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RESUMEN

El estudio tuvo por objetivo desarrollar una plataforma molecular para la cuantificacion
del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) a partir de un sistema de cultivo en
huevos embrionados SPF. Primero se evaluaron cuatro pares de cebadores que amplifi-
can diferentes regiones del genoma viral de NDV que codifican para la proteina de
nucleocapside (NP), proteina matriz (M), proteina fusion (F) y la ARN polimerasa ARN
dependiente (L), con la finalidad de seleccionar el mas conservado a partir del cual se
desarroll6 una plataforma molecular basada en la transcripcidon reversa - reaccion en
cadena de polimerasa convencional (RT-PCRc) en dos pasos para la deteccion del NDV.
Posteriormente, esta fue llevada a transcripcion reversa - reaccion en cadena de polimerasa
en tiempo real (RT-qPCR) para la cuantificacion de NDV producido a partir de un sistema
de huevos embrionados. Mediante estas técnicas se determino que los cebadores para el
gen M fueron adecuados segtn los criterios de optimizacidn para el desarrollo de ambos
métodos. Mediante ensayos de sensibilidad se demostré que la RT-qPCR (116 copias
gendmicas/pl) era 10 veces mas sensible que el RT-PCRc. Los cebadores fueron especi-
ficos pues no hubo amplificados en los controles negativos ni en otros patdgenos aviares
(virus de la laringotraqueitis infecciosa, metapneumovirus aviar, virus de la bronquitis
infecciosa, Avibacterium paragallinarum, Gallibacterium anatis y Ornithobacterium
rhinotracheale). Debido su sensibilidad y especificidad, se propone esta plataforma
para la cuantificacion de NDV vacunal cuando es producido a partir de un sistema de
huevos embrionados, como una alternativa frente a métodos convencionales de titula-
cién como hemaglutinacion, ensayo en placa, TCDI50 y DIEP50.
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Plataforma molecular cuantitativa de NDV vacunal

The objective of the study was to develop a molecular platform for the quantification
of Newcastle disease virus (NDV) from a culture system in embryonated SPF eggs. First,
four pairs of primers were evaluated that amplify different regions of the NDV viral
genome that code for: nucleocapsid protein (NP), protein matrix (M), fusion protein (F)
and RNA-dependent RNA polymerase (L) to select the most conserved one from which
a molecular platform based on reverse transcription was developed - conventional
polymerase chain reaction (RT-PCRc) in two steps for the detection of NDV. Subsequently,
it was taken to reverse transcription - real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) for
the quantification of NDV produced from a system of embryonated eggs. Through these
techniques, it was determined that the primers for the M gene were adequate according
to the optimization criteria for the development of both methods. Sensitivity tests showed
that the RT-qPCR (116 genomic copies/ul) was 10 times more sensitive than the RT-PCRc.
The primers proved to be specific since there were no amplifications in the negative
controls or in other avian pathogens (infectious laryngotracheitis virus, avian
metapneumovirus, infectious bronchitis virus, Avibacterium paragallinarum,
Gallibacterium anatis and Ornithobacterium rhinotracheale). Due to its sensitivity
and specificity, this platform is proposed for the quantification of NDV vaccine when it is
produced from an embryonated egg system, as an alternative to conventional titration

methods such as hemagglutination, plaque assay, TCDI50 and DIEPS50.
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INTRODUCCION

El virus de Newcastle (NDV, de sus si-
glas en inglés Newcastle disease virus) es
el agente causal de la enfermedad de
Newcastle (ND), enfermedad altamente con-
tagiosa con un amplio rango de huéspedes y
reportada en todos los drdenes de aves (Seal
etal., 1995). ND esta distribuida a nivel mun-
dial, donde es causante de notables pérdidas
econdmicas para el sector avicola, y en el
Pert esta presente como enfermedad de re-
porte obligatorio (OIE, 2017). EINDV es un
miembro de la familia Paramixoviridae, un
virus envuelto que tiene un genoma de una
sola hebra de ARN lineal de polaridad nega-
tiva. El genoma de ARN tiene un tamafio
aproximado de 15 200 pb y contiene seis genes
estructurales que en orden 3" a 5" del ARN
genomico codifican, la proteina de
nucleocapside (NP), fosfoproteina (P), pro-
teina matriz (M), proteina fusion (F),
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hemaglutinina-neuramidasa (HN) y ARN
polimerasa ARN dependiente (L) (Cattoli et
al.,2011; Alexander et al., 2012).

NDV puede ser clasificado en cepas
altamente patogenicas (velogenico), interme-
dias (mesogénica) y no patogénicas
(lentogénicos) basados en su patogenia en
pollos (Cattoli et al.,2011). La mejor estrate-
gia de prevencion es la vacunacion con ce-
pas atenuadas, la cual ha sido ampliamente
usada por mas de 50 afios (Gallili y Ben-
Nathan, 1998). Actualmente, la produccion
de vacunas de NDV es principalmente reali-
zada en sistemas de huevos embrionados li-
bres de patogenos especificos (SPF) debido
a su accesibilidad y bajo costo (Seene et al.,
2003); por otra parte, la medicion del titulo
exacto es importante en la produccion de
vacunas virales, valiéndose de ensayos de
hemaglutinacion, ensayos en placa y de dosis
media infectiva en tejidos (TCDIS0) y em-
briones (DIEP50). Sin embargo, estos méto-
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dos pueden no ser altamente especificos y
consumir un tiempo considerable (McGinnes
et al., 2000).

La técnica de qPCR tiene muchas ven-
tajas sobre los métodos tradicionales, inclu-
yendo rapidez, posibilidad de cuantificacion,
alta sensibilidad y especificidad (Jang et al.,
2011). Varios métodos de RT-qPCR han sido
desarrollados para detectar y cuantificar
NDV (Seal et al., 1995; Tan et al., 2009;
Fuller et al., 2010; Jang et al., 2011). Sin
embargo, la mayoria de estos métodos estan
enfocados en el diagnostico de aves infecta-
das con ND, pero no todos incluyen criterios
de optimizacion especificos. Por tanto, se
requiere optimizar una RT-PCR que pueda
ser utilizada para cuantificar el NDV utiliza-
do en la produccion de vacunas aviares.

Este estudio tuvo por objetivo desarro-
llar una plataforma molecular para la
cuantificacion del NDV a partir de un siste-
ma de cultivo en huevos embrionados SPF.
Para lograr esto, se amplificaron, a través de
RT-PCRec, diferentes regiones del genoma
viral utilizando cebadores dirigidos hacia los
genes F, NP, L y M del NDV. Los cebadores
que cumplieron con las caracteristicas/crite-
rio de seleccion (Innis y Gelfand, 1999;
Ottiger, 2010) fueron utilizados para cuanti-
ficar el virus a través del RT-qPCR.

MATERIALES Y METODOS

Cepas Virales

La cepa vacunal NDV LaSota forma
parte del cepario de los Laboratorios
FARVET (Pert), la cual fue reactivada en
huevos embrionados de pollo SPF de 9 dias
de edad por ruta alantoidea. Luego el fluido
alantoideo fue centrifugado a 3000 g por 15
min y el sobrenadante fue almacenado en
alicuotas a -80 °C hasta su uso. El ARN
genomico del virus de la bronquitis infeccio-
sa aviar (IBV), Metapneumovirus aviar
(SHS) y el ADN genomico del virus de la
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virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV),
y de las bacterias Avibacterium paraga-
linarum, Gallibacterium anatis y Ornitho-
bacterium rhinotracheale forman parte del
cepario de los Laboratorios FARVET SAC.

Cebadores

Se seleccionaron cebadores candidatos
dirigidos a las regiones F, NP, L y M del virus
NDYV LaSota, en base a revision bibliografi-
ca (Seal et al., 1995; Farkas et al., 2009;
Fuller et al., 2010; Cattoli et al., 2011). El
criterio de inclusion fue la capacidad de de-
tectar, por lo menos cepas de NDV de Clase
I. Los cebadores fueron sintetizados de for-
ma comercial (IDT, EEUU). Las secuencias
de los cebadores y otros detalles estan des-
critas en el Cuadro 1. Los cebadores fueron
denominados siguiendo la abreviatura del vi-
rus, el gen al cual fue dirigido y un ntimero.
Se comprobo su ubicacion en la cepa vacunal
utilizada, empleando el programa SnapGene
Viewer v. 3.3.3 (GSL Biotech, EEUU) (Fi-
gura 1).

Produccién y Purificacion de NDV

Se infectaron huevos embrionados SPF
de 9 dias con la cepa NDV LaSota a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.01 e
incubados a 37 °C durante 96 horas. El
sobrenadante fue cosechado y centrifugado
a 3000 g durante 30 min a 4 °C para eliminar
el debris celular. Luego, fue pasado por un
filtro de 0.22 pm. El titulo de NDV del fluido
alantoideo fue determinado por
hemaglutinacion (McGinnes et al., 2006;
OIE, 2017) y usado como indculo para pos-
teriores experimentos.

Para la purificacion del virus, el fluido
alantoideo de NDV previamente clarificado
fue ultracentrifugado en botellas de 250 ml
en el rotor Type 19 de la ultracentrifuga Op-
tima L-100K (Beckman Coulter, EEUU) a
48 000 g durante 18 horas. El sobrenadante
fue descartado y los pellets fueron
resuspendidos en 5 ml de PBS 1X. Luego,
fueron transferidos a tubos de policarbonato
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Cuadro 1. Cebadores evaluados para el desarrollo de la plataforma molecular para la
cuantificacion del virus de Newcastle

Tm  Producto

Cebadores Secuencias (5°-3° Referencia
(539 (°C)'  (pb)

NDV IFF TACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCAC 61.5 299 Jang et al.,
NDV IFR  TGCATCTTCCCAACTGCCACTGC 20112
NDV 3NPF CCCAGTTCAACAATAGGAGT 51.9 231 Tan et al.,
NDV 3NPR ACTCATCTGCWGTCTCAWAC 20092
NDV 4L F CGTTCTGAGGAATTTGACAGYMT 54.8 142 Fuller et
NDV 4L R GRAGCCATGCGAAYTTGG al., 201 0?
NDV SMF TCGAGICTGTACAATCTTIGC 55.4 232 Seal et al.,
NDV5MR  GYCCGAGCACATCACTGAGC 199523

1 Tm calculado por el sintetizador IDT
2 Cebadores para RT-PCRc
3 Cebadores para RT-qPCR

NDV 3NP F (456 .. 475)
/ NDV 3NP R (667 .. 686)

(12,753 .. 12,771) NDV4LR
(12,611 .. 12,630) NDV 4LF
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NEW CASTLE LASOTA
15,186 bp

T NDV SMF (3884 .. 3903)
NDV 5M R (4096 .. 4115)

NDV 1F F (4793 .. 4821)

NDV 1F R (5069 .. 5091}

Figura 1. Ubicacion de los cebadores candidatos en el genoma de la cepa vacunal NDV LaSota
(Codigo de accesion GenBank N.° AF077761) con tamafio de genoma referencial de

15 186 pb
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previamente llenados con sucrosa al 30%(P/V)
(Sigma Aldrich, EEUU), centrifugados en el
rotor SW28 a 11 000 g durante 18 horas. Se
descart6 el sobrenadante y el pellet viral fue
usado para el aislamiento de ARN de NDV.

Aislamiento de ARN Genomico Viral

El pellet viral fue extraido con el
RNeasy Midi Kit (Qiagen, Alemania), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Los productos obtenidos se conservaron a
-80 °C hasta su uso.

Preparacion de Material Genémico de
NDV LaSota

El ARN gendmico de cadena sencilla
(ssARN) de NDV LaSota fue sometido a
diluciones seriadas desde 1 ng hasta 100 ag
por cada pl de ARN gendmico, procedimien-
to que también se siguio6 para el cADN obte-
nido por retrotranscripcion reversa que fue
llevada a cabo con el kit comercial
ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit
(New Englands Biolabs, UK) en el
termociclador MasterCycler Pro-S
(Eppendorf, Alemania). E1 cADN obtenido
se cuantifico por fluorometria en el Qubit
(Invitrogen, EEUU). La pureza fue determi-
nada por la relacion A260/A280 en el
Biophotometer plus (Eppendorf, Alemania)
para ambos tipos de acidos nucleicos.

La cuantificacion de NDV presente en
el fluido alantoideo fue llevada a cabo en el
Qubit 1.0 Fluorometer (Invitrogen, EEUU) y
para determinar los equivalentes en copias
virales tedricas se uso la siguiente formula
(Keetal.,2006): Y = (moléculas/ul)=X (g/1)
(tamafio del genoma x 340) x 6.02 x 10* para
el material de ARN y la formula Y = (molé-
culas/pl)=X (g/1) (tamatfio del genoma x 330)
x 6.02 x 10* para material de cDNA. Con
base a estos valores se construyo una tabla
de equivalencias (Cuadro 2).
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Optimizacion de la RT-PCR Convencio-
nal

El RT-PCRc fue desarrollado en dos
pasos: la transcripcion reversa para la obten-
cion cADN fue llevada a cabo con el Kit
ProtoScript (New England Biolabs, EEUU)
de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. Brevemente, en un volumen final de
20 pl usando 5 pl de ARN total, 2 pul de
Ramdom hexamer primer (600 uM), 2 ul de
ditiotreitol (100 uM), inhibidor de ARNasa
murina (40 u/pl) y 200 U de MMLV
(transcriptasa reversa del virus de la leucemia
Murina de Moloney). La retrotranscripcion
se llevé acabo en un termociclador
Mastercycler®Pro-S (Eppendorf, EEUU) a
25 °C durante 5 min y posteriormente a 42 °C
durante 3 horas. Luego se cuantificd por
fluorometria (Qubit 1.0 Invitrogen, EEUU) y
se ajustd la concentracion de cDNA desea-
da tomando al final 2 pl para la PCR que se
realizo en el termociclador mencionado. Se
empleo el kit GoTaq Flexi DNA-Polimerasa
(Promega, EEUU), con deoxyribonucledsido
trifosfato (ANTPs) a una concentracion de
200 puM, MgCl2 2.0 mM, GoTaqg DNA
Polimerasa (1.25 u) y GoTaq Flexi Buffer 1x.
La denaturacion inicial a 94 °C x 5 min, 35
ciclos de 90 °C x 30 s, (45-65 °C) x 30 s,
72 °C x 30 s y un paso de extension final a
72 °Cpor 5 min. Se optimizaron las condicio-
nes de PCR, donde se evaludé temperatura
de hibridacion y sensibilidad para la totalidad
de los cebadores candidatos y, luego, al par
de cebadores con las condiciones ideales se
ajusto la concentracion de MgCl, y de los
cebadores (Innis y Gelfand, 1999). El cADN
de fluido alantoideo de huevos SPF fue utili-
zado como control negativo y el agua de gra-
do PCR fue utilizada como blanco, los cuales
fueron incluidos en cada corrida.

Los productos de PCR fueron corridos

en un sistema de electroforesis horizontal
Compact M (Analityk Jena, Alemania). Los
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Cuadro 2. Equivalentes en copias virales
tedricas del cADN/ul obtenido por
transcripcion reversa y el ssARN proce-
dente de la purificacion de los 4acidos
nucleicos de NDV. Se tom6 como genoma
de referencia la cepa NDV LaSota (Codigo
de accesion GenBank N° AF(077761) con
tamafo de genoma referencial de 15 186 pb

Dilucién cADN sSARN
seriada

10 ng 1.20x10° 1.16x10°
I ng 1.20x108 1.16x108
100 pg 1.20x107 1.16x107
10 pg 1.20x10° 1.16x10°
1 pg 1.20x10° 1.16x103
100 fg 1.20x10* 1.16x10%
10 fg 1.20x10° 1.16x10°
1fg 1.20x10? 1.16x10%
100 ag 1.20x10! 1.16x10!
10 ag 1.20x10° 1.16x10°
1 ag 1.20x10! 1.16x10!

geles fueron preparados al 1.5% con agarosa
(Cleaver Scientific, UK), buffer TAE y
SyberSafe (Invitrogen, EEUU) electrofore-
tizados a 80 mV durante 75-90 min y
visualizados en un transiluminador de luz azul
Safe Imager 2.0 (Invitrogen, EEUU). Se
emplearon los marcadores de peso molecular
100 bp y O’Gene Ruler (Thermo Scientific,
EEUU).

Optimizacion de la RT-qPCR en un Paso
Usando Sybr Green I

En base al par de cebadores del gen
candidato que cumplié con los pardmetros
optimizados de temperatura de hibridacion,
sensibilidad, concentracién de cebadores,
concentracion de MgCl, y especificidad, se
desarroll6 el RT-gPCR utilizando el kit KAPA
SYBR FAST One-step for LightCycler 480
Mix (Kapa Biosystems, EEUU), donde cada
reaccion de PCR fue llevada a cabo toman-
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do ARN gendmico purificado. El protocolo
de RT-qPCR consisti6 en 40 ciclos de 95 °C
durante 10 s, hibridacion de 60 °C por 20 sy
extension de 72 °C por 20 s. Las curvas de
disociacion consistieron en 95 °C por 5 s,
65 °C por 30 s y calentado hasta 97 °C a una
velocidad de 0.1 °C/s. Los productos de am-
plificacion fueron detectados mediante anali-
sis de curva de disociacion y confirmados por
secuenciacion (Macrogen, Corea). Los va-
lores del ciclo de amplificacion (Cp) y tem-
peratura de disociacion (Tm) fueron analiza-
dos con el Software LightCycler 480 v. 1.5.0.
Los andlisis estadisticos fueron realizados con
el programa Microsoft Excel v. 2013.

Ensayos de Sensibilidad

Para los ensayos de sensibilidad se rea-
lizaron diluciones decimales seriadas de
cADN/ssARN para la RT-PCRc y RT-qPCR,
respectivamente, que fueron desde 10 ng
hasta 1 ag/ul. Los ensayos se realizaron por
triplicado durante tres dias consecutivos. Para
la RT-PCRc se empled el termociclador
MasterCycler (Eppendorf, Alemania), y para
la RT-gPCR se uso el temociclador Light
Cycler 480 (Roche, EEUU). Cada dilucion
fue corrida hasta 10 veces durante 3 dias y
se determino la sensibilidad como la dilucion
previa a aquella que poseia un coeficiente de
variacion >5%. Se tomo en cuenta la presen-
cia de banda de interés o la formacion de
curvas de fluorescencia con valor Ct <35 y/o
la presencia de pico de disociacion para el
RT-PCRc y RT-qPCR, respectivamente.

Ensayos de Especificidad

Para estimar la especificidad del méto-
do se emplearon varios genomas virales y
bacterianos patoldgicamente relacionados:
IBV, SHS, ILTV, Avibacterium paragalli-
narum, Ornithobacterium rhinotracheale
y Gallibacterium anatis. Se empled un frag-
mento amplificado para NDV LaSota en el
RT-PCR y un pico especifico de disociacion
para el RT-qPCR (Jennings et al., 2009;
Berwouts et al., 2010; Mattocks et al., 2010).
Los ensayos se realizaron por triplicado.
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La mayordilucién con banda de interés y reproducibilidad > 95 %
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Adaptado de Innis y Gelfand 1999 y Oltiger 2010

Figura 2. Flujograma de trabajo para el desarrollo del estudio

El flujograma de actividades implemen-
tadas en el estudio se muestra en la Figura 2.

RESULTADOS

Una de las primeras fases para el pro-
ceso de estandarizacion de métodos
moleculares (Figura 2) de RT-PCR fue de-
terminar la temperatura ideal en la cual los
cebadores hibridan con la secuencia de
nucleétidos farget, para lo cual se realiz6 una
gradiente de temperaturas. En la Figura 1 se
observan los resultados obtenidos por ensa-
yos empiricos para los cuatro cebadores can-
didatos, donde los cebadores NDV 1F y NDV
5M presentan un amplio rango de tempera-
turas (45.7 a 61.6 °Cy 51.3 a 63.4 °C, res-
pectivamente), con la banda de interés defi-
nida y sin presencia de productos inespecificos
de alto o bajo peso molecular. El hecho de
que puedan hibridar a temperaturas elevadas
disminuye la presencia de bandas inespe-
cificas, mientras que los cebadores NDV 3NP
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y NDV4L presentaron un estrecho rango de
temperaturas a elegir (47 a 59.2°Cy45.7a
56.6 °C, respectivamente), donde las tempe-
raturas mas bajas podrian propiciar la forma-
cion de inespecificidades, pese a que las ban-
das del producto de interés fueron definidas
(Figura 3). Las temperaturas de hibridacién
optimizadas fueron 59.2, 56.6,53.9y 61.6 °C
para los cebadores NDV 1F, NDV 3 NP,
NDV 4L y NDV 5M, respectivamente.

Enlos ensayos de sensibilidad se deter-
mino la cantidad del genoma de NDV, en su
equivalente de cADN, que podia ser detec-
tado con cada par de cebadores. En la Figu-
ra 4 se aprecia que los cebadores NDV1F,
NDV5M y NDVA4L son capaces de detectar
hasta 10 fg de cADN, mientras que los
cebadores NDV 3NP son 10 veces menos
sensibles. Si bien es cierto que tres pares de
cebadores tuvieron el mismo nivel de sensi-
bilidad, los cebadores NDV 5M pudieron
hibridar a una temperatura superior a 60 °C,
lo que mejoraria la discriminacion del frag-
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Figura 3. Ensayos de gradiente de temperaturas para los cebadores candidatos: A: NDV 1F; B:
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Figura 5. Estandarizacion del RT-PCRec para los cebadores NDV 5 M: A. Optimizacion de las
concentraciones de MgCl,. B. Optimizacion de la concentracion de cebadores

mento de interés y reduciria la formacion de
dimeros entre cebadores, por lo que se con-
sideraron para la optimizacion final.

Para la estandarizacion del RT-PCRc
en dos pasos se optimizo la concentracion de
MgCl, y de los cebadores NDV 5M. Con
respecto al MgCl, se puede notar que la con-
centracion ideal fue de 2.5 mM (Figura 5A),
mientras que para la concentracidén de
cebadores fue 0.25 uM (Figura 5B).

Con las concentraciones de los compo-
nentes de la reaccion de RT-PCR conven-
cional optimizada se llevé a cabo un segundo
ensayo de sensibilidad en donde se pueden
apreciar el producto de PCR de interés des-
de 10 ng hasta 1 fg, sin amplificados
inespecificos de alto o bajo peso molecular
(Figura 6), por lo que el protocolo final tuvo
las siguientes condiciones: denaturacion ini-
cial a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de 90 °C por
30 s, 45-65 °C por 30 s, 72 °C por 30 s y un
paso de extension final a 72 °C por 5 min.

La especificidad depende de la secuen-
cia de los cebadores. Por tal motivo, en los
ensayos de especificidad para el RT-PCRc
se observo que no hubo amplificacion para el
material gendmico de otros virus y bacterias
respiratorias, demostrando que los cebadores
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Figura 6. Visualizacion de los productos de
RT-PCRc para los cebadores NDV 5 M. Se
uso el marcador de peso molecular O’Gene
Ruler

NVD 5M son adecuados por no brindar re-
acciones cruzadas frente a material genémico
de otros patdgenos aviares (Figura 7).

Luego de optimizar la plataforma de
deteccion por RT-PCRc en dos pasos, se lle-
vo a cabo los ensayos de RT-qPCR en un
paso, cuyo programa consistioé en 5 min de
retrotranscripcion reversa, 3 min para la ac-
tivacion de la enzima hot-start y 40 ciclos de
95 °C por 10 s, hibridacion de 60 °C por 20 s
y extension de 72 °C por 20 s. Se observa
que el RT-gPCR tuvo una sensibilidad de hasta

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(2): 652-665



Plataforma molecular cuantitativa de NDV vacunal

pb OGeneRuler NTC  NDV ILTV  SHS BV Avibac Gallibac Omithobac

o

400

300 —

200 "t 4 X
\

Figura 7. Ensayos de especificidad del RT-
PCRc utilizando los cebadores NDV 5M para
patodgenos respiratorios virales y bacterianos:
No Template control (NTC), NDV, ILTV,
SHS, IBV, Avibacterium paragallinarum,
Gallibacterium anatis,Ornithobacterium
tracheale. Se us6 el marcador de peso
molecular O’Gene Ruler. Todas las cepas, es-
tuvieron normalizadas a una concentracion de

1 pg/pl

1 fg/ul, que pudo ser discriminada en base a
la curva de disociacion (Figura 8). Esto de-
muestra que la técnica de RT-qPCR es 10
veces mas sensible que el método conven-
cional; sin embargo, al introducir material
genético del huésped se reduce la sensibili-
dad hasta 10 veces (Figura 9).

Los ensayos de especificidad para el RT-
gPCR demostraron presencia de un pico de
interés con una temperatura mayor a 82 °C
a diferencia de los picos generados por otras
cepas patdgenas respiratorias (72-80 °C) (Fi-
gura 10). El uso de agentes fluorescente
como el Sybr Green I exige el uso de estas
curvas para la confirmacion de los verdade-
ros positivos. Esta técnica es sencilla de rea-
lizar y menos costosa en comparacion con
las sondas fluorescentes.

DiScUusION

En este estudio se ha desarrollado una
plataforma especifica y sensible de RT-qPCR
para la deteccion y cuantificacion de NDV
producido en un sistema de huevos
embrionados SPF. La busqueda bibliografica
dio como resultado la presencia de al menos
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cuatro pares de cebadores para detectar
NDV de clase I (Farkas et al., 2009; Fuller
et al., 2010). Estos cebadores fueron some-
tidos a una evaluacion para determinar el mas
apropiado para la deteccion de NDV en
muestras de fluido alantoideo. Se comparo la
temperatura de hibridacion 6ptima sugerida
por el fabricante con la temperatura dptima
determinada por analisis empirico (Rochelle
et al., 1997), indicando los resultados que la
temperatura optimizada fue mayor (56.6 y
61.6 °C) para los cebadores NDV 3NP y
NDV 5M y menor (59.2 y 53.9 °C) en los
cebadores NDV 1F y NDV 4L, difiriendo
con la calculada por el fabricante. Resulta-
dos similares fueron encontrados por Rochelle
etal. (1997) al evaluar seis pares de cebadores
para la deteccion de Cryptosporidium
parvum y Giardia lamblia.

Los cebadores NDV 5M obtuvieron los
mejores resultados, debido a que las tempe-
raturas de hibridacion elevadas mejoran la
discriminacion entre dimeros de cebadores y
extension con nucledtidos erroneos en el ex-
tremo 3” (Figura 3B). Esta caracteristica y
su capacidad para detectar hasta 10 fg de
c¢DNA de NDV le permitieron continuar las
siguientes etapas de optimizacion que inclu-
yeron la gradiente de concentracion de MgCl,
y cebadores, determinandose que la concen-
tracion de ambos componentes se encontra-
ba dentro de los rangos establecidos (Innis y
Gelfand, 1999).

Para incluir a los cebadores NDV5M
en el desarrollo de la plataforma de RT-qPCR
en un paso, se optimizé en el protocolo de
PCR el tiempo de extension, de 1 a 20 s, ob-
teniendo mejores resultados con respecto a
lo indicado por el fabricante (datos no mos-
trados). Luego se determinaron la sensibili-
dad y especificidad. Acorde a la literatura,
los cebadores elegidos NDV 5M han demos-
trado ser uno de los mas conservados (Cattoli
et al.,, 2011) en comparacion con las otras
secuencias. Los cebadores NDV3P (Tan et
al., 2004) fueron disefiados para la proteina
F, obteniendo una baja sensibilidad (desde 10
ng hasta 10 pg/ul). Tan et al. (2009) utiliza-
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Figura 8. RT-qPCR para los cebadores NDV 5M. A. Amplificacion de las curvas de sensibili-
dad. B. Curvas de disociacion (melting) de productos obtenidos con diferentes con-
centraciones de virus.
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Figura 9. Curvas de disociacion (melting) de productos obtenidos con diferentes concentracio-
nes de NDV mediante RT-qPCR en tiempo real. A. Curvas sin presencia de material
genético (ARN) del huésped. B. Curvas con presencia de material genético (ARN)
del huésped

662

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(2): 652-665



Plataforma molecular cuantitativa de NDV vacunal
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respiratorias

Figura 10. Especificidad del RT-qPCR en tiempo real. Analisis de la curva de disociacion
(melting) de productos de RT-qPCR en tiempo real. Solo la cepa de NDV muestra
un pico de disociacion de elevada temperatura (Tm >82 °C)

ron los NDV3P, asumiendo que la proteina
NP es mas conservada que la proteina F; sin
embargo, su ensayo no mostro alta sensibili-
dad (10°a 10° copias de DNA plasmidico/
reaccion) por lo que no formaron parte del
protocolo final. Los cebadores NDV 4L, di-
sefiados por Fuller ez al. (2010) tuvieron alta
sensibilidad, pero mostraron inespecificidades.

El uso de ssARN gendmico purificado
en lugar de plasmidos reflejan las condicio-
nes naturales en las cuales es hallado el vi-
rus, lo cual es una ventaja en la determina-
cion de la sensibilidad. Por otro lado, los
cebadores de NDV 1F disefiados por Jang et
al. (2011) presentaron bandas de interés
menos definidas y su sensibilidad solo fue de
aproximadamente de 400 copias virales/pl. Si
bien es cierto, estos autores desarrollaron un
protocolo de RT-qPCR para la deteccion y
cuantificacion de la cepa vacunal NDV
LaSota producida en un sistema de biorreac-
tores, se ha demostrado que este tipo de sis-
temas genera, por lo general, menores titulos
virales que los alcanzados en huevos SPF,
ademas de ser econdmicamente menos ac-
cesible (MacGuines et al., 2006). A su vez,
los cebadores NDV5M disefiados por Seal
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et al. (1995), orientados hacia la proteina
matriz, tuvieron como objetivo caracterizar
cepas de NDV de campo por secuenciacion
directa y filogenia por lo cual su sensibilidad
no fue determinada. En este estudio se de-
termino su sensibilidad para la cepa vacunal
NDV LaSota, llegando a detectar hasta 116
copia virales/pl (1 fg/pl) por RTqPCR, de-
mostrando que el gen M es una de los mas
conservados (Cattoli et al., 2011).

Los resultados de especificidad demos-
traron que no hubo amplificacion para virus y
bacterias patogénicamente relacionados. El
desarrollo de esta plataforma de
cuantificacion por técnicas moleculares con
condiciones optimizadas se puede emplear en
el proceso de monitoreo de carga viral en la
produccion de vacunas de NDV LaSota.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 una plataforma molecular
en base al gen matriz (M) para la
cuantificacion NDV a partir de un sistema
de cultivo en huevos embrionados SPF. Se
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optimizaron los parametros del RT-PCRc y
se continuo con el desarrollo de RT-qPCR, el
cual fue 10 veces mas sensible que el RT-
PCRe.
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