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DETECCION DE SECUENCIAS GENOMICAS DEL VIRUS DE LA
FIEBRE AFTOSA MEDIANTE LA HIBRIDACION DE
ACIDOS NUCLEICOS: UN ENFOQUE PARA
EL DIAGNOSTICO DE INFECCION PERSISTENTE

LE. BERGMANN, V, MALIRAT, P. AUGE DE MELLO, 1. GOMES

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

RESUMEN. Se hadesarrollado un ensayo de hibridacion capaz de detectar secuencias gendémicas
del vitus de lafiebre aftosa (VFA) en muestras de cultivos de células infectadas o defluidos esofagico-
faringeos (OP). El ensayo se basaen el uso de una sondamarcadade ADN com plementariaalaregion
que codifica para Ja polimerasa del VFA, La sonda se obtuvo amplificando en E. coli un plasmido
conteniendo el fragmento de ADN complementario {(cADN) a la regién de 6,3 a 7,8 kilobases del
genomadel VFA. Debido al aito grado de homologia de la secuenciade acidos nuclelcos en esta parte
del genoma, fue posible la deteccion de los tres serotipos sudamericanos en un dnico ensayo de
hibridacién. Los resultados positivos obtenidos con muestras de OP de animales experimentaimente
infectados extraidas a tiempos tardios de la infeccion, durante los cuales la recuperacidn de virus
era principalmente negativa, revelaron el considerable potencial de este método come complemento

de los procedimientos convencionales de diagnéstico de infeccién persistente.

La incidencia de la ficbre aftosa (FA) en los
paises de América del Sur ha disminuido
considerablemente debido a los programas de
erradicacion en vigencia. Algunas regiones han
alcanzado tecientemente, o estdna puntodeabtener,
recopocimiento internacional como libres de la
enfermedad. Bajo estas circunstancias, son de
enorme importancia los ensayos de laboratorio
que indiquen en forma confiable la presencia o
ausencia del virus en los animales y sus productos.
La disponibilidad de técnicas precisas y sensibles
es particularmente relevante debido 2 la habilidad
del VFA de producir, ademas de Ia enfermedad
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aguda, unainfeccidn persistente, tanto en animales
inmunizados como en no inmunizados (3,7,13,
14,27-29).

El diagnéstico de rutina de infeccidn
persistente s¢ lleva acabo por unacombinacion del
aislamiento viral a partir de fluidos esofagico-
faringeos (OP) enuna linea de celulas suscepiibles
(7, 15,25, 26) con ensayos seroldgicos de anticuerpos
contra el VFA (/,89,16,17,23). Estos procedi-
mientos pueden no rendir siempre resuitados
conclusivos, en parte debido a que el aislamiento
de virus a partir de fluidos OP se torna
particularmente intermitente durante las fases
tardias de l1a infecctéon. Ha sido mostrado
experimentalmente que pueden ocurrir periodos
de hasta 200 dias entre dos recuperaciones virales
consecutivas (4, 12,19). .
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La deteccitn de genomas virales por medio
de hibridacién de 4cidos nucleicos con sondas
especificas marcadas {27) representa un enfoque
alternativo que en parte pucde superar las
potenciales limitaciones encontradas en el ensayo
de infectividad (5). Con el fin de introducir la
hibridacion de acidos nucleicos como una
herramienta de diagnéstico de infeccion subclinica
¢l ADN complementario (CADN) al ARN genémico
del VFA O, Campos Br 1/58 fue clonado cn ¢l
plasmido pBR322 para su amplificacién (5). El
cADN del VFA correspondiente a la region de 6,3
a7 8 kilobases del genoma viral (que codifica para
la polimerasay marcado radioactivamente se usd
como sonda para detectar 1as secuencias blanco de
ARN.

Las muestras de ARN se desnaturalizaron a
60°C durante 15 min en formaldehido al 8,5%, 6x
SSC (1x SSCconsiste en NaCl 0,15M, y citrato de
sodio 0,015M pH 7,0)y secolocaronenla membrana
de nylon pre-equilibrada en 6x SSC por medio de
un aparato de microfiltracién para dot-blot. Los
filtros se secarony se trataron con irradiacién UV,
La prehibridacién s¢ llevé a cabo durante 12 ha
42°C en 4x SSC, 50% formamida deionizada, 5x
Denhardt (Ficoll 0,1%, polivinilpirrolidona 0,1%
y seroalbimina bovina 0,1%), fosfato de sodio
40 mMpH 6,5, SDS 0,1%y 250 pg/ml de ADN de
esperma de salmén sonicado y desnaturalizado.

~_ El plismido que contenia el fragmento de
cADN de la region que codifica para la polimerasa
fue amplificado por crecimiento en E. coli y
purificado por el método de Birnboim y Dolly (6).
Elinserto decADN sesepard del vector plasmidico
por digestion con Pst I, y se purifico por elec-
troforesis en gel seguida de tratamiento con Gene
Clean, como describe el productor (Bio 101 Inc.,
La Jolla, CA*). La sonda se marco con *P por
medidode“nick-translation” usando | —*P]dCTP
(3000 Ci/mmol, NEN, Boston, MA*), y se purificd
por Gene Clean. Se obtuvieron actividades
especificas por encima de 10% cpm (Cerenkov)/ug
de sonda de ADN. ' ' '

La hibridacién se llevd a cabo con la sonda
desnaturalizada a una concentracion de 10 ng
cADN/ml durante 15h enbolsas deplastico sellables
sumergidas en un bafio de agua bajo las mismas
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condiciones usadas para la prehibridacién. Los
filtros se lavaron secuencialmente 2 veces con 2x
SSC, SDS 0,1% durante 15 min a temperatura
ambiente; 2 vecescon 0,1x SSC, SDS0,1%durante
15 min a 42°C y finalmente en 0,1x SSC, SDS
0,1% durante 15 min a 55°C, hasta que no se
detectd mas radioactividad en el tampdn de lavado.

La especificidad de la sonda para la hibri-
dacién se demostré mediante el uso de ARN de
célulasde rifién de cria de hamster (BHK) infectadas
v no infectadas con VFA. Esencialmente no se
observo reactividad cuando ARN de células BHK
no infectadas se hibridé con el fragmento de cADN
clonado, marcado con*?P, que cubria la regién que
codifica para la polimerasa del VFA. En
contraposicion se observasignificativa reactividad
cuando ARN de células BHK infectadas con VFA
cepas O, Campos Br-1/58, C, Resende Br/55y A,
Cruzeiro Br-1/55 fue hibridado con la sonda de
cADN del VFA (figura 1). Este amplio espectro de
deteccion puede explicarse pof el alto grado de
homologia en la secuencia de 4cidos nucleicos
existente entre los distintos serotipos en la region
que codifica parala ARN polimerasa (20). Ademas,
no se detectd reactividad cuando preparaciones de
ARN viral previamente tratadas con 100 pg/ml de
ARNasa A durante 1 ha 37°C se hibridaron con la
sonda de cADN del VFA. Asi, una hibridacion
positiva con cADN de VFA, marcado con P,
correspondiente a la regién que codifica para la
polimerasa a ARN, correlaciona exclusivamente
con la presencia de ARN del VFA, Bajo las
condiciones usadas para las hibridaciones, €l nivel
minimo de deteccion fue de 2 pg de ARN purificado
de VFA (figura 1), o

Para evaluar la deteccion del ARN del VFA
en fluidos OP de animales persistentemente
infectados en fases tardias, muestras de OP obte-
nidas a tiempos tardios de seis animales infectados
experimentalmente v de un bovino control no
infectado fueron analizadas por hibridaciéon dot-
blot. El estado persistente fue -indicado por el

* Lamencién defirmas comerciales o desusproductos es solamente
para identificacién y no constituye endoso por los autores o sus
organizaciones.
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Figura 1. Hibridacién por dot-blot del ARN
total de células BHK infectadas con ia sonda
de cADN del VFA clonado y marcado. Las
células se infectaron con las cepas de VFA O,
Campos Br1/58 (0,C), A,,Cruzeiro Br1/55 (A,))
o C,Resende Bris5 {C,R) a una multiplicidad
de infeccion de 20 ufp/célula. EI ARN total se
aislé cuando cerca del BD% de las células
exibian efecto citopatico. 1 pg {(columna 1) y
0,1 :gg {columna 2) fueron aplicados a la
membrana de nylon e hibridados con el
fragmento de cADN marcado con P cor-
respondiente a la regidn que codifica para la
polimerasa, como sedescribid en eltexto. Las
reactividades de referencia (+ARN VFA)
consistieron, deizquierda aderecha, de: 2 ng,
200 pg, 20 pg y 2 pg de ARN purificado de VFA,
sembrados en presencia de 1 ug de ARN total
de células BHK no infectadas. 1 ug de ARN de
células BHK no infectadas (-ARN VFA) sirvié
como contrel negativo, La exposicidn auto-
radiografica se realizé durante 18 h a -70°C.

aistamiento ocasional de virus a partir de fluidos
OP, asi como por la presencia de anticuerpos
contra virus replicativo (4,22). Muesiras de ARN
extraidas de fluides OP que resultaban negativos
por ensayos de infectividad viral a los 532 dias
posinoculacién (DPI), se unieron auna membrana
de nylon y se incubaron con la sonda marcada
radioactivamente. Como se ve en la figura 2, el
procedimiento dedot-blot detectd secuencias virales
en los animales 1, 3, 4 y 6, mientras que no se
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detecté hibridacidn para los otros dos animales
persistentemente infectados. Estos resultados en
los cuales muestras que no rendian virus infectivo
resultaban positivas en el ensayo de hibridacion
por dot-blot confirman observaciones previas (24)
y demuestran el valor de este procedimiento en las
etapas bien tardias de recuperacién de la infeccién
con VFA.

El significado de la deteccion de secuencias
gendmicas por dot-blot en muestras que eran
negalivas por ensayos de infectividad, precisa ser
clarificado. Se ha propuesto que el ensayo de dot-
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Figura 2. Hibridacién por dot-blot del ARN
total de fluidos OP con ef cADN del VFA
marcado. Las infecciones persistentes
experimentales con fa cepa O1 Campos Bri/
58 fueron establecidas como fuera descripto
(4,19). Ef material de OP fue colectade de los’
animales experimentalmente infectados por
extraccién “probang” (27,29). E) ARN de OP,
aislado- usando e! método de guanidina/
centrifugacién en cloruro de cesio (15), fue
posteriormente extraido 2 veces con fenol-
cloroformo-aicohol iscamilico {25-24-1 [vol/
vol]} yrecuperado por precipitaciéncon etanol.
20 pg {columna 1) y 2 ug (columna 2) del
material fueron unidos a [a membrana de
nylene hibridados con lasondade VFA, como
se describié en ei texto. Las filas 1 a €
corresponden a ARN total de OP de los
diferentes animales infectados. CN. control
negativo, consistié de 20 pg (columna 1} y 2
Hg (columna 2) de ARN total de OP de un
bovino no infectado. ‘ :
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blot podria estar detectando la presencia de
mutantes virales no infectivas o de genomas
incompletos (24), los cuales, se sabe, ocurren en
cultivos de células persistentemente infectades
{10). Alternativamente, los ensayosde infectividad
podrian estar fallando en detectar la presencia de
virus replicativo en algunos de los fluidos OF por
razones que no son claras. En todos los animales
estudiados pudo recuperarse virus infectivo en
algunas muestras OP obtenidas -a tiempos mas
tardios que el muestreo tomado a los 532 DPI. Asi
la hibridacién molecular resulta dtil como un
ensayo complementario para detectar un riesgo
potencial con VFA infectivo, particularmenteenel
caso dela persistencia tardia, cuandoel aislamiento
de virus a partir de fluidos OP es poco frecuente.

Debe ser notado, sin embargo, que los
animales 2 y 5, que eran ne¢gativos por dot-blotalos
532 DPI, también revelaron virus infectivo a
tiempos mas tardios. Esto sugiere que en algunos
casos el virus estid presente en muy pequefias
cantidades y/o que o que se esti observando
representa una presencia temporariadel virusen la
region OP. Solo sedispone de informacion limitada
acerca del mecanismo de replicacién del virus en
la regidn OP y/o de su excrecion, asi como de la
localizacién del virus en el animal durante la
persistencia (2,/1,30). La hibridacién de dcidos
nucleicos con o sin previa amplificacién de la
muestra por medio de la reaccidn en cadena de la
polimerasa(PCR) estd siendoaplicada enel presente
como una herramienta sensible para estudiar €l
mantenimiento del ARN del VFA en la region OP
v/o supresencia potencial en otros tejidosy fluidos.
Resultados preliminares indicaron la presencia de
secuencias gendmicas virales en lascélulasblancas
de la sangre, asi como en otros tejidos de animales
persistentemente infectados (manuscrito en
preparacion).

Una mayor aplicacién de esta técnica s¢
requiere para evaluar el significado de un ensayo
de hibridacion. Hasta contar con mas informacion,
un resultado de hibridacién positivo inicialmente
deberiaacarrear laconnotacion de que el animal ha
sido expuesto al VFA, aun cuando no sc¢ puede
determinar si el icido nucleico reaccionante es
infectivo o si esta presente en niveles suficientes

Bergmann et al.

para representar un potencial riesgo epide-
miologico. Se debe tener presente que la evidencia
disponible acerca de la potencial transmision del
animal persistentemente infectado hacia un
hospedador susceptible es tanto limitada cuanto
circunstancial.
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