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Resumen

Este proyecto buscdé demostrar la presencia de$ \dauenfermedad infecciosa de la
bursa (IBDV) en tres explotaciones avicolas detroemorte del Ecuador y caracterizar
a las cepas encontradas a través de la utilizad&nécnicas moleculares. La
enfermedad de Gumboro es una infeccion aguda shaitge contagiosa que afecta a
pollos jovenes durante las primeras 3 y 6 semaeagda. Las bursas de 120 aves de
engorde y de 11 aves criollas sanas fueron aishadasmetidas al procedimiento de
extraccion de ARN viral &cido guanidin-tiocianaemél-cloroformo. Diez bursas
fueron sometidas a la extraccion del ARN viralavés del kit comercial Nucleospin.
La transcripcion reversal/reaccion en cadena deolengrasa fue utilizada para la
caracterizacion del ARN viral extraido utilizando set de primers que amplifican un
fragmento de 248pb de la region hipervariable @l YP2. Ochenta aves de engorde
(66.6%) y nueve aves criollas (81%) fueron pos#tipara la presencia del IBDV a
través del RT/PCR. El ARN viral de los pollos anatlios fue sometido a la restricciéon
enzimatica utilizando cinco enzimas diferentesl, Dral, Sac] Styly Sspl.Todo el
ARN bursal mostré el mismo patron de RFLPs paragdds enzimas, fue cortado por
las enzimadaql y Draldando lugar a dos fragmentos de +/-198 y +/-58gbe patron
de restriccion es caracteristico de la cepa vari®dlaware A. El control positivo
(vacuna) fue restringido por las enzimeeql, Styly Sacmostrando los mismos dos
fragmentos de +/-198 y +/-50pb, patron caractedstpara la cepa Lukert. Los
diferentes patrones de restriccion demuestran gis¢eevariabilidad genética entre la
vacuna y las muestras experimentales. Los resagltddmuestran que la técnica del
RT/PCR puede ser utilizada para la rapida detea@dnBDV y para la diferenciacion
entre cepas del virus en combinacion con la resbricenzimatica.
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Abstract

The aim of this study was to demonstrate the piEsen the infectious bursal disease
virus in three farms of the north-central Ecuadod ¢ characterize the strains found
through the use of molecular techniques. Gumbaeasie (IBD) is an acute and highly
contagious, immunosuppressive disease that affectsg chickens during their first 3
to 6 weeks of life. One hundred twenty bursas roilér chickens and eleven creole
birds were isolated and the RNA extraction procedealled Acid guanidine-
thiocyanate-phenol-chloroform was performed. Temsés were submitted to viral
RNA extraction using the commercial kit entitledd®eospin”. Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction was used to charactdrizeiral RNA extracted, by using a
set of primers that amplify a segment of 248pb fritv@ hyper-variable region of the
VP2 gene. Eighty broiler chickens (66.6%) and Qolerebirds (81%) were found
RT/PCR positive for the presence of IBDV. The viRdlA from the chickens analized
was enzyme restricted using five different enzymagl, Dral, Sacl, Styly Sspl.All
the bursal RNA showed a similar RFLPs pattern valhthe above enzymes used.
When restricted by the enzymé&saql and Dral, two segments +/-198 y +/-50 were
obtained, RFLPs pattern characteristic of the wargdrain Delaware A. The positive
control (vaccine) was digested by thaql, Styland Saclenzymes into two fragments
of +/-198 y +/-50pb RFLPs pattern that is characteristic for the Lulstrain. The
results demonstrate that genetic variability existsveen the bursal samples and the
vaccine. The results also demonstrate that RT/P&Roe used to rapidly detect IBDV,
and when combined with enzyme restriction, caredgffitiate the different strains of the
virus.



viii

Tabla de Contenido

(D= To [ o3 1o ¢ - LSRR iv
WX |- Lo (=T o]0 0= ] (o L v
RESUIMEN ...ttt ettt e e et e ettt et e e e e e e e e eeeeee e e e e bbb bttt e e e e e e e s e nnnnbbeneees Vi
Y 01 1 = T Vi
Tabla de CONLENITO ........uueeiiiiiii i ceeeeeer e e e e e st e e e e e e e e e e annnes viii
Lista de tablas Y fIQUIAS. ......u e re e X
Y o] =)= Tod o] 1= PP Xil
SR [ 1o o 0T od T o PP EEPRR 1
1.1. Descripcion de la enfermedad ........coccccoe e, 2
02 1] (oo | - PRSP 5
20 N Ao =Y o1 (=3 =1 1T ] (o T 1o o TSRS 5
S 2N g1 1o = [Tt o = To IS USRS 8
1.4. Patogenia, Cinética y Efecto en el sistemauimitario de las aves............cccvevvvmmmmnee. 8
1.5. Transmision del VIruS de IBD .........uueeoc oo e e 10
1.6. ManifeStacioNeS ClINICAS. ........... e e oo e e e ettt ettt e e e e e e s e e e s s eesrb e e e e e e e e s e saneeeees 11
1.6.1. LA IBD SUDCHNICA. ...ttt a e e 11
1.6.2. LA IBD CHIMICA ...ueeeeieiiiei e e e e e ettt e ettt e e e e e e ennne e e e e e e e e e e nnnnanaeeeeaeeeens 11
1.7. Lesiones ANatOmMOPAtOIOQICAS. ... ...ueiereeeerreerreeeeeeeiiitieeeereeeeeessssnsreeeeeeesasnnnnanereeaeeens 12
1.7.1. LeSIONES MACIOSCOPICAS ... uuvurrrrtmmmmmmmsssnnaesaassaaassaasaesaaasaeeeseesseeeaessassnsaassaassaaasaans 12
1.7.2. LeSIONES MICIOSCOPICAS .....eveieiiuiaaeammteeeeeaaiieee e e sttt e e e st e e e e antbeeeessse e e e s annbeeeeeannees 13
IR T DT To ] To 1 1ol o TP PP PPPPT TR 13
1.8.1. DIiagnOStiCO ClINICO. .......ccoi oo 13
1.8.2. DiagnOstico hiStOIOQICO..........cco it 14
1.8.3. DIiagNOStICO SEIOIOQICO .....ccciuuviiieeemee e ettt e ettt e e eeme et e e e e e nnaeeaeen 14
1.8.4. DiagnOStICO MOIBCUIAT ........eeiiiii e ettt a e 15
1.8.4.1. Transcripcidn inversa-reaccion en cadera golimerasa (RT/PCR)................... 16..
1.8.4.2. Andlisis de polimorfismo de la longitudlds fragmentos de restriccion (RFLPS)...... 18
1.8.4.3. SecuenciacCion NUCIEOLIAICA ........ccccmeiiiiiiiiiiiieee e 19
S R o] o 1= 0 4T (o o | = 19
1.9.1. Incidencia y DiStribUCION .........ccoovveeei i, 19
1.10. IMpOrtancia ECONOIMICAL. ...............ommmmmeeeeeeeteeeeaaesssieeeereeeeeessssnssrneeesssaanssssneereaeeeans 21
2 @ L o] 1= (1Yo T =T o T - | 24
3. ODbjetivVOS ESPECITICOS.....cii i i 24
N L1 = T [ o OO RERPR 24
ST N =Y o Lol =) (T o ([ YO 26
6. MALEIIAIES ... et e et e e n ettt a e e e e e 27
6.1. Material ANIMAL ...... ... e ceeee e s nnnnnnnnnnn 27
6.2. Cepas Virales (Control POSItiVO RT/PCR) s cevveeeiiiiiiiiiiiiieeeee e 27
6.3. EXtraccion bolsas de FabIiCIO .........cceueeeiiiiieiiiiiiiieecee e 28
6.4. EXIraCCION VIral ....cooiiiiiieeeii et e e e e e 28
6.5. PUrfiCaCiON del ARN .......ueiiiiiiie et e e e e e e eennr e e e e e e e e e e neeeeeeas 30
G G T o I = O = PP PP PP 30
B.7. ElECIrOTOrESIS: ..ttt sttt e e e e e s e e e e e e e e e e e aan 31
SIS TR o I U RRERRR 32
O I [T i £ ] {0 =] 33
1Y, =3 o o (o [0 o = 34
7.1 MANEJO 0B GVES ... e 34
7.2. Extraccion de la Bolsa de FabriCiO (BF) wuueceeeeeiiiiiiiiiiieieeeeesisiiiiieeeeseesssiieeeeeaeee s 35
7.3. Procesamient0 de [8S DUISAS..........cmmeerrrieiiiieeeeeiiiiiiieeie e e e e e srnne e e e e ennnneeeees 36
7.4. Extraccion del ARN de las bolsas de FabriciQ...........cccccceeiiiiiiiiiiiicceeceeen 37
7.5. Extraccion del ARN d€ 12S VACUNGS .....ccuveeeiiiiiiieieeeeeiieiiieieee e e e e e e seeeeee e 38

7.6. Extraccion viral mediante Kit COMEICIAl ceeamnen e 38



7.7 Purificacion del ARN (ASRNA) .....uuiiiceeeeeieieeeeeeeeee v eee e ereeer e e e eeeeeeeeseees 39
7.8. Transcripcion inversa/Reaccién en Cadena Belimerasa (RT/PCR).......................40..
AR S IR = [T i (] (0] =] 41
7.10. Analisis con enzimas de restricCion (RFLPS).......c..uvviiiiiiiiiiiiieee e 42
8. RESUITATOS ... eiiiiiiiiiee e ettt e e e ettt et e e e e e s snnnet e e e e e e e s ssbbbaneeeeeeeeeeaanne 43
8.1. Deteccion Viral POr RT/PCR ......coiiiieieiie ettt 43
8.1.1. CoNtrol POSItIVO Y NEGALIVO ..........ommmeeeeeiiiieeeieeeee e e e aasibere e e e e e e sssmnr e e e e e e e s nnnreeees 43
8.1.2. Bursas correspondientes a Guayllabamba........................c. . 44
8.1.3. Bursas correspondientes a NaN@QalitOu..ceeeveiiriiiieiiiiiiiieiiieeieeeeiieeeeee e e e e 44
8.1.4. Bursas correspondientes @ San VICENTE ...........ooiiiiiiiiiiieeeee e 45
8.1.5. BUrsas de aves CrOIIAS ..........o oo

S T I PP PR
8.2.1. ENZIMa d@ reStHCCIATBO| ....couveieeeeiiiiee ettt et e e ee e
8.2.2. Enzima de resStriCCIPral .............vviiiiiiee et
8.2.3. ENziMa de reStriCCIEBPL.........ovvveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee v eeeeee e e e eeeeeeeeessssesssesssserresrrrnrnne
8.2.4. ENZIMa de reStriCCIEBBC.......ccii ittt e e e
8.2.5. ENZiMa de reStrCCIBBLYL.........ceiiiiiiiiiiiiiii et
8.2.6. BUISas aves CrOlIAS .........ocuuiiieceiiiieeeee et

S B 1o U £ (o ] [ PP PR PR TP PP
9.1 SACHTICIO A 18S @VES ... .. e s st enennnnnnnnns
9.2. Procesamiento de las bursas

9.3. EXracCion de ARN VIral .........cooiiiiieeeee ettt
9.4. Purificacion del ARN VIFal...........co o eeeeeeeeeiiiiiiiee e e e e e s ee e e e eseseeeeaaeae e e s e nnnnseeees
9.5. Amplificacion del ARN viral atraves del RTIR ........c..oooiiiiiiiiiiiiieeee e 52
9.6 Analisis de polimorfismo de la longitud de feaymentos de restriccion. RFLPs .............. 54
0.8.1SACL. .. 55
S GBS 1Y o P EERR PP 55
S GRS TR 1/ PP PRSP PPPPPP 56
S IR T 1= T | 2 0 > Y 57
O @) T 11 13 o =P 61
I = Toto 0 T T o Tod (0] T 63
12, RETEIENCIAS ...ttt e e+ttt e e et e ettt et e e e ettt e e e e e e e e et baeneeeeeeeeeans 65
R R = ] = T 72

I o U = L PP PP PPPPPPPPPPPPP 84



Lista de tablas y figuras

13.TADIAS. oo ————- 72
Tabla 1. Clasificacion molecular por RT/PCR-RFLRgiferentes virus de IBDV.............cccevveeen. 72
Tabla 2. Diagnostico diferencial de la enfermeddedciosa de la bursa................cooiiiiii e, 73
Tabla 3: Descripcién del nimero de aves de engpedes criollas y el lugar de procedencia............ 74

Tabla 4: Vacunas contra la enfermedad infeccioda barsa utilizadas como controles positivos...... 75

Tabla 5. Especificaciones restriccién enzimatidizatos en el estudio.............ccccccvvvivevviiiiieeeeenenn. 76
Tabla 6. Aves criollas utilizadas €n €l @StUAIO..a........cvviiiiiieii e 77
Tabla 7. Aves de engorde del sector de Guayllabamba...............oooii i 78
Tabla 8. Aves de engorde del sector de NanegalitQ............coviiniie i e 79
Tabla 9. Aves de engorde del sector de San ViCente . c.......oouii oo e 80

Tabla 10. Diferencias en el patron de restriccidmeecontrol positivo y muestras de ARN viral de la

Tabla 11. Perfil de restriccién enzimatica de lagfnentos de 248 pb VP2 de bolsas de Fabricio ele av
de engorde de los sectores Guayllabamba, Nanegdiém Vicente y de aves criollas. ................... 82

Tabla 12. Sistema de Genotipificacion de cepa$BigY por RFLPs utilizado en la Universidad de

(CT=To] o - F PN < 10
0 T T = L 99
Figura 1. Estructura del ViriOn del IBDV. ....uccociiiiiiiee it ee s e e sssaaee e e snsaaaee e e s snanaaeees 84
Figura 2. Representacion esquematica de la orgadizgenomica del IBDV.. ........ccccvvvvvvvvieereecnnnnns 85
Figura 3. Distribucidn geografica mundial del IBDV...........ccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 86

Figura 4. Electroforesis de los productos ampld@sa través de RT/PCR de RNA viral sin purifiéaci

de bolsas de Fabricio correspondientes al sect@udg/llabamba, Nanegalito y EG1 que corresponde al
S Toa (o] RS- U I (o =T L= TP PPUPTRPPPR 81.
Figura 5. Electroforesis de productos amplificaddsavés de RT/PCR de ARN viral de bursas de aves
criollas sometidos al procedimiento de extracciibala través del kit comercial.............commeeernnee... 88
Figura 6. Productos de RT/PCR después de la digemtzimatica con la enzima de restriccicay | en

un gel de poliacrilamida del 12%. Electroforesis ARN viral de bursas del sector Nanegalito,
Guayllabamba y bursa de ave criolla (CrBF2).......c.ccoooiiiiiiiieieeee e e e 89
Figura 7. Productos de RT/PCR después de la digestizimatica con la enzima de restricdifna | en

un gel de poliacrilamida del 12%. Bursas del seldmegalito, Guayllabamba y bursa de ave crio9a.
Figura 8. Productos de RT/PCR después de la digestizimatica con la enzima de restricc&sp len

un gel de poliacrilamida del 12%. Electroforesis ARN viral de bursas del sector Nanegalito,

Guayllabamba y bursa de ave CrOIIA. .......ccceiiii i e e e e e e 91



Xi

Figura 9.1. Productos de RT/PCR después de lat@figemnzimatica con la enzima de restriccBac len

un gel de poliacrilamida del 12%. Electroforeses ARN viral de bursas del sector Guayllabamba,
Nanegalito y bursas de aves Criollas..........ooiiii it i s et e e e e 92
Figura 9.2. Productos de RT/PCR después de lat@figgesnzimatica con la enzima de restriccBact len

un gel de poliacrilamida del 12%. Electroforesi® dARN viral de bursas del aves
o3 10 ]| =T PP X
Figura 10. 1. Productos de RT/PCR después de &stithgp enzimatica con la enzima de restriccdyl

en un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofsesie ARN viral de bursas de aves
o3 10| = 1= PP 94
Figura 10.2. Productos de RT/PCR después de Iatifigeenzimatica con la enzima de restriccgipl

en un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofsede ARN viral de bursas del sector Nanegalito,
GUAYIADAMDA. .. .o 95
Figura 11.1. Electroforesis de los productos deFZR después de la digestion enzimatica con larenzi
Taqgl en un gel de poliacrilamida del 12%. Bursas GBll. ......... ..o, 96
Figura 11.2. Electroforesis de los productos deFZR después de la digestion enzimatica con larenzi
Dral en un gel de poliacrilamida del 12%. Bursas
(o3 10 | = 1= PSPPSR 97
Figura 11.3. Electroforesis de los productos delFER después de la digestién enziméatica con larenzi

Ssp en un gel de poliacrilamida del 12%. Bursas a@®@ll......................... 98



Xii

Abreviaciones

ADN Acido Desoxirribonucleico
AGPC Método de extraccion viral de guanidina tinei@ fenol-cloroformo
“acid-guanidium-phenol-chloroform”
ARN Acido Ribonucleico
ARNmM ARN mensajero
BF Bolsa de Fabricio/Bursa de Fabricio
BSA Suero bovino albumico
“Bovine serum albumin”
cDNA ADN complementario
“Complementary DNA”
clBDV Cepas clasicas del IBDV
“Classic Strains of IBD virus”
CMI Inmunidad mediada por células
“Cell-mediated immunity”
DEPC Dietil pirocarbonato
dsRNA ARN de doble cadena
“Double stranded RNA”
HMA Ensayo de movilidad heteroduplex
“heteroduplex mobility assay”
HVR Region hipervariable
“Hypervariable region”
IBD Enfermedad infecciosa de la bursa
“Infectious bursal disease”
IBDV Virus de la enfermedad infecciosa de la bursa
“Infectious bursal disease virus”
IgM Inmunoglobulina M
ORF Secciones abiertas de lectura
“Open reading fragments”
Pb Pares de bases
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa
“Polymerase Chain Reaction”
Pl Después de iniciada la infeccién
“Post infection”
QC-PCR Competitivo Cuantitativo- Reaccion en Cadémbia Polimerasa
“Quantitative Competitive-Polymerase Chain Reaction
RE Enzimas de Restriccion
“Restriction enzyme”
RNA Acido Ribonucleico
RT Transcriptasa inversa
RT/PCR Trascripcion inversa/Reaccion en Cadena @elimerasa
RT/PCR- Transcripcion inversa/Reaccion en Cadena de landdisa-Analisis
RFLPs de polimorfismo de la longitud de los fragmentogedsriccion

“Reverse transcription/Polymerase Chain ReactiostiRéion

D




Xiii

fragment length polymorphisms”

SPF Especificos libres de patdogenos
ssDNA DNA de una sola cadena
“Single Stranded DNA”
VP Proteina viral
“Viral proteina”
wIBDV Cepas muy virulentas del IBDV

“Very virulent Straits of IBDV”




1. Introduccién

En las dltimas décadas, la produccion, el consuentauévos y carne de pollo, se
ha incrementado a nivel mundial con el fin de atex la alta demanda que existe de
estos productos. La industria avicola ha aumentadgroduccion y ha intentado
mejorar los sistemas de sanidad, de prevenciomiyatale las infecciones con el Unico
objetivo de mejorar la productividad, la eficiengrala economia de este sector
(Nilipour, 2006). En el Ecuador, el sector avicotstituye una actividad dinamica
dentro del Sector Agropecuario del pais, llegandengr una produccion masiva de

carne de polloy huevos.

En un plantel avicola, los brotes infecciosos degmitad merecen y son
sometidos a un diagnostico riguroso con el fin ddep controlarlos y evitar pérdidas
econdémicas. Sin embargo, brotes esporadicos eraMas no reciben la atencion
requerida; sino que por el contrario, son elimigasia ningun tipo de diagnadstico ni
control. La bioseguridad es deficiente y solo laandes empresas avicolas parecen
cumplir con las normas; mientras que, la mayoriapdgquefios avicultores no las

utilizan (Nilipour,2006).

En la actualidad, el veterinario realiza un diagicosclinico (sintomatolégico y
anatomopatologico) para luego utilizar las técnisasoldgicas que confirmen el
diagndstico presuntivo (Odor, 1995). Dentro de esteco, en nuestro pais este tipo de
técnicas son las mas utilizadas debido a que noie®m de grandes inversiones y

tampoco requieren de personal profesional y cagitAdicionalmente, estas técnicas



detectan exposicion al agente infeccioso, es a@eticuerpos. Por otro lado, las técnicas
moleculares, de reciente advenimiento y de altssils#idad y especificidad, son
utilizadas por paises desarrollados para la détecde los organismos patégenos
causantes de la enfermedad. Si bien es ciert® Estaicas son costosas y requieren de
infraestructura especializada y de personal cagabwitla informacion que se puede
obtener es invaluable y permitird conocer al ageatssal desde su base molecular con

un alto grado de certeza (Jackwood, 1995).

1.1. Descripcion de la enfermedad

La enfermedad infecciosa de la bursa (IBD, por sgks en inglés) es una
infeccidn virica aguda, altamente contagiosa qeetafa aves jovenes y es causada por
el virus de la enfermedad infecciosa de la burB®Vl, por sus siglas en inglés). La
IBD se caracteriza por lesiones severas en la lo@g$&abricio (BF), cuya consecuencia
principal es la inmunosupresién en etapas tempréxdkegas, et al., 2004). El
sindrome fue reconocido en 1957; sin embargo, éserita por primera vez en 1962
por Cosgrove como una nefrosis aviar, debido ab dai@nso observado a nivel de los
rifones, como lesiones degenerativas tubulared 90, Hitchner propone el término
de “enfermedad infecciosa de la bursa” debido@daencia de una BF agrandada con
un exudado amarillento y a veces puede presentaprnggias. Por otro lado, los
primeros brotes de esta enfermedad, tuvieron legael area de Gumboro, Delaware-
EE.UU., por lo que también se la conoce como erddatd de Gumboro (Lukert y Saif,
2003). Lukertet al. y Pizarro yet al, 2001, citados por Babaahmady en el 2005, la
denominaron como bursitis infecciosa debido a langdeplecién de linfocitos

observada en la bursa.



La bolsa de Fabricio se encuentra ubicada dorsénuem respecto a la cloaca
en la parte caudal de la cavidad corporal y actrmocel 6rgano reservorio de los
linfocitos B (Gallos, 2007). Debido a que cumpla am rol primordial en el sistema
inmune de las aves, su estado fisiologico debeidszd. Las aves estan expuestas
constantemente a agresiones del medio ambient&qestsalubridad, vacunaciones,
entre las principales) lo que provoca que la estracanatomica y fisiologica de la BF
resulten afectadas (van den Berg, 1991). En el dakuwirus de Gumboro, la BF es el
mas afectado donde los linfocitos B no pueden akrasu madurez, quedando el
sistema inmune comprometido. La replicacion viralas células de las aves a mas de
la inmunosupresion, provoca retrasos en el creoimjedisminuyen sus respuestas
inmunitarias a otras vacunas y las hace mas silslespa infecciones secundarias

(Fields, 1995).

El desarrollo de la enfermedad depende de factores:

* Edad del ave. Varios estudios han demostrado que la patogénekis y
respuesta inmune ante la enfermedad varia de acadededad del animal (Gonzéles,
et al.,2005). Mientras mas precoz sea la infeccion, mayseean los dafios causados en
la bolsa provocando un proceso de inmunosuprggamanente, como es el caso de
las aves menores a las tres semanas de edad. rBolaad®, cuando las aves son
infectadas tardiamente, el resultado es una innupnesion temporal debido a que los
linfocitos de la BF generalmente han migrado asotnganos, principalmente el bazo y
la médula 6sea (Bernardino, 2005); siendo los sighimicos y la mortalidad menos

evidentes en comparacion con pollos jovenes (ButcMiles, 1995).



» Raza o0 estirpe. Las aves reproductoras son mas susceptibles en
comparacion con los pollos de engorde, llegando xpereanentar mortalidades
considerables, superiores al 60% (van den Berdl)1®88akadiya, 2004 demuestra que
las reproductoras presentan una incidencia maymf%98o) que las aves de engorde
(78.26%). Por otro lado, se ha visto que existe uagommortalidad en las razas
livianas de reproductoras “Light breeders” que @& reproductoras pesadas “Heavier

breeders” (van den Berg, 1998).

» Estatus inmunologico del ave contra el IBDVLa respuesta de un ave ante
el virus dependera de la madurez del sistema inrdehanimal y en especial del grado
de su inmunidad pasiva (cantidad de anticuerposrmazg) (Tacken, 2003). La
severidad de la enfermedad esta directamente gebta con el numero de células
susceptibles presentes en la bursa y esto expgit@ ¢as aves de 3 a 6 semanas son
mas susceptibles, tiempo en el que la BF se eneuemtsu maximo desarrollo (Butcher

y Miles, 1995)

* Virulencia del virus o cepa involucrada.El desarrollo de la enfermedad de
Gumboro dependera de la cepa involucrada (Mull@d3R2 Dentro del serotipo | del
IBDV se han diferenciado cepas que difieren enndigenicidad y patogenicidad. Las
cepas clasicas virulentagcvIBDV, por sus siglas en Inglés) inducen a urferemedad
clinica severa en pollos mayores a las 3 semanadatk(Banda y Villegas, 2004). Por
otro lado, lascepas variantesse caracterizan por inducir diferentes estados de
inmunosupresion, en donde la BF sufre de una atréfiida (deplecion linfocitaria) sin
presentar los cambios inflamatorios caracteristideslos virus clasicos. Las cepas

variantes son antigénicamente diferentes a los slesinas sin dejar de pertenecer al



mismo serotipo (Butcher y Miles, 1995). Finalmentes cepas muy virulentas
(vwIBDV, por sus siglas en Inglés) que estan anim@mente relacionadas con las
cepas clasicas (Makadiya, 2004). Son capaces depsdar los niveles altos de
anticuerpos maternos; de modo que, existe un mi@sgo de infeccién temprana antes
de gue se apligue las vacunas atenuadas (Babaahehadl\?002). Estos virus causan
lesiones en la BF, timo, tonsilas cecales y ban®meés de ser responsables de
hemorragias (Banda y Villegas, 2004). Por otro Jadgisten cepas atenuadas
adaptadas a cultivos celulares que no generaméssicausadas por las cepas clasicas y

virulentas.

1.2. Etiologia

1.2.1. Agente etioldgico

El virus de la enfermedad infecciosa de la burB®Y) pertenece al género
Avibirnavirus dentro de la familidBirnaviridae (Banda y Villegas, 2004). Los pollos
son la unica especie conocida que exhibe los sagartinicos de la infeccion por el
IBDV. Los pavos, patos y avestruces son susceptila infeccion; sin embargo, son
resistentes a la enfermedad clinica (Tacken, 20@3)IBDV carece de envoltura, es
icosaédrico compuesto por 32 capsoémeros y su didmet de 55 — 60 nm.
aproximadamente, ver Figura 1. (Villegas,al, 2004). EIl IBDV es muy estable y
resistente tanto a desinfectantes como a fact@ksnddio ambiente. Resiste un pH
entre 2 y 12, caracteristica que lo hace resisegembs desinfectantes como al éter y al
cloroformo, sobreviviendo por largos periodos éenpo dentro del galpén, llegando a
ser infeccioso hasta los cuatro meses (Butcher lgsMil995). Por otro lado, se ha

descrito al virus de Gumboro como refractario ddanaturalizacion, ya que es capaz de



ser resistente al calor; permaneciendo viable pan&a de los 58C y a la incubacién a

50°C por 5 horas (Qian y Kibenge, 1993).

El genoma de los virus que pertenecen a esta éaoahsta de dos segmentos de
ARN de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en $hgldenominados A y B
(Giambronegt al, 1994). Una representacion esquematica de la iaagadn gendmica
del IBDV se muestra en la Figura 2. El segment@apgrgximadamente 3400 pares de
bases [pb]) determina el tropismo hacia la burs@ntras que, el segmento B esta
involucrado en la eficiencia de la replicacion dielis (Miller, et al, 2003). Por otro
lado, el segmento A codifica dos proteinas virassucturales, VP2 y VP3 (VP, por
sus siglas en inglés) que constituyen los prinegpdeterminantes antigénicos; mientras
que, el segmento B codifica dos proteinas no danales VP4 y VP5 (Milleret al,

1992).

El segmento A contiene dos secciones abiertasctladeOpen reading frames”
(ORFs por sus siglas en Inglés). EI mas grandeodedRF codifica para una
poliproteina de 110kDa (pVP2-VP4-VP3) que es cartadtocataliticamente por la
proteasa viral VP4, dando a lugar a las proteivd2ptambién conocida como VPX,
48kDa), VP3 (32kDa) y VP4 (28kDa) (Jhakt, al, 2005). Durante maduracion del
virus in vivo la pVP2 es procesada por la proteasa VP4, geretanatoteina madura

VP2 (40kDa).

La proteina VP2 contiene las regiones antigénieagansables de la induccion
de anticuerpos conformacionales y neutralizantgsra la especificidad del serotipo

(Giambronegt al.,1994). Esta proteina altamente hidrofobica es agdemantigeno de



conformacion dependiente y es el principal antigeospedador-protectivo del IBDV
conteniendo los epitopes neutralizantes y los ssitioe determinan la virulencia
(Makadiya, 2004). Esta region, conocida tambiéna@denregion hipervariable (HVR,
por sus siglas en Inglés), es el sitio ideal pardeterminacion de variantes antigénicas
a través de analisis de secuenciacion de las ditsyeepas del IBDV. Cambios en esta
region son los que generan las diferencias enrtgsiquiades patogénicas y antigénicas

de las diferentes cepas del IBDV (Mul&dral.,1992). .

La proteina VP3 es considerada como un antigerecé®o y solo puede ser
reconocido por anticuerpos no-neutralizantes, algute los cuales presentan reaccion
cruzada con ambos serotipos | y Il (van den Be®§8)L Se sugiere que esta proteina
esta involucrada con el empaquetamiento o es reaptinde mantener al genoma de

ARN dentro de la capside viral (Tacken, 2003).

El segundo y mas corto ORF del segmento A codificaolipéptido VP5
(17kD) el cual parece cumplir algun rol en la apsi y en la patogénesis viral
interviniendo en la liberacion y diseminacion délus; sin embargo, su funcion es

todavia desconocida (Tiwast al.,2002; Villegaset al.,2004).

El segmento B (2900pb) contiene un largo ORF qukfica para el polipéptido
VP1 (90kDa) (Lukert, D. y Saif, Y.M., 2003), queene a ser la polimerasa de ARN
que existe tanto como proteina libre o como undepra ligada al genoma (VPQ)
(Villegas, et al., 2001). Esta proteina es responsable de las adirsdde replicacion y

transcripcion (Muller, et al., 2003).



1.3. Antigenicidad

Se han identificado dos serotipos del IBDV. El §pm| fue originalmente
aislado de pollos, siendo patogénico para estaciesp(Mantéet al, 2000). Todas las
cepas del IBDV son inmunosupresivas; sin embarg@ves de estudios seroldgicos de
neutralizacion cruzada y de estudios de las pragesl virales se han descrito 6
subtipos antigénicos del serotipo | del IBDV de eado a sus diferencias en
antigenicidad y patogenicidad. Ver tabla 1 (Jackiya al., 2001). Las cepas muy
virulentas (vvIBDV), cepas clasicas virulentas,iaates antigénicas y cepas atenuadas

adaptadas a cultivos celulares anteriormente das¢kVallace, 1999)

El serotipo Il fue originalmente aislado de pavaseypiensa que es un virus con
un hospedador especifico (Villegas, 2001). El IB&/respondiente a este serotipo no
presenta tropismo selectivo por la bursa, siendgatogénico para pollos y pavos
(Mdller, et al.,1992). Este serotipo no causa enfermedad ni tamgineoe proteccion

contra las cepas del serotipo | que afecta a pollos

1.4. Patogenia, Cinética y Efecto en el sistema immtario de las

aves

El periodo de incubacion de la enfermedad es muyp gova entre dos a tres
dias (Makadiya, 2004). EI virus una vez ingeride, dirige al sistema digestivo,
replicAandose en primer lugar en el intestino dedgadiegos. El antigeno viral ha sido
detectado, a través de estudios de inmunofluores;een macrofagos y en células

linfoides del cecum a las 4 horas después de leulacion y una hora después en



células linfoideas del duodeno y yeyuno (Lukertayf, 2003). La replicacion del virus
dependera de la cantidad de anticuerpos materrmsmaddo que, el virus sera
neutralizado en los intestinos si existen los aefigos necesarios; en caso contrario, el
virus se dirigird y se replicara en otros 6rganestigo linfoide (Sacristan, 2005).
Mediante estudios histologicos se ha observad@plBDV es transportado a través de
la corriente sanguinea y células fagociticas hatias 6rganos, alcanzado el higado
aproximadamente a las 5 horas y la BF dentro deZ8horas. La infeccion de la bursa

es seguida de una segunda viremia masiva (Luk&ajfy 2003).

Altas concentraciones de antigenos virales y ditaks de infectividad en la
BF confirman que éste es el érgano blanco paradpas patogénicas del serotipo I;
mientras que en érganos como el timo y bazo, aupeeenta bajas concentraciones,
no son considerados 6rganos blancos. La severiddd énfermedad dependera del
namero de células susceptibles presentes en lavBkadiya, 2004); si el virus de
Gumboro llega a dafar la BF en los pollos jévems$e 6rgano no sera capaz de
producir el suficiente numero de linfocitos, lo quensecuentemente causa una

inmunosupresion (Tacken, 2003).

El IBDV utilizara a las células del sistema inmariib para replicarse, afectando
principalmente a los linfocitos B que se encuenteandivision activa y que son
productores de IgM, consecuentemente, la inmuniledoral del ave sera deficiente
debido a la falta de produccion de inmunoglobulifMakadiya, 2004). Esto ocasiona
gue las aves sean incapaces de crear una respaesticuerpos a las vacunaciones o
pueden presentar reacciones fuertes postvacunaldentolas mas susceptibles a

enfermedades concurrentes y secundarias (Butchklilgs, 1995). La inmunidad
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mediada por células (CMI, por sus siglas en Ingl&shbién resulta afectada, debido a
gue se cree que existen alteraciones en la pregantde antigenos y en las funciones

de las células cooperadoras (Lukert y Saif, 2003).

1.5. Transmision del virus de IBD

El IBDV se transmite en forma directa a travésageHeces que son eliminados
por aves infectadas, siendo la forma mas comumfgedion la via oral. No existe
transmision vertical. Por otro lado, se transmitdama indirecta dentro del galpon a
través del alimento, el agua y la cama de virBac(istan, 2005). Ademas, debido a su
naturaleza resistente, puede ser transmitido meaeinte por personas, equipo y
vehiculos que hayan tenido contacto con granjataconadas con el virus (Butcher y

Miles, 1995).

Otra via de transmisién édphitobus diaperinusconocido como el escarabajo
de la cama, que actia como vector y reservoriopetente de varios patdégenos y
parasitos aviares (Lukert y Saif, 2003). Ademalas en las medidas de bioseguridad
hacen a las aves susceptibles al virus presentel eembiente. Por ejemplo la
reutilizacion de camas, la mala ventilacion, lassittades excesivas de aves, el escaso
periodo de vacio sanitario, la edad y las técnidasvacunacién inapropiadas
constituyen factores que ayudan a la prevalendigides en las plantaciones avicolas o

a la aparicion de la enfermedad (Sacristan, 2005).
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1.6. Manifestaciones Clinicas

La enfermedad de Gumboro se manifiesta de manenéca;l subclinica,
inmunosupresiva y aguda, segun la especie anisnafldd de los animales y de la cepa

viral circulante (Insuaet al, 2005).

1.6.1. La IBD subclinica.En este tipo de manifestacion clinica, el desaéio d
virus aparece a temprana edad, en aves menores & kemanas de edad sin
sintomatologia aparente y es causado por cepaantesiy cepas clasicas de menor
virulencia (Banda, 2006). Se desconoce la razompaigue los pollos no presentan los
signos clinicos de la enfermedad; sin embargaamimales afectados experimentan una
inmunosupresion permanente y severa debido al dagervado en la BF (atrofia), en
donde las células B no pueden alcanzar su madvilleggés, et al, 2004). En este
estadio, la enfermedad no puede ser detectadaigormsa subclinica debido a que las
aves reducen sus respuestas inmunitarias y adelmasasa de mortalidad es

relativamente baja (Villegast al.,2001).

1.6.2. La IBD clinica.La enfermedad clasica de la bursa ataca principaéree
aves que se encuentran entre las 3 y 8 semanadadeyees producida por cepas
clasicas o por cepas de alta virulencia. En urebromun de Gumboro, las aves que se
encuentren entre las 2 y 15 semanas de edad ppexfEmtar signos repentinos, siendo
la diarrea acuosa y blanquecina y las plumas ext&zémb primeros signos observados
(Villegas, et al.,, 2004). Posteriormente, las aves sufren de anoraléaresion,
temblores, respiracién con el pico abierto y unges®e postracion y depresion seguida

de la muerte (Cosgrove, 1962). Las aves se muebtagetentes y consumen poca
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agua; de modo que, se observan signos de deshidrata nivel de las patas. Otros
signos clinicos no especificos son la palidez dectastas, picaje del ano, aumento del
volumen de la zona cloacal y agrandamiento de ifames (Villegaset al., 2004).
Ademas, se distingue un pico de mortalidad cudgpldego cae rapidamente y las aves
gue llegan a sobrevivir, recobran su estado apamatsalud después de los cinco a
siete dias, aunque pueden experimentar una inmpiressoin con el riesgo de adquirir
infecciones secundarias (Tacken, 2003). El desarrdé la enfermedad clinica
dependera de la habilidad del virus para infectegpjicarse en las células de la bursa

(Vervelde y Davison, 1997).

1.7. Lesiones Anatomopatoldgicas

1.7.1. Lesiones MacroscopicasA través de la necropsia, las lesiones
postmortem se encuentran principalmente en la pastando inflamada, edematosa e
hiperémica, algunas veces con un trasudado anméoille un exudado sanguinolento
gue se encuentra cubriendo la superficie de lasaesproximadamente 2 a 3 dias PI
(Cosgrove, 1962). Ocasionalmente, se pueden pegseamorragias en toda la bursa
(Lukert y Saif, 2003). Al tercer dia PI, la BF secuentra hiperatrofiada hasta tres
veces su tamafio normal, adquiriendo un color g#madl quinto dia Pl recupera su
tamafio, para el sexto dia sufre una nueva atreftaadta un 70% (Tacken, 2003). Los
musculos del muslo y pectorales pueden presentaornagias; al igual que en la
mucosa de union entre el proventriculo y la mollégbido a que el virus interfiere con
el normal funcionamiento del mecanismo de la caagdh (Fields, 1995). Las cepas
wIBDV causan dafios mas graves como reduccion eanehiio del timo y otras

lesiones en las toncilas cecales, el bazo y la laddukert y Saif, 2003).
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1.7.2. Lesiones Microscopica<El virus afecta a los 6rganos linfoides: bursa,
timo, bazo, tonsilas cecales y glandula de HarHer.la bursa, se puede observar
necrosis linfocitaria a las 36 horas Pl en la negitedular de los foliculos (Butcher y
Miles, 1995). Ademas, se observa edema, hiperermiilteacion celular inflamatoria
debido al agrandamiento de la BF durante los pomelias de la infeccion. Como
consecuencia de estas alteraciones, la arquitefdlicalar normal de la BF resulta
afectada. En lo que respecta a otros érganos degosecundarios, las glandulas de
Harder, las tonsilas cecales y el bazo sufren dgraiento también se observa una

necrosis y deplecion linfocitaria aunque en un mgnado (Vervelde y Davison, 1997).

1.8. Diagnostico

En la diagnosis del virus de la enfermedad infezide la bursa se han
realizado grandes avances, lo que ha permitidetecdion y la identificacion de las
distintas variantes del virus. Las técnicas tradiaies han sido combinadas con
técnicas modernas; sin embargo, segun la literaggi@as Gltimas son superiores en
sensibilidad y especificidad (Saif, 1995). Paralizaa un diagnostico hay que

considerar la historia de la parvada, los signimscds y las lesiones.

1.8.1. Diagnéstico Clinico

Este tipo de diagnostico esta basado en la olgérvde sintomas y signos que
presentan las aves, o que permitira la recolecgd@®material de aves muertas o vivas,

con el fin de realizar estudios de necropsia, patmogia, serologia, virologia y otras
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pruebas (PCR, Ac monoclonales) (Di Fabio, 2000 ycBer y Miles, 1995). En la
forma clinica de la enfermedad, el virus puedeagsg#ado de la BF, el bazo y de otros
organos (Lukert y Saif,, 2003). Cuando se tratalaleforma subclinica de la
enfermedad, el diagndstico clinico se vuelve difiebido principalmente a la falta de
signos clinicos aunque el ave este inmunosuprirtB#aahmadyet al, 2002). El
diagnostico clinico debe ser correlacionado con #welisis histopatolégicos y

seroldgicos de la bursa y el aislamiento del iBwgcher y Miles, 1995).

1.8.2. Diagnéstico histologico

Consiste en el analisis de las lesiones agudasmt&adas en la BF a tres o cuatro
dias PIl. Se analizan las lesiones macroscopiagsosside necrosis en la mayoria de
foliculos, hiperemia, edema, entre otros signosr(atiossiget al.,2001). Sin embargo,
en la mayoria de los casos, los signos clinicobzadlas no son especificos; por lo que
es necesario realizar un diagnostico diferenciat¢Ber y Miles, 1995). La atrofia de la
bursa puede ser causada por otras enfermedadesMarek y hepatitis adenovirica;
las lesiones hemorragicas en tejido subcutaneo gasnamusculares pueden ser
consecuencia de intoxicacion por sulfas o por daficiencia de vitamina k y
micotoxicosis (Vademecum, 2005). Ademas, signokadBD pueden ser compartidos

por otras enfermedades. Ver tabla 2.

1.8.3. Diagnéstico Serologico

El diagndstico seroldgico permite la deteccion ddicaerpos contra los

antigenos virales de la enfermedad. Ensayos comeutxalizacion cruzada viral (NV)
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0 el Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a Enzimas $Bl.I cumple con esta funcion,
aungue también han sido utilizadas para la seificipion de los virus (Domanskat
al., 2003). La precipitacion en agar gel (AGP), la imofluorescencia (IFA) y la
inmunoperoxidasa (IPA) también han sido descriteslaliagnostico de la enfermedad
de Gumboro (Domanska&t al, 2003). Este tipo de técnicas serolégicas no permi
distinguir entre las cepas de IBDV, son técnicdmri@sas que requieren de mayor

tiempo de manipulacién y poseen sensibilidad intelimmo baja (Mulleret al.,1992).

1.8.4. Diagnéstico Molecular

Existe una gran variabilidad genética en el vireadadenfermedad de Gumboro,
dentro de sus propiedades antigénicas; asi combidapdentro de sus propiedades
patogénicas (Banda, 2006). El desarrollo de laogial molecular ha permitido, en base
al estudio de los acidos nucleicos, descubrir risvde acuerdo a su especie, cepas 0
variaciones permitiendo una deteccion rapida y texatackwood, 2001). A pesar de
gue se desconoce la relacion que existe entre dibadgenético del virus y la
patogenicidad entre cepas clasicas virulentas yascegitamente virulentas, en la

actualidad se puede diferenciarlas mediante etlesnarcadores moleculares.

Las técnicas de biologia molecular, como la Trapsidm Reversa-Reaccion en
cadena de la polimerasa (RT/PCR), el andlisis dienpdismo de la longitud de los
fragmentos de restricciéon (RFLPs) mediante el wsenkimas de restriccion (RE, por
sus siglas en inglés) y el secuenciamiento del manose han convertido en
herramientas muy atiles que permiten diferenciaclasificar las cepas del IBDV

(Villegas, 2001). Estas técnicas no requieren dédraiento y propagacion del virus en
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cultivos celulares o en huevos embrionarios; par latdo, el virus puede ser aislado de
suspensiones virales preparadas a partir de la B&zo de aves con infeccion aguda

(Villegas, 2002).

1.8.4.1. Transcripcion inversa-reaccion en cadena ed la

polimerasa (RT/PCR)

En la actualidad, la RT/PCR es una herramienta culde utilizada para la
diagnosis del IBDV (Mdller, et al., 2003). Estariéda se basa en la genética inversa,
en la cual una hebra de ARNm es transcrita invezatana su CADN complementario
mediante la accion de la enzima polimerasa ARN-u#ipate de ADN (transcriptasa
inversa) (Abbas y Lichtman, 2005). Esta enzima apmar presencia de ARNm de una
sola cadena; sin embargo, el genoma del IBDV estéatituido por un ARN de doble
cadena, por lo que es necesario separar estagbi@s imediante altas temperaturas. La
enzima transcriptasa inversa en presencia de loserw especificos o hexameros de
primers al azar y de los cuatro desoxirribonuctiastitrifosfato (dATP, dGTP, dCTP y
dTTP) empezara a sintetizar el CADN en direcciép%. Una vez formado el cADN,
mediante la adicién de la polimerasa de ADN y dedomers, una segunda hebra de
ADN seréa creada a 37°C a partir del CADN para Haaeas estable y aqui es donde

inicia la reaccion en cadena de la polimerasadiaul (Griffiths, et al.,2000).

Para iniciar con la técnica del PCR, se debe paeghmix de PCR que contiene
el cADN, la enzima ADN polimerasa (Taq), los prisieMgCh y el 10X buffer, el
mismo que sera sometido a ciclos repetitivos denateglizacion, alineamiento y

sintesis del ADN que permitirian la deteccion molacdel IBDV y la amplificacion
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viral de su genoma (Jackwood, 2002). El fragmemtpléicado podra ser después
visualizado a través de geles de agarosa mediatiecion con bromuro de etidio o

SYBR® Safe DNA Gel Stain (Leet al, 1992).

La reaccidén en cadena de la polimerasa es un métodae y rapido que
permite la reproduccién y amplificacion de secuamnae ADN o ARN. Para utilizar
este método, es necesario disefiar una secuengigaleucleotidos (“primers”) que sea
complementaria a las terminaciones de la secuegpueae va a amplificar. En el caso
de la IBD, los marcadores han sido disefiados edpeste para las regiones que
flanquean a la proteina VP2 y que son altamentesergadas entre las cepas del
serotipo I. Por otro lado, esta region es conopitasu variabilidad genética,la misma
qgue permite la diferenciacion entre cepas del gerdty su clasificacion (Makadiya,
2004). Sin embargo, nuevos protocolos se estaizamido para amplificiar nuevas
regiones del genoma del IBDV principalmente losege¥P1, VP3 y VP4 (Makadiya,

2004).

El RT/PCR es una técnica de diagndstico que demauegsha mayor
especificidad y sensibilidad en comparaciéon corntéasicas seroldgicas tradicionales.
Actualmente variaciones a la tradicional RT/PCRamrssiendo utilizadas como por
ejemplo; la RT/PCRn situ, desarrollada para investigar estadios temprano$a de
infeccion (Mdiller,et al, 2003); la QC-PCR, Competitivo Cuantitativo - B&@én en
Cadena de la Polimerasa, utilizado para cuantig¢aRN viral y para monitorear la
sintesis de proteinas virales (Vtial.,1997);la RT/PCR en tiempo real (RT/PCR-RT)

gue ha sido utilizada para identificar quasispeniesliante la deteccién de secuencias
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donde ocurren mutaciones Unicas que se saben quesmonsables de la diversidad

genética (Jackwood y Sommer, 2005).

1.8.4.2. Analisis de polimorfismo de la longitud ds fragmentos

de restriccion (RFLPs)

Debido a la variabilidad observada en la antigeaitiy patogenicidad del virus,
los productos generados a través del ensayo d&tGR han sido sujetos al analisis a
través de enzimas de restriccion (RE, por susssghalnglés) y consecuentemente a la
secuenciacion de nucleotidos con el fin de idewtifilas diferentes cepas del IBDV

(Jackwood, 2002).

Una vez realizada la extraccion viral, el ADN eatado con la enzima de
restriccion que reconocerd, hibridizard y cortam secuencias especificas de
nucledtidos en el ADN. Cada individuo/organismospréa una secuencia de acidos
nucleicos Unica, y de igual manera poseeran paramecos en las secuencias de
restriccion ya sea en su distancia, longitud yalgpon (Jackwood, 1995). Es asi como
el polimorfismo se hace notar dentro de una pofwacen donde sus individuos
presentan patrones de bandas distintos (Jackw@88).1Por otro lado, la presencia o
ausencia de las secuencias especificas de rastrigti— 8 pb) que son reconocidos y
cortadas por la RE también son causa de polimoofiSm embargo, hay que tomar en
cuenta que las diferencias en estas secuenciagtapueden deberse a la ausencia del
sitio de restriccion por la alteracion de un simpleledtido ya sea por inserciones,

deleciones u otros rearreglos que afectan la distamtre los sitios de restriccion.
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Los RFLPs tienen como ventajas que se pueden prodacadores semi-
dominantes, permitiendo la determinacion de honwmiithd y heterocigocidad.
Ademas, es un método reproducible y estable; sipaego, es una metodologia que
requiere tiempo, de materiales costoso y grandesdedes de ADN de buena calidad.
Ademas, el RT/PCR-RFLPs es la técnica mas sengiblpecifica en comparaciéon a
otros ensayos de diagnostico incluyendo al AC-EL(8BAy, et al,1997). Esto se debe a
la utilizacion de primers que poseen secuenciasbakies Unicas que solamente
hibridizaran con acidos nucleicos del microorgamisen interés, en este caso con el

IBDV (Jackwood, 1995).

1.8.4.3. Secuenciacion nucleotidica

La secuenciacion de los productos amplificados ENREPCR permite
caracterizar las cepas del IBDV, llegando a detectautaciones que afectan
significativamente a la proteina que va a ser aadif (Eterradossét al.,2001). Estos
estudios posibilitan establecer los porcentajesiaditud entre las cepas de campo y
las cepas vacunales y adicionalmente realizar iestddogenéticos (Majo, y Dolz,

2008).

1.9. Epidemiologia

1.9.1. Incidencia y Distribucion

La incidencia de la enfermedad se debe a complejasacciones entre el
hospedador, el patdgeno y el medio ambiente. rnfasdiones causadas por el serotipo

| del IBDV se encuentran distribuidas mundialmesieareas principalmente avicolas



20

donde el ave esta expuesta al virus durante lasepas semanas de vida sea, por
exposicién natural al virus de campo o por vacwmadlLukert, y Saif, 2003). La
incidencia es elevada cuando las parvadas pose@s baeles de anticuerpos
maternos. Por otro lado, la incidencia de la fowthiaica se ha incrementado en la

ultima década, causando altas tasas de mortalid&ert, y Saif, 2003).

En los afios 60, la enfermedad infecciosa de lalmedistribuy6 en la mayoria
de las regiones de los Estados Unidos y Europajtrage que en el Medio este, sur y
oeste de Africa, India, Lejano este, Australia yin@américa fue detectada a finales de
los afios 60 y principios de los 70 (Villegas,al., 2004). La IBD es actualmente un
problema internacional; en 1995, la Oficina Intefoaal de Epizootias (OIE), a través
de una encuesta determin6 que el 95% de los 6Bsparcuestados constataron casos
de la IBD en sus planteles avicolas. Figura 3. K&ac2003). Una década después, la
situacion mundial no ha cambiado; las campafiasadenacion no han sido suficientes

para controlarla (Majo y Dolz, 2008).

Las cepas variantes antigénicas del IBDV parecemas comunes en America
del Norte (Estados Unidos), Centroamérica y AmédielaSur (Villegaset al., 2004 y
Jackwood y Sommer, 2007). Sin embargo, estas dinsasl regiones presentan desde
los afios noventa cepas clasicas virulentas. Ensehonperiodo aparecieron cepas muy
virulentas responsables de brotes clinicos sevardsuropa, Asia, y Africa (Muller, et

al., 2003).

A pesar de que las cepas del IBDV estan distribdyge por Latinoamérica,

existe muy poca informacion que haya sido publicadia literatura cientifica (Banda y
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Villegas, 2004). Sin embargo, se conoce que laaGibm de la IBD es complicada

debido a la presencia de diversas cepas viral&sdeges, variantes antigénicas y muy
virulentas (Banda, 2006). Se piensa que los vistaneevolucionando de manera
independiente en cada pais o0 zona de acuerdo s@oradiciones imperantes (Banda.,

2006).

Desde 1997, las cepas virulentas han sido asodiaddsrotes clinicos en Brasil
Republica Dominicana, Venezuela, Uruguay y Colon(tidegas, et al.,2002; Banda,
2006). Por otro lado, las cepas variantes en Latméwica fueron analizadas por
Villegas y Banda en el 2003, los cuales identibcacepas variantes del tipo Delaware
Ay E en Perl. Ademas describen la presencia desadgl tipo Delaware A o similar a
la variante Delaware E en el Ecuador. En Colombieeporté también la existencia de

la variante Delaware E (Villegast al.,2002).

En 1978, se identifico la enfermedad en el Ecuaslorlos Laboratorios
Veterinarios del Instituto Izquieta Pérez de Quitm el 2002, se reconocen y se
confirma la presencia en el Ecuador con cepasntaseDelaware A y E (Vademecum

avicola, 2005).

1.10. Importancia Econémica

El impacto econdmico de la IBD esta influenciada [#o cepa del virus, la
susceptibilidad, la crianza del lote, los patégermscurrentes primarios o secundarios
y factores ambientales y de manejo (Makadiya, 200 pérdidas en la produccién y

en el tratamiento de la industria avicola de Alabastanzé el millén de délares;
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mientras que la suma de alrededor de cien millaesdélares en pérdidas se
experimentan cada afio a nivel mundial (Giambreha], 1999). Esto se debe a que la
forma clinica de la enfermedad provoca altas tdsamortalidad (20% en aves de 3
semanas de edad), debido al curso agudo de lammdad y a la inmunosupresion

grave y prolongada que experimentan las aves adast a edades tempranas
(Babaahmadyet al., 2005). Por otro lado, la mayoria de las parvaflatadas resultan

antiecondmicas debido a que las aves nunca alcatza#so adecuado, son parvadas

retrasadas y disparejas y susceptibles a infeceiee@indarias (van der Sluis, 2001).

1.11. Tratamiento, prevencion y control

No existe un tratamiento especifico disponible. f@ddn antibidtica puede
suministrarse si ocurren infecciones secundariaali{ysite, 2006). Por otro lado,
debido a la naturaleza resistente del IBDV a destahtes y a factores del medio
ambiente, el control de la infeccion a través dalides sanitarias es complicado y
dificil, haciendo a la vacunacion una medida ireblg. El establecimiento de un
programa efectivo de vacunaciéon y de bioseguridakgen ser las medidas mas

efectivas (van den Berg y Meulemans, 1991).

En el caso de las aves reproductoras, se tratdcdazar altos, amplios y
consistentes niveles de anticuerpos maternalesufiimad pasiva) que permitan su
transferencia a los pollitos bebes, los mismososestituirdn en la primera barrera de
proteccion (van den Berg y Meulemans, 1991). Ldxaerpos maternales protegeran
al pollito durante 1 a 3 semanas contra el virusigae se ha reportado que con la

administracion de vacunas emulsion-aceite la indachpuede extenderse hasta las 4 o
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5 semanas (Mdller, et al., 2003). Es importanterdahar la cantidad de anticuerpos
maternos, debido a que éstos pueden afectar laestspque generen los pollitos al

programa de vacunacioén (McMurray, 1995).

En el caso de los pollos de engorde se trata tana@élcanzar un nivel éptimo
de anticuerpos, para lo cual la primera vacunacaiira IBDV se realizara con una
vacuna viva contra IBDV; de modo que, los pollimgedan enfrentar desafios con el
virus de campo hasta que sus érganos del sistemane lleguen a ser funcionales
(McMurray, 1995). El tiempo apropiado en el cual \@cunas seran aplicadas diferira
dependiendo del nivel de anticuerpos maternositéade vacunacion y la virulencia del

virus vacunal (Lukert, y Saif, 2003).

Finalmente esta el programa de bioseguridad, ehmigue debe estar vigente
todo el tiempo y cuyo unico fin es el de obstaaulila entrada o salida de agentes
infecciosos de las granjas avicolas (Di Fabio, 208@ debe reducir la exposicién de
las aves al virus de campo a través de una adedumapieza y desinfeccion de los
galpones y el control de trafico de personas, wbbdcy equipos en la granja.
Adicionalmente, se debe esperar al menos 10 dias ipgresar un nuevo lote a la

granja. (Dekich, 1995).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizaecularmente al virus de
Gumboro en tres explotaciones avicolas del cerdrterdel pais e identificar si existe
una variacion antigénica entre la cepa viral vadanailizada y la cepa presente en el
campo. Se extrajo el ARN viral de las bursas, elhmoi que fue sometido a las pruebas

moleculares RT/PCR y RFLPs.
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2. Objetivo General

- Demostrar la presencia del virus de Gumboro en &a&%s provenientes de tres
explotaciones avicolas ecuatorianas del centroenatél pais y caracterizar

molecularmente las cepas del virus encontradaseadser.

3. Objetivos especificos

- Demostrar la presencia de virus de Gumboro ereitpltaciones avicolas a través
de técnicas moleculares en explotaciones avicolsst@ianas.
- Determinar si existen variantes del virus de Gumlssr la region centro norte con

la ayuda de enzimas de restriccion.

4. Justificacion

El virus de la enfermedad infecciosa de la bols&alericio o enfermedad de
Gumboro causa problemas de inmunosupresion ensp@i@nes. La enfermedad se
presenta con mayor frecuencia en areas de altategjgin avicola a nivel mundial en el
que se incluye al Ecuador. Mediante el uso de IPRR-RFLPs, se ha detectado que
en Ameérica Latina la forma subclinica de la enfetatees la que prevalece, al igual
que en Estados Unidos, mientras que la forma vitales la responsable de la gran
mortalidad en Europa, Asia y Africa. En Américaihat se ha demostrado la presencia
de cepas muy virulentas en Brasil, Republica Doraima, Colombia y Venezuela
(Banda, 2004). La importancia del estudio de est@rmedad es la de establecer

mecanismos de deteccion e identificacion de lagnts virales involucradas en una
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determinada region geografica con el fin de, effuturo, sugerir programas de control
eficaces de vacunacion eficientes. Por otro lags@oaocido que los virus de tipo ARN
son de alta mutabilidad por su estructura y forrear@plicacion; por lo tanto, es
importante conocer cual es su estado actual ertraugsis en lo que respecta a la

enfermedad y a las variantes genéticas del virus.

Las técnicas de biologia molecular permiten establias variantes genéticas o
cepas que afectan a los planteles avicolas enabatesarrollo o al uso de “primers”
especificos y sensibles, descritos en la literalosacuales amplifican un determinado
segmento del virus (gen de la proteina VP2), elmaigue es caracterizado con enzimas
de restriccion gue identifican a las variantes. queen el Ecuador han sido pocos los
trabajos de investigacion que se han realizadom®w ta la enfermedad de la bolsa de
Fabricio, la mayoria han sido enfocados al diago@stlinico (determinacion de
lesiones y sintomas), serologico y al de progran®svacunacion. Por otro lado,
estudios basados en la utilizacién de técnicasaulalees no existen en el Ecuador o no
se han hecho publicos probablemente por el celdaginelustria avicola tiene en dar a
conocer sus hallazgos sin favorecer a otros avi@df de modo que, si se ha llegado a
conocer la cepas existentes en nuestro pais, saiados los avicultores que las

conocen.

En nuestro pais, la utilizacion de técnicas mobresl se ve limitada debido a
gue no se cuenta con el personal capacitado palizareestos tipos de analisis. Por otro
lado, los costos en cuanto a la infraestructurlmsamateriales y reactivos son muy
altos. Es por esto que las técnicas de diagndstidaionales clinicas y serolégicas son

las mas utilizadas. Sin embargo, estas técnicasepodesventajas en cuanto a su
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sensibilidad y especificidad; ademas, mediantesefios de diagndstico no es posible
establecer el tipo de cepa (agente causal) quéaadetas aves; sino Unicamente su
exposicién, es decir la presencia o ausencia deuanpos. Por otro lado, las técnicas
moleculares permiten la deteccion rapida del IBDSUycaracterizacion. Los resultados
gue se pueden obtener a través de estas técnitanwgoconfiables debido a su alta

sensibilidad y especificidad.

A través de RT/PCR y de RFLPs, cepas variantesshthin caracterizadas en
nuestro pais; sin embargo, existen muy pocos estut# caracterizacion del virus de
Gumboro. De esta manera, es importante confirmarelsencia de estas cepas variantes
responsables de la enfermedad subclinica y de egsapérdidas econémicas en otras
partes del mundo. Una vez identificada la cepaeptesen el centro norte del pais, se
podrd conocer si la cepa vacunal utilizada es kcwaba con respecto al virus de

campo.

5. Area de Estudio

La realizacion de esta tesis se llevO a cabo ehabbratorio de Biologia
Molecular del Centro Internacional de Zoonosisa&hiversidad Central del Ecuador.
La recoleccion de bolsas de Fabricio se realizdres explotaciones avicolas del
Ecuador ubicadas en los sectores de Guayllabanameddlito y San Vicente. Ver tabla

3.



27

Las aves de engorde y criollas fueron criadas em gnanja experimental
perteneciente a la empresa AVITALSA ubicada ereels de San Vicente de Yaruqui,

siendo sus coordenadas: S = 0.14438; W = 78.334338.

6. Materiales

6.1. Material Animal

Un total de 120 aves de engorde de raza ROSS3Q8aysss criollas fueron utilizadas
en la presente investigacion. Las aves de engoeterf obtenidas de las granjas Lilia
Elena (#50), Villanova (#55) y San Vicente (#15)la&mpresa AVITALSA (Tabla 3)

y transportadas a un galpon experimental dond®rueriadas hasta su sacrificio. Las
aves de engorde fueron sacrificadas a los 22,28djias de edad, respectivamente. La
edad considerada como la mas Optima para realstadies de campo se encuentra
entre la segunda y tercera semana de edad, épogaeelos anticuerpo maternales
empiezan a decaer. Esto corresponde a las edadis dganjas de Nanegalito y
Guayllabamba. Las aves de San Vicente se las isacdf una edad mas avanzada
debido a que estas no formaban parte del estudio @ricio; sin embargo, presentaban
una enfermedad desconocida y se queria ver svégsaglquirieron el IBDV presente en
el campo debido a su inmunosupresion. Por otro, |[da® aves criollas fueron

sacrificadas en conjunto sin conocer su edad.

6.2. Cepas Virales (Control Positivo RT/PCR)
A falta de aves enfermas y diagnosticadas con fierreedad de Gumboro, se
utilizaron 3 vacunas comerciales las cuales coaei virus vivo. Estas vacunas

sirvieron como controles positivos en el desarrdéda investigacion (Ver Tabla &in
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embargo, soélo la vacuna BIOMUNE fue utilizada y pamada con los resultados
presentados en la tesis, debido a que su concémtide ADN fue mayor con respecto

al resto de vacunas utilizadas.

6.3. Extraccion bolsas de Fabricio

6.3.1. Reactivos

- Agua ultra estéril (GIBCO® ultrapure Distilled Wat®NAse, RNAse Free.
Invitrogen) tratada con dietil pirocarbonato 0.1D&PC. D5758-5ML.Sigma®)
- Etanol 75%

- Etanol absoluto (MERCK®. Céd. K35754083 608)

6.3.2. Materiales

- Tubos Falcon® 15 y 50 ml.

6.4. Extraccion Viral

- Kit de extraccion viral Nucleo Spin® RNA Viru® breparaciones

6.4.1. Reactivos

Etanol 75% y absoluto

- Isopropanol absoluto

- 40ug/ml Proteinasa K ( Promega®. Cod. V3021)

- Agua ultra estéril tratada con dietil pirocarbon@t©% (DEPC. C6d. D5758-5ML.

Sigma®). (GIBCO® ultrapure Distilled Water DNAselNRse Free. Invitrogen)
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6.4.2.Materiales

- Tubos Falcon 15mL y 50mL.

6.4.3. Soluciones

Acetato de sodio 2M (PANREAC QUIMICA SAU. Cod. 13B51210)

Cloroformo:isopropanol (49:1)

Fenol equilibrado en agua (Spectrum. Cod. P1060)

- Solucion D:

0 Agua ultra esteéril tratada con dietil pirocarbonéd&PC. D5758-5ML.
Sigma®). (GIBCO® Ultrapure Distilled Water DNAse NRse Free.
Invitrogen®)

0 B- mercapto-etanol 0,0076% (GIBCO®. Cdd. 21985-023)

0 Citrato de sodio 26,4mM (M&B. LTD. Cod. S213/18/66)

0 Guanidina tiocianato 4,23M (MP Biomedicals, IncdC#94003)

6.4.4. Equipos

- Balanza analitica

- Campana de Flujo Laminar LabConco® Purifier Class |

- Centrifuga para tubos15ml. LW Scientific, Inc. L\@®mbo-V24
- Centrifuga tubos Eppendorf®. FORCE 1624 FORCE MICRO
- Incubadora Bafio Maria Memmert®

- Termomixer compact Eppendorf®

- Vortex Labnet VX100
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6.5. Purificacion del ARN

6.5.1. Reactivos

- Agua ultra estéril tratada con pirocarbonato (DEPC)

(GIBCO® ultrapure Distilled Water DNAse, RNAse Frémvitrogen®)

- Cloruro de Litio (LiCl) 8M. (FLUKA BioChemika®. Cadb2476. 100gr.)

- Etanol 75%

6.5.2. Equipos

- Centrifuga tubos Eppendorf®. FORCE 1624 FORCE MICR

6.6. RT/PCR

6.6.1. Reactivos

Transcripcion Reversa/Sintesis de cDNA (RT) conteaipor reaccion:

- 3.88ul
- 2ul
- 0.28yl

- 1,0u

- 24U

- 8.8U

- 1l

- 1.50pl

H0 ultra estéril tratada con dietilpirocarbonato@-DEPC)

5X buffer (5X First Strand Buffer. Invitrogen®@o6d. Y02321)
Dithiothreitol 0.1M (DTT. Invitrogen®. Cod. P/M00147)

dNTPs (10mM dNTPs Set, Promega®. Cod. U151B 8811)
Transcriptasa Reversa M-MLV (Moloney Murine ukemia Virus
Reverse Transcriptase. Invitrogen®. Cod. 28025-013)

Inhibidor de RNasas (RNaseOUT Recombinanbiiblease Inhibitor.
Invitrogen®. Cod. 10777-019)

Primer GUMB-1 (Forward primer). (25pmol. Inagen®. Cod.
118773D09). 5 GTAACAATCACACTGTTCTCAGC 3

Muestra (Extracto de la bolsa de Fabricio)
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PCR contenia por reaccion:

- 0,8u MgCl;, (50 mM. Invitrogen®. Part. No. Y02016b)

- Syl 10X buffer PCR (Invitrogen®. Cod. P/N Y02028b)

-2U TagPolimerasaTaqDNA Polymerase, Recombinant. Invitrogen®. Céd.
11615-010)

- 33ul H,0 ultra estéril tratada con dietil pirocarbonatg@-DEPC)

- 1yl Primer GUMB-2, (Reverse Primer) (25pmol. Invitem®.

C06d.118773D10 ) 5 GATGTAACTGGCTGGGTTATCTC 3.
6.6.2. Materiales
- Puntas estériles con filtro

- Tubos PCR 0.2ul

6.6.3. Equipos

Centrifuga tubos Eppendorf®. FORCE 1624 FORCE MICRO

Termociclador TECHNE TC-412.

Vortex Labnet VX100

Campana de Flujo Laminar LabConco® Purifier Class |

6.7. Electroforesis:

6.7.1. Reactivos

- Agua ultra estéril libre (GIBCO® ultrapure DistileWater DNAse, RNAse Free.
Invitrogen)

- TAE Buffer 0.5X (500ml)
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o 28.55 ml Acido acético glacial (MERCK®. Cod. K280%8 031)
o 121 g. Trizma base (Promega®. Cod. H5131)

o 50 ml EDTA 0.5M (pH=8)

3ul Loading buffer 2X (Bluejuice Gel Loading buffédX. Invitrogen®. Céd. 10816-

015)

Agarosa al 2% (UltraPure Agarose. Invitrogen®. Cii&b10-019)

Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder. togién®. Cod. 10488-058).

SYBR® Safe DNA Gel Stain (Cod. S11494, 500 pl)

6.7.2. Equipos

- Balanza analitica Mettler Toledo AB104
- Céamara de electroforesis (Gel XL ultra V-2®. Labimernational, Inc.)

- Céamara Fotografica Canon® Power Shot G5

6.8. RFLPs

6.8.1. Restriccion enzimatica

Para las enzimasSacl y Styl:

-0.5ul Enzima de restriccion

-2ul Buffer 10X especifico para cada enzima

-0.2ul BSA (Promega ®. Cod. R396D 241e2416. 10mg/®0.X])
- 8ul muestra

- 8.3ul HO ultra estéril libre de RNasas y DNasas

Para las enzima®ral, Taqgl, y Sspl:

-0.3ul Enzima de restriccion
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-1.5ul Buffer 10X especifico para cada enzima
- 8ul muestra

- 5.2u/8.3ul  H,O ultra estéril libre de RNasas y DNasas.

Para mayores especificaciones en cuanto a la tatapgry concentraciones ver Tabla

5.

6.9. Electroforesis

- Gel de poliacrilamida
o Acrylamide/Bis Solution 30% w/v. (BIO-RAD®. Cd6d. 14156)
o TBE 5X (500mL)
= 27 g. Tris (Invitrogen ®. Cod. 15504-020)
= 13.75g. Acido Bdrico (Promega ®. Céd. H5003)
= 1.810 g. EDTA (Invitrogen ®. Cod. 15576-028)
o Agua ultra estéril libre (GIBCO® ultrapure DistilleWater DNAse,
RNAse Free. Invitrogen)
o TEMED (Tetramethylethylen endiamide) (BIO-RAD® Cdd1-0800, 5
ml)
o APS (Amonium persulfate 25% wi/v) (BIO-RAD® Cod. 16700)
- 3ul Loading buffer 1X (Bluejuice Gel Loading buffe@X. Invitrogen®, Cod. 10816-
015)
- Marcador de peso molecular (100bp DNA ladder. fogen®).

- SYBR® Safe DNA Gel Stain
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6.9.1Equipos

- Camara de electroforesis vertical BIORAD.

- Camara de electroforesis vertical FisherBiotech.

- Camara de UV. DyNA Light. Dual Intensity UV Transthinator. Labnet.
- Incubadora Bafio Maria memmert®.

- Céamara Fotografica Canon® Power Shot G5

7. Metodologia

7.1. Manejo de aves

Para el estudio, un total de 120 aves de engoeterfwitilizadas provenientes
de la granja Lilia Elena (Sector Guayllabamba, #ades 50), Villanova (Sector
Nanegalito, #50) y San Vicente (Sector Yaruqui,)#¥511 aves criollas de traspatio
obtenidas de casas cercanas a las granjas, pestges@ pequefos avicultores que no
presentaban ningun tipo de bioseguridad. Las ales@onadas fueron transportadas a
una granja experimental en donde fueron ubicadaeales diferentes dependiendo
del sector del cual provenian. Ninguna de las avesentaba signos caracteristicos de

la enfermedad.

Las aves de los sectores de Guayllabamba y Nategalifueron vacunadas
contra el virus de Gumboro; sin embargo si reciviezl resto del programa sanitario.
En el caso de las aves del sector San Vicentes gstaeron vacunadas a los 8 y 21 dias
de edad y también recibieron todo el programa @amit Con el fin de aumentar la

posibilidad de que las aves adquieran el virus,gabon experimental no fue
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desinfectado adecuadamente, se reutilizo la camae mlesinfectaron los comederos y
bebederos y se agruparon las aves sin tomar ertacganedad dentro del galpdén

experimental.

7.2. Extraccion de la Bolsa de Fabricio (BF)

Después de haber sacrificado al ave por el métad@strangulamiento, se
procedié a aislar la BF. En primer lugar las plurizeyon retiradas en la porcion
superior de la cola del animal y se realizo unectbeinsversal en esta zona con la ayuda
de una tijera de diseccion. El corte fue realizevendo cuidado de que no sea muy
profundo para no dafar la bursa. La BF fue aistamtala ayuda de una pinza vy tijera
esterilizada en etanol y al flameo. En una caja,des tejidos circundantes a la bolsa
fueron retirados. Una vez extraida la bolsa, éstaldvada con agua destilada para
remover la sangre y restos de tejidos, y fue cdl@@n un tubo de 50 ml que contenia
etanol al 70%. Un total de 5 bolsas de Fabricioyvg@nientes de 5 aves de un mismo
lote, fueron almacenadas en cada tubo y fueroneceoadas a -20°C en el laboratorio
hasta su uso. El agrupamiento de las bolsas addengrmitir la optimizacién de
materiales y reactivos, se la realizé con el firadmentar la posibilidad del aislamiento
del virus y de igual manera debido a que se pigugaaves, de un mismo grupo
poblacional, pueden albergar la misma varianteeg@ clel virus. En el caso de las aves
criollas, las bolsas de Fabricio fueron procesaudigidualmente, ya que solamente se

contaba con 11 aves.
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Cada tubo fue identificado con el nombre de lajgrde la cual proceden, fecha

de recoleccion y la secuencia de niumero de boksdsabricio presentes en el mismo

asi:

Para pollos de engorde: Para pollos enfermos: Para aves criollas:
Guayllabamba San Vicente Granja Experimental
26-Feb-08 31-Ene-08 17-Ene-08
(BF1—BF5). (BF6>BF10) (BF12BF15)

Ver Tabla 6.

Para el sector de Guayllabamba, Nanegalito y Saerit se contd con un total
10 (50 bursas), 11 (55 bursas) y 3 (15 bursas)stukaicon respectivamente, que
contenian 5 bolsas de Fabricio cada uno. En el dasas aves criollas, la bolsa de

Fabricio de cada ave fue colocada en un tubo iddali

El procedimiento se lo realizé en condiciones asaépt esterilizando las tijeras

y pinzas en cada paso mediante un mechero de Bunsen

7.3. Procesamiento de las bursas

Se tomo aproximadamente 0.5g de cada una de Isasbadé Fabricio, dentro del
grupo de 5 bursas y que fueron aisladas y maceca@sntamente con la ayuda de un
mortero, tratando de obtener una pasta homogéneaa&erado fue colocado en un
tubo de vidrio con etanol al 75% y almacenadas @G2hasta el momento de

extraccion.
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7.4. Extraccion del ARN de las bolsas de Fabricio

Para el procedimiento de extraccion de ARN los suhgeron identificados
utilizando la primera letra del sector donde fuermtolectadas las muestras
(G—Guayllabamba; N>Nanegalito) o si eran enfermos o criollos (E&nfermos;
Criollos — CrBF) seguido del ntimero del grupo de bolsas de Fabricio (G1; N1; EG1;

BFCr1).

Aproximadamente 0.5g del homogenizado de las butsasitilizado para la
extraccion viral. Las muestras fueron centrifugaad®©00@ por 20 min. con el fin de
eliminar el exceso de etanol. El precipitado dehbgenizado de la bursa fue sometido
al procedimiento de extraccion del ARN virico adsgpor Wu, 1998 y Villegast al,
2001 (método de extraccion viral de guanidina éinato fenol-cloroformo, AGPC) con
algunas modificaciones. En un tubo Falcon de 15emhomogeneizado de las bursas
fue mezclado con 5ml de la solucién D (4.23M denggiaa tiocianato, 26.4M de
citrato de sodio, 0.0076% dB-mercaptoetanol) mas agua con dietilpirocarbonato
(DEPC). La proteinasa K a 40ug/ml fue afadida, isegde una incubacion a 37°C por
30 min. y a 60°C por 30 min. Las muestras fuerartrfagadas a 100@dpor 20 min.

El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubamy & fenol fueron afiadidos
conjuntamente con 1 ml de cloroformo:isopropan&tI}y 0.5ml de acetato de sodio
2M. El tubo fue colocado en hielo por 15 minutofug centrifugado por 10 min. a
1000@. El sobrenadante fue colocado en un nuevo tubo ogumenia 1 Vol. de

isopropanol y fue incubado a -20 °C por 1 hora. basestras fueron nuevamente

centrifugadas a 10090por 20 min. El pellet fue lavado con etanol al 76% para
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luego ser centrifugado a 10@P@or 20 min. El pellet fue resuspendido en etanol
absoluto el cual fue incubado a -20°C por 30 mintubo fue centrifugado a 1000
por 20 minutos y después el sobrenadante fue edirteniendo cuidado de no
remover el pellet. El pellet fue secado a tempesatumbiente por toda la noche. El
pellet fue disuelto en 150 ul de agua estéril c@PO (GIBCO® ultrapure Distilled

water DNase, Rnase Free. Invitrogen).

7.5. Extraccion del ARN de las vacunas

Las vacunas fueron sometidas al proceso de exiragtial. Se realizé el mismo
procedimiento de extraccion utilizado para las &sirson variaciones en las cantidades
para mantener las mismas concentraciones utilizan&s procesamiento de las bursas.
En este caso, 0.008g de la vacuna fueron pesatasspr tratados después con la
solucion D que contenia 1 ml de guanidina tiociada23M, 26.4M de citrato de sodio,
0.0076% deB-mercaptoetanol mas agua con dietilpirocarbonatd@)ELa proteinasa
K fue afiadida a la misma concentracion 40ug/miyigegde una incubacion a 37°C
por 30 min. y a 60°C por 30 min. Las muestrasdnarentrifugadas a 100§@or 20
min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo ylml de fenol fueron afiadidos
conjuntamente con 0.50 ml de cloroformo:isopropg@dtl) y 0.25ml de acetato de

sodio 2M. De aqui en adelante, el procedimienteefurismo descrito anteriormente.

7.6. Extraccion viral mediante kit comercial

De las 11 bursas de Fabricio correspondientes a awellas, solamente 10

fueron sometidas a la extraccioén viral; la bursBFES2 no fue utilizada en la extraccion



39

viral debido a que no se dispuso de suficientdddpursal. Las bursas correspondientes
a aves criollas fueron sometidas a la extraccidal mediante la utilizacion de un kit de
extraccion viral Nucleo Spin® RNA Virus siguiendaslindicaciones del productor del

kit.

7.7. Purificacion del ARN (dsRNA)

Las muestras fueron sometidas al procedimiento w#igacion de ARN
expuesto por Wuet al.,1998. Del volumen total (150ul) obtenido en elgaimiento
de extraccion, solamente 75ul fueron sometidosadegaimiento de purificacion en un
tubo Eppendorf de 1.5ml; mientras que la otra mgada conservo a -20°C hasta la
realizacion del RT/PCR. 200 ml de cloruro de li{iaCl) de una solucion madre 8M
fue afadida al tubo que contenia los acidos nudgiara dar una concentracion final
de 2M a la solucién. Las muestras fueron incubadd¥C por toda la noche. Después
de una centrifugacién a 14@P@or 30 min., el sobrenadante fue recuperado y 200Om
LiCl 8M fue afiadido para alcanzar una concentraiited de 4M en la solucién. Las
muestras fueron incubadas y centrifugadas nuevanaehd00§ por 30 min. El pellet
obtenido fue resuspendido con etanol al 75%, sdritggd nuevamente y el
sobrenadante fue descartado. Tres volumenes da &taron afiadidos al precipitado y
las muestras fueron incubadas a 20°C por todaothen Se esperd a que se haya
evaporado el etanol presente en el tubo y el peieeresuspendido en 50 — l@e
agua estéril libre de nucleadas. El ARN viral olterde las bolsas de Fabricio de aves
criollas no fueron sometidos al proceso de pufima del ARN ya que el kit comercial

no lo sugiere.
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7.8. Transcripcion inversa/Reaccion en Cadena de I&olimerasa

(RT/PCR)

ARN proveniente de las muestras de bolsas de kabiueron transcritas
inversamente a cADN y fueron amplificados a tragdés RT/PCR. Un fragmento de
248pb del gen VP2 fue amplificado con el uso dmers especificos para la region. La
secuencia nucleotidica para el primer GUMB-1 (fodvaprimer) fue 5'-
GTAACAATCACACTGTTCTCAGC-3' y la secuencia para el primer GUMB-2 (reverse

primer) fues’-GATGTAACTGGCTGGGTTATCTC-3'.

Para la realizacion de la prueba, el ARN fue trattsceversamente a su cDNA
en una mezcla de fDque contenian 3.88 de agua libre de nucleasas (GIBCO®
ultrapure Distilled water DNase, RNase Free. logen®), 211 del 5X strand buffer
(Invitrogen®), 0.281 de DTT (Invitrogen®), il de 0.1M dNTPs (Promega®)ull
25pmol del primer G1, 24U de la transcriptasa ve-MLV (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase. Invitrogen®BU de los inhibidores de
RNAasas (RNaseOUT. Invitrogen®) y 0.75ul de la nmaefursas extraidas, control

positivo y negativo). La reaccion fue realizadaza@por una hora.

El PCR fue realizado con un volumen de reaccioal té¢ 50ul el cual estuvo
formado por 1(l de cDNA (previamente transcrito)ulbdel 10X buffer PCR, {l
25pmol del primer G2 , O 50mM de MgC}, 2U de Tag ADN polimerasa
(Invitrogen). El mix de PCR fue sometido a un cide desnaturalizacion inicial de
94°C por 4 min. con el fin de separar las hebra&D y después seguido de 35 ciclos

(desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacidalineacion de los primers a 55°C por



41

1 min., y amplificacion a 72°C por 1 min.). Finaime, se realizo la fase de elongacion
final de 8 min a 72°C, con el fin de asegurar gebras simples de ADN sean
totalmente extendidas, seguido de una fase desoeg@ 10°C para mantener a una

temperatura de almacenamiento.

7.9. Electroforesis

Una vez finalizada el RT/PCR se procedio a la sepa@n y visualizacion de los
productos amplificados en un gel de 2% (UltraPugarAse. Invitrogen®). Un total de
5ul del producto amplificado de cada muestra fueataeo con 3ul del loading buffer
(2X) las cuales fueron colocados en los huecod gal €le agarosa. Adicionalmente se
coloco 2ul de un marcador de 100bpNA ladder”). La electroforesis fue llevada a
cabo a 100V por 20 minutos. Después, el gel conplosluctos amplificados fue
coloreado en SYBR® Safe DNA Gel Stain por 30 a 4 mn después fueron
visualizados en una camara de luz ultravioletardsnltado positivo muestra una banda
de aproximadamente 248pb. El PCR fue llevado a eaban termociclador TECHNE

TC-412.

En el caso de que no se observo ningun productangsificacion, tanto el
procedimiento de extraccion como el de amplificadideron realizados por duplicado

con el fin de confirmar los resultados obtenidos.
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7.10. Analisis con enzimas de restriccion (RFLPs

Los productos de 248pb del procedimiento de RT/RE®venientes de las
bolsas de Fabricio y del control positivo (Vacun®BUNE®) fueron digeridos por
cada una de las enzimaaq | (Invitrogen®) Sspl(Invitrogen®) Dral (Invitrogen®) y

Sacl(Promega®)Styl (Promega®) de acuerdo con las instrucciones delctatie.

El tiempo de digestion fue de 1 hora como mininmtopsmbargo, hubo ocasiones
en que la restriccion enzimatica se la realiz6 mberda noche, dependiendo de la
disponibidilidad del tiempo en el laboratorio. Livagmentos de ADN digerido fueron
sometidos a electroforesis en un gel de poliacrdamal 12%. El gel fue corrido a 100v
por 2h40 min. Posteriormente el gel fue coloreadauea solucion de SYBR® Safe
DNA Gel Stain por 30 — 40 minutos para luego seseokado en una camara
ultravioleta. Los tamafios de las bandas obtenidesof estimados a través de la
comparacion con el marcador de ADN de 100pb (10DNE Ladder. Invitrogen®)

también colocado en el gel.
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8. Resultados

8.1. Deteccion viral por RT/PCR

De un total de 24 grupos de BF, un total de 12® aeeengorde sacrificadas,
que fueron sometidas al protocolo descrito por Wual, en 1998, 16 grupos de BF
fueron positivos en la extraccion viral, mostrameoproducto de amplificacion después
de realizada la RT/PCR. De entre las granjas celeadas, 9 de los 10 grupos de
Guayllabamba y 7 de los 11 grupos de Nanegalitoofupositivos a la presencia del
virus en sus parvadas. No se encontraron casogvpesen ninguna de la muestras de
Yaruqui. Con relacion a las muestras obtenidasgmves criollas, solo se detecté una
muestra positiva de entre las 11 extraidas comogbgnlo de Wuget al.; mientras que,
de 10 muestras extraidas con el kit comercial, @aees resultaron positivas al virus de

Gumboro (Figura 4).

8.1.1. Control positivo y negativo

El fragmento amplificado con los primers descritor Wu, et al., 1998 y
Villegas, et al, 2001 corresponde a aproximadamente 248bp. Eatgnénto fue
correlacionado con el encontrado en el control tposique se utilizO en esta
investigacion. No se observo ninguna banda el ebmigativo (Agua pura) lo que

garantizo la fiabilidad de la amplificacion (Figuta

Los resultados fueron diferentes para cada unosisdctores, como se describe

a continuacion.
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8.1.2. Bursas correspondientes a Guayllabamba

El ARN viral extraido de las bolsas de Fabricio verientes del sector de
Guayllabamba fue sometido al procedimiento defipadion de ARN y de los 10
grupos de bursas solamente en cuatro (20 bolsag)dsible detectar el fragmento de
248pb. Por otro lado, en el caso del ARN viral &xto que no fue sometido al
procedimiento de purificacion con LICl, el fragmerde 248pb fue detectado en 9
grupos de bolsas de Fabricio (45 bursas en tdtalual corresponde al 90% de las
bursas de este sector. Los productos amplificaglgaueden observar en la Figura 4.a

Estos 9 grupos de BF fueron sometidos al procedimige restriccion enzimatica.

8.1.3. Bursas correspondientes a Nanegalito

El ARN viral extraido de bursas correspondientdaaegalito generd un producto
de amplificado de 248pb. En el caso del ARN vina dque sometido al procedimiento
de purificacion, en 7 grupos de bursas se detddragmento (35 bolsas en total), lo
cual equivale al 63.63% de bursas del sector. Lrosiyctos de ARN pueden ser
observados en la Figura 4.b. Por otro lado, el ARfMdl que no fue sometido al
procedimiento de purificacion; de los 11 gruposbdesas analizados, solamente en 4
grupos se detectd el producto amplificado (20 Ispldaas 35 bolsas positivas para el

RT/PCR fueron sometidas al procedimiento de restmcenzimatica.
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8.1.4. Bursas correspondientes a San Vicente

El ARN viral extraido de las bursas del sector da Sicente fue sometido al
procedimiento de purificacion y a la amplificacitravés del RT/PCR. En estas bursas
no se encontrd el virus de Gumboro debido a qusenabservé una amplificacion del

ARN viral en las 15 aves estudiadas.

8.1.5. Bursas de aves criollas

El ARN viral extraido con el protocolo de Wat, al. 1998 y Villegaset al. 2001
no presento productos de amplificacion alguno, Gegsion del ave, CrBF2, en donde
se observo una banda de 248pb. De 10 muestrasignom fsometidas al procedimiento
de extraccion con el kit comercial (Viral RNA isttan Nucleo Spin. Macherey-Nagel),
nueve resultaron positivas a la amplificacion dBNAviral. La muestra CrBF2 fue la
Gnica muestra que presentd el fragmento de angdiio de 248pb para ambos
procedimientos de extraccion viral. Los productogplificados se pueden observar en
la Figura 5. Las bolsas de Fabricio que mostrarmdyctos amplificados fueron

sometidas a la digestion enzimatica.

8.2. RFLPs

Todas las muestras que presentaron el fragmengd &g, fueron sometidas a
la digestion enzimatica con las enzinfagl, Dral, SsplSacly Styl.En la Tabla 7 se

resume las diferencias de restriccion que existéne éa vacuna (control) y las muestras
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experimentales en relacién a las diferentes enziflaperfil de restriccién para cada

una de las muestras se presenta en la Tabla 8.

8.2.1. Enzima de restricciénrag|

Esta enzima permitio la restriccion enzimaticaakerhuestras y se observo dos
bandas de aproximadamente 198pb y otra de 50 pbkerSbargo, no existio ninguna

diferencia entre el control positivo y las muestrabzadas en este estudio (Figura 6).

8.2.2. Enzima de restricciérDral

Esta enzima permitio la restriccion enzimaticaaerhuestras utilizadas en este
estudio y se observl dos bandas de aproximadarh@8fd y otra de 50 pb; mientras
que, el control positivo no mostro restriccion agumarcando una clara diferencia
entre la cepa vacunal y otra cepa presente ereal Bsta diferencia fue observada en

todas las muestras sin distincion de granja (Figura

8.2.3. Enzima de restricciorSspl

Esta enzima no mostré ningun tipo de restricciGrireética en las muestras ni

el control positivo (Figura 8).
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8.2.4. Enzima de restricciorSacl

Al contrario de la enzim®ral, esta enzima digirié el control positivo en dos
bandas de aproximadamente 198pb y otra de 50 gbmugstras positivas, utilizadas
en este estudio, no fueron restringidas demostrandoclara diferencia entre la cepa
vacunal y otra cepa presente en el area. Esteeddier fue observada en las muestras

sin distincién de granja (Figura 9.1y 9.2).

8.2.5. Enzima de restricciorstyl

Los productos amplificados de las muestras deabude las granjas al ser
sometidos a la restriccion enzimatica no mostraepuencia de corte para la enzima
Styl; sin embargo, el control positivo fue restringisgodes bandas de aproximadamente

198pb y otra de 50pb (Figura 10.1 y 10.2).

8.2.6. Bursas aves criollas

El producto amplificado de 248pb fue sometido eekdriccion enzimatica y se
observé digestion con las enzimieql y Dral generando dos bandas de 198 y 50 pb;
mientras qué&sply Saclno encontraron su sitio de restriccion; de modq ge®bservé
el mismo fragmento de 248pb. La digestion enziradiel ARN viral para las enzimas

Taqgl, Dral y Sspke puede observar en la Figura 11.1- 11.3.
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9. Discusion

La enfermedad de Gumboro, causada por un virusobke ¢adena de ARN, es
una de las enfermedades infecciosas mas importapiesafecta al sector avicola
industrial generando grandes pérdidas economic#s.l&go de la historia avicola, ha
sido de interés prioritario el desarrollo de helieartas de diagnostico especificas y
sensibles; asi como también, la creacion de vacafiectivas que prevengan y
controlen esta enfermedad. Siendo el virus de Gumnbay resistente y capaz de
permanecer en el ambiente de un galpon por mesdsa ®bservado que la bursitis
infecciosa continua afectando la produccién avieolesar de los grandes esfuerzos
sanitarios y profilacticos. Probablemente se delea gran mutabilidad que presentan
los virus de ARN que consecuentemente, pueden aemariantes genéticas (cepas)
que dificulten su control (Giambronet al., 1994). Ademas, se piensa que los virus
estan evolucionando de manera independiente enpaidao zona de acuerdo a las

condiciones presentes (Banda, 2006)

Es importante aclarar que esta tesis tuvo comdiebj caracterizacion del virus

de Gumboro y no determinar la prevalencia o inadere la enfermedad en los

planteles avicolas muestreados.

9.1 Sacrificio de las aves

En el presente estudio, las aves fueron sacrificadas 21, 22 y 44 dias de edad.

La edad considerada como la mas optima pare reaktadios de campo se encuentra
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entre la segunda y tercera semana de edad, épdaaeal los anticuerpos maternales
presentes en el pollito comienzan a decaer (Coracidic personal, Dr. Ladman, B.).
Es aqui cuando, los sistemas de vacunacion soocadp para evitar que los lotes
avicolas sean susceptibles al virus de campo. rBbaego, los pollitos en este estudio
fueron muestreados antes de su vacunacion, com @é fevitar la extraccioén del virus
vacunal, y asi incrementar el éxito de esta ingastbn permitiendo que el virus de
campo desafie al animal. Cabe mencionar que las ertenecientes al sector de San
Vicente fueron utilizadas en el presente estudimdidea que su sistema inmune estaba
comprometido ya que presentaban una enfermedadraesda y se pensd que existiria

la posibilidad de que las aves adquieran el vieusainpo.

El ARN viral fue extraido de las bursas de las asagificadas a los 21 y 22
dias de edad. Con respecto a las aves de 44 déaadgepertenecientes al sector de San
Vicente, no se logro la extraccion del ARN viralsies bursas, aun cuando estas fueron
vacunadas, no se observé ARN viral provenienteadetuna y mucho menos aun del
virus de campo. Las aves fueron vacunadas a la@18dyas de edad; sin embargo, para
los 44 dias de edad, el sistema inmune del avalyi@ heaccionado contra el ARN viral
presente, lo que probablemente evité que el ARNvitek sea aislado. Al mismo
tiempo, las bursas de las aves ya fueron desafédas principio con el virus vacunal,
y debido a la vacuna es que estas aves estuvientggjolas sin mostrar evidencia del

virus en sus bursas.
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9.2. Procesamiento de las bursas

En el presente estudio, los animales selecciondeléas granjas fueron agrupados
en grupos de 5 animales cuyas bursas fueron almadasmren etanol al 70% luego de ser
extraidas, facilitando el trabajo y ahorrando tiemp recursos. Por otro lado, la
agrupacion tenia el objetivo de aumentar la podéddl de aislar al virus. Por el

contrario, las aves criollas al no pertenecer btenfueron tratados individualmente.

9.3. Extracciéon de ARN viral

El método de extraccion viral (AGPC) desarrolladwr pVu, et al, 1998 y
Villegas, et al, 2001, una vez sometido a algunas modificaciomesmitio la
extraccion de ARN a partir de tejido de bolsas deri€io. Originalmente, Wiet al.y
Villegas, et al., utilizaron el reactivo sarcosyl. Sin embargo, eie estudio, el sarcosyl
fue reemplazado por la proteinasa K, debido a dyszimer reactivo fue retirado del
mercado. Se observo que la proteinasa K era intBsjde para la obtencion de ARN
viral, ya que permite la hidrolizaciéon y disociatide la proteina VP1 del ARN viral, al
mismo tiempo que mantiene el ARN intacto a trav@saddestruccion de ribonucleasas
celulares presentes en las muestras de tejido €t\al,, 1998) y consecuentemente la

recuperacion del ARN de las BF.

Por otro lado, se pudo constatar que el kit cormaess mucho mas sensible, de
facil uso y de corta realizacién. Sin embargo, gram desventaja de la utilizacion de

estos kits comerciales, es que estan destinadasuparimero especifico y reducido de
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muestras, haciendo su uso limitado debido al c&ipotro lado, el protocolo utilizado
en este proyecto, si bien es cierto permitié edeio de habilidades en la ejecucion
de técnicas moleculares y es relativamente masohaero una gran desventaja es que
consume mucho tiempo en su desarrollo incrementahdidesgo de ejecucion de

errores humanos.

9.4. Purificacion del ARN viral

Con el fin de valorar la sensibilidad de la téanie extraccion de Wet al.,
1998 y Villegas.et al., 2001, la mitad de los extractos virales obtenidedatias las
aves provenientes de lotes avicolas, fue sometigeoeedimiento de purificacion del
ARN mediante la utilizacion de cloruro de Litio @l). El objetivo de realizar una
purificacion con LiCl fue debido a que en otrosudgis se ha observado que este
compuesto es capaz de incrementar la cantidad dé¢ @&Rraido cuando existe un
ambiente contaminado con ADN y ARN de cadena sinfkgtaria, et al., 1999).
Ademas, el LiCl no precipita ADN, proteinas o cdridoatos (Barlowet al.,1963). Por
otro lado, se conoce que el LiCl permite la recapén de ARN, ya que remueve
inhibidores de la translacion y de la sintesis A®N en preparaciones de ARN,

aumentando la estabilidad del ARN (Barlawal.,1963.).

En el momento de la amplificacion viral, no se ob8euna amplia diferencia
entre las muestras que fueron sometidas al procaationde purificacion y las que no,
probablemente debido a errores en la manipuladt®nel sector de Nanegalito, la
purificacion a través del LiCl permitié la obtengide un mayor nimero de muestras

positivas para la extraccion viral con respectoas muestras que no lo fueron,
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demostrando que el LiCl permitié la obtencion deyonacantidad de ARN viral. Sin
embargo, en el sector de Guayllabamba, se obsepairén opuesto. Fue la mitad del
extracto viral que no fue sometido a la purificaciél cual mostré un mayor nimero de
muestras positivas. La diferencia no puede seic@dd categdricamente; sin embargo,
se ha observado que para la recuperacion de ARIN Mrconcentracién debe ser alta,
para lograr una purificacion a través de LIiCl. B#aemanera, la concentracion del
extracto viral sometido a la purificiacion no pmgela suficiente para permitir un
aislamiento adecuado del ARN a través del LiCl. & lado, no se puede descartar la
posibilidad de que las concentraciones de ARN emHRano sea de distribucion
homologa; consecuentemente, pudo haber variacemés cantidad de ARN extraido

por muestra.

9.5. Amplificacion del ARN viral a través del RT/CR

El RT/PCR fue la técnica utilizada para amplifitzs extractos de ARN viral del
IBDV, mediante la utilizacién de primers especificque amplificarian un producto de
248pb de la region hipervariable del gen VP2, descpor Nogueragt al.,2003. Este
fragmento fue observado en 16 grupos de BF demesgnientes de los lotes avicolas
(120 aves de engorde en total). De entre ellasy®og de bolsas fueron positivas para
el sector de Nanegalito y 7 para el sector de Galsba. Mientras que grupos de
aves provenientes de San Vicente no se detectédania del virus. Del mismo modo,

el virus fue amplificado de 9 de las 11 aves @agoll

Otros estudios de caracterizacion molecular hanificago el mismo fragmento

de 248pb; sin embargo, las aves utilizadas es é&stfsean de la enfermedad. Por
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ejemplo, Nogueragt al., 2003, realiz6 la caracterizacion molecular de depas
venezolanas aisladas de aves de engorde que jpitEeeids signos caracteristicos de la
enfermedad. Por otro lado, en el 2001, Villegdsal, caracterizan nueve aislamientos
virales provenientes de diferentes regiones de ftaspa en el 2002, realiza la
caracterizacion molecular del IBDV proveniente desbs de los Estados Unidos y
Latinoamérica. Entre los paises latinoamericanogrsmntraron México, Republica
Dominicana, Perd, Venezuela, Colombia, Ecuador gsiBr Banda,et al., 2000,
realizaron la caracterizacion molecular de siestaaiientos de campo provenientes de

pollos de engorde comerciales provenientes dellesta Georgia.

Por otro lado, otros investigadores, utilizandongris distintos a los del presente
estudio, han amplificado fragmentos de mayor tan@€alizados en la misma proteina
VP2 asi: Liu,et al, 1994, amplificaron una banda de 643 pb; Wu,al, 1998,
encontraron bandas de 1201pb y 1958pb; Zierenleergl., 2001, amplificaron un
fragmento de 723pb en cepas vvIBDV; Ozbatyal.,2003, amplificaron una banda de
743pb, al igual que Mantét al.,2001. Al lograr la amplificacion de un fragmento de
mayor tamafio, existe la posibilidad de encontrajiorees variantes que podrian
identificar otro tipo de variantes que con el tienffan sido mutadas y adaptadas a un

determinado medio.

Aunqgue han existido otros estudios enfocados & dtegmentos del genoma del
IBDV (Lee et al.1992; Tiwari, et al., 2002), éstos fueron orientados a conocer la
variacion de la secuencia de los genes VP1, VP2P3 ¥ntre cepas clasicas y
vacunales. Sin embargo, la regién variable del g2 ha sido considerada como el

sitio ideal para determinar la variacion antigéreo&re cepas y es debido a esto que la
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mayoria de marcadores moleculares han sido disefta esta regioén. Por otro lado,
estos estudios concuerdan que la mejor opcion ak&fichcion o determinacion de
variantes virales es el uso de enzimas de restncdEn el presente estudio, los

productos amplificados de 248pb fueron sometidasalisis con RFLPs.

9.6. Analisis de polimorfismo de la longitud de lodragmentos de

restriccion. RFLPs

El método de restriccion enzimatica (RFLPs) ha sitiizado previamente para la
diferenciacion de las cepas del IBDV (Domangskaal., 2003; Jackwood, et al., 2001;
Banda.et al.,2000). La mayoria de estos estudios se han erdadahalisis del gen de
la VP2 pese a que los productos de amplificacidlizados fueron de diferentes
tamafios. De la misma manera, diferentes enzimagsieccion han sido utilizadas.
Enzimas comdstNI o EcoRIl, Styl, Dral, Sspl, Sacl, Sau3&Mbol, Stul, Haelll,
Tagl y BspMlhan sido usadas conjuntamente o de forma indivi@abey, et al.,
2003). Sin embargo, el uso de diferentes enzimas Wdicil la comparacion entre

estudios.

En el presente estudio los productos del RT/PCR48epb del gen de la proteina
viral VP2 fueron sometidos a la restriccion enziggaton el fin de detectar variacion
genética entre los aislamientos del IBDV y carazaergenéticamente a los aislados de
nuestro pais. Cinco enzimd®ql, Sacl, Dral, Sspy Styl, fueron utilizadas y su patrén
de corte fue analizado con el fin de encontraréifeias entre ellas. El control positivo

presento diferente patron de bandas con respéasobairsas de Fabricio analizadas. En
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la Tabla 6, se indica en resumen el comportamidatms productos restringidos entre

el control positivo (vacuna) y las muestras corblasnzimas utilizadas en este estudio.

9.6.1.Sacl

Los productos de amplificacion de ARN viral fuergometidos al analisis
enzimatico con la enzim&8ac | en donde no se observo restriccion enzimatica. La
misma enzima fue utilizada por Zierenbestal. en el 2001 en un estudio de restriccion
enzimatica para diferenciar productos de amplifmacde 723pb de cepas clasicas y
virulentas aisladas de Europa y Asfzenrenberget al.,observaron que la enzingacl
encontrd su sitio de restriccion en cepas cono@daw® clasicas. En otros estudios, se
refieren a la enzim&acl,como una enzima util para la diferenciacion eném@tios,
cuyo sitio de restriccion se encuentra unicamenteepas clIBDV (Cavanagh, 2001,
Coroas.et al.,2003). De acuerdo a estos reportes, se podria gieeila cepa presente

en el campo no corresponde a una cepa clasica cIBDV

9.6.2.Spl

En el caso de la restriccion enzimatica a la coslgroductos de amplificacion
fueron sometidos con la enzinssp| esta Ultima no encontré su secuencia de corte,
siendo negativa la restriccion enzimatica. En eitrad positivo tampoco se observo
digestion enzimatica con la enzingspl La digestion con esta enzima ha sido
observada en cepas de alta virulencia (Nogustral., 2003, Villegas,et al., 2002;

Villegas, et al., 2004, Mantégt al, 2000, Jackwood y Sommer, 1998, Miillet,al.,
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1992). Su sitio de restriccién, denominadigoMIV,se encuentra en las cepas virulentas

(Domanskaet al.,2003).

Villegas., et al, 2001 observaron que las manifestaciones clinicadentas de
cepas wIBDV espafiolas fueron positivas para laslign enzimatica passply Taq|,
confirmando la utilizacion de estas enzimas comacawres de virulencia. Sin
embargo, Jackwood y Sommer, 1998, detectaron qpasg@ovenientes de los Estados
Unidos presentaron el sitio de restriccion para esizima, a pesar de que su fenotipo
no era virulento. Por otro lado, aislamientos wsalbrasilefios, venezolanos y
provenientes de Republica Dominicana, han preserghditio de restriccion para la

enzimaSspl En estos lugares se han detectado cepas vvIBIDMdas, et al.,2003).

9.6.3.Styl

El ARN viral no fue restringido por la enzinftyl mientras que el control
positivo si fue restringido por esta enzima. Coreasl., 2003 encontraron el sitio de
restriccion para esta enzima en cepas virulentagjual que Villegaset al, 2003,
observaron que el patrén caracteristico para cépasntas esta dado por las enzimas
Tagl, Styly Sspl.Sin embargo, la significancia clinica y patolégd= las cepas que
presentan el sitio de restriccion para la enzZasples todavia desconocida; ya que otros
estudios han demostrado que aves que no presemgasintomas caracteristicos
causados por las cepas wvIBDV si poseen el siiaestriccion para esta enzima

(Villegas,et al.,2003).
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9.6.4.Taql y Dral

Por otro lado, las muestras fueron sometidas &daiccion enzimatica con la
enzimaTag]l, resultando positiva para todos los productos iicgados. En el caso de la
enzimaDral, ésta encontr0 su sitio de restriccion en los yctas amplificados de
ARN bursal. Segun el patron de corte enzimaticdizado de las BF, los productos
amplificados resultaron positivos solamente patasesos enzimas y negativos para las
enzimasSsp| Sacly Styl Estos resultados coinciden con los obtenidosvjltagas, et
al., 2001, quienes describen que cepas variantes sete@dzan por la ausencia de
digestion enzimatica con las enzinigNIy Styly por presentar restriccion enzimatica
con las enzima$agl y Dral cuyo sitio de corte se encuentra en la regionrigpmble
del gen de la proteina VPYillegas, et al., 2001, clasifican en su estudio, a aquellas

cepas que posean este patrén, como cepas varade virus.

Villegas, et al 2003 realizaron la caracterizacion molecular d&\/\Bde muestras
bursales provenientes de aves de engorde provesigel exterior de los Estados
Unidos. El fragmento analizado fue también de 24&bbmismo que fue sometido a
analisis de restriccion enzimatica utilizando lasmas enzimas que en el presente
estudio. Las cepas variantes Delaware A y E fuedetectadas en muestras
provenientes del Ecuador. Villegast al., 2003 denominaron a la cepa variante
Delaware A presente en nuestro pais como EC-3daebque mostréo un 98% de
similitud con esta cepa a través de estudios deese@cion (Villegaset al.,2003). De

esta manera, futuros estudios deben involucrar eleuenciacion de ARN viral
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proveniente de los sectores avicolas utilizadossém estudio, con el fin de confirmar si

la cepa detectada corresponde a la cepa Delaware A.

La vacuna BIOMUNE, cuya cepa viral se sabia queesponde a la cepa clasica
Lukert, resultd positiva para la restriccion enziggcon las enzimagag|, Sacly Styl.
Este patrén de restriccidon coincide con el obtemqido Villegas et al.,2000 quienes
realizaron la caracterizacion molecular de aislad@des brasilefios, incluyendo cepas
vacunales. El patron obtenido también se lo compandel sistema de genotipificacion
de cepas del virus de Gumboro por RFLPs utilizaddaeUniversidad de Georgia
(Tabla 9), en donde la cepa Lukert es restringida lps mismas enzimas que se

utilizaron en este estudio.

Las enzimas a ser utilizadas en la restriccion nedéttta deben ser
cuidadosamente escogidas, con el fin de que esfaguen su accidn sobre cambios
significantes de los nucleétidos. La técnica deR&4.Ps tiene la desventaja de que el
sitio de restriccion puede ser alterado, sin quardéeina a ser codificada sea afectada
(Eterradossi, 2001). Por otro lado, las enzimasredgriccion flanquean solamente
secuencias cortas de bases; de modo que, puedin @iterencias fuera del sitio de
restriccidon que no pueden ser detectadas por lEmas. Ademas, los RFLPs no son
utilizados como un ensayo para el diagndstico adtindebido a que se requiere de una

alta calidad de ARN viral (Jackwood, 1995).

Se ha documentado que las cepas variantes somsespes Unicamente de la
forma subclinica de la enfermedad, la cual trae ccomonsecuencia pérdidas

econdmicas, ya que las aves no responden adecuatgamies sistemas de vacunacion
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y a que no existe una ganancia de peso adecuademds, las cepas antigénicas
variables del virus son capaces de atravesar laminidades maternal y activa

generadas a traves de vacunas comercialmente tikgson

Por otro lado, hay que tener en cuenta que el yrasente en un lote de aves
puede ser una variante de la cepa vacunal utilizaddéa inmunizacién de las aves
(Cavanagh, 2001). Esto puede deberse a que ladetparus vacunal presente en el
campo se encuentra ante presiones del medio yalejode los galpones, como es el
caso de los desinfectantes, haciendo que el virfra sambios en su conformacién

genética y mute para persistir en el ambiente.

En Latinoamérica y Norteamérica se ha demostradolag cepas variantes del
IBDV son mas comunes en los lotes avicolas (Gianmdet al., 1994). Jackwood y
Sommer, 1999 determinaron la presencia de cep&ntes en EE.UU, Puerto Rico,
Costa Rica, Guatemala; asi como de cepas vvIBDWiéxico, El Salvador y Puerto
Rico. Estudios demuestran que cepas virulentas egtdando terreno en diferentes
regiones de América del Sur. PerezeRal, 2006 lograron determinar la presencia de
cepas muy virulentas en Uruguay mediante la utiiiwa del RT-PCR. Los primers
amplificaron un fragmento de 643pb dentro de lddredpipervariable de la proteina
VP2. Se realiz6 un andlisis putativo de RFLPs a@ésade un software mediante la
utilizacién de enzimas de restriccidrél, Sacl, Styl, Sspl, Taql y MyaEl patron de
RFLP resulté positivo para las siguientes enzin@yl, Sspl, Taqllas cuales

demostraron que corresponden a muestras muy viaslen
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Las cepas del vwIBDV presentes en el Brasil y lgpd®éca Dominicana
presentan diferencias que los ubican en diferegiepos dentro de un arbol
filogenético, lo cual sugiere que las cepas de D¥Rle Latinoamérica estan pasando a
través de un proceso evolutivo que se ve influglacipor las medidas higiénico
sanitarias del pais de origen de la cepa y, prebadite con los efectos de cambio
climatico que se vienen dando a nivel mundial. §emplo, los cambios climaticos,
excesivo calor o frio, situaciones a las que l&s ao estan acostumbradas, las someten
a estrés, llegando a alterar el funcionamientow®5 y haciéndolas susceptibles al
virus. Lo mismo puede estar sucediendo en el Ecuadho se sabe con exactitud ya
pueden ser diferentes cepas debido a que las camekicpresentes en el pais son
diferentes a las que encontramos en otros. Es gior que, futuras investigaciones

referentes a la caracterizacion y secuenciacid@epas ecuatorianas son necesarias.
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10. Conclusiones

. Este trabajo de investigacion realizado en plastaldcolas del centro
norte del Ecuador, permiti6 demostrar, en 16 grup@saves provenientes de lotes
avicolas y en 9 aves criollas, la presencia debvile Gumboro a través de la utilizacion

del protocolo de extraccion de ARN viral AGPC.

. La edad a la cual deben ser sacrificadas las alesehcontrarse entre la
segunda y tercera de edad. Es importante que ésshayan disminuido la cantidad de
sus anticuerpos maternales para que sean capafed®ise con el virus de campo y no

deben ser vacunadas.

. La purificacion de ARN viral fue utilizada con éh fde lograr recuperar
la mayor cantidad de ARN viral presente en lasd=uirSin embargo, en este estudio, no

se observé que el LiCl haya influenciado en laidadtde ARN viral obtenido.

. La utilizacion de kit comerciales para la extraoci® ARN resulta mas
eficiente ya que garantizan una mejor y adecuaddigacion de acidos nucleicos,
ahorran tiempo y manipulacién de reactivos, y lamadina mayor confiabilidad el
diagndstico molecular. Sin embargo, el método AGBREmItiO el desarrollo de
habilidades, asi como también su uso resulta neesidte debido a su reducido costo

en relacion a los kits comerciales.
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. Mediante el analisis con las enzimas de restrigcs@nencontré que el
ARN viral presente en las bursas era diferenteiras wacunal utilizado en los lotes
avicolas. Esto se evidencio gracias al patron dePRFliferente el ARN bursal y el
vacunal, logrando el objetivo principal de esteidist, la caracterizacion molecular del

virus de Gumboro dentro de las tres explotaciomgks del centro norte del pais.

. Las enzimasSacl, Taqly Styl encontraron su sitio de restriccion en la
cepa vacunal, patron de RFLPs descrito previameoieo especifico para la cepa
Lukert. De esta manera, se logré confirmar queef@aovacunal utilizada en el estudio

correspondia a esta cepa clasica vacunal.

. Las muestras de ARN bursal, presentaron un patif@nedte, siendo
positiva solamente para la restriccibn enzimatma las enzima®ral y Tagl. Segun
este estudio en comparacion con los realizadogren paises, este patron enzimatico
corresponde a la cepa variante Delaware varian{®&-A). Por lo tanto, se logré
confirmar la existencia de cepas variantes en B @aravés de la utilizacién de la

restriccion enzimatica.
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11. Recomendaciones

» Debido a que se conoce que existe variabilidadtgpanén el area de estudio,
es importante conocer si las cepas variantes gessen el campo corresponden a cepas

vacunales de campo, cepas patdgenas o si sonivadgacle la cepa vacunal.

* Nuevos estudios de caracterizacion molecular dBMBon necesarios en el
area de estudio, asi como en otras zonas del padk cexiste una explotacion avicola
intensiva, ya que se sabe que el IBDV de campari@amutando y no existes estudios

epidemiolégicos en el pais.

* Realizar estudios comparativos entre animales mwoferversus animales
sanos, con el fin de caracterizar a la cepa y sagpaicidad; asi como también,

comparar aves ponedoras con aves de engorde.

« Se recomienda el uso de nuevos primers que logngtfeear fragmentos de
mayor tamafo, con el fin de poder encontrar nuaviahilidad genética con enzimas de

restriccion.

* Nuevas zonas del genoma viral deben ser exploréalat®, de segmento A

como del segmento B del genoma del IBDV.
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* Nuevas enzimas de restriccion deben ser utilizata®o enzimas de alta
frecuencia de corte, como las enzinvisol (Sau3Al)y Hae lll, con el fin de obtener un

mejor agrupamiento de aislamientos virales.

» Se recomienda realizar estudios de secuenciacidasdeariantes obtenidas,
asi como también de las cepas vacunales que smmutén el pais; con el fin de

observar su grado de similitud y asi poder deteamisistemas de vacunacion

adecuados.

« Préximos estudios deberian enfocarse en la idestitn de marcadores de
virulencia del IBDV gue permitan elucidar los mesams de patogenicidad del IBDV,
los cuales han sido de gran interés conocerlosedefds atras con el objetivo de

determinar programas sanitarios acordes con caitanre
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13. Tablas.
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Tabla 1. Clasificacion molecular por RT/PCR-RFLPs @ diferentes virus de IBDV

Grupo Molecular Cepas Clasificacion
Grupo 1 Del-A, SVS-510 y 1084A
Grupo 2 Del-E, MD y 89/03 Variantes
Grupo 3 IBDV-Blen, STC y 2512
Grupo 4 228E, D78, D278, STO8,
Univax-BD, Bur-Vac, Gumb
TADC, TAD F y Baxendale
Grupo 5 Lukert, Edgar, Bursing, Clasicas
BioBur, BioBurW y Avimune
Grupo 6 Virus hipervilentos y cepasClasicas Hipervirulentas

vacunales: RS593 y Webster




Tabla 2. Diagndstico diferencial de la enfermedadfecciosa de la bursa
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D

Enfermedad Sindrome Anemia Leucosis Marek Hepatitis por cuerpo Newcastle Bronquitis Coccidiosis Gumboro
hemorragico infecciosa linfoide de inclusién infecciosa
Agente Circovirus Retrovirus Herpervirus Adenovirus Rayaovirus Coronavirus Parasito Birnavirus
causante
Atrofia de: Timo, médula Tumores BF a causa de| Leve atrofia de la BF BF
osea, y BF nodulares— tumoracion y de sus foliculos
aspecto difusa
hiperatrofiado
de la BF
Otros signos | Hemorragias Pardlisis de Dafios mas Hemorragias Lesiones Diarrea *Puede dar signos d
en muisculos nervios importantes en el musculares renales repentina, hepatomegalia
y mucosas ef periféricos higado. Lesiones en (Nefrosis) depresion,
proventriculo higado, bazo, y con
y molleja. rinones mortalidad
elevada,
plumas
erizadas.
Afecta a Animales<3 | Aves>14-16 Aves>4a8 **A partir de las 10
semanas semanas** semanas semanas no se
observa cambio.
Diagnostico No hay Muerte Sangre en Hemorragias
diferencial cambios en Ig precedida por| excremento,| musculares, bolsa
bursa signos No hay dafiog edematosa y
respiratorios, en BF ni hemorragica
No hay hemorragias

cambios en la
bolsa
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Tabla 3: Descripcion del numero de aves de engorgeaves criollas utilizadas y el
lugar de procedencia

Numero de aves Nombre de la Granja Ubicacién Coordenadas

50* Lilia Elena Guayllabamba S 0000607°
W 7831201°

15* San Vicente Yaruqui S 014333°
W 78.334721°

55* Villanova Nanegalito N 00.10607°
W 078.72097°

11**

* Corresponde al numero de aves de engorde utdizadr sector

i Corresponde al numero de aves criollas
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Tabla 4: Vacunas contra la enfermedad infecciosa d& bursa utilizadas como

controles positivos

Nombre de la| Tipo del Virus Nombre de la| Etiqueta
Vacuna Compaiiia

Vacuna BIOMUNE | Virus vivo, cepa Lukert BIOMUNE® IOM
Vacuna Nobilis| Cepa D78 Nobilis® D78
Gumboro D78 Vacuna viva

Vacuna Volvac IBD| Gumboro Intermedia Volvac® MLV

MLV

cepa Lukert. Virus vivg




Tabla 5. Condiciones utilizadas en las pruebas canzimas de restriccion.

Enzima Temperatura | Cantidad | Concentracion | Buffer

Sac I(Promega®) 37°C 0.5ul 10U/ pl. 2ul Buffer 10X

C6d. R606A 15724433 (Promega®. C6d. RO09A 20653405)
Dral (Invitrogen®). 37°C 0.3ul 10 Ulul. 2ul. Buffer 10X

Cdéd. 25430018 (Invitrogen®. Co6d. Y90002)

Taql 65°C 0.3ul 10 Ul 2ul. Buffer 10X

(Invitrogen®). (Invitrogen®. Cbd. Y92500)

Cdbd. 15218-019

Styl(Promega®) 37°C 0.5ul 10u/ul 2ul Buffer 10X (Promega®. (C6d0RA23398803)
Cdéd. R6481

Sspl(Invitrogen®). 37°C 0.3ul 10 Ulul. 2ul. Buffer 10X

Cdd. 15458.011

(Invitrogen®.Caod. YO90007)
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Tabla 6. Pollos criollos utilizados en el estudio.

Granja

Fecha

NUmero

Cédigo

Pollos criollos

17/Ene/08

CrBF2

CrBF32

CrBF33

CrBF34

CrBF25

Pollos criollos

18/Ene/08

CrBF51

CrBF52

CrBF23

Pollos criollos

22/Ene/08

1
2
3
4
5
6
7
8
9

CrBF26

10

CrBF27

11

CrBF28
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Tabla 7. Pollos de engorde del sector de Guayllaimda

Granja

Fecha

NUmero

Cadigo

Etiqueta

Edad

Guayllabamba

26/feb./08

1

BF1

BF2

BF3

BF4

BF5

G6

21

Guayllabamba

26/feb./08

BF6

BF7

BF8

BF9

BF10

G8

21

Guayllabamba

26/feb./08

BF11

BF12

BF13

BF14

BF15

G7

21

Guayllabamba

26/feb./08

BF16

BF17

BF18

BF19

BF20

G9

21

Guayllabamba

26/feb./08

BF21

BF22

BF23

BF24

BF25

G10

21

Guayllabamba

28/feb./08

BF1

BF2

BF3

BF4

BF5

Guayllabamba

28/feb./08

BF6

BF7

BF8

BF9

Gl

G2

21

21

BF10

Guayllabamba

28/feb./08

BF11

BF12

BF13

BF14

BF15

G3

21

Guayllabamba

28/feb./08

BF16

BF17

BF18

BF19

BF20

G4

21

Guayllabamba

28/feb./08

BF21

BF22

BF23

BF24

BF25

G5

21
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Tabla 8. Pollos de engorde del sector Nanegalito

Granja

Fecha

NUmero

Cddigo

Etigueta

Edad

Nanegalito

14/feb./08

1

BF1

BF2

BF3

BF4

BF5

NG1

22

Nanegalito

14/feb./08

BF6

BF7

BF8

BF9

BF10

NG2

22

Nanegalito

14/feb./08

BF11

BF12

BF13

BF14

BF15

NG3

22

Nanegalito

14/feb./08

BF16

BF17

BF18

BF19

BF20

NG4

22

Nanegalito

14/feb./08

BF21

BF22

BF23

BF24

BF25

NG5

22

Nanegalito

14/feb./08

BF26

BF27

BF28

BF29

BF30

NG6

22

Nanegalito

14/feb./08*

BF1

BF2

BF3

BF4

BF5

NG7

22

Nanegalito

14/feb./08*

BF6

BF7

BF8

BF9

BF10

Nanegalito

14/feb./08*

BF11

BF12

BF13

BF14

BF15

NG8

NG9

22

22

Nanegalito

14/feb./08*

BF16

BF17

BF18

BF19

BF20

NG10

22

Nanegalito

14/feb./08*

BF21

BF22

BF23

BF24

BF25

NG11

22
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Tabla 9.

Pollos de engorde del sector de San Vicent

Granja Fecha Numero | Cdédigo| Etigueta| Edad
San Vicente| 31/ene./08 | 1 1 EG1 44
2
3
4
5
San Vicente| 31/ene./08 | 2 6 EG2 44
7
8
9
10
San Vicente| 31/ene./08 | 3 11 EG3 44
12
13
14
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Tabla 10. Diferencias en el patron de restriccidentre vacuna (control positivo) y
muestras de ARN viral de las bursas.

Enzima | Vacuna | Muestras experimentales
Taql + +
Dral - +
Sspl - -
Sacl + -
Styl + -

+ = equivalente a aquellas muestras que presentastriccion en dos fragmentos de +/-198 y +/50b
- = no se observo digestién enzimatica
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Tabla 11. Perfil de restriccion enzimatica de losrbgmentos de 248 pb VP2 de
bolsas de Fabricio de aves de engorde de los seetoGuayllabamba, Nanegalito y
San Vicente; y de aves criollas.

Enzima de Restriccion

Muestras| Tagl [Dral [Sspl | Sacl
IOM + - - +

NG1
NG2
NG3
NG5
NG9
NG10
NG11

|+ [+ [+]+
|+ [+ +[+]+
1
1

Glp
G2p
G3p
G4p
G5p
G6p
G7p
G9p
G10p

++|+|+[+]+]+]|+]|+
++]|+|+[+]+]+]+]|+
1
1

CrBF2

CrBF26
CrBF27
CrBF28
CrBF33
CrBF34
CrBF35
CrBF51
CrBFE53 +

+/- indican la presencia/ausencia del sitio dericesdn especifico. Los sitios de restriccién fuely uno
de 198 pb y el segundo de 48

+ ||+ |+ [+ [+]+]+
o S S S S N e
1
1
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Tabla 12. Sistema de Genotipificacion de cepas datus de Gumboro por RFLPs
utilizado en la Universidad de Georgia.

Cepa de Gumboro Dral | Sacl | Tagl | Styl | BstNI | Sspl
Variante Delaware A + +

Variante Delaware E + +

Cepa estandar de desafio STC + + +

CU-1 + +

Lukert + + +

PBG-98 + + +
Variante GLS +

SAL 1 + + +

Edgar, 52/70 + +

849 VB (alta virulencia) + + + +
UK661, Brown (alta virulencia) + + +
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14. Figuras.

Figura 1. Estructura del virion del IBDV. A. Microscopia ete@ica de viriones purificados del IBDV; bar, 19®. B. Mapa tridimensional de
la capside del IBDV.

(Tacken, 2003)
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Figura 2. Representacion esquematica de la organizaciomgeadlel IBDV. La organizacion de genes para caaade los segmentes Ay B
son mostrados. VPg hace referencia a la forma dedvileé se encuentra ligado al genoma y que se e@ngwewalentemente unida al extremo 5’

del RNA. La masa molecular para cada una dgré@&snas se muestra en kDa.
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Figura 3. Distribucion geografica mundial de dos formas HRIDV. En gris, paises en donde la forma aguda euimosupresiva de la
enfermedad ha sido reportada. En negro, paisesradedco se ha reportado la enfermedad aguda, stkanaeinmunosupresiva. En blanco,
paises donde no se han reportado casos de IBD.

(Tacken, 2003)
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Figura 4. a) Electroforesis de los productos amplificadbsa@és de RT/PCR de RNA viral sin purificaciontigsas de Fabricio correspondientes al sector
de Guayllabamba (G1p-G10p). b) Fragmentos amplifisade RNA viral purificado correspondientes a éside aves del sector de Nanegalito (NG1LIiCl —

NG11LiCl) y EG1 que corresponde al sector San \Mf&ehos controles positivos y negativos tambiémsestran en el gel de agarosa de 2%. Marcador
100pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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CrBIF26
CrBF27
CriBl28
CrBF32
Control+

o
z
S

248bp

248bp

Figura 5. Electroforesis de productos amplificados a tral&@®T/PCR de ARN viral de bursas de aves crigaBF2, CrBF26-CrBF28, CrBF32-CrBF35,
CrBF51, CrBF53) sometidos al procedimiento de exidtm viral a través del kit comercial Viral RNAolation Nucleo Spin. Macherey-Nagel. Marcador
100pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 6. Productos de RT/PCR después de la digestion etiearedn la enzima de restriccidaq | en un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofwee
ARN viral de bursas del sector a) Nanegalito (NEG2, NG3, NG5, NG9, NG10, NG11) b) Guayllabamba gG&3p, G4p, G5p, G6p, G7p), c)
Guayllabamba (G1p, G9p, G10) y bursa de ave criGit8F2). Marcador 100 pb (M). Control + (VacunZOBIUNE).
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Figura 7. Productos de RT/PCR después de la digestion etiean@on la enzima de restricci@ma | en un gel de poliacrilamida del 12%. Electroftrete

ARN viral de bursas del sector a) Nanegalito (NEG2, NG3, NG5, NG9, NG10, NG11) b) Guayllabamba gG&3p, G4p, G5p, G6p, G7p), C)
Guayllabamba (G1p, G9p, G10p) y bursa de ave ar{@BF2). Marcador 100 pb (M). Control + (Vacun®©BIUNE).
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Figura 8. Productos de RT/PCR después de la digestion etiearéon la enzima de restricci®@sp len un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofmee

ARN viral de bursas del sector a) Nanegalito (NEG2, NG3, NG5, NG9, NG10, NG11) b) Guayllabamba gG&3p, G4p, G5p, G6p, G7p), C)
Guayllabamba (G1p, G9p, G10p) y bursa de ave ar{@BF2). Marcador 100 pb (M). Control + (Vacun®©BIUNE).
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Figura 9.1. Productos de RT/PCR después de la digestion enezarzin la enzima de restricci@ac len un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofares

de ARN viral de bursas del sector a) Guayllaban@kp( G2p, G3p, G4p, G5p, G6p, G7p), b) NanegahtG1, NG2, NG3, NG5, NG9, NG10, NG11), c)
Guayllabamba (G9p, G10p) y bursas de aves cri@@leBF2, CrBF26, CrBF27, CrBF28). Control + (VacuBI®@MUNE).
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Figura 9.2. Productos de RT/PCR después de la digestion enezarzin la enzima de restricci@ac len un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofares
de ARN viral de bursas del aves criollas (CrBF38BF34, CrBF35, CrBF51, CrBF53). Marcador 100 pb.(Ryntrol + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 10. 1.Productos de RT/PCR después de la digestion erigar@n la enzima de restricci@tyl en un gel de poliacrilamida del 12%. Electroftzres
de ARN viral de bursas de a) aves criollas (CrBEFBF23, CrBF24, CrBF25) b) CrBF51, CrBF53. Maraatid0 pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 10.2.Productos de RT/PCR después de la digestion enearédn la enzima de restricci@tyl en un gel de poliacrilamida del 12%. Electrofares
de ARN viral de bursas del sector a) Nanegalito INGI, NG2LiCl, NG3LiCIl, NG5LiCl, NG10LIiCl, NG11Li@) y Guayllabamba (G1p, G2p, G3p,G4p
G5p). b) Guayllabamba (G6p, G7p, G9p, G10p) Marcad6 pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 11.1. Electroforesis de los productos del RT/PCR despleéka digestion enzimatica
con la enzimdal'agl en un gel de poliacrilamida del 12%. a) Bursasllas (CrBF2, CrBF26,

CrBF27, CrBF28, CrBF32, CrBF33, CrBF34). b) Bursssllas (CrBF35, CrBF51, CrBF53).
Marcador 100 pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 11.2. Electroforesis de los productos del RT/PCR despleéka digestion enzimatica
con la enzim@ral en un gel de poliacrilamida del 12%. a) Bursagllas (CrBF2, CrBF26,
CrBF27, CrBF28, CrBF33, CrBF34). b) Bursas criol@BF51, CrBF53). Marcador 100 pb
(M). Control + (Vacuna BIOMUNE).
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Figura 11.3. Electroforesis de los productos del RT/PCR despleéka digestion enzimatica
con la enzima S$pen un gel de poliacrilamida del 12%. a) Bursasllas (CrBF2, CrBF26,
CrBF27, CrBF28, CrBF33, CrBF34). b) Bursas crioll@BF35, CrBF51, CrBF53). Marcador
100 pb (M). Control + (Vacuna BIOMUNE).



