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RESUMEN

El virus de leucosis aviar (ALV) ocasiona una enfermedad cronica persistente,
causante de grandes pérdidas econdmicas. En 1998 se determind en el pais la
presencia de virus del subgrupo J, por prueba de ELISA, sin realizarse
aislamiento viral. Dada la necesidad de establecer un diagndstico certero y a su
vez diferenciar entre los subtipos de ALV, en ésta investigacion se optimizé una
prueba de trascripcion reversa - reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
usando dos grupos de primers disefiados para la deteccion especifica de ALV A-D
y ALV-J respectivamente. Estos primers amplifican una regién bien conservada
del gen que codifica para la glicoproteina de superficie gp85. Con la prueba de
RT-PCR se examinaron 47 muestras de sueros provenientes de un brote de
leucosis aviar reportado en Colombia en 1998, las cuales fueron previamente
diagnosticadas por prueba de ELISA en el ICA encontrando 33 positivos, sin
diferenciar el subgrupo actuante. Los mismos 47 sueros evaluados por RT-PCR
indicaron que 39 fueron positivos para el ALV-D y 8 negativos, a su vez cuando se
evaluaron con los primers especificos para ALV-J se encontraron 14 positivos y 33
negativos, estableciéndose que 12 de las muestras positivas lo fueron tanto para

ALV-J como para ALV-D, demostrando la alta confiabilidad de la prueba. La
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adecuacion del RT-PCR para el diagnéstico de Leucosis Aviar es una alternativa
real para la aplicacion de programas de prevencién, control y erradicacién de la
enfermedad y puede emplearse como sistema de deteccion temprana de la
infeccion tanto a nivel de incubadoras, plantas de reproductoras asi como en la
recepcion de aves en las granjas de produccion.
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PCR OPTIMIZATION FOR AVIAN LEUKOSIS VIRUS

DIAGNOSIS (ALV).

SUMMARY

Avian leukosis virus produces a chronic, persistent disease, and is responsible for
important economic losses in the poultry industry. The presence of the disease
was established in Colombia in 1998 by an ELISA test without virus isolation. Due
to the necessity for a right diagnosis and to differentiate between ALV subtypes, an
RT-PCR was optimized. Two pairs of primers against a well conserved region of
the gp85 surface glycoprotein were used. 47 serum samples from a field outbreak
were evaluated using the RT-PCR test. From a previous ELISA test conducted at
the Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) 33 out of the 47 samples were
diagnosed as positive, without subgroup differentiation. The RT-PCR for the same
serum samples indicated 39 positive to ALV-D and 8 negative. With specific
primers for ALV-J 14 positive and 33 negative results were obtained. According to
this 12 samples were positive for ALV-J as for ALV-D, showing a high confidence

for the RT-PCR. The normalization of an RT-PCR for avian leukosis is an excellent



alternative to use for the control, prevention and helpfully eradication programmes.
This procedure can be used early in the infection period with breeders and in
poultry farms at the reception of chicks.
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INTRODUCCION

La leucosis aviar (ALV) es causada por un retrovirus - oncovirus tipo C. Agrupa
enfermedades comunes que inducen neoplasias benignas y malignas, los virus del
geénero ALV que afectan usualmente a las aves son los subgrupos A,B,C,D,Ey J
que causan importantes pérdidas econdmicas en integraciones avicolas (Zabala,
1998). Esta enfermedad se caracteriza por ser una entidad inmunosupresora,
con signos clinicos particulares y mortalidad variable, relacionada generalmente
con la asociacion a otros agentes infecciosos que la potencializan (Payne, 1998a).
Se ha demostrado que las proteinas de superficie gp85, en los subgrupos A al E
presentan entre un 80 y un 85% de homologia entre ellos en tanto el subgrupo J
solo presenta una homologia del 40% (Ruis et al., 1999). Los trabajos sobre
leucosis han sido dirigidos a la obtencion de métodos diagndsticos sensibles y
especificos, que aseguren la deteccion certera del virus y a su vez orienten los
planes de control y erradicacion a nivel mundial (Payne et al., 1997).

Pensando en esto se han desarrollado varias pruebas diagnosticas para esta
enfermedad entre las cuales se encuentran la prueba de ELISA, COFAL, el
aislamiento viral y la RT-PCR. El uso de PCR es justificado por ser rapido,
especifico y mas sensible que las pruebas diagndsticas convencionales para la

deteccion de ALV (Smith et al., 1998).



La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se origina de la replicacion de
DNA donde se producen grandes cantidades de una secuencia deseada a partir
de secuencias heterogéneas. La PCR puede amplificar copias de una region
seleccionada de 50 a varios miles de pares de bases, obteniéndose un producto
final con una longitud caracteristica que corresponde al tamafio de la region
amplificada y ha sido previamente analizada a partir del genoma de interés
(Calnek et al., 1997). Para detectar virus RNA se deben obtener copias de DNA
complementario (DNAc) a partir del RNA usando una enzima denominada
transcriptasa reversa, esta técnica se denomina RT-PCR. (Silva y Smith, 1997). La
PCR es un procedimiento altamente sensible para la deteccidon de agentes
infecciosos en tejidos (sangre, rindbn higado, encéfalo), aunque la infeccion se
encuentre en pocas ceélulas. Otras caracteristicas de la PCR son, que no
diferencia entre organismos viables y no viables, puede identificar y amplificar
secuencias integradas en el DNA de células infectadas y tiene un papel importante
en la evaluacion de vacunas (OIE., 2000). La PCR tiene muchos usos en el
diagndstico de infecciones crénicas persistentes como las causadas por retrovirus
e infecciones latentes como las causadas por herpes virus. Estos agentes
infecciosos presentan serios problemas para su diagnéstico y prevencion ya que
los animales infectados no manifiestan signos clinicos hasta que la enfermedad
estd avanzada y para entonces los animales infectados ya han diseminado el

virus (Current Protocols, 1992).



MATERIALES Y METODOS

Obtencion y manejo de sueros

Para el estudio se evaluaron 47 sueros provenientes de brotes de Leucosis Aviar
que se presentaron en 1998, originarios de la zona centro del pais, pertenecientes
al banco de sueros del laboratorio de patologia aviar en el Instituto Colombiano
Agropecuario (ICA); dichos sueros (tanto positivos como negativos) fueron
analizados con la prueba de ELISA directa para determinar antigeno de ALV
(IDEXX® ALV-Ag), y dichos resultados fueron desconocidos en el desarrollo de la
prueba de PCR.

Los sueros se fraccionaron en 2 alicuotas de 200ul en tubos eppendorf de 1.5ul
por cada muestra; una de éstas se tom6 para ser tratada con TRIZOL®Reagent
(Life Technologies) en relacion de 2:3 (200ul de suero y 300ul de TRIZOL) y las
dos se almacenaron a —70 °C hasta el proceso de extraccion.

Como control positivo se emplearon muestras de sobrenadante de cultivo celular
CEF (fibroblastos de embridon de pollo) de virus de leucosis aviar de los subgrupos
A, B, C, D y J, provenientes del banco de virus de la Universidad de Athens en
Georgia. Como control negativo se us6 sangre completa de pollos SPF del ICA y
el virus de leucosis bovina VLB, también se evalu6 virus de la reticuloendoteliosis,
variable Virus de necrosis del Bazo (REV - SNV), con el fin de descartar
reacciones cruzadas con otros retrovirus. Este material fue almacenado a —70 °C

hasta el proceso de extraccion.



Extraccion de RNA de controles y muestras

Se tomaron 500ul de cada uno de los controles positivos y negativos, se trataron
con TRIZOL®LS en una proporcion 1:2 (1000ul de TRIZOL®LS Reagent).

Todo el material biolégico tratado con el buffer de lisis (TRIZOL®) fue llevado a
temperatura ambiente por 5 minutos, se centrifugé a 12.000g (10.000rpm, a 4°C
en centrifuga refrigerada BECKMAN J2-21) por 10 minutos, luego se tomo el
sobrenadante y se agregaron 200ul de cloroformo; se agité vigorosamente durante
15 segundos y se mantuvo a temperatura ambiente por 3 minutos, para ser
nuevamente centrifugado a 12.000g (10.000rpm, centrifuga refrigerada a 4°C
BECKMAN J2-21) por 15 minutos; se tomd el sobrenadante (fase acuosa) y se le
adicionaron 250ul de isopropanol y 250ul de una solucién de NaCl 1.2M y citrato
de sodio 0.8M, se realiz6 agitacion por vortex y se mantuvo a temperatura
ambiente por 10 minutos para ser nuevamente centrifugado a 12.000g
(10.000rpm, centrifuga refrigerada a 4°C BECKMAN J2-21) por 10 minutos, se
elimind todo el sobrenadante teniendo cuidado de conservar el pellet de RNA, se
agregoé 1 ml de etanol, se realizé agitacion por vortex y se centrifugé a 7500g
(8.000rpm, centrifuga refrigerada a 4°C BECKMAN J2-21) por 5 minutos, se retird
el sobrenadante y el pellet fue llevado a bafio maria a 68°C hasta que no se
observaron residuos de liquido, teniendo cuidado de no secar mucho el pellet el

cual fue resuspendido en 60ul de agua DEPC a 68°C.



Seleccién de Primers

En el estudio se emplearon los primers H5, H7, AD1 que fueron derivados de la
publicacion “Development and Application of polymerase chain reaction (PCR) test
for the detection of subgroup J avian leucosis virus “(Smith et al., 1998). El par H5-
H7 reconoce los virus de la leucosis aviar subgrupo J, su secuencia va dirigida a
amplificar una region bien conservada del gen que codifica la glicoproteina de
superficie gp85, el fragmento que se encuentra con este par de primers

corresponde a una longitud de 545 pb.

El par de primers H5-AD1 reconoce los virus de leucosis aviar subgrupos A-D, que
tienen entre ellos una homologia del 80-85 % de su genoma (Smith et al., 1998),
donde las porciones que codifican para los genes gag y pol presentan 96 a 97 %
de identidad (Bai et al., 1995). Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de primers, posicion, objetivo de amplificacién y tamaino
esperado del producto de PCR ( tomado de Smith L. M. 1998).

PRIMER SECUENCIA 5'-3' POSICION OBJETIVO DE AMPLIFICACION TAMANO DEL

PRODUCTO*
H5 GGATGAGGTGACTAAGAAAG 5258-5277  —-—-—--—- s
H7 CGAACCAAAGGTAACACACG 5783-5802  subgrupo J de ALV 545 pb
AD1 GGGAGGTGGCTGACTGTGT  5327-5345  subgrupo A-E de ALV 295 — 326 pb

Trascripcion reversa (RT)
Se tomaron 5 ul de RNA a los cuales se le adicionaron 5 ul de random primer
(500ng) y 10 pul de agua DEPC y se calentaron a 70°C por 5 minutos en el

termociclador, se enfrié rapidamente para facilitar la unién de los random primers




al RNA, a esta solucién se le agregd una premezcla para RT con las siguientes
caracteristicas: 10ul de Buffer Il de MMLV PROMEGA® (que contiene 50 mM de
Tris HCI (pH8.3), 75 mM de KCI, 3 mM MgCl, y 10 mM de DTT), 10 mM de dNTPs,
40 U/ul de RNAsin inhibitor (PROMEGA®), 200 U/ul de M-MLV (PROMEGA®),
agua DEPC hasta completar 50 ul de reaccion final, se incub6é a 42°C por una
hora en el termociclador (Gene-Amp ® PCR SYSTEM 9700 APPLIED BIO

SISTEM), el producto obtenido se utilizé en la PCR.

Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR)

Se tomaron 5 ul del producto obtenido en la RT (cDNA), 10ul de Buffer A Tag DNA
Polymerase, PROMEGA®, (50 mM de Tris HCI (pH 8.0), 100 mM NaCl, 0.1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 50% Glicerol y 1% Triton X-100) MgCl, 3 mM, 10 mM dNTPs,
100 pmol de cada primer, 5 U de Taq polimerasa y se completaron 50 ul de
reaccion final con agua DEPC, esta mezcla se llevo al termociclador en donde se
usaron los siguientes pasos para la amplificacion: denaturalizacion inicial a 94 °C
por 4 minutos seguido de 35 ciclos con temperatura de denaturacion de 94 °C
por 30 segundos, annealing 58°C por un minuto, extensién de 72°C por 90

segundos y una extension final a 72 °C por 10 minutos.

El DNA obtenido se observo en geles de agarosa al 2%, se us6 como buffer de
electroforesis TBE 1X que contiene por cada litro 12.11g de Trizma base, 6.12g

de acido bdrico, 4 g de EDTA 0.5M pH 8.0 en 1L de agua destilada; para su



visualizacion los geles fueron tenidos con Bromuro de etidio al 0.5 % (Yackwood y

Yackwood, 1995; Payne, 1998a, 1998b).

RESULTADOS

Resultados H5-AD1 (ALV)

Al examinar los controles positivos de los subgrupos A-D de ALV, se encontraron
bandas del tamafno reportado (295 — 326 pb), se evalu6é también REV (virus de
reticuloendoteliosis), se observaron dimeros de primer y en el pozo
correspondiente al control negativo (células VERO infectadas con el virus de la
leucosis bovina) no se observo banda (Figura 1). Al evaluar las muestras de

brotes locales se hallaron 39 sueros positivos a leucosis ALV (Figura 2).
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Figura 1. ALV A-D enfrentado a los primer AD1-H5: 1. patron de peso molecular,

2. ALV-A, 3. ALV-B, 4. ALV-C, 5. ALV-D, 7. REV-SNV, 8. control negativo (virus de

leucosis bovina). ALV J enfrentado a los primer h7-h5, 9. control negativo (virus de

leucosis bovina), 10. j1, 11.j2, 12. j3.
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Figura 2. Muestras de campo enfrentadas a los primer AD1-H5, 1. patrén de peso
molecular, 2-23 muestras de campo, 24 control positivo, 25 control negativo.
Resultados H5-H7 (ALV-J)

Como resultado de la evaluacion de los virus ALV del subgrupo J se observé un
producto del tamafo esperado (545 pb); en el control negativo no se observo
banda; al correr las muestras provenientes de brotes de leucosis aviar en el pais
se encontraron 14 sueros positivos (producto de 545 pb), en los 33 restantes no

se observo dicha banda (Figura 3).
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Figura 3. . Muestras de campo enfrentadas a los primer H7-H5: 1. patrén de peso
molecular, 2-22 muestras de campo, 23 control positivo, 24 control negativo.

DISCUSION

Con la normalizacién de la técnica de RT-PCR para el virus de leucosis aviar se
cuenta actualmente con una herramienta diagndstica con ventajas comparativas
frente a las técnicas serologicas de uso comun en su diagndéstico. Su empleo
permite detectar el virus aun en casos en los cuales se presentan infecciones

persistentes; como en la metodologia se establecié la comparacién de RT-PCR



con pruebas de ELISA se ratifica su confiabilidad y en particular, a pesar de
realizarse una prueba con muestras tomadas afos atras, permitio la confirmacion
y mejora de los diagndsticos de esa época, lo cual es un indicativo para estudio de
brotes de campo en los cuales se haya almacenado el material biolégico para su

posterior comprobacion.

Adicionalmente, la evaluacién por prueba de ELISA permitio establecer la
presencia de la enfermedad sin definir exactamente cuales eran los tipos
actuantes del virus. Hoy en dia con base en la evaluacién molecular se pudo
comprobar la presencia del virus J en 14 de los sueros evaluados, lo que
evidencia la necesidad de contar con métodos de alta sensibilidad como pueden

ser las técnicas moleculares.

Se estima que la amplificacion de la gp85 es especifica para los subgrupos A-D y
para el subgrupo J, no se reporta en la literatura la presencia de infecciones
mixtas como las establecidas en el presente trabajo. Es importante tener en
cuenta éste hallazgo en futuras presentaciones de la enfermedad, lo cual implica
que se debe realizar RT-PCR para los dos tipos de grupos definidos en la

enfermedad.

Debido a la limitante de no contar con un numero representativo de muestras,
dadas las mismas condiciones de trabajar con un banco de sueros, no fue posible
establecer comparaciones de sensibilidad y especificidad entre la prueba de

ELISAy la RT-PCR.



Con la prueba molecular se pueden detectar falsos negativos, lo cual frente a
pruebas de ELISA que detectan anticuerpos circulantes le confiere ventajas
comparativas; no obstante en la actualidad también se cuenta con pruebas de
ELISA de captura de antigeno. Como se demostré en el brote de leucosis la
prueba de ELISA de captura de antigeno, diagnostica la enfermedad mas no el
subgrupo actuante; en el caso de RT- PCR, cuando se emplea con primers
especificos para los subgrupos, permite diferenciar la presencia del subgrupo J de
los restantes, lo cual desde el punto de vista de acciones sanitarias en el manejo

de la enfermedad es importante.

El haber empleado primers especificos contra el Virus de leucosis - sarcoma aviar
(ALV), complejo de enfermedades de tipo crénico y persistente que permanecen
dentro de una explotacion sin tener una manifestacion evidente, ( Zabala,
1998), permite igualmente, con una misma muestra ampliar la cobertura

diagndstica de la prueba de RT-PCR.

Un diagnodstico adecuado de este tipo de enfermedades facilita el manejo de las
mismas y aunque no puede asegurar el 100% de deteccion, pruebas como la PCR
pueden ofrecer un diagnéstico adecuado y mucho mas preciso (dada su alta

sensibilidad y su especificidad) (Thuy et al., 1999 )

Aunque se trabajé con un bajo numero de muestras sospechosas a leucosis aviar

por ser muestras provenientes de un banco de sueros, los resultados confirman la



presencia de leucosis aviar grupo J en el brote de 1998; por tanto se recomienda
en futuros trabajos de comparacién de las pruebas ELISA y RT-PCR la utilizacion
de un mayor numero de muestras que permita establecer la sensibilidad y

especificidad de las pruebas.

Al enfrentar las muestras de campo a ambos pares de primers se encontré que en
el brote de campo evaluado muy probablemente habia una infeccion mixta de
leucosis A-D y J; la historia y los hallazgos de necropsia de estas aves coinciden
con cualquiera de las dos entidades; clinicamente las aves evaluadas presentaban
una sintomatologia similar. Manifestaban depresion, anorexia, claudicacion, baja
en la produccién, se hallaron aves con hepatomegalia y esplecnomegalia con
infiltraciones en la superficie y el parénquima, nédulos en traquea, pulmon,
pancreas mesenterio, rosario nodular blanquecino en la cara interna del esternén,

hemorragias subcutaneas y lesiones neoplasicas retrooculares (ICA, 1998).

Finalmente, cabe anotar que el uso de estas pruebas como un método rapido y
sensible de deteccién de virus en estudios epidemiolégicos y en programas de
erradicacién esta confirmado (Smith et al., 1998), por tanto se deben realizar éste
tipo de pruebas en planes de control y erradicacion en aves de alto valor

comercial.
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