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RESUMEN

BECERRIL FLORES MIRIAM ALICIA. LA PRUEBA DE
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA COMO UNA ALTERNATIVA PARA LA
SEROTIPIFICACION DEL VIRUS DE LA INFECCION DE LA BOLSA DE
FABRICIO. (BAJO LA DIRECCION DEL M.V.Z. ANGEL RETANA REYES Y
M.V.Z. JOSE ANTONIC QUINTANA LOPEZ).

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar el
serotipo de cepas de virus vacunales y cepas de virus aislados
en brotes de caﬁpo de la infeccion de la bolsa de Fabricio,
mediante la prueba de inmunoelectrotransferencia, se utilizaron
aislamientos virales, obtenidos a partir de brotes de campo de
IBF. confirmandose mediante las pruebas de histopatologia,
virus suero neutralizacién, inmunofluorescencia y precipitacidn
en agar. Asi mismo se analizaron cepas vacunales como
controles. Los diferentes virus trabajados se purificaron y
corrieron por electroforesis e inmuncelectrotransferencia. En
cepas vacunales se detectd la presencia de dos bandas, las
mismas gue se observarén en 4 de 5 aislamientos de brotes de
campo positivos a IBF, en uno de los cinco se observardén tres

bandas a la prueba de .inmunoelectrotransferencia.



INTRODUCCION

La infeccién de 1la bolsa de Fabricio (IBF), también
conocida como enfermedad bursal, bursitis infecciosa o
enfermedad de Gumboro, es una enfermedad infeccioéa, aguda y de
rapida difusién causada por un birnavirus. La ‘IBF puede
encontrarse virtualmente en todas las areas del mundo donde se
practica la avicultura intensiva (9,10,17,18,27).

La IBF fue cbservada por primera vez en 1962 por Cosgrove
en granjas avicolas cercanas a la poblacion de Gumboro,
Delaware, E.U.A. y se refiere a esta enfermedad como " Nefrosis
aviar " (5,7,18).En México, Correa aislé un agente infecciosbo
con caracteristicas similares a las del virus de IBF en 1965, y
en 1969 reprodujo la enfermedad en aves susceptibles. En 1872
Lucio y col. confirmaroh la presencia de la enfermedad en
México al identificar anticuerpos contra el virus, encuesta que
demostroé qué el 90% de 1las parvadas poseian anticuerpos
neutralizantes contra el virus de la 1BF (17).

En cuanto a la presentacién de la IBF, su difusion es
‘sumamente rapida (11,17,27) y 1la morbilidad y mortalidad
depende de varios factores, medio ambiente que rodea a las
aves, predisposicién genética, siendo mas susceptibles las aves
de lineas ligeras que las aves de lineas pesadas (14), edad al
momento de la infeccidén y cepa de virus infectante (10).

Si las aves se infectan durante las dos primeras semanas
de vida, la IBF cursa con un cuadro subclinico causando una
severa inmunodepresién. Mientras mas temprana sea la infeccién,

la inmunodepresién sera mds severa (10,17,18). La IBF ocasiona



disminucién en la respuesta inmune de tipo humoral y celular
(27,28) ya que el virus de IBF tiene como organo blanco el
tejido linfoide, afectando principalmente la bolsa de Fabricio,
donde provoca lesiones con diversos grados de severidad (8) por
lo cual 1las aves serdn mas susceptibles a sufrir otras
enfermedades (virales, bacterianas, parasitarias, téxicas,
etc.), las reacciones postvacunales de Bronquitis Infecciosa,
Enfermedad de Newcastle y Laringotraqueitis se tornan mas
severas, el pollo retrasa su desarrollo y disminuye la
produccién de huevo (6,10,17). La enfermedad en su presentacidén
clinica ocurre en aves entre tres y quince semanas de edad (9).
Sin embargo, se han encontrado reportes de aves gque la han
padecido a las 17 semanas de edad (14). Entre algunos signos
clinicos 1las aves muestran depresion, temblores, pluma erizada
Y frecuentemente diarrea acuosa (9,10,19)

El agente causal es un birnavirus, el cual se caracteriza
por ser un virus desnudo de forma icosaédrica y con un diametro
que varia de 55 a 65 nm (10). En relacién a su composiciodn
quimica el virus de IBF posee doble cadena de acido
Ribonucleico y doble segmentacidén (3,11,12) contiene 7 u 8
proteinas en su cubierta externa, posee 92 capsdmeros y exhibe
formas filamentosas (3,7). En cuanto a sus caracteristicas
fisicas, el virus es bastante resistente al medio ambiente y a
los agentes fisicoquimicos. Resiste temperaturas de 56 ° C -
por mas de 90 minutos es igualmente resistente a la accidn del
éter, cloroformo Yy a los cambios de pH. E1 formol, 1los

derivados del cloro y del yodo destruyen al virus (4,19).



Se han descrito dos serotipos del virus de IBF de los
cuales, el serotipo uno afecta al polle y no asi el serotipo
dos. Del serotipo unc se reportan diversos subtipos que
difieren seroldgicamente de la cepa prototipe (serotipo uno)
(9,12,17), sin embargo es importante tomar en cuenta a nivel de
campo los informes de la presencia de "variantes" del virus y
las cuales no se han reportado en México, por tante el
monitoreo peridédico de la parvadas, el aislamiento viral y el
uso de una prueba para la deteccién de estas posibles
“variantes" del virus se vuelve necesario (9,14,22,24). Esto
representa un problema desde el punto de vista clinico y de
diagnostico de laboratoric al no contar actualmente en México
con una prueba gue nos permita diferenciar entre un virus
aislado de casos de campo y un virus vacunal.

Dentro de la metodologia para la serotipificacién de un
virus se cuenta con la prueba de seroneutralizacién y la prueba
de inmuncoelectrotransferencia (2). '

La prueba de inmunoelectrotransferencia se ha utilizado en
‘1a determinacién de antigenos que son capaces de estimular la
formacién de anticuerpos especificos contra cada epitope del
antigeno viral. Esta prueba se basa en el principio de la
separacién de proteinas mediante el método de electroforesis en
gel de acrilamida (22) posteriormente su transferencia a papel
de nitrocelulosa, el cual es embebido en anticuerpos
especificos contra los antigenos a estudiar
(1,2,8,13,16,20,21,24), esta prueba permite el diagnéstico,

caracterizacion gendmica y comparacién de aislamientos



individuales, por lo que constituye una técnica valiosa para

estudios moleculares y epidemiocldgicos de infecciones (26,28)



individuales, por lo gque constituye una técnica valiosa para

estudios moleculares y epidemiolégicos de infecciones (26,28)



HIPOTEBIS: _
Mediante la prueba de inmunoelectrotransferencia se’puede:’

realizar la serotipificacidén de cepas de virus vécdﬁalé

cepas de virus de campo de la IBF.

OBJETIVO:
Determinacion de 1los serotipos de cepas .de .virus
vacunales y cepas de virus aislados en brotes de campo de IBF

mediante la prueba de inmunocelectrotransferencia.



MATERIAL Y HETODOB

Se utiliz;rén cinco muestras de virus de IBF cuyo
serotipo era desconocido, procedentes de aislamientos de brotes
de campo, las cuales fueron sometidas a las siguientes pruebas:
histopatologia, virus suero neutralizacidén, inmunofluorescencia
y precipitacién en agar (10,15,29) resultando positivos 1los
cinco aislamientos. Se utilizaron a las cepas vacunales
Luckert, D-78, PBG-98 y 1284 de IBF como controles positivos y
como control negativo se utilizé Buffer de muestra.

Todas las muestras se purificaron y procesaron para la
extraccidén de la proteina y del ARN mediante el siguiente
meétodo:
a.Resuspender en tubos Eppendorf 1 ml de muestra en buffer de
muestra al 20 % agitadndose con Vortex.
b.Clarificar por centrifugacién a 15,000 rpm durante 210
minutos.
c.Del clarificado obtenido se tomé 1 ml agrgandole 1 ml de la
siguiente solucidén: clLi 1 M, SDS 2 % y EDTA pH. 7.8 20 mM,
agitandose con Vortex.
d.Incubar a 55°C durante 15 minutos.
e.Agregar 2 ml de una mezcla de partes iguales de fenol~
cloroformo, agitandose con Vortex.
f.Incubar a 55¢C durante 15 minutos.
g.Centrifugar a 15,000 rpm durante 15 minutos.
h.Transferir la fase acuosa superior a otro tubo evitando tocar
la interfase.

i.Para precipitar el ARN agregar 2 volumenes de etanol frio.



j.Conservar durante 2 horas a -70°C.

k.CenErifugar enseguida durante 15 minutos a 15,000 rpm, en
frio (49¢)

l.Retirar el sobrenadante con ﬁipeta Pasteur y para secar el
sedimento se colocaron los tubos destapados al vaclo.

m.Los sedimentos se resuspendieron en 90 ml de agua destilada y
10 ml de buffer de siembra.

n.Las nmuestras se colocarén en el gel de acrilamida con
micropipeta.

Una vez procesadas las muestras se corrieron por
electroforesis en gel de acrilamida siguiendo 1la teécnica
descrita por Laemmli (16) con las siguientes modificacicnes:
1.~ La concentracion de acrilamida fue de 3 % para el gel de
inserc;én, 7.5 % y 15 % para el gel de separacidn.
2.~ El1 miliamperaje (ma). empleado fue de 30 y un tiempo de
corrido de 18 a 20 horas.

Se corrieron dos geles de acrilamida simultaneamente uno
de ellos se tind con la solucidn de Azul de Coomasiue y etanol,
permaneciende 24 horas en tincién, para posteriormente ser
destefildo con 1la solucién decolorante la cual consistié en
metanol 40 %, dcido acético 10 % y agua desionizada 50 $. Con
el otro gel se realizdé la prueba de inmunoelectrotransferencia,
este método consistid en transferir las proteinas del gel al
papel de nitrocelulosa. Para lo cual se construydé un * sandwich
 ytilizando una placa de metal sobre la que se colocé una
fipra sintética de nylon, posteriormente se deposito papei de

nitrocelulosa y gel de acrilamida se puso sobre lo anterior una-



fibra sintética de nylon y una placa de metal; Todo se mantuvo
unido firmemente con la ayuda de ligas de hule. El1 "sandwich"
se sumergié en un reciplente con 1la siguiente solucién
amortiguadora: 0.05 mM Nacl, 2 mM Na- EDTA y 10 mM Tris-HCl pH
7 para transferir las proteinas el "sandwich" se colocé en 1la
camara de electroforesis y se hizo pasar una -corriente de 2 ma
durante 2 horas teniendo cuidado de que el papel de
nitrocelulosa quedara sgbre el gel y del lado de anodo. Una vez
realizada la transferencia el papel de nitrocelulosa se embebe
en una solucién con antisuero contra IBF especifico para cada
cepa con una dilucién 1/10, se incuba a 37°C durante 30
minutos, se lava el papel y se le agrega un conjugado
antigamaglobulina de pollo para revelar las bandas de proteina.
Los antisueros empleados fueron:

a) Antisuero contra cepa Luckert.*

b) antisuero contra cepa D=78.%

¢) Antisuero contra cepa PBG-98.*

*Los antisueros y la antigamaglobulina de pollo fueron donados
por la industria privada.

La lectura de las muestras de virus procesadas en la
prueba de electroforesis e inmunoelectrotransferencia se
realizdé por comparacién de aquellos antigenos presentes en las
cepas control, frente a los antigenos detectados de los virus

aislados de brotes de IBF de campo.
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RESULTADOS
Las cepas de virus de IBF que se trabajaron, fueron aisladas en
cultivo de tejidos y estas inoculadas a pollos de dos semanas
de edad reaislandose el virus en cultivo de tejidos vy
confirmandose el diagnostico mediante las pruebas de virus
suero neutralizacidén, inmunofluorescencia, histopatologia y
precipitacién en agar . Las muestras con las que se trabajo se
identificaron como V1 (Virus vacunal cepa Luckert), V2 (Virus
vacunal cepa D-78), V3 (Virus vacunal cepa PBG-98), V4 (Virus
vacunal cepa 1284}, C-(control negativo), CC1, cc2, CC3, CC4 y
cc5 (aislamientos de virus de IBF de brotes de campo). Los
aislamientos en 1la prueba de electroforesis en gel de
acrilamida nos muestran que el ARN gendmico del virus de IBF.
presenta dos bandas, las cuales se observan en las cuatro cepas
vacunales, una migracién. similar de bandas, se observé en
cuatro de los cinco aislamientos de virus de campo (Cuadro 1)
El aislamientos identificado como CC4 proveniente de una
parvada de gallinas Leghorn de 17 semanas de edad, sin historia
‘de vacunacién contra IBF. que presentaban un cuadre clinico de
uratosis severa, titulos en la prueba de VSN mayores de 1:20480
y una hiperplasia de bolsa de Fabricio con exudado, al ser
anlaizado en la prueba de electroforesis en gel de acrilamida
se encontré gue presentaba 3 bandas, las dos primeros siguieron
un patrén de migracién similar a las de las cepas vacunales,
pero la tercer banda no se detecto en ninguno de los otros
aislamientos.

Al realizar la prueba de inmunoelectrotransferencia con
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los antisueros especificos se encontrd que esta cepa no

correspondia a ninguno de los antisueros con los que se trabajo
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DISCUBION )

En el capitulo de Introduccién se menciond la importancia
del impacto que tiene la IBF, asi comc la necesidad de contar
con una prueba para realizar la serotipificacién viral.

En cuanto a los resultados obtenidos las cepas vacunales y
aisladas a partir de brotes de campo concuerdan con lo descrito
por Jackwood (12), las bandas obtenidas mediante la prueba de
electroforesis en gel de acrilamida pueden corresponder a
proteinas de la nucleocapside capaces de inducir la produccidn
de anticuerpos.

El aislamiento identificado como €C4, presentd tres
bandas, las dos primeras con migracion similar a las cepas
vacunales 1la tercera banda que presento este virus no se
observa en la migracion de bandas de los virus vacunales ni en
los otros aislamientos. Lo que puede deberse a que este virus
presenta modificaciones en cuanto a sus proteinas y péptidos
que le dan caracteristicas diferentes a las cepas vacunales y
_de los otros aislamientos realizados, o bien que la muestra se
encontrara contaminada con otro virus que se replicara en bolsa
de Fabricio como pudiera ser el virus de la Leucosis aviar y
por tanto manifestar un patrén de migracioén diferente
presentando una tercera banda en electroforesis en gel de
acrilamida, pero hay que considerar que esta muestra fue
tratada con antisueros especificos contra el virus de IBF en la
prueba de inmunoelectrotransferencia y se detecto una reaccidn
positiva, al igual que se identifico en las pruebas. de

inmunofluorescencia, precipitacién en agar, histopatologia y
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virus suero neutralizacion, asi mismo se logro reaislar el
agente, a partir de animales inoculados con el virus, lo que
nos permi{:io reconocer que el agente con el cual se trabajo es
virus de 1BF pero que presenta caracteristicas especiales, ya
que este virus es capaz de inducir una infeccién crénica y
persiste en las aves entre las 16 y 18 semanas de edad, se debe
recordar que la bolsa de Fabricio comienza su involucidn entre
la 10 y 12 semana de edad, la historia clinica del brote de
campo de IBF de donde se aislo este virus, identificade como
CC4, nos presenta un cuadro clinico con lesiones a la necropsia
sugestivas a IBF, titulos en 1la prueba de virus suero
neutralizacion mayores de 1:20480 y la pervada no presentaba
ningun antecedente de vacunacién contra IBF

En este trabajo se observeé que la prueba de
inmunoelectrotransferencia puede ser utilizada para determinar
si los virus aislados a partir de brotes de campo corresponden

a cepas vacunales o bien se trata de un virus de canpo.
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cuadro 1.

B L T O . T T i T U

RESULTADOS OBTENIDOS EN GEL DE ACRILAMIDA POR EL METODO DE
ELECTROFORESIS.

V1=Virus vacunal, cepa Luckert.

v2=Virus vacunal, cepa D-78.

Vv3=Virus vacunal, cepa PBG-98.

V4=Virus vacunal, cepa 1284.

Cc-=Control negativo.

CCI,CC2,CC3,CC4 Y cC5=Virus aislados a partir de brotes de
campo.

~--~w-=Bandas presentes en gel de acrilamida.
»~.=.==Linea de Boratos



a) - CAMARA ‘DE ELECTROFORESIS.
b) GEL DE ACRILAMIDA. P

c): TRANSFERENCIA A PAPEL DE NITROCELULOSA.

d) PROCESO coN’ ANTISUEROS ESPECIFICOS CONTRA IRF.
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