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RESUMEN

Oitiz Nicoli Mireya. Identificación y caracterización de varias cepas del virus de

Newcastle a través de métodos de infectividad y análisis de sitios de restricción del gen

/ . Comité Iutoral: Ph D Guillermo Téllez Isaías, Ph D Billy Hargis, MDV Tamas

Fehérvári, MC Víctor M Petrone García y Dr Víctor Tenorio Gutiérrez,,

La enfermedad de Newcastle es una enfermedad altamente contagiosa tanto para aves jóvenes como

adultas ocasionando mortalidad elevada En México, el último brote que se presentó en el año 2001

causó grandes pérdidas económicas, afectando a 13 500 160 aves El objetivo de la presente

investigación fue caracterizar cepas del virus de Newcastie, derivadas de diferentes íocalizaciones

geográficas de la República Mexicana en distintos períodos de tiempo, mediante la utilización de

los siguientes métodos: hemoaglutinación en placa, cálculo de la dosis letal 50% en embriones de

pollo, unidades formadoras de placa y análisis de restricción del gen /, esta última realizada por

primera vez en México Se utilizaron 19 cepas del virus de Newcastle obtenidas del Laboratorio de

Diagnóstico Aviai del Departamento de Producción Animal: Aves, de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM y 7 cepas de referencia del virus de Newcastle: 3 vetogénicas

viscerotrópicas (Chimalhuacán, Querétaro y Torreón), 2 mesogénicas (Ishii y Miyadera) y 2

lentogénicas (La Sota y Queensland V4) Se observó que los títulos obtenidos con el método de

hemoagíutinación en placa variaron Esta variación se puede deber al manejo continuo de

congelación y descongelación de las muestras El título de la dosis letal 50 % en el embrión de

pollo se relaciona con la virulencia de la cepa, mostrando relación con el aumento de tamaño de las

unidades formadoras de placa Mediante la utilización de la técnica reacción en cadena de la

polimerasa transcriptasa reversa se amplificó un fragmento de 1349 pb de la proteína F de cada una

de las cepas Los fragmentos obtenidos fueron digeridos con 3 enzimas de restricción {BstO I

Hinj 1 y Rsa 1) y separados por tamaño en geles de agarosa al 3 % Los patrones de restricción de

las 19 cepas correspondieron a: 7/19 (36 84 %) Torreón; 1/19 (5 26 %) Chimalhuacán; 6/19

(31 57%) La Sota Sin embargo, 5/19 (26 31 %) tuvieron patrones distintos al de las cepas de

referencia analizadas Un análisis de secuenciación entre las diferentes cepas es necesario para

determinar si estas cepas se encuentran relacionadas entre si o bien para determinar si son cepas

nuevas Las técnicas de reacción en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa y polimorfismo

de la longitud de los fragmentos de restricción permitieron en esta investigación dar un

diagnóstico rápido y específico para la enfermedad de Newcastle



ABSTRACT

Ortiz Nicoli Mireya. Identification and Characterization of Newcastle vims by

Infective and Restriction site analysis of the/gene methods Evaluation Committee:

Ph D Guillermo Iéílez Isaías, Ph D Billy Hargis, MDV Tamas Feíiéivári, MC Víctor

M Petrone García and Di1., Víctor Ienorio Gutiérrez,,

Newcastle disease is a highly contagious virus infection for young and adult chickens

causing high mortality Ihe last outbreak in México caused several economic losses kilüng

13 500 160 broiiers The objective of the present study was to characterize Newcastle

disease viruses derived from diffeient geographical locations of México in different time

periods by using the following methods: hemoagglutination, lethal dose 50% in chicken

embryos, analysis of' plaque formation and restiiction site analysis of' the /'gene, the last for

first time done in México 19 field isolates of Newcastle disease virus obtained from the

Department of Animal Production: Poultry of the Faculty of Veterinary Medicine at the

National Autonomous Universíty of México were used and compared with 3 velogenic

viscerotropic (Chimalhuacan, Queretaro, and Torreón), 2 mesogenic (Ishii and Miyadera)

and 2 lentogenic (La Sota and Queensland V4) Newcastle disease viruses Results obtained

by hemagglutination method show that the titters are affected by the continuos freezíng and

unfreezing management of the samples Leíhal dose in chicken embiyo is related wíth the

vimlence of the strain showing relation with the sizes of plaques formed in tissue culture

Using reverse tianscriptase-polymerase chain reaction technique a fiagment of 1349 bp

long of a región from /-gene of each stiain was amplified Ihe fragments were then

digested by 3 restiiction enzymes {BsíO I, Hinf I and Rsa I) Digested fiagments were

separated by size in 3 % agaiose gels Patterns of the 19 isolates corresponded to: Iorreon

7/19 (36 84 %); Chimalhuacan 1/19 (5 26 %); and La Sota 6/19 (3157%) However, 5/19

(26 31%) had difFerent patterns from the reference strains Sequence analysis of these 5

isolates is necessary to determinate if they are related to other either know oí unknown

Newcastle disease virus strains Reverse transcriptase-polymerase chain reaction and

restriction site analysis techniques allow a faster and more specific diagnostic for

Newcastle disease



IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE VARIAS CEPAS DEL VIRUS DE

NEWCASILE A TRAVÉS DE ME IODOS DE INFECUVIDAD Y

ANÁLISIS DE SITIOS DE RESTRICCIÓN DEL GEN/.

tt. INTRODUCCIÓN

La enfermedad de Newcastle (ENC) es una enfermedad altamente contagiosa tanto

en aves jóvenes como adultas ocasionando mortalidad elevada, la cual puede alcanzar hasta

el 100%, disminución en la producción y en ia calidad del huevo, baja incubabilídad y por

lo tanto pérdidas económicas Considerada en la lista A de la Oficina Internacional de

Epizootias (OIE)l, entre una de las enfermedades enzooticas más peligrosas

La infección que ahora se denomina ENC se conoce desde 1926, año que se registro

el primer brote en la isla de Java (ahora paite de Indonesia), y poco después en la región de

Newcastle-upon-Iyne, Ingíatena Se consideran que se han presentado cuando menos 4

panzootias de la ENC en el mundo 2 La primera, inicio en 1926 y termino alrededor' de

1960, surgió del Sureste de Asia con una lenta y progresiva distribución mundial La

segunda, proveniente del Medio Oriente, comenzó a fines de la década de los 60's y

avanzando a más países en 1973, iniciándose en pichones enjaulados La tercera

proveniente de Medio Oriente, a fines de los 70's y distribuida en todo el mundo para 1981,

en presentación neurotrópica 23

Actualmente se está presentando la cuarta panzootia, pues desde 1991 se ha venido

incrementando la incidencia de una serie de brotes caracterizados por la presencia de un

virus velogénico muy virulento que causa principalmente la forma respiratoria y

ocasionalmente la viscerotrópica 2

En México la ENC fue notificada por primera vez en 1946 4 Los primeros

aislamientos del virus de Newcastle (VNC) fueron realizados poi la Dra Aurora Velázquez

a partir de pollos y gallinas importados de los Estados Unidos de América Durante la

década de los 50's a los 60's la avicultura a nivel nacional tuvo un rápido crecimiento, en



4

las que se emplearon toda clase de vacunas inactivadas y vivas en todas las combinaciones

posibles 5l6 Sin embargo, a pesar de todos los programas de control, incluyendo las

vacunaciones existentes la ENC siguió presentándose de forma periódica ocasionando

cuantiosas pérdidas económicas A fines de la década de los 50's con apoyo de la

fundación Rockefeller se fundó e! Laboratorio de las Enfermedades de las Aves en la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM ^ De los primeros programas

iniciados en el laboratorio fue la investigación de la ENC ya que esta enfermedad

representaba el mayor problema de la industria avícola A pesar del control de la ENC con

el uso de vacunas y métodos zoosanitarios, las cepas virulentas extremadamente patógenas

están aún presentes en la República Mexicana 7 El 29 de marzo del 2001 se hizo la

denuncia de un nuevo brote de la ENC velogénico en la región de la Comarca Lagunera A

partir del primer diagnóstico, dado a conocer hasta junio del año 2001, se notificó que

resultaron positivas 83 granjas comerciales con una población de 13 500 160 aves; las

pérdidas generadas por el brote se estiman en 250 millones de pesos (aproximadamente 25

millones de USD dolares) 7

El agente causal de la ENC es un virus clasificado como miembro de la superfamilia

Mononegavirales en la familia Paramyxoviridae Esta familia de viras se divide en dos

subfamilias: Paramyxovirinae y Pneumoviiinae En 1993, el Comité Internacional de la

Taxonomía Viial reordena el género Paramyxovirm (PMV) y colocó al VNC en el género

Rubnlavinis entre los Paramyxovhinae De acuerdo a la clasificación actual los PMV

aviares constan de 9 serotipos del PMV-1 al PMV-9 i o s virus del PMV-2 al PMV-9 se

pueden encontrar en muchas aves domésticas y silvestres, pero no se relacionan con la

ENC A excepción de los PMV-2 y PMV-3, estos virus no se han relacionado hasta ahora

con ninguna enfermedad No presentan reacción serológica cruzada con el PMV-1 a

excepción del PMV-3 que puede reaccionar con el VNC en las pruebas serológicas y por lo

general los serotipos son estables El virus consta de un amplio rango de hospedadores

con 27 a 30 órdenes de aves que se han reportado infectadas con el VNC Sin embargo, la

gravedad de la enfermedad varía mucho según el tipo de aves que se encuentre afectando

L a patogenicidad de las cepas se ha establecido en pruebas realizadas en pollos

clasificándolas en altamente virulentas (velogénicas), moderadas o intermedias



(mesogénicas), de baja patogenicidad (lentogénicas) y apatógenas La microscopía

electrónica de contraste negativo del VNC muestra partículas virales pleomórficas; sin

embargo, la mayoría son redondas y miden de 300 a 500 nm de diámetro La envoltura de

este virus consta de polaridad negativa con un genoma de RNA de cadena sencilla no

segmentado con aproximadamente 15 kilobases, cuyo genoma codifica 6 polipéptidos

mayores: hemoaglutinina-neuraminidasa (HN), proteína de fusión (F), matriz (M),

fosfoproteína (P), nucfeoproteína (NP) y poümerasa (L) 8 9 1 0

El VNC se inactiva completamente en 3 minutos por la acción del alcohol etílico al

70 ó 90%, fenol y cresol al .3%, tintura de yodo al 1% La fumigación con formaldehído al

1% con una humedad de! 80% produce una desinfección eficaz en casetas e incubadoras"

Para el aislamiento rutinario del VNC las muestras apropiadas se obtienen a partir de

hisopos cloacales y traquéales El virus puede estar presente en cualquier parte del

organismo durante el período clínico de la enfermedad, aislándose a través de tejidos como

pulmón, cerebro, bazo, hígado, riñon y médula ósea El VNC se identifica fácilmente

mediante el uso de la prueba de inhibición de la hemoaglutinación (HI) y mediante la

utilización de anticuerpos específicos Cuando el virus se pone en presencia deí anticuerpo,

este es capaz de neutralizar la propiedad de los virus de aglutinar los eritrocitos, por el

bloqueo del sitio de unión de la proteína HN del virus ai eritrocito l i i 2 1 3 La enzima

neuraminidasa forma parte de la proteína HN cuya presencia se confirma por la efusión

gradual de ios eritrocitos aglutinados a través de la remoción de los sectores virales de la

célula huésped evitando la readherencía de las partículas virales liberadas i 2 1 3

Los anticuerpos en el suero de aves pueden ser identificados mediante métodos

serológicos como HI, seroneutraíización viral (VSN) y la prueba de ELISA Otras técnicas

de laboratorio que pueden ser de utilidad para la identificación del VNC son la fijación del

complemento e inmunodífusión en gel, las cuales detectan antígeno soluble e inactivo 12 13

Estudios moleculares basados en !a patogenicidad del VNC han establecido que ia

virulencia de este virus depende de la habilidad de las proteasas que se encuentran en gran

parte de las células y tejidos del hospedador, para desdoblar- el precursor de la proteína F



(FO) en Fl y F2 Así mismo, basados en la comparación de secuencias de nucleótidos de

ios genes HN y F de once cepas de Newcastle (NC) tres distintas líneas evolutivas se han

identificado en la actualidad s, siendo principa! determinante para la patogenicidad la

proteína F, sitio de anclaje en la secuencia de aminoácidos y la habilidad de proteasas

específicas pata unirse a la proteína F de diferentes patotipos; encontrándose aminoácidos

dibásicos rodeando a la glutamina en la posición 114 de la proteína F en el sitio de anclaje

de cepas mesogénicas y velogénicas, mientras las cepas lentogénicas carecen de este

' - - Sí 9

aminoácido en este sitio

Las pruebas de reacción de anticuerpos monoclonales (Acm) y reacción en cadena

de la poümerasa transcripíasa reversa (RI-PCR) a partir de una fracción del gen de fusión

del VNC indica que al menos tres genotipos diferentes (II, ÍU y IV) fueron responsables de

la primera panzootia en el mundo Sin embargo, en la actualidad no se conoce con

seguridad a que genotipo pertenecen las cepas viscerotrópicas que se encuentran afectando

las diferentes regiones de la República Mexicana I ! n 13

Los métodos de control y erradicación varían de país a país, e incluso difieren de

continente a continente A su vez la efectividad de las medidas de control dependen del

tipo de la industiia avícola, de la estructura de los servicios veterinarios, de la

infraestructura nacional y de la identificación de las cepas que se encuentran afectando los

brotes

La identificación de las cepas es de gran importancia en los países donde se utilizan

diferentes vacunas con virus vivo, para establecer la identidad de la vacuna Conjuntando

esfuerzos en décadas pasadas se ha logrado introducir métodos de identificación y

diferenciación Estas técnicas se han basado en las propiedades virales tales como la

patogenicidad o la formación de placas, propiedades fisicoquímicas tales como la

termoestabilidad y el análisis de polipéptidos u oíigonucíeótidos estructurales, obteniéndose

los mejores resultados para la identificación y diferenciación de las cepas del VNC con el

análisis de Acm Este método establece 10 grupos antigénícos de los cuales 5 incluyen



cepas muy virulentas (velogénicas) Esta fue la primera clasificación de cepas de NC

donde las cepas comparten propiedades antigénicas y epizootiológicas 8 9

La diferenciación entre las cepas del VNC es de gran importancia, debido a que

existen cepas de alta, mediana y baja virulencia para los pollos Las cepas de baja y

mediana virulencia son consideradas enzooticas en la mayoría de ías aves silvestres de

todos los países y el casi univeisal uso de vacunas vivas significa, que la sola demostración

de la infección, sin la identificación de la cepa infectante, pocas veces es suficiente para el

seguimiento epidemiológico de los brotes L a detección y diferenciación de cepas del

VNC se basan, de manera convencional, en pruebas de laboratorio tales como el

aislamiento viral realizado en embriones de pollo o en fibroblastos de embriones de pollo

con la producción de unidades fbañadoras de placa (UFP), índice de patogenicidad

intracerebral, índice de patogenicidad intravenoso y dosis letal 50% (DL50%) Estas

pruebas por lo general son laboriosas, de larga duración, caras e inhumanas !5 y el tipo de

información es distinto al de la técnica de RT-PCR Es por ello que en la actualidad

muchos investigadores están utilizando métodos relativamente simples de RI-PCR y

análisis de enzimas de restricción del gen / para encontrar relaciones existentes entre los

aislamientos procedentes de diferentes partes del mundo 15 La comparación por medio

del análisis de enzimas de restricción provee una técnica relativamente rápida, simple y

confiable para la identificación de cepas de! VNC permitiendo agruparlas entre aquellas

que comparten relaciones epidemiológicas, así como entre aquellas que comparten

descendientes en común 9 Con base en el análisis de enzimas de restricción las cepas del

VNC se dividen en VIII genotipos en donde algunas de Ías cepas vacunales clásicas se

clasifican dentro del genotipo II, las cepas presentes en el continente Americano se

clasifican también dentro del genotipo II, las cepas típicas del continente Europeo se

clasifican dentro del genotipo VII y deníio de los genotipos restantes se encuentran

clasificadas las cepas que pertenecen a otros continentes 7 En México no se han realizado

estudios de RT-PCR con cepas mexicanas por lo que ftie de primordial importancia

Realizar este tipo de estudios es de interés general ya que la introducción de técnicas

moleculares permitirá realizar en 24 horas diagnósticos de la presencia y tipo de cepa del



VNC que esta presente en un brote y si esta se encuentra relacionada o no con oíros brotes

de ia enfermedad

UI OBJETIVO

El objetivo de! presente trabajo fue llevar ai cabo la caracterización de cepas del

VNC derivadas de diferentes localizaciones geográficas de la República Mexicana en los

distintos períodos de tiempo en que se ha presentado eí brote de la enfermedad y usar los

datos obtenidos para mostrar las relaciones epidemiológicas de brotes de NC mediante ia

utilización de los siguientes métodos: titulación del VNC, DL50% en embrión de pollo,

UFP y polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP)

IV MAIERIAL Y MÉTODOS:

1, V i ius

Se utilizaron 19 cepas del VNC obtenidas del Laboratorio de Diagnóstico Aviar del

Departamento de Producción Anima!: Aves, de la facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia, que se aislaron a partir de muestras remitidas para diagnóstico durante los años

de 1997 al 2001 procedentes de 5 estados de ia República Mexicana: Edo de México, D F ,

Moreíos, Chiapas y Guadalajara Así mismo se utilizaron 7 cepas como referencia

positivas aí VNC: 3 velogénicas viscer otro picas (Chimalhuacán, Querétaro, y Iorreón), 2

mesogénicas (Isfaii y Miyadera) y 2 lentogénicas (La Sota y Queensiand V4) Las 19 cepas

de! VNC fueron clasificadas por su virulencia durante su diagnóstico con base en la

mortalidad embrionaria en 9 cepas lentogénicas y 10 cepas velogénicas

2. Titulación del VNC

Para la titulación de las cepas del VNC, estas fueron descongeladas de una

temperatura de -85° C y cada una fue inoculada vía cavidad alantoidea a 5 embriones libres

de patógenos específicos de 9 días de desarrollo embrionario Los embriones se incubaron

a una temperatura de 3 7 °C y se observaron al ovoscopio durante 3 días, registrándose la
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mortalidad embrionaria diaria El líquido alantoideo de ios embriones muertos se examinó

para saber- si contenían hemoagíuíinina viral utilizando eritrocitos de pollo al 2% De cada

una de las cepas se cosechó el liquido alantoideo y se almacenaron a -85° C hasta el

momento de su titulación

La titulación del VNC se desarrollo utilizando el método de hemoaglutinación en

placa descrito por Villegas16

La titulación se realizó por triplicado a cada una de las cepas utilizadas en una placa

de 96 pozos con fondo en V de la siguiente manera:

- Se llenaron 3 líneas de la placa con 50 ^1 de solución amortiguada fosfatada (PBS)

en cada pozo

Al primer pozo de cada línea se le agregaron 50 jal de líquido aiantoideo infectado

con el VNC a titular A partir de la primeía dilución 1:2 se realizaron diluciones

seriadas al pasar 50 uJ de cada pozo con ayuda de una multipipeta

Una vez hechas las diluciones a cada uno de los pozos se le agregaron 50 ui de

eritrocitos de pollo al 0 5%

Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos

- La determinación del título del VNC se consideró como la dilución más alta donde

se presentó la hemoaglutinación. es decir la ausencia de formación de un botón de

eritrocitos

3,, Dosis Letal 50% en embrión de pollo

La titulación de la DL 50 % del VNC se desarrollo utilizando el método descrito por

Alian y colaboradores11

Se realizaron 10 diluciones con PBS decuples seriadas por cada cepa, y 100 u,l de

cada dilución fueron inoculados vía cavidad alantoidea a 5 embriones libres de patógenos

específicos de 9 días de desarrollo embrionario Los embriones se incubaron a una
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temperatura de 37 °C y se observaron al ovoscopio durante 7 días, registrándose !a

mortalidad embrionaria diaria El líquido alaJitoideo de los embriones muertos se examinó

para saber si contenían hemoaglutinina viral utilizando eritrocitos de polio al 2% El

cálculo de la DL50% se realizó mediante la fórmula descrita por Alian y colaboradores H:

DL50% - Xk+i/2d-(d£ri/n)

Donde:

DL50% = dosis letal 50%

X^ = el valor log de !a última linea de la titulación

d — el incremento (log); un incremento décuplo

dSri = la suma de todos los embriones que sobrevivieron

n = el número de huevos inoculados por dilución

4, Unidades forcnadoras de placa

a) Preparación de fibroblastos de embrión de pollo

El método de preparación de cultivo celular de fibroblastos de embrión de pollo

utilizado es el mismo descrito por Cunningham17 teniendo la siguiente modificación: 5 mi

de la suspensión celular se colocó en cajas Peíri estériles con diámetro de 3 5 cm Las cajas

Petri fueron incubadas a 37 °C con 5% de CO2 durante 24 horas para la formación de la

monocapa del cultivo celular

b) Inoculación y evaluación de placas

Se realizaron 7 diluciones decuples senadas a cada una de !as cepas utilizando como

diluyente solución de Hank's con antibiótico y 3% de suero fetal bovino (SFB) 100 \ú de

cada dilución fueron inoculados por caja Petri con el método de adsorción durante 60

minutos Durante el periodo de absorción las cajas fueron incubadas a 37 °C con 5% de

CO2 moviéndolas de lado a lado en un ángulo de 45° cada 5 minutos para evitar que la
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monocapa se secará Después de pasados 60 minutos se retiró el sobrenadante y se agregó

5 mi de agai noble mezclado con MEM 2x para evitar que las partículas virales se difundan

por toda la monocapa Los cultivos celulares se incubaron durante 5 días a 37 °C con 5%

de CO2 Por último, la observación de las UFP se realizó agregando rojo neutro hasta

cubrir completamente la monocapa de los cultivos celulares, el cual fue adsorbido por las

células vivas observándose ¡as UFP sin teñir Las placas se evaluaron mediante el uso de

un microscopio invertido y mediante la observación a trasluz

Soluciones utilizadas:

* Solución balanceada de Hank's (GibcoBRL, No Cat : 14175-079)

* Medio mínimo esencial (MEM, GibcoBRL, No Cat: 12800-01 7)

* TRIS 0 25M (GibcoBRL,, No Cat: 155504-012)

* HEPES 1M pH 8 25 (Sigma, No Cat: H-0763)

* L-Glutamina 3% (Sigma, No Cat: 21051-024)

* Antibióticos; estreptomicina 50 mg/1, penicilina 1000 U/1

* Rojo Neutro (Sigma, No Cat; 50040)

* Suero fetal bovino (SFB, GibcoBRL., No, Cat: 16110-082)

* Lacto albúmina (Sigma, No Cat: L6388)

* Agarosa 1 5% (GibcoBRL,, No Cat : 15510-027)

MEMlx

Agua bidestilada 1000 mi

MEM 9 438 gr

Lacto albúmina 4 gr

TRIS 10 mi

Medio paia cultivo celular de fibroblastos

MEM lx 500 mi

SFB 40 mi

L-glutamina 5 mi

HEPES 2 5 mi
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MEM 2x

Agua bidestilada

MEM

Lacto albúmina

IRIS

HEPES

SFB

Antibiótico

500 mi

9 428 gr

4gr

10 mi

2 5 mi

25 mi

5 mi

Medio para cubrir el cultivo celular

MEM 2x 50 mi

Agarosa 50 mi

Rojo Neutro

Rojo Neutro 1 gr

Alcohol absoluto 20 mi

Agua destilada 80 mi

Medio para la tinción del cultivo celular

Solución balanceada de Hank's 100 mi

Rojo Neutro 2-3 mi

5. Análisis de enzimas de restricción de la pioteína F

a) Extracción del RNA viral

Se utilizó la técnica de extracción del RNA viral con el método desciito por Balíagi-

Pordány y colaboradores9 que consiste en:

Inoculación de 100 u,l de cada cepa del VNC a 5 embriones libres de patógenos

específicos de 9 días de desarrollo embrionario Los embriones se incubaron a una
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temperatura de 37 °C y se observaron al ovoscopio durante 3 días registrándose la

mortalidad embrionaria El líquido alantoideo de ios embriones muertos se

examinó para saber si contenía hemoagiutinina viral utilizando eritrocitos al 2%

Los embriones que sobrevivieron al tercer día postinoculación fueron sacrificados y

examinados para saber si contenían hemoagiutinina viral De los embriones

positivos a la hemoaglutinación se colecto líquido alantoideo libre de sangre y saco

vitelino el cual fue almacenado a -85 °C hasta el momento de su utilización

A 500 u,í de cada líquido alantoideo se le agregó 100 u.1 de amortiguador Ix (Tris-

HC1 1M; 0 5 M EDIA pH 8; SDS 10%), 3 ul de la enzima proteinaza K y se

incubaron a 55 °C durante í hora

Después del periodo de incubación se agregó por muestra 500 iil de fenol

agitándose 30 segundos en vortex; las muestra fueron centrifugadas a 9000 g

durante 10 minutos a 4 °C

Precipitación

Se transfirió la fase acuosa de cada muestra a tubos nuevos A cada muestra se le

agregó 500 u,l de cloroformo agitándose 30 segundos en vortex; las muestras fueron

centrifugadas a 9000 g durante 10 minutos a 4 °C

Se transfirió la fase acuosa de aproximadamente 400 ul de cada muestra a tubos

eppendorf nuevos de 2 mi

Se agregó a cada muestra 50 u,l de acetato de sodio (3 M, pH 5 2) y 800 u.1 de etanol

absoluto

- Las muestras se dejaron precipitando a -20 °C durante 24 horas

- Las muestras fueron centrifugadas a 9000 g durante 20 minutos a 4 °C

Lavado

Se removió el sobrenadante, el precipitado fue lavado con 1000 ui de etanol al 70%

La muestra fue mezclada y centrifugada a 9000 g durante 10 minutos a 4 °C
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Redisolución

E! sobrenadante fue desechado dejando secar los botones de RNA a temperatura

ambiente Los botones de RNA fueron disueltos en 25 ui de agua tratada con dietil-

pirocarbonato (DEPC, Sigma, No Cat: D5 758) Las muestras se almacenaron a -85 °C

hasta el momento de su utilización

b) Iranscriptasa Reversa

1 Se preparó la siguiente mezcla para cada una de las cepas en un microtubo estéril de

200 ni puesto en hielo

4 ui de amortiguador lst strand 5X como amortiguador (GibcoBRL, No Cat:

Y00Í46)

2 ul de Oligo dít 0 1 M (GibcoBRL, No Cat : Y00147)

2 ul de dNTP's 2mM (10 mM dATP, dGTP, dCTP, dl'TP pH 7 0, Biotecnologías

Universitaiias)

0 5 ul de RNAsin 40 U/ul (Invitrogen, No Cat: 10777-019)

3 ul de RNA viral

6 5 ul de agua tratada con DEPC

2 Se agitó la muestra 4 segundos en vortex y se incubó a 80 °C durante 5 minutos

3 Se agregó 1 ul del iniciador 1 aa (5' a 3' IGA-IIG-WAI-YCG-IAR-GAI-ACA-

AGR-KIC-TG; GibcoBRL.) a una concentración de 250 ng/ul a cada muestra

4 Se agitó la muestra 4 segundos en vortex y se incubó a 65 °C durante 10 minutos

5 Se agregó I ul de ía enzima Super Sciipt II 200 U/ul ( GibcoBRL,, No Cat: 18064-

014) a cada muestra

6 Se agitó la muestra 4 segundos en vortex y se incubó a 45 °C durante 50 minutos

7 Para inactivar la enzima Super' Script II la reacción se calentó a 95 °C durante 5

minutos
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c) Reacción en cadena de la polimer asa

Se amplificó un fragmento de 1349 pb conespondiente a una fiacción del gen / del

VNC de cada una de las cepas en el termociclador Gen Amp PCR System 2400 Perkin

Elmer, utilizando los siguientes iniciadores basados en la secuencia publicada por Lomniczi

B8:

laa 5' a 3' IGA-IIG-WAI-YCG-IAR-GAI-ACA-AGR-KTC-IG correspondiente a los

nucleótidos de !a posición 334-362 (Sentido)

4aa 5' a 3 ' AIC-TGR-YCI-AGI-GTR-TIA-IIC-CCA-AGC-CA correspondiente a los

nucleótidos de la posición 1654-1682 (Reversa)

La amplificación se ¡levo a cabo con 2 5 u.1 de ambos iniciadores (10 tnM), 3 2 ul de

taq poiimerasa (5 U/uJ, Biotecnologías Universitarias), 5 ui de amortiguador para PCR (2

mM MgCl), 5 \x\ de dNTP's, 5 îl de cDNA obtenido mediante la técnica de RT y 31 3 ui

de agua tratada con DEPC

Se utilizó:

Un ciclo: 94 °C 3 minutos

30 ciclos: 94 °C 30 segundos, 55 5 °C 1 minuto y 72 °C dos minutos por ciclo

Un ciclo: 72 °C 5 minutos

Un volumen de 5 u,l del producto de PCR fue corrido mediante electroforesis en un

gel de agarosa al 1% duiante 45 minutos a 90 Volts para la observación y análisis de la

amplificación del fragmento de 1349 pb de cada una de las cepas, el gel se tiñó con

bromuro de etidio a una concentración de 0 5 (ig/ml durante 10 minutos y se observó en un

transiluminador UVP de luz ultravioleta de onda corta
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d) Análisis de restricción,.

Los fragmentos de 1349 pb de cada una de las cepas fueron digeridos con 3 enzimas

de restricción (BstO I Promega, No Cat: R6931 Hinfl Promega, No Cat: R620I y Rsa I

Promega, No Cat: R6371), de la siguiente manera:

3 U.1 del amortiguador correspondiente señalado por el proveedor (Promega)

10 jil de producto de PCR

0 5 ul de albúmina sérica bovina (BSA, Promega, No Cat: R396D, 10 U/ul)

1 îl de enzima de restricción

15 5(il deaguaDEPC

La digestión se llevó a cabo bajo las condiciones señaladas por e! proveedor

(Promega) de la siguiente manera:

- Las muestras con Rsa I y Hinf I se incubaron durante 24 horas en baño María a 3 7

°C para la digestión del fragmento

- La enzima BstO I se incubó durante 24 horas en baño María a 60 °C para la

digestión del fragmento

Los productos de digestión frieron concentrados mediante el concentrador 50301

Eppendorf en volúmenes de 10 \x\ El volumen total de ías digestiones fue corrido

mediante electroforesis durante 45 minutos a 90 Volts en geles de agarosa al 3% y fueron

teñidos con bromuro de etidio a una concentración de 0 5 u.g/ml durante 10 minutos para su

observación en un transiluminador UVP de luz ultravioleta de onda corta
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V RESULTADOS

1. Titulación de los VNC

En II de las cepas consideradas como lentogénicas se obtuvieron títulos que

fluctuaron de 1:64 a 1:4096 (Bl, La Sota, Queensland V4, S-l, S-Z 08.. 97-436, 98-

082, 98-085, 98-220 y 01-050) En 2 de las cepas consideradas como mesogénicas se

obtuvieron títulos de 1:16 y 1:256 (Ishü y Miyadera respectivamente) En 13 de las cepas

consideradas como velogénicas se obtuvieron títulos que fluctuaron de 1:128 a 1:2048

(Chimalhuacán, Querétaro, Torreón, 048, 98-034, 98-053, 98-058, 98-064, 00-006, 00-033,

00-058, 00-063 y 01-013) (Cuadro I)

2. Dosis Letal 50% en embrión de pollo

En 11 de las cepas consideradas como lentogénicas se obtuvieron títulos que

fluctuaron de 1057 a I079 (Bl, La Sota, Queensland V4, S-l, S-2, 08, 97-436, 98-082 98-

085, 98-220 y 01-050) En 2 de las cepas consideradas como mesogénicas se obtuvieron

títulos de 1069 y 10 n (Ishii y Miyadera respectivamente) En 13 de las cepas consideradas

como velogénicas se obtuvieron títulos que fluctuaron de 1073 a 1091 (Chimalhuacán,

Querétaro, Torreón, 048, 98-034, 98-053, 98-058, 98-064, 00-006, 00-033, 00-058, 00-063

y 01-013) (Cuadro 2)

3 . Unidades fbrmadoias de placa

En 11 de las cepas consideradas como lentogénicas (Bl, La Sota, Queensland V4,

S-l, S-2, 08, 97-436, 98-082 , 98-085, 98-220 y 01-050) no se observó la formación de

placas; sin embargo, se observó ¡a formación de sincitios (Figura 1) En 2 de las cepas

consideradas como mesogénicas (Ishii y Miyadera) se observó la formación de placas

chicas homogéneas de 3 mm aproximadamente (Figura 2) En 9 de las cepas consideradas

como velogénicas (Chimaíhuacán, Querétaro, Iorreón, 98-034, 98-058, 00-006, 00-033,

00-058, y 01-013) se observó la formación de placas grandes homogéneas de 3 y 5 mm
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aproximadamente (F igura 3); sin embargo, en otras 4 cepas también consideradas

velogénicas (048, 98-053, 98-064, y 00-063) se observó la formación de placas chicas

homogéneas de 3 mm aproximadamente (Figura 4)

4 Análisis de enzimas de restricción del gen /

Se obtuvo la amplificación de un fragmento de 1349 pb correspondiente a una

fracción del gen / del VNC de todas las cepas analizadas (Figura 5) Mediante ía

comparación de los RFLP's se observó que de las 19 cepas analizadas 7 (36 84 %)

mostraron los mismos patrones de la cepa Iorreón (Figura 6); 1 (5 26 %) mostró el mismo

patrón de la cepa Chimalhuacán (Figura 7); 6 (31 57 %) mostraron los mismos patrones de

la cepa La Sota (Figura 8), y ninguna de las 19 cepas (0 00 %) mostraron patrones similares

al de las cepas de referencia Ishii, Miyadera, Queensíand V4 y Querétaro Sin embargo,

5/19 (26 33 %) tuvieron RFLP's distintos al de las cepas de referencia analizadas, dentro de

las cuales 3 de elías mostraron los mismos RFLP'S (Figura 9 y 10; Cuadro 3)

VI DISCUSIÓN

EN el caso de ía virología el término de cepa se utiliza para denominar a un

aislamiento bien caracterizado o de algunas características importantes de un virus;

teniendo como uno de los objetivos la agrupación de virus similares En el caso particular

del VNC, esto permite la distinción entre virus de alta y baja patogenicidad para pollos n

Una de las primeras investigaciones que se realizó al VNC para poder distinguir

entre diferentes cepas fue mediante pruebas de virulencia Hanson y Brandly 13, agruparon

ías cepas de VNC en veiogénicas, mesogémcas y lentogénicas basados en la mortalidad

embrionaria, después de la inoculación de embriones de pollo vía cavidad alantoidea Otras

pruebas que se han utilizado para distinguir entre diferentes cepas del VNC, se enfocan a

los signos clínicos y mortalidad de Ías aves infectadas
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las cuales 3 de elías mostraron los mismos RFLP'S (Figura 9 y 10; Cuadro 3)

VI DISCUSIÓN

EN el caso de ía virología el término de cepa se utiliza para denominar a un

aislamiento bien caracterizado o de algunas características importantes de un virus;

teniendo como uno de los objetivos la agrupación de virus similares En el caso particular

del VNC, esto permite la distinción entre virus de alta y baja patogenicidad para pollos n

Una de las primeras investigaciones que se realizó al VNC para poder distinguir

entre diferentes cepas fue mediante pruebas de virulencia Hanson y Brandly 13, agruparon

ías cepas de VNC en veiogénicas, mesogémcas y lentogénicas basados en la mortalidad

embrionaria, después de la inoculación de embriones de pollo vía cavidad alantoidea Otras

pruebas que se han utilizado para distinguir entre diferentes cepas del VNC, se enfocan a

los signos clínicos y mortalidad de Ías aves infectadas
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Las formas de caracterizar a los VNC se encuentran relacionadas con las actividades

biológicas de los paramixovirus La capacidad del VNC para aglutinar eritrocitos se debe a

la unión de la proteína HN a los receptores sobre su superficie n Esta propiedad y la

inhibición específica de aglutinación por antisueros, son instrumentos muy útiles en el

diagnóstico de la ENC También la prueba de HI permite cuantifícar anticuerpos contra la

ENC Sin embargo, la presencia de los anticuerpos específicos en e! suero de un ave no

aporta información para conocer la infectividad de las cepas del VNC l2 La titulación de

los VNC a través de la utilización de la técnica de hemoaglutinación en placa se basa en la

capacidad del VNC de llevar a cabo una aglutinación de los eritrocitos la cual no es

considerada muy precisa, pero resulta muy fácii de obtener y proporciona indicaciones

sobre la cantidad de viriones presentes en una muestra de manera relativa 19 A menudo el

título obtenido a través de la hemoaglutinación y de la prueba de HI puede variar de manera

considerable debido al manejo de las muestras analizadas, destacando el período de

incubación entre el antígeno-anticueipo, dando como resultado títulos distintos entre

diferentes laboratorios 2 La titulación de 12 cepas del VNC evaluado por Beard y

colaboardores20 realizado en 10 laboratorios distintos de los Estados Unidos de América

muestra que el periodo de tiempo de congelación y descongelación, así como !a persona

que desarrolla la técnica influye en los resultados obtenidos en donde los títulos variaron

entre 1:256 a 1:1024 de una misma cepa analizada En el caso de las 26 cepas analizadas

durante esta investigación donde los títulos obtenidos de cada una de las cepas analizadas

estuvieron dentro de un rango de 1:16 hasta 1:4096, se puede explicar debido a la

congelación y descongelación constante de las cepas a partir de una temperatura de

almacenamiento de -85 °C entre otros factores, aunado a que la titulación con el método de

hemoagíutinación en placa se realizó en grupos de 5 cepas por semana, lo cual podría

ocasionar la pérdida de potencia de las cepas Los títulos de los virus varían cada semana

según la temperatura de almacenamiento y el manejo constante las cepas, permitiendo que

estas bajen su título a medida que pasa el tiempo ", de tal manera que los títulos varían

ampliamente, impidiendo realizar una caracterización exacta de las cepas

La técnica de UFP descrita por Scholer y colaboradores 22 se utiliza para

caracterizar los VNC de acuerdo al tamaño y morfología de las placas 1215 Las placas
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formadas pueden ser de dos tipos morfológicos: claros u obscuros, y el tamaño pioducido

se relaciona con la virulencia del VNC Sin embargo, las cepas consideradas como

lentogénicas no forman placas en los cultivos celulares a menos que a estos se Íes agregue

dietilaminoetil (DEAE) y magnesio como iones+ o tripsina, debido a la falta de

desdoblamiento de la proteína F durante la infección12'15 La habilidad de formar placas en

cultivos celulares como en el cultivo de fibroblastos de embrión de pollo se encuentra

relacionada con la pioteina F encargada de la fusión de las membranas celular y viral

permitiendo la entrada a la célula del RNA viral La fusión que se presenta entre las células

infectadas con el VNC se conoce con el nombre de sincitios la cual puede dar' lugar a la

formación de placas 2I Aunque las cepas lentogénicas del VNC no forman placas; sin

embargo, pueden provocar efectos citopáticos en los cultivos celulares como la formación

de sincitios sin causar muerte celular Las cepas mesogénicas analizadas por Reeve 2I y

Scholer forman placas de 3 mm de diámetro mientras que las cepas velogénicas forman

placas que varían de 3 a 5 mm de diámetro 22; donde la presencia de placas de diferentes

tamaños en un mismo cultivo celular fue un indicativo de que la muestra se encontraba

mezclada con cepas de diferente virulencia 2Í22 De las 26 cepas analizadas en esta

investigación se observó que las dos cepas mesogénicas (Ishii y Miyadera) formaron placas

de aproximadamente 3 mm de diámetro; mientras que en 13 de las cepas velogénicas

(Chimalhuacán, Querétaro, Torreón, 98-034, 00-033, 048, 98-053, 98-058, 98-064, 00-006,

00-058, 00-063 y 01-013) mostraron placas tanto de 3 mm como de 5 mm de diámetro de

manera homogénea; mostrando que cada una de las cepas trabajadas en esta investigación

fueron cepas puras y no se encontraban mezcladas Eí tamaño de las placas observado

corresponde con las investigaciones realizadas por Schloet y colaboradores22 donde se

demuestra que el tamaño de las placas se relaciona con la virulencia de las cepas; es decir

que mientras más virulentas son las cepas, estas forman placas de mayor tamaño y

viceversa Sin embargo, el tamaño de las placas aun entre cepas consideradas como

veíogénicas puede variar de acuerdo a la virulencia entre cada una de las cepas 2XU

Aunque la técnica de UFP es útil para caracterizar cepas del VNC esta técnica no permite

una identificación exacta únicamente en base a el tamaño de las placas 22
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Una forma de conocer la virulencia entre las diferentes cepas del VNC es ia

realización de pruebas cuantitativas Las pruebas cuantitativas se basan en la respuestas

positivas y el numero total de respuestas posibles En cada individuo se lee una respuesta

todo o nada, es decir, positiva o negativa sin existir calificaciones intermedias 1S La

virulencia se mide como ia dosis que determina una respuesta positiva Dentro de las

pruebas cuantitativas existe la DL 50% que permite conocer el título en el cual una cepa

mata el 50% de los individuos desafiados, con el fin de conocer la letalidad que existe entre

las distintas cepas 1823 Los resultados observados durante esta investigación mediante el

uso de la DL 50% muestran títulos que van de 105 7 a 109 ' , títulos que demuestran que

mientras más patógena es una cepa en el caso del VNC más alto se obtendrá el título ya que

mientras más virulenta es una cepa esta causa mayor mortalidad embrionaria ' l La rápida

replicación viral en el caso de las cepas velogénicas y mesogénicas se relaciona con la

pioteína F que es desdoblada por ias pioteasas de la célula huésped en F1 y F2, permitiendo

que las partículas virales de progenie sean infectantes a diferencia de las cepas lentogénicas

que no desdoblan la proteína F 12 Los resultados de esta investigación sugieren que existe

una relación entre la DL 50% y las UTP ya que mientras más alto es el título que se

presenta en la DL 50% mayor es el tamaño de las placas que se observan

El uso de ia técnica de aislamiento viral como prueba diagnóstica rutinaria tiene

severas limitaciones Los procedimientos generalmente son lentos y en ocasiones requieren

de múltiples pases para llegar a un diagnóstico Cuando se obtiene un resultado positivo a

través del aislamiento viral han pasado por lo menos 4 días, tiempo en el cual los animales

se han recuperado o bien han muerto En el caso de las aves la ENC presenta una

morbilidad e incluso una mortalidad muy elevadas, dependiendo de la virulencia de la cepa

que se encuentre afectando un brote y para cuando se obtiene el diagnóstico positivo a la

ENC las aves probablemente han muerto, pudiendo ocasionar la presencia de nuevos

brotes, debido al movimiento de aves portadoras con infecciones ínaparentes de un lugar a

otro o por el movimiento de equipo de una granja a otra 3 ll l5 2S El aislamiento viral es una

técnica efectiva; sin embargo, se requieren métodos más rápidos que permitan obtener un

diagnóstico de la ENC en el menor tiempo posible y que permita la diferenciación entre la

distintas cepas del VNC 25
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El avance de las técnicas moleculares en la última década, ha permitido la

introducción de estas en ei área diagnóstica, siendo relativamente fáciles de realizar y

permitiendo un diagnóstico específico La técnica de RT-PCR seguida del análisis de

enzimas de restricción es utilizada por varios investigadores para diferenciar entre las

distintas cepas del VNC 16 A partir del análisis con enzimas de restricción se observó que

de las 19 cepas analizadas 7 (36 84 %) mostraron los mismos patrones de la cepa Torreón;

i (5 26 %) mostraron los mismos patrones de la cepa Chimalhuacán; 6 (3157 %)

mostraron los mismos patrones de la cepa La Sota, y ninguna de las 19 cepas (0 00 %)

mostró patrones similares al de las cepas de referencia Ishii, Miyadera, Queensland V4 y

Querétaro Sin embargo, 5/19 (26 31 %) tuvieron RFLP's distintos al de las cepas de

referencia analizadas dentro de las cuales 3 de ellas mostraron los mismos RFLP'S Las

cepas de referencia Chimalhuacán y Querétaro son cepas que se encontraban presentes en

ia República Mexicana durante la década de los años 50's; y el que 5 de las cepas

analizadas no hayan coincidido con ninguna de las cepas de referencia utilizadas en esta

investigación indica que a través de los años se han encontrado cepas distintas del VNC,

como consecuencia del desarrollo y crecimiento de la industria avícola Sin embargo, para

poder determinar si estas 5 cepas se encuentran relacionadas con otras cepas del VNC o

bien para conocer la presencia de nuevas cepas en la República Mexicana es necesario la

realización de un análisis de secuenciación de aminoácidos a partir de la amplificación del

fragmento de i 349 pb obtenido de ellas

En la presente investigación se obtuvo un resultado positivo a la ENC en un tiempo

de 24 horas mediante la utilización de la técnica de RI-PCR a diferencia de otras técnicas

de laboratorio que requieren más de 24 horas para realizar un aislamiento positivo de la

ENC; así mismo, el análisis de enzimas de restricción utilizado en esta investigación

permite revelar- la identidad de la cepa que se encuentra afectando un brote en un período de

48 horas después de haber realizado la técnica de RT-PCR

Actualmente las cepas del VNC están divididas de I a VIII genotipos de acuerdo al

tamaño de los RFLP s, con base en el análisis de enzimas de restricción del gen / 9il° De

las cepas utilizadas y reconocidas internacionalmente como cepas de referencia Queensland
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V4 pertenece ai genotipo I, La Sota pertenecen al genotipo II; Ishii y Miyadera pertenecen

al genotipo III Mientras que las cepas Chimalhuacán, Querétaro y Torreón usadas como

cepas de referencia nacionales se agrupan dentro del genotipo II El genotipo II incluye

algunas cepas vacunales y la mayoría de los aislamientos realizados en el continente

Americano, independientemente de su virulencia se caracterizan por la presencia de corte

en la posición del nucleótido 1160 con la enzima Rsa I, o bien por la ausencia de corte en la

posición del nucleótido 752 con la enzima BsíO I 9 Para poder realizar la diferenciación

entre cepas virulentas y no virulentas, independientemente del genotipo al que pertenezcan

las cepas, se puede utilizar la técnica d RT-PCR utilizando iniciadores que sean

representativos de la proteína F de cepas virulentas y no virulentas respectivamente 25 Seis

de ías cepas analizadas (97-436, 98-082. 98-085, 98-220 048 y B l ) mostraron el mismo

patrón que la cepa de referencia La Sota agrupándolas por lo tanto dentro del genotipo II

Una de las cepas analizadas (01-0i3) mostró el mismo patrón que la cepa de referencia

Chimalhuacán y 7 de las cepas analizadas (98-034, 98-053, 98-058, 98-064, 00-006, 00-

058 y 00-063) mostraron el mismo patrón de la cepa de referencia Torreón, agrupándolas

también dentro del genotipo II al cumplir con las características arriba mencionadas De las

19 cepas con las que se trabajaron una se encontraba identificada como la cepa vacunal Bl

y mediante el uso del análisis de restricción se demostró que esta cepa en realidad era otra

cepa vacunal conocida como La Sota Este análisis permitió, sin lugar a duda, identificar

una cepa Sin embargo, 5 de Ías cepas no coincidieron con ninguna de las cepas de

referencia, lo cual indica que ía falta de una vacunación adecuada y la falta de bioseguridad

han permitido la aparición de distintas cepas del VNC Es necesario realizar un análisis de

secuencia para determinar' si estas se encuentran relacionadas con otras cepas del VNC o

para poder conocer la introducción de cepas distintas del VNC en México

Las pruebas de titulación del VNC, DL 50% y UFP son marcadores útiles y guias de

la importancia de un aislamiento y caracterización del VNC Sin embargo, no aportan

mayor información y no indican las relaciones epidemiológicas entre las cepas con la

misma virulencia Ciertas propiedades moleculares del VNC, son consideradas de gran

utilidad para la diferenciación entre cada una de las cepas mediante el uso de técnicas de

RT-PCR y análisis de restricción de la proteína F A través de la utilización de técnicas
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moleculares es posible conocer las diferentes cepas que se encuentran presentes en las

diferentes panzootias que se han presentado en el mundo De igual manera la evaluación

fílogenética de cada una de las cepas del VNC basada en la secuenciación completa del

gen /muestra la distancia evolutiva en el desarrollo de las cepas

V CONCLUSIONES

1 La prueba de HA mostró que los títulos obtenidos son sujetos de varios factores

inespecíficos y no aportan información de la virulencia de la cepa del VNC

analizada

2 Las pruebas de UFP y DL50% no aportan información exacta de la cepa que se

encuentra afectando un brote

3 La técnica de RFLP's permite una diferenciación entie cada una de las cepas del

VNC

4 La técnica de RFLP s permite clasificar a las cepas de! VNC en VII genotipos

distintos y dependiendo del tamaño del fragmento amplificado del gen /, permite

diferenciar a las cepas en lentogénicas, velogénicas y mesogénicas

5 El análisis de enzimas de restricción indicó que a través de ios años se han ido

encontrando distintas cepas en ei la República Mexicana como consecuencia del

desarrollo y crecimiento de la industria avícola

6 El análisis de secuenciación es necesario para poder determinai si de las 5 cepas que

no coincidieron con ninguna de las cepas de referencia utilizadas, se encuentran

relacionadas con otras cepas del VNC, o bien para conocer la presencia de nuevas

cepas en la República Mexicana

1, El avance en las técnicas moleculares permite realizar diagnósticos de manera más

rápida y exacta en 24 horas
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Cuadro 1

No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
Í2
13
14
15
16
17
18
19

Titulación

Cepas

97-436
98-034
98-053
98-058
98-064
98-082
98-085
98-220
00-006
00-033
00-058
00-063
01-013
01-050
08
048
Bl
S-l
S-2

del VNCA mediante el

HAB

Título

1:1024
1:1024
1:2048
1:2048
1:512
1 4096
1:4096
1:1024
1:2048
1:512
1.2048
1 128
1:512
1:1024
I 2048
1 1024
1 64
1 256
1:256

No.

20
21
22
23
24
25
26

Método utilizado hemoaglutinación en placa
A Virus de Newcastle
B Hemoaglutinación.

método de HAB en placa.

Cepas de Referencia

Chimalhuacán
Ishii
QueensSand V4
Querétaro
La Sota
Miyadeía
Torreón

HA»

Título

1:128
1:16
1:256
1:1024
1:1024
1:256
1-256
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Cuadro

No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

2 Titulación del VNCA mediante la técnica DL 50%E

Cepas

97-436
98-034
98-053
98-058
98-064
98-082
98-085
98-220
00-006
00-033
00-058
00-063
01-013
01-050
08
048
B!
S-l
S-2

DL 5 0 % B

Título

10 6 y

10a '
108 7

IO8'
10S5

IO79

IO79

10"
IO87

IO85

IO83

IO73

IO83

IO71

IO79

IO91

IO57

10 6 :

IO61

No.

20
21
22
23
24
25
26

Método utilizado: fórmula de Spearman Karber
A Virus de Newcasüe
B Dosis letal 50%.

Cepas de Referencia

Chimaihuacán
Ishií
La Sota
Miyadera
Queensiand V4
Queréíaro
Torreón

DL 5 0 % B

Título

i O77

IO7'
IO59

IO69

IO57

IO89

1 0 "
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Cuadro 3. Polimorfismo de ía longitud

Cepas de
Referencia

Chimaihuacán
Ishii

La Sota

Miyadera
Queensland V4

Querétaro

Torreón

Sin
correspondencia

No. de cepas
iguales

1/19
0/19
6/19

0/19
0/19
0/19

7/19

5/19

de los fragmentos de restricción..

Porcentaje de
correspondencia

5 26 %
0 00 %

31 5 7 %

0 00 %
0 00 %
0 00 %

36 84 %

26 31 %

Mélodo utilizado análisis de enzimas de restricción de un fragmento del

Cepas con
correspondencia

01-013
—

97-436. 98-082..
98-085, 98-220,
048 y B1

—

—
.. .

98-034 98-053
98-058 98-064,
00-006 00-058 y
00-063

S-l.S-2.00-033.
01-050 y 048

gen F
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Figura 1, A) Cultivo de fibroblastos de embrión de pollo sin inocular, B) Sincitios
(—>) en fíbioblastos de embrión de pollo inoculados con la cepa lentogénica
98-220,
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Figura 2, A) Cultivo de fibroblastos de embrión de pollo sin inocular, B) Formación
de placas de aproximadamente 3 mm de diámetro (->) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa mesogénica Ishii C) Formación de
placas de aproximadamente 3 mm de diámetro {->) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa mesogénica Miyadera
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\ .

B

Figuia3, A) Cultivo de fibroblastos de embrión de pollo sin inocular B) Formación
de placas de aproximadamente 5 mm de diámetro (->) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa velogénica Ioneón C) Formación
de placas de aproximadamente 5 mm de diámetro (->) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa veíogénica 98-034
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Figura 4, A) Cultivo de fibroblastos de embrión de pollo sin inocular,, B) Formación
de placas de aproximadamente 3 mm de diámetro (-^) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa veíogénica 98-053 C) Formación
de placas de aproximadamente 3 mm de diámetro (—>) en fibroblastos de
embrión de pollo inoculados con la cepa veíogénica 98-064,
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Figura 5. Amplificación de un fragmento de 1349 pb coi respondiente a una fracción
del gen F de 7 de las 26 cepas trabajadas,

8,454 pb

M 1 2 3 4

1,371 pb
1, 264 pb

702 pb

Fragmento de 1349 pb

M Marcador de peso molecular lambda DNA digerida con Bste II
1 cepa 08
2 cepa 98-058
3 cepa 01-050
4 cepa 01-013
5 cepa 048.
6 cepa 97-436
7 cepa 98-085
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Figura 6. Fragmentos de restricción del producto de PCR de la cepa velogénica
de referencia Torreón (A) y la cepa velogénica 00-006 (B)

í, 500 pb — ^ mm

400 pb — •

100 pb ^

A

M M b t-

1,500 pb

400 pb

100 pb

Enzimas de restricción utilizadas BstO I (a), Hinf I (b) y Rsa I (c).
M Marcadoi de peso molecular de 100 pb.
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Figura 7 Fragmentos de restricción del producto de PCR de la cepa
velogénica de referencia Chimalhuacán (C) y la cepa 01-013 (D),

622 pb

242 pb

Enzimas de restricción utilizadas BstO I (a), Hinj\ (b) y Rsa I (c)..
M Marcadoi de peso molecular pBR322 DNA digerido con Msp I
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Figura 8. Fragmentos de restricción del producto de PCR de la cepa lentogénica
de referencia La Sota (E) y la cepa 97-436 (F),

622 pb

242 pb

I, 500 pb

400 pb

100 pb

Enzimas de restricción utilizadas BsíO I (a), Hinf I (b) y Rsa I (c)
MI Marcador de peso molecular pBR322 DNA digerido con Msp I
M2 Marcador de peso molecular de 100 pb,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN!
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Figura 9, Fragmentos de restricción del producto de PCR de las cepas S-l (G), S-
2 (H) y 01-050 (I) que coincidieron entre si, pero no correspondieron con las
cepas de referencia analizadas.

1, 500 pfc—•

400 pb

100 pb

1, 500 pb

400 pb

100 pb

Enzimas de restricción utilizadas BstO I (a),
M Marcador de peso molecular de 100 pb

M .i li

1,500 pb

400 pb

100 pb

II

(b) y iísa I (c).
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Figura 10. Fragmentos de restricción del producto de PCR de las cepas 048
(J) y 00-033 (k) que no correspondieron con las cepas de referencia
analizadas,,

1,500 pb

400 pb

100 pb

||Í™ilÉ|

Enzimas de restricción utilizadas BstO I (a), Hinjl (b) y Rsa I (c).
M Marcador de peso moleculai de 100 pb.

TESIÍ
FALLA DE ORIGEN


