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RESUMEN: La influenza aviar (IA) congtituye una gran amenaza para la salud animal y humana por
lo que es una prioridad a nivel mundial €l fortalecimiento de los sistemas de diagnostico frente a
probables brotes, de ahi la importancia de la deteccion por métodos moleculares (RT-PCR y Real time
RT-PCR) por su elevada rapidez, sensbilidad y especificidad de estos que permiten tomar las medidas
de control para evitar la diseminacion del agente. En este trabajo se describe la obtencidn y evaluacién
de controles positivos de amplificacion y cuantificacion para RT-PCR y Real time RT-PCR (RRT-PCR)
obtenidos a partir del clonaje de dos productos de PCR, uno correspondiente a una regiéon del gen dela
hemaglutinina del subtipo H5y € otro al gen de la matriz (M) para Influenza tipo A. Los cebadores se
seleccionaron teniendo en cuenta que los productos de PCR incluyeran las regiones correspondientes
de parejas de cebadores de H5 e influenza tipo A reportados tanto por RT-PCR y RRT-PCR de
laboratorios de referencia de la OIE/FAO para € diagnostico de esta enfermedad. De un RNA extraido
a partir de la cepa H5N2 (gentilmente donado por € laboratorio de referencia para Influenza aviar de
la OIE) se obtuvo & cDNA que se utilizd6 como molde para la amplificacion con los cebadores J3/J1C
para H5y M2/M+25 para Influenza tipo A, recomendados por laboratorios de referencia. Se seleccion6
un clén a partir del cual se logr6 amplificar un fragmento de la talla esperada, que se ha utilizado
como control positivo en los ensayos de deteccion de &cidos nucleicos para € subtipo H5 y para influenza
tipo A. Ademés, € plasmido de H5 se evalud por RRT-PCR y se obtuvo una curva estandar con un Ct
de 15. El control de amplificacién obtenido para la deteccién del subtipo H5 permitird estandarizar los
ensayos y evaluar posibles falsos negativos para la deteccion répida de este subtipo en Cuba y en €
caso del control positivo de influenza tipo A se podré usar para cuantificacion en ensayos de RRT-PCR.

(Palabras clave: Influenza aviar; controles positivos de amplificacion y cuantificacion; diagnéstico molecular
influenza)

DEVELOPMENT OF POSITIVE CONTROLSFOR MOLECULAR METHODS OF AVIAN
INFLUENZA VIRUS DETECTION

ABSTRACT: Avian influenzaisa great threat for animal and human health, thus strengthening diagnostic
systems against probable outbreaksis a priority all over the world. That is why detection is important
by the use of molecular methods (RT-PCR and Real Time RT-PCR) due to their high speed, sendtivity
and specificity allowing to take control measures in order to avoid the dissemination of the agent. In
this work, the obtaining and evaluation of amplification and quantification postive controls for RT-
PCR and Real Time RT-PCR (RRT-PCR) have been described. They were obtained from the cloning
of two PCR products, one of them corresponding to a region of the subtype H5 hemagglutinin gene
and the other to the matrix gene (M) for Influenza type A. The primers were selected keeping in mind
that the PCR products included the corresponding regions of H5 and influenza type A primer couples
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reported by RT-PCR and RRT-PCR of OIE/ FAO reference laboratories for the diagnosis of this disease.
From an RNA extracted from H5N2 strain (kindly donated by the OIE reference laboratory for avian
influenza), the cDNA used as a mold for the amplification with the primers J3/J1C for H5 subtype and
M2 M+25 for Influenza type A, recommended by reference laboratories, was obtained. A clone from
which a fragment of the size expected was amplified, was selected as a positive control in the detection
assays of nucleic acids for the H5 subtype and influenza A type. Also, the H5 plasmid was evaluated for
RRT-PCR and a standard curve with a Ct of 15 was obtained. The amplification control obtained for
H5 subtype detection will allow to standar dize assays and evaluate possible negative falses for the quick
detection of this subtype in Cuba; and in the case of the postive control for influenza type A it will be
used for quantification in RRT-PCR assays.

(Key words: Avian influenza; amplification and quantification positive controls; molecular diagnostic; influenza)

La influenza aviar (IA) es una enfermedad emer-
gente que resurge como un problema mundial para la
salud animal y humana. Es causada por virus que son
miembros de la familia Orthomyxoviridae, género
Influenzavirus A (1). Esta enfermedad afecta muchas
especies de aves con una amplia variedad de signos
clinicos en dependencia de factores relacionados con
el ambiente, el hospedero y la cepa de virus (2).

Los subtipos de IA estan establecidos por la pre-
sencia de la proteina hemaglutinina de la envoltura
viral en una de sus 16 variantes antigénicas (H1-H16).
Teniendo en cuenta su patogenicidad en aves, se di-
viden en dos grupos: los de baja patogenicidad (no
notificables) y los altamente patdégenos (notificables);
estos ultimos asociados con los subtipos H5 y H7, los
gue han sido causa de brotes en paises como Viet-
nam, China y Tailandia (3, 4). En la actualidad, la
emergencia del subtipo H5N1 en el sudeste asiatico,
ha convertido a la enfermedad en el problema
zoosanitario mas importante a nivel mundial. Su ele-
vada difusién al detectarse en 53 paises (5, 6) asi
como su capacidad de sobrepasar la barrera inter-
especies y causar la muerte de seres humanos (7),
ha establecido como prioridad a nivel mundial el for-
talecimiento de los sistemas de diagndstico frente a
probables brotes.

Para el diagndstico viral se utilizan los ensayos
basados en &cidos nucleicos por la ventaja que brin-
dan con relacién a los métodos de cultivo y el aisla-
miento de virus, los que consumen tiempo y son muy
laboriosos (8). La técnica de reaccién en cadena de
la polimerasa, seguido a la trascripcion reversa del
ARN (RT-PCR), se ha empleado ampliamente para
la deteccion de IA (9, 10). También se ha usado, por
la celeridad que se requiere en el diagnostico, la tec-
nologia de RRT-PCR, una técnica relativamente nue-
va, la cual permite detectar productos especificos con
gran sensibilidad y especificidad en un tiempo menor

de 24 horas, indispensable para la reduccion de la
propagacion de esta enfermedad, ha sido
exitosamente aplicada en el monitoreo de muestras
de campo de virus influenza y constituye una alterna-
tiva confiable al aislamiento viral en embridn de pollo
(10, 11).

Para el perfeccionamiento de estas técnicas es
preciso contar con controles positivos que garanticen
el desarrollo e interpretacion de los ensayos. Los con-
troles positivos de amplificacion se emplean en la
estandarizacion de los ensayos y permiten evaluar
posibles falsos negativos, ademas tienen un gran va-
lor en el caso de paises libres de la enfermedad como
el nuestro donde no se cuenta con cepas para la de-
teccion del subtipo H5 por ser un virus exético. Para
la deteccion de Influenza tipo A aungue se cuenta con
una cepa de baja patogenicidad de otro subtipo que
pudiera ser empleada como control positivo de ampli-
ficacion, contar con un ADN clonado de un plasmido
nos facilita la deteccidn por el nimero de copias a
través de la obtencién de transcriptos in vitro a partir
de este plasmido con lo cual se puede conocer la con-
centracién de una muestra problema en los ensayos
de RRT-PCR.

El objetivo del presente trabajo es obtener y eva-
luar controles positivos de amplificacion del subtipo
H5 e Influenza tipo A para lo que nos proponemos
clonar una secuencia de ADN que incluya la diana de
los cebadores recomendados por los laboratorios de
referencia para la deteccion de ambos tanto por RT-
PCR como por RRT-PCR (Tabla 1).

Con el fin de seleccionar la secuencia de ADN a
clonar que incluyera las parejas de cebadores se-
leccionados se realizaron alineamientos multiples con
el empleo del programa DNAman, version 4.02 (12)
con estos cebadores y secuencias del gen de la ma-
triz (IVPR8-34 HIN1 Gen M (segmento 7) y el gen de
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TABLA 1. Secuencia de cebadores seleccionados./ Sequence of primers selected

Especificidad Nombrede Secuencia Referencia
cebador
Influenza A M1 5-AGC GTA GACGCT TTGTC-3 (14
Influenza A M2 5-GACGAT CAAGAATCCAGC3 (14
Influenza A M+25 5-AGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCG-3 (10
Influenza A M-124 5-TGC AAA AACATCTTCAAGTCT CTG-3 (10
H5 aviar I3 5-GAT AAATTCTAG CAT GCCATT CC-3 (15)
H5 aviar JiC 5-AGT AGA AAC AAG GGT GTT-3 (15)
H5 aviar B2a 5-TTT TGT CAATGA TTG AGT TGA CCT TAT TGG-3 (15)
H5 aviar H5F 5-TTA TTC AAC AGT GGC GAG-3 (16)
H5 aviar H5R 5-CCA GAA AGA TAG ACC AGCT-3 (16)
H5 aviar H5LH1 5-ACA TAT GACTAC CCA CARTAT TCA G3 (10)
H5 aviar H5RH1 5-AGA CCA GCT AYCATGATT GC-3 (10

la hemaglutinina del subtipo H5 (Influenza A virus (A/
turkey/England/N28/73 (H5N2) AY500365); disponi-
bles en el Banco Internacional de genes (GenBank),
site: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/.

Ademas se emplearon los programas Oligo 6.31
(13), el cual analiza la eficiencia de los cebadores,
asi como las condiciones tedricas de termo perfil. (Las
parejas de cebadores se describen en la Tabla 1).

Como resultado del alineamiento se decidio utili-
zar los cebadores J3/J1C para deteccion de H5 y M2/
M+25 porque incluyen los cebadores del RRT-PCR y
RT-PCR convencional.

A partir del RNA total extraido de la cepa H5N2
(gentilmente donado por el Laboratorio de referencia
para influenza aviar de la OIE) se sintetiz6 la cadena
de ADN complementaria al RNA con el uso de la enzi-
ma reverso transcriptasa del virus de la leucemia
Moloney-Murina (M-MLV RT) (Promega, Madison, WI,
USA) en un volumen final de reaccion de 20 pL. Del
ARN extraido 5 L se incubaron con 1 uL de cebadores
random (50 ng/uL) (Promega, Madison, WI, USA) y 4
pl de agua libre de nucleasas (Promega, Madison, WI,
USA) a 70°C por 10 min, posteriormente, la mezcla
se colocé en hielo durante 5 min para mantener el
acido nucleico desnaturalizado. Luego de la
incubacion se le afiadieron a la mezcla 3.5 pL de agua
libre de nucleasa (Promega, Madison, WI, USA), 4uL
de la solucion tamp6n de reaccion 5X [250 mM Tris-
HCI (pH 8.3 a 25°C), 375 mM KCI, 15 mM MgCl,, 50
mM DTT], 1pL de cada dNTP 10mM, 0.5uL de
inhibidor de ribonucleasas RNAsin 40U/uL (Promega,
Madison, WI, USA) y 0.8 pL de M-MLV RT 200U/uL
(Promega, Madison, WI, USA), la mezcla de reaccion
se incub6 a 25°C durante 15 min, seguida de 37°C
durante 1 hora y desnaturalizacion final a 94°C duran-
te 5 min.
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El ADNc obtenido se utiliz6 como molde para am-
plificar los fragmentos de genes, con los cebadores
J3/J1Cy M2/M+25 (Tabla 1). La talla estimada de los
segmentos amplificados fue de 840 pb para el gen de
la hemaglutinina (H5) y 826 pb para el gen de la ma-
triz (M). La reaccion se desarrollé empleando el juego
de reactivos comerciales de Promega (EE.UU), en un
volumen final de 50 mL, usando tamp6n PCR; MgCl,
(25 mM) dNTPs (10 mM) y Tag ADN Polimerasa (5 U/
pL). La amplificacion se llevé a cabo en un bloque tér-
mico automatizado MastercyclerO (Eppendorf, Alema-
nia) usando un programa de 94 °C/2.5 min, seguido de
35 ciclos de 94 °C/30 seg, 55 °C/30 seg, 72 °C/30 seg
y 72 °C/7 min. Los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, en
presencia de Bromuro de Etidio (0,8ug/mL), a 100 volts
durante 30 min, en tampodn TBE Tris-Borato (Tris 50mM,
acido borato 50 mM y EDTA 10 mM, pH 8.4).

Los fragmentos obtenidos de la talla esperada, se
purificaron usando el juego de reactivos comerciales
de extraccion de bandas EZNA (OMEGA BIO-TEK,
EE.UU). Las bandas obtenidas se semicuantificaron
en gel de agarosa, quedando cada una a concentra-
cion aproximada de 100 ng/uL. Estos fragmentos se
ligaron por separado con el vector comercial pPGEM-T
Easy (Promega, EE.UU). El vector y la banda se de-
jaron ligando por 16h a 16 °C y luego se precipitaron
con una solucion de acetato de sodio (3M, pH 5.2) en
relacion 1/10 vy con 2.5 volimenes de Etanol. Poste-
riormente el ADN precipitado en un volumen final de
5mL se transformd por electroporacion (cubetas de
0.2 mM, Bio-Rad, U.K.) y se le dio un shock eléctrico
en un equipo de electroporacion (Bio-Rad, U.K.) bajo
los siguientes parametros: 2.5 KV, 25 mF y 200 U. en
las células de E. coli Top-10 (Invitrogen, EE.UU). Fi-
nalmente se sembr6 en medio rico Luria Bertani soli-
do suplementado con ampicillina (LBA), isopropil-1-



tio-a-D-galactopiranésido (IPTG) y 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-a4-D-galactopiranésido (X-gal): 10 g/L triptona,
5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L de
Agar Bacteriol6gico, 50 mg/mL de ampicillina, 0.5 mM
de IPTG y 50 mg/mL de X-gal, seleccionando las co-
lonias blancas recombinantes.

Los plasmidos se digirieron con la enzima de res-
triccion EcoRI (Promega, EEUU), identificando clones
recombinantes que rendian las bandas a la talla es-
perada. La concentracion del ADN plasmidico de H5
fue de 5 mg/mL y de 7.7 mg/mL para el de Influenza
tipo A.

Con estos productos purificados se realizo la re-
accion de PCR para comprobar la calidad del mate-
rial, usando 1 mL de los plasmidos diluidos serialmente
hasta 107, buscando el limite de deteccién.

Los cebadores seleccionados permiten la obten-
cion de bandas de las tallas esperadas para cada frag-
mento, 840 pb para H5y 826 pb para Influenzatipo A
(Figuras 1y 2).

Estos resultados brindan la posibilidad de contar
con controles positivos de amplificacion (ADN
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FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de la
RT-PCR usando un control positivo (ADN plasmidico de
H5). Lineas: (1): Patrén de peso molecular de 100 pb, (2):
control negativo (agualibre de nucleasas), (3): control po-
sitivo H5, (4): 102 ADN plasmidico H5, (5): 10° ADN
plasmidico H5, (6): 10 ADN plasmidico H5./ Agarose gel
electrophoresis (2%) of RT-PCR using amplification con-
trol (plasmidic DNA of H5). Lanes (1): Molecular weight
marker 100bp, (2): negative control (nuclease freewater),
(3): positive control H5, (4): 102 plasmidic DNA H5, (5):
10 plasmidic DNA H5, (6): 10 plasmidic DNA H5.
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plasmidico) que pueden ser utilizados como controles
imprescindibles en los métodos de diagnostico rapido
como la RT-PCR y RRT-PCR, estos tienen la ventaja
de que en un solo fragmento clonado se incluyeron
todas las dianas que se emplearian en cada ensayo.

Los controles son un elemento esencial en la in-
terpretacion de los resultados, sin ellos no se puede
desarrollar un ensayo. En el caso de paises libres
donde no se cuenta con cepas para la deteccién de
virus, tal es el caso del subtipo H5 en nuestro pais,
estos controles de amplificaciéon permitirdn estanda-
rizar los ensayos y evaluar posibles falsos negativos
para la deteccién rapida de este subtipo en Cuba, lo
cual permitirhd tomar medidas de control mas efica-
ces para enfrentar esta grave amenaza para la salud
humanay la seguridad alimentaria en Cuba.

Constituye una gran ventaja contar con el ADN
clonado de un plasmido, ya que en los ensayos de
Real time PCR no solo garantiza el control de amplifi-
cacion para la deteccioén de falsos negativos, sino que
permite la deteccion por el nimero de copias con lo
cual se puede conocer la concentracién de una mues-
tra problema, pudieran emplearse en futuros estudios

1 2

3 45 6 7

1000 pb
&— 82%6pb
500 pb

400 pb
300 pb

FIGURA 2. Electroforesis en gel de agarosa (2%) de la
RT-PCR usando un control positivo (ADN plasmidico de
Influenzatipo A). Lineas: (1): Patrén de peso molecular de
100 pb, (2): control positivo H5, (3): control negativo (agua
libre de nucleasas), (4): 10° ADN plasmidico deInfluenza
tipo A, (6): 107 ADN plasmidico de Influenza tipo A./
Agarose gel electrophoresis (2%) of RT-PCR using
amplification control (plasmidic DNA of Influenza type A).
Lanes (1): Molecular weight marker 100bp, (2): positive
control H5, (3): negative control (nuclease free water), (4):
10% plasmidic DNA Influenza type A, (6): 107 plasmidic
DNA Influenza type A.
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para conocer la patogenia de una enfermedad por-
que la carga viral y la severidad de la misma estan
relacionadas, por lo que servirian para monitorear la
progresion de la enfermedad, ademas estos clones
de ADN de las dianas de amplificacion pudieran em-
plearse para conocer la eficacia de terapias antivirales
y en la evaluacion de vacunas para conocer la excre-
cion de virus (17).

Estos controles positivos, ademas, nos ofrecen la
ventaja de no tener que manipular muestras infeccio-
sas en las repetidas veces que se elaboren estos
ensayos.
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