd un estudio
descriptivo, con muestreo no probabilistico por conveniencia, en el cual se recolect6 un total
de 99 papilomas, provenientes de 63 animales y 32 fincas durante un afio (2018). Se recopil6
informacion sobre edad, género, raza, uso productivo del animal, grado de invasion,
ubicacién y morfologia de los papilomas. Los papilomas se sometieron a analisis
histopatoldgicos, ademas se analizaron mediante técnicas de diagndstico molecular (reaccion
en cadena de la polimerasa y secuenciacion). EI mayor numero de animales con papilomas
positivo se encontré en fincas lecheras (75,0%), afectando a hembras (95,0%), de raza
Holstein (45,0%), y con edades superiores a los 24 meses (50,0%). La mayoria de los
animales presentaron entre 1y 15 papilomas (31,6%), y un unico tipo de papiloma (79,4%).
El papiloma que se encontré con mayor frecuencia fue el de tipo coliflor (48,5%), seguido
del tipo plano (20,2%) y peduncular (20,2%), y el menos frecuente fue el papiloma atipico
(11,1%). La morfologia coliflor fue encontrada principalmente en la ubre (14,4%), cabeza
(10,0%) y cuello (10,0%), y se asocié a 5 genotipos (BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-
10) mientras que los BPV-2 y BPV-6 se encontraron asociados a todas las morfologias
(coliflor, plano, pedunculado o atipico). Se reporta por primera vez la presencia de BPV-11
en papilomas con morfologia plana y BPV-6 en papilomas con morfologia atipica. Los
papilomas asociados a BPV-1, BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10y BPV-11 mostraron
hiperqueratosis, y en algunos casos la presencia de vacuolizacion. La morfologia y los

hallazgos histopatoldgicos no permitieron una diferenciacion de los genotipos de BPV. Se
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recomienda realizar estudios mas amplios y sistematicos para determinar la morfologia e
histopatologia de los papilomas producidos por los diferentes genotipos de BPV, y estudiar
el posible rol de la inmunidad del huésped sobre morfologia e histopatologia de las lesiones.

Palabras clave: Reaccion en cadena de la polimerasa, vacuolizacion, hiperqueratosis,

bovinos, genotipos, fibrosis

Abstract

Bovine papillomaviruses (BPV) infect the basal layer of the epithelium of bovines, where
they persist asymptomatically or produce benign fibroepithelial hyperplasia’s in the skin or
mucosa called papilloma’s. The present study aimed to describe the types of bovine
papilloma’s at macroscopic and microscopic level, and to associate the morphology of the
lesions with the BPV genotypes. A descriptive study was carried out, with a non-probability
convenience sampling. For one year (2018) a total of 99 papilloma’s from 63 animals and 32
farms were collected, as well as information about age, gender, breed, and productive use of
the bovines, degree of invasion, location, and morphology of the papilloma’s. The samples
were subjected to histopathological analysis, in addition they were analyzed using molecular
diagnostic techniques (polymerase chain reaction and sequencing). The highest number of
bovines with papilloma’s was found in dairy farms (75,0%), in females (95.0%), of the
Holstein breed (45,0%), and ages over 24 months (50,0%). Most of the animals presented
from 1 to 15 papilloma’s (31.6%) and a single type of papilloma (79.4%). The papilloma
found with the highest frequency was the cauliflower type (48.5%), followed by the flat
(20.2%) and peduncular type (20.2%), and the least frequent was the atypical papilloma
(11.1%). Cauliflower morphology was mainly found in udder (14,4%), head (10,0%) and
neck (10,0%) and associated with 5 genotypes (BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 and BPV-
10) while BPV-2 and BPV-6 were found associated with all morphologies (cauliflower, flat,
pedunculated and atypical). The presence of BPV-11 in papilloma’s with flat morphology
and BPV-6 in papilloma’s with atypical morphology is reported for the first time. Papilloma’s
associated with BPV-1, BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10 and BPV-11 showed

hyperkeratosis, and in some cases the presence of vacuolization. The morphology and
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histopathological findings did not allow a differentiation of the BPV genotypes. It is
recommended to carry out more extensive and systematic studies to determine the
morphology and histopathology of the papilloma’s produced by the different BPV genotypes,
and to study the possible role of host immunity on the morphology and histopathology of the

lesions.

Keywords: Polymerase chain reaction, vacuolization, hyperkeratosis, cattle, genotypes,

fibrosis

1. Introduccion

Los papilomas son ocasionados por papilomavirus, y se caracterizan por ser hiperplasias
0 tumoraciones benignas del epitelio o de la mucosa. Los papilomavirus bovinos (BPV)
infectan el estrato basal del epitelio de los bovinos, donde pueden persistir de forma
asintomatica, como también generar neoplasias (Shafti-Keramat et al., 2009; Rodriguez-
Vivas et al., 2015). Los papilomavirus fueron clasificados en tres grupos, dependiendo de su
tropismo vy la respuesta del hospedero: el Grupo 1, que lo conforman los papilomavirus que
ocasionan neoplasias en el epitelio plano estratificado, el Grupo 2, los que ocasionan
hiperplasia del epitelio plano no estratificado o metaplasia del epitelio plano estratificado, y
el Grupo 3, los que producen papilomas cutaneos con fibroma subyacente en tejido conectivo.
Asi, los genotipos de papilomavirus bovino BPV-3 y BPV-6 conforman el Grupo 1, BPV-4
el Grupo 2, y BPV-1, BPV-2 'y BPV-5 el Grupo 3 (Murphy et al., 1999). Sin embargo, en la
actualidad la clasificacion de los genotipos de BPV se basa en la secuencia de su genoma
(Claus et al., 2009)

Las formas observadas sobre la piel, producto de la infeccidn y expresion del BPV, suelen
variar entre estructuras planas, pedunculadas (tipo “grano de arroz”), de tipo coliflor y
atipicas, con caracteristicas algunas veces fibrosas y de diversos tamafios. Las verrugas son
comunes en animales jovenes, y a menos que exista compromiso inmunologico, desaparecen
de forma espontdnea. No se ha reportado, que muestren predileccion por sexo, pero
comunmente afecta mas a vacas y toros Bos taurus, especialmente a las vacas de la raza
Holstein (Vazquez et al., 2012).
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El fibropapiloma es la forma mas comun a nivel del lomo, los pezones, la cabeza y el
cuello. También es posible que ocurra una lesion conocida como papiloma invertido, donde
la lesion se manifiesta hacia el estroma subyacente y no hacia el exterior (Murphy et al.,
1999; Nair y Campo, 2008). Algunos BPV tienen predileccion por ciertas zonas anatomicas
(Cardona-Alvarez et al., 2018) y han sido asociados a lesiones especificas, como el BPV-1,
que se manifiesta en forma de fibropapilomas del pene y pezon, el BPV-2 que produce
verrugas cutaneasy fibropapilomas alimentarios, el BPV-3 que ocasiona papilomas cutaneos,
el BPV-4 que produce papilomas epiteliales del tracto gastrointestinal superior, el BPV-5
fibropapilomas de tipo grano de arroz, el BPV-6 papilomas en las tetas, el BPV-8 papilomas
cutaneos, y el BPV-9 y BPV-10 papilomas epiteliales de la ubre (Borzacchiello y Roperto,
2008). Sin embargo, los papilomas pueden encontrarse también en otros sitios diferentes a
los predilectos (Carvalho et al., 2012).

El analisis histopatologico de los papilomas muestra un crecimiento epitelial
diferenciado, hiperplasia, ademas acantosis e hiperqueratosis con tendencia del crecimiento
de formaciones tubulares de queratina. Ademas, se observa generalmente vacuolizacion
nuclear en el estrato espinoso de la dermis (coilocitosis), con presencia de nucleos vacios y
cuerpos de inclusién, sin existir reportes sobre diferencias entre genotipos a nivel
histopatologico (Vazquez-Diaz et al., 2012).

Los papilomas en las ubres de vacas lecheras ocasionan generalmente mastitis, también
dificultan el ordefio de estos animales (Vazquez-Diaz et al., 2012; Wellenberg et al., 2002).
Por las pérdidas econémicas que ocasiona este virus a la produccién lechera como al mercado
de carne, por la apariencia de los animales, se considera importante a nivel mundial
(Borzacchiello y Roperto, 2008). El presente estudio tuvo como objetivo describir a nivel
macroscopico y microscopico los tipos de papilomas presentes en bovinos costarricenses y

relacionar los genotipos de BPV con la morfologia y ubicacion del papiloma.

2. Materiales y Métodos

2.1. Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, con un muestreo no probabilistico y por conveniencia.
Se utilizo el muestreo de bola de nieve para recolectar papilomas bovinos durante un afio

(2018). Este muestreo consistio en identificar productores que tenian bovinos con papilomas
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en sus fincas, a los cuales se les tomd las muestras, y se les pidio, que reclutaran al estudio a
otros productores con problemas de papilomatosis en sus fincas. Los papilomas se tomaron
de diferentes zonas anatomicas en un animal o de diferentes animales en un hato, siempre y
cuando mostraran diferente morfologia, y recolectando papilomas en un maximo de tres
bovinos por finca, y no mas de tres papilomas diferentes por animal. Los bovinos provenian
de fincas de diferentes usos productivos (carne, leche y doble proposito). A los productores

se les explicd el proyecto y se obtuvo su consentimiento (Anexo 1).

2.2. Toma de muestra e informacion

Antes de la toma de muestras se recopild la siguiente informacion: localizacion de la finca
(mediante georreferenciacion), identificacion del animal, edad, género, raza, uso productivo
de los animales, grado de invasion (Categoria 1: menos de 15 papilomas en el animal,
Categoria 2: 15-30 papilomas, Categoria 3: 30-45 papilomas, Categoria 4. mas de 45
papilomas), ubicacién de los papilomas, y morfologia de los papilomas (coliflor,
pedunculado, plano y atipico). La informacion obtenida se guardd en una base de datos
(Anexo 2).

Se tomd una imagen del animal con los papilomas, y luego una imagen del papiloma una
vez extraido del animal. Las imagenes se guardaron en un archivo en formato jpg. La toma
de las muestras de papiloma se realizo utilizando un bisturi estéril, luego de limpiar la zona
afectada con alcohol yodado al 2%. Una vez tomada la muestra se procedi6 a aplicar un
antibiotico en aerosol en el lugar donde se sustrajo el papiloma para evitar algun tipo de
infeccion posterior a la recolecta. Luego se conservaron las muestras individualmente en
alcohol al 70% y en formaldehido al 10% usando tubos Eppendorf de 1,5 ml hasta su arribo
al laboratorio. Las muestras conservadas en alcohol se guardaron a -20°C hasta su

procesamiento.

2.3.  Extraccién, amplificacion y secuenciacion del ADN

La extraccion de ADN se realizo siguiendo las especificaciones del Kit DNeasy Blood
and Tissue (Qiagen, Hilden, Germany). Se utiliz6 la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) para amplificar una region conservada de 478pb del gen que codifica para
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la proteina estructural L1 (Araldi et al., 2014), usando los cebadores FAP59/FAP64 (5°-
TAACWGTIGGICAYCCWTATT-3"/5’-CWATATCWVHCATITCICCATC-3"). La
reaccion de PCR se realiz6 con DreamTag master mix 1X (Thermo Scientific, USA), 0,25
uM de cada cebador, 1,25 pLL de ADN (100 ng/ul) y agua libre de nucleasas (Thermo
Scientific, USA) en un volumen de 25 uL. Las condiciones para la amplificacion fueron una
desnaturalizacion inicial a 94°C de 10 minutos, seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 90 segundos, hibridacion a 50°C por 90 segundos, extension 90 segundos a 72°C;
y una extension final a 72°C de 5 minutos (Roperto et al., 2008; Ogawa et al., 2004). La
visualizacion del producto amplificado se llevo a cabo por electroforesis utilizando un gel de
agarosa al 1% tefiido con 1 pL de GelRed (Thermo Scientific, USA) en donde se cargd 5 pL
del amplicon. La cdmara de electroforesis (Cleaver Scientific, MSMIDI) utilizé condiciones
de 75 voltios por un lapso de una hora. EI marcador de peso molecular usado fue de 100 pb
(Thermo Scientific, USA).

Finalmente, se envio a secuenciar los 30 mejores productos de PCR de las diferentes
morfologias (coliflor, pedunculado, plano y atipico). La identificacion de los genotipos se
realizo a traves de la edicion de las secuencias en el software Bioedit 7.2.5 y comparacion

con las secuencias reportadas en el Genbank por medio del algoritmo BLAST.

2.4, Histopatologia

De las muestras donde se obtuvo los productos enviados a secuenciar, se realizé cortes
del tejido de 0,5 cm y se colocaron en un casete para muestra histolégica. Seguidamente se
aplico un protocolo de deshidratacion con alcohol al 70%, 80%, 90%, 95%, y Xilol por lapsos
de 2 horas cada uno. Posteriormente se trasladé a un bafio en parafina liquida para asegurar
su penetracion, finalmente se prepard bloques de parafina que fueron cortados con un
micrétomo a 5 um. Se dejo en la estufa a 54°C por 24 horas para luego tefiirlos con
Hematoxilina-Eosina (Lillie y Fullmer, 1976). La visualizacion histologica y descripcion de
las lesiones se realizé utilizando un microscopio de luz de marca Olympus con aumentos de
10X y 20X en busca de hallazgos diferenciales entre genotipos (Cardona-Alvarez et al.,
2018).
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2.5. Anadlisis de datos

Se realiz6 un analisis descriptivo (género, edad, raza, uso productivo, invasion) de los
animales con papilomas BPV positivos. Se relacioné las morfologias de los papilomas BPV
positivos con género y ubicacién corporal. Los genotipos de BPV detectados en las lesiones
se relacionaron con la morfologia y ubicacion de los papilomas, asi como con hallazgos
patoldgicos e histopatologicos. Finalmente se clasificé los papilomas en los grupos 1, 2y 3
segun tropismo y nivel de respuesta del hospedero (Murphy et al., 1999).

3. Resultados

En 23 de las 32 fincas se obtuvo solo una muestra por animal, en 16 fincas dos
muestras por animal y en 7 fincas tres muestras por animal. Los animales de los que se obtuvo
los papilomas fueron 63, pero solamente en un 95,2% (n=60) de los animales se determind
la presencia de BPV en las lesiones. Los bovinos con papilomas BPV positivos fueron sobre
todo hembras (95,0%), animales mayores de 24 meses (50,0%), de raza Holstein (45,0%) y

de fincas lecheras especializadas (75,0%) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Descripcion de los bovinos con papilomas PCR positivos a BPV

Género Edad Razas Uso Productivo Total, de
)t +0) | +0)  F0)  tO) ) | +0) ()  +( | animales
<12 12-24 >24 Holstein ~ Jersey  Girolado  Otras Leche  Carne Doble (%0)
meses  meses  meses propdsito
Hembras 11 17 29 27 8 5 17 45 6 6 57
(18,3) (28,3)  (48,3) (45,0) (13,3) 83) (28,3) | (75,00 (10,0) (10,0) (95,0)
Macho 1 1 1 0 0 0 3 0 3 0 3
@n @ @n © ©) ©) (5.0) ©) (5.0) ©) (5.0)
Total 12 18 30 27 8 5 20 45 9 6 60
(%) (20,00 (30,00  (50,0) (45,0) (13,3) 83) (33,3) | (75,0)) (15,0) (10,0) (100.0)

La mayoria de animales BPV positivos (31,6 %, 19/60) presentaron menos de 15
papilomas, un 26,7% (16/60) entre 15-30 papilomas, 20,0% de los animales (12/60) entre 30-
45 papilomas y un 21,7% (13/60) mas de 45 papilomas.

Los papilomas encontrados en los bovinos presentaron cuatro morfologias diferentes
(Figura 1). De los 60 animales BPV positivos, 30 (50,0%) mostraron papilomas de tipo
coliflor, 18 (30,0%) papilomas planos, 16 individuos (26,7%) papilomas pedunculados y 10
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(16,7%) papilomas atipicos. En 47 (79,4%) animales se encontré solamente un tipo de
papiloma, 11 (17,5%) presentaron dos tipos de papilomas, y dos animales (3,1%) tres tipos
de papilomas en diferentes partes del cuerpo.

Figura 1. Morfologia de los papilomas encontrados en los bovinos de Costa Rica. A:
Coliflor, B: Plano, C: Pedunculado, D: Atipico

En 90 (90,9%) del total de 99 papilomas recolectados en los bovinos se pudo detectar
la presencia de BPV mediante técnicas moleculares (PCR y secuenciacion) (Cuadro 2). La
mayoria de papilomas BPV fueron de morfologia tipo coliflor (46,7%) y la minoria de tipo
atipico (12,2%) (Cuadro 2). La mayoria de los papilomas BPV positivos provenian de
hembras (96,7%). En la ubre se recolecto la mayor cantidad de papilomas positivos (31,1%),
seguido de papilomas ubicados en la cabeza (21,1%), cuello (21,1%) y vientre (12,1%)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Morfologia de los papilomas BPV positivos recolectados de bovinos, segun

género y ubicacion anatdmica en el animal.

Género Morfologia de Papilomas Total (%)
Coliflor (%) Plano (%) Pedunculado (%0) Atipico (%)

Hembras 42 (46,7) 18 (20,0) 17 (18,9) 10 (11,1) 87 (96,7)
Machos 0(0) 1(11) 1(1,1) 1(11) 3(3,3)
Total (%) 42 (46,7) 19 (21,1) 18 (20,0) 11 (12,2) 90 (100,0)

Zona
Anatémica
Ubre 13 (14,4) 2(2,2) 11 (12,2) 2(2,2) 28 (31,1)
Cabeza 9 (10,0) 5 (5,5) 1(1,1) 4 (4,4) 19 (21,1)
Cuello 9 (10,0 6 (6,7) 3(3.3) 1(11) 19 (21,1)
Vientre 6 (6,7) 2(2,2) 2(2,2) 1(11) 11 (12,2)
Cola 1(1,1) 2(2,2) 1(1,1) 0(0) 4(4,4)
Costilla 2(2,2) 1(1,1) 0(0) 0(0) 3(3,3)
Nalga 1(1,1) 0(0) 0(0) 1(1,1) 2(2,2)
Paleta 1(1,1) 1(1,1) 0(0) 0(0) 2(2,2)
Cruz 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,1) 1(1,1)
Garrén 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,1) 1(1,1)
Total (%) 42 (46,7) 19 (21,1) 18 (20,0) 11 (12,2) 90 (100,0)

En un total de 30 papilomas se determind el genotipo de BPV presente en la lesion,

en ningun caso se determind la presencia de dos genotipos en una lesion. En 13 papilomas
tipo coliflor se detectd la presencia de cinco genotipos de papilomavirus (BPV-1, BPV-2,
BPV-6, BPV-7 y BPV-10), en ocho papilomas planos se encontraron cuatro genotipos
diferentes (BPV-1, BPV-4, BPV-6 y BPV-11), en seis papilomas pedunculados dos (BPV-2
y BPV-6) y en tres papilomas atipicos dos genotipos (BPV-2y BPV-6). EI BPV-6 se encontr6
presente en todas las formas de papiloma recolectados y fue el genotipo mas frecuente
(33,4%) (Cuadro 3).

En los papilomas de la ubre se determiné 4 genotipos de BPV (BPV-1, BPV-6, BPV-
7'y BPV-10), mientras que, en los papilomas del cuello, la segunda zona més afectada por
papilomas en bovinos, se determind la presencia de tres genotipos de BPV (BPV-1, BPV-2
y BPV-11), a nivel del vientre y en la cabeza se encontr6 3 genotipos (BPV-1, BPV-2 y BPV
6) (Cuadro 3).

En bovinos de la raza Holstein fue en la que se encontrd la mayor diversidad de
genotipos de papilomavirus: BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7. En una vaca Simental de 3 afios

de edad, de una finca lechera especializada, se determind la presencia de dos genotipos de
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papilomavirus: el BPV-4 en un papiloma plano a nivel de costilla'y el BPV-6 en un papiloma
tipo coliflor en la ubre, también una novilla de raza Nelore de un afio y medio de edad, de
una finca especializada en carne, present6 BPV-1 en un papiloma en forma de coliflor en la

ubre y BPV-2 de en un papiloma pedunculado en la cabeza.

Cuadro 3. Relacion de genotipos de BPV con morfologia y ubicacion anatémica de los

papilomas en el animal

Papiloma Genotipo Total (%)
BPV-1 BPV-2 BPV-4 BPV-6 BPV-7 BPV-10 BPV-11
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Forma
Coliflor 6 (20,0 2(6,7) 3(10,0) 1(3,3) 13,3 13 (43,3)
Plano 2(6,7) 1(3,3) 4(13,3) 1(3,3) 8(26,7)
Pedunculado ---- 5(16,7) 1(3,3) - - - 6 (20,0)
Atipico 1(3,3) 2(6,7) 3(10,0)
Total 8(26,7) 8(26,7) 1(3,3) 10 (33,4) 1(3,3) 1(3,3) 1(3,3) 30 (100,0)
Zona
Anatémica
Ubre 3(10,0) 5 (16,7) 1(3,3) 1(3,3) 10 (33,3)
Cuello 2(6,7) 5(16,7) 1(3,3) 8(26,7)
Vientre 1(3,3) 1(3,3) 3(10,0) 5 (16,7)
Cabeza 1(3,3) 2(6,7) 1(3,3) - - - 4(13,3)
Cola 1(3,3) 1(3,0)
Paleta 1(3,3) - - - - - 1(3,0)
Costilla - - 1(3,3) ---- ---- - 1(3,0)
Total (%) 8(26,7) 8(26,7) 1(3,3) 10 (33,4) 1(3,3) 1(33) 1(3,3) 30 (100,0)

Los cambios histopatoldgicos inducidos por los diferentes genotipos de BPV se
muestran en el Cuadro 5. Todos los papilomas mostraron hiperqueratosis, y proliferacion de
células del estrato basal, espinoso y granular con nucleos ovales hipercromaticos. Los
papilomas ocasionados por los genotipos BPV-1, BPV-2 y BPV-10 presentaron ademas un
alto grado de vacuolizacion, con presencia de células con degeneracion balanoide, que
mostraban el citoplasma claro y un nucleo con desplazamiento a la periferia. Los BPV-1y
BPV-2 se presentaron como papilomas cutaneos de Grupo 3 (papilomas cutaneos con
fibroma subyacente en tejido conectivo), mientras que los BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10

y BPV-11 se clasificaron dentro del Grupo 1 (neoplasias en el epitelio plano estratificado).
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Cuadro 5. Descripcion macro y microscépica de papilomas segun genotipos de BPV

identificados en Costa Rica

Genotipo Ejemplo de imagen Histopatologia (Iméagenes a 10X)

macroscdpica del papiloma

BPV-1

BPV-2

BPV-4

BPV-6

Descripcion

Numero de
muestras

analizadas

1. Papiloma tipo coliflor
2. Lesion con
hiperqueratosis

3. Vacuolizacion a nivel
del estrato espinoso con

aparicion de coilocitos

4

1. Papiloma tipo
pedunculado
2. Lesion con

i hiperqueratosis

3. Alto grado de
vacuolizacion a nivel

del estrato espinoso

1. Papiloma de tipo
plano

2. Lesién papilomatosa
con muestras de
hipequeratosis

ortoqueratésica

1. Papiloma tipo coliflor
2. Lesion con
hiperqueratosis
ortoqueratésica

3. Engrosamiento del

estrato espinoso
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1. Papiloma tipo coliflor 1
2. Lesion con

hiperqueratosis

- ortoqueratésica

| 3. Engrosamiento del

~ estrato espinoso

1. Papiloma tipo coliflor 1
2. Lesion con

hiperqueratosis

3. Vacuolizacion celular

con aparicion de

coilositos

Y o, 1 Papiloma de tipo 1
‘ plano

2. Lesion con

hiperqueratosis

ortoqueratésica

3. Engrosamiento del
N\ estrato espinoso

4. Discusion

Los bovinos de los que se obtuvieron los papilomas BPV positivos fueron sobre todo
hembras (95,0%), mayores de 24 meses (50,0%), de raza Holstein (45,0%) y de fincas
lecheras especializadas de leche (75,0%), probablemente, porque este sector productivo es el
mas preocupado en Costa Rica por la presencia de papilomas en sus vacas, ya que estos
interfieren con el ordefio ocasionando bajas en el rendimiento productivo (Hamad et al.,
2016). La mayoria de animales con papilomas tenian més de dos afios de edad, lo cual no
concuerda con un estudio realizado en Colombia por Cardona-Alvarez et al. (2018), que
determin6 una mayor afectacion de animales machos, de edad joven, no determinandose en
ese estudio el uso productivo de los bovinos. Sin embargo, es probable que esto se deba, a
que los dos estudios, el de Colombia y el nuestro, fueron estudios descriptivos no
probabilisticos, y posiblemente con animales de diferentes usos productivos.
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La mayor cantidad de animales afectados present6 de 1 a 15 papilomas, mientras que en
el estudio de Cardona-Alvarez et al. (2018), determind una mayor afectacion de los animales
(maés de 15 papilomas), sin embargo, estas diferencias se pueden deber a que los dos estudios
fueron descriptivos y no probabilisticos analizando un numero limitado de animales.

La mayor cantidad de papilomas se encontr6 en las ubres (31,3%) de las vacas, lo que
contrasta con otros estudios, en donde se encontraron sobre todo en el cuello y cabeza (en
rangos de 19,6% a 41,7%) o en el resto del cuerpo (59,0%), sin embargo, no mencionaron
papilomas en la ubre (Violet et al., 2017; Cardona-Alvarez et al., 2018). Otra vez, se
hipotetiza, que las diferencias en los resultados se puedan deber a diferencias en el grupo de
bovinos analizados, que en el caso de la presente investigacion fueron sobre todo vacas de
lecherias especializadas, mientras que en los estudios encontrados en Colombia no se
menciona el tipo de bovinos analizados (Violet et al., 2017; Cardona-Alvarez et al., 2018).

La mayoria de los animales afectados por papilomas presentaron un Unico tipo de
papiloma (79,4%), y una minoria hasta tres tipos en un mismo animal (3,1%), lo cual no se
habia estudiado ni reportado con anterioridad. En dos animales con dos tipos de papilomas,
fue donde se detecto la presencia de dos genotipos distintos, un animal con un papiloma plano
(BPV-4) y un papiloma tipo coliflor (BPV-6), y otro animal con un papiloma tipo coliflor
(BPV-1) junto a pedunculado (BPV-2), siendo esta la primera vez que se describe la
coexistencia de estos genotipos relacionandolos con su morfologia.

Los papilomas de tipo coliflor fue la morfologia de papiloma més frecuentemente
encontrada en los bovinos analizados en el presente trabajo, estos hallazgos concuerdan con
lo reportado por Batista et al. (2013), y se puede deber a que este tipo de papiloma se
encuentra asociado a cinco genotipos de BPV (BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-10).
La presencia de cuatro de estos genotipos en papilomas tipo coliflor ya habia sido reportada
previamente por Pompeo et al. (2009) y Batista et al. (2013), en el presente trabajo se reporta
por primera vez la presencia de BPV-7 en lesiones de tipo coliflor. Ademas, se reporta por
primera vez el hallazgo del genotipo BPV-11 en papilomas con morfologia plana y el BPV-
6 en papilomas con morfologia atipica. Los genotipos BPV-4, BPV-7, BPV-10y BPV-11 se
determinaron cada uno solamente en un papiloma, por eso se relacionaron en el presente
trabajo con un Unico tipo de morfologia, y no es posible descartar que pueden estar presentes

en otros tipos de papilomas como lo reportaron Pompeo et al. (2009), Batista et al. (2013) y
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Tozato et al., (2013). Para el caso de BPV-11, es la primera vez que se asocia a una
morfologia especifica. En contraste, los genotipos BPV-1, BPV-2 y BPV-6 fueron los mas
frecuentemente diagnosticados en el presente estudio (87% de los casos), y se detectaron en
dos, tres y cuatro diferentes morfologias de papilomas, respectivamente, lo que concuerda
con lo descrito por Claus et al., (2007), Pompeo et al. (2009), Batista et al. (2013) y Tozato
etal., (2013). Segun, Pompeo et al. (2009) y Batista et al. (2013), quienes reportaron en Brasil
la presencia de BPV-2 en papilomas con morfologia plana, permiten aunados a nuestros
resultados, concluir, que los genotipos BPV-2 y BPV-6 pueden estar presentes y ocasionar
cualquier tipo de papiloma (coliflor, plano, pedunculado o atipico). Por consiguiente, el
diagnostico del genotipo de BPV asociado al papiloma es posible realizarlo Gnicamente
mediante diagnostico molecular (Silva et al., 2010). Nuestros resultados coinciden con lo
presentado por Batista et al. (2013), que tampoco lograron establecer relacion entre genotipo
y morfologia, por lo que se propone realizar estudios sisteméaticos para cada genotipo de
BPV.

Los BPV-1, BPV-6 y BPV-10 se encontraron sobre todo en la ubre, mientras el BPV-2
se presento principalmente en el cuello de los animales, lo cual se ha descrito con anterioridad
por Borzacchiello y Roperto (2008). EI BPV-4 se present6 a nivel epitelial, en las costillas
del animal, y no a nivel del tracto gastrointestinal, lo cual también coincide con la literatura
(Carvalho et al., 2012). En el caso de BPV-7 y BPV-11 no existen reportes de zonas
preferentes, y en nuestro caso se presentaron en la ubre y el cuello. respectivamente.

Todos los papilomas analizados, independientemente del genotipo de BPV encontrado,
mostraron neoplasia de células planas, hiperqueratosis y engrosamiento del estrato espinoso,
lo que concuerda con Rodriguez et al. (2015). Los papilomas originados por genotipos BPV-
1, BPV-2 y BPV-10 presentaron una amplia degeneracion (vacuolizacién) del tejido, lo cual
también ha sido descrito ampliamente (Carvalho, et al., 2013; Batista, et al, 2013; Rodriguez,
et al., 2015; Cardona-Alvarez, et al., 2018), concluyendo, que estos hallazgos no posibilitan
establecer el genotipo de BPV presente en la lesion.

Los BPV-1 y BPV-2 se presentaron como papilomas cutdneos de Grupo 3, lo que
coincide con la clasificacion realizada por Murphy et al. (1999), mientras que los BPV-4,
BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 se clasificaron dentro del Grupo 1, clasificandose por
primera vez BPV-4, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 dentro de este grupo.
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Existen pocos estudios a nivel mundial, que asocian las morfologias de los papilomas con
la ubicacion, genotipos de BPV, asi como con hallazgos patologicos e histopatologicos. Los
pocos trabajos realizados cuentan con la limitante de haber analizado muestras limitadas.
Aunque este trabajo también analizdé una muestra limitada, representa el primer reporte a
nivel nacional y de Centro América, que describe a los animales afectados por papilomas en
el pais, y relaciona las morfologias de los diferents papilomas BPV positivos con género,
ubicacién corporal, genotipos de BPV, asi como con hallazgos patologicos e
histopatologicos, lo que lo hace un estudio valioso. En vista de la dificultad de diagnosticar
un genotipo de BPV mediante morfologia e histopatologia del papiloma se recomienda
utilizar técnicas moleculares para el diagnostico de esta virosis Yy realizar estudios que
investiguen el rol de la inmunidad del huésped sobre los genotipos de BPV y la morfologia

e histopatologia de los papilomas.

5. Conclusiones

e EIl mayor numero de animales con papilomas se encontré en fincas lecheras
especializadas (74,6%), afectando sobre todo a hembras (95,2%), de raza Holstein
(42,8%), y con edades superiores a los 24 meses (50,7%).

e La mayoria de los animales afectados presentaron entre 1 a 15 papilomas (31,6%),
un dnico tipo de papiloma (79,4%), siendo el de tipo coliflor el mas comin (46,7%),
y la ubre la localizacién mas frecuente (31,1%).

¢ No fue posible asociar un genotipo de BPV a una morfologia de papiloma, ya que
BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-10 se asociaron con papilomas tipo coliflor,
BPV-11 con papilomas de tipo plano, BPV-6 con los atipicos, mientras que BPV-
1, BPV-2 y BPV-6 se asociaron con papilomas de diferentes morfologias (coliflor,
plano, pedunculado o atipico).

¢ No fue posible relacionar los hallazgos histopatoldgicos a un genotipo de BPV, los

genotipos detectados en Costa Rica mostraron todos hiperqueratosis.
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6. Recomendaciones

e Realizar estudios sistematicos de cada genotipo de BPV para determinar la
morfologia de los papilomas e histopatologia,
e Estudiar el posible rol de la inmunidad del huésped sobre los genotipos de BPV y la

morfologia e histopatologia de los papilomas.
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DISCUSION GENERAL

En la primera parte de esta investigacion se logrd establecer los genotipos de
papilomavirus bovino (BPV) presentes en ganado bovino en diferentes zonas del pais
mediante técnicas moleculares. Se determind por primera vez en nuestro pais y en la region
centroamericana la presencia de siete genotipos de papilomavirus bovino en lesiones de
bovinos mediante técnicas moleculares: BPV-1, BPV-2, pertenecientes al género
Deltapapillomavirus, BPV-4, BPV-6, BPV-10, BPV-11, pertenecientes al género
Xipapillomavirus y BPV-7, aun no clasificado en género alguno (Lunardi et al., 2013).

La mayoria de lesiones papilomatosas (91%) resultaron PCR positivas, confirmandose la
presencia del virus en los papilomas. Los resultados negativos en un 9% de los papilomas se
pueden atribuir a la sensibilidad de la técnica utilizada, lo que concuerda con reportes de
sensibilidades de 54-100% para el PCR que utiliza los iniciadores FAP59/FAP64, mismos
que se utilizaron en el presente trabajo (Ogawa et al., 2004; Silva et al., 2013).

La provincia de Alajuela fue la que aporté mayor cantidad de animales para el estudio,
mostrando la preocupacion de los propietarios por el problema en la zona, luego de llevar a
cabo un muestreo utilizando el método de bola de nieve. En la provincia de Alajuela se
encontrd seis de los siete genotipos aqui reportados, esto puede ser consecuencia de que fue
la zona de la que se obtuvo la mayoria de las muestras, ademas de que es una zona en donde
se concentra gran cantidad de ganado lechero en el pais, y es en ese tipo de ganado que
generalmente se reporta la presencia de papilomas en las ubres (Vasquez et al., 2012; Modolo
etal., 2017; Violetetal., 2017). EI BPV genotipo 1 se encontrd en todas las cinco provincias
de donde se obtuvo muestras, lo cual nos indica una amplia distribucion a nivel del territorio
costarricense, seguido del BPV-2 que se encontré en cuatro provincias, mientras el BPV
genotipo 6 fue el que se detecté mas frecuentemente en las muestras analizadas (33,3%), pero
Gnicamente en las provincias de donde se obtuvo la mayor cantidad de muestras, en Alajuela
(43%) y en Guanacaste (28%), lo cual lo circunscribe a las zonas donde se da mayor actividad
ganadera en Costa Rica. EI BPV-1y BPV-2 se mencionan en la literatura mundial como los
genotipos mas prevalentes (Vasquez et al., 2012).

De las fincas visitadas, solo en dos de ellas fue posible encontrar la presencia de 2

genotipos distintos infectando un mismo animal. El hallazgo de dos tipos de papilomas
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diferentes en un bovino, ocasionado por dos genotipos diferentes de BPV concuerda con lo
reportado por Pompeo et al. (2009) y Carvalho et al. (2012), sin embargo, es la primera vez
que se reporta la presencia de BPV-4 y BPV-6 en un mismo bovino a nivel mundial (Pompeo
et al., 2009; Carvalho el at., 2013).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran la importancia de establecer los
genotipos presentes en una region determinada, si se desea desarrollar o introducir una
vacuna de BPV, ya que vacunas contra un Unico tipo de BPV no resultarian eficaz y llevarian
a un alto porcentaje de fallos terapéuticos (Vazquez et al., 2012).

Los resultados obtenidos con las enzimas EcoRI y BamHI coinciden con los reportes de
Lancaster y Olson (1982) en el caso de BPV-1, BPV-2 y BPV-4, sin embargo, los resultados
obtenidos con las enzimas EcoRIl y BamHI para BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11, y los
resultados de la enzima Sacl no habian sido reportados previamente. Los patrones de cortes
obtenidos con las tres enzimas permitieron una diferenciacion de los genotipos BPV-1, BPV-
2, BPV-4, y BPV-7, habiendo ademas generado informacion nueva y complementaria. Otra
ventaja de esta técnica es la obtencidn de cortes de alto peso molecular, que se pueden clonar,
para determinar asi las secuencias nucleotidicas y obtener informacién sobre los genomas de
los diferentes genotipos de BPV (Ogawa et al., 2007; Lunardi et al., 2013).

Debido a que el BPV-6, BPV-10 y BPV-11 no fueron digeridos por las enzimas de
restriccion utilizadas, se confirma el uso limitado de estas enzimas para la identificacion de
estos genotipos de BPV (Davis et al., 1986; Brownlee et al., 2015). Se recomienda utilizar
otras enzimas para establecer patrones de corte para los genotipos BPV-6, BPV-10 y BPV-
11y asi poder diferenciarlos entre si y obtener cortes de alto peso molecular para clonar.

Este representa el primer estudio en Costa Rica, que establece los genotipos de BPV
presentes en el pais. Se recomiendan realizar estudios mas amplios, para determinar los
genotipos mas prevalentes en nuestro pais, y comunicar los resultados obtenidos a las
autoridades y productores.

En la segunda parte del estudio se realizé la caracterizacion de los animales afectados por
papilomas y la caracterizacion de estas lesiones, relacionando ademas los tipos de papilomas
con genotipos de BPV, asi como con hallazgos patoldgicos e histopatolégicos. Los bovinos
de los que se obtuvieron los papilomas positivos fueron sobre todo hembras (95,0%),

mayores de 24 meses (50,0%), de raza Holstein (45,0%) y de fincas lecheras especializadas
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de leche (75,0%), probablemente, porque este sector productivo es el mas preocupado en
Costa Rica por la presencia de papilomas en sus vacas, ya que estos interfieren con el ordefio
ocasionando bajas en el rendimiento productivo (Hamad et al., 2016). La mayoria de
animales con papilomas tenian mas de dos afios de edad, lo cual no concuerda con un estudio
realizado en Colombia por Cardona-Alvarez et al. (2018), que determind una mayor
afectacion de animales machos, de edad joven, no determinandose en ese estudio el uso
productivo de los bovinos. Sin embargo, es probable que esto se deba, a que los dos estudios,
el de Colombia y el nuestro, fueron estudios descriptivos no probabilisticos, y posiblemente
con animales de diferentes usos productivos.

La mayor cantidad de animales afectados presento de 1 a 15 papilomas, mientras que en
el estudio de Cardona-Alvarez et al. (2018), se determiné una mayor afectacion de los
animales, sin embargo, los dos estudios fueron descriptivos y no probabilisticos analizando
un nimero limitado de animales.

En el presente trabajo se encontrd la mayor cantidad de papilomas en las ubres (31,3%)
de las vacas, lo que contrasta con otros estudios, en donde se encontraron sobre todo en el
cuello y cabeza (19,6% - 41,7%) o en el resto del cuerpo (59,0%), sin embargo, no se
mencionaron papilomas en la ubre (Violet et al., 2017; Cardona-Alvarez et al., 2018). Otra
vez, se hipotetiza, que las diferencias en los resultados se puedan deber a diferencias en el
grupo de bovinos analizados, que en el caso de la presente investigacion fueron sobre todo
vacas de lecherias especializadas, mientras que en los estudios encontrados en Colombia no
se menciona el tipo de bovinos analizados (Violet et al., 2017; Cardona-Alvarez et al., 2018).

La mayoria de los animales afectados por papilomas presentaron un unico tipo de
papiloma (79,4%), y una minoria hasta tres tipos en un mismo animal (3,1%), lo cual no se
habia estudiado ni reportado con anterioridad. En dos animales con dos tipos de papilomas,
fue donde se detectd la presencia de dos genotipos distintos coexistiendo, en este caso plano
(BPV-4) y coliflor (BPV-6), y coliflor (BPV-1) junto a pedunculado (BPV-2), siendo esta la
primera vez que se describe la coexistencia de estos genotipos relacionandolos con su
morfologia.

Los papilomas de tipo coliflor fue la morfologia de papiloma més frecuentemente
encontrada en los bovinos analizados en el presente trabajo, estos hallazgos concuerdan con

lo reportado por Batista et al. (2013), y se puede deber a que este tipo de papiloma se
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encuentra asociado a cinco genotipos de BPV (BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-10).
La presencia de cuatro de estos genotipos ya habia sido reportada previamente por Pompeo
et al. (2009) y Batista et al. (2013), en el presente trabajo se reporta por primera vez la
presencia de BPV-7 en lesiones de tipo coliflor. También, se reporta por primera vez el
hallazgo del genotipo BPV-11 en papilomas con morfologia plana y el BPV-6 en papilomas
con morfologia atipica. Los genotipos BPV-4, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 se determinaron
cada uno solamente en un papiloma, por eso se relacionaron en el presente trabajo con un
Gnico tipo de morfologia, y no es posible descartar que pueden estar presentes en otros tipos
de papilomas como lo reportan Pompeo et al. (2009), Batista et al. (2013) y Tozato et al.,
(2013). Para el caso de BPV-11 es la primera vez que se asocia a una morfologia especifica.
En contraste, los genotipos BPV-1, BPV-2 y BPV-6 fueron los mas frecuentemente
diagnosticados en el presente estudio (87% de los casos), y se detectaron en dos, tres y cuatro
diferentes morfologias de papilomas, respectivamente, lo que concuerda con lo descrito por
Claus et al., (2007), Pompeo et al. (2009), Batista et al. (2013) y Tozato et al., (2013). Segun,
Pompeo et al. (2009) y Batista et al. (2013), quienes reportan en Brasil la presencia de BPV-
2 en papilomas con morfologia plana, permiten aunados a nuestros resultados, concluir, que
los genotipos BPV-2 y BPV-6 pueden estar presentes, y ocasionar cualquier tipo de papiloma
(coliflor, plano, pedunculado o atipico). Por consiguiente, el diagnostico del genotipo de BPV
asociado al papiloma es posible realizarlo Gnicamente mediante diagnostico molecular (Silva
et al., 2010). Nuestros resultados coinciden con lo presentado por Batista et al. (2013), que
tampoco lograron establecer relacion entre genotipo y morfologia, y quienes proponen
realizar estudios sistematicos para cada genotipo de BPV.

Los BPV-1, BPV-6 y BPV-10 se presentaron en la ubre de forma preferente, asi como el
BPV-2 se presentd principalmente en el cuello de los animales, lo cual se ha descrito con
anterioridad por Borzacchiello y Roperto (2008). EI BPV-4 se presento a nivel epitelial, en
las costillas del animal, no a nivel del tracto gastrointestinal lo cual coincide con la literatura
(Carvalho et al., 2012). En el caso de del BPV-7 y BPV-11 no existen reportes de zonas
preferentes, y en nuestro caso se presentaron en la ubre y el cuello respectivamente.

Todos los papilomas analizados, independientemente del genotipo de BPV encontrado,
mostraron neoplasia de células planas, hiperqueratosis y engrosamiento del estrato espinoso

lo que concuerda con Rodriguez et al. (2015). Los papilomas originados por genotipos BPV-
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1, BPV-2 y BPV-10 presentaron una amplia degeneracién (vacuolizacion) del tejido, lo cual
también ha sido descrito ampliamente (Carvalho, et al., 2013; Batista, et al, 2013; Rodriguez,
et al., 2015; Cardona-Alvarez, et al., 2018), y no posibilita su utilizacion para diferenciar
entre genotipos de BPV.

Los BPV-1 y BPV-2 se presentaron como papilomas cutaneos de Grupo 3, lo que
coincide con la clasificacion realizada por Murphy et al. (1999), mientras que los BPV-4,
BPV-6, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 se clasificaron dentro del Grupo 1, clasificandose por
primera vez BPV-4, BPV-7, BPV-10 y BPV-11 dentro de este grupo.

Existen pocos estudios a nivel mundial, que asocian las morfologias de los papilomas con
la ubicacion, genotipos de BPV, asi como con hallazgos patologicos e histopatologicos. Los
pocos trabajos realizados cuentan con la limitante de haber analizado muestras limitadas.
Aungue este trabajo también analiz6 una muestra limitada, representa el primer reporte a
nivel nacional y de Centro América, que describe a los animales afectados por papilomas en
el pais, y relaciona las morfologias de los diferents papilomas BPV positivos con género,
ubicacion corporal, genotipos de BPV, asi como con hallazgos patolégicos e histopatoldgico,
lo que lo hace un estudio valioso. En vista de la dificultad de diagnosticar un genotipo de
BPV mediante morfologia e histopatologia del papiloma se recomienda implementar técnicas
moleculares para el diagnostico de esta virosis Yy realizar estudios que investiguen el rol de
la inmunidad del huésped sobre los genotipos de BPV y la morfologia e histopatologia de los

papilomas
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CONCLUSIONES GENERALES

Se determind por primera vez en Costa Rica y Centroamérica la presencia de siete
genotipos de BPV (BPV-1, BPV-2, BPV-4, BPV-6, BPV-7, BPV-10, BPV-11).

El BPV genotipo 6 fue el que se detectd mas frecuentemente en los papilomas
analizados (33,3%), seguido del BPV-2 (26,7%) y BPV-1 (26,7%).

El genotipo BPV-1 fue el que se encontré mas ampliamente distribuido en el pais,
seguido por BPV-2 (cinco y cuatro provincias, respectivamente).

En dos animales se determind coinfeccion con dos genotipos de BPV, en un caso
BPV-1y BPV-2,y en otro caso BPV-4 y BPV-6.

El método de digestion enzimatica con las enzimas EcoRI, BamHI y Sacl
permitieron la diferenciacion de los genotipos BPV-1, BPV-2, BPV-4, y BPV-7,
pero no de los demés genotipos (BPV-6, BPV-10 y BPV-11).

El mayor nimero de animales con papilomas se encontré en fincas lecheras
especializadas (74,6%), afectando sobre todo a hembras (95,2%), de raza Holstein
(42,8%), y con edades superiores a los 24 meses (50,7%).

La mayoria de animales afectados presentaron entre 1 a 15 papilomas (31,6%), un
unico tipo de papiloma (79,4%), siendo el de tipo coliflor el mas comdn (46,7%), y
la ubre la localizacién mas frecuente (31,1%).

No fue posible asociar un genotipo de BPV a una morfologia de papiloma, ya que
BPV-1, BPV-2, BPV-6, BPV-7 y BPV-10 se asociaron con papilomas tipo coliflor,
BPV-11 con papilomas de tipo plano, BPV-6 con los atipicos, mientras que BPV-
1, BPV-2 y BPV-6 se asociaron con papilomas de diferentes morfologias (coliflor,
plano, pedunculado o atipico).

No fue posible relacionar los hallazgos histopatoldgicos a un genotipo de BPV, los

genotipos detectados en Costa Rica mostraron todos hiperqueratosis.
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RECOMENDACIONES GENERALES

Continuar con el diagnostico molecular de papilomas para detectar genotipos
presentes en el pais y la region centroamericana.

Realizar estudios sistematicos para determinar el genotipo o los genotipos mas
prevalentes en nuestro pais.

Comunicar a las autoridades y productores los resultados obtenidos.

Realizar estudios sisteméticos para cada genotipo de BPV para determinar

morfologia de los papilomas e histopatologia

Estudiar el posible rol de la inmunidad del huésped sobre los genotipos de BPV y

la morfologia e histopatologia de los papilomas

40



ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado utilizado para los propietarios de los bovinos que
participaron en el estudio

UNIVERSIDAD NACIONAL
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA

PROGRAMA DE INVESTIGACION EN MEDICINA POBLACIONAL
Teléfonos:(506) 2562-4508 / 2562- 4553  Telefax: (506) 2237-5229

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Caracterizacion molecular, macroscopica y microscopica de genotipos de

papilomavirus bovino 1y 2 en Costa Rica

Proyecto de Tesis de Maestria
Nombre del Investigador Principal: Ramsés Alfaro Mora

Nombre del participante:

A.  PROPOSITO DEL PROYECTO:

Este estudio es realizado por el Dr. Ramsés Alfaro Mora, estudiante de la maestria en
Enfermedades Tropicales, de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional. El objetivo de este estudio es asociar los tipos de papilomavirus bovino con
cambios macroscopicos, histopatoldgicos y usos productivos de los bovinos. Los
papilomavirus (gabarros 0 mezquinos) bovinos ocasionan lesiones a nivel de la piel o
mucosas, siendo la aparicion de papilomas a nivel de las ubres en las vacas una de las
mas problematicas, ya que dificultan el ordefio de estos animales, ademas, la aparicion
de papilomas disminuye el valor de la vaca en el mercado por su apariencia. En casos
donde las lesiones se encuentran a nivel oral puede dificultarse la alimentaciéon. Se
desconocen los tipos de papilomas presentes en Costa Rica, y tampoco se han
relacionado estos con las lesiones descritas a nivel macroscopico y microscopico.
Conocer la presencia de los tipos de papilomas presentes en el pais es importante, para

un mejor abordaje de la infeccion.

B. ;QUE SE HARAZ?:

Si usted acepta participar voluntariamente en este estudio, se le realizara una visita en

donde se haran las siguientes actividades:

1- Se trabajara con el o los animales que presenten papilomas. Se tomaran
fotografias de los papilomas, posteriormente se limpiaran estos con alcohol yodado
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al 2% y se cortard un pedazo de 1-2cm del papiloma. Finalmente se aplicard un
antibiotico en spray en el lugar donde se cortd un pedazo del papiloma para evitar
algln tipo de infeccidn posterior a la recolecta. No se tomaran mas de 3 muestras de
papilomas por animal, ni papilomas de mas de 3 animales por finca.

2- Se completara un formulario en el cual se solicitard el nombre del dueno de la
finca, el nombre de la finca, la ubicacidn de la finca (distrito, canton, provincia), se
ubicard la finca con GPS y se anotard edad, sexo, raza del animal o de los animales
del o de los que se obtuvo la(s) muestra(s) de papiloma.

3- Las muestras se trasladaran al Laboratorio de Entomologia de la Universidad
Nacional de Costa Rica, donde se realizard el diagnostico mediante técnicas
moleculares y microscopicas

4- La informacion que cada participante aporte al formulario solo la manejara
el investigador del proyecto y la coordinadora del Laboratorio. A cada participante se
le dara un reporte con los resultados de animal, y el investigador generara una copia
de los mismos para el andlisis estadistico de los datos. Una vez concluida la
investigacion, los formularios, los resultados de laboratorio y los consentimientos
informados se digitalizaran con el fin de contar con un expediente para cada
participante. Dichos datos se guardaran en un disco compacto, que estara en poder
del investigador del proyecto, por tiempo indefinido.

RIESGOS:

Su participacion en esta investigacion no representa ningin riesgo para la salud de su
animal. Excepto por la molestia general de la biopsia cutdnea para obtener la muestra,
es posible que el animal se mueva, y pueda existir sangrado en la zona de la extraccion
de la muestra. Se usard equipo estéril y desechable para no poner en riesgo la salud
de su o sus vacas. Si durante el procedimiento usted considera que su animal esté siendo
sujeto de algun grado de sufrimiento mas alld de lo que usted considera permisible en
¢l, puede detener el procedimiento.

(Autoriza Ud. a los investigadores a realizar lo que se describe bajo el punto B?

Si No

BENEFICIOS:

Como resultado de su participacion en este estudio se determinara si su animal se
encuentra infectado con papilomavirus bovino. También conocera el tipo de virus en
caso de que este se encuentre presente. Ademads, recibird informacidén sobre la
enfermedad estudiada, su modo de transmision, de los servicios de preparacion de una
autovacuna que se realiza en la Escuela de Veterinaria de la Universidad Nacional de
Costa Rica, y en caso de que deseara, se le produciria gratuitamente la autovacuna.
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Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con el
investigador sobre este estudio y el debe haber contestado satisfactoriamente todas sus
preguntas. Si quisiera mas informacion mas adelante, puede obtenerla llamando al
estudiante de posgrado Dr. Ramsés Alfaro Mora al teléfono 8825-1476 o0 a la
coordinadora principal, Dra. Gaby Dolz al teléfono de la oficina 2562-4553 o al celular
8860-7865.

Recibira una copia de esta formula firmada para su uso personal.

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar
o a discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta decision afecte la
calidad de la atencion que requiere.

Su participacion en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en una
publicacion cientifica o ser divulgados en una reunion cientifica, pero de una manera

andénima.

No perderd ningun derecho legal por firmar este documento.

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de firmarla. Se
me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas en forma
adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de investigacion en este estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto

fecha

Nombre, cédula y firma del testigo

fecha

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento

fecha
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos de los animales que participaron en el estudio

ONIVERSIDAD - i
NACIONAL Veterinarias
€ IAa RICA ropicales

Maestria en Enfermedades Tropicales
Proyecto: Caracterizacién molecular, macroscépica y microscopica de genotipos de papilomavirus
bovino presentes en Costa Rica

Recolecta de muestras

Se definird como muestra toda lesion que presente una morfologia distinta 0 se ubique en zonas anatémicas
distintas, ya sea que estas se encuentren en un mismo sujeto o en diferentes sujetos. La lesion sera fotografiada
y posteriormente sustraida (Figura 1). Se recolectara un maximo de 3 muestras por animal, y un maximo de 3

animales por finca.

10—
Esgusasrma descriptivo de la amnatomeia exterma ode urma
waca addu itac

7. Cabhe=e=a T Larma

2 iSarganta & Rirndn

ZF. Cu=lhce T Flanco

= Cru= FE. Vienitre

=0 Hombro o paleta 79 Wejiga

= Bra=zo 20 Ubhre=

. Aantebhra=zoa 27, Flanco

. Rodill=a 22 Canwejdn

Q. arma 23, Sarron

. Peunas 24 Malhga o anca
7. Cuartill= =2 Pelwis

T2 Corsa 265 Srnupa

TZF. FPaso de las cinochas 27, UUnion de la cola
T Costillas 28 Caola o raboa

Figura 1. Codigo numérico para zonas anatémicas externas donde se ubiquen los papilomas

Conservacién y transporte de la muestra hasta el laboratorio

Para la toma y conservacion de la muestra se utilizaran tubos Eppendorf de 1,5 ml. Se tomaré cada una por
triplicado y se llevara a cabo la fijacién del tejido en formol al 10% (almacenar a temperatura ambiente), alcohol
al 70% (congelar), y una de ellas simplemente se congelara al llegar al laboratorio sin pasar por un proceso de

fijacion a través de solventes.
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Las muestras se trasladaran a una temperatura menor a los 8° C (usar hielera con gel refrigerante) por un maximo
de 24h. Una vez en el laboratorio seran almacenadas a temperatura de congelacion aquellas muestras fijadas en

alcohol y las que no poseen un solvente como fijador.

Base de Datos

Paralelo a la toma de la muestra se elaborard una base de datos donde se incluirdn variables como: ubicacion
geografica de la finca donde procede el animal con papiloma, propietario, edad del animal, sexo, raza, ubicacién
de la lesidn en el cuerpo del bovino, forma de la lesidn, uso productivo del animal, su nimero de identificacion
y nimero de papilomas con distinta morfologia (A, B, C, etc,) y nimero de papilomas con misma morfologia
(Cuadros 1y 2).

La forma de la lesién se registrara mediante el uso de fotografia con una cdmara capaz de lograr una resolucién

de no menor a 8 megapixeles.

Cuadro 1. Cédigo para identificacién del nUmero de papilomas en todo el animal

Morfologia Cantidad Caodigo numérico
A Menos de 15 Al
Entre 15-30 A2
Entre 30-45 A3
Més de 45 A4
B Menos de 15 Bl
Entre 15-30 B2
Entre 30-45 B3
Mas de 45 B4
C Menos de 15 C1
Entre 15-30 C2
Entre 30-45 C3
Mas de 45 C4

A= Pedunculado (Tipo grano de arroz), B= Tipo Coliflor, C= Atipico, D= Plano

45



Cuadro 2. Registro de muestras

NuUmero Propietario Provincia Cantén Distrito Ubicacion GPS Edad Sexo Raza Ubicacion Uso Morfologia Nimero de Fotografia Fecha
identificacion (Latitud/Longitud) de la lesion productivo (segun codigo) papilomas (segin (Cddigo Recoleccion
(segiin codigo) asignado)
codigo)

Contacto. Dr. Ramsés Alfaro M.

Cel. (506) 8825-1476

ramsesalfaro@hotmail.com
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