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RESUMEN

En los Ultimos afios se han presentado brotes atipicos de la enfermedad de
la bolsa de Fabricio, en el occidente y centro de México, provenientes de gallinas
en postura y pollo de engorda. En el presente trabajo se realiz6 un muestreo en
aves entre 1 y 4 semanas de edad donde se hicieron improntas de bolsas de
Fabricio, se tomaron 300 muestras de bolsas de Fabricio para su analisis
filogenético, el tamafio de muestra fue calculado con el programa Epidat versién
3.1 con un intervalo de confianza del 95%. Los estudios fueron enfocados en el
genoma de la IBDV del segmento A fragmento de la VP2 (proteina viral 2)
analizados por medio de RT PCR y secuenciacion de aminoacidos. Al situarlo en
él arbol filogenético, se detectaron cepas variantes de IBDV donde se identificaron
cepas parecidas a las denominadas clasicas pero que muestran mutaciones
Unicas, asi mismo cepas parecidas a la Delaware (Del-E) las cuales también
presentan mutaciones, dichos cambios se presume podrian hacerlas
antigénicamente diferentes. Estos resultados dan las bases para posteriormente
realizar pruebas que confirmen si las vacunas comerciales actuales contra la IBDV
confieren proteccién contra cepas variantes o la realizacion de una nueva vacuna

contra IBDV que confiera proteccion contra dichas cepas.

Palabras clave: Infeccibn de la bolsa de Fabricio, IBDV, VP2, variantes,

mutaciones.



SUMMARY

In the last years have been presented atypical outbreaks of the bursal
infection (IBDV, for its acronym in English), in the West and center of Mexico, from
laying hens and broilers. The present work was sampled birds between 1 and 4
weeks of age where bursas imprints in FTA cards, there were taken 300 bursa
samples or this analysis phylogenetic, the sample size was calculated by the
program Epidat version 3.1 by a confidence interval of 95%. The studies were
focused on the genome of the IBDV of the segment A, fragment of VP2 (viral
protein 2) analyzed by RT PCR and amino acids sequencing. By placing it on the
phylogenetic tree, variant strains of IBDV were identified similar to the classic
denominated but they show unique mutations, also strains similar to Delaware
(Del-E) which also have mutations, those changes are detected and is presumed
they could make antigenically different. These results provide the bases for later
testing that confirm if the current commercial vaccines confer protection against
IBDV variant strains or develop a new vaccine against IBDV to confer protection
against these strains.

Keywords: infection Bursa Disease, IBDV, VP2, variants, mutations.
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l. INTRODUCCION.

En la Ultima década se han registrado brotes atipicos de la enfermedad de
la bolsa de Fabricio, provenientes de dos zonas consideradas con alta poblacion
como lo es el occidente y centro de México, esto se ha detectado incluso en aves
inmunizadas con vacunas elaboradas de cepas clasicas y recombinantes
(Jackwood et al., 2014). Estos hallazgos se convierten en una problemética
importante para la avicultura, donde cabe la posibilidad de que estén circulando
cepas variantes no identificadas como estan siendo reportadas en diversos
paises.

Paises miembros de la OIE (por sus siglas en inglés World Organisation of
Animal Health), han reportado la presencia de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio muy virulenta (wIBDV) basado en investigaciones patolégicas y
moleculares provenientes del campo. Un estudio de epidemiologia molecular
global de la enfermedad de la bolsa de Fabricio procedente de los cuatro
continentes incluyendo Africa demostrd que el 60-67% eran aislamientos de cepas
muy virulentas. (Nagash et al., 2013).

La enfermedad de la Bolsa de Fabricio, también conocida como la
enfermedad de Gumboro e Infeccion de la Bolsa de Fabricio, es una infeccion viral
aguda y altamente contagiosa de las aves jovenes, que afecta principalmente a los
tejidos linfoides (linfocitos “B” inmaduros) alojados en la Bolsa de Fabricio. Esta
enfermedad tiene gran importancia econdmica porque puede ocasionar mortalidad
elevada, sin embargo, lo més relevante es la capacidad que presenta el virus para
provocar inmunosupresion, lo que facilita la aparicion de otras enfermedades,
exacerbando reacciones post vacunales, falla en la respuesta de las vacunas y
bajo rendimiento productivo en general. EIl agente causal es un virus miembro de
la familia Birnaviridae y género Avibirnavirus. Tienen un genoma ARN de doble
cadena bisegmentado. Esto es importante porque las mutaciones en los virus ARN
son mas frecuentes que en los virus ADN. Como resultado, los tipos antigénicos y
patogénicos de la enfermedad de la bolsa de Fabricio, han evolucionado
considerablemente desde que se identific6 por primera vez hace

aproximadamente 50 afios (Jacwood et al., 2014). Desde la década de 1980 se



han identificado numerosas cepas antigénicas de los virus del serotipo | que es el
causante de la enfermedad en aves (Jackwood et al., 2011).

Se han observado desafios en animales vacunados con vacunas vivas
comerciales, donde posiblemente existe un riesgo de reversion a la enfermedad
de la Bolsa de Fabricio mas virulentos de virus recombinantes por intercambio de
segmentos virales entre la enfermedad de la Bolsa de Fabricio vacunal y de

campo (Nagash et al., 2013).

Al realizar un analisis filogenético, de dos estudios enfocados en el genoma
de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio del segmento A fragmento de la proteina
viral 2 que de ahora en adelante le llamaremos (fraccion VP2) y al situarlo en él
arbol filogenético, se encontraron incongruencias que indican una fuerte
recombinacion entre cepas muy virulentas y virus vacunales en el periodo del
2001-2011 de aves comerciales localizadas en Colombia y Venezuela (Jackwood
et al., 2014). En diversos estudios, la alineacion de nuclettidos y las
secuenciaciones de aminoacidos ha demostrado ser una herramienta diagnostica
confiable para revelar los segmentos del genoma, situar al virus en el arbol
filogenético y diferenciar nuevas cepas circulantes (Cui et al., 2013). Estos
estudios evidencian el cambio genético del virus de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio, en diversos paises, lo que ha propiciado que las vacunas actuales
posiblemente confieran una proteccion parcial, contra las nuevas cepas variantes
circulantes en el campo, aunado a la importacion de huevo embrionado a México,
proveniente de paises que aparentemente no vacunan contra la enfermedad de la
Bolsa de Fabricio, dando como resultado aves sin anticuerpos maternos que son
expuestas a zonas de alto riesgo a edades tempranas (1-3 semanas) donde la
enfermedad de la Bolsa de Fabricio ataca a los linfocitos B, causando un dafio
inmunologico severo. Se han observado aves desafiadas por cepas variantes de la
enfermedad de la Bolsa de Fabricio aparentemente normales que presentan
dafos leves en la bolsa de Fabricio, asi como, aves con signos agudos severos de
cepas variantes clasificadas como muy virulentas (Jackwood et al., 2014). Por tal

motivo, en el presente trabajo se realizaron estudios de reaccion en cadena de la



polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR del inglés Reverse transcription
polymerase chain reaction), secuenciacion de aminoacidos y lineamiento de la
fraccion VP2 de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio, para determinar si
actualmente existen variantes de dicha enfermedad en el Occidente y centro de
México.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes.

Cuando la enfermedad de la Bolsa de Fabricio aparecié en 1962 (Cosgrove et
al., 1962), la enfermedad fue sefialada como "Enfermedad de Gumboro"
pertenece a la familia Birnaviridae y género Avibirnavirus (Hitchner et al.,
1970), después haber ubicado la zona geografica de los primeros brotes
registrados. Las infecciones provocadas por la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio pueden exacerbar otras enfermedades concomitantes y reducir la
capacidad de la respuesta vacunal. Las células linfoides de la bolsa de Fabricio
son las células blancas del serotipo |, el serotipo Il hasta el momento no se ha
registrado como patdégeno o que causa dafo. (Jacwood et al.,, 2014). Las
aves se muestran susceptibles a la enfermedad entre las 3 y 6 semanas de
edad en el caso de gallinas. La infeccion produce agotamiento linfoide y la
destruccion de la Bolsa de Fabricio. En la forma clasica de los brotes, la tasa
de mortalidad puede variar de 1 a 50%. En pollos de engorde, pueden provocar
infecciones hasta un 50% la morbilidad. En pollitas de reemplazo, las pérdidas
pueden alcanzar hasta un 20% en parvadas susceptibles. También se observa
la caida en la produccion de huevos y deterioro en la calidad del cascarén en
ponedoras comerciales. Ademas de la mortalidad, la enfermedad de la Bolsa
de Fabricio es un agente inmunosupresor. En pollos de engorde, la
inmunosupresion se denota por una alta prevalencia de infecciones
respiratorias de origen viral y una elevada mortalidad debido a aérosaculitis y
colisepticemia al término del ciclo entre la 6 y la salida del pollo. (Muller et al.,
2003).

Aproximadamente hace 30 afios, se caracterizaron los virus del serotipo | en
dos grupos antigénicos conocidos como clasicos y variantes. Hoy se han
descrito varios subtipos antigénicos dentro de los grupos clasificados como
clasicos; por ejemplo, las cepas Winterfield y Lukert, de estas cepas, se han

derivado nuevos virus con variantes antigénicas provenientes de las cepas



clasicas Delaware y Winterfield (Jackwood et al., 2014). Las cepas clasicas y
las cepas variantes estan localizadas en dos ramas diferentes del analisis
filogenético de la region hipervariable localizada en la proteina viral 2 (hvwP2);
también se han clasificado cepas muy virulentas, dichas caracterizaciones se

observan en la figura 1 (Villegas et al., 2006).

Caracterizaciones de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio
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Figura 1. Relaciéon filogenética de cepas procedentes en Latinoamérica
(Villegas et al., 2006).

En investigaciones realizadas durante el 2008 el doctor Valladares y
colaboradores, estudiaron muestras de 30 granjas de pollo de engorda del noreste
de México, para identificar y tipificar los virus de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio en esta zona, por medio de RT-PCR se detectaron 28 cepas de la IBDV. El

andlisis de las secuencias de nucleétidos determiné que 21 virus mostraron
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caracteristicas genéticas de los virus variantes tipo Delaware “E”. El andlisis

flogenético de la region hiper variable de la VP2 indico que estos virus son
genéticamente similares al virus 11153 USA (por sus siglas en inglés United

States of America), que fue aislado en Georgia, USA en el aifilo 2001. Dichas

cepas variantes se muestran en la Figura 2, denominadas cepas variantes de la

Infeccion de la Bolsa de Fabricio (Valladares et al., 2008).

Cepas variantes tipo Delaware localizadas en el Noreste de México
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Figura 2. Identificacion

variantes de

IBF

de cepas variantes de la infeccion de la Bolsa de

Fabricio en pollo de engorda proveniente del noreste de México (Valladares et al.,

2008).



2.2 Etiologia.

El virus de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio, pertenece al género
Avibirnavirus de la familia Birnaviridae, en dicho virus se reconocen dos serotipos
denominados 1y I, sin embargo, soélo el serotipo | es considerado patégeno para
las aves. El serotipo | comprende subtipos clasicos y variantes, los virus clasicos
fueron aislados y caracterizados desde 1980, los virus que no pertenecian a esta
clase fueron determinados como virus antigénicamente diferentes de los clasicos
denominados como virus variantes. Existe un tercer grupo identificado acorde a su
patogenicidad, este grupo esta clasificado como muy virulento (wIBDV) ya que
puede causar alta mortalidad en aves susceptibles, lo antes mencionado se
muestra claramente en la Figura 3. (Jackwood y Sommer, 2007) (Picoux et al.,
2014).

Clasificacion de las cepas de la bolsa de Fabricio
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[~ ESTANDAR M UY VIRU LENTAS
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Figura 3. Clasificacion de cepas de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio

de acuerdo a su antigenicidad vy virulencia (Jackwood y Sommer, 2007).



2.3 Antigenicidad.

Su genoma consta de dos segmentos, A y B, del ARN que se encuentra
dentro de una capsula icosaédrica en forma de particulas, con un diametro de 65 a
70 nm. El segmento A es el mas grande, el cual codifica una poli proteina de
aproximadamente 110 kDa que es una fraccion proteolitica de la proteasa viral la
cual forma proteinas virales (VP) VP2, VP3, y VP4, lo antes mencionado se

esquematiza en la Figura 4.

Esquema de Avibirnavirus

HViralZone 2009
Swiss Institute of Blomformatics

T=13

Figura 4. Esquema del Avibirnavirus mostrando su genoma de doble cadena y sitio
antigénico VP2. (Swiss Institute of Bioinformatics, 2009).



Las funciones de las proteinas virales de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Funcion de las proteinas de la enfermedad de la bolsa de Fabricio.

Proteinas Funciones

VP1 Contiene la polimerasa viral.

Determina la virulencia.

VP2 Unién de receptor.
Contiene epitopos neutralizantes.
Determina la Virulencia.
Da la adaptacion a la célula.
Da la Apoptosis.
Da la actividad de la endoperoxidasa.

VP3 Actividad supervisora.
Actividad Antiapoptosis.
Suprime el mecanismo de la célula
anfitriona escondiendo el ARN viral.
Activa la transcripcion.

Forma complejos de ribo proteinas.

VP4 Activa los procesos de la proteina
viral.
Active la sintesis de VP1.

Suprime el interferdn tipo |I.

VP5 Da los efectos tempranos y tardios

antiapoptoticos.

(Nagash et al., 2013).

El gen que contiene la poli proteina, codifica la VP5, que ha sido detectada
en aves infectadas con la enfermedad de la Bolsa de Fabricio, en células de

embrion y en células bursales de aves (Saif et al., 2003).



El segmento del genoma A contiene una poli proteina (PP) (NH2-pVP2-
VP4-VP3-COOH), la cual es desdoblada por una proteasa viral para dar origen a
la VP2, VP3 y VP4. La VP2 presente en la precapside sufre una diferenciacion
derivada de la accion por la proteasa viral VP4 que modifica a la puromicina
aminopeptidasa y por la actividad endopeptidasa de la VP2 para liberar la proteina
VP2 madura. A partir de este proceso otros péptidos pequefios son liberados
como lo es el pepd46 fuertemente asociado a la capside. El Péptido 46 (pep46)
tiene una molécula (N), la cual es considerada como el responsable de la
penetracion del virus en el citoplasma de la célula infectada, asimismo contiene
una terminal (C) el cual ayuda a aumentar el tamafio del poro para mejorar la
entrada del virus en las células infectadas (Galloux et al., 2010; Irigoyen et al.,
2012).

Cepas variantes de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio han sido capaces
de causar la enfermedad en aves, con presencia de anticuerpos maternos altos,
contra las cepas clasicas del serotipo I. Una prueba de virus suero neutralizacion
(VSN) muestra una habilidad restringida de los anticuerpos generados por las
cepas clasicas de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio para neutralizar las cepas
variantes. La proteina VP2 (con 442 aminoacidos) es el Unico componente de la
capside viral icosaédrica y la Unica proteina viral reconocida por los anticuerpos
neutralizantes.

La estructura cristalina de la VP2 se compone de tres dominios, la base (B),
escudo (S) y los dominios de proyeccion (P) (Letzel et al., 2007). Los dominios (B)
y (S) estan formados por la molécula (N) y la terminal (C). Los dominios de
proyeccion (P) forman la porcion variable de la region hipervariable (hVP2) (206 a
350 aminoéacidos) y parte central que contiene el receptor de la célula huésped. La
region hipervariable de la (hVP2) esta conformada por picos hidrofilicos
considerados la principal zona antigénica (A) y (B) los cuales conforman bucles y
picos hidrofilicos (Coulibaly et al., 2005; Garriga et al., 2006).
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La capside externa de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio se compone
de 260 picos formados por el dominio P de la VP2 proyectados en la cépside
organizados en 13 icosaedros, dicha organizacion interactta de manera
electrostatica con la VP2, VP3 y los sitios C terminales (Saugar et al., 2010). Los
primeros cinco acidos del sitio C terminal interactian con la VP2 durante la
morfogénesis para que el montaje en la cépside sea correcto. Los dieciséis
residuos restantes del sitio C terminal de la VP3 interactian con la VP1 para que
se de la union del RAN gendmico y la VP1 forme la ribonucleoproteina del
complejo (Chevalier et al.,, 2004; Saugar et al., 2005; Luque et al., 2009). La
proteina VP2 madura es expresada como una proteina recombinante formada por
una particula subvirica la cual contiene 20 trimeros en forma tubular localizada en

la precapside (Caston et al., 2001; Garriga et al., 2006).

Los ultimos 5 acidos residuales de la C terminal correspondientes a la VP3
interactian con la precpside de la VP2 durante la morfogénesis para que se dé
un correcto ensamble. Los dieciséis C terminales de la VP3 interacttan con la VP1
para construir la doble cadena de RNA y dar la forma del complejo de
ribonucleoproteinas (Maraver et al., 2003; Garriga et al., 2007).

La proteina VP5 estd asociada a la membrana viral de origen proteico,
compuesta por una N terminal citoplasmica y una C terminal extracelular llamada
dominio (Lombardo et al., 2000).

El segmento B codifica la polimerasa presente en el virion ligada al genoma
gue forma la region cristalizada de la VP1. La VP1 tiene 3 dominios, la central
denominada N terminal, (aminoacido 1-167) polimerasa (aminoacido 168-658) vy el
dominio C terminal (aminoacido 659-878). EIl dominio N terminal de la VP1 esta
envuelta en una lipoproteina. El dominio de la polimerasa se pliega para formar la
estructura que conforma la RNA polimerasa semejando una mano (los dedos y la
palma), donde se encuentran las cinco estructuras (C, A, B, D, E y F), cada una
tiene una funcion especifica durante la replicacion del virus, por ejemplo el A, B y

F hacen reconocimiento de nucleodtidos y de unién, las estructuras A y C se
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encargan de la transferencia de grupos fosforilados unidos a un ion de metal como
él (Mn2), la region C de manera individual es el encargado de formar el sitio activo
donde va a actuar la polimerasa, la D es responsable de direccion de nucleotidos y
sitios activos, la E lo marca los nucleétidos para ser acarreados. Los subdominios
F y G que se encuentran en los dedos, participan en la replicacion del virus (Pan
et al., 2007).

Letzel et al en el 2007 realizo estudios indican que las regiones hidrofilicas
A (aminoéacido 212-224) y B (aminoécido 314-325) pueden formar parte de los
epitopos que bloquean los anticuerpos maternos (AM). Existe evidencia
experimental donde los anticuerpos maternos estan asociados con las regiones
hidrofilicas de las cepas variantes encontradas en la VP2 de las regiones Ay B.
Aunado a esto en un estudio donde se realizo la secuenciacion de los sitios o
bucles denominados (PBC) y (PHI) se demostro que estos forman un papel critico
para evadir a los anticuerpos maternos que pretenden neutralizar a los virus de la

enfermedad de la Bolsa de Fabricio variantes (Letzel et al., 2007).

En la parte superior del dominio P, se encuentran lazos denominados
bucles de (PDE) y (PFG) con (aminoacido 253 y 284) respectivamente, los cuales
desempefan papeles importantes en la infectividad del virus, esto demostrado en

cultivo celular y pruebas de patogenicidad en pollos. (Letzel et al., 2007).

Por tal motivo el fenotipo antigénico de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio estd determinado por la region hipervariable de la secuencia de la VP2
(hvwP2). La estructura cristalina de la VP2 identifica cuatro estructuras
hipervariables que fueron sefaladas como la (PBC, PDE, PFG y PHI). Las
caracteristicas antigénicas de enfermedad de la bolsa de Fabricio son controladas

por aminoacidos especificos en el apice de la VP2 (Jacwood et al., 2014).

Estudios han demostrado que varios mecanismos evolutivos son utilizados

por la enfermedad de la Bolsa de Fabricio para cambiar los aminoacidos en estas
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estructuras bucle. Las mutaciones de la substitucion del aminoacido en los
dominios de PBC y PDE han contribuido a la diversidad antigénica entre las
cepas. Al examinar los aminoacidos 222 y 254 de la cepa variante Del-E,
encontraron que solo un aminodcido presentd mutaciones en ambos sitios

afectando profundamente su antigenicidad (Jacwood et al., 2014).

Las estructuras de bucle en la proteina viral VP2 han mutado mediante
recombinacion homologa. Este es un evento que ocurre cuando diferentes cepas
infectan la misma célula huésped. La coinfeccion proporciona una oportunidad
para romper los segmentos del genoma y recombinar. Cuando esto ocurre dentro
de la region hipervariable de la (hvWP2), la estructura antigénica del virus puede

ser afectada (Nagash et al., 2013).

2.4 Mecanismos de Patogenicidad.

Los mecanismos de patogenicidad se considera el proceso por el cual el virus
infecta a la célula e inicia el ciclo de replicacion viral. Estudios han revelado que el
segmento A es el principal determinante de la virulencia del virus sin embargo
estudios moleculares orientan a que existe sinergismo entre ambos segmentos del
virus (Escaffre et al., 2012).

2.4.1 Evidencia de virulencia en otras proteinas virales.

Con el fin de localizar los determinantes moleculares de la virulencia entre
el segmento A y B de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio, se secuenciaron
varias cepas muy virulentas (wIBDV), enfocados a los aminoacidos relacionados
al sitio de maduracion de la VP2 localizada en la precapside (aminoécidos 441-
442) cercanos de la VP2-VP4 (aminoacidos 512-513) asi como de la VP4-VP3
(aminoéacidos 755-756), del extremo C terminal. Al analizar una cepa muy virulenta
denominada UK661 se detectd que en el sitio activo de la VP4 una proteasa

contribuia a la virulencia, tomando en cuenta que la VP1 y VP2 son las
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encargadas de determinar la virulencia viral. Estos hallazgos determinaron que el
virus habia sufrido una mutacion acelerando la actividad proteolitica de la VP4, la
maduracion de la VP2 y mejorando eficiencia de ensamblaje de la capside; dando
como resultado una mayor replicacion viral (Xia et al.,, 2008; Chevalier et al.,
2004).

2.4.2. Proteinas de la capside.

Estas proteinas se encuentran expuestas en la superficie del virion las
cuales contribuyen a la virulencia de la VP2 de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio. Existe evidencia en cepas wIBDV de a.4. que definen la virulencia
ubicados en la region hipervariable de la VP2, asi mismo haciendo uso de
genética reversa, en cultivo celular se han detectado a.a. de esta region, los
cuales se presume son los responsables de la adaptabilidad, virulencia y tropismo

del virus (Islam et al., 2001).

2.4.3. Patogenicidad en virus mutados.

Se han detectado mutaciones en los aminoacidos de las posiciones
253,279 y 284 que conforman la VP2 en cepas muy virulentas, las cuales fueron
adaptadas y sometidas a varios pases en cultivo celular donde fueron bajando su
patogenicidad al ser inoculadas en pollos de engorda. Sin embargo, se ha
demostrado que una simple mutacion en los aminoacidos especificamente de la
posicion 253 puede incrementar o bajar la patogenicidad del virus (Loon et al.,
2002; Jacwood et al., 2008).

Existe evidencia que el segmento B juega un papel muy importante en la
patogenicidad. Aislamientos de campo donde se consider6 analizar el segmento A
y B se encontraron cepas atenuadas con patogenicidad reducida mostrando el
mismo comportamiento al ser utilizadas para pruebas de desafio en comparacion
con cepas muy virulentas (Nouen et al., 2006; Boot et al., 2005). Lo anterior se

comprobd al usar un virus modificado genéticamente donde insertaron el gen de la

14



VP2 de una cepa muy virulenta a un virus de baja patogenicidad, este virus no
causo morbilidad y mortalidad en aves SPF (libres de patégenos especificos, por
sus siglas en inglés). Sin embargo, si el virus modificado contiene el segmento
tipico B que determina la patogenicidad de una cepa muy virulenta, el virus podria

exacerbar la mortalidad y morbilidad (Vakharia et al., 2004).

La presencia de treonina en la posicion 276 en la region hidrofoba del
dominio ubicada en los dedos de la VP1, contribuye a disminuir la patogenicidad
del virus, cuando existen cambios en los aminoécidos ubicados en la posicion 276
se han observado que la patogenicidad del virus se restaura (Escaffre et al.,
2012).

2.4.4. Patogenicidad de otras proteinas.

Se cree que la VP5 juega un papel importante en la patogenicidad de la
enfermedad de la Bolsa de Fabricio, al momento de que el virus se esta replicando
en su célula huésped, se puede encontrar gran presencia de VP5 en la membrana
de las células infectadas, al mismo tiempo esta haciendo su accién antiapoptética
para evitar que las células hospedadoras se auto destruyan para evitar la
replicacion viral, después de que el virus se replico, la VP5 induce la apoptosis.
Asi mismo juega un papel importante en la liberacion del virus a partir de células
infectadas mediante la activacion de la muerte celular (Wu et al., 2009; Vakharia et
al., 2006).

Cuando se produce la infeccion con la enfermedad de la bolsa de Fabricio,
inmediatamente se induce la activacion de la fosfatidilinositol 3- quinasa, durante
la fase temprana de replicacion al mismo tiempo suprime la apoptosis celular, para
sostener la replicacion del virus dando como resultados grandes cantidades de
virus los cuales salen por medio del canal aniénico 2 (CA2) y la accién de la VP5.
El blogueo del canal aniénico dos es inducido por fragmentos de RNA de

interferencia que evitan la apoptosis inducida por la enfermedad de la Bolsa de
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Fabricio y reduce la liberacion viral. Cuando la fosfatidilinositol 3- quinasa es
inhibida las células infectadas entran de inmediato a una fase de apoptosis (Wei et
al., 2011; Li et al., 2012; Shoshan et al., 2010).

2.5. Replicaciéon de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio.

2.5.1. Receptores celulares y penetracion del virus.

El virus de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio se une a sus receptores
celulares como el polipéptido N-glicosilada contenidos en la membrana celular de
linfocitos B (LB) e inmunoglobulinas M (IgM). El péptido 46 asociado a la capside
externa del virus, forma poros en el citoplasma de las células infectadas para
facilitar la entrada del virus al interior de la célula. La interaccion de las particulas
sub virales derivadas de la VP2 con la proteina de choque térmico 90 expresada
en la superficie de la célula hospedadora al momento de la unién de receptores
virus — huésped, puede ser bloqueada por micro RNA's interferentes ocasionando
una reduccion en la excrecion viral. Por otro lado, la unién de la VP2 con
particulas sub virales mas la integrina a4B1 ayudan a la unidon con la célula
hospedadora, esta integrina forma parte de todas las cepas de la enfermedad y
también de los LB inmaduros. Si llegara a ocurrir una mutacion en la integrina
podria dejar sin efecto la unidn de las particulas virales a la célula hospedadora
(Luo et al.,, 2010; Galloux et al., 2007; 2010; Yip et al., 2012; Lin et al., 2007;
Delgui et al., 2009; Rose et al., 2002).

2.5.2. Patogenia.

La infeccién se produce por via oral naturalmente, otras vias de infeccion
comprobadas son las mucosas. Las células fagociticas mononucleares y células
linfoides presentes en la mucosa del intestino sirven como células diana para la
infeccion y replicacion de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio. Los macrofagos

infectados transportan el virus de la bolsa de Fabricio el cual es considerado el
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organo principal para la replicaciéon esto sucede directamente en el citoplasma de
los linfocitos B inmaduros. El virus se difunde a otros érganos linfoides tales como
timo, médula 6sea, bazo, placas de Peyer, tonsilas cecales y glandulas de Harder.
En aproximadamente 48 horas post infeccion, la enfermedad induce inflamacién
severa de la bolsa de Fabricio. Entre el dia 7 y el 21 post infeccion, la bolsa de
Fabricio muestra deplecion linfoide significativa. Los macrofagos se infectan por lo
tanto se ve disminuida su capacidad fagocitica. Otras células de la médula 6sea
pueden estar infectadas como las células madres o mesenquiales. Las células
hematopoyéticas presentes en el bazo, resultan ser més susceptibles a la
enfermedad, el centro germinal y la pulpa roja presenta cierta resistencia. Las
secuelas que deja la enfermedad de la Bolsa de Fabricio van desde signos
clinicos, lesiones en dérganos e inmunosupresion el cual esta relacionado con el
estado de inmunidad, edad y virulencia del virus (Wiliams et al., 2005; Kabell et
al., 2006; Petkow et al. 2009; Khatri et al., 2009; Biro et al., 2012).

La infeccion ocasionada por una cepa muy virulenta, desencadena una
mayor produccion de Interferén-y (INF-y) proveniente de la bolsa de Fabricio. Los
linfocitos T se infiltran a la bolsa de Fabricio durante la infeccion aguda, activan a
los macréfagos vy liberan citoquinas pro inflamatorias tales como interleuquina tipo
6 (IL-6) y el oxido nitrico agrava lesiones en la bolsa de Fabricio. El Interferon-y
induce la apoptosis de los linfocitos B sanos, infectados o adyacentes. Los
mastocitos en aves infectadas con cepas muy virulentas son capaces de desatar
una respuesta de hipersensibilidad aguda. La bursitis esta mediada por citoquinas
causando inmunosupresion a edad temprana (Rautenschlein et al., 2007; Wang et
al., 2008; 2012; Aricibasi et al., 2010).

2.5.3. Signos clinicos y lesiones.

Las aves infectadas entre tres y seis semanas de edad desarrollan
los signos clinicos, los signos clinicos se ven entre los dos y tres dias post

infeccién, caracterizado por depresion severa, diarrea blanquecina y plumas

17



erizadas, como se muestran en la figura 5y 6 (Eterradossi et al., 2008) (Picoux et
al., 2014) (Jacwood et al., 2014).
Signos clinicos durante la fase aguda de la enfermedad

Figura 5. Depresion, postracion, anorexia, plumas erizadas y renuencia a

moverse. (Jacwood et al., 2014) (Picoux et al., 2014).

Presencia de Diarrea Blanquecina

Figura 6. Plumas de la cloaca manchadas de heces blanquecinas y uratos

aparentes. (Picoux et al., 2014)

La enfermedad tiene dos formas de presentacion: clinica y subclinica, que
estan determinadas por la edad cuando ocurre la infeccién, por la virulencia de la
cepa viral involucrada y por el grado de inmunidad de las aves infectadas. En
Latinoamérica y en los Estados Unidos la presentacion mas importante de la

enfermedad ocurre como un cuadro subclinico. Esta presentacion cursa con
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atrofia severa e irreversible de la bolsa de Fabricio, lo que genera un estado
permanente de inmunodepresion que produce fallas vacunales y un incremento en
la susceptibilidad hacia las enfermedades infecciosas (colibacilosis, coccidiasis,
hepatitis con cuerpos de inclusién, enfermedad de Marek, etc.). La
inmunodepresion que se presenta es debida a defectos en la inmunidad humoral y
en la produccion de anticuerpos; los efectos sobre la inmunidad celular son leves y
transitorios. La gravedad del dafio sobre el sistema inmune depende del momento
de la vida del ave en el que ocurre la infeccion, entre mas joven sea el ave la

inmunodepresion resultante sera mas severa (Villegas et al., 2006).

La forma subclinica de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio se produce
por la infeccion de cepas variantes usualmente en aves menores a tres semanas
de edad. Infecciones por cepas clasicas de virulencia moderada pueden también
causar la forma subclinica de la enfermedad, sobre todo en aves infectadas
menores a dos semanas de edad como se muestra en la figura 7 (Jacwood et al.,
2014).

Figura 7. Comportamiento subclinico de las cepas variantes de la

enfermedad de la Bolsa de Fabricio. (Jacwood et al., 2014).

El diagndstico del cuadro subclinico de la infeccién de la Bolsa de Fabricio
basado en los signos es dificil ya que no hay signos especificos de la enfermedad,
sin embargo existen indicadores generales que sugieren un problema de
inmunodepresion en la parvada, como son los parametros productivos deficientes
tales como: peso final al mercado, ganancia de peso, conversion alimenticia e

indices de productividad bajos, aumento en la incidencia de complicaciones en las
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enfermedades respiratorias, aumento en la severidad de las reacciones post
vacunales, respuestas serolégicas menores a lo esperado en las vacunaciones
rutinarias y aumento en la incidencia de enfermedades oportunistas (hepatitis con

cuerpos de inclusién, dermatitis gangrenosa, colibacilosis) (Saif et al., 2003).

La presentacion clinica de la enfermedad de Gumboro es producida por
cepas de tipo Estandar llamadas Clasicas) o por cepas de alta virulencia. Esta
forma generalmente se presenta en aves de tres a seis semanas de edad. Las
aves presentan un cuadro caracterizado por diarrea acuosa Yy blanquecina
(diuresis), anorexia, depresion y erizamiento de las plumas. Las aves afectadas
con este cuadro clinico presentan lesiones en la bolsa de Fabricio caracteristicas.
En los estadios iniciales de la enfermedad se observa un aumento de tamafo de
la bolsa, seguido de un edema acuoso marcado en la serosa, edema que mas

tarde se torna gelatinoso y de un color amarillento, como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Bolsa de Fabricio aumentada de tamafio, edematosa y cubierta con

exudado gelatinoso (Picoux et al., 2014).

De igual manera es comun observar hemorragias petequiales diseminadas

en la Bolsa de Fabricio afectadas por el virus, como se muestra en la figura 9.

Figura 9. Hemorragias petequiales en bolsa de Fabricio. (Picoux et al., 2014).
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Los cuadros muy severos de la enfermedad son producidos por cepas de
Tipo clasicas denominadas "Muy Virulentas" y se caracterizan por provocar un
aumento subito y severo de la mortalidad, que puede alcanzar niveles tan
elevados como del 70%. En las etapas finales de la enfermedad es comun
observar tremores, postracion; deshidratacion severa e hipotermia. En estos casos
la bolsa de Fabricio presenta hemorragias severas que se pueden observar tanto
en la mucosa como en la serosa de la bolsa, como se aprecia en la figura 10
(Dinev et al., 2011) (Picoux et al., 2014).

Figura 10. Lesion en la bolsa serohemorragica y hemorragica severa (Picoux et al.,
2014).

Figura 11. Hemorragias en musculos pectorales, abdominales y muslos (Picoux et
al., 2014).
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Otras lesiones frecuentes son nefritis, nefrosis y deshidratacién, como se

muestra en la figura 12. (Dinev et al., 2011).

Figura 12. Rifiones afectados por una diatesis severa de uratos (Dinev etal., 2011).

En los primeros dias después de la infeccion aguda, se presenta un
marcado aumento en la bolsa de Fabricio con edema. En ocasiones puede verse
hemorragica en el caso de cepas muy virulentas y afectar al timo disminuyendo su
tamafo considerablemente. Las cepas variantes causan una rapida atrofia sin
inflamacién aparente de la bolsa de Fabricio, sin embargo, presentan hemorragias
de leves a severas como se muestra en la figura 13. La inflamacién va seguida de
una infiltracién heterofilica y un agotamiento de los linfocitos presentes en las
tonsilas cecales, timo, aunado a la deplecion linfoide (Eterradossi et al., 2008)
(Sanchez et al., 2015); (Sanchez et al., 2016).

Figura 13. Bolsas de Fabricio afectadas por cepas variantes las cuales presentan

edema, hemorragias leves, moderadas y severas. (Sanchez et al., 2015).
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2.6 Pruebas moleculares.

La reaccidn en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
("polymerase chain reaction"), es una técnica que fue desarrollada por Kary Mullis
a mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en el
laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se
basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar una
cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus Unicos requerimientos
son que existan nucledtidos en el medio que son la materia base para fabricar el
ADN (los nucledtidos de adenina, timina, citosina y guanina), y una pequefa
cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que

sirva como cebadora (el cebador, en inglés "primer") (Herschorn et al., 2010).

2.6.1. Reaccion de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion Reversa(RT-
PCR).

La prueba RT-PCR es unatécnica de laboratoriocominmente usada
en biologia molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN, proceso
llamado "amplificacion”. En la RT-PCR, sin embargo, una hebra de ARN es retro
transcripta en ADN complementario (ADNc) usando una enzima llamada Reversa
Transcriptasa. Esta técnica puede utilizarse como método de deteccion molecular
de genes, para estudiar el genoma de virus de ARN, por ejemplo, en IBDV
(Herschorn et al., 2010).

El proceso de deteccién de un gen especifico por amplificacion genética se
desarrolla de manera habitual en tres etapas. La primera consiste en la extraccion
y purificacion de los acidos nucleicos del microorganismo de la muestra bioldgica,
seguido de la amplificacion de un segmento seleccionado del genoma del
microorganismo mediante Reversa Transcriptasa-Reaccion en cadena de la

Polimerasa, y por dltimo la secuenciacion del fragmento de interés. En este trabajo

23


http://es.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9cnica
http://es.wikipedia.org/wiki/Laboratorio
http://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Transcriptasa_inversa

el objetivo sera la secuenciacion de la proteina VP2 de IBDV. (Herschorn et al.,
2010).

2.6.2. Secuenciacion de aminoéacidos.

Una secuencia de ADN o secuencia genética es una sucesion de letras
representando la estructura primaria de una moléculareal o hipotética de ADN,
Las posibles letras son A, C,G, yT, que simbolizan las cuatro subunidades
de nucledtidos de una banda ADN adenina, citosina, guanina, timina, que son
bases covalentemente ligadas a cadenas fosforicas. Al hacerlo, demostré que
las proteinas tienen estructuras especificas. (Sanger et al., 1977)

Existen diferentes estudios donde se han realizado secuenciaciones de la
proteina VP2, estos analisis de secuencias del gen VP2 mostraron que los
cambios en el centro de la VP2 muestran variaciones antigénicas o patdogenas de

la enfermedad de la Bolsa de Fabricio. (Block et al., 2007).

Actualmente es importante describir la epidemiologia molecular de la
enfermedad de la Bolsa de Fabricio para demostrar que hay diferencias entre las
cepas de diferentes regiones que se pueden considerar muy virulentas o para
comprobar la proteccion de las vacunas en el mercado. La secuenciacion
proporciona una informacion valiosa sobre la relacién evolutiva entre las cepas de

enfermedad de la Bolsa de Fabricio en diferentes regiones. (Ho et al., 1999).
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Ill. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo General.

Identificar cepas variantes de la Infeccién de la Bolsa de Fabricio en la zona
centro y occidente de la Republica Mexicana, por medio de la secuenciacién de

aminoacidos de la proteina VP2.

3.2. Objetivos especificos.

o Recolectar 300 muestras de Bolsas de Fabricio de pollo de engorda y

gallina de postura entre la primera y cuarta semana de vida.

o Realizar improntas de la bolsa de Fabricio en tarjetas FTA.
o Analizar las muestras por medio de la técnica RT-PCR.
o Secuenciar e identificar las cepas en el arbol filogenético de la

Enfermedad de la bolsa de Fabricio.
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ll. HIPOTESIS.

Existen cepas variantes de IBDV no identificadas en México.
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IV. MATERIAL Y METODOS.
El material que se requiri6 para realizar el muestreo se describe a

continuacion
e 300 bolsas de Fabricio.

e 1 Tijera.

e 1 pinza de diseccion con dientes de raton.

e Guantes de latex.

e 80 tarjetas FTA clasicas marca Whatman (Por sus siglas en inglés Fast
Technology for Analysis of nucleic acids).

e 1 Lapiz.

e Sobres de papel.

e Desecantes.

La metodologia que se sigui6 fue basada bajo protocolos de seguimiento
establecidos por el Dr. Jackwood enfocados en los estudios de la VP2 para

detectar de la enfermedad de la bolsa de Fabricio.

En el presente trabajo se muestrearon un total de 300 bolsas de Fabricio de
pollo de engorda y de gallina ligera de la zona occidente y centro de la Republica
Mexicana.

El tamafio de muestra se calculé con el programa Epidat version 3.1 para
obtener el muestreo o proporcion de la poblacion con un intervalo de confianza del
95% de manera aleatoria, arrojando un total 275 muestras ajustado a 300. Todas
las aves muestreadas fueron alojadas en casetas tecnificadas con agua potable,

alimento balanceado y acceso libre a los suministros.

Se tomaron 200 muestras de bolsa de Fabricio para la zona centro y 100
muestras en la zona Occidente de México. Dichas zonas se dividieron como se

muestra en el cuadro 2.
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Zonas geogréaficas muestreadas

: No. - -,
Zona geografica Unidad pl/e fin De Identificacion
produccién R de casetas
zootécnico muestras
Pollo de
25
1 Engorda L
Pollo de
2 Engorda 25 1,2y6
Pollo de
3 Engorda 25 2,4y 6
Pollo de
5 8y 12
Zona Centro de México e Engqrda Z2
Gallina
5 ligera 25 1-3
(crianza)
Gallina 25
6 ligera 1,2y4
(crianza)
Gallina 25
7 ligera 1-3
(crianza)
3 Pollo de 25 de la 1-3
Engorda
Gallina 25
9 ligera 1,3y6
(crianza)
Gallina 25
: Lo 10 ligera 2,3y4
Zona Occidente de México (crianza)
Pollo de 25
11 Engorda 1-3
Gallina 25
12 ligera 23y4
(crianza)

Cuadro 2. Zonas, unidades de produccion, fin zootécnico, nimero de muestras e

identificacion de casetas. (Sanchez et al., 2015).

Se obtuvieron 25 bolsas de Fabricio por unidad de produccion, las muestras
tomadas de la zona centro fueron de cinco granjas correspondientes a pollo de

engorda y tres a crianza en gallina de postura, asimismo, de la zona Occidente
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s6lo una granja de pollo de engorda fue considerada y tres granjas para crianza en
gallina de postura. Todas las muestras fueron extraidas de la mortalidad diaria en

aves de 1 a 4 semanas de edad previamente vacunadas.

El método realizado para hacer la impronta de la Bolsa de Fabricio fue el
siguiente: se corté a la mitad para realizar la impronta de la cara interna dentro del
circulo de la tarjeta (FTA). Colocando una muestra por circulo como se muestra en

la figura 14.

Método de la impronta de la Bolsa de Fabricio enla tarjeta FTA

Figura 14. Impronta de la bolsa de Fabricio en las tarjetas FTA.

Se esperaron aproximadamente 15 minutos a que la impronta estuviera
seca para cerrar la tarjeta. Se ingreso la tarjeta FTA dentro del sobre de transporte

a temperatura ambiente con un desecante.

Todas las muestras se enviaron con el permiso de importacion
proporcionado por el US Departament of Agriculture Animal and Plant Health
Inspection Service Veterinary, para ser analizadas en el laboratorio de la

Universidad de Ohio con el Dr. Daral J. Jackwood.

Se guardaron muestras de retencion en una bolsa estéril para ser
congeladas.
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5.1 Extraccion de RNA.

Para realizar la extraccion de RNA se usé el kit QlAamp Viral RNA Mini Kit ®,
No. de cat. 52906 siguiendo la metodologia del fabricante. Técnica descrita en el

apéndice 1.

5.2 Técnica RT-PCR.

Para realizar el diagnéstico cualitativo para la deteccion de acidos ribonucleicos
del virus de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio a través del RT-PCR se usoé el
kit deteccion de SSIlll 1 STEP WHIT PLAT TAQ 100 de la marca Invitrogen ® No.
de Cat. L12574026, siguiendo la metodologia del fabricante. (Técnica descrita en

el apéndice 2).

5.3 Secuenciacion de aminoacidos.

Los primers utilizados y la técnica para secuenciar los aminoacidos se utilizaron
de la metodologia sugerida por el Dr. Daral Jackwood y el Dr. Sommer-Wagner,

en el 2005 (primers utilizados descritos en el apéndice 3).
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VI. RESULTADOS

6.1. Tipificaciones.

Se obtuvieron 135 muestras positivas propiamente de cepas variantes de la region

VP2 y 165 cepas homologas a cepas consideradas como vacunales o clasicas. En
el cuadro 3 se observan las zonas geograficas de donde se obtuvieron las

muestras e identificaron cepas variantes.

Zonas geograficas e identificacion de cepas variantes, vacunales y negativas

Zona Centro de México

Lukert Cepas clasicas
intermedias
25 AY918948 (tipo Lukert)
Nuevas
57 254, 648 y Variantes
652 Tipo Delaware
DelE AF133904
Pollo de Cepas clasicas
engorda 15 A\l(_;lkggzm intermedias
(tipo Lukert)
Clasicas
33 279, 281,282, Con cambios
651 y 643. antigénicamente
diferentes
o5 D78 Cepas Clasicas
EU162087 Tipo Delaware
(ﬁal(!r; o5 Vacunal Vacunal
9 Gen VP2 Gen VP2
o5 Vacunal Vacunal
Gen VP2 Gen VP2
Lukert Cepas clasicas
25 AY918948 intermedias
Pollo de
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engorda (tipo Lukert)
Nuevas Variantes
. 25 Tipo Delaware
Gallina 94y 252 | pojE AF133904
ligera
o5 285 Variante _tlpo
Georgia
Zona Occidente de México
Pollo de 25 Lukert C?rﬁifn?é?j?;(:s,as
ngor )
engorda AY918948 (tipo Lukert)
Gallina Cepas clasicas
ligera 284 Con cambios
25 antigénicamente
diferentes
Total, muestras positivas 135
variantes
Total, muestras positivas 165
vacunales
Total, muestras negativas 0
Total, de muestras analizadas 300

Cuadro 3. Zonas geogréficas e identificaciobn de cepas variantes, vacunales y

negativas.

6.2. Secuenciacion de aminoacidos.

El estudio del material genético fue realizado desde el sitio 210 hasta el
440, como lo marca los protocolos establecidos para estudiar la VP2 de la
enfermedad de la Bolsa de Fabricio (Jackwood, 2014). Las secuenciaciones
obtenidas de las muestras positivas fueron comparadas con cepas control como:
la cepa UK _661 proveniente del Reino Unido considerada como muy virulenta, la
cepa STC DO00499 corresponde una cepa clasica, la cepa V877 AJ878882
considerada una cepa clasica de Australia, la cepa D78 EU162087
correspondiente una cepa clasica vacunal, F52-70 AY321953 considerada una
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cepa clasica, la cepa 228E AF457104 una cepa clasica Europea, la cepaTl
AF281238 considerada una variante obtenida en Georgia, la cepa Lukert
AY918948 considerada una cepa intermedia utilizada en vacunas y por ultimo la
cepa Del E AF133904 caracterizada como cepa variante del serotipo | la cual es
antigénicamente diferente a las cepas clasicas (Saif et al., 2003). A continuacion,
se muestra la secuenciacion obtenida de las muestras positivas a la enfermedad
de la Bolsa de Fabricio en el occidente y centro de México denotando las
diferencias de los nucleétidos con letras distintas a las secuenciaciones de las

cepas control, como se muestra en la Figura 15.

Secuenciacion de aminoacidos comparativa entre cepas variantes y cepas

control de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio

210 220 Z30 240 250 20 270 z80
- ARDNYQFSSQ ¥QIGGVIITL FSANIDAITS LSVEGELVFK TSVQSLVLGAR TIYLIGFDGT AVITRAVAARN NGLTAGIDNL
DelE AF133504 D T Q e T T
275 Zona Centro 0 ST Tsssses seFesesos sossssaios s e R R b b ety
284 Zona Occidente g i -
281 zona centro =t T...

282 Zona Centro

285 zomna Occidente
252 Zona Centro

254 zona Ce

24 T Zora Ce
€43 ZTomna Ce

£48 ZTona Centro .- - K.. ——
€51 Zona Centro
652 Zona Centro - A
228E_AF457104
RL-2_JF736011 e e
D78_EU162087 ce..T.T...
F52-70_AY321953 2 L.
Lukert_AYS18548 e I S
STC_D0049%
T1_AF281238
UKE61_NC004178
ve77_RJeTess2

230 300 3z0 350 360
Delf RF133304 MPFNLVIPTIN EITQPITSIK LEIVISKSDG QAGEQMSWSA SGSLAVIIEG GNYPGALRPV TLVAYERVAT GSVVIVAGVS
275 Zerwnaa Centro L G D...... B..... R R
284 Zona Occidente
281 zona centro
e

2827 Zona Centro
288 zZona Occidente
252 zona Centro
254 zona Centro
24  Zona Ccentro
647 Zona Centro
g4 Zona Centro
€51 ZTona Centro
652 Zona Centro
228E_AF457102
‘ARL-2_JE73€011
D78_EU1€2087
F52-70_A¥321553
Lukert_ AYS18548
STC_D00495S
T1_AF281238

. UKE€61_NC004178
V877_hRJe78882
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370 380 350 400 4190 420 430 440
DelE AF133504 NFELIPNPEL AKNLVIEYGR FDPGAMNYTK LILSERDRLG IKTVWPTREY TDFREYFMEV ADLNSPLKIA GAFG
278 Fona Centro

2
284 Zona Occidente
2

254 Zona centro
34~ Zona centro

£51 Zona CerrEro
E52 Zorma Carrtros
228E_AF457104
AL-2_JF736011
D78_EU162087
F52-70_RY¥321553
Lukert_AYS18548

_RF281238
UKE61_NCO04178
ve77_AJE7EESZ

Figura 15. Secuenciacion de aminoacidos comparativa entre cepas variantes y
cepas control de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio (Jackwood y Sanchez, et
al., 2015).

La identificacion molecular se enfoc6 en la caracterizacion del segmento A,
especialmente de la regién que codifica la VP2. Existen diversos protocolos para
realizar la caracterizacion basados en el uso de endonucleasas de restriccion en la
técnica de RT-PCR el cual identifica el polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion. El uso de enzimas de corte especificas en los puntos de
restriccidbn para detectar la virulencia o variantes, asi como la secuenciacién de
aminoacidos sirven para valorar con mas precision la relacion genética entre las
cepas de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio. Actualmente se cuentan con
marcadores que detectan los pares de aminoacidos 279 N-284T o los 253 H-284T
especificos para la deteccion de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio. En virus
considerados como virulentos estan presentes cuatro aminoacidos tipicos (222 A,
256 1, 294 |y 299 S) (OIE, 2004). Tomando en cuenta lo anterior debemos de
tener presente que las principales mutaciones de los aminoacidos se dan en las
posiciones 253, 279 y 284 de la VP2 (Loon et al., 2002), asimismo esta
documentado que los cambios que se presenten en la posicién 253 puede estar
mediando una alta o baja virulencia del virus, en el presente trabajo se detectaron
cambios en estas posiciones como se observa en la Figura 16. (Jackwood et
al.,2008).
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Cambios en los aminoécidos especificamente en las posiciones 253, 279 y

21 220 230 240 250 253 2e0 270 27%280 284

S8 LVLGA TIN T AVITRAVAAN NGLIREGIDNL
DelZ AF133304 FSSQ VLGA TIYLIGFDG JITRAVAHN NCLIT %DN’T
278 Zona Centro | - O ———————————. ] ...T.T...
fhs, Tom R ST B s T ] T
L3i Zona Centro T Il T
282 Zona Centro T TTTTTooon sEmemmmmmn omEmmmmmmn s mmmmmmm R P rrmm e mEmmm e T
285 Zzona Occidente LT K ....... q ....... I o
252 Toma CantEe $&@@@ @@ S oooeeasss IRSSROTISS SEENSSRONS INSmESEESSE SoSFTiRs SESEESRSES ST B i i
aca Kosoas easeanen Boeeases g o = B
254 Zona centro J K q T
sé-zond COnty® 3 S-t=scmesss mesemsesmse ssemseasswe aaeesssed eitsafionses ereesensear;flesesemnsiy B Bl SR
543 zona centro  ---Deeeeoo LB s el QLB el j S 3 SJILT..
g.;g- Zona Centro L e K.......8 <o} T
65‘;. Zona Centro “TTErmosmm remmmammas mmm s m sy e m R e Ly e :I """" C -fHT--
652‘ Zona Centro I'i """"""" ? """" ;
228E_AF457104  TTUUrmooon mnSrmemes secmeccecs moseceensl cesfefeRens mrmssmens Besnneses ==
AL-2 JF736011 o IR L EE SR SRS I g 1 L—
D78_EU162087 { ....: ............... p SAR— - ....T.i..
F52-70 2Y321953 o atacam e e e D B

— an|
Lukert AY518948 -E-2.D L § """" " T'i“-
STC_D00433 T - A | i
T1_RF281238 '_'i """"""""""" = S 'i"'
" NAANAT TR cRelics Grerivates saseareas D .

URGGE BCOORYIE N VoV & S & ... LT

V877 AJA78882

Figura 16. Muestra los cambios en los aminoacidos especificamente en las
posiciones 253, 279 y 284 (Jackwood y Sanchez, et al., 2015).

Haciendo un analisis de la figura 17, donde se muestra el resultado de las
mutaciones o cambios en los aminoacidos alineados de las Bolsas de Fabricio
muestreadas, podemos ver que sOlo las muestras de pollo de engorda
identificadas con 279, 643 y 651 Zona centro de México, presentaron cambios en
la posicion 253 de la VP2, de igual manera la cepa control D78 EU162087.
Podemos considerar que son cepas clasicas, sin embargo, los cambios presentes
en su secuencia las hacen antigénicamente diferentes. Las cepas 279, 281, 282
de la zona centro de México provenientes de pollo de engorda, pertenecen a la
misma clasificacion, sin embargo, sus cambios en los aminoacidos los presentan

en las posiciones 253 (azul), 279 (verde) y 284 (rojo) de la VP2.

Por otro lado, se identificaron 5 secuencias genémicas en diferentes zonas
geograficas que son consideradas como nuevas variantes nunca reportadas, la 94
y la 252 correspondiente a gallina ligera de la zona occidente; y la 254, 648 y 652

correspondiente a pollo de engorda, localizadas en la zona centro.
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La tipificacion proveniente de gallina ligera identificada como la 285 de la

zona occidente de México se identific6 como una variante tipo Georgia.

La similitud de las caracterizaciones realizadas comparativamente con las

cepas control haciendo uso

de una clasificacion numérica seguida de la zona

geografica donde fueron encontradas como se muestra en la figura 17.

Arbol Filogenético de

la zona occidente y centro de México de la

enfermedad de la bolsa de Fabricio.

Rama
Clasica

Rama

Variantes

8 '2%_Zona Centrg

% Zona Centro
u| lorsEuteasr
#| &1 Zona Centro
219.Zona Centro
65[ % 2%, 70na Occidente

qm_Zona Centro

L Clasicas

B UKES1 NCOOMITS - wwIBDV

L F52.70 AY321953 \
STC D0 j‘ Clasica
% - VBTT AJ8T8882 } Clasica Australia
26E AFETI04 } Clasica Europea
Lukent AY916348 } Cepa Lukert
o7 DEE AF133904

1A
0 AL:2 JFT36011

" % mm. Variante Georgia
se[ T ARBI3 J

%21Zona Centro
24 Zona Centro
% vZona Centro
64_Zona Centro
622 Zona Centro

} Variante Delaware

Nueva Variante

Figura 17. Arbol filogenético mostrando las variantes de la enfermedad de la Bolsa

de Fabricio (Jackwood y Sanchez, et al., 2015).
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Para un mejor entendimiento en el cuadro 4, se resumen los hallazgos de

manera ordenada del arbol filogenético.

Zona centro de México

652, 254 y 648.

Zona centro de México

279, 281,282, 651y 643.

Zona occidente de México

94 y 252,

Zona occidente de México

285

Zona occidente de México

284

Nuevas Variantes
Derivadas de la Delaware
(DelE AF133904)

Presentan cambios en la estructura de
la VP2 que las hacen antigénicamente
diferentes.

Son consideradas Clasicas derivadas
de la cepa vacunal (D78 EU162087)

Pero presentan cambios en la VP2 que
las hacen antigénicamente diferentes.

Nuevas Variantes
Tipo Delaware

DelE AF133904

Variante tipo Georgia

Son consideradas Clasicas derivadas
de la cepa vacunal (D78 EU162087)

Pero presentan cambios en la VP2 que
las hacen antigénicamente diferentes.

Cuadro 4. Resumen de las zonas geogréficas con los hallazgos mas relevantes de

la secuenciacién del fragmento VP2,
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VII. DISCUSION

Investigaciones previas realizadas por Jackwood et al, en el 2011,
clasifican a la enfermedad de la Bolsa de Fabricio en serotipos en 1y 2, donde el
serotipo 1 es considerado patégeno, dentro de este serotipo se identifican las
cepas clasicas, variantes y nuevos tipos antigénicos los cuales presentan cambios
en su estructura antigénica. Dentro de esta ultima se forma otra clasificacion viral:
naturalmente atenuados, sub-clinicos y clasicos virulentos. En los casos sub
clinicos, podemos encontrar aves aparentemente sanas, pero que estan siendo
inmunosuprimidos por el virus que pudiera presentar cambios en su estructura
antigénica llamadas mutaciones. Dichas mutaciones se presentan
especificamente en la region hipervariable de la proteina VP2, las cuales sufren
cambios, de igual manera concordando con la investigacion referida el presente
trabajo identifico virus de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio, que muestran
mutaciones Unicas de la VP2 circulantes en el campo mexicano. Asi como el Dr.
Jackwood reporta dichos resultados, los hallazgos en el presente estudio
detectaron cepas variantes reportadas con mutaciones Unicas derivadas de cepas

clasicas y tipo Delaware,

El Dr. Jackwood et al., 2011, al realizar un analisis filogenético, en dos
estudios enfocados en el genoma de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio del
segmento A fragmento de la VP2 y al situarlo en él arbol filogenético, encontraron
incongruencias que indican una fuerte recombinacion entre cepas muy virulentas y
virus vacunales en el periodo del 2001-2011 de aves comerciales localizadas en
Colombia y Venezuela, sin embargo en el presente trabajo no se detectamos
cepas variantes de alta patogenicidad como lo mencionan. Comparativamente en
investigaciones realizadas por Valladares et al.,, durante el 2008, estudiaron
muestras de 30 granjas de pollo de engorda de la zona noreste de México, cuyo
objetivo fue identificar y tipificar los virus de la enfermedad de la Bolsa de Fabricio,
por medio de la técnica RT-PCR se detectaron 28 cepas de la enfermedad de la
Bolsa de Fabricio, el andlisis de las secuencias de nuclettidos determiné que 21
virus mostraron caracteristicas genéticas de los virus variantes tipo Delaware E. El
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analisis filogenético de la region hipervariable de la VP2 que él investigador
obtuvo, indican que estos virus son genéticamente similares al virus 11153 USA
(por sus siglas en inglés United States of America), que fue aislado en Georgia,
USA en el afio 2001. De igual manera como el Dr. Valladares en la presente
investigacion encontramos cepas variantes tipo Delaware tanto en gallina de
postura como en pollo de engorda provenientes de la zona centro y occidente de

México.

En un estudio epidemiolégico realizado en los cinco continentes incluyendo
Africa se encontraron cepas muy virulentas (Nagash et al., 2013), no siendo el
caso para el presente estudio, por lo que cabe la posibilidad de que este tipo de
cepas no se encuentren en las principales zonas geogréaficas productoras de la
Republica Mexicana.

Nagash et al., 2013, observo desafios de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio en aves comerciales vacunadas, a lo cual referencia que existe una
posible reversion a alta virulencia de virus recombinantes por intercambio de
segmentos virales vacunales y de campo, acorde con lo antes mencionado, el
presente estudio detecto cepas variantes parecidas a las cepas clasicas
vacunales identificadas como 279, 281,282, 284, 651, 643 y ubicadas en el centro
y occidente del pais, sin embargo la secuenciacion de aminoacidos no las clasifica
como de alta virulencia, lo que hace pensar que si, existen intercambios de
segmentos virales entre las cepas vacunales y las cepas de campo sin revertir a

alta virulencia.

En las investigaciones realizadas por Loon et al., en el 2002, detecto que
las principales mutaciones de los aminoacidos se dan en las posiciones 253, 279
y 284 de la VP2, asi mismo Jacwood et al., 2008, demostr6 que una simple
mutacion de los aminoacidos posicion 253 puede incrementar o bajar la
patogenicidad del virus, por otro lado los resultados obtenidos en la secuenciacion
de aminoéacidos en esta investigacion para la tipificacion de la 279, 643 y 651

zona centro presentaron cambios en la posicion 253 y 284, ninguno cambio para
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la 279. Estos hallazgos concuerdan con la literatura de que las tipificaciones 279,

643 y 651 podrian cambiar su patogenicidad a alta.

Cabe mencionar que en la zona occidente de México la tipificacion 285 dio
para una variante tipo Georgia, hasta el momento no ha sido descrita en México.
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VIIl. CONCLUSIONES.

Los resultados muestran que todos los virus de la enfermedad de la Bolsa de
Fabricio encontrados en la investigacion resultaron tener mutaciones en el
fragmento hipervariable de la VP2, algunas derivadas de cepas clasicas y otros de
cepas tipo Delaware. Lo que se comprueba que, en el Centro y Occidente de la
Republica Mexicana, actualmente este tipo de cepas estan circulando en el

campo, comprobando la hipotesis planteada en el presente trabajo.

En la zona centro se encontrd6 una nueva variante jamas descrita hasta el

momento, provenientes en pollo de engorda y gallina de postura.

El presente trabajo nos da la base para continuar investigando si existe
proteccion de las vacunas actuales contra los virus variantes encontrados en el
occidente y centro de México, asimismo se comprobd que cepas variantes se

encuentran circulando tanto en gallina ligera como en pollo de engorda.
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X. APENDICES

10.1 Apéndicel. Extraccion de RNA para muestras tomadas en FTA.

10.1.1 Mezclade reactivos:

Adicionar el Carrier RNA al Buffer AVL.

Adicionar 1 mL de Buffer AVL a un tubo de carrier RNA liofilizado.

Disolver el carrier RNA liofilizado y transferirlo al frasco del buffer AVL.
Mezclar suavemente.

Agregar 560 pl de Buffer AVL en un tubo de 1.5 mL.

Agregar 140ul de muestra.

Para Papel FTA: Tomar 5 circulos de 3mm de diametro cada uno y
adicionar 250 ul de agua libre de DNAsas y RNAsas agitar en vortex. Tomar

140 pl de muestra.

10.1.2 Procedimiento.

Incubar a temperatura ambiente (24°C aprox.) por 10 min.
Agregar 560ul de etanol, mezclar bien en vortex por 15 seg. y pasar a tubos

con filtro.

. Centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

. Transferir las columnas con filtro a tubos de lavado.

Agregar 500ul de buffer AW1.
Centrifugar a 8000 rpm por 1min.

. Transferir las columnas con filtro a tubos de lavado

Agregar 500ul de buffer AW?2.

Centrifugar a 14000 rpm por 3min.

Colocar cartucho con filtro a tubos de 1.5 mL.
Agregar 100 pl de buffer AVE y dejar reposar 2min.
Centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

. Colocar el ADN a -20°C.

(QIAGEN, 2014).
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10.2. Apéndice 2. Técnica RT-PCR.
10.2.1 Reactivos para PCR punto final.

e SSII 1 STEP WHIT PLAT TAQ 100 de la marca Invitrogen No. de Cat.
L12574026 [Incluye: 2xRxn Mix Buffer, RNasa (40U/ul), Super Script
(S/u)].

e Agua estéril calidad biologia molecular.

e Primers:

a. Disefo de primers de Gumboro (25mMol/ul).
IBD-A09 F 5- GCCCAGAGTCTACACCAT-3

IBD-A10 R 5- CCCGGATTATGTCTTTGA-3

10.2.2 Equipo.

e Termocicladores Biorad T100.
e Fuente de Poder.
e Camara de Electroforesis.

e Fotodocumentador.

10.2.3 Procedimiento para la preparacion de la mezcla de RT-PCR.

a) El volumen de los reactivos y muestras esta calculada a una reaccion de

12.5ul (en el ANEXO se muestran las cantidades para la preparacion de

la mezcla).
RT-PCR
REACTIVO 1 MUESTRA 0 MUESTRA IFINAL
10X Buffer /Mg 6.25 ] 1x
RNasa (40UAl) 0.03 0 sU
Primer 0.25 7]
H,O libre de RNasas 4.47 o
Super Script (5/ul) 05 0 1.250
RINA 1
TOTAL 125 0
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b) Dentro de la cabina de PCR preparar una mezcla maestra suficiente para
el nimero de reacciones que seran realizadas. Incluir media reaccion

mas por cada 16 reacciones para tener suficiente mezcla maestra.

c) Mantener en frio los tubos para la reaccion (con ayuda de la gradilla del
equipo) y adicionar 11.5 ul de la mezcla maestra a cada uno. Al control

negativo adicionar 1ul de agua y cerrarlo.

d) Fuera de la cabina de PCR adicionar 1 ul de cada una de las muestras.
Primero, adicionar el control positivo; posteriormente colocar las
muestras e ir cerrando el tubo conforme se va cargando, antes de

introducir las muestras al termociclador centrifugar por 15 segundos.

10.2.4 Procedimiento del termociclador RT-PCRy condiciones de la prueba.

Condiciones de RT PCR de VP2 de Gumboro: Para realizar la reversa
transcriptasa y obtener el cDNA del RNA se realizaron a las condiciones de 30
min. 50 °C y 5 min. 94 °C. Para la PCR se realiz6 a las condiciones de 35 ciclos
(30 seqg. 94°C; 30 seg. 60°C; 30 seg. 72°C) y por ultimo 7 min. 72°C. (Jackwood
and Sommer-Wagner, 2005)

10.2.5 Monitoreo e Interpretacion.
a) Lectura del gel en la foto documentador.
Se elabora un gel de agarosa al 2% con 6 ul de Gel Red y se correra una

electroforesis con las siguientes condiciones: 50 min, 100 voltios, 400 mA.

b) Se considera animales positivos o positivos débiles en presencia de la
banda de DNA que indique el peso molecular del virus del fragmento que

se amplifico como se muestra a continuacion:

Se obtuvo un fragmento de 743 pares de bases de los nucleétidos 737 a

1479, basado en la secuencia del gen de la cepa VP2.
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c)

d)

Una muestra es negativa solo si no hay presencia de la banda de DNA
del tamafio del fragmento.

Una prueba se considera nula si el control negativo es positivo o el
positivo es negativo. (Invitrogen, 2015).

10.2.6. Apéndice 3. Técnica Secuenciacion de IBDV.

El segmento utilizado para la secuenciacion de la region
hipervariable de la proteina viral dos (hvWP2) fue la A con 743-bp desde el
nucleétido 737 al 1479 fue amplificado usando los primers 743-1 (5'-
GCCCAGAGTCTACACCAT-3) and 743-2 (5" CCCGGATTATGTCTTTGA-
3") (Jackwood and Sommer-Wagner, 2005).
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