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RESUMEN
La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (RIB) es una enfermedad, altamente contagiosa, de dis-
tribución mundial, de origen viral, causada por el Herpesvirus Bovino-1 (BoHV-1). Produce 
alteraciones en el sistema respiratorio y reproductivo, lo que la convierte en una enfermedad 
con un gran impacto económico para los sistemas de producción ganadera. Este trabajo 
tuvo como objetivo caracterizar, mediante técnicas de biología molecular, tres aislamientos 
colombianos del BoHV-1 (dos de la sabana de Bogotá y uno de los Llanos Orientales). Los 
aislamientos fueron analizados con las enzimas de restricción Bam HI, Bst EII, Eco RI Pst I 
y Hind III. En este estudio también se implementó una rápida, sensitiva y específica prueba 
de PCR para la detección de tres glicoproteínas de superficie del Herpesvirus Bovino-1 
(BoHV-1), cuyos fragmentos fueron secuenciados, lo que permitió encontrar homologías 
del 100% comparadas con los reportes del Gene Bank. Por medio del análisis con la enzima 
de restricción Hind III se clasificaron los aislamientos de la sabana de Bogotá como subtipo 
BoHV-1.2a y el de los Llanos Orientales como subtipo BoHV-1.1.
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DETECTION AND CHARACTERIZATION BY 
MOLECULAR METHODS OF COLOMBIAN 

ISOLATIONS OF BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1

ABSTRACT 
Infectious Bovine Rinotraqueítis (IBR), is a highly contagious disease of world distribution 
and viral origin caused by the Bovine Herpesvirus-1 (BoHV-1). It causes alterations in the 
respiratory and reproductive system and is a disease of great economic impact for the cattle 
production systems. The study characterized three Colombian isolations of the BoHV-1, two 
of the Sabana of Bogotá and another of the Eastern plains using technical of molecular biolo-
gy, The isolations were analyzed with the restriction enzymes Bam HI, Bst EII, Eco RI, Hind 
III and Pst I. In this study a quick, sensitive and specific test of PCR was also implemented 
for the detection of three surface glicoproteins of the Herpesvirus Bovine-1 (BoHV-1) whose 
fragments were sequenced, having homologies of 100% compared with the reports of the 
Gene Bank. By means of the analysis with the restriction enzyme Hind lll, the isolations of 
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La Rinotraqueítis Infecciosa Bovina 
(RIB) es una enfermedad de distribución 
mundial que clínicamente afecta al ganado 
vacuno y ocasionalmente al caprino. Produ-
ce alteraciones en el sistema respiratorio y 
reproductivo, relacionadas con rinotraqueí-
tis, conjuntivitis, vulvovaginitis, enteritis, 
mastitis, abortos, encefalitis, infecciones 
generalizadas en animales jóvenes y fallas 
reproductivas, lo que la convierte en una en-
tidad que representa potencialmente un gran 
impacto negativo en el ámbito económico 
para los sistemas de producción ganadera. 
(Alvarado et al., 1993; Suárez et al., 1995; 
Rodas et al., 1996). 

El agente etiológico de la Rinotraqueítis 
Infecciosa Bovina es el BoHV-1, que perte-
nece a la familia Herpesviridae, subfamilia 
Alfaherpesvirinae, género Varicellovirus 
(Fenner, 1992). Como todos los miembros 
de los alfavirus, el BoHV-1 provoca una in-
fección latente o persistente en las neuronas 
de los ganglios sensoriales del huésped in-
fectado después de una infección primaria, 
uno de los mayores problemas en el control 
de su infección (Ashbaugh et al., 1997; 
Whetstone et al., 1989; Miller et al., 1991; 
Gunther et al., 1996). En diferentes países se 
ha establecido que el impacto económico del 
RIB se fundamenta en las pérdidas provoca-
das por los abortos, la disminución de peso 
vivo y de producción láctea, los costos de los 
tratamientos de recuperación y control del 
virus y la pérdida de los animales (Wiseman 
et al., 1979; Wyler, 1989; Straub et al., 1990 
Murray, 1990; Denis, 1994; Bosch et al., 
1997; Cook, 1998; Biuk et al., 1999; Bennett 
et al.,1999).

Teniendo en cuenta que la genotipifi-
cación de las cepas virales de campo es un 
punto clave para la solución de problemas 
relacionados con el diagnóstico, la situación 
epidemiológica, el control y la prevención de 
la enfermedad, este trabajo de investigación 
tuvo como objetivo primordial establecer las 
principales características moleculares de 
las tres cepas aisladas en Colombia.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cultivo viral y concentración viral 

Las cepas virales fueron cultivadas en la 
línea celular Madin-Darby Bovine Kidney 
(MDBK). Se inocularon 106 DITC 50% del 
virus, en frascos de 150 cm2 de cultivo ce-
lular MDBK, mantenidos en medio mínimo 
esencial MEM, suplementado con suero 
fetal bovino al 5%, L-Glutamina al 2%, pe-
nicilina-estreptomicina al 1% y anfotericina 
al 0,5%, incubados a 37ºC, por aproxima-
damente 18 horas, hasta observar un efecto 
citopático del 80 al 100%. Para llevar a cabo 
el análisis con las enzimas de restricción se 
concentró el virus tomando aproximada-
mente 850 cm2 de cultivo celular infectado y 
centrifugado a 100.000xg por 1 hora.

Extracción del ADN viral 

La suspensión viral fue tratada con 
0,5% de Dodecyl Sulfato de Sodio (SDS) 
y 0,1 mg/ml de proteinasa K, por una hora, 
a 37ºC. Después de la digestión, el ADN 
viral fue extraído con volúmenes iguales de 
fenol:cloroformo (1:1), cloroformo:alcohol 

the Sabana of Bogotá was classified as subtype BoHV-1.2a and the strain of Eastern plains 
corresponds to the subtype BoHV-1.1. 
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Isoamílico (24:1) y precipitado con etanol. 
El pellet obtenido fue resuspendido en agua 
grado biología molecular y almacenado a 
-70ºC.

Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 

Se evaluaron tres glicoproteínas de su-
perficie, gpB, gpD y gpE. La amplificación 
del fragmento del gen que codifica para la 
gpB se realizó con un juego de primers re-
portados por Vilcek et al. (1993) y Kataria et 
al. (1997). Para la amplificación de un frag-
mento del gen de la gpD se utilizó un par de 
primers, basados en la secuencia reportada 
por Tikoo et al. (1990). Un fragmento del 
gen de la gpE se amplificó utilizando los 
primers descritos por Schynts et al. (1999) 
y Fuchs et al. (1999). Las condiciones ópti-
mas de PCR fueron 100 ng de cada primer, 
12 mM MgCl

2
, 1,25 mM dNTPs 8% de 

dimetilsulfoxido (DMSO), 1,25 unidades 
de Taq DNA polimerasa para un volumen 
final de 50 microlitros. Las condiciones de 
amplificación para las glicoproteínas B y D 
fueron 95ºC por 2 minutos, seguido de 35 
ciclos de 1 minuto a 95ºC, 1 minuto a 56ºC, 
1 minuto a 72ºC, con una etapa de extensión 
final de 10 minutos a 72ºC. Las condiciones 
de amplificación para la glicoproteína E fue-
ron 95ºC por 2 minutos, seguido de 30 ciclos 
de 1 minuto a 95ºC, 45 segundos a 60ºC, 45 
segundos a 72ºC, con una etapa de extensión 
final de 10 minutos a 72ºC.

Secuenciación

Los fragmentos obtenidos por PCR pu-
rificados y precipitados fueron secuenciados 
en el Instituto de Genética de la Universidad 
Nacional de Colombia en forma automatiza-
da con el equipo ABI prims 310 APPLIED 
BIOSYSTEM, que utiliza el kit Big Day 
Terminador ®. 

Análisis del genoma viral con 
endonucleasas de restricción

Teniendo en cuenta estudios previos 
(D Árce, 2002; Screenivasa, 1996; Smith 
1995; Bulach, 1990; Whetstone, 1989; Ma-
yfield, 1983) se seleccionaron las enzimas 
Bam HI, Hind III, Eco RI, Bst EII y Pst I. 
Entre uno y dos µg de ADN fue cortado con 
20U de la respectiva enzima de restricción, 
siguiendo las especificaciones de la casa 
productora.

RESULTADOS

Reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 

En las figuras 1, 2 y 3 se muestran las 
bandas de los amplificados por PCR que 
fueron visualizadas en geles de agarosa al 
2% en buffer TBE y teñidas con bromuro 
de etidio (1µg/ml). Se utilizó un marcador 
de peso molecular de 100 pb. Las bandas 
encontradas corresponden a los tamaños 
esperados de amplificados, 468 pb para la 
glicoproteína B (figura 1), 527 pb para la 
glicoproteína D (figura 2) y 281 pb para la 
glicoproteína E (figura 3).

Análisis con enzimas de restricción

En la figura 4 se muestran los resultados 
de la digestión del ADN viral con la enzima 
de restricción Hind III, que fue visualizada 
en gel de agarosa al 0,6% en buffer TBE y te-
ñida con bromuro de etidio (1µg/ml). Como 
marcador de peso molecular fue utilizado el 
fago lambda digerido con Hind III. 

DISCUSIÓN
En la última década, en Colombia se han 

aislado tres cepas provenientes de animales 
con actividad serológica, induciendo reacti-
vación viral por inmunosupresión con corti-
coides (Góngora et al., 1996; Navarrete et al., 
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Figura 1. Amplificación por PCR para  la gpB del BoHV-1

1. MW 100 pb
2. CEPA IOWA
3. CEPA COLORADO
4. CEPA COOPER

468 pb
500 pb

100 pb

 1 2 3 4 5 6 7 8 

5. CONTROL NEGATIVO
6. CEPA SABANA 1
7. CEPA SABANA 2
8. CEPA LLANO.

Figura 2. Amplificación por PCR  para  la gpD del BoHV-1

527 pb500 pb

100 pb

 1 2 3 4 5 6 7 8 

1. MW 100 pb
2. CEPA IOWA
3. CEPA COLORADO
4. CEPA COOPER

5. CONTROL NEGATIVO
6. CEPA SABANA 1
7. CEPA SABANA 2
8. CEPA LLANO.

Figura 3.  Amplificación por PCR  para  la gpE del BoHV-1

268 pb

300 pb
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2. CEPA IOWA
3. CEPA COLORADO
4. CEPA COOPER

5. CONTROL NEGATIVO
6. CEPA SABANA 1
7. CEPA SABANA 2
8. CEPA LLANO.
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2002; Chaparro et al., 2002). Sin embargo, 
de estas cepas se desconocían muchas de las 
características moleculares. Es por eso que 
este es un importante aporte al conocimien-
to de la Rinotraqueítis Infecciosa Bovina, ya 
que por primera vez se lleva a cabo en el país 
una completa caracterización molecular de 
cepas de campo que pudo establecer que 
los aislamientos colombianos corresponden 
al BoHV-1, considerando que los juegos de 
primers utilizados en la PCR fueron selec-
cionados de acuerdo a su capacidad para 
diferenciar BoHV-1 de otros Herpesvirus y 
a su alta especificidad en la amplificación de 

las glicoproteínas gpB, gpD, gpE, para los 
subtipos 1.1 y 1-2a. Lo anterior se sustenta 
adicionalmente por la amplificación de los 
fragmentos correspondientes a las cepas 
de referencia Iowa (BoHV-1-2a), Colorado 
(BoHV-1.1) y Cooper (BoHV-1.1). 

Adicionalmente, en este trabajo, por 
medio del análisis con la enzima de restric-
ción Hind III, se logró la clasificación de los 
aislamientos colombianos en los subtipos 
correspondientes de acuerdo a lo reportado 
por D’Arce en el 2002 (figura 5). La cepa de 
campo Sabana 1 y Sabana 2 corresponden 
al subtipo BoHV-1.2a, resultado lógico, pues 
fueron aislamientos realizados en la misma 
explotación, pero en diferente tiempo. Por su 
parte, la cepa de campo Llano corresponde 
al subtipo BoHV-1.1. 

La PCR que amplifica glicoproteínas 
específicas del virus representa una exce-
lente herramienta para la detección rápida 
y sensible del genoma viral, cuyo potencial 

Figura 5. Patrones de restricción de BoHV-1 Digeridos con HINDIII
(D´Arce y col, 2002)

Figura 4.  ADN Viral digerido con la enzima de restricción  Hind III
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en muestras clínicas y biológicas cobra 
mayor relevancia (sangre completa, semen, 
nódulos linfoides, tonsilas y ganglios ner-
viosos) (Wiedmann et al., 1993; Kataria et 
al., 1997; Rocha et al., 1998; Candido et al., 
1999). Por lo anterior se recomienda eva-
luar estos protocolos con muestras clínicas 
y de semen, ya que es de mucha importan-
cia desde el punto de vista del diagnóstico 
epidemiológico y de control. 

Se tienen evidencias serológicas de 
infección por el BoHV-1. Sin embargo, las 
evidencias clínicas y virológicas de la RIB 
son escasas. La alta incidencia de mani-
festaciones genitales junto con las pocas 
presentaciones respiratorias sugieren que 
esto se debe a la circulación de cepas de baja 
virulencia, lo que parece ser corroborado 
por los intensos intentos de aislamiento me-
diante los métodos convencionales que han 
resultado infructuosos. Es por eso que sería 
importante determinar molecularmente si 
las cepas colombianas presentan en su ge-
noma evidencia de patogenicidad, como lo 
describe Moore, que estandarizó una PCR 
para detectar el gen de la timidina quinasa, 
enzima que se encuentra presente en todas 
las cepas patógenas del BoHV-1.1. y BoHV-
1.2. (Moore et al., 2000).

Un primer acercamiento a este tipo de 
estudio molecular en el país fue el reporta-
do por Zapata et al. en 2002, quienes eva-
luaron la cepa de campo Sabana 1 aislada 
en 1995 por Góngora, suministrada por el 
posgrado de Salud y Producción Animal de 
la Universidad Nacional de Colombia (sede 
Bogotá), cepa que también fue analizada en 
este estudio, donde encontramos algunas in-
consistencias en los resultados presentados, 
pues, a pesar de que los perfiles de restric-
ción obtenidos por Hind III corresponden 
a un BoHV-1-2a, clasifican esta cepa en el 
subtipo 2b. 

Sin duda alguna, desde el punto de vista 
de epidemiología molecular, es necesario que 

se lleven a cabo más aislamientos y estudios 
de este tipo que contribuyan de una manera 
completa y consistente al entendimiento del 
BoHV-1 como causante de la Rinotraqueítis 
infecciosa Bovina.

CONCLUSIONES

1. De acuerdo a las características encontra-
das por PCR se estableció que las cepas 
aisladas en Colombia corresponden al 
BoHV-1. 

2. Por medio del análisis de restricción con 
la enzima Hind III se clasificaron los 
aislamientos colombianos en el subtipo 
BoHV-1.2a, para las cepas de campo Sa-
bana 1 y Sabana 2, y en el subtipo BoHV-
1.1, para la cepa de campo aislada en los 
Llanos Orientales.

3. No se encontraron diferencias impor-
tantes en cuanto al análisis de la secuen-
ciación de los fragmentos amplificados 
para las glicoproteínas gpB, gpD y gpE, 
encontrándose homologías del 100% 
comparadas con los reportes del Gene 
Bank.
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