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RESUMEN: Se describe € disefio de un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la
deteccion de herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1). Este se basd en la amplificacion de una porcién del
gen tk viral, paralo cual se ensayaron diferentes concentraciones de los cebador es, de cloruro de magnesio
y diferentes temperaturas de alineamiento. Ademas, se evaluaron los par@metr os de desempefio analitico,
sensibilidad y especificidad, con resultados satisfactorios. Bajo las condiciones Optimas se logré la
amplificacién de la banda de 202 pb esperada y se demostr6 la utilidad del ensayo para la identificacién
de aislados.
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DESIGN OF A POLYMERASE CHAIN REACTION ASSAY FOR THE DETECTION OF
bovine Herpesvirus type 1

ABSTRACT: The design of a Polymerase Chain Reaction (PCR) assay for the detection of bovine
herpesvirus type 1 (BHV-1) was described. This one was based on the amplification of a portion of the
viral tk gene, for which different concentrations of primers, magnesium chloride and different annealing
temperaturesweretried. I n addition, the parameter s of analytical performance, senstivity and specificity
were evaluated with satisfactory results. Under the optimal conditions, the amplification of the band
202 pb expected was obtained, and the utility of the test for the identification of isolates was
demonstrated.
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INTRODUCCION

Herpesvirus bovino tipo 1 es el agente causal de
la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), una de las
enfermedades que mas incidencia tiene en los cos-
tos de produccion de los bovinos (2). Ademas es el
responsable de otros sindromes clinicos, tales como
vulvovaginitis pustular infecciosa (en las hembras) o
balanopostitis pustular infecciosa (en los machos),
conjuntivitis, aborto, enteritis e infeccion sistémica
generalizada (13, 1, 16, 11).

Una de sus caracteristicas mas importantes es que
establece infeccion latente en las neuronas sensoria-
les del ganglio trigémino o sacro e, incluso, en las
tonsilas (28, 12). Esto tiene una significativa impor-

tancia epizootioldgica por el peligro que representan
los animales sin manifestaciones clinicas y
seroldgicamente negativos, pero que pueden liberar
virus bajo condiciones de estrés y por tanto constitu-
yen una fuente de infeccién permanente para otros
animales.

En Cuba, el diagndstico de laboratorio de HVB-1
se realiza mediante el uso de métodos clasicos como
la inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa directas,
el aislamiento viral e identificacion posterior por
seroneutralizacién viral y por la deteccion de
anticuerpos especificos en muestras de sueros pa-
reados o simples. Las técnicas inmunohistoquimicas,
aunque son mas rapidas que el aislamiento viral se
caracterizan por una menor sensibilidad y especifici-
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dad, requieren de la presencia del antigeno viral en la
célula intacta, la calidad de la muestra repercute en
los resultados y en ocasiones se basan en el uso de
antisueros obtenidos contra cepas heterdlogas, lo cual
no asegura que se detecten determinadas variacio-
nes antigénicas del aislado problema (18). El aisla-
miento viral, por su parte, requiere de facilidades de
cultivo celular y mucho tiempo para la obtencion de
los resultados y las pruebas de seroconvercién toman
un minimo de 14 a 21 dias y pueden escapar de la
deteccion, animales persistentemente infectados con
bajos titulos de anticuerpos (15, 21).

Esto ha mostrado la necesidad de acudir a méto-
dos de diagnéstico mas rapidos y precisos que posi-
biliten tomar medidas efectivas para limitar la disemi-
nacion de la infeccion a otros animales, reducir el ries-
go inherente a una enfermedad clinica no diagnosti-
cada que pueda ser exética o al uso indebido de
antibiéticos en enfermedades mal diagnosticadas. La
PCR se ha utilizado con estos fines en la virologia
veterinaria de forma general (4). Especificamente en
el diagndstico de HVB-1, esta técnica ha mostrado
ser una herramienta muy Util para la deteccion en se-
men (23, 7) y otras muestras clinicas (20, 25). La se-
leccién del gen tk para la PCR, ha sido muy efectiva
debido a su importancia en la patogenisidad viral de
todos los herpesvirus bovinos (26). Su secuencia fue
por primera vez determinada por Bello etal. (5) y en
la actualidad existen numerosas secuencias del mis-
mo publicadas en bases de datos de acceso libre.
Apoyado en estas premisas se propuso como objeti-
vo del presente trabajo: disefiar un ensayo de PCR
para la deteccion de HVB-1.

MATERIALESY METODOS

Virus y Células

Se trabajo con la suspension viral obtenida me-
diante la propagacion de la cepa de HVB-1, ES8, aisla-
da en Cuba por Noda et al. (19) en un brote de
gueratoconjuntivitis, a una multiplicidad de infeccion
de 1 DICT_/célula en cultivos de la linea celular Madin-
Darby Bovine Kidney (MDBK, ATCC CCL 22, certifi-
cada libre de virus de la diarrea viral bovina).

Extraccion de ADN

Se procedi6 segun lo descrito por Sambrook et al.
(22) con algunas modificaciones.

Se trataron 200 mL de suspension viral (1054
DICT_/mL) con duodecil sulfato de sodio y proteinasa
Ka 1%y 0.2 mg/mL de concentracion final, respecti-
vamente, durante 1 hora a 56°C en un bafio seroldgico.
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En paralelo se trataron 200 mL de un sobrenadante
de células MDBK no infectadas como control negati-
vo. Se mezclaron con 200 mL de fenol saturado con
Tris 1M pH 8.0 y se centrifugaron 5 min a 12000 rpm
(Centrifuga eppendorf 5415D). La fase acuosa se
mezclé con 200 mL de cloroformo-isoamil alcohol
(49:1 v/v) y se centrifugd a 12000 rpm durante 5 min.
Se extrajo la fase superior, el acido nucleico se preci-
pitd mediante la adicion de 2 volimenes de etanol
absoluto frio y 1/10 del volumen de acetato de sodio
3M pH 5.2 durante 2 horas a -80°C y se centrifugo
durante 15 min a 14000 rpm. Finalmente se lavo el
precipitado con etanol al 70%, se seco al aire y se
resuspendié en 20 mL de TE 1X. La concentracion y
pureza se determinaron mediante un
espectrofotometro Ultrospec® 2100 pro (Amersham
Pharmacia Biotech) y se utilizaron cantidades entre
0.1y 0.2mgenel PCR.

Ensayo de PCR

Cebadores: Se sintetizaron dos oligonucleétidos
nuevos, S21 5GCGGGCCTGGTTGCGTACTACS3 y
A21 5’AGCAGATCTTCCGCGTTGATCS3' correspon-
dientes a los nucleétidos 514-535 y 716-695, respec-
tivamente, en el gen tk de HVB-1.1 (nimero de acce-
so al GenBank D00438 (17)).

Amplificacidn: Los volimenes y concentraciones
finales de la reaccion de PCR que empleamos como
base para la estandarizacion fueron las recomenda-
das por el boletin técnico N° 254 de la PCR Core
System de Promega®, donde se establecen las si-
guientes pautas: tampon de reaccion de la Tag ADN
polimerasa (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9.0 y
0.1% Triton® X-100), solucion de cloruro de magnesio
(0.5-3 mM), mezcla de nucled6tidos (0.2 mM cada uno),
cebadores (0.1-1.0 iM), Taq ADN Polimerasa (1.25
U) y completar con agua hasta un volumen final de 50
iL. Como control negativo de la reaccion se sustituyd
el ADN molde por el mismo volumen de agua libre de
nucleasas (Promega).

Las condiciones iniciales de amplificacion del ADN
en el termociclador MJ- Research ™, las cuales ha-
bian sido utilizadas con éxito en el laboratorio para
otros cebadores, estan descritas en la Tabla 1.

Algunas de las variables y condiciones de partida
fueron estandarizadas y en todos los casos se realizé
un minimo de tres réplicas por ensayo.

Andlisis del producto amplificado por PCR

El producto de PCR con 1X de tampon de carga
azul-naranja (Promega) fue analizado por
electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiido con
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TABLA 1. Condiciones generales de amplificacion del ADN en el termociclador MJ- Research ™/ General conditions

of DNA amplification in MJ- Research ™ thermocycler

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5min lciclo
Desnaturalizacion 94°C 0.5min

Alineamiento 57°C-68°C 0.5min 40 ciclos
Extensién 72°C 0.5min

Extension fina 72°C 7min 1lciclo
Conservacion 4°C indefinido 1ciclo

bromuro de etidio 0,08 mg/mL. La corrida se realizo
en tampon TBE 0.5X a un voltaje constante de 100 V
por 30 min. Para determinar la talla aproximada del
producto fue incluido un patrén de peso molecular
100pb DNA Ladder (Promega) con un rango de tallas
de 100-1500pb. Las bandas fueron visualizadas a una
longitud de onda de 312 nm y se fotografiaron con
camara digital (Hewlett Packard C6324 A) parareco-
ger los resultados. Se tuvo en cuenta la intensidad de
la banda de amplificacién para seleccionar las condi-
ciones 6ptimas.

Determinacién de la especificidad analitica de los
cebadores

La especificidad analitica se determind mediante
la evaluacion de diferentes ADN moldes provenien-
tes de:

- Cepa de HVB-2 donada gentilmente por el DrC. A.
Bartha, Academia de Ciencias Veterinarias de Hun-
gria.

- Cepa Misk/67 de adenovirus bovino 8 y cepa Sofia
de adenovirus bovino 9 donadas gentilmente por
Instituto de Phylaxia, Hungria.

- Cepadel virus de la enfermedad de Aujeszky: V208,
aislada en Cuba por Diaz et al. (9).

Determinacioén del limite de deteccion del ensayo

Con el propdsito de determinar el limite de detec-
cién del ensayo se realiz6 una curva de diluciones de
punto final en medio de cultivo celular, de la suspen-
sion viral de E8. A partir de estas diluciones se aisl6 el
ADN por el método antes descrito y se utiliz6 como
molde para el PCR donde se evaluaron valores de 1,
5y 8% de DMSO en la mezcla de reaccion.

Identificacion de aislados

Los aislados fueron obtenidos previamente a par-
tir de exudados nasales de seis toros con signos cli-
nicos compatibles a la IBR y cuatro vacas utilizadas
como controles negativos. La identificacién se realizo

con la PCR disefiada y mediante la
inmunofluorescencia directa (IFD) con IgG de bovino
contra la cepa E8, conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (1:16): obtenido en el Laboratorio de
Virologia Animal, Centro Nacional de Sanidad
Agropecuaria, segun Delgado et al. (8) y Barrera (3).

RESULTADOSY DISCUSION

Con el método de extraccion ensayado se obtu-
vieron valores de concentracién de ADN total entre
50y 70 mg/mL y la pureza, con relacion a la presen-
cia de proteinas contaminantes, se mantuvo por enci-
ma de 2 en todos los casos, lo que se corresponde con
un elevado grado de pureza segin Sambrook et al.
(22). La calidad del material genético obtenido resultd
adecuada para el ensayo de PCR mediante el cual se
obtuvo un producto amplificado de 202 pb, talla espe-
rada segun el disefio de los cebadores (Fig. 1).

500 pb—— =8 202 pb
4 i s
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FIGURA 1. Amplificacién de un fragmento del gentk de
la cepa E8 de HVB-1. Electroforesis en gel de agarosa al
2%. Linea 1. Patron de peso molecular 100pb (Promega);
2: Cepa ES8; 3: Control negativo (agualibre de nucleasas);
4: Control negativo (ADN de células MDBK no infecta-
das)./ Amplification of a tk gene fragment from E8 strain of
BHV-1. Electrophoresis in agarose gel at 2%. Line 1:
Molecular weight pattern 100pb (Promega); 2: E8 Strain;
3: Negative control (water free of nucleases); 4: Negative
control (DNA from not infected MDBK cells).
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El' hecho de que el genoma de los herpesvirus sea
rico en GC (32-75%) (10), se tuvo en cuenta para el
disefio de cebadores que permitieron usar un rango
de temperaturas de alineamiento elevadas. Al eva-
luar las temperaturas 57, 60, 62 y 65°C se obtuvieron
bandas de amplificacion de similar intensidad (Fig. 2).
Con la temperatura de alineamiento de 68°C, se ob-
tuvo una banda de reducida intensidad comparada
con el resto. Esto se debe a que elevadas temperatu-
ras disminuyen la sensibilidad de la reaccién (29). Se
selecciond la temperatura de 65°C porque se conoce
gue valores elevados minimizan las uniones
inespecificas de los cebadores y por tanto incrementan
la especificidad de la reaccion (29), lograndose el
mejor balance entre sensibilidad y especificidad de
union de los cebadores.

1 2 3456 7 8

wl— 500 pb

—— 300 pb
— 200 pb

400 pb

FIGURA 2. Determinacion de la temperatura 6ptima de
alineamiento de los cebadores. Electroforesis en gel de
agarosa a 2%. Linea 1. Control negativo (agua libre de
nucleasas); 2: Control negativo (ADN de células MDBK
no infectadas); 3: 57°C; 4: 60°C; 5: 62°C; 6: 65°C; 7: 68°C;
8: Patréon de peso molecular 100pb (Promega)./
Determination of the optimal temperature of primers
annealing. Electrophoresisin agarose gel at 2%. Line 1:
Negative control (water free of nucleases); 2: Negative con-
trol (DNA fromnot infected MDBK cdlls); 3: 57°C; 4: 60°C;
5: 62°C; 6: 65°C; 7: 68°C; 8: Molecular weight pattern
100pb (Promega).

Para seleccionar la concentracion optima de
cebadores en un ensayo de PCR, se recomienda eva-
luar valores en un rango entre 0.1-1mM (22). La con-
centracion 6ptima obtenida en este trabajo fue de 0.6
mM, la cual se encuentra en el rango de las recomen-
dadas por la literatura. Las concentraciones mas ba-
jas resultaron en poco producto de PCR, de forma
similar ocurrié a concentraciones elevadas (Fig. 3).

Algunos cebadores funcionan de manera similar a
varias concentraciones de Mg mientras que otros
pueden tener requerimientos muy especificos. La
pareja de cebadores disefiada se ajusta al segundo
caso, ya que a concentraciones superiores a 1mM de
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FIGURA 3. Determinacion delaconcentracion final pti-
ma de los cebadores. Electroforesis en gel de agarosa al
2%. Linea1: Control negativo (agualibre de nucleasas); 2:
0.3mM; 3: 0.5mM; 4. 0.6mM; 5: 0.7mM; 6: 0.9mM; 7:
Patrén de peso molecular 100pb (Promega); 8: Control
negativo (ADN de células MDBK no infectadas)./
Determination of thefinal optimal concentration of primers.
Electrophoresisin agarose gel at 2%. Line 1: Negative con-
trol (water free of nucleases); 2: 0.3mM; 3: 0.5mM; 4.
0.6mM; 5: 0.7mM; 6: 0.9mM; 7: Molecular weight pattern
100pb (Promega); 8: Negative control (DNA from not
infected MDBK cells).

cloruro de magnesio, disminuyé considerablemente la
intensidad de la banda y a 0.5 mM no se obtuvo ampli-
ficacion, por lo que el valor 6ptimo fue 1mM (Fig. 4).

2

1 3 4 5 6 7

PO §

FIGURA 4. Determinacion delaconcentracion final opti-
made cloruro de magnesio. Electroforesisen gel deagarosa
al 2%. Linea1: Control negativo (agualibre de nucleasas);
2: Control negativo (ADN de células MDBK no infecta-
das); 3: 0.5mM; 4: ImM; 5: 1.5mM; 6: 2mM; 7: 2.5mM; 8:
Patron de peso molecular 100pb (Promega)./ Determination
of thefinal optimal concentration of magnesium chloride.
Electrophoresisin agarose gel at 2%. Line 1: Negative con-
trol (water free of nucleases); 2: Negative control (DNA
from not infected MDBK cells); 3: 0.5mM; 4: 1mM; 5:
1.5mM; 6: 2mM; 7: 2.5mM; 8: Molecular weight pattern
100pb (Promega).

En la Figura 5, se muestra la especificidad de los
cebadores para detectar HVB-1. No ocurrié6 amplifi-
cacion al evaluar herpesvirus heter6logos como HVB-
2 o el virus de la enfermedad de Aujeszky u otros vi-
rus bovinos de genoma ADN que pudieran estar pre-



sentes en muestras de exudados oculares o nasales
como los adenovirus 8 y 9. Solo se obtuvo producto
amplificado para la cepa E8, utilizada como control
positivo de la reaccion, lo cual indica que el disefio de
los cebadores es adecuado y que solamente identifi-
can la region del gen tk de interés para el diagndstico.

1 2 34 5 6 78

FIGURA 5. Especificidad analiticadel PCR. Electroforesis
en gel de agarosa al 2%. Linea 1: Control negativo (agua
libre de nucleasa); 2: Control negativo (ADN de células
MDBK no infectadas); 3: HVB-2; 4: Misk/67; 5: Sofia; 6:
V-208; 7: Cepa E8; 8: Patron de peso molecular 100pb
(Promegad)./ PCRanalytical specificity. Electrophoresisin
agarose gel at 2%. Line 1: Negative control (water free of
nucleases); 2: Negative control (DNA from not infected
MDBK cells); 3: BHV-2; 4: Misk/67; 5: Sofia; 6: V-208;
7: E8 gtrain; 8: Molecular weight pattern 100pb (Promega).

1% DMSO
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El limite de deteccion del ensayo de PCR fue de
2x10%% DICT_/mL, el cual mejor6 ligeramente hasta
10> DICT /mL al afiadir 5% de DMSO en la mezcla
de reaccién (Fig. 6). Este reactivo ha sido muy utiliza-
do en el PCR de genomas con elevados contenidos
de GC y estructuras secundarias que pueden inhibir
el alineamiento y extension de los cebadores (30 y 6).

La literatura informa que durante 7 dias postinfeccién
se elimina gran cantidad de particulas virales por la se-
crecion nasal (24), 1077 DICT, /g de mucosa, por lo que
el limite de deteccion obtenido, pudiera ser suficiente
para detectar HVB-1 en muestras clinicas.

Este ensayo fue capaz de detectar el &cido nucleico
viral en todos los aislados provenientes de animales
con signos clinicos compatibles con la IBR y el resto
resulto negativo. Esto evidencia una mayor sensibili-
dad de la PCR desarrollada respecto a la IFD que
s6lo detect6 dos de las muestras presuntamente po-
sitivas (Tabla 2).

El comportamiento de este pardmetro concuerda
con lo planteado por Wiedman et al. (27); Yasonetal.
(30) y Moore et al. (18) y se debe a que la PCR esta
basada en la deteccidon del &cido nucleico (4), no re-
quiere que la muestra tenga una calidad optima y es
capaz de detectar virus en animales infectados
latentemente (14).

5% DMSO 8% DMSO

—

I_H

FIGURA 6. Limite de deteccion del PCR. Electroforesis en gel de agarosaal 2%. Linea 1y 11: Control negativo (agua
libre de nucleasa); 2 y 12: Control negativo (ADN de c8ulas MDBK no infectadas); 9y 19: Control positivo (ADN dela
cepaE8, 10> DICT, /mL); 10y 20: Patron de peso molecular 100pb (Promega); 3: 10> DICT_/mL; 4: 2x10>* DICT_/
mL; 5: 10** DICT_/mL; 6, 7y 8: 1% DMSO; 6: 10>* DICT_/mL; 7: 2x10>* DICT, /mL; 8: 10** DICT _/mL; 13, 14y
15: 5% DMSO; 13: 10> DICT_/mL; 14: 2x10** DICT_/mL; 15: 10** DICT_/mL; 16, 17 y 18: 8% DMSO; 16: 10°*
DICT,/mL; 17: 2x10>** DICT, /mL; 18: 10°** DICT_/mL/ PCR detection limit. Electrophoresis in agarose gel at 2%.
Line 1 and 11: Negative control (water free of nucleases); 2 and 12: Negative control (DNA from not infected MDBK
cells); 9 and 19: positive control (DNA from E8 strain, 10> TCID, /mL); 10 and 20: Molecular weight pattern 100pb
(Promega); 3: 10> TCID_/mL; 4: 2x10>** TCID_/mL; 5: 103 TCID, /mL,; 6, 7'y 8. 1% DMSO; 6: 10> TCID, /mL; 7
2x10** TCID_/mL; 8: 10** TCID_/mL; 13, 14y 15: 5% DMSO; 13: 10> TCID_/mL; 14: 2x10>* TCID, /mL; 15: 10°*%
TCID,/mL; 16, 17 y 18: 8% DMSO; 16: 10 TCID, /mL; 17: 2x10*** TCID,/mL; 18: 10°* TCID, /mL.
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TABLA 2. Resultados de la aplicacién de los ensayos
de IFD y PCR en la identificacion de aislados./
Application results of direct immunofluorescence and
PCR assays in the identification of isolates

Signosclinicos | Aidlados IFD PCR
Compatibles T1 + +
con IBR T2 - +
T3 + +
T4 - +
T5 - +
T6 - +
No V1 - -
Compatibles V2 - -
con IBR V3 ; ;
V4 - -

Los resultados obtenidos confirman la utilidad del
ensayo de PCR para la identificacién de aislados, el
cual se empleara ademas, en el diagnéstico de HVB-
1 a partir de muestras clinicas (exudados nasales y
oculares, semen importado, etc.) y para descartar la
presencia de este agente en el esquema de diagnos-
tico de las enfermedades vesiculares. Esto permitird
la liberacion de la cuarentena de los animales o que
se tomen las medidas de control adecuadas en el
menor tiempo posible y de esa forma evitar la disemi-
nacion de la enfermedad y contribuir a la disminucion
de las pérdidas econémicas.
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