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Resumen: Se desarroll6 una técnica de doble reaccion en cadena de la polimerasa (“Nested
PCR”) para la deteccion directa del virus de la Inmunodeficiencia Felina (VIF). Se evaluaron
dos métodos de extraccion de DNA proviral y cuatro pares de cebadores. Se estandarizé el
método de amplificacidon y la especificidad fue determinada por digestion de los productos de
PCR con enzimas de restriccién. La determinacion de anticuerpos se realiz6 con un equipo
comercial. Se trabajé con 30 muestras de sangre heparinizada provenientes de gatos con y sin
signos clinicos compatibles con la infeccion con VIF. En 17 de las muestras examinadas se
detectaron anticuerpos especificos contra VIF y DNA proviral. La técnica de PCR desarrollada
resulté sensible y especifica y podria ser utilizada cuando se presentaran resultados serolégi-
cos dudosos o para la deteccién del provirus en gatos con infecciones recientes.
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FELINE IMMUNODEFICIENCY VIRUS: DEVELOPMENT AND
APPLICATION OF POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)
METHOD FOR DIAGNOSIS

Abstract: A Nested PCR technique for direct identification of Feline Immunodeficiency Virus
(FIV) was developed. Two methods for proviral DNA extraction and two pairs of primers were
evaluated. The method for amplification was standardized and its specificity was determined
by the restriction endonucleases digestion of PCR products. Antibodies specific to FIV were
determined using a commercial kit. Thirty heparinized blood samples obtained from cats with
and without clinical signs consistent with FIV infection were analyzed. In 17 of the samples
antibodies specific to FIV and proviral DNA were detected. The PCR technique proved sensitive
and specific. It could be useful in the presence of doubtful serologic results and to detect
provirus in cats with recent infections.
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Introduccion:

El virus de la inmunodeficiencia felina (VIF)
es un miembro de la familia Retroviridae. Tanto
por su organizacién genética, como por sus ca-
racteristicas bioquimicas y antigénicas, el mismo
ha sido incorporado dentro de la subfamilia
Lentivirinae (1).

El VIF es responsable de una enfermedad
debilitante cronicay fatal de los gatos domésticos,
asociada a una disfuncién del sistema inmune (1).

La infeccion provocada por el VIF tiene una
distribucion mundial (2). El diagnéstico puede rea-
lizarse a través del aislamiento del virus a partir
de linfocitos de sangre periférica, de la amplifica-
cion de las secuencias de acido nucleico viral me-
diante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
0 bien por medio de la deteccion de anticuerpos
especificos, para lo cual existen diversas técnicas:
ELISA, inmunofluorescencia indirecta, inmunoblo-
ting y radioinmunoprecipitacion (3, 4).

En la Republica Argentina, la presencia de
la infeccion con VIF ha sido demostrada a través
de la deteccidén de anticuerpos especificos y del
aislamiento viral (4, 5, 6).

La reaccion de PCR ha sido utilizada para
estudiar distintas cepas de VIF multiplicadas en
cultivos celulares (7, 8), para determinar la canti-
dad de DNA proviral en células infectadas (9,10,
11, 12), para analizar la dinamica de la infeccion
e identificar el RNA viral y el provirus en estados
tempranos, para estudios epidemioldgicos y de
subtipos genéticos (13, 14) y para investigar la
patogenia de la infeccibn en gatos domésticos
(9,15). Mateucci y col. (16) emplearon la técnica
para detectar virus en saliva y plasma en gatos
seropositivos y Rimstad y col. (17), al igual que
Hohdatsu y col. (7) describieron una “Nested PCR”
para detectar DNA proviral en linfocitos de sangre
periférica. Posteriormente, la técnica fue utilizada
por otros autores con fines variados tales como
para cuantificar la presencia de provirus en teji-
dos de gatos infectados experimentalmente (18).

El objetivo de este trabajo fue optimizar la
técnica de PCR para detectar DNA proviral de lin-
focitos de sangre periférica, con la finalidad de em-
plearla como técnica rapida y de deteccion directa
del virus en el diagnéstico de rutina.

Material y métodos:

Virus: se utiliz6 DNA control de la cepa LP3
aislada en el laboratorio de Virologia de la Facul-
tad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de La Plata (5).

Muestras: se trabajé con 30 muestras de
sangre heparinizada provenientes de gatos con y
sin signos clinicos compatibles con la infeccién con
VIF (4). Las muestras se separaron en 3 partes:

1) 2,5 ml para la extraccion de linfocitos me-
diante la técnica de Ficoll-Hypaque y posterior
extracciéon de DNA con un equipo comercial
(Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega).

2) 300 pl para la extraccion de DNA con el
equipo comercial.

3) 500 pl de plasma para determinacién de
anticuerpos especificos.

La concentracion de DNA de las muestras
fue determinada por corrida en geles de agarosa
al 1% utilizando un patrén de fago A de concen-
tracion conocida.

Técnica de PCR:

Cebadores: se emplearon cuatro pares de
cebadores correspondientes a la region P24 del
gen gag. Todos fueron sintetizados basados en la
secuencia de nucleotidos de la cepa de referencia
Petaluma (1).

Los cebadores P1 + P4y TG 1+ TG2 fueron
utilizados como pares externosy P2 + P3y TG3 +
TG4 como pares internos. La secuencia de los
mismos se indica en la Tabla I.

Condiciones de la reaccion: la amplificacion
fue realizada empleando un termociclador Perkin—
Elmer y Taq polimerasa (Perkin-Elmer, USA). Se
comenz6 con un periodo de desnaturalizacién de
5 min a 94° C y se optimizaron las condiciones de
la reaccion para cada par de cebadores, variando
las temperaturas de “annealing” y polimerizacion.
Se analizaron dos tipos de “buffers” comerciales:
“Supermix”y “Buffer PCR 10x” (Promega—Madison,
USA), variando la concentracion final de sus cons-
tituyentes. En tubos de 0.5 ml se adicionaron 4 pl
de la mezcla de dinucleétidos 10 mM, 2 unida-
des/ul de Taq polimerasa, 20 pM de cada cebador
y 10 pl de muestra. Se variaron las concentracio-
nes de Cl,Mg entre 1,5 mMy 3,5 mMy de gelatina
entre 0,015 y 0,025 %. El volumen final de la re-
accién fue de 50 pl. Para la segunda amplifica-
cion se usaron 5 pl del producto de la primera, no
se uso gelatinay la concentracion de Cl,Mg se varid
dentro de los mismos parametros. El volumen fi-
nal también fue de 50 pl.

Analisis de los productos de PCR: 10 pl del
producto amplificado fue sometido a electrofore-
sis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE (50 mM
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Tabla I. Secuencia y localizacién de los cebadores correspondientes a la region P24 del gen gag.
Table I: Primers location and sequence of FIV genome gene gag P24 region.

Cebador Secuencia(5’-3’) Gen y localizacion (bp)

P1 ATATGACGGTGTCTACTGCTGCTG gag (916-939)

P2 AAGGCAAGAGAAGGACTAGGAG gag (1108-1129)
P3 TAGGGTAATGGTCTGGGAGCAT gag (1310-1289)
P4 CTCTACACTGCATCCTAGCTGGTG gag (1398-1375)
TG1 CTAGGAGGTGAGGAGGTCCAACTGTG gag (1126-1151)
TG2 CTGGTGATCCTACTTCTTGGCAGGC gag (1687-1663)
TG3 ACAGATGACAGCTGAGTATGATCGTAC gag (1257-1287)
TG4 CCTCTAAAGTACTTTCTGGTTTAAG gag (1651-1627)

de Tris pH 8,0 50 mM de acido béricoy 1 mM de
EDTA) durante 1 horaa 50 V. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio y se visualizaron con luz
UV. La observacion de una banda con el peso
molecular esperado fue considerada un resultado
positivo.

La especificidad del segmento amplificado
con los cebadores P fue analizado por corte con
enzimas de restriccion Hind 11l y Pst 1.

Determinacién de anticuerpos especificos:
Se utilizd la prueba de inmunocromatografia en
sandwich para detectar anticuerpos contra la gp40
del VIF (Speed Duo FeLV-FIV, Bio Vet, Francia).

Resultados:

Se optimiz6é una técnica de doble PCR
(“Nested PCR”) para la deteccion directa del virus
empleando el DNA de la cepa argentina LP3.

En tres muestras no se obtuvo concentra-
cion suficiente de DNA partiendo de 300 pl Se es-
tablecieron las concentraciones 6ptimas de DNA
en un rango de 65 pg/ml a 125 ng/pl.

Después de un periodo de desnaturalizacion
de 5 min a 94° C se estandariz6, para ambos pa-
res de cebadores, el siguiente programa de cicla-
do: la primera amplificacion de 25 ciclos de 45
sega94°C,de1l minab55°Cyde2mina72°C;la
segunda amplificacién de 30 ciclos de 1 min a
94°C, de 1 min a 55°C y de 1 min a 72°C. Con el
“Buffer Supermix” no se logré amplificacion. Sin
embargo, con el “Buffer PCR 10x” y con concen-
traciones de 3,5 mM de CI,Mg y 0,01% de gelati-
na para la primera amplificacion y de 1,5 mM
Cl,Mg para la segunda, con 4 pl de la mezcla 10
mM de dinucleétidos y cebadores al medio de la
concentracion especificada, se obtuvo como resul-
tado con los cebadores “T” una banda de 310 pb

y con los cebadores “P” una de 203 pb.

Para el estudio de las muestras de sangre
felina se utilizaron los cebadores “P” (Foto N° 1).
En el analisis del producto amplificado con enzi-
mas de restriccion se obtuvieron segmentos de 137
pb y 68 pb con Hindlll, mientras que con Pstl las
bandas fueron de 117 pb y 88 pb.

En 17 de IFS muestras esEudiadaf se denlos—

V

203 pb >

Foto 1: resultados obtenidos en la PCR con los ce-
badores “P”. Linea 1: DNA control positivo. Linea
2: agua destilada control negativo. Linea 3: sangre
de gato negativa. Linea 4: sangre de gato positiva.
M: marcador de peso molecular (100- 1500 pares
de bases). El namero de la izquierda indica los pa-
res de bases del fragmento amplificado

Photo 1:PCR results with P primers. Line 1: DNA positive con-
trol, Line 2: negative control (distilled water), Line 3: negative

blood cat, Line 4: positive blood cat. MN molecular weight
marker (1500-100 pb). 203 pb amplificated fragment.
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tré la presencia de anticuerpos especificos contra
VIF mediante la prueba de inmunocromatografia
en sandwich. En las mismas se detecto, también,
la presencia de DNA proviral a través de la técnica
de PCR.

Discusioén:

La seleccién para el diagnostico de una téc-
nica de PCR en dos etapas (“Nested PCR"), en la
cual se emplea un par de cebadores que amplia
un segmento altamente conservado del gen gag y
luego otros cebadores que amplian una fraccion
interna de este segmento, significa un aumento
de sensibilidad y especificidad respecto a una re-
accién de PCR en un solo paso (7, 8, 17). Por tal
razdn, se eligié una prueba de este tipo para diag-
nostico a partir de sangre periférica donde la can-
tidad de provirus insertado en linfocitos es varia-
ble (12,19). El método de extraccién de DNA con el
equipo comercial sin la separacion previa de los
linfocitos con Ficoll-Hypaque resulta practico y
rapido. Se parte de una muestra de 300 pl de san-
gre y en una hora se puede obtener la muestra de
acido nucleico. En tres casos no se obtuvo con-
centracion de DNA suficiente y, como no se dispo-
nia del recuento de células blancas de los anima-
les en estudio, no se pudo establecer si esos casos
de baja concentracién estaban relacionados con
un numero muy bajo de linfocitos (20). Por otra
parte, como era deseable asegurar una cantidad
suficiente de provirus insertado en linfocitos, se
decidié combinar los dos métodos: separacion de
linfocitos con Ficoll-Hypaque seguido de la extrac-
cion del DNA con el equipo comercial . En estados
tempranos de la enfermedad, libres de signos, la
aparicién o desaparicion de los provirus hasta li-
mites no detectables esta causada por el balance
entre incremento de células infectadas y destruc-
cion de las mismas ( 8, 12).

De acuerdo con Rimstad y Ueland (17), las
concentraciones de Cl,Mg y de los dinucledtidos
son definitorias para el éxito de la reaccion. Es
por eso que, cuando se trabajé con el buffer deno-
minado “Supermix” que posee ambos compuestos
en concentraciones estandar, no se obtuvieron
resultados positivos. Sin embargo, empleando el
“Buffer PCR 10X”, variando las concentraciones
de Cl,Mg, agregando gelatina a la primera ampli-
ficacion y los dinucledtidos y cebadores en las con-
centraciones ya especificadas se mejoraron los
resultados de la reaccion. La especificidad de la
reaccion fue demostrada con las enzimas de res-
triccion.

El presente trabajo permitié obtener un pro-
tocolo de “Nested PCR” empleando DNA de una

cepa autéctona. Si bien la técnica desarrollada fue
sensible y especifica no se encontraron sustan-
ciales ventajas en su aplicacion respecto a la de-
terminacion de anticuerpos especificos. Dado que
existio correspondencia entre los resultados de
ambas técnicas, la PCR podria ser una herramien-
ta atil para la confirmacion de reacciones serolé-
gicas dudosas, para distinguir inmunidad adqui-
rida por vacunas de inmunidad por infeccién na-
tural (19) o para la deteccidon de animales porta-
dores del VIF y que se encuentran en el periodo
de ventana inmunoldgico.
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