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Resumen

La elaboracién de vacunas es muy importante para la prevencién de las enfermedades que
provocan grandes pérdidas en determinadas poblaciones, como las ocasionadas por el virus
de la enfermedad de Newcastle, que infecta a las aves y ocasiona un grave impacto en la pro-
duccién alimentaria.

El control de calidad de una vacuna se realiza por lo menos en dos ocasiones durante su
preparacién, con el fin de evaluar su inocuidad, presencia y cantidad del virus mediante técni-
cas que tardan alrededor de 7 a 14 dias.

En el presente trabajo se desarroll [a téenica de la reaccién en cadena de la polimerasa
en tiempo real (qPCR) para la amplificacién de un fragmento de 281 pb perteneciente al Pa-
ramixovirus aviar 1 causante de la enfermedad de Newcastle, con el fin de realizar la identifi-
cacién especifica del virus, asi como de optimizar el tiempo de titulacién y cuantificacién del
virus para el control de calidad en cosechas de produccidn.

Se estandarizé la técnica determinando los pardmetros en cada uno de los procedimien-
tos, desde la extraccion de RNA viral, la sintesis del cDNA, a amplificacién mediante PCR
convencional para finalmente realizar la amplificacién por gPCR con el agente intercalante
EvaGreen. La amplificacién del fragmento viral por qPCR se logréd a una temperatura éptima
de 62.9°C.

En cada uno delos procedimientos se evalué la integridad de los fragmentos amplificados
mediznte electroforesis y espectrofotometria, y finalmente con las grificas proporcionadas
por el programa del termociclador de tiempo real se demostré que hubo amplificacién especi-
fica del fragmento deseado.

La presente tesis aporta la informacién necesaria para la amplificacién especifica y cuan-
tificacién del genoma del NDV presente en las muestras tanto de cosechas virales como de

vacunas elaboradas.
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Introduccién

En las empresas dedicadas al mantenimiento de la salud animal es importante establecer con-
troles de calidad que garanticen la eficiencia en la fabricacién de productos coma las vacunas,
las cuales tienen como objetivo prevenir las enfermedades causadas por diversos patégenos
come los virus, que afectan en gran medida al sector alimentario. Es el caso del paramixovirus
aviar, causante de la enfermedad de Newcastle que provoca cuantiosas pérdidas en las pro-
ducciones avicolas (Al-garib et al., 2003),

El antigeno contenido en una vacuna induce una respuesta inmune, formando con ello
una poblacién de células de memoria inmunolégica, las cuales causardn una reaccién inmune
secundaria al producirse una nueva exposicién ante el mismo antigeno. Las vacunas pueden
ser elaboradas con virus integros, atenuados o inactivos {Roitt et al., 2000).

Las vacunas contra la enfermedad de Newcastle para aves de corral, son elaboradas a
partir de virus integros ¢ inactivos; se formulan a partir de cepas de baja virulencia (lentogé-
nicas) o de virulencia moderada (mesogénicas). Las cepas lentogénicas empleadas en las va-
cunas virales son: Hitchner-B1, La sota, V4, NDW, 12 y E Las cepas mesogénicas son Roakin,
Meekteswar y Komarov (Alexander, 1988).

Para la elaboracion de una vacuna se deben cumplir estrictos controles de calidad en cada
una de sus etapas antes de ponerla ala venta, desde la seleccién del indculo y su cultivo, hasta
la validacién del producto donde se realizan diversas pruebas que tardan alrededor de una
semana, con el fin de verificar la integridad e infectividad del virus en cada lote de la vacuna
(Belak y Thoren, 2003).

Para el mejoramiento de los procesos de control de calidad, asi como parala reduccién del
tiempo de validacién, algunas empresas han implementado técnicas de biologia molecular,
como son la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction)
y la PCR en tiempo real ¢ PCR cuantitativa (qPCR, del inglés quantitative Polymerase Chain
Reaction) para la deteccién y cuantificacién de agentes infecciosos.

La PCR convencional es una técnica que permite la amplificacién in vitro de un segmento
especifico de cualquier genoma mediante la reaccién en cadena de una polimerasa de DNA
termoestable. Después de la amplificacion, se requiere realizar la deteceién de los fragmentos
amplificados mediante una electroforesis en un gel de agarosa.

La PCR en tiempo real, por otro lado, amplifica 2l mismo tiempo que detecta los pro-
ductos amplificades sin necesidad de realizar una electroforesis, lo que la hace una técnica
conveniente para los procedimientos de control de calidad en la elaboracién de la vacuna viral

contra la enfermedad de Newcastle.
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Antecedentes

Enfermedad de Newcastle

La enfermedad de Newcastle, también conocida como neumoencefalitis aviar, es una infec-
cién de las aves, tante domésticas como silvestres, causada por un virus de la familia Para-
myxoviridae, el cual presenta una gran variacién en cuanto a su virulencia, dependiendo de
las condiciones propias del animal infectado, asi como de los factores ambientales en que éste
se encuentre (Alexander y Allan, 1974). La enfermedad causa diferentes cuadros clinicos, que
van desde infecciones de las vias respiratorias, dafio neurolégice, hemorragias en el intesti-
no, hasta la disminucién de la puesta de huevos en las gallinas (Pham et al., 2005). Con base
en los signos clinicos que se puedan presentar, la enfermedad se clasifica en diferentes tipos

patolégicos (tabla 1),

Tabla 1
Clasificacidn de la enfermedad de Newcastle

Tipos patolégicos Alteraciones clinicas

Velogénico - viscerotrdpico Muy patogénica, se observan lesiones intestinales hemeorragicas.

Velogénico neurotrépico Mortalidad elevada, congestién de la mucosa traqueal, signos respiratorios y
nerviosos.

Mesogénico Signos nerviosos y respiratorios perc de baja mortalidad.

Lentogénico o respiratorio  Con infeccién respiratoria leve o subclinica.

Entérico p asintornatico Infeccién entérica subclinica.

Se tiene conocimiento de la enfermedad del Newcastle a partir de una serie de epidemias
que se presentarcr: en 1926 en Java, Inglaterra y en Corea. La principal distribucién del virus
se di6 a lo largo de la costa norte de Inglaterra, zlrededor de la ciudad de Newcastle, de ahi el
nombre de virus de lz enfermedad de Newcastle (NDV, del inglés Newcastle disease virus), Fue
aproximadamente en el afio de 1850 cuando se reconocié en México por primera vez; causé
alta mortalidad y grandes pérdidas econdmicas y sanitarias, es una de las principales enfer-
medades de mayor impacto en: la industria avicola mexicana (Morenc-Chan, 1994).

El NDV también puede causar zocnosis, ya que puede provocar infecciones virales en
el humano que se limitan a sintomas gripales o conjuntivitis; en la mayoria de los casos se

[15]
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debe al contacto accidental en el laberatorio o 2 la manipulacidn de aves enfermas (Ayllon-
Barasoain, 2009).

Clasificacién y caracteristicas del NDV

La clasificacién taxonémica del virus de la enfermedad de Newcastle lo agrupa dentro de 1a
familia Paramyxoviridae, en ¢l orden de los mononegavirales del género Avulavirus (Comité
internacional de taxonomia de virus).

Los paramixovirus aviares incluyen 9 grupos de virus serolégicamente distintos con di-
ferentes hospederos primarics, designados desde paramixovirus 1 (por sus siglas en inglés
APMV-1) hasta el paramixovirus 9 (APMV-9). El virus que causa la enfermedad de Newcastle
es el APMV-1 (Moreno-Chan, 1994).

El APMV-1 es un virus de RNA no segmentado, compuesto por 15,186 nucleétidos (Ay-
lén-Barasoain, 2009). Forma parte del grupo V con base en la clasificacién de Baltimore que
agrupa a los virus segtin su tipo de genoma asi como la importancia del mRNA en su cicle
replicativo; este grupo corresponde a virus de RNA de cadena simple (ssRNA) con sentido ne-
gative (Baltimore, 1971} que requieren una RNA polimerasa RNA-dependiente para producir
mensajeros; emplea alos ribosomas celulares para producir 1a RNA replicasa y hacer multiples
copias a partir de si misme (Carter y Saunders, 2007).

El genoma del NDV esta censtituido por seis genes principales, que en secuencia 3°-5°
son: NP-P-M-F-HN-L, los cuales codifican dos proteinas no estructurales W y V (Yussoff y
Tan, 2001), asi como las siguientes proteinas estructurales:

RNA polimerasa (L)

Proteina hemaglutinina-neuraminidasa (HN)
Proteina de fusién (F)

Proteina de matriz (M}

Proteina P o fosfoproteina (F)

Proteina de la nucleccipside o nucleoproteina (NP)

N

Estructura del virus de la enfermedad de Newcastle

La particula viral mide entre 120 a 180 nm, esta protegida por una capside de simetria heli-
coidal (Ayllén-Barasoain, 2009). En la envoltura lipoprotéica estén los componentes antigéni-
cos que le dan la especificidad serolégica al virus, ubicados en proyecciones que miden aproxi-
madamente 80 A. Ademds, estd conformada por dos glicoproteinas y siete polipéptidos. Las
glicoproteinas son: la HN que aglutina los glébulos rojos y la proteina F encargada de mediar
la fusién del virus a la membrana de la célula a infectar (Yusoff y Tan, 2001; Figura 1),

La FN se encarga de la unidn del virus alos recepteres de la célula huésped (Ayllén-Bara-
soain, 2009). El virus se adhiere alos receptores celulares del glébulo rojo, preduce hemoaglu-
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tinacién y enseguida se eluye, debido a la digestién enzimaitica del receptor celular por efecto
de la neuraminidasa viral (Moreno-Chan, 1994).

proteina HN

proteina F

proteina p

proteina de la matriz

Figura 1. Esquema de la estructura del virus de la enfermedad de Newcastle

Elaboracién de vacunas y control de calidad

Durante la elaboracién de una vacuna se deben establecer estandares y procedimientos de
control que garanticen un producto de buena calidad, con la mayor inocuidad y eficacia posi-
ble, verificando constantemente la calidad y uniformidad de la vacuna (Espeseth, 2004). Para
ello, durante el proceso de elaboracién, se requiere detectar y cuantificar el virus por lo menos
en dos ocasiones diferentes durante el proceso antes de agregarle los reactivos estabilizadores
y envasarla para su posterior distribucién y venta.

En trabajos previos se ha publicado que la deteccién, determinacién e infectividad del
NDV, se llevan a cabo mediante el aislamiento del virus in vive en embriones de pollo. Dichos
procedimientos son muy prolongados, debido al tiempo de incubacién de los embriones. Al-
gunas pruebas que se realizan son: el indice de patogenicidad intracerebral, en pollos con un
dia de edad; el indice de patogenicidad intravenosa, en pollos con 6 semanas de edad; y la
prueba del tiempo medio de muerte, realizada en embriones (Pham et al., 2005).

La titulacién del virus se realiza a partir de huevos de aves inoculados para evaluar la
dosis infectiva correcta. Dicho procedimiento implica realizar diluciones del virus inoculado
en huevos de 9 a 10 dias de gestacién, que son incubados a 37°C durante 5 a 7 dias, posterior-
mente se enfrian los huevos para identificar la actividad hemaglutinante, que es indicadora
de la presencia del virus activo (Alexander, 1988).

Actualmente, en México existen dos Normas Oficiales que regulan los temas relacionados
con la vacunacién contra la enfermedad de Newcastle, la NOM-013-Z00-1994 y la NOM-
052-Z00-1995 (consultado en el Catilogo de Normas Oficiales Mexicanas: http://www.eco-
nomia-noms.gob.mx/noms/inicio.do). La NOM-013-Z0O0-1994 establece los lineamientos
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de la campafa general, para prevenir, controlar y erradicar la enfermedad de Newcastle en
las aves, en sus cepas velogénicas y mesogénicas. En dicha norma se establece que la prueba
diagnéstica oficial para la campafa es el aislamiento viral e identificacién de cepas de la enfer-
medad de Newrcastle; se utiliza para ello el fluido amino-alantoideo de los embriones muertos
para detectar ]a aglutinacién en placa de eritrocitos de pollo y la inhibicién de la hemoagluti-
nacién por un suerc monoespecifico. Ademas de este procedimiento, la NOM establece que
la caracterizacién de la cepa del virus se realice inoculando embriones de pollo a diferentes
horas y registrando posteriormente la mortalidad embrionaria. De acuerdo a ello se establece

la cepa viral como se indica en la tabla 2.

Tabla 2
Clasificacién de la cepa viral por mortalidad embrionaria
Tiempo de mortalidad Interpretacion de la cepa de virus de newcastle
Menos de 60 horas Velogénico
De 60 a 90 horas Mesogénico
Mas de 90 horas Lentogénico

Como puede observarse en la tabla 2, el tiempo requerido en la metodologia diagnéstica
es de hasta 4 dias posteriores a la inoculacién del embrion.

Después de diagnosticado el virus, segin la NOM es necesario tomar varias medidas pre-
cautorias relacionadas con el sacrificio de las aves v la desinfeccidn de las instalaciones para
inactivar el virus, por lo que es de vital importancia realizar un diagnéstico oportuno con
una prueba eficiente y rdpida. En este aspecto, las metodologias moleculares son una opcién
eficiente.

La NOM-052-Z00-1995 establece los requisitos minimos para las vacunas empleadas en
la prevencién y control de la enfermedad de Newcastle. Esta NOM especifica que las vacunas
pueden ser de virus activos o inactivados con productes quimicos (e}. formol) y pueden en-
contrarse en dos presentaciones, liofilizadas o congeladas. Las vacunas deben elaborarse en
embriones de pollo o en cultivos celulares. Se indican ademis, las pruebas que deben realizar-
se tanto a las vacunas como a las semillas de trabajo {(los virus puros a partir de los cuales se
elaboran las vacunas). Estas pruebas y los tiempos apreximados de realizacién se describen a
continuacién:

a) Verificacion de la patogenicidad embrionaria del virus. Inoculacién del virus en embriones
y registro de la muerte de los mismos. La muerte de los embriones debera de ocurrir
después de las 120 horas post-inoculacién; enseguida se procede a realizar pruebas de
hemoaglutinacién para la titulacién viral utilizando el fluido alantoideo obtenide.

b) Prueba de pureza. Consiste en determinar que la semilla de trabajo esté libre de contami-
nantes, sales antibidticas y otros compuestos conservantes como el timerosal, Para ello
se realiza un andlisis bactericlégice cuantitativo utilizande diferentes medios de cultivo.
lo que tarda varias semanas de elaboracidn.

¢} Pruebadeseguridad o inocuidad. Inoculacién en pellos, via intraocular, con dosis de semilla
de trabajo o de la vacuna, en una dilucién equivalente a 10 dosis de la vacuna terminada,
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posteriormente se mantienen en observacién durante 23 dias para registrar posibles re-
acciones adversas.

d) Prueba de titulacién. Se realiza mediante varias diluciones seriadas del producto termi-
nade en medio de cultive, mismas que serdn inoculadas en la cavidad coridnica de em-
bricnes de pollo (al menos 6 huevos embrionados por cada dilucién). Los embriones se
observan diariamente hasta por 5 dias. Una vez concluido este tiempo se examina el li-
quido alantoideo de cada embrién por medio de la prueba directa de hemaglutinacién en
placa. La vacuna debe presentar un titule minimo de 107 DIEP 50% por cada mL de virus
de la enfermedad de Newcastle. Asi mismo se establece que la semilla de trabajo debers
contener un titulo minimo de 10° DIEP 50%/mL de virus de la enfermedad de Newcastle
para ser adecuada para la elaboracién de la vacuna.

e} Pruebade potencia. Desafio de Ia semilla de trabajo y vacuna (inoculacién del virus por via
intramuscular) en: pollos después de 15 a 21 dias de haber sido vacunades. Los animales
deben ser observados por 14 dias. La prueba se considerara satisfactoria, cuando el 90%
de los animales vacunados con la semilla de trabajo permanezcan vivos y sin signos de la

enfermedad.

PCR convencional

La reaccién en cadena de la polimerasa o PCR convencional es una técnica de biologia mole-
cular que se basa en la amplificacién especifica in vitro de un segmento de DNA. Se utiliza una
polimerasa termoestable guiada por dos cebadores mediante ciclos de temperatura distinta,
para concluir con la sintesis de la secuencia gendmica elegida. Basicamente la técnica de PCR
consiste en tres etapas: a) desnaturalizacién de las cadenas de acido nucléico, b) alineacién
especifica de los cebadores, v ¢} extensidn del DNA (Delidow et al., 1993).

La PCR nos permite seleccionar, ademas de copiar multiples veces un segmento especi-
fico de! genoma (que en este caso es viral) por medio de cebadores previamente disefiados,
los cuales se unirdn a una secuencia especifica del virus del Newcastle si la muestra contiene
dichas secuencias en su genoma {figura 2). La técnica de PCR tiene gran importancia en diver-
sas dreas, se ha implementado su uso en el diagnéstico clinico para la deteccién de diversos
patégenos (Sachse y Frey, 2002).

Posteriormente 2 la amplificacién del material gendmico, es necesario detectar los frag-
mentos amplificados, asi como realizar una evaluacién cualitativa y cuantitativa del material
obtenido, con técnicas que van desde la separacién de fragmentos del DNA por electroforesis
en gel de agarosa y tincién con agentes intercalantes de dcidos nucléicos {por ejemplo con
bromuroe de etidio - BrEt), hasta la determinacién de su pureza mediante espectrofotometria
(Costa, 2004). Dichos procedimientos pueden representar un inconveniente, ya que requie-
ren de cierto tiempo para el andlisis y sélo nes permiten visualizar el producto final de la
amplificaci6n, sin conocer la progresién de la misma.
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Figura 2. Amplificacion por PCR convencional

PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real o cuantitativa (QPCR) es una técnica derivada de la PCR convencional;
esta metodologia es util en virologia, ya que es una alternativa al aislamiento por cultivo ce-
lular. Esta técnica ademds de amplificar los fragmentos de interés, monitorea cada producto
amplificado durante la fase exponencial, lo que facilita la cuantificacién posterior. El empleo
de la gPCR no requiere realizar analisis posteriores por electroforesis o medicién por espec-
trofotometria (Costa, 2004).

La deteccién de la amplificacion se realiza por medio de una sefial fluorescente que emi-
ten agentes intercalantes del DNA anadidos a la reaccién de amplificacién, los cuales pueden
ser moléculas especificas (sondas Tagman) o fluoréforos no especificos que se unen al surco
menor del DNA, permitiendo al laser del termociclador identificar la cantidad de copias gene-
radas en cada ciclo. El termociclador cuenta con sensores que, después de excitar al fluoréforo
con una longitud de onda apropiada, miden la flucrescencia al mismo tiempo que la tasa de
amplificacién (Costa, 2004).

La PCR en tiempo real utiliza también dos cebadores para la deteccién y amplificacién del
fragmento de interés; el riesgo de contaminacién de las muestras puede ser menor si se traba-
ja con precaucién debido a que las manipulaciones son menores. También se puede emplear
una placa de titulacién con mdltiples pocillos que permite automatizar el procedimiento. En
la tabla 3 se muestran las principales diferencias entre las técnicas de PCR y gPCR.

El anélisis de los productos de qPCR se basa en grificas y valores que proporciona el pro-
grama comercial del equipo que se utilice, el cual permite un seguimiento preciso de cada
ciclo. Algunos trabajos publicados muestran que la gPCR tiene una sensibilidad 100 veces
mayor a la PCR convencional (Pham et al., 2005).
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Tabla 3
Comparacién entre PCR convencional y PCR tiempo real

Técnica Caracteristicas
PCR convencional -Tiempo de amplificacién: més de 3 horas.

-Requiere realizar posterior deteccién de productos de PCR.

-Requiere andlisis cualitativos y cuantitativos, posteriores a la amplificacién.

-Se manejan sustancias peligrosas y mutagénicas como el BrEt para tincién de gel.
PCR tiempo real -La amplificacién se realiza en menos de dos horas.

-Amplifica y detecta simultdneamente los productos de la amplificacién.

-Se evita el uso de BrEt.

-Disminuye los tiempos de amplificacién y andlisis de resultados.

Serealizan tres tipos principales de andlisis con los datos y gréficas obtenidas por la gPCR:

1) Medicién del valor del ciclo umbral (CT). El cual representa el niumero de ciclos en que la
fluorescencia de los productos amplificados alcanza una significancia por encima del rui-

do de fondo (Saunders, 2004; figura 3).

—+ |

Figura 3. Medicion del Ciclo umbral

2) Verificacion de los fragmentos obtenidos mediante andlisis de las grdficas obtenidas. La curva
de fusién (melt curve) se obtiene mediante el aumento de la temperatura hasta el punto
de fusién, donde se separan las cadenas de DNA y por consecuencia la fluorescencia dis-
minuye bruscamente. La grafica del pico de disociacién (melt peak) indica un pico por cada
concentracién de los fragmentos amplificados, siendo el pico mas alto la muestra donde
hubo mayor nimero de fragmentos amplificados. Estas graficas demuestran la especifici-
dad de los productos amplificados (Bustin, 2005; figura 4).
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Figura 4. Curva de fusion y pico de disociacion.

3) Cuantificacién y estimado del niimero de copias obtenidas. Si se parte de que, en teoria, con
una eficiencia de amplificacién de 100% se duplica el nimero de copias por cada ciclo de
amplificacién, es posible calcular el nimero de copias obtenidas mediante una cuantifica-
cién relativa (Kubista et al., 2006). Tomando en cuenta que la plantilla de cDNA muestra
un incremento uniforme en la fluorescencia, entonces se puede estimar el niimero de
copias de manera sencilla utilizando el fuoréforo EvaGreen.
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Planteamiento del problema

Las empresas veterinarias estdn obligadas a garantizar la efectividad de las vacunas que ela-
boran antes de que salgan ala venta. Con ¢l fin de asegurar su adecuada preparacién gue brin-
dela proteccién deseada se requiere de la implementacién de sistemas de ¢zlidad, que validen
el proceso de elaberacidn del producto final.

En la vacuna ya procesada se deben evaluar diversos pardmetros, como la concentracién
de particulas virales yla potencia de infectividad, para lo cual se requiere realizarla deteccién,
adernds de la cuantificacién del virus, por medio de técnicas poco especificas que pueden pro-
longarse durante varios dias.

En el presente trabajo se desarrolls la téenica de qPCR como alternativa a los métodos
convencicnales de cuantificacién empleados en el contrel de calidad durante la elaberacién

de vacunas virales.

[23]






Justificaciéon

El empleo de la técnica de PCR en tiempo real durante la elaboracién de vacunas virales con-
tra la enfermedad del Newrcastle permitird optimizar los procesos de control de calidad en la
produccién de vacunas y disminuird no solo los recursos requeridos sino ademds el tiempo
empleado en la deteccién y cuantificacién del NDV.

La agilizacién de los procesos de validacion de la vacuna por medio de metodologias mo-
leculares contribuird a su mejoramiento, garantizando a su vez la calidad de la elaboracién. Se
evitardn procedimientos como el cultivo celular y también se podré prescindir de las evalua-
ciones mediante electroforesis en geles de agarosa o espectrofotometria.

La técnica de qPCR puede también ser empleada en el diagnéstico clinico para una de-
teccidn rapida del patégeno, lo cual permitiria que se inicie el tratamiento de manera rapida.
Con la PCR en tiempo real se logra simultaneamente lz amplificacién y la cuantificacién de los

productos amplificados en caso de la presencia del virus.
Por otro lade, a fin de que una téenica sea llevada a escala industrial en los procedimien-

tos rutinarios de una empresa debe ser previamente estandarizada y evaluada para asi poder
establecer cada una de las condiciones que se deben seguir en su correcta utilizacidn, Una vez
estandarizada la técnica se podra reproducir siguiendo las condiciones previamente estable-
cidas en el laboratorio con la seguridad de obtener un resultado exitoso.

[25]






Hipotesis

La técnica de PCR en tiempo real (g-PCR) es factible como procedimiento rutinario en el
control de calidad para la deteccién y cuantificacién del virus de la enfermedad de Newcastle.

(27]






Objetivos

Objetivo General

Desarrollar y estandarizar la técnica de PCR en tiempo real para la deteccién y cuantificacién
del APMV-1 que ccasiona la enfermedad de Newcastle,

Objetivos especificos

- Disedar los oligonuclestidos especificos para Ja deteccién del APMV-1,

- Establecer los parimetros y condiciones de cada etapa del proceso de amplificacién para
optimizar el empleo de la técnica de PCR convencional.
Establecer los pardmetros y condiciones de cada etapa del proceso de amplificacién para

optimizar el empleo de la téenica de qPCR.

[28]
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Material y métodos

Disefio de oligonucleétidos

Para el disefio de los oligonucleétidos se siguieron las siguientes reglas generales (Dieffenbach
etal, 1993)%:

1. Seleccionar las secuencias en las que no predominen las repeticiones de bases (polfuridi-
nas o polipirimidinas) ya gue contribuyen a la inespecificidad de la reaccién; que el conte-
nide de A-T y G-C sea del 50% aproximadamente.

2. Evitar secuencias que puedan formar estructuras secundarias entre si, ya que podria cau-
sar una autoamplificacién, comprebar que los oligonucleétidos sean complementarios al
DNA molde, sobre todo al extremo 3, por ser el lugar de unién de la Tag polimerasa.

3. Latemperatura de hibridacién de los oligonucleétidos no debe diferir més de 5°C entre

ambos. Ademas
4. Buscar, en bases de datos, que la secuencia genética del virus con la que se disedaron los

oligenucledtidos no se repita en otro lugar del genoma.

La informacién de la secuencia génica del NDV se consult6 en lz2 base de datos GenBark del
NCBI {figura 5).

(33]
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Figura 5. Secuencia génica del NDV en la base de datos GenBank

Extraccion de RNA viral a partir de cosechas virales

Para el proceso de extraccién y purificacién se siguié el protocolo con Trizol (Invitrogen), en
condiciones estériles y siguiendo las recomendaciones del proveedor.

Se procesaron dos muestras de cosechas virales de Newcastle en microtubos estériles de
1.5 mL, se llevé a cabo la etapa de clarificacidén, con el fin de eliminar por centrifugacién los
restos celulares de la suspensién y separar la fase acuosa de la inorgénica; esto se hizo centri-
fugando a 4°C durante 20 min a 12000g, enseguida se descarté el sobrenadante. Posterior-
mente, se afiadié 1 mL de Trizol, en el que se resuspendié el pellet, se dejé reposar durante 5
min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 pl de cloroformo y se agité durante 30 s en el
vértex, dejindose en reposo por 3 min a temperatura ambiente.

Se realizé otra separacién de fases mediante una centrifugacién de 15 min a 12000g, de
la cual se recupers la fase acuosa que fue llevada a un nuevo tubo de 1.5 mL, al que se le adi-
cionaron 500 pl de isopropanol 2 4°C, y se mezclé por inversién. Se dejé la muestra en reposo
durante 10 min. Después el RNA precipitado fue sedimentado por centrifugacién durante 10
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min a 12¢00g, en seguida se descarté el sobrenadante obteniendo un pellet al cual se le reali-
z6 un lavade con etanol al 75%, para posteriormente centrifugarse a 7500g durante 5 min, se
dejo secar y finalmente se resuspendid en H,0 estéril tratada con DEPC para su conservacién.

Evaluacion cualitativa y cuantitativa de los deidos nucléicos.

Evaluacidn por espectrofotometria

Se evalud la concentracién del RNA en un espectrofotémetro, mediante las lecturas de ab-
sorbancia de la muestra a 260 y 280 nm, determinandoc su pureza mediante la relacién de las
dos longitudes de onda. Se usaron 5 pL de la muestra en 795 pL de agua tratada con DEPC,
resultando un factor de dilucion (FD) de 160.

Para caleular la concentracién del RNA se multiplicé el FD por la constante de RNA

{(40pg/mL) yla lectura de absorbancia a 260 nm. .
RNA = 160 x 40 (pg/ml) x A260 nm
Evaluacién cualitativa por Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacién del RNA extraido, se ilevé a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
2% en TAE 1X (Tris-acetato y EDTA) al que se le adicicnaron 3 pL de BrEt (10 mg/mL) lo cual
permitié visualizar el RNA obtenido.

Las muestras fueron aplicadas en el gel con una solucién de carga con azul de bromofenol.
La electroforesis se realizé a un voltaje de 100 V durante 25 minutos aproximadamente, Pos-
teriormente se visualizé el gel en un transiluminader de luz ultravioleta,

Sintesis de ¢cDNA

A partir del RNA obtenido er la extraccién se procedié a realizar la sintesis de una cadena
de DNA complementario. Se utilizé ¢l kit comercial First Strand <DNA (GE Health Care). Se
incluyeron tanto un control negativo como uno positive.

Se calentaron las muestras a 65°C durante 10 min en un termo-bafio e inmediatamente
después se colocaran en hielo durante 15 min. Enseguida se prepard para cada reaccién un
volumen de 13 ul. de la mezcla de reaccién con los componentes del kit mas 20 pL del RNA. Se
incubaron las muestras durante una hora a 37°C directamente en el termociclador.

Se determind la concentracidn yla pureza del cDNA mediante electroforesis y espectrofo-
tometria de manera similar al apartado anterior. Para cbtener la concentracién del c<DNA se

uso la signiente férmula:

¢DNA = 160 x 37 (pg/mL) x A260 nm



36 Desarrollo dela pCR en tiempo real (qPCR) para el control de calidad de la vacuna
viral contra la enfermedad del Newcastle

PCR en gradiente de temperaturas

Con el fin de probar la especificidad de los oligonucleétidos disefiados y encontrar la tempe-
ratura optima para la amplificacidn del segmento de interés, a partir del cDNA obtenido se
realizé la PCR convencional con la taq polimerasa de Vivantis.

Para cada muestra se preparé una mezcla de reaccién con un volumen final de 25 pL,
donde se emplearon 2.5 uL. de selucién amortiguadora 10x, 2 pL de MgCl, (100mM), 0.5pL
de dNTPs (SplM), 2.5 pL de cada cebador “sentide” y “antisentido” (1pM}, 0.3 uL de Tagq poli-
merasa (5 w/pl} 12.7 pl. de H,0 MQ esteril y 2 pL de cDNA.

Se procesaron seis muestras del cDNA del NDV para la PCR con las siguientes condiciones
de amplificacién:

1. Desnaturalizacién previa mediante calentamiento inicial durante 10 min a 95°C (tempe-
ratura por encima de su temperatura de fusién).

2. 35ciclos sucesivos de desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, hibridacién de los cebadozes
en un gradiente de temperatura de 53°C a 83°C durante 1 min y extensién a 72°C durante

1 min.

3. Ftapa fmal de extensién a 72°C durante 7 min.
4. Enfriamiento a 4°C para la conservacién del DNA.

Se realizé también la evaluacién del tamado de los fragmentos amplificados per medio de

electroforesis a 70 V.

qPCR

La técnica de QPCR se llevs a cabo en el termociclador miniopticon de Bio-Rad, se utilizs el
kit comercial de Bio-Rad SsoFast EvaGreen, que incluye la polimerasa (Sso7d), los dNTPs, el
MgCl,, el agente intercalante EvaGreen para una visualizacién directa de los productos ampli-
ficados y los amertiguadores para la reaccién.

Se utilizé una placa de 48 pocillos, con 8 filas y 6 columnas. Se distribuyeron a lo largo
de las columnas cinco diluciones diferentes de la muestra del virus y el control negativo con
agua. Se programé la gPCR en un gradiente de 8 temperaturas diferentes entre 57 y 64°C. Se
realizé una primera dilucién stock de 1:10 con 2 pL de cDNA y 18 uL de H;O MQ, de la cual se
partié para realizar las diluciones seriadas, con el fin de determinar el umbral de deteccidn de
la técpica. Se prepararon 5 diluciones seriadas a partir de 10 pL del stock en microtubes con
90 pL de H,0 MQ (diluyendo 1:10 cada vez).

Se preparé la reaccién de gPCR con 10 pL de SsoFast EvaGreen, 1.25 pL de cada oligonu-
cleétidoy 7.5 pL del cDNA de cada dilucién correspondiente. Elprograma de amplificacién de
la qPCR se indica en la tabla 4.
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Tabla 4
Programa de PCR en tiempo real
Temperatura Duracién Ciclos
(segundos)
95°C 30 X1
95°C 5 x40
64"-57°C 30 x40
72*C 30 X40

El termociclador fue programado para que al final de la gPCR se realizara la curva de
fusién mediante el aumento de la temperatura en 0.5°C cada 5 s, elevindose desde 65 hasta
95°C y registrando el momento en el que ocurre el maximo cambio del nivel de fluorescencia,
que corresponde a la temperatura de fusién de los productos amplificados (figura 6).
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Figura 6. Programacion de la PCR en tiempo real. Se incluye la programacion para la curva de fusion (melt curve).

Andlisis de las grdficas y el fragmento amplificado

Posteriormente se llevé a cabo el anélisis del material amplificado mediante las curvas y gri-
ficas proporcionadas por el programa CEFX Manager de Bio-Rad; ademis se realizé una elec-
troforesis en un gel de agarosa, para corroborar el tamario de los fragmentos amplificados.






Resultados

Diseito de los oligonucledtidos

Se diseni6 el par de cebadores que amplifican un fragmentoe de 281 pb correspondiente a un
segmento del gen F que codifica para la proteina de fusién del virus, este fragmento se en-
cuentra a partir del nuclestide 4805 (National center for biotechnology information); la secuen-

cia de los cebadores se muestra en la tabla 5.

Tabla 5
Secuencia de los cebadores para la amplificacién del NDV

Qligonucledtido Secuencia 57-3"° Sitio de reconccimiento
Sentido TTGACCACTTTGCTCACCCC Gen F, codifica para la proteina
Antisentido TTCCCAACTGCCACTGCTAGT viral de fusién

Extraccion y purificacién de RNA viral

De la extraccién realizada a partir de las cosechas virales de la cepa viral “La Sota” se obtuve

el material para la sintesis del cDNA.
Laslecturas del espectrofotémetro en A260 nm fueron de 0.002 parala muestra 1y 0.001

para la muestra 2. La concentracidn del material viral se indica en la tabla 6.

Tabla 6
Concentracién de RNA
A260 Pureza Concentracidn
AZ60/280 nm
Muestra 1 0.002 1.718 12.8 ug/mL
Muestra 2 0.601 2.57 6.4 pg/mL
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Sintesis de cDNA

Los resultados de la evaluacién del eDNA por espectrofotometria, indicaron una adecuada
concentracién tanto del material de inicio, RNA, como del cDNA, ademas de presentar una
relacién de A260/A280 dentro de los limites éptimos para una muestra pura.

Las lecturas obtenidas asi como las concentraciones se muestran en la tabla 7.

Tabla 7
Concentracién del cDNA

NDV A260 Pureza A260/A280  Concentracidn
Muestra 1 0.644 1.776 3812 pg/mL
Muestra 2 0.547 1.769 3238 pg/mL
Muestra 3 0.568 1.770 3362 pg/mL
Muestra 4 0.530 1.7590 3137 pg/mL

PCR convencional

El tiempo total de amplificacién por PCR fue de 3 h con 25 min, posteriormente se realizé la
electroforesis, mediante la cual se pudo observar los fragmentos amplificados correspondien-
tes a una sola banda de 281 pb que pertenecen al fragmento del NDV (figura 7).

Figura 7. Fragmento de 281 pb del NDV obtenido por PCR convencional.
Gradiente de temperaturas de ampilificacion (en °C) (1) 53, (2) 55.1, (3) 57.1,
(4) 59, (5) 60.9y (6) 63.

qPCR

Se realizé la amplificacién del NDV por qPCR con un menor tiempo de reaccién, debido a la
velocidad de polimerizacién que presenta la polimerasa del kit para PCR en tiempo real.

En la figura 8 se muestran las cinco diluciones que fueron amplificadas en las distintas
temperaturas de hibridacién.
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Figura 8. Ampilificacién por PCR en tiempo real.
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Los resultados de la qPCR por gradiente de temperaturas muestran una diferencia en
cada una de las diluciones, amplificaron primero aquellas muestras donde la concentracién
era mayor que aquellas mas diluidas. La primera en amplificar fue la dilucién 1, con el cDNA
diluido 100 veces con respecto a la solucién inicial (figura 9). Ademds, presenté curvas de
amplificacién en las 8 temperaturas diferentes de hibridacién (figura 10).

Amphfication

Cycles Lag Seale

Figura 9. Amplificacién de la dilucion méas concentrada. La curva resaltada es la
dilucién 1:100 en la temperatura Optima de amplificacion.
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Amplification

RFU

Figura 10. Gradiente de temperaturas de amplificacion de la dilucién 1:100 en la gPCR vy electroforesis de los
productos ampiificados. Temperaturas en °C (1) 64, (2) 63.6, (3) 62.9, (4) 61.5, (5) 59.8, (6) 58.4, (7) 57.5y
(8)57.

Las condiciones para una amplificacién éptima del virus de la enfermedad de Newcastle se ob-
tienen con una temperatura de hibridacién a 62.9°C. A esta temperatura las cinco diluciones

amplificaron (figura 11).
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Figura 11. Amplificacion del NDV a 62.9°C.

Las graficas obtenidas indican que es importante realizar la gPCR a una temperatura ideal de
hibridacién para que los oligonucleétidos y la polimerasa actiien correctamente optimizando
el proceso, ya que con una temperatura diferente a la 6ptima se presenta amplificacién tinica-
mente en muestras muy concentradas (figura 12).
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Figura 12. Comparacion de dos temperaturas de hibridacion. A) Se muestran las 5 diluciones amplificadas a
62.9°C, B) Amplificacion de las 5 diluciones a 59.8°, en esta temperatura solo amplifica hasta la dil 1:10*

Analisis de las curvas y el fragmento amplificado

Se corroboré mediante electroforesis el tamario del fragmento amplificado, se visualizé solo
una banda de 281 pb que corresponde al NDV, también se pudo observar la diferencia entre

las cinco diferentes diluciones (figura 13).

Figura 13. Electroforesis del fragmento del NDV. Amplificacién a 62.9°C, primer
carril: marcador de peso molecular, (1) dil 1:10%, (2) dil 1:1C?, (3) dil 1:10%, (4) dil
1:10%, (5) dil 1:10° y (6) control negativo

A suvez, se analiz6 el producto de la amplificacién mediante las graficas de la gPCR como
el pico de disociacién (melt peak), el cual mostré un tnico pico con la temperatura de diso-
ciacién de 86°C, lo que demuestra que se amplificé un solo fragmento en todas las muestras,
evidenciando la ausencia de productos inespecificos, lo que confirma la especificidad de los

oligonucleétidos disefiados (figura 14).
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Figura 14. Pico de disociacion (melt peak). Temperatura de fusion de 86°C del
fragmento de 281 pb

En la figura 15 se resalta la muestra mas diluida (1:10%), sin embargo es el mismo pico de am-
plificacién que en las demas muestras.
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Figura 15. Pico de disociacion (melt peak) dil 1:10°. Resaltado en verde

La disminucién de fluorescencia se registra en la curva de fusién, la cual se muestra de
manera uniforme, marcando claramente el punto donde la fluorescencia decae a los 86°C (Fi-
gura 16).
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Figura 16. Curva de fusién (meft curve) del fragmento de NDV. La fluorescencia
disminuye drasticamente a los 86°C.

La relacién entre los valores del ciclo umbral y las concentraciones del NDV se presentan
en la grafica de regresion lineal (figura 17). :
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Figura 17. Regresion lineal entre el valor de CT v las diluciones del NDV.
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El conjunto de graficas demuestra la uniformidad en todas las replicas de la muestra en
sus distintas concentraciones y temperaturas; lo que indica la reproducibilidad en el experi-
mento (figuras 20 y 21).
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Figura 20. Conjunto de graficas de la gPCR del NDV.
[ A B c Ty

7

Figura 21. Amplificacion del NDV en diferentes concentraciones. A. Dilucién
1:10", B. dilucion 1:102, C. dilucion 1:102




Discusion

Se desarrolls la téenica de qPCR para identificar al virus de la enfermedad de Neweastle. Se lo-
gro una ripida deteccién y cuantificacién viral que permitira mejorar el control de calidad en
el procesa de elaboracién de la vacuna correspondiente. Como se muestra en los resultados, se
establecieron para cada una de las etapas, las condiciones necesarias que optimizan la ampli-
ficacién del fragmento deseado, lo que indica que cada metodologia previa a la amplificacion
se realizé con éxito.

Actualmente se llevan a cabo procedimientos de rutina en cultivos celulares o en embrio-
nes de determinada edad con una duracién de 7 a 14 dias en cada etapa del control de calidad,
mismos que por [o menos se realizan en dos ocasiones durante la elaberacién de la vacuna
(Belak y Thoren, 2003). Se demostrd que la qPCR es una alternativa factible y eficiente a los
procedimientos de rutina. Con esta metodelogia el tiempo se reduce a 1 o 2 dias, incluyendo
todas las etapas desde la extraccién del material viral. Adermas, al compararse el tiempo de
amplificacidn entre las técnicas moleculares de PCR convencional y tiempo real, la qPCR agi-
liza aun més el procese de deteccién y cuantificacién del virus.

La implementacién de la qPCR para la elaboracién de vacunas contra la enfermedad del
Newcastle no solo contribuira al mejoramiento de la calidad mediante la optimizacién del
tiempo empleado para su elaboracién, sino que también reemplazari algunas otras téenicas,
con lo que disminuiran los recursos utilizados en cada procedimiento, como la electroforesis
en gel de agarosa, las tinciones con sustancias riesgosas como el bromuro de etidio, el espec-
trofotdmetro y la exposicién a la luz ultravioleta parala deteccién de los fragmentos amplifi-
cados (Pham et al.,, 2005).

La deteccién del producto amplificado por PCR convencional requiere de 1z electroforesis
para correborar el tamafio del fragmento, sin embargoe a pesar de ser una técnica sencilla y re-
lativamente rdpida tiene una especificidad limitada, ya que las moléculas de peso similar no se
pueden distinguir en el gel de agarosa, lo que la hace poco adecuada para procedimientos gue
requieren de técnicas altamente especificas, como es la elaboracién de una vacuna (Saunders,
2004). Por el contrario la PCR en tiempe real monitorea los cambios de fluorescencia durante
cada uno de los ciclos, y realiza la deteccisn del fragmento de manera simultanes, ademas es
posible hacerlo en la misma placa, sin necesidad de sacar las muestras del equipo, lo que evita
una posible contaminacién y la degradacién de las muestras (Kubista et al., 20086).

La especificidad de la qPCR, es un aspecto critico para realizar una correcta amplificacién,
se evaltia mediante el analisis de los datos esquematizados en las graficas, la curva de fusién
y el pico de disociacién detectan productos inespecificos, como los dimeros formados entre

(49]
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los oligonucleétidos, mediante el registro de la temperatura de disociacién de los fragmentos,
la cual estd directamente relacionada con su secuencia nucleotidica; se observa un pico si los
fragmentos tienen un mismo tamafio y una misma temperatura de fusién (Tan et al., 2004).
Resulta sencillo mediante estas graficas identificar contaminaciones que se puedan presentar,
ya gue los productos inespecificos se disccian a temperaturas mas bajas que los fragmentos
especificos (Bustin, 2005).

Para probar la reproducibilidad de la metodologia, se prepararon las diluciones seriadas,
se realizaron 8 replicas o repeticicnes a diferentes temperaturas por cada dilucion. Mediante
las diluciones también se corrobord el umbral de deteccidn de la técnica, ademds de haber
generado la suficiente intensidad de fluorescencia para ser detectada, pues una excesiva con-
centracién del intercalante en una muestra altamente concentrada puede inhibir [z reaccién y
una insuficiente cantidad no permite la deteccion del fragmento (Tan et al., 2004).

La regién amplificada del NDV corresponde a 281 pb del gen “F" que codifica parala pro-
tefna de fusién del virus. La amplificacién nos muestra que el umbral de deteccién se presento
hasta la dilucién 10° en la temperatura éptima, sin embargo en otras temperaturas ya no se
amplificé. Se toma entonces como limite de deteccién la concentracion de 6.8 X10° pig de
cDNA para una 6ptima amplificacién.

Para el marcaje del DNA amplificado se utilizé el intercalante EvaGreen, el cual emite una
sefial fluorescente al unirse al surco menor de la cadena (Costa, 2004) lo que hace mds facil
la qPCR, ya que se ha establecido como una herramienta para la deteccién del NDV y es mas
sencilla y econémica que las sendas marcadas especificamente (Tan et al., 2004).

Una vez concluido este trabajo, la empresa debera realizar la transferencia de la metodo-
logia al area de produccién industrial, gue consiste en aplicar la qPCR a una muestra con la
dosis infectiva minima y otra muestra con la dosis infectiva maxima permitida en la vacuna,
para registrar los valores de CT y establecer un rango de tolerancia; asi a la hora de aplicarlaa
lotes de vacuna bastara con comparar las curvas y valeres de CT verificando que se encuentren
dentra de ese intervalo.

Finalmente, al haber implementado cada una de las condiciones de qPCR para el virus de
la enfermedad de Newcastle, la metodologia aqui desarrollada se puede emplear en el diag-
néstico clinico de la enfermedad, medificando dnicamente el procedimiento para la extrac-
cién del material viral, realizando el resto de la amplificacién con las mismas condiciones ylos
mismos aligonucleétidos.

Cabe mencionar una nota de interés en la NOM-0532-ZQ0-1895 que se encuentra en el
punto 5.1.5 donde se establece que “la Secretariz - SAGARPA - podrd autorizar stros procedi-
mientos de elaboracién de vacunas conforme los avances tecnolégicos”. Esto resulta de gran
interés ya que, como se describié antes, las metodologias empleadas y establecidas por SA-
GARPA actualmente, contemplan pruebas de elaboracién de las vacunas que estiman incluso
semanas para su realizacién. Resultaria de gran interés que las metodologias moleculares,
como la gPCR, fueran empleadas de manera rutinaria para optimizar esfuerzos y recursos.



Conclusiones

El presente trabajo aporta informacién sobre la estandarizacién de metodologias moleculares
para la deteccién y amplificacién del Paramixovirus aviar-1, causante de lz enfermedad de
Newcastle, por medio de PCR convencional y qPCR.

Se disefiaron aligonucleétidos especificos que permitieron: la amplificacién del fragmento
de interés y se establecieron los pardmetros y condiciones para su amplificacién. Esta infor-
macién permitir realizar un mejor control de calidad en la elaboracién de la vacuna veterina-
ria contra lz enfermedad de Newcastle.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que:

1) Los oligonucledtidos disefiados amplifican de manera especifica el virus de interés, sin
amplificaciones inespecificas o cruzadas.

2) Latécnica de extraccién del RNA viral, bajo las condiciones estandarizadas, permitié ob-
tener material suficiente para su posterior amplificacién.

3} Laamplificacién por qPCR del fragmento viral se logré de manera éptima a 62.9°C y se
comprobé su especificidad, al mostrar una sola temperatura de disociacién de 86°C.

4) Es posible utilizar la técnica de gPCR como procedimiento de rutina en el control de cali-
dad de la elaboracién de la vacuna.

5) Los presentes resultados constituyen una til herramienta para el anélisis y diagndstice
del virus causante de la enfermedad de Newecastle.

[51]
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