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RESUMEN 

Alberto Urtusuastegui Ruiz,  Uso de la biología molecular para la 

estandarización de  la técnica de PCR en el diagnóstico de Herpesvirus Bovino 

Tipo I en el sur de Quiriego Sonora. Asesor: Javier Rolando Reyna Granados 

Una de las enfermedades virales que afecta a la productividad en explotaciones 

de ganado de carne y leche es causada por el virus Herpesvirus Bovino Tipo I 

mejor conocida como Rinotraqueitis Infecciosa Bovina que provoca problemas 

respiratorios en terneros y problemas reproductivos. La necesidad de obtener 

diagnósticos más certeros contra esta enfermedad, ha sido importante para los 

Médicos dedicados a la clínica de bovinos y para los productores. El uso de la 

biología molecular utilizando la Técnica de Reacción en cadena de la Polimerasa 

ha permitido estandarizar, con alta sensibilidad, algunas pruebas para detectar 

enfermedades del ganado. Se trabajaron 10 sueros que se eligieron al azar de 30 

muestras, para realizar la prueba de ELISA contra IBR, de los cuales se eligieron 5 

muestras con más altos títulos, para estandarizar la prueba de PCR. Una vez 

extraído el ADN, por el método de columnas de extracción Quiagen (2010) se 

realizó la amplificación de la porción variable del genoma del virus IBR (gen I) 

obteniendo un fragmento de 468 pares de bases. 

Con ello se  comprueba que la técnica de PCR. Es más sensible, rápido, 

específica, menos laboriosa y más económica que la hibridación de ácidos 

nucleicos y que los métodos tradicionales de detección de este agente infeccioso. 

Es muy importante  detectar el agente ya que la IBR conjuntamente con el 

complejo enfermedad de las mucosas/diarrea viral bovina y la Mamilitis deben ser 

descartadas en el esquema de diagnóstico de las enfermedades vesiculares de 

declaración obligatoria para la Organización Internacional de Epizootia (OIE) por 

presentar síntomas clínicos similares 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 

El desarrollo alcanzado por la ganadería en los últimos años ha estimulado la 

búsqueda de nuevos métodos de diagnóstico que garanticen mayor rapidez, 

especificidad y sensibilidad en la detección de las enfermedades que afectan al 

ganado. Entre ellas, las de origen viral constituyen un gran peligro, ya que al 

difundirse rápidamente ocasionan lamentables daños económicos (Delgado y col., 

2005). 

 

 

La producción del ganado bovino tanto de leche y carne para consumo humano, 

están siendo descuidadas por la poca importancia que se tiene con el manejo del 

bienestar animal, y muchos no quieren hacer inversiones en cuanto a la Medicina 

preventiva. En México existe ganado con enfermedades que interfieren en la 

producción y se hace énfasis en las enfermedades infecciosas del aparato 

respiratorio. 
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De las enfermedades virales que más incidencia tienen en los costos de 

producción de los bovinos se encuentran, la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR) 

y la vulvovaginitis pustular infecciosa (IPV), enfermedades contagiosas que 

afectan a los bovinos de cualquier edad (Murphy y col., 1999; Thiry y col., 2006b). 

 

El agente causal es el Herpesvirus bovino tipo-1 (HVB-1) que pertenece a la 

familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. 

 

El diagnóstico de laboratorio de estas enfermedades se realiza mediante el uso de 

muchos de los métodos clásicos de detección del agente infeccioso como el 

aislamiento viral e identificación posterior por neutralización viral o 

inmunohistoquímica.  

 

Sin embargo el aislamiento viral requiere facilidades de cultivos celulares, la 

presencia del virus replicándose y mucho tiempo para la obtención de los 

resultados (Moore y col., 2000; Delgado, 2005). Actualmente, el PCR es una 

herramienta básica en la detección del ácido nucleico que permite un diagnóstico 

de la enfermedad de forma muy rápida, con elevada especificidad y sensibilidad. 

 

1.2. Planteamiento del problema 

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) ha causado pérdidas importantes a la  

ganadería,  ya que afecta tanto en ganado de productores de leche y de carne, a 

causa de problemas respiratorios en terneros y problemas reproductivos y es unos 

de los causantes de abortos. Las pruebas  actualmente  utilizadas para el 

diagnóstico no son suficientemente sensibles  y especificas  por lo que se 

considera de primordial implementar  métodos más efectivos que permitan un 

mejor diagnóstico. 
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Deka et al. (2005) y  R.S. Kataria (1997) ambos  en sus investigaciones extrajeron 

ADN en semen y corrieron la técnica de PCR con éxito con una excelente 

sensibilidad y especificidad, utilizando los cebadores de dichos autores el presente 

trabajo pretende estandarizar la técnica PCR para poder comprobar la presencia 

del agente. Debido a la necesidad de acudir a métodos de diagnóstico más 

rápidos y precisos que posibiliten tomar medidas efectivas,  

 

1.3 Objetivos 

Identificar el virus  IBR mediante la estandarización de la técnica de PCR para 

ayudar a un mejor diagnóstico más certero, específico y sensible. 

 

1.4 Justificación 

En el Estado de Sonora la ganadería es una de las actividades pecuarias más  

importantes ya que el ganado bovino tiene gran capacidad para adaptarse a 

terrenos áridos y semiáridos comunes en esta región, lo cual implica una actividad 

de bajo costo comparada con otros animales.  

 

Con la finalidad de mejorar los hatos se han introducido animales de alta calidad 

genética al estado de Sonora trayendo como consecuencia la introducción de 

nuevos agentes patógenos que interfieren en la salud de los animales 

disminuyendo la productividad  de esta actividad pecuaria.  

 

 Debido  a la falta de pruebas diagnosticas más sensibles, se necesita 

implementar pruebas de biología molecular con alta sensibilidad, para ayudar a 

generar un diagnostico más preciso  a si poder apoyar a los productores que 

tengan resultados convincentes que permitan  a los médicos desarrollar más y 

mejores métodos de control.  



4 
 

Por esto el presente trabajo tiene la finalidad de estandarizar la técnica de Cadena 

de Reacción de la Polimerasa (PCR), con ello identificar el virus Herpesvirus 

Bovino Tipo 1 con ello los ganaderos  e investigadores podrán utilizar esta prueba 

para que puedan  conocer mejor el estatus epidemiológico de la región. 

 

1.5 Limitaciones del estudio 

La principal limitación del presente estudio es la distancia que hay entre cada 

rancho lo cual dificulta el traslado, otra limitante es el costo de los kit de ELISA y la 

disponibilidad de reactivos para correr las pruebas tanto de ELISA como de PCR. 

Se necesitan pruebas más eficaces para detectar los problemas que se 

encuentran en la explotación, además un estudio para la identificación del virus. 

 

 

1.6 Hipótesis 

El uso de la técnica de PCR, es una herramienta de diagnóstico sensible, rápida y 

segura para la determinación de virus IBR. 
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II. MARCO DE LA INVESTIGACIÓN 

2.1. Definición 

Se trata de una enfermedad de origen viral, producida por un herpes virus, 

infecciosa, muy contagiosa, de curso agudo, que afecta a los bovinos en primer 

lugar, a porcinos, caprinos y cérvidos. Aunque se considera una enfermedad de 

distribución mundial, la mayoría de los casos se han diagnosticado en América, 

África y Europa. Sin embargo, en varios países de este último continente se ha 

logrado erradicar (Martinez, 2007). 

 

 

2.2 Etiología 

La rinotraqueítis infecciosa bovina (RIB), conocida también como hocico rojo, es 

una infección de las vías respiratorias superiores y de la tráquea, causada por el 

Herpesvirus 1 bovino  (Gomez, 2008) 
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2.3 Clasificación 

Virus de DNA, clasificado como Herpes Tipo I (INTA 2002). Pertenece como 

Vericellovirus a la subfamilia Alphaherpesviridae, dentro de la familia 

Herpesviridae (Brunne, 2002). 

 

2.3.2 Características del virus 

Los herpesvirus son virus envueltos, tienen un diámetro de 150-200 nm, ADN 

doble cadena lineal y una cápsida con isometría icosahédrica de alrededor de 100 

nm de diámetro compuesta de 162 capsómeros (150 hexámeros y 12 

pentámeros). La cápside está rodeada por una capa de material globular, 

conocido como tegumento, y alrededor de él, una envoltura que contiene las 

espículas de glicoproteínas virales en su superficie (Murphy y col., 1999). 

 

 
 
2.3.3 Organización de genoma 

El ácido nucleico de HVB-1 tiene una densidad de flotación de 1.73 g/cm3 en 

Cloruro de Cesio, un peso molecular de 138 kpb y un contenido de bases 

Guanina-Citosina (GC) de 72% (Black y Slack, 1972). Alrededor del 10% 

transporta en el extremo terminal derecho una “cola” de ADN celular, lo que indica 

que el material genético del virus puede recombinarse frecuentemente con el de la 

célula (Pidone y col., 1999).  

 

 

2.3.4 Genoma del Virus 

El genoma del VHB-1 codifica varias proteínas, estructurales y no  estructurales, 

que son expresadas sobre la envoltura viral y sobre la membrana  de las células 

infectadas (Franco et al., 2002). 
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La secuenciación del genoma de BoHV-1 se realizó entre 1991 y 1997 dentro del 

proyecto “The BHV-1 Genome Project”, enmarcado en un programa de 

cooperación internacional entre diferentes laboratorios (Schwyzer, 1995). 

 

 

El genoma de HVB-1 codifica para alrededor de 70 proteínas de las cuales se ha 

demostrado  que 33 son estructurales y alrededor de 15 son no estructurales 

(Manual de la OIE, 2004a;  Fauquet y col., 2005).  

 

 

El genoma del BoHV-1, como el de todos los miembros del género Varicellovirus, 

presenta una ordenación del tipo D que se caracteriza por la repetición interna y 

en orientación invertida de la secuencia de uno de los extremos de la molécula de 

DNA (Roizmanet y col ., 2001).  

 

 

El genoma se distribuye en dos regiones  únicas de 102.9 kb y 9.7 kb que se 

denominan UL (‘unique long’) y US (‘unique short’), respectivamente (Mayfield et 

al., 1983). Las secuencias repetidas se denominan TRS (‘terminal repeat short’) e 

IRS (‘internal repeat short’), comprenden 11.3 kb y flanquean la región US.  

 

 

La ordenación del genoma tipo D no contempla en principio la presencia de 

secuencias repetidas en los extremos de la región UL. No obstante, la región UL 

del genoma de HHV-3, BoHV-1 y EHV-1 sí está flanqueada por pequeñas 

secuencias repetidas de 88, 24 y 32 pb, respectivamente, y en ocasiones sólo 

parcialmente homólogas como es el caso del SuHV-1 (Schynts et al., 2003). 
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Las secuencias TRS e IRS pueden recombinar entre sí durante la replicación del 

genoma. Esta recombinación conlleva un cambio de orientación de la región US 

con respecto a la región UL, y comporta la existencia de 2 isoformas posibles del 

genoma del BoHV-1: P (‘prototype’) e IS (‘inverted US’). Estudios recientes indican 

sin embargo que la región UL del BoHV-1 también puede invertir su orientación y 

que en realidad son 4 las isoformas presentes en la molécula de DNA 

concatamérica (Schynts et al., 2003).  

 

 

De estas 4 isoformas, casi exclusivamente se empaquetan las 2 que presentan la 

región UL en la orientación P (no invertida). Las dos isoformas mayoritarias del 

BoHV-1, P e IS, son funcionalmente equivalentes y se hallan en cantidades 

equimolares en toda extracción de DNA vírico. La presencia de estas isoformas es 

independiente del subtipo del BoHV-1. El genoma del BoHV-1 comprende 69 

genes únicos repartidos entre US y UL, y otros 2 ambos duplicados, en TRS e IRS 

(Schwyzer & Ackermann, 1995). 

 

 

Actualmente se conoce la secuencia genómica completa de 32 especies de 

herpesvirus. El análisis comparativo del genoma de las diferentes especies refleja 

que todos los herpesvirus conservan un grupo de 25-40 genes comunes  Estos 

genes se denominan genes ‘core’ y codifican para proteínas de regulación génica, 

enzimas de metabolismo de nucleótidos, componentes del complejo de replicación 

del DNA, proteínas de maduración del virión, proteínas de la cápside y algunas 

proteínas del tegumento y de la envoltura del virión. (Minson et al., 2000) 

  

 

Los genes ‘core’ se agrupan en 7 bloques de genes conservados (bloque I a VII), 

manteniendo un orden y una orientación transcripcional dentro de cada bloque. 

Por otro lado, estos bloques presentan un orden y una orientación diferente en 

cada una de las subfamilias que componen la familia Herpesviridae (Figura 1.1). 
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Figura 1.1 Organización de los bloques de genes conservados en miembros de diferentes 

subfamilias de herpesvirus.  

 

Distribución prototipo del    HHV-1     (Alphaherpesvirinae), HHV-5 

(Betaherpesvirinae) y HHV-4  (Gammaherpesvirinae).   

 

Representación de siete bloques de genes conservados que se identifican por sus 

números de ORF en la región UL del HHV-1.  

 

Se muestran ejemplos de genes en cada bloque. UDG = uracil-DNA glicosilasa; 

gL, gM, gH = glicoproteínas L, M, H; h/p = subunidad del complejo helicasa- 

primasa; MCP = proteína principal de la cápside; RR = ribonucleótido reductasa. 

(Minson et al., 2000) 
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2.3.5 Genotipo del VHB-1 

La genética molecular ha permitido la identificación de las variantes del  ADN del 

VHB-1 determinándose genotipos distintos que se correlacionan con  cada uno de 

los sistemas que afectan; así tenemos: un genotipo respiratorio,  un genotipo 

genital, y un genotipo encefalítico, designados como VHB-1.1,  VHB-1.2, y VHB-

1.3, respectivamente. El VHB-1.3 se ha denominado  recientemente VHB-5 

(Rebhun, 1999). 

 

 

 Las diferencias antigénicas entre las  cepas víricas pueden justificar los diferentes 

patrones de comportamiento  epidemiológico y patológico de estos herpesvirus 

(Radostis et al., 2002) 

 

 

2.3.6 Glicoproteínas de la envoltura 

En la envoltura del BoHV-1 se hallan 11 glicoproteínas víricas: gB, gC, gD, gE, gG, 

gH, gI, gK, gL, gM y gN (Schwyzer & Ackermann, 1996; Liang et al., 1993; Liang et 

al., 1996). Cada una de ellas se nombra según su homóloga en el virión del HHV-1 

(18th International Herpesvirus Workshop, Pittsburgh, 1993). 

 

 

Las proteínas no estructurales están involucradas en el metabolismo del ácido 

nucléico (timidina quinasa, sintetasa, dUTPasa, ribonucleótido reductasa), la 

síntesis de ADN (ADN  polimerasa, helicasa, primasa) y el procesamiento proteico 

(proteína quinasa, entre otras)  (Murphy y col., 1999). 

 

 

Entre las proteínas  estructurales al menos 11 son glicoproteínas: gB, gC, gD, gE, 

gG, gH, gI, gK,  gL, gM, y gN presentes en la envoltura viral formando 

proyecciones y juegan un  rol importante en las interacciones virus-célula, como 

adherencia, penetración,  difusión célula-célula y salida (Okazaki et al., 2005). 
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2.3.7 Glicoproteína I (gI) 

La gI del BoHV-1 es una proteína de 61.5 kDa, producto del gen US7 que codifica 

para una secuencia de 382 aa (Leung-Tack et al., 1994). La gI del BoHV-1 se 

procesan a partir de precursores N-glicosilados, y quizás también O-glicosilados, 

de 84 y 39.5 kDa, respectivamente (Whitbeck et al., 1996; Yoshitake et al., 1997).  

 

 

Estos precursores se unen entre sí no covalentemente por sus respectivos 

dominios extracelulares y forman el complejo gI. Su  maduración ocurre tras 

formarse el dímero y, a diferencia del resto de los alphaherpesvirus, parte de la gI 

sintetizada se proteoliza de modo que sólo su porción extracelular de 45 kDa 

permanece acomplejada a la gE (Whitbeck et al., 1996).  La gI es una 

glicoproteina no esencial, conservada entre los alphaherpesvirus e implicada en la 

transmisión célula-a-célula’ del virus (Yoshitake et al., 1997). 

 

2.4  Replicación viral 

La replicación de HVB-1 ocurre en células epiteliales del tracto tanto respiratorio 

como reproductivo y se inicia a las dos horas postinfección. El genoma de los 

herpesvirus solo codifica proteínas que son esenciales en la replicación viral, el 

resto de los materiales son adquiridos de la célula hospedera (Murphy y col., 

1999). 

 

El ADN sintetizado se ensambla en las cápsidas y el virus adquiere la envoltura a 

medida que gema por la membrana nuclear. El virión maduro se acumula en 

vacuolas en el citoplasma y es liberado por exocitosis o citolisis o puede pasar de 

una célula a otra a través de los puentes intercelulares (Mettenleiter, 2004). 
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2.4.1  Ciclo de Replicación Viral 

Diversos estudios han demostrado que las diferentes glicoproteínas virales (gB, 

gC, gD, gE, gH, gK y gL) son requeridas en el proceso de entrada del virus a la 

célula. Los HVB-1.1 y HVB-1.2 difieren en algunos epítopes de la gC; dichos 

cambios pueden alterar la adhesión viral y pueden ocasionar diferencias en la 

virulencia del subtipo viral (Rijsewijk et al., 1999).  

 

 

Aunque la totalidad de las moléculas involucradas en la entrada del HVB-1 a la 

célula no están completamente dilucidadas, está claramente establecido que el 

virus se une a las moléculas de heparán sulfato presentes en la membrana 

celular) a través de las glicoproteínas virales gB y gC (Murphy y col., 1999). 

 

 

Luego de esta unión inicial, las gB y gD se unen con alta afinidad a los receotores 

de la  membrana celular (Murphy y col., 1999).Estudios más recientes para 

identificar estos receptores de alta afinidad, han mostrado que la gD de HVB-1 

puede unirse débilmente con el HveC (receptor 1 de nectina) o con el receptor 

humano para el poliovirus (PVR) expresados en células de humano o de hámster 

(Mettenleiter, 2004). 

 

 

2.5 Patogenia 

El virus ataca primero las mucosas de la cabeza, luego la tráquea y pulmones, no 

siendo raro que después de una fase de viremia ocasione inflamación del sistema 

nervioso central y abortos en las vacas gestantes. La inflamación edematosa de 

las mucosas, que mas tarde pueden transformarse en necrosis, especialmente 

después del asiento bacteriano secundario, motiva una secreción al   principio  se 

da muy serosa o mucosa y luego mucopurulenta (flujo nasal, lagrimal, salivación 

abundante).  
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Los exudados fibrinosos provocan la aparición de revestimientos 

pseudomembranosos en las mucosas nasales, laringe y tráquea. En los pulmones 

se instaura una bronconeumonía catarral que puede ser supurativa si además 

participan, bacterias, que posiblemente obedecen a la actuación de un virus de 

acompañamiento (Schulz, 1993).  

 

 Después de la infección por vía respiratoria, el virus se replica en los linfonodulos 

linfáticos regionales; de ahí por vía sanguínea, se localiza en el tracto  respiratorio 

alto, produciendo la enfermedad respiratoria (INTA, 2002). La conjuntivitis en el 

proceso respiratorio se produce mediante aerosoles (Fener, 1992).  

 

Siendo la propagación desde las cavidades nasales hacia los tejidos oculares, 

probablemente, a través de los conductos lagrimales (Blood, 1992). La encefalitis 

parece ser el resultado de la difusión neural directa a partir de la cavidad nasal, 

faringe y tonsilas a través de las ramas maxilar y mandibular del nervio  trigémino 

y ganglio trigémino (Blood, 1992) 

 

La invasión sistémica por el virus va seguida de la localización de este en varios 

tejidos diferentes. El virus puede ser transportado por leucocitos periféricos hacia 

la placenta, y se transfiere al feto causando aborto (Blood, 1992).   

 

 El proceso genital puede ser el resultado del coito o de la inseminación artificial 

aunque en algunos brotes, especialmente en vacas lecheras, puede no estar 

relacionado con el coito (Fenerr, 1992). 
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2.5.1  Signos y lesiones  

 Los signos clínicos de la forma respiratoria de la RIB incluyen: fiebre elevada de 

40.5 a 42.2 °C; abatimiento, anorexia, respiración rápida (de 40 a 80 

respiraciones/ min), secreción nasal serosa abundante que se convierte en 

secreción mucopurulenta espesa en las primeras 72 horas de la infección; tos 

dolorosa; formación de una costra necrótica en el hocico; placas blancas visibles 

en la mucosa nasal, en la mucosa del tabique nasal y, a veces, en las ventanas 

externas de la nariz y en el hocico; a veces ulceración de la mucosas del hocico y 

de la oral; estertores traqueobronquiales debidos al exudado mucopurulento o a 

las membranas diftéricas existentes en la laringe y en la tráquea; también se 

informa de ruidos y estertores en las vías respiratorias superiores sobre ambos 

campos pulmonares especialmente en la zona de los bronquios principales.  

 

 

Aunque en ocasiones han sido observadas bronquitis y bronquiolitis, la mayoría de 

los casos no tienen patología pulmonar, a no ser que exista una bronconeumonía 

bacteriana secundaria.  

 

 

La bronconeumonía bacteriana generalmente aparece en un plazo de 7 a 10 días 

después de la infección aguda de RIB, en los casos en que las bacterias 

complican la in mortalidad asoladora en los animales estresados, transportados o 

comprados recientemente que manifiestan síntomas de la infección de RIB 

concomitante con la infección por el virus de la DVB, con la infección por el VSRB, 

o con la bronconeumonía por cepas extraordinariamente patógenas de Pasteurella 

haemolytica.  En brotes que aparecen en rebaños de animales adultos, parece 

que la enfermedad causa los signos más graves en las novillas de primer parto y 

puede afectar gravemente la producción futura de leche durante el resto de la 

primera lactación.  
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Los animales afectados manifiestan signos durante un período de 7 a 14 días y 

después de este tiempo curan, a no ser que exista una infección secundaria. 

Durante la infección aguda o en las 4 a 8 semanas siguientes puede haber 

abortos. Aunque puede existir mortalidad de fetos en cualquier fase de la 

gestación, la mayoría de los abortos aparece en el segundo o tercer trimestre de la 

preñez. La infección fetal directa o el estrés y la fiebre elevada pueden coadyuvar 

en los abortos. 

 

 

 La forma conjuntival a veces coexiste con la forma respiratoria y se caracteriza 

por inflamación intensa de la conjuntiva y secreción ocular serosa unilateral o 

bilateral que se vuelve mucopurulenta en un plazo de 2 a 4 días, además, en la 

conjuntiva palpebral se pueden ver a simple vista placas multifocales de color 

blanco formadas por linfocitos y células plasmáticas (Gomez 2008). 

 

2.6 Diagnóstico 

La confirmación de laboratorio es posible mediante la técnica de anticuerpos 

fluorescentes durante la fase aguda de la enfermedad (las lesiones más 

apropiadas son las de menos de 7 días). Los raspados de las lesiones de la 

mucosa y de las placas de color blanco deben ser positivos en la mayoría de los 

casos agudos. Además, durante este tiempo es posible el aislamiento del virus 

(Rebhun, 1995). 

 

El diagnóstico incluye: serología solicitada por seroneutralización en cultivos 

celulares o a la prueba de ELISA (INTA, 2002). Estas pruebas se procesan con las 

muestras de sueros pares (sueros obtenidos de la fase aguda de la enfermedad y 

sueros del animal convaleciente obtenidos de 14 a 21 días después). Un 

incremento al cuádruple del título se considera positivo (Mohanty, 1983; Rebhun, 

1999). 
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En ELISA el anticuerpo (o antígeno) se fija a una superficie, ya sea en contenedor 

de una placa de microtitulación o una partícula de plástico. El espécimen a prueba 

se aplica y el material adherido se detecta y caracteriza a través de un anticuerpo 

secundario marcado enzimáticamente. Estos ensayos son rápidos sencillos y 

fáciles de adaptar a analizadores automáticos, pero requieren de reactivos muy 

purificados (Parslow y col.2002). 

 

Existen distintas variedades de ELISA pero las más utilizadas y sensibles es el 

análisis tipo Sándwich o indirecto. Un anticuerpo marcado con encimas (mAb) 

dirigido contra un antígeno específico se fija a placas de microtitulación. Los 

contenedores se incuban  con diluciones seriadas del espécimen del paciente para 

permitir la adherencia del antígeno al anticuerpo de superficie, posteriormente se 

lavan los contenedores. 

 

 El antígeno adherido se detecta mediante un anticuerpo secundario marcado 

enzimáticamente. Después de otro lavado, los contenedores se incuban con un 

sustrato de encimas y se cuantifica la reacción enzimática (aparición del producto 

de la reacción) (Parslow y col.2002). 

 

2.6.1  Técnica de ELISA 

El acrónimo ELISA representa: E = Encima, L= Linked (enlace), I = Inmuno ,                  

S = Sorbente , A= Assay 

Valora anticuerpos específicos según el antígeno que se emplee, produciéndose 

una reacción antígeno- anticuerpo. Al final de la reacción se obtiene una solución 

de color que se mide con un espectrofotómetro, cuya intensidad está en la relación 

directa con la cantidad de anticuerpos (Ángel y Ángel, 2000). 
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En  ELISA el anticuerpo (o antígeno) se fija a una superficie, ya sea en contenedor 

de una placa de microtitulación o una partícula de plástico. El espécimen a prueba 

se aplica y el material adherido se detecta y caracteriza a través de un anticuerpo 

secundario marcado enzimáticamente. Estos ensayos son rápidos sencillos y 

fáciles de adaptar a analizadores automáticos, pero requieren de reactivos muy 

purificados (Parslow y col. 2002). 

 

Existen distintas variedades de ELISA pero las más utilizadas y sensibles es el 

análisis tipo Sándwich o indirecto. Un anticuerpo marcado con encimas (mAb) 

dirigido contra un antígeno específico se fija a placas de microtitulación.  

 

Los contenedores se incuban  con diluciones seriadas del espécimen del paciente 

para permitir la adherencia del antígeno al anticuerpo de superficie, 

posteriormente se lavan los contenedores. El antígeno adherido se detecta 

mediante un anticuerpo secundario marcado enzimáticamente. Después de otro 

lavado, los contenedores se incuban con un sustrato de encimas y se cuantifica la 

reacción enzimática  (Parslow y col. 2002). 

 

2.6.2 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La técnica de PCR fue formulada por Kerry Mullis en 1985. Es un método rápido, 

in vitro, capaz de amplificar de forma enzimática un segmento específico de ADN 

de hasta 6 kb en cientos de miles y millones de veces (Voet y Voet, 2004). 

 

En la última década se han descrito varios métodos para demostrar la presencia 

del ADN del BoHV-1 en  muestras clínicas, incluyendo la hibridación ADN–ADN y 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La  utilización de la PCR en el 

diagnóstico rutinario está creciendo (Torres, 1997; Manual de la OIE, 2004). 



18 
 

En comparación con el aislamiento de  virus, la cadena de reacción polimerasa 

(PCR) tiene la ventaja principal de que es más sensible y más rápida: puede 

realizarse en 1–2 días.  

 

También puede detectar ADN en ganglios sensoriales con infección latente.  La 

desventaja es que es  fácil de contaminar y por consiguiente, hay que tomar 

medidas para evitar falsos resultados positivos. El  riesgo de contaminación 

disminuye notablemente con las nuevas técnicas de la PCR, como la denominada 

PCR en tiempo real o cuantitativo (Torres, 1997; Manual de la OIE, 2004). 

 

El segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar necesariamente en 

estado puro (Satz y Kornblihtt, 1993). La sensibilidad analítica es alta, con un 

número mínimo de 100 a 1000 copias del ADN diana detectable (Rodríguez y 

Barrera, 2004). La especificidad analítica puede ser también alta, depende de la 

selección del blanco, del diseño de los cebadores y la optimización del ensayo 

(Rola y col., 2005). 

 

Entre otras ventajas de la técnica de PCR se encuentran que puede ser usada en 

una amplia variedad de muestras como tejidos, secreciones, fluidos corporales y 

materiales de cultivo de tejidos que contienen partículas viables y no viables. 

Además, es rápida, pues los resultados se obtienen en pocas horas, es 

reproducible, menos laboriosa y más económica que la técnica de hibridación de 

ácidos nucleídos (Leary y col., 1992). 

 

Este es el ensayo molecular de mayor variedad y aplicación en el diagnóstico 

veterinario (Moore y col., 2000). También puede ser usado en la genotipificación, 

en los análisis filogenéticos de patógenos veterinarios (Schmitt y Henderson, 

2005) y para detectar animales infectados latentemente (Yason y col., 1995; Deka 

y col., 2005). 
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Sin embargo, es propenso a la contaminación y por tanto deben tomarse 

precauciones para prevenir resultados falsos-positivos (Manual de la OIE, 2004a). 

En el procedimiento convencional de PCR (PCR simple), ocurren varios ciclos de 

amplificación, de 20 a 40.  En cada uno, las dos cadenas de ADN son separadas 

por desnaturalización a elevada temperatura, ésta es entonces disminuida para 

lograr la hibridación de los cebadores a sus secuencias complementarias. 

 

 

 Luego la ADN polimerasa, a la temperatura de extensión y dirigida por los 

cebadores, sintetiza la nueva cadena de ADN complementaria a la secuencia 

diana. Finalmente, se obtiene una cantidad de ADN que resulta suficiente para 

operaciones posteriores tales como la detección, el clonaje o la secuenciación 

(Voet y Voet, 2004). Este método de PCR ha sido modificado de diversas maneras 

según Manual de la OIE, 2004, y se han obtenido diferentes tipos de PCR con sus 

correspondientes protocolos y ventajas según la situación.  

 

 

 Entre los más usados se encuentran el PCR anidado (del Inglés, Nested PCR) 

que emplea dos parejas de cebadores en dos rondas sucesivas del ensayo de 

PCR, la segunda pareja amplifica una secuencia diana en el producto de 

amplificación de la primera ronda, el PCR Múltiple (del Inglés, Múltiplex PCR) que 

utiliza varios cebadores dirigidos a blancos diferentes y el PCR de la transcripción 

reversa (de sus siglas en Inglés, RT-PCR), que se emplea para amplificar, aislar o 

identificar una secuencia de ARN (Voet y Voet, 2004). 

 

 

Hasta la fecha la PCR se ha utilizado principalmente para detectar ADN del BoHV-

1 en muestras de semen  infectado artificial  o naturalmente. Los investigadores 

destacan que es importante optimizar  cuidadosamente las condiciones de la 

prueba PCR,  incluyendo la preparación de las muestras, la  concentración de Mg 

2+, los cebadores y la polimerasa Taq, y los programas de ciclos.  
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La región a amplificar debe estar presente en todas las cepas del BoHV-1 y la 

secuencia nucleotídica debe estar conservada. Se  han utilizado los genes TK, gB, 

gc ,gI, gD y gE como dianas para la amplificación mediante la PCR. (Manual de la 

OIE, 2004). 

 

Para  diferenciar entre un virus de campo y las cepas vacunales con el gen gE 

suprimido, se pueden utilizar las  PCR basadas en la detección de las secuencias 

de gE. Con la técnica de la PCR no es posible  discriminar entre la infección con 

cepas IBR virulentas y la infección con otras cepas vivas atenuadas. 

 

Se  han desarrollado pruebas PCR que distinguen entre el BoHV-1 y el BoHV-5. 

Experimentalmente, la PCR  resulta más sensible que el aislamiento del virus: en 

muestras de semen  obtenido a partir de toros infectados y diluido en yema de 

huevo, se detectó con la PCR un número de  muestras positivas cinco veces 

mayor que con el aislamiento del virus.  

 

Además, la PCR tiene un límite  de detección de tan solo tres moléculas. Sin 

embargo, no se puede excluir la posibilidad de falsos  resultados negativos.  Para 

identificar los posibles resultados negativos falsos, se recomienda introducir un  

ADN molde de control interno en el tubo de reacción de la muestra del semen, que 

se amplifique con los  mismos cebadores. Tal ADN molde de control se puede 

construir insertando, por ejemplo, un fragmento de  100 pares de bases en la 

región analizada (Voet y Voet, 2004). 

 

Este molde de control también hace posible semicuantificar la  cantidad de ADN 

detectada. Cuando se está utilizando un control interno, es necesaria una prueba  

extensa para garantizar que  la amplificación por PCR del control interno añadido 
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no compite con el  diagnóstico de la PCR y por lo tanto, disminuye la sensibilidad 

analítica  (Manual de la OIE, 2004). 

 

Los aspectos fundamentales de los pasos que conducen a la amplificación de 

ADN en un paso a paso e introducir términos y algunos aspectos prácticos se 

pueden resumir como: 

 

1. Desnaturalización: 

Cuando una molécula de doble cadena de ADN (dcADN) se calienta a 

95ºC, las hebras se separan (desnaturalizan). Esto permite el acceso a los 

iniciadores de cadena sencilla de ADN (csADN). 

2. Templado: 

La mezcla obtenida en la reacción se enfría (unos 50ºC) para permitir que los 

iniciadores seleccionen y se unan (hibridación) a sus posiciones complementarias 

en las moléculas de ADN de cadena simple. 

3. Elongacion:  

La solución de csADN o iniciadores se calientan a 72ºC. En presencia de la 

polimerasa termoestable, buffer de PCR, dNTP y moléculas de magnesio (Mg2+), 

se inicia el procedimiento de replicación. 

 

 

Con cada repetición de este ciclo, el objetivo es doble y muy pronto, después de 

30 ciclos, la reacciones producirán más de 1 millón de copias del fragmento de 

ADN objetivo (Viljoen y cols. 2005).  

 

 

Recientemente el PCR ha sido ampliamente utilizado para diferenciar entre las 

cepas vacúnales y cepas oncogénicas. Los métodos cuantitativos de PCR también 

se han desarrollado para la estimación precisa de la cantidad de copias del 

genoma en diversos tejidos (Pattison, et al. 2008). 
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Se ha desarrollado el siguiente método para la prueba de la PCR en tiempo real 

para detectar el BoHV-1 en  una extensión de semen bovino destinado al comercio 

internacional. Se ha validado el método tal como se  describió en los capítulos 

1.1.4 y 1.1.5, lo que implica una comparación internacional exhaustiva entre los  

diversos laboratorios especializados en aplicar pruebas para la RBI. 

 

En varios estudios se ha puesto de manifiesto  que las pruebas de la PCR son 

más sensibles que el  aislamiento del virus .Se ha utilizado la PCR en tiempo real 

para la detección de BoHV-1 y  BoHV-5 en ganado y ratones infectados de forma 

experimental y se han utilizado varias pruebas de  la PCR convencional para la 

detección del ADN del BoHV-1 en muestras de semen bovino infectado de  forma 

natural o artificial La detección convencional de los productos de la  PCR se basa 

en el análisis mediante electroforesis en gel . 

 

Se han seleccionado cebadores específicos  de secuencia para amplificar las 

diferentes partes del gen conservado de la glicoproteína del genoma del  BHV-1, 

que incluye el gen de la glicoproteína B (gB) el gen gC ,el gen gD , el gen  gE , y el 

gen de la timidina quinasa (tk). La PCR en tiempo real se diferencia de la PCR 

estándar en que los productos de la PCR amplificados se  detectan directamente 

durante el ciclo de la amplificación utilizando una sonda de hibridación, lo que 

mejora  la especificidad de la prueba.  

 

Las  pruebas de la PCR en tiempo real tienen varias ventajas sobre las  pruebas 

de la PCR convencional. Las pruebas de la PCR en tiempo real en las que solo se 

utiliza un par de  cebadores son capaces de proporcionar una sensibilidad casi 

igual o igual que las pruebas de la PCR  anidada, con un riesgo de contaminación 

mucho menor 
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 La amplificación y la detección de la diana se  realizan de forma simultánea. No 

hay que manipular el  producto de la PCR tras la amplificación, lo que  reduce de 

forma significativa el riesgo de contaminación, y permite realizar análisis 

cuantitativos con  sistemas de PCR en tiempo real  (Torres, 1997; Manual de la 

OIE, 2004). 

 

Cabe mencionar que la PCR es un sistema muy sensible (Davison, 2004), Kròl y 

colaboradores calculan la sensibilidad en 85.9% y la especificidad en 100% en el 

diagnóstico de la EM (Kròl, et al. 2009), por lo tanto, todo tipo de precauciones se 

deben tomar para evitar la contaminación cruzada.  

 

 

Las buenas prácticas de laboratorio son esenciales en todas las etapas del 

proceso, comenzando con la recolección de materiales, el aislamiento de ADN y, 

finalmente, la ejecución de la propia PCR.  

 

 

La limitación más importante es que se tiene que conocer la secuencia de por lo 

menos parte del fragmento que va a ser purificado (Brown, 2008), aunque ya está 

disponible las secuencia de nucleótidos de diferentes genes de los tres serotipos 

del VEM (Saif, 2008) se recomienda el uso de programas informáticos para el 

diseño del iniciador, por lo que los iniciadores apropiados se pueden identificar con 

respecto a la secuencia de ADN que se amplifica (Voet y Voet, 2004). 

 

 

2.6.2.1 ADN diana  

En principio puede efectuarse la amplificación por PCR si está presente al menos 

un  ejemplar intacto del gen diana. Si el número de ejemplares del gen diana es 

mayor,  también lo será la probabilidad de que tenga éxito la amplificación del 

ADN.  Cualquier alteración, como una muesca en el ADN diana, puede bloquear la  

amplificación por PCR (Voet y Voet, 2004). 
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El tamaño de la secuencia diana puede variar entre < 0,1 y  unas cuantas 

kilobases. La cantidad total de ADN utilizada normalmente para la  PCR está entre 

0,05 y 1,0 µg, lo que permite la detección de ejemplares solos de la  secuencia 

diana. Aunque las muestras no tienen que estar muy purificadas, sí es  necesario 

eliminar algunos contaminantes, como la heparina, el formol, los agentes  

quelantes de Mg2+ o los detergentes, para evitar que inhiban el proceso de  

amplificación (Voet y Voet, 2004). 

 

 

2.6.2.2  Diseño del Cebadores  

Generalmente se utilizan cebadores de 16 a 30 nucleótidos de longitud, lo que  

permite que la temperatura de anillamiento sea razonablemente elevada. Los  

cebadores no deben tener tramos de secuencias con una polibase (p. ej., poli-dG) 

ni motivos repetidos, ya que podrían hibridarse de forma inadecuada con el ADN  

molde. Deben evitarse las secuencias repetidas invertidas, a fin de prevenir la  

formación de estructuras secundarias del cebador, que impedirían su hibridación 

con  el ADN molde. 

 

 

También deben evitarse las secuencias complementarias de otros  cebadores 

utilizados en la PCR, para prevenir la hibridación entre cebadores o la  formación 

de dímeros de cebadores (esto es especialmente importante en relación  con el 

extremo 3’ del cebador). Siempre que sea posible, conviene que el extremo 3’  del 

cebador tenga gran proporción de bases G y C para aumentar la hibridación del  

extremo que se quiere extender. (Dieffenbach et al., 1995). 

 

Es posible que el parámetro más crítico para tener éxito con la PCR sea el diseño 

de  los cebadores. A igualdad de todos los demás factores, un cebador mal 

diseñado  puede hacer que fracase una PCR. La secuencia del cebador determina 

varios  aspectos, como la posición y la longitud del producto, su temperatura de 

fusión y  finalmente el rendimiento (Innis y Gelfand, 1994). Un cebador mal 
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diseñado puede  hacer que se consiga poco producto o incluso ninguno, debido a 

una amplificación  inespecífica o a la formación de dímeros de cebador, lo que 

puede llegar a competir  con la formación de producto hasta suprimirla. El objetivo 

de la presente nota de  aplicación es dar normas que deben seguirse en el diseño 

de cebadores para la  PCR. En otras publicaciones puede encontrarse un 

tratamiento más completo de  este tema (Dieffenbach et al., 1995). 

 

Al diseñar cebadores para PCR hay que tener en cuenta diversas variables. Entre  

ellas cabe destacar:  

• Longitud del cebador  

• La temperatura de fusión (Tf);  

• La especificidad 

• Las secuencias complementarias del cebador 

• El contenido de G/C y los tramos de polipirimidina (T, C) o polipurina (A, G) 

• La secuencia del extremo 3’.  

 

2.6.3 Electroforesis Convencional en gel de Agarosa 

La electroforesis en gel de agarosa es de las más utilizadas para analizar y 

caracterizar ácidos nucleicos de distintas procedencias. Los geles se comportan 

como un tamiz molecular y permiten separar moléculas cargadas en función de su 

tamaño y forma. Así, moléculas de ADN de diferente tamaño van a emigrar de 

forma distinta en una electroforesis en gel de agarosa. 
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Además, si en dicha electroforesis se aplican marcadores de peso molecular 

(fragmentos de ADN de tamaño conocido) se puede calcular el tamaño 

aproximado del ADN en estudio (Padilla et al., 2003). 

 

Se trata de una técnica sencilla y rápida que permite diferenciar fragmentos de 

ADN que no pueden separarse adecuadamente con otros procedimientos. Por otra 

parte, el ADN puede localizarse en el gel tiñendo con una concentración baja de 

bromuro de etidio, que es un agente intercalante fluorescente que se utiliza como 

colorante (Padilla et al., 2003). 

 

2.7  Prevención y Control  

Entre las principales consideraciones que se deben de tener para el  control del 

IBR que los animales infectados transportan al virus de por vida, ya  que el VHB-1 

permanece integrado por un período indefinido en células  preferenciales. Es 

necesario definir la decisión de controlar la enfermedad  clínica o eliminar la 

infección (Pidone et al., 1999). 

 

 

2.8 Medidas Sanitarias  

Se basa en las medidas sanitarias elementales por parte del ganadero,  como las 

de no introducir en la explotación animales seropositivos, no sacar y  volver a 

meter animales sin previa comprobación de que son seronegativos, no  prestar 

animales, no compartir pasturas, aplicar estado de cuarentena de 2 a 3  semanas 

a los animales recién ingresados, etc.  En cuanto a las medidas de  manejo es 

muy importante separar los animales en producción de los animales  de reposición 

con el fin de evitar el contagio (Sánchez J., 1999; OIE, 2004). 
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2.9 Vacunas y plan de vacunación 

Las vacunas vivas pueden aplicarse a partir de las 2 semanas de edad y las 

vacunas inactivadas a partir del tercer mes de vida. Si se vacuna con productos 

inactivados a bovinos menores de tres meses de vida, ya que la inmunidad puede 

verse afectada por existencia de anticuerpos maternos. La revacunación se realiza 

por lo común con intervalos de medio a un año (Brunner, 2002). 

 

Existen dos tipos de vacunas elaboradas con virus vivo modificado disponible. Una 

es de uso intramuscular, elaborada por lo general, con cultivos tisulares de riñón 

bovino y la otra es una vacuna intranasal elaborada con tejido tisular de conejo. 

También se dispone de vacunas intranasales de cultivos celulares de bovino que 

contiene un mutante sensible a la temperatura.  

 

2.9.1 Vacunas convencionales 

Se basan en la eficacia de la inmunización activa después de la  exposición 

natural, y se emplean vacunas a virus vivos modificados y vacunas  a virus 

inactivados.  

 

2.9.2  Vacunas a virus vivos modificados.  

Se usan tanto vía parenteral como nasal, induciendo una respuesta  inmunitaria 

rápida, local y de relativa larga duración. En casos de vacas  gestantes la vía 

parenteral no debe ser usada porque induce al aborto  (Radostis et al., 2002).  

 

 

2.9.3 Vacunas a virus inactivados.  

Estas no inducen abortos, inmunosupresión o latencia aunque no  previene la fase 

de latencia de las cepas de campo, y recién se alcanza niveles  adecuados de 

protección, de 7 a 10 días, a partir de la segunda dosis que se  administra a los 10 

a 14 días de la primera. (Radostis et al., 2002). 
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2.9.4  Vacunas marcadas  

Se basan en la mutación por selección de una o más proteínas víricas;  las más 

usada son por la mutación de la gE y de la sub unidad de la gD; lo que  permite al 

sistema inmune la síntesis de determinados anticuerpos vacúnales y  que a través 

de pruebas diagnósticas permite detectar animales vacunados de  animales 

infectados por virus de campo.  

 

 

Ambas tipos de vacunas han  demostrado la reducción de la severidad de signos 

clínicos y de la re excreción  del virus. Una de sus desventajas es el problema 

concerniente al  establecimiento de latencia por la vacuna, pero se vienen 

empleando en programas de erradicación de la  enfermedad (SCAHAW, 2000) 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1 Localización del sitio experimental 

En el presente trabajo el muestreo se realizó en el municipio de Quiriego, Sonora, 

México, ubicado en la zona sur del estado de Sonora kilómetro 21 en la transición 

entre la Sierra Madre Occidental y la Llanura Costera del Pacífico en las 

coordenadas geográficas  Latitud 27° 31' N, Longitud 109° 15' O Altitud 822,  y se 

corrieron las pruebas en el Laboratorio de Biología molecular localizado  en Cd. 

Obregón, en el Instituto Tecnológico de Sonora. 

 

 Las coordenadas son 27⁰29’ latitud norte y 109⁰59 longitud oeste. Con una altitud 

sobre el nivel del mar de 40 metros.La temperatura promedio en los meses de 

junio, julio y agosto (verano) va de los 24 ⁰C mínima y 44.5 ⁰C máxima. Gran parte 

de la precipitación pluvial en los meses de junio, julio y agosto es de 9.4 a 133.8 

mm en promedio (INEGI, 2011). 
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3.2 Clasificación del estudio  

Se clasifica como un estudio de tipo observacional, descriptivo (Dawson, 1993) y 

también mencionada por (Estéves, et al. 2008)  

 

3.3  Material  

3.3.1 Material biológico 

Se llevó  a cabo un muestreo en bovinos de diferentes razas, sexo y edad, 

extrayendo sangre de  de la vena caudal utilizando jeringas de 5ml. Una vez 

colectada la sangre de  dicha muestra se depositó  en  tubos de ensayo sin 

anticoagulante, retirando la aguja de la jeringa al momento de vaciarla, esto se 

hizo para evitar turbulencia y por consiguiente la hemólisis de la muestra. 

  

Posteriormente, las muestras fueron refrigeradas prosiguieron se  trasladaron al 

laboratorio de Biología Molecular del Departamento de Ciencias Agronómicas y 

Veterinaria del Instituto Tecnológico de Sonora, Se centrifugaron las muestras 

para la extracción del suero y se congelaron,  para la realización de la prueba de 

ELISA, prosiguiendo después con la extracción del suero. Y por ultimo correr la 

técnica de Cadena de Reacción Polimerasa (PCR). 

 

 

3.3.2  Prueba de ELISA 

Se realizó la prueba de inmunoserología utilizando una  ELISA de 

inmunomigración (ImmunoComb. BIOGAL  GALED LABS), la cual detectó títulos 

de anticuerpos para IBR. 
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3.4 Metodología 

En el rancho sacrificio de cabora se realizo un muestreo sanguíneo al azar a 30 

animales, fueron recolectadas por medio de jeringas de 5 ml de la arteria o vena 

coccígea del ganado, la muestra se colocaron en tubos para sangre sin 

anticoagulante. 

 

Una vez recolectadas fueron colocadas en una hielera con refrigerante, y fueron 

llevadas al laboratorio de Biología Molecular para su inmediata centrifugación. Ya 

una vez centrifugadas las muestras, el suero se colocó en viales para su 

conservación en refrigeración o congelación. 

 

Una vez extraído el suero se procedió a realizar la prueba serológica  

1.- Después de haber recolectado sangre y obtener el suero, usar una micropipeta 

o un tubo capilar para recolectar 5 microlitros de suero. 

 

2.- Apoyándote de unas pinzas, remover o perforar el protector de aluminio que 

cubre al pozo de la columna A de reacción de las tarjetas de Immunémbolo hasta 

el tope para depositar el suero completamente. 

 

3.- Colocar 5 microlitros de control positivo y 5 microlitros de control negativo en 

las últimas dos casillas (si son menos de 10 muestras, tomar dos columnas para 

los controles, después de la última muestra). 
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4.- Remover el resto de la envoltura protectora de ImmunoComb y colocar las 

muestras. Mover suavemente el peine hacia arriba y hacia abajo durante varias 

veces, después dejar incubar por 10 min. 

 

5.- Remover las envolturas del compartimiento B, mover suavemente el peine 

hacia arriba y hacia abajo durante varias veces, después dejar incubar por 2 min. 

Sacudir suavemente el exceso de líquido al cambiar de un compartimiento a otro. 

 

6.- Remover las envolturas del compartimiento C, mover suavemente el peine 

hacia arriba y hacia abajo durante varias veces, después dejar incubar por 10 min.  

 

7.- Remover las envolturas del compartimiento D, mover suavemente el peine 

hacia arriba y hacia abajo durante varias veces, después dejar incubar por 2 min.  

 

8.- Remover las envolturas del compartimiento E, mover suavemente el peine 

hacia arriba y hacia abajo durante varias veces, después dejar incubar por 2 min.  

 

9.- Remover las envolturas del compartimiento F, mover suavemente el peine 

hacia arriba y hacia abajo durante varias veces, después dejar incubar por 10 min. 

Regresar al compartimiento E y dejar incubar 2 min. 

 

10.- Sacudir el exceso de líquido y dejar secar, para su posterior lectura de la 

intensidad de color con ayuda de una escala. 
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11.- Después de la realización del análisis de laboratorio (ELISA), se realizará el 

análisis e interpretación de los resultados obtenidos. 

 

De los 30 de sueros que se muestrearon se eligieron al azar  10 para correr la 

prueba de Elisa, los que salieron serológicamente positivo fueron seleccionados 5 

de ellos (los de mayor rango de titulación) para trabajar con más confianza las 

pruebas de PCR, ellos fueron: 6393, 7385, W39, 6383, 7605, con los que se 

procedió a la extracción de ADN. 

 

3.4.2 Extracción de ADN en suero por medio del Kit QIAamp Minini Kit 
(QIAGEN) 

La extracción del ADN, se adiciono 20 µl de proteinasa K en un vial de 1.5 ml . 200 

µl de buffer AL ; agito en un vortex por 15 segundos , se incubo a 56°c durante 10 

minutos ; se prosiguió adicionando  200 µl de etanol  absoluto a la muestra y 

mezclar en vortex por 15 segundo , pasar la mezcla del paso anterior a la columna 

y se centrifugo a 8000 rpm durante 1 minuto , se pasó a la columna a un tubo 

colector nuevo y se adiciono 500 µl de buffer AW1 , centrifugó a 8000 rpm por 1 

minuto , pasando a la columna a un nuevo tubo colector y adicionándole 200 µl de 

buffer AE , se incubó durante 5 minutos a una temperatura ambiente y por último 

se centrifugo  a 8000 por 1 minuto ( Qiagen ,2010). 

 

 

 

3.4.3  PCR 

Los  cebadores que se utilizaron fueron basados por el autor Deka y 

colaboradores en 2005 secuencia de la región del gen de la glicoproteína gI del 

BHV-1 con ello  producir un producto de PCR de 468 de base. El primer iniciador 

fue 5'-CACGGACCTGGTGGACAAGAAG-3 secuenciado por  5'-

CTACCGTCACGTGAGTGGTACG-3’. 
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Se procedió a preparar las reacciones de PCR, utilizando para su preparación 5 

μL de ADN modelo, 15 μL de MasterMix, 2 μL de cada iniciador, y 3 μL H2O libre 

de ARNasa. Utilizando diferentes temperaturas al termociclador para las 

reacciones de amplificación de acuerdo con el siguiente protocolo: 

Desnaturalización  inicial de 95°C a 5 minutos (1 ciclo), desnaturalización 95°C por 

30 segundos, alineamiento a 55° c por 2 minutos  y extensión a 72° c por un 

minuto (a 35 ciclos), y una extensión final a 72°c por 5 minutos. 

 

3.4.4 Electroforesis convencional en gel de agarosa 

Se prepararon  geles de agarosa (AXIGEN BIOSCIENCES AGAROSE LE 100 

GR) al 1.6% utilizando y Buffer TAE 1X (Promega Corporation TAE) y 1µg de 

bromuro de etidio como revelador. Para la carga de los pozos del gel de 

electroforesis se utilizaron 5µL del producto de amplificación más 1µL de azul de 

bromofenol para las muestras y los controles (positivo y negativo), utilizando como 

referencia un marcador molecular de 100 pb (DNA ladder,Invitrogen). Los geles se 

colocaron en cámara de electroforesis horizontal a 200v durante 15 minutos, y los 

resultados se observaron en un transluminador con luz UV (Hoeter Macrovue uv- 

25). 

 

 

3.5  Variables a medir 

Las variables a medir son la presencia o ausencia de la porción genómica del 

virus IBR por la prueba de PCR. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION  

 

Para la realización del objetivo planteado en este trabajo se realizaron 30 

muestras de sangre donde se extrajeron suero de un hato sospechoso a IBR. De 

las muestras obtenidas, se tomaron 10 y se les realizó la prueba ELISA™. Se 

trabajo con 5 muestras serológicamente positivas  donde se les hizo extracciones 

de ADN utilizado el  kit comercial (QUIAGEN®).   

 
 

4.1 Extraccion de ADN 

El método utilizado para la  extracción de ADN utilizado fue un  kit comercial 

(QUIAGEN®). Una vez extraído el ADN por la metodología mencionada, se 

tomaron 5 μL de ADN para mezclarlo los demás diluciones. En este trabajo no se 

cuantificó la cantidad de ADN extraído por el kit, ni su pureza y calidad del mismo. 
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4.2  Diseño de los cebadores 

La secuencia especifica de los cebadores (primers), fueron tomas del GeneBank. 

Datos tomados de los resultados publicados por Deka et al. (2005). El amplicon 

esperado fue de alrededor de 468  pb del gen gI.  La importancia del tamaño del 

amplicón reside en la necesidad de obtener un número suficiente de moléculas a 

amplificar en el extracto de ADN.  

 

Estas secuencias especificas, han sido reportadas por diversos autores, 

coincidiendo con los resultados del presente trabajo y los de Deka et al. (2005), 

donde se trabajo con el mismo gen gI. Estos resultados también   concuerdan con 

Rocha et al. (1998), que reportaron que amplificaron el gen a partir de  de  tres 

fetos donde se maceraron los  órganos riñón, pulmón,  entre otros. Kataria (1997) 

extrajo el ADN en semen congelado, y utilizó la glicoproteína gE. 

 

 
4.3 Condiciones sistema de amplificación del PCR 

En este trabajo se estandarizó el protocolo para la amplificaron de muestras de 

sueros positivos en la técnica de ELISA. Dichas muestras se trabajaron con 

secuencias de ADN específicas mediante PCR.  

 

En el desarrollo de los sistemas de amplificación de ADN, es necesario una 

selección y diseño de los cebadores adecuados, así como la optimización de la 

composición de la mezcla de reacción y de los parámetros del termociclador 

(Ballin et al., 2009; Bai et al. 2009).  

 

Para la optimización de las condiciones de amplificación, se consideraron 

parámetros del termociclador como la temperatura y tiempo de las diferentes 

fases del mismo (desnaturalización, elongación e hibridación), así como la 

composición de la mezcla de la reacción (concentración de cloruro de magnesio, 

deoxinucleótidos, buffer de reacción, etc), que afectan a la eficiencia de 
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amplificación de secuencias de ADN por PCR, pero sin duda, la temperatura de 

hibridación es uno de los parámetros que mayor influencia tiene sobre la 

amplificación (Henegariu et al., 1997).  

 
 

4.4 Optimización de temperatura  

Para la optimización de la temperatura, se consideraron las tres etapas de la 

técnica PCR que son  desnaturalización, alineamiento y extensión. También se 

considero una temperatura de desnaturalización previa a estas etapas,  con la 

finalidad de evitar en lo posible, la formación de estructuras secundarias y de otros 

tipos (dímeros). 

 

 
 Después de la optimización de las temperaturas, el procedimiento de PCR 

convencional, utiliza varios ciclos de amplificación, de 20 a 40. En cada uno, las 

dos cadenas de ADN son separadas por desnaturalización a elevada temperatura, 

ésta es entonces disminuida para lograr la hibridación de los cebadores a sus 

secuencias complementarias.  

 
 

Luego la ADN polimerasa, a la temperatura de extensión y dirigida por los 

cebadores, sintetiza la nueva cadena de ADN complementaria a la secuencia 

diana. Finalmente, se obtiene una cantidad de ADN que resulta suficiente para 

operaciones posteriores tales como la detección, el clonaje o la secuenciación 

(Voet y Voet, 2004). 

 

De los autores que trabajaron con esta temperaturas fueron Piedahita et al., 

(2005). Que además implementaron una rápida, sensitiva y especifica prueba de 

PCR  Herpesvirus Bovino tipo 1, cuyos fragmentos fueron secuenciados, en la que 

utilizo tres glicoroteinas diferentes; gpB,gpD, y gpE. El amplicon resultante del gen 

gpB fue de 468 pb. Lo que coinciden con los resultados de este estudio. 
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Bandyopadhyay  et al. (2009),  realizaron amplificaciones de ADN por PCR con 

diferentes cebadores utilizando la glicoproteína gB y gE, utilizando las misma 

temperaturas finales propuestas en este trabajo de investigación. Las muestras 

fueron tomadas de animales sospechosos extraídas con hisopos. 

 

 

El hecho de que el genoma de los herpesvirus sea rico en Glicoproteina (32-

75%), se tuvo en cuenta para el diseño de cebadores que permitieron usar un 

rango de temperaturas de alineamiento elevadas. Al evaluar las temperaturas 57, 

60, 62 y 65°C  se obtuvieron con la temperatura de alineamiento de 68°C, se 

obtuvo una banda de reducida intensidad comparada con el resto.  

 

Esto se debe a que elevadas temperaturas disminuyen la sensibilidad de la 

reacción. Se seleccionó la temperatura desnaturalización inicial de 95°C a 5 

minutos (1 ciclo), desnaturalización 95°C por 30 segundos, alineamiento a 55° c 

por 2 minutos  y extensión a 72° c por un minuto (a 35 ciclos), y una extensión 

final a 72°c por 5 minutos. En la tabla 1.1 se muestra las condiciones finales 

óptimas de termociclado para la amplificación del gen GI.   

Tabla 1.1 Condiciones óptimas de amplificación del ADN 

 

PASO TEMPERATURA TIEMPO 
NUMERO DE 

CICLOS 

DESNATURALIZACION 
INICIAL 95°C 5 MINUTOS 1 CICLO 

DESNATURALIZACION 95°C 
30 

SEGUNDOS   

ALINEAMIENTO 55°C 2 MINUTOS   

EXTENSION 72°C 1 MINUTO 35 CICLOS 

EXTENSION FINAL 72°C 5 MINUTOS 1 CICLO 

CONSERVACION 4°C INDEFINIDO 1 CICLO 
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En la tabla 1.2 se muestra los volúmenes y concentraciones finales de la reacción 

de PCR que empleamos como base para la estandarización fueron las basadas 

por (Voet y Voet, 2004).  

 

Se busco la concentración ideal ya que se empezó con una dilución de 10 μL de 

Máster Mix, de cada cebador 1.5 μL, h2o 2 μL y de 4 μL ADN.  

 

Los problemas que se tenían que no detectaba el ácido nucleído viral en las 

bandas y había problemas de dímeros, con ello se decidieron aumentar 1 μL más 

al ADN extraído y quedo en 5 μL de dilución final, en cuanto el Máster Mix se 

quedo a 15 μL, los dímeros se pusieron 2 μL y para evitar problemas de dímeros 

se puso de h20 4 μL obteniendo con ello una concentración final de 27 μL. 

 
Tabla 1.2 Concentraciones  finales 

Concepto Cantidad 

MASTER MIX 15 μL 

PRIMER 2R 2 μL 

PRIMER 2F 2 μL 

H2O 4 μL 

ADN 5 μL 

Volumen Total 27 μL 

 

 

4.5. Análisis de las muestras amplificadas por PCR. 

Se logro amplificar  la porción del gen gI de Herpervirus Bovino tipo I utilizando la 

técnica de la reacción en cadena de la polimerasa, los fragmentos obtenidos en el 

producto fue de 468 pb. 

 

Los resultados obtenidos confirman la utilidad del ensayo de PCR para la 

identificación del virus y para descartar la presencia de este agente en el esquema 

de enfermedades de complejo respiratorio bovino y vesicular.  
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El amplicón que se obtuvo y se analizó en este trabajo con la prueba de 

electroforesis en el gel de agarosa se observo la migración de las muestras, 

obteniendo con ello un desplazamiento molecular, el cual se apreció  en el 

transluminador de luz ultravioleta continuación en la Figura 1.2. 
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Figura 1.2, Gel de agarosa reacción final para PCR en buffer TAE. 

Línea M son los marcadores de DNA ladder 100 pb, línea 1 y 2 muestra positiva a 

IBR por PCR, Las cuales marcan una banda aproximadamente de 468 pb los 

casuales representan los fragmentos del gen I, línea 3 control positivo, línea 4 

control negativo. 
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Se cumplió el objetivo al estandarizar la prueba de PCR para el diagnóstico de la 

enfermedad de IBR, Los resultados obtenidos por Deka et al. (2005), en la 

amplificación del gen I  en muestras extraídas de semen congelado utilizando los 

mismos iniciadores que la presente investigación coincide con lo amplificado en el 

cual al colocar los iniciadores estos tienen más oportunidades de reconocer una 

secuencia de 468 pb. 
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

La técnica de PCR es más sensible, rápida, específica, menos laboriosa y más 

económica que la hibridación de ácidos nucleídos y que los métodos tradicionales 

de detección de este agente infeccioso.  

 
 
La amplificación de la porción variable del gen gI  del virus de rinotraqueitis 

infecciosa bovina  fue un éxito y puede ser extraída satisfactoriamente en suero. 

 
 
Hasta este momento, según la amplia revisión bibliográfica, no se ha reportado 

trabajos de la identificación del gen gI (IBR) extraída de muestras de suero 

sanguíneo. 
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 Como recomendaciones, se debe de estar revisando en el hato que  esté libre de 

este agente ya antes mencionado causa baja en lo que es la producción, 

problemas reproductivas  y mortalidad en animales jóvenes , con ello una prueba 

muy eficiente es la técnica de PCR se puede aplicar para la detección IBR  

haciendo una muy buena extracción de ADN y cuidando de no contaminar , no 

utilizar mucho de cebador ya que hay más probabilidades que se tenga problemas 

de dímeros , también como otra recomendación  apegarse a las temperatura que 

marcan los primer o cebadores.  

 

 

Después de ver realizado la técnica de PCR detectando el gen gI, se recomienda 

el uso RFLP  para poder detectar diferentes variables del virus  que está en el 

hato. Esto se recomienda en animales que son nuevos en las explotaciones es por 

ellos , que se recomienda  hacer una cuarentena donde se pueda monitorear los 

animales y ver que están libres de patógenos . Es importante el uso de la 

vacunación para prevenir y en caso de un animal enfermo empezar con el 

tratamiento 
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