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Deteccion de biotipos del Virus de la Diarrea Viral
Bovina (VDVB) a traves de RT-PCR’

Hernan Burbano C. * / Victor Julio Vera A. ** / Gloria Ramirez N.

RESUMEN

En el presente articulo se describe la normalizacién
de la prueba de RT-PCR para ser empleada como
herramienta en la deteccion del Virus de la Diarrea
Viral Bovina (VDVB). Los iniciadores utilizados
amplificaron un sector de 280 pb que se encuentra
dentro del extremo 5° UTR del genoma viral. Para el
proceso de normalizacién, se usé como control po-
sitivo, cepas de referencia de VDVB (NADL, Osloss).
Para evaluar reaccién cruzada se usé una cepa de
virus de Enfermedad de las Fronteras (BD). La ob-
tencién del cDNA se realizé por el método de
«random primers» (iniciadores aleatorios). La prue-
ba detecté tanto cepas citopaticas, como no
citopaticas del VDVB. El protocolo establecido de-
mostré un buen funcionamiento in vitro y es la base
para posteriores pruebas de validacién y evaluacién

de la prueba diagnéstica.
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ABSTRACT

This paper describes the standardization of a reverse
transcription (RT) polymerize chain reaction (PCR)
in order to be used as a tool to detect the bovine
viral diarrhea virus (BVDV). The primers employed
amplified a sector of 280 bp that is in the 5° UTR
region of the viral genome. The VDVB NADL and
Osloss strainswere used as positive controls for the
standardization process.. In order to evaluate cross-
reaction a strain of border disease (BD) was utilized.
The cDNA was obtained using the random primers
method. The RT-PCR detected cytophatic as well
as non-cytophatic byotipes of BVDV. The
standardized protocol showed a good performance
in vitro and it is the bases for evaluation and

validation essays of this diagnostic test.
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INTRODUCCION

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (VDVB) ha sido
un enigma para la medicina veterinaria desde su
primera descripcién formal en 1946 (Olafson, 1996).
Este virus se ha convertido en uno de los agentes
patégenos mas importantes para la produccién pe-
cuaria mundial (Jaime et al., 1996), debido a que
esta distribuido en las poblaciones de ganado bovi-
no de gran parte de los paises del mundo (Tremblay,
1996). Los reportes internacionales muestran que
mas del 50% de la poblacién bovina es seroreactora
al agente (Jaime, 1996). Las pérdidas en la produc-
ci6n debido a la infeccién con VDVB son resultado
de la inmunosupresién, problemas reproductivos
(repeticiéon de servicios, aborto, momificacién) y
muerte por enfermedad de las mucosas (Kelling,
1996). Su impacto econémico es el suficiente para
justificar programas de erradicacién en muchos pai-
ses (Tremblay, 1996).

La Diarrea Viral Bovina (DVB) es una enfermedad
infecciosa causada por un virus miembro del gé-
nero Pestivirus, de la familia Flaviviridae (Collet,
1991, 1992, 1996). Inicialmente fue reconocido
como el agente causal de una enfermedad
gastrointestinal, ahora se sabe que el virus infecta
casi todos los 6rganos; con particular tropismo en
los sistemas inmunolégico y reproductivo
(Tremblay, 1996). Las infecciones con VDVB pue-
den resultar en un amplio rango de manifestacio-
nes clinicas que van desde infecciones subclinicas
a una forma fatal conocida como enfermedad de

las mucosas (Baker, 1995).

Desde la década de los 80s se ha establecido una
gran reactividad a la enfermedad en nuestras gana-
derias (Griffiths et al., 1982). Posteriormente, en
estudios realizados sobre las principales enferme-
dades reproductivas en toros, se encontr6 que la
DVB presenté un alto porcentaje de reactividad
(83%) en el pais (Géngora et al., 1995).
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Las infecciones in utero pueden llevar a muerte fe-
tal y aborto, como también pueden generar terneros
aparentemente normales, pero Persistentemente In-
fectados (PI). Estos animales PI no solo estdn en
alto riesgo de desarrollar la enfermedad de las
mucosas, sino que también son un gran problema
debido a la eliminacién constante del virus, afec-
tando esto de forma negativa el control y la preven-
cion de las infecciones con VDVB, debido a que los
animales PI son inmunolégicamente tolerantes (Gus-
tad, 1993) y se convierten en los mayores
diseminadores, constituyéndose en un mecanismo
por medio del cual el virus perdura en la naturale-
za. En el pais se ha demostrado la presencia de ani-
males inmunotolerantes PI con VDVB (Jaime et al.,
1996). La identificacién y erradicacién de terneros
persistentemente infectados junto con el estableci-
miento de programas de vacunacién, son estrate-
gias esenciales para el control del VDVB (Hamel et
al., 1995), incluso existen modelos que indican que
el diagnéstico y eliminacién oportuna del hato de
animales PI disminuyen el porcentaje de cobertura
vacunal necesaria para un adecuado programa de

control y prevencion de la DVB (Cherry et al., 1998).

Debido a la complicada patogénesis de la infeccién
con VDVB, el diagnéstico de laboratorio es un im-
portante componente en la prevencion y el control
de la infeccién (Brock, 1995). Los protocolos usa-
dos para la deteccién del VDVB usan la combina-
cién de cultivos celulares e inmunofluorescencia.
El problema de estos protocolos es que presentan
resultados falsos positivos debido a que el VDVB es
un contaminante usual del suero fetal bovino y de
los cultivos celulares (Abraham, 1993; Ramirez et
al., 1994b; Bolin, 1998; Hamel et al., 1995).

Ademaés de esto, el trabajo con los cultivos celula-
res es laborioso y requiere de varios dias para obte-
ner un resultado, lo que impide que los laborato-
rios puedan procesar un gran nimero de muestras

simultdneamente (Hamel et al., 1995). La deteccién



por microscopia electrénica es mas rapida pero tie-
ne menor sensibilidad que los cultivos celulares y
un resultado concluyente es dificil debido a la mor-

fologia variable del virus (Hamel et al., 1995).

Recientemente se han diseniado técnicas moleculares
para el diagnéstico del VDVB, dentro de estas una
de las pruebas con mayores perspectivas es la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) (Brock, 1995).
Las pruebas diagndsticas moleculares detectan di-
rectamente el RNA gendmico viral. Estos métodos
tienen ventajas sobre el aislamiento viral debido a
que no presentan interferencias con anticuerpos
neutralizantes y asf no se ve afectada la sensibili-
dad y especificidad de la prueba (Hamel et al., 1995).
También se puede detectar no sélo RNA infectivo,
sino también virus defectuosos e inactivados

(biolégicamente no infectivos) (Hamel et al., 1995).

En Colombia, el diagnéstico de VDVB se ha llevado
a cabo mediante seroneutralizacién y pruebas
inmunoenzimaticas; no obstante es necesario nor-
malizar pruebas moleculares como el RT-PCR, ya
que esto haria posible la realizaciéon de un diagnés-
tico con una muy alta sensibilidad y especificidad
que incluiria a los animales PI, haciendo posible la
realizacién de programas de control y prevencién
detectando dichos individuos. Asi mismo, hace
posible el desarrollo de futuras investigaciones en
cuanto a genotipificacién viral, que permitirian la
caracterizaciéon molecular de cepas colombianas. En
el presente estudio se describe el proceso de nor-
malizacién de la prueba de RT-PCR para detecciéon
del VDVB.

IMATERIALES Y METODOS

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Biolo-
gia Molecular del Instituto de Genética y en el
postgrado en Salud y Produccién Animal de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de la

Universidad Nacional de Colombia.
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Cepas empleadas. Se utilizaron cepas de referencia
suministradas por el Dr. Stefan Vilceck, University
of Veterinary Medicine, Kosice, Eslovaquia. Las ce-
pas utilizadas fueron: VDVB NADL, VDVB Osloss,
BD (Border Disease). El material fue enviado como
material biolégico inerte mezclado con Trizol (130 il
de muestra y 460 il de Trizol). También se utiliza-
ron lineas de cultivos celulares: células MDBK, FLK
y una linea celular de cérnea bovina desarrollada
en el postgrado de Salud y Produccién animal. Los
cultivos celulares fueron suplementados con suero
fetal bovino certificado como libre del VDVB. Como
control negativo se usé una mezcla que contenia
todos los reactivos usados en el experimento en sus
mismas concentraciones y cantidades, con la excep-
cién de la muestra de acido nucléico; el cual fue
remplazado por H,O-DEPC.

Extraccion del RNA. Todo el material utilizado du-
rante la extracciéon del RNA y el desarrollo del RT-
PCR fue tratado con agua dietil-piro-carbomato
(DEPC) con el fin de proporcionar material libre de
RNAsas (Burlenson et al., 1992).

La extraccion del RNA se realizd con una solucién
monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina.
Esta solucién es una mejora al método desarrollado
por Chomezynsky y Sacchi. El producto usado fue
TRIZOL® para muestras liquidas (GIBCO BRL) (Ba-
rrera, ANO; Corredor, 2000; Fulton et al., 1999;
Vilcek, 2002). Las muestras se mezclaron con
TRIZOL® en relacién 2:3 (200 pl de muestra y 300
ul de Trizol), luego se incubaron a temperatura am-
biente por 10 minutos. Posteriormente se centrifu-
garon a 12000 g (10000 r.p.m rotor Beckman JA-
18,1) por 10 minutos, 4°C, en centrifuga refrigerada
Beckman J2-21.

Al sobrenadante de cada muestra se le adicion6 100
ul de cloroformo (0,2 ml de cloroformo x ml de
Trizol). Después de agitacién por 15 segundos se

incubé a temperatura ambiente por 3 minutos. La
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mezcla de sobrenadante y cloroformo se centrifugd
12000 g (10000 r.p.m rotor Beckman JA-18,1) por
15 minutos, 4°C, en centrifuga refrigerada Beckman
J2-21. Después de esto se retird la fase acuosa (so-
brenadante) y se adiciondé 200 pl de isopropanol y
200 pl de citrato de sodio a cada muestra. Luego de
hacer Vortex se dejé incubando a temperatura am-
biente por 10 minutos. La muestras se centrifuga-
ron a 12000 g (10000 r.p.m rotor Beckman JA-18,1)
por 10 minutos, 4°C, en centrifuga refrigerada
Beckman J2-21. Después de descartar el sobrenan-
dante a cada muestra se le adicion6 250 ul de etanol
(0,75ml de etanol x ml de Trizol) y se realizé Vortex.
El siguiente paso fue centrifugar las muestras a 7500
g (8000 r.p.m rotor Beckman JA-18,1) por 5 minu-
tos, 4°C, en centrifuga refrigerada Beckman J2-21.
Luego de descartar el sobrenandante las muestras
se secaron y fueron resuspendidas en agua DEPC y

almacenadas a -70°C.

Primers utilizados. Los primers usados amplifican
zonas de la regiéon 5’'UTR del genoma viral, ésta es
una de las regiones que tiene la maxima homologia
entre los genotipos 1 y 2 (Weinstock et al., 2001;
Hamel et al., 1995; Drew et al., 1999: Ridpath et
al., 1994). Se seleccioné el par de primers disefa-
dos por el grupo de investigacién de Ridpath
(Ridpath et al., 1994; 1996; 2000). Este par de
primers amplifica un segmento de 280 pb. Los
primers utilizados fueron los siguientes: primer iz-
quierdo (forward) (5’-CATGCCCATAGTAGGAC-3’).
Primer derecho (reverse) (5-CCATGTGCCATGTACAG-3)).
Los primers fueron disefiados usando el pro-
grama Primer 2, comparando las secuencias del
VDVB publicadas en el GeneBank (Ridpath et
al., 1994).

Realizacion del RT-PCR. Las reacciones de RT y de
PCR fueron llevadas a cabo en tubos separados. El
cDNA se obtuvo utilizando la técnica de random
primers (Vilcek, 2002; Sakoda et al., 1999; Wolf,

2002) y se realizd de la siguiente forma:
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Inicialmente se mezclaron los random primers con
el RNA y 5 ml de H,O DEPC. La mezcla se llevé al
termociclador por 5 minutos a 70°C para generar la
desnaturalizacién inicial. Después de este proceso
se agregd a cada tubo 10 ml de la mezcla maestra y
se llevaron nuevamente al termociclador por 1 hora
a 42°C.

Las concentraciones de los reactivos utilizados en
la RT fueron las siguientes: random primers (10 ng/
ul), buffer MMLV (1X), DNTPs (2mM), MMLV (0,5
U/ul) y RNAsin (0,5 U/ul). El volumen total de la
reaccién por tubo fue de 20 pl. EI cDNA obtenido
en la retrotranscripcion se utilizé como plantilla para
realizar la amplificacién. Las concentraciones ade-
cuadas de MgCl, y de primers se obtuvieron reali-
zando experimentos en los que se incrementaron
progresivamente las concentraciones de estos
reactivos. Para encontrar la concentracién éptima
de MgCl, se probaron las siguientes concentracio-
nes: 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM y 5 mM (Eeles y
Stamps, 1994). Para los primers las siguientes 0,25
pM/ul, 0,5 pM/ul, 0,75 pM/ul y 1 pM/ul. La con-
centracién a la que se usaron el resto de reactivos
en la reaccién de PCR fue la siguiente: buffer Taq
(1X), Taq (0,025 U/ul) y DNTPs (2 mM). El volumen

total de la reaccién por tubo fue de 50 pl.

Las condiciones usadas en el programa de PCR fue-
ron las descritas por Ridpath (Ridpath, 2000) con
pequenas modificaciones, usando un termociclador
Gene Amp®, PCR System 9700, Applied
Biosystems. La temperatura de anillamiento (Tann)
se calcul6 usando la siguiente férmula (Eeles y
Stamps, 1994): Tann = -16,6 log (0,05) + 0,41 (%GC)
+ Tm-25°C Las condiciones del programa de PCR
con las que se obtuvo resultados satisfactorios fue-
ron las siguientes: 1 ciclo (94°C 5 min), 40 ciclos
(94°C, 10 segundos; 53°C, 45 segundos; 72°C, 60
segundos) y 1 ciclo (72°C, 10 min).



Analisis de los productos de PCR. Los amplifica-
dos se corrieron en un gel de agarosa al 2%. La
electroforesis se realizé a un voltaje constante de 70
mV durante hora y media. E]l marcador de peso
molecular usado fue: DNA en escalera 100 pb con
fragmentos de pesos moleculares que se encuentran
entre los 50 y 1000 pb. Los productos se
visualizaron con tincién de bromuro de etidio y
observacién en transiluminador de rayos UV a 300

nm de longitud de onda.
ResuLtaDOS

La concentracién de MgCl, con la que se encontré
una banda de mejor calidad fue de 4 mM. La con-
centracién de primers con la que se evidencié me-
nos contaminacién de fondo con dimeros de primers
fue de 0,75 pM/ul (Figura 1).

Ficura 1. NORMALIZACION DE CONCENTRACION DE

PRIMERS, EMPLEANDO LA CEPA OsLoss peL VDVB:

1. MARCADORES MOLECULARES 2. 0,25 pPM/uL 3.
0,5 PM/uL 4. 0,75 M/uL 5. 1 PM/uL

22 12345
1000

500
230
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La prueba amplificé satisfactoriamente las cepas de
referencia NADL, Osloss; lo que significa que bajo
las condiciones empleadas en este estudio la prue-
ba detecta como positivos los positivos. La prueba
no amplifico ni la cepa de Enfermedad de las Fron-

teras, ni los controles negativos (Figura 2)

Ficura 2. RT-PCR coN CONTROLES POSITIVOS Y
NEGATIVOS AL VDOVB: 1. MaARCADORES
MOLECULARES. 2. VDBV cera OsLoss 3. ViRus
DE ENFERMEDAD DE LAS FRONTERAS 4.

MARCADORES MOLECULARES.

Aplicando la prueba con las condiciones normali-
zadas en este estudio, y ya descritas en los parrafos
anteriores, se observé que la linea celular MDBK
estaba infectada con VDVB (Figura 3). El biotipo era
no citopatico, ya que al microscopio no se observa-
ba ningtn efecto citopético. De esta forma se com-
probd la contaminacién de ciertas lineas celulares
con cepas no citopaticas del VDVB. Las células FLK
y las células de cérnea se encontraban libres del

virus.
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Ficura 3. EVALUACION DE DIFERENTES CULTIVOS
CELULARES A LA PRESENCIA DEL VDVB POR LA
pRuesa D RT-PCR. 1. CéLuLas MDBK. 2.
CeLuLas FLK. 3. CELULAS CORNEA BOVINA. 4.
ControL NeGaTivo. 5. ControL posimivo (VDVB
NADL).

b
1t00
500
280

Discusion

Dentro de los recientes desarrollos de técnicas
moleculares para el diagnéstico del VDVB una de
las pruebas con mayores perspectivas es la trans-
cripcion reversa-reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) (Brock, 1995).

Ademas de ser usada como una prueba diagnéstica,
el PCR ha sido usado con gran éxito en la
genotipificacién de cepas virales, permitiendo dis-
tinguir entre los diferentes virus pertenecientes al
género Pestivirus (Fulton et al., 1999). La informa-
cién adicional al diagnéstico que permite obtener
este método, es importante para la epidemiologia
de los pestivirus de rumiantes y también para la
produccién de vacunas y desafios postvacunales
(Fulton et al., 1999).

El estudio realizado es un primer paso para esta-
blecer el RT-PCR como apoyo a programas de con-
trol y prevencion del VDVB en el pais. En Colom-
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bia no se realiza actualmente seroneutralizacién
ni aislamiento viral para VDVB, por la no dispo-
nibilidad de laboratorios calificados y por el pro-
blema de contaminacién del suero fetal bovino y
de las lineas celulares con cepas no citopaticas
del VDVB.

La ventaja que tiene el par de primers escogido, es
que los productos de amplificacién que generan
pueden ser usados para una segunda amplifica-
cién que permite genotipificar el virus (Ridpath et
al, 1994, 2000). Ademaés la regiéon del genoma es-
cogida (5'UTR) tiene la tasa mas baja de variacion
de secuencia al ser comparada con las secuencias
de pestivirus publicadas y tiende a ser muy esta-
ble (Ridpath, 1996) Por esta razén puede ser em-
pleada tanto para diagnéstico como para

genotipificacion.

La temperatura usada para la reaccién de RT fue de
42°C, coincidiendo con lo descrito por algunos au-
tores (Hamel et al., 1995; Fulton et al., 1999; Sakoda
et al., 1999) pero usando el doble de tiempo descri-
to por ellos, es decir 60 minutos coincidiendo en el
tiempo con Ridpath y Carman (Ridpath ef al., 1994;
Carman et al., 1998).

La tasa de incorporacién de nucleétidos por la Taq
polimerasa es de 15 a 150 nucleétidos por segun-
do, pero en general se calcula que 1 minuto de
polimerizacién es suficiente para productos de am-
plificacién de mas de 1 Kilobase (Kb) (Eeles y
Stamps, 1994). Un minuto fue el tiempo para la
amplificacién, tiempo suficiente ya que el tamafio
del amplificado es de 280 pares de bases, o sea
0,28 Kb.

Las cepas de referencia de VDVB utilizadas fueron
positivas, mientras que la cepa de virus de Enfer-
medad de las Fronteras no amplificd, este es un
indicativo de sensibilidad y especificidad de la

prueba.



El ensayo realizado con las lineas de cultivos celu-
lares demuestra una de las posibles aplicaciones de
la prueba, diagnosticando si los cultivos celulares
estan o no infectados con VDVB no citopatico.

La prueba también puede usarse para evaluar el
material biolégico (sueros fetales, lineas celulares)
que se va a emplear en investigacién y diagnéstico.
El RT-PCR se puede emplear en la evaluacién de
fluidos procedentes de fetos abortados. Seria una
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