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RESUMEN

La enfermedad de Newcastle (ND) es provocada por un agente infeccioso de gran
importancia para las industrias avicolas a nivel mundial. Puede estar presente en
mas de 200 especies de aves y puede llegar a ser 100% letal dependiendo de la
patogenicidad de la cepa viral que las infecte. Dicho virus actualmente no ha sido
erradicado de Ecuador, por lo que representa un factor de riesgo para la industria
avicola ecuatoriana.

A pesar de la vacunacion periddica que utiliza el pais como medida de bioseguridad,
hasta la fecha el Ecuador no posee estudios epidemiolégicos sistematicos acerca de
la evolucion del virus y la evaluacion de las vacunas que se utilizan. Ademas, se ha
demostrado que los métodos usados para el andlisis de efectividad de las vacunas
contra el ND son inespecificos. Es importante tener un método sensible y especifico
para cuantificar los anticuerpos neutralizantes contra NDV y asegurar la debida
proteccién de las aves contra la enfermedad. Por esta razén, el presente proyecto
propone un método de evaluacion sensible, especifico, rapido y cuantitativo de la
vacunacion contra Newcastle, mediante un ensayo de neutralizacion con un virus de
Newcastle recombinante.

Para esto, se generara un modelo de virus de Newcastle recombinante con la cepa
«La Sota», en donde se insertard, individualmente, dos genes reporteros: eGFP
(Proteina Verde Fluorescente mejorada) y Nanoluc (Nano luciferasa). Este modelo
permitira mejorar el ensayo de neutralizacién, ya que el gen exdgeno se utilizara
para reportar rapida y cuantitativamente la capacidad de anticuerpos de pollo de
inhibir la infeccién de un cultivo celular. A diferencia de los ensayos de inhibicién de
hemaglutinacion, el presente modelo ofrece una manera real y especifica de evaluar
la bondad de las vacunas para generar anticuerpos neutralizantes y, de esta

manera, ajustar los protocolos de vacunaciéon
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INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle (ND) se encuentra situada entre las patologias de
aves que presentan mayor relevancia a nivel global [1]. De acuerdo a la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), esta enfermedad puede alcanzar
una tasa de mortalidad de hasta el 100% en aves no vacunadas[2]. Debido a esto
muchos paises mantienen estrictas medidas de bioseguridad, que incluyen la
vacunacion[3]. Las cepas mas comunes que se utilizan en las vacunas son la B1 y

«La Sota» [1], debido a su baja patogenicidad.

En Ecuador, los altimos brotes de la enfermedad fueron en los afios 2000 y 2001 [3].
Desde entonces la vacunacién contra ND se mantiene de forma periddica para
evitar cualquier epizootia ya que la industria avicola representa el 23.1% del PIB
agropecuario. Aunque esta practica reduce el desarrollo de la enfermedad y tasa de
mortalidad, el virus de la ND (NDV) silvestre todavia puede infectar, replicarse y

excretarse del ave vacunada [4].

En el 2015 se report6 el primer estudio sistematico de NDV en Ecuador, donde se
encontré que el 49,7% de las aves muestreadas presentaban anticuerpos contra
NDV [5]. Ademaés, el mismo reporte encontr6 que el 10.71% de las aves

presentaban material genético viral, mediante el diagndstico por RT-PCR.

El ND proviene de un virus de ARN monocatenario negativo, miembro de la familia
Paramyxoviridae, del género Avulavirus [6,7]. Segun la susceptibilidad del huésped
y la cepa viral que los infecte, este virus provoca problemas del sistema respiratorio,
tracto gastrointestinal y sistema nervioso [8, 9,10]. EI NDV o paramyxovirus aviar del
serotipo 1 (APMV-1) puede afectar a 200 especies diferentes de aves [3,8],

ocasionando grandes pérdidas econdémicas en la industria avicola.



Segun AGROCALIDAD (Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del
Agro), uno de los principales problemas que tienen algunos productores de la
industria avicola ecuatoriana, son los limitados estudios epidemiolégicos
sistematicos de las enfermedades presentes en las aves de corral [1]. No se conoce
la evolucién genética de los virus silvestres de NDV y su relacién antigénica con la

cepa vacunal utilizada [1].

Los métodos utilizados evaluar la efectividad de las vacunas contra NDV se basan
en ensayos tipo ELISA e inhibiciébn de la hemaglutinacién. Estos métodos tienen
problemas de inespecificidad y son muy pobres para detectar niveles bajos de
anticuerpos [11]. Es necesario implementar un método sensible y especifico para
cuantificar los anticuerpos neutralizantes contra NDV, para determinar con mayor

precision la proteccion efectiva contra la enfermedad [11,12].

En base a los antecedentes expuestos, el presente proyecto ofrece un método de
evaluacion sensible, especifico, rapido y cuantitativo para evaluar la efectividad de
las vacunas comerciales contra ND, mediante un ensayo de neutralizacion con un
virus de Newcastle recombinante, que expresa dos genes reporteros. Para lograr

este objetivo se debe cumplir los siguientes pasos:

1. Construir un modelo del virus de Newcastle recombinante que exprese
individualmente dos genes reporteros, como la proteina verde fluorescente

mejorada (eGFP) y la nano luciferasa (NanoLuc).

2. Desarrollar un protocolo de infeccién in vitro para la evaluacién de anticuerpos

neutralizantes contra Newcastle, mediante el uso de NDV recombinante.



CAPITULO # 1
MARCO TEORICO

1.1 Situacion actual e importancia del proyecto

La industria avicola representa una actividad muy importante del sector
agroindustrial, la cual en las ultimas dos décadas ha crecido exponencialmente
hasta convertirse en una de las fuentes mas significativas de la economia

ecuatoriana.

Segln los reportes del censo realizado por el MAG y ESPAC del 2016, el pais
posee alrededor de 14,307 millones de cabezas de gallos y gallinas y 34,964
millones de pollitos y pollos de engorde [13,14]. El consumo anual de esta proteina
animal ha aumento continuamente en el pais. Se estima un consumo de 30 y 32
kilogramos por persona al afio y de 140 unidades de huevos por persona al afo
[15,16].

Debido a la gran demanda e importancia de los productos avicolas en la dieta de la
poblacion ecuatoriana, es de vital importancia mantener un estricto control sanitario
en la cadena de produccién que se encuentra destinada al consumo. Dentro de
estos, las enfermedades infecciosas y su control representan los rubros mas

importantes para el productor [17].

Entre las enfermedades relevantes que afectan a las aves en el Ecuador,
encontramos: Enfermedad de Gumboro, Salmonelosis aviar, Bronquitis infecciosa
aviar, Pneumovirus aviar y la enfermedad de Newcastle [17]. Esta Ultima es
conocida por actuar como barrera de exportacién, la cual impide a los productores

llegar a los mercados internacionales mas competitivos.



1.2 Informacién general del virus de la enfermedad de Newcastle
1.2.1 Clasificacion

La familia Paramyxoviridae del género Avulavirus esta clasificada en 11 serotipos
(Tabla 1), de acuerdo a su afinidad antigénica. Esta division esta basada en

ensayos de inhibicién de hemaglutinacion [18].

Tabla I. Clasificacion de los serotipos de Paramyxovirus Aviar. Imagen
modificada de C.Valladares [21]

SEROTIPOS HOSPEDERO ORIGEN

APMV 1 Mas de 200 especies de aves Newcastle-Upon-Tyne

APMV 2 Pollos California/ Yucaipa
Pavos Wisconsin
APMV 3 Psitacidas Netherlands
APMV 4 Patos, pollos y gansos Hong Kong
APMV 5 Periquitos y cotorras Japén
APMV 6 Patos, gansos y pavos Hong Kong
APMV 7 Palomas Tennessee
APMV 8 Gansos Delaware
APMV 9 Patos domésticos New York
APMV 10 Pingtiinos Islas Malvinas
APMV 11 Agachadiza comun Francia

El paramyxovirus aviar tipo 1 (APMV 1) corresponde al virus de la ND y esta
subdividido en 2 clases, de acuerdo a su relacion genética (Tabla 2). La clase | esta
formada generalmente por virus de baja patogenicidad y se encuentran en aves
acuaticas silvestres. Por otro lado, la clase Il lo conforman la mayoria de las cepas
de APMV 1, los cuales se dividen en nueve genotipos separados por la virulencia y

tipo de huésped [19].



Tabla Il. Clasificacion del APMV 1. Imagen modificada de J. Wang et al.,[19]

SEROTIPO CLASE GENOTIPO CEPA TIPO DE AVE
la NDV08-004
| b NDV09-014 Silvestres
Ic Gx1261
| Ulster 2C
Il La Sota, B1, F
APMV 1 1 Mukteswar
(Enfermedad W Hertz 33/56
1] \Y Anhinga/U.S.(F1)/44083/93 _
_ Silvestres
Vi Pigeon/Yunnan/1111/2013
\i| ZJ1
VIl QH1
IX FA8E8

Otra clasificacion de las cepas de APMV 1 es por su grado de patogenicidad o el
tiempo requerido para que el virus mate a los embriones de aves [20], las cuales se

han clasificado en 3 grupos:

e Cepas velogénicas: como Hertz 33/56, Milano, ESSEX 70 y NY Parrot
70181. Son cepas de alta virulencia que presenta mortalidad del 100% en
aves [21] y llegan a matar a embriones en 40 a 60 horas.

e Cepas mesogénicas: como Mukteswar, Roakin, Komarov y H. Son cepas de
virulencia media por lo cual pueden matar a un embrién de ave en un rango
de 60 y 90 horas. A pesar de eso muchas de estas cepas son usadas para
producir vacunas.

e Cepas lentogénicas: como Clona 30, Hitchner B1, «La Sota» y F. Son cepas
de baja virulencia, con bajo indice de patogenicidad intracerebral, vy

ampliamente utilizadas en la fabricaciéon de vacunas [22]. Algunas de estas



cepas no provocan muerte embrionaria, mientras que otras pueden matar al

embrién en > 90 horas.

En muchos paises, la cepa mas usada para la fabricacion de vacunas es «La Sota»
por su alta capacidad de multiplicacién en tejidos, generando respuesta inmune y
proteccion eficiente. En Ecuador la Unica cepa registrada para la fabricacion de

vacunhas es «La Sota».

1.2.2 Genoma del Virus de Newcastle

Este virus en particular mide de 120 a 180nm y posee un genoma lineal de ARN
monocatenario (ssRNA), de polaridad negativa, con wuna tamafo de
aproximadamente 15 kb [6,7,22,23]. EIl ARN gendmico posee la particularidad de

replicarse cuando el tamafio de su genoma es multiplo de seis [24].

Esta particula viral de cadena simple, contiene 6 unidades transcripcionales (3'-NP-
P-M-F-HN-L-5") [25], que codifican proteinas estructurales y no estructurales
importantes para la replicacion viral. Los extremos del genoma viral se encuentran
flanqueados por regiones no codificantes denominadas «Leader» (en 3') y «Trailer»

(en 5". Cada una de ellas cumple funciones especificas en la infeccion viral (Fig. 1).

wleqders aTrailers

3 5
LNP—PN;'W—M—F—HN— L J

ry

L 4

15186 ribonucledtidos

Figura 1. Organizacion gendmica del Virus de Newcastle.
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Figura 2. Representacion de un modelo simplificado del virus de NDV

La Nucleoproteina (NP), participa en los procesos de encapsidacion, transcripcion y
replicacion viral, ademas junto con la Fosfoproteina (P) y el ARN Polimerasa forma
la nucleocapside [26,27].

El virus posee una envoltura de membrana lipoproteica, a la cual estan asociadas la
proteina de Matriz (M) que recubre la superficie interna de la membrana, y las dos
glicoproteinas: fusion (F) y Hemaglutinina-neuraminidasa (HN), que forman las

estructuras de espiculas superficiales de los viriones (Fig. 2). La matriz juega un rol



relevante en la liberacion de los viriones, mientras que las proteinas HN y F son
esenciales para iniciar la infeccion viral [9,27]. Estas glicoproteinas trabajan en
conjunto para promover el ingreso del virus a la célula [28]. Ademas, la
hemaglutinina-neuraminidasa tiene otras funciones como la de reconocer y eliminar

al receptor de la célula huésped [28].

El gen P genera dos ARNm adicionales debido a la adicion de una o dos guaninas,
para producir las proteinas V y W respectivamente. Estos transcritos adicionales
resultan de la adicion de nucle6tidos no presentes en la cadena molde, debido a un

efecto de falsa parada de la polimerasa cuando transcribe el gen P [25,27].

1.2.3 Ciclo viral

El ciclo de NDV empieza por la adsorcion de la particula viral a la membrana celular
(paso 1 - Fig. 3). La proteina HN, responsable del reconocimiento de receptores
especificos de la superficie celular, juega un rol importante en dicha union [22]. Con
la adherencia del paramyxovirus a la célula, la proteina F se activa a causa de un
cambio en la estructura de la Hemaglutinina-neuraminidasa (HN), lo que provoca la
unién de la membrana celular con la membrana viral, liberando asi el ARN virico

(paso 2 - Fig. 3).

La transcripcién de NDV se realiza en el citoplasma (paso 3 - Fig. 3), aparentemente
sin necesidad de un iniciador celular. Durante la replicacion del genoma (paso 4 —
Fig. 3) se sintetiza una copia positiva del ARN gendmico. Este se utiliza de molde
para generar mas copias gendmicas virales y de estas Ultimas se transcriben los

ARNmM para producir las proteinas virales.

Las proteinas virales NP, P y L son las minimas necesarias para replicar y transcribir
el genoma viral. Mientras se produce el ensamblaje y liberacién de viriones (paso 5

— Fig. 3), las proteinas F y HN sufren modificaciones postraduccionales. Una



particularidad del ciclo viral de los paramyxovirus, es poder infectar a células

vecinas sin necesidad de salir al medio extracelular.

Figura 3. Ciclo infeccioso de Virus de Newcastle. Imagen
original de J. Aylién [27]

1.2.4 Desarrollo de la enfermedad

Newcastle es una enfermedad altamente infecciosa, transmitiéndose por contacto
directo con las aves portadoras del virus [9]. Tiene un periodo de incubaciéon de 2 y
15 dias [29], dependiendo de la cepa viral que las infecte, aunque datos de la OIE
aseguran que el tiempo de incubacion puede durar hasta 21 dias [30]. Durante esta
etapa, las aves transmiten el virus por medio de sus heces y descargas respiratorias
[9]. La eliminacion del virus por via fecal u oral se da entre 1 y 2 semanas,
prolongandose hasta varios meses [29].
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Una vez finalizado el periodo de incubacién, empieza la fase de desarrollo en donde
aparecen los sintomas. Estos dependen de la edad del animal, la via de infeccién y
el estado inmune del hospedero. En las aves juveniles la enfermedad se presenta
en forma aguda y se observan diferentes sintomas como: disnea, espasmos
musculares, debilidad, pérdida de apetito y otros signos clinicos a nivel del tracto

digestivo y sistema nervioso [8].

La ultima fase se puede presentar la convalecencia o la muerte del animal. En una
parvada de aves infectadas se puede registrar una mortalidad del 100% o ser

asintomatica. Esto va a depender de la cepa viral causante de la infeccion [29].

1.3 Prevencién y control

Las principales medidas que se utilizan para prevenir y controlar ND, son la higiene
y bioseguridad. Esta Ultima esta entre las mejores opciones de control primario que
tienen los avicultores, pero por si sola no es suficiente para la proteccién de la
industria avicola moderna [1,31]. Es por esto que la implementacién de medidas
como la inmunizacion de las aves, por vacunacion, es un requisito fundamental para
mantener el buen estado de las granjas avicolas, proporcionandoles proteccion

frente al virus en estado silvestre.

En cuanto a la inmunizacion, se puede utilizar vacunas vivas, vacunas inactivadas y
vacunas recombinantes [31]. El uso de estas vacunas dependera de factores como

el tipo y edad del ave y las condiciones locales [31].

La inmunidad se genera las aves a través de los linfocitos T y B. Esta Ultima

generan los anticuerpos que reducen o inhiben la infeccion [32].
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En cuanto al factor de eficacia de las vacunas, se necesita varios ensayos de
prueba y error, acompafado de un seguimiento del virus como de las aves. El
problema que posee el pais, es que no existe un seguimiento epidemiolégico
continuo posterior a la vacunacion, teniendo poca informaciéon de la evolucién del

virus a través de los afios.

Debido al minimo entendimiento sobre el desarrollo evolutivo del virus dentro del
pais, hace que surjan dudas sobre si los animales que consumimos a diario, estan
debidamente protegidos contra el virus del NDV. Por eso, es esencial que cualquier
tipo de vacuna usada para controlar la diseminacion de este virus, deba ser
sometida a pruebas seroldgicas, capaces de determinar la efectividad de la

vacunacion, seguido de un seguimiento clinico y epidemiol6gico continuo.

1.4 Serologia

La serologia es la ciencia que comprueba la presencia de anticuerpos determinados
en la sangre. En la actualidad, existen diferentes pruebas serol6gicas usadas para

evaluar y controlar la eficiencia en las vacunas, entre ellas se encuentran:

1.4.1 Inhibicion de Hemaglutinacion (HI)

Este tipo de ensayos se los requieren para la deteccion de anticuerpos que

inhiban la hemaglutinacién (funcién de agregacion de glébulos rojos) [33].

Esta prueba ha sido ampliamente usada para medir la efectividad de vacunas
contra el virus de Newcastle, pero se ha demostrado que el ensayo HI no puede
detectar niveles bajos de anticuerpos circulantes. Lo que sugiere un cambio de
método a uno mas sensible para medir la respuesta de anticuerpos y asi

asegurar una debida proteccion contra el virus [11,12].
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1.4.2 Ensayo de Neutralizacion

Los ensayos de neutralizacion (NT) estdn encargados de detectar anticuerpos
gue bloqueen a un determinante antigeno, por lo cual suelen estar relacionados
con el nivel de proteccion biologica de la especie [11]. Estas pruebas de
neutralizacion representan el maximo estandar al momento de medir la
inmunidad especifica del organismo frente a un agente extrafio. Generalmente
estas pruebas siguen dos pasos importantes para detectar anticuerpos
neutralizantes, en el primero se utiliza el suero del animal para incubar al
patdégeno y en el segundo se inocula el patégeno en un sustrato susceptible a la

infeccion.

Este ensayo detecta anticuerpos neutralizantes (nAbs) que inhiben la infeccion,
es decir, en el caso de NDV, detectan los anticuerpos contra las proteinas
hemaglutinina-neuroaminidasa (HN) y la proteina de fusién (F) que son las
encargadas del proceso de infeccién. Las pruebas convencionales implican la
formacion y conteo de placas ya sea por tincién bioguimica o inmunotincién
[11], lo que resulta en un ensayo laborioso y que puede tomar de tres a cinco

dias.

1.5 Genéticainversay sistema de rescate

Con el objetivo de desarrollar una herramienta biolégica capaz de acelerar el ensayo
de neutralizacion, se utiliza la genética inversa para generar virus recombinantes a
partir del ARN gendmico viral. Esta tecnologia permite la manipulacién del material

genético de ARN viral, transformandolo en ADN y luego de regreso a ARN.
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CAPITULO #2
MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se desarrolla bajo las directrices del Laboratorio para

Investigaciones Biomédicas de la ESPOL.

En este proyecto, se establecen dos modelos de NDV recombinante, uno que
exprese la proteina verde fluorescente mejorada (eGFP) y otro que exprese la
proteina Nano Luciferasa (NanoLuc). Estos virus recombinantes se utilizan como
herramientas para el desarrollo de un ensayo de neutralizacion, en la que se puede
cuantificar directamente los anticuerpos neutralizantes (nAbs) en las muestras de

sueros de animales vacunados.

Con el fin de garantizar la proteccion y manejo adecuado de las muestras de virus,
esta investigacion se debe realizar bajo nivel de bioseguridad 2. Es decir, en un
laboratorio con separacién de areas y que cuente con una camara de flujo laminar
clase Il y tipo A, ademas de las buenas practicas de bioseguridad de un laboratorio
gue trabaje con agentes infecciosos que no representen un peligro para el ser

humano.

2.1 Virus NDV, cepa «La Sota».

Para la preparacién del virus recombinante, se trabajara con la cepa «La Sota» del
virus de Newcastle. Este tipo de cepa es por lo general utilizada en la fabricacién
de la vacuna contra el NDV en Ecuador. Se la empleard para la amplificaciéon de

cada uno de los genes del genoma.
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2.2 Gen Reportero

Los genes reporteros son ciertos tipos de genes que al ser transcritos reportan
algun tipo de actividad deseada. Por lo general, estos genes son exdgenos y no son
parte del genoma de la especie en estudio. Por lo tanto, su actividad no se puede
confundir con los transcritos de la especie en estudio. Los genes reporteros mas
usados en la biologia de células de mamiferos con los de fluorescencia verde
mejorada (eGFP) y el de luciferasa (Luc). Estos genes se clonan bajo en comando

de la region promotora del gen natural en estudio.

2.2.1 Enhanced Green Fluorescent Protein

La proteina verde fluorescente (eGFP), es una proteina de 714 pares de bases (pb)
con 238 aminoacidos y 28 kDa, es una variante de la GFP convencional y es
utiizada como marcador celular; esta proteina sirve para detectar procesos
dinamicos de crecimiento y morfogénesis directamente en el tejido vivo mediante
fluorescencia [34]. El origen de esta proteina en la naturaleza, es la medusa
bioluminiscente Aequorea victoria; esta fluorescencia estable resultante es producto

de la union de calcio con la fotoproteina aequorina [34].

La eGFP es capaz de absorber la luz azul (entre un rango de 395 nm a 470 nm) y
emitir luz verde (de 509 nm). En células procariotas (como Escherichia coli) o
eucariotas (como Caenorhabditis elegans), produce un producto fluorescente como
"gusanos luminosos", donde las células vivas se vuelven brillantes y establemente
fluorescentes. Este método puede aplicarse en bacterias, levaduras y Drosophila; y
se usa para controlar la expresiébn génica y la localizacion de proteinas en

organismos Vivos.
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2.2.2 Nano Luciferasa

La molécula de Nano luciferasa (Nano Luc) es una proteina luminiscente
desarrollada por Promega; que codifica un gen corto de 516 pb con 171
aminoacidos, donde su pequefio tamafio es beneficioso para determinados
procesos como clonacion. Nano Luc es una enzima monomérica independiente de
ATP, estable de 19.1 kDa; utiliza un sustrato llamado furimazina, que produce
luminiscencia en células de mamiferos y es alrededor de 150 veces mas
luminiscente que otras luciferasas conocidas (1x10° RLU - Unidad de luz relativa)
[35].

Esta enzima, proveniente del camarén de aguas profundas Oplophorus gracilirostris,
es el resultado del acoplamiento entre la luciferasa y su analogo furimazina [36].
Dicha macromolécula fue modificada con el objetivo de brindar una estructura
enzimatica méas estable, capaz de servir como un reportero eficiente en el analisis
celular [36].

2.3 Plasmidos

Para la construccion del vector de transcripcion en el sistema de rescate se usara el
plasmido de expresion llamado pCAGGs [37] el cual contiene una secuencia que
recluta la Polimerasa Il. Este plasmido también serd usado como un vector de
transporte en la construccion de plasmidos auxiliares que contengan las proteinas
principales que conforman el complejo ribonucleoproteico (Nucleoproteina,
Fosfoproteina y Polimerasa). Este vector es usado por su bajo numero de copias, de

manera que se evita un mayor numero de errores en el proceso de clonacion.

2.4 Extracciéon de ARN

La extraccion del &cido ribonucleico es el primer paso a seguir para este estudio
molecular, donde de una muestra de sangre de pollo infectado se aisla el ARN viral
del NDV, cepa «La Sota» del resto de componentes celulares presentes en la

muestra.
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La muestra se extrae con su respectivo control de extraccion, siguiendo protocolos
especificos; para asegurar que, durante el proceso no existid ningun tipo de
contaminacién [38]. Se almacena las muestras en un congelador a -80°C para

garantizar la 6ptima preservacion de las mismas.

2.5 Sintesis de ADN complementario

Para la generacién del ADNc se debe utilizar como molde el ARN viral previamente
extraido, este proceso debera realizarse empleando enzimas de alta fidelidad que

garanticen la confiabilidad del mismo.

2.6 Andlisis de restriccion

Con la finalidad de conocer que enzimas utilizar para poder cortar el genoma en
fragmentos, se debe realizar un analisis de restriccién de la secuencia de NDV de la
cepa «La Sota», esto permitira conocer de mejor manera si se deben agregar

nuevos sitios de restriccién por mutagénesis.

Para la realizacion de este proyecto se determind agregar sitios Sapl para cortar el

genoma completo (Fig. 5).

L[NP]—[P]-[I\/I]-[FJ'[HN]‘[ L ]_
- N

w

Figura 5. Sitios de restriccion Sapl en el genoma del virus de Newcastle
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2.7 Amplificacion por PCR

Para generar fragmentos adecuados a partir del genoma completo del virus en
ADNCc, se disefia sitios de restriccion Sapl y cebadores especificos de los resultados
obtenidos del analisis de restriccion, estos cebadores son utilizados para la sintesis
de ADNc; los cuales amplificaran fragmentos del genoma viral deseados de
aproximadamente 2000 o mas nucleétidos de longitud. Estos 7 fragmentos finales

resultantes seran luego ensamblados e incorporados en un plasmido.

2.8 Clonacién molecular

El proceso de la clonacion molecular consiste en seleccionar un fragmento de ADN
y producir miles de copias del mismo. Este tiene cuatro pasos principales:

e Digestién: Ocurre la fragmentacion del ADN de interés; el niumero de
fragmentos dependera del tamafio del genoma.

e Ligacion: El fragmento se inserta en un vector de clonacién (plasmido),
utilizando enzimas de restriccién, e incubandola con una enzima llamada
ADN ligasa.

e Transformacion: Transferencia de la secuencia de interés dentro la célula
de un microorganismo, en este caso de una Bacteria E. Coli. DH5a. En
donde se aprovecha de la facilidad de replicacion del plasmido, para replicar
el segmento de ADN transferido o también llamado inserto.

e Seleccion: Se seleccionan las células transformadas con éxito, por su

coloracion y luego por comprobacion por PCR.

2.8.1 Ensamblaje en pldsmido

Los productos purificados de la amplificacion por PCR de cada uno de los 7
fragmentos seran sujetos a las digestiones respectivas, usando la enzima de
restriccidbn Sapl que reconozca y corte en lugares especificos para que puedan ser
insertados en el plasmido de transporte. Este proceso de cortar el ADN por enzimas

de restriccion es clave para la generacion de ADN recombinante.
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El producto resultante de la digestion sera insertado en el plasmido de transporte
pCAGGs utilizando la enzima ligasa T4 para unir covalentemente las dos cadenas
de ADN siguiendo los protocolos estdndar. Una vez ligado cada uno de los
fragmentos en los plasmidos de transporte, estos seran extraidos e insertados en un
vector de expresion pCAGGs que contiene el promotor Pol Il, ademas estaran
flanqueados por el HamRz y HdvRz, para permitir que el promotor inicie la

replicacion viral [23].

2.8.2 Transformacion

Una vez obtenido el producto ligado, se someteran a los plasmidos a un proceso
llamado transformacién, en donde por alteracion genética de células competentes
eficientes como las DH5a [39], se incorpora material genético ajeno como los
plasmidos dentro de bacterias Escherichia coli, con el fin de generar altas

cantidades de copias de la concentracion del producto plasmidico.

2.8.3 Comprobacidon de inserto y purificaciéon de plasmido

Una vez que la concentracion del material genético plasmidico haya aumentado, se
selecciona entre todas las colonias de bacterias sembradas durante la
transformacion las bacterias con coloracioén blanca y se comprueba la presencia del
inserto por PCR. Se determina de esta manera las colonias con el inserto y se las
cultiva en medio LB durante toda la noche, para luego realizar una purificacion de

plasmido y asi extraer ADN plasmidico puro.

2.9 Secuenciacion

Con el fin de confirmar la presencia del gen reportero y la correcta construccién y
secuencia del virus recombinante, se analizara el correcto orden del genoma viral
del plasmido de expresion principal pPCAGGs tomando en cuenta la regla del 6.
Posteriormente, Seran recibidas las secuencias en forma digital para poder ser

analizadas en el software Geneious para su debido analisis bioinformatico.
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2.10 Cultivo celular y Transfeccion en células

Las células de rifion de hamster bebé, en inglés baby hamster kidney (BHK) cells;
se cultivardn en medio de crecimiento por un periodo de incubacién maximo de 24
horas a 37 °C, siguiendo el protocolo especifico de la linea celular. Una vez
obtenido el cultivo se procede a la transfeccion del virus, junto con las tres proteinas
principales en células BHK-21 usando placas de cultivo tisular y después de 72
horas se determina por titulacién del sobrenadante la cantidad de células infectadas
[40].

Como medida final para el rescate y comprobacion del funcionamiento de este virus
recombinante, se visualiza el crecimiento del virus en las células por medio de
microscopia de fluorescencia para eGFP y usando un lector de Elisa para la

medicidn de luminiscencia del NanoLuc.

2.11 Cuantificacion o titulacién

La titulacion es el proceso donde se determina la concentracion de virus en una
preparacion (Fig. 6); el NDV se puede medir de varias maneras, pero entre los mas
utilizados esta el ensayo de placas. A partir de esta prueba se puede realizar los

métodos de evaluacion de vacunas.

2.11.1 Ensayo de placas

Para este método se debe preparar diluciones 10 veces tanto del virus
recombinante como del virus silvestre e incubarlas en monocapas de células
susceptibles (como BHK-21). El virus infectara células generando zonas circulares
denominadas placas, que indican la lisis celular por motivo de la infeccion. Mediante
este ensayo se logra determinar la infectividad del stock (el nUmero de particulas de

virus infecciosas) en unidades formadoras de placa (pfu) / ml.
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Informacion que servira para llegar a una concentracion estandar para realizar el

ensayo de neutralizacion viral [41].

Muestra de virus recombinante
Cepa «La Sota»

Ensayo de placas
(Método directo — Infeccion viral)

Particulas virales a
determinada
concentracién

Neutralizacién Viral
(Método mas sensible)

Titulos de infeccién identificados
para medir la eficacia de la vacuna

Figura 6. Esquema de ensayos para la cuantificacion e inhibicidn de particulas virales

2.12 Medicion de larespuesta seroldgica a las vacunas

El siguiente método empleado es un ensayo de neutralizacion que evallta de

manera especifica las vacunas contra la enfermedad de Newcastle.

2.12.1 Inhibicién de la multiplicacién viral o Neutralizacién

El ensayo de neutralizacion o neutralizacion virica se utiliza para medir los niveles

de inmunidad protectora frente a un patégeno, mediante la deteccién de anticuerpos
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capaces de bloquear los epitopos criticos del patégeno; en el caso del NDV bloquea

a las proteinas del gen HN y F encargadas de la replicacion viral [11].

Para esta prueba primero se realiza la incubacion del patégeno recombinante con
las diferentes diluciones del suero del animal a analizar, luego se inocula al
patdégeno en un cultivo celular. Si el suero posee anticuerpos, la capacidad infectiva
del patégeno se bloguea vy, por lo tanto, no produce la infeccion del cultivo. Este
ensayo se realiza en una placa de cultivo celular, en donde los resultados se
pueden visualizar por microscopia de fluorescencia o por un Lector de Elisa
dependiendo del virus recombinante utilizado, en el lector Elisa se puede obtener
resultados con cualquiera de los dos virus disefiados ya que mide tanto

fluorescencia como luminiscencia.

Por lo general se evita este método, porque toma demasiado tiempo, pero mediante
la incorporacion de genes reporteros fluorescentes/luminiscentes en el genoma viral,
se facilita su visualizacién, reduciendo considerablemente el tiempo de analisis a 24

horas.
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CAPITULO # 3
RESULTADOS

3.1 Resultados
3.1.1 Modelo de virus recombinante

Para la construccion de un virus genéticamente modificado, se realiza mutagénesis
y técnicas moleculares de genética inversa al genoma original del virus de
Newcastle, con el fin de insertar los genes exdgenos de fluorescencia (eGFP) o
luminiscencia (Nano luciferasa) entre los genes de fosfoproteina (P) y la matriz (M).
Asi mismo estarda insertada la secuencia Kozak al inicio del gen exdégeno para que
sirva como estabilizador de la cadena (Fig. 7). Este plasmido estara construido de

tal manera que se respete la regla de seis indispensable para la replicacion viral.

16
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Figura 7. Insercion de los genes reporteros
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Luego el genoma recombinante resultante se inserta en un vector de expresion
PCAGGsGFP o pCAGGsNIuc (Anexo 1y 2). Estos pladsmidos usardn como promotor
y terminador para el sistema de replicacion viral al ARN Polimerasa |l.
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Con la ayuda de plasmidos auxiliares de las tres proteinas esenciales (NP, P y L)
para la replicacion viral (Anexo 3), en conjunto con los plasmidos de expresion
pCAGGsGFP o pCAGGsNIuc que contiene la cadena completa del virus modificado

se consigue transfectar las células BHK-21 y lograr el rescate del virus.

Para un rescate mucho mas eficiente estard incorporado en los extremos de los
plasmidos, la ribozima cabeza de martillo o Hammerhead (HamRz) y la ribozima del

virus de la hepatitis delta (HdvRz).

Cada virus recombinante elaborado, sera debidamente verificado por secuenciacion.
Al tener insertado una secuencia de gen reportero con caracteristicas fluorescentes
como eGFP y luminiscentes como Nano Luc, se espera que este plasmido se

visualice facilmente por microscopia de fluorescencia o por un lector de ELISA

=N I~
) {2)

Figura 8. Modelos de virus recombinante fluorescente eGFP de color verde
(Izquierda) o luminiscente Nanoluc de color azul (derecha)

respectivamente.
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A los 3 dias de la transfeccién se podra recuperar el virus con una titulacion alta de
PFU/mI (Fig. 8), estos altos niveles servirdn como base para las pruebas seroldgicas

de evaluacion de vacunas.

3.1.2 Ensayo de Neutralizacién con virus recombinante

Se implementa el virus recombinante fluorescente o luminiscente al ensayo de
neutralizacion, con el fin de acelerar la obtencién de resultados. Al extraer el suero
de un pollo vacunado y colocarlo a diferentes diluciones junto con el virus
recombinante a una concentracion estandar. Se espera que el suero tenga los
suficientes anticuerpos como para bloguear la entrada del virus a las células BHK-
21.

La visualizacion de resultados por fluorescencia o luminiscencia se obtendra en
aproximadamente 18 horas, siendo mucho mas claras las células a las 24 horas de
incubacién; siendo una gran reducciébn considerando que el ensayo de

neutralizacion convencional muestra resultados en 5-6 dias [11].

Si una vacuna es eficiente deberia otorgar los anticuerpos necesarios como para
bloguear el virus recombinante, por lo que se puede realizar muchas diluciones y las

células infectadas seran relativamente pocas (Fig. 9).

Vacuna eficiente= Animal protegido

NUmero de células
infectadas
(verde)

1071 1072 1073

Dilucién de anticuerpos

Figura 9. Representacion grafica del ensayo de neutralizacidn en una vacuna eficiente.
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En cambio, si una vacuna es deficiente basta con solo unas cuantas diluciones para
gue se visualice células infectadas, por lo que el animal no tiene suficientes

anticuerpos como para combatir la infeccion (Fig. 10).

Vacuna deficiente = Animal poco protegido

(N

NUmero de células
infectadas
(verde)

10° 1071
Dilucién de anticuerpos

Figura 10. Representacion grafica del ensayo de neutralizacién en una
vacuna eficiente.

Se espera que el uso del virus recombinante en el ensayo de neutralizacion facilite
la identificacion de las células infectadas por medio de fluorescencia/ luminiscencia;
en comparacién con el ensayo de inhibicibn de hemaglutinacion que solo identifica
anticuerpos, y no la infeccién como tal, siendo un método poco especifico para la

identificacion de presencia del virus.

3.2 Discusioén

Existen diversos tipos de pruebas serolégicas empleadas para validar la efectividad
de una vacuna. Muchas de ellas son capaces de detectar anticuerpos generales o
neutralizantes que se encuentren en el suero del animal vacunado. La inhibicién de
hemaglutinacion (HI) es una prueba cominmente aplicada para la evaluacion de las
vacunas contra NDV, este ensayo determina la presencia de anticuerpos contra este
virus. Sin embargo, existen pruebas que determinan la presencia de anticuerpos
gue inhiben la infeccion viral ofreciendo una evaluacion real del nivel de proteccién

de la vacunacion.
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La prueba HI expresa la cantidad de anticuerpos contra las proteinas del gen viral
HN [42], que interfieren en la hemaglutinacion. Por otro lado, la cantidad de
anticuerpos neutralizantes contra las proteinas virales HN y F [11], que inhiben la
infeccién en un sustrato celular, in vitro, determinan la proteccion real que genera un
protocolo de vacunacion. La herramienta biolégica propuesta permite la directa
visualizacién y cuantificacién de dichos anticuerpos presentes en el suero de aves
vacunadas. El método es cuantitativo y de alta salida si se utiliza un lector de

placas.

Es por eso, que la importancia del monitoreo serolégico radica en crear una linea
base que permita dar seguimiento constante a las vacunas usadas en la avicultura,
creando de esta manera una herramienta relevante para la implementacion de
nuevas estrategias que posibiliten controlar las enfermedades que perjudican a la

industria avicola [42].

El estudio de la importancia de los anticuerpos neutralizantes en la proteccion y
contra la dispersion del virus ha sido bien documentado en diferentes estudios
[38,39]. Por lo tanto, se ha creado una necesidad de evaluar este tipo de

anticuerpos en las vacunas contra el NDV.

Tomando como referencia los resultados del 2017, por Chumbe y colaboradores
[11], se puede aseverar que existe diferencias entre los métodos de evaluacion
comunes como la prueba de HI y el de neutralizacién para medir la eficacia de

vacunas.
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Figura 11. Comparacién de ensayo de neutralizacion (NT) convencional con eGFP-
NT y HI de 57 muestras de suero de pollo. Imagen original de A. Chumbe et al., [11].

En la figura 11 (a) proveniente del estudio antes mencionado, se muestra una
correlacién entre los ensayos de Neutralizacion convencional y los ensayos con un
gen externo eGFP-NT (no convencional) [11]. Los datos demuestran una fuerte
correlacion entre estos dos ensayos indicando la confiabilidad para el uso del eGFP-
NT. En cambio, en la figura 11 (b) se evidencia que durante la comparacion de NT y
el ensayo de inhibicibn de la hemaglutinacion existe una mayor dispersion,
volviéndolo menos confiable. Asi mismo otros estudios publicados, han demostrado
la sensibilidad que tiene el ensayo de neutralizacion frente a otras pruebas
serolégicas, dado que la prueba de inhibicion de hemaglutinacion no es capaz de
detectar anticuerpos circulantes cuando estos se encuentran presentes en niveles
muy bajos [43] .

La técnica de neutralizacién usando genes reporteros exdégenos, ofrece una rapida y
precisa medicién de anticuerpos neutralizantes contra la enfermedad ND. Se puede
tener una vision méas especifica y sensible del nivel de proteccidon que proporcionan
las vacunas comerciales, asi mismo representa una base para futuras

investigaciones y desarrollo de nuevas vacunas.
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CONCLUSIONES

El presente proyecto muestra un método sensible, especifico, rapido y cuantitativo
para evaluar la efectividad de las vacunas comerciales contra la enfermedad de
Newcastle. Este método utiliza un virus recombinante de NDV, el cual expresa un
gen reportero que permite detectar visualmente o electrénicamente la inhibicion de
infeccién, in vitro, por anticuerpos neutralizantes presentes en el suero de aves
vacunadas. La utilizacion de un lector de placas, permite que el ensayo sea
cuantitativo y a gran escala. Este método permitird que los productores avicolas

puedan realizar una evaluacion efectiva de sus protocolos de vacunacion.

La tecnologia implementada podra aplicarse al desarrollo de vacunas de NDV con
genes de F y HN de cepas locales. Ademas, se podra introducir genes adicionales

para crear vacunas bivalentes.
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ANEXOS

Anexo 1. Plasmido de expresidon con Proteina Verde Fluorescente
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Origen de replicacion
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Genoma de NDV con gen Reportero Fluorescente - eGFP
Hepatitis delta virus ribozime

- Terminador Poly A



Anexo 2. Plasmido de expresion con Nano Luciferasa
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Anexo 3. Plasmidos auxiliares
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Anexo 4. Protocolo de Ensayo de Neutralizacion

Reactivos y materiales

Materiales

Descripcion

Muestra de suero de pollo
vacunado

Diferentes diluciones

Virus recombinante

Fluorescente/ Luminiscente, a una concentracion
constante

Células BHK-21

Baby hamster kidney (BHK-21) cells

DMEM F12 Medio Dulbecco MEM
SBF al 5% - 1% Suero Bovino Fetal (SBF)
FA 5% Fosfatasa Alcalina

DPBS Estéril

Sustrato de ensayo de

luciferasa Nano-Glo ™
Buffer de ensayo de luciferasa
Nano-Glo ™

Reactivos para el Nano luciferasa

PBS

Phosphate Buffered Saline (Buffer fosfato salino)

BSA al 0,1%

Bovine Serum Albumin (albiumina de suero
bovino)

Pipetas y Puntas de Microlitro

Pipetas de 1 - 10 ml; 20 ml; 100 ml estériles

Pipetas desechables

Estériles, envueltas individualmente
Pipetas de 1 - 10 ml; 20 mly de 100 ml

Placas de cultivo de fondo
plano y negro

Placas de cultivo de poliestireno no pirogénico
de 96 pocillos, estéril

Instrumentacion

Materiales Descripcion
G.abllngte de Seguridad Estéril
Bioldgica
Humidificada a 37 ° C, 5% CO2 de requisitos
Incubadora

estandar

Microscopio de fluorescencia

Para visualizar la fluorescencia

Lector de ELISA

Lector de microplacas, mide luminiscencia

Congelador de

temperatura

baja

-70 °C omenos, -20°Cy 4 °C
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Muestras de suero

Se usa muestras de suero obtenidas de pollos vacunados en el campo para NDV.
Asi mismo, se toma muestra de otros sueros de pollo correspondientes a otros tipos
de virus como control negativo. Todas las muestras de suero se inactivan por calor

(56 ° C durante 30 min) y se almacenan a -20 °C.

Metodologia
Ensayo de neutralizacion (NT)

e Un dia antes del ensayo, se sembraron 1x10* células BHK-21 por pocillo en
0,1 ml de DMEM F12 suplementado con FBS al 5%.

e Las muestras de suero se titularon por duplicado, usando placas de cultivo
de poliestireno no pirogénico de fondo plano de 96 pocillos.

e El suero se diluye en serie, 2 veces (comenzando desde 1: 2) con medio
libre de suero DMEM F12, complementado con FA y FBS a concentraciones
finales de 5% y 1%, respectivamente.

e Las diluciones de suero se mezclaron con 100 UFP de virus (recombinante
eGFP y recombinante Nanoluc); cada dilucion se evalu6 por duplicado.

e Una vez que las células BHK-21 se infectaron con mezclas de suero de
virus.

e Se recomienda incubar las células durante 48 horas a 37 °C en CO2 al 5%,
luego las células se lavaron con DPBS.

e La fluorescencia del eGFP es visible desde las 18 horas de incubacién y es
claramente visible a las 24 horas por microscopia de fluorescencia.

e En el caso del virus recombinante de NanoLuc, luego de la incubacién y
lavado se necesita llegar a una concentracion final de 10 pmol /I; se lo coloca
en 50% de Buffer lisis de luciferasa Nano-Glo® con 50 pl de sustrato de
luciferasa Nano-Glo® (furimazina) (en una dilucion de 1/400 en PBS-BSA al
0,1%) [35].
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Se lee la luminiscencia (0,1 s / pocillo, sin filtro) en un lector de ELISA a
temperatura ambiente; teniendo una vida media prolongada de 100 minutos.

Se determina los titulos de neutralizantes (nB) de NDV mediante la falta de
expresion de los genes exégenos. Los pocillos con uno o mas focos
fluorescentes/luminiscentes se consideraron positivos de células infectadas

con el virus [11].



