UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

| rapajo de |esis realizado como requisito para optar al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS VETERINARIAS.

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS VIRUS DE BRONQUITIS
INFECCIOSA AVIAR, LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE Y
LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA EN GRANJAS DE GALLINAS

PONEDORAS DE LA PROVINCIA DE TUNGURAHUA, ECUADOR”

AUTOR: Revelo Cueva, Maria del Carmen
DIRECTOR: Dra. Echeverria, Maria Gabriela

CO-DIRECTOR: Dr. Vinueza, Christian

LUGAR DE TRABAJO: Unidad de Investigacion de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos y Resistencia a los Antimicrobianos (UNIETAR),

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Central del

Ecuador.

MIEMBROS DEL JURADO:

Prof. Dra. Dolcini, Guillermina Laura
Prof. Dr. Gornatti Churria, Carlos Daniel
Dra. Pérez, Sandra Elizabeth

2022



Dociorado en UMIVERSIDAL
SRl - P Facultad de Cienclas
Sl:rftlrfal‘;i:::;;g; nﬁﬂlr;g UETERINARIAS ; Nﬁ[lﬂNAL

OE LA PLATA

Ref Expediente Nro 0600-7362/158-000 — Revelo Cueva, Ma. del Carmen
Acta 234-2022

Siendo las 12.57 horas del viemes 4 de noviembre del afio 2022, comienza la defensa oral
v publica del Trabajo de Tesiz Doctoral de la MVZ. Maria del Carmen Revelo Cueva, titulado
“Caracterizacion molecular de los virus de bronquitis infecciosa aviar, la enfermedad de
newcastle y laringotraqueitis infecciosa en granjas de gallinas ponedoraz de la provincia de
Tungurahua, Ecuador”, difgido por la Dra. Gabrigla Echeverria y codirigido por el Dr. Christian
Vinueza.

Para ello se reunen a través de videoconferencia (amparade por Resolucion 66720 v
ampliatorias; y Ordenanza de Posgrado 261719, articulo 54 v Resolucion Ministerial 160/11, articulo
8), las Senoras Profesoras Doctoras Guillerming Dolcini (UMCPBA) y Sandra Elizabeth Perez
(UMCPBA) vy el Sefior Profesor Doctor Carlos Daniel Gomatti Churria (UNLP), integrantes del
Jurado encargado de dictaminar sobre la aceptacion o rechazo del mencionado Trabajo de Tesis.

Luego de deliberar sobre el trabajo presentado para acceder al titulo de Doctor en Ciencias
Veterinariaz, el Jurado resolvid:

El trabajo resultd original y constituye un aporte para la industria avicola en Ecuador
y en la region en lo que respecta a las enfermedades infecciosas. Se destaca la puesta a
punto de metodologias a ser fransferidas a nivel del sector productivo v gubemamental,
para & control de las enfermedades avicolas.

La presentacidn fue clara, amena, ordenada y muy ilusirativa, con recursos
audiovisuales variados, vy buen manejo de los tiempos. La tesista respondid con solvencia
las preguntas del jurado, demostrando amplio conocimiento de la tematica.

Por todo 1o expuesio, este jurado por unanimidad considera calificar el frabajo de tesis con

una calificacion de 10 (diez) sobresaliente y recomienda su publicacion.

Participacion remoia:
Docfor Carlos Daniel Gomatli Chuma, Jursdo

Docfora Gabnela Emem'ﬁa, Direciora
MVZ. Maria del Carmen Revelo Cusva, Tesisfa
PERAL Anmado
'j'g"la"'nEﬂtE por
GARCIA  eraL cacia par
ilar Peral Gl g ™
8 fia 2 Pos g o
FCV - UNLP

Ref. Expediente Nro 0600-736218-000 — Revelo Cueva, Ma. del Carmen
Acta 234-2022



DEDICATORIA

“Yo le digo al SENOR: Tu eres mi refugio,

mi fortaleza, el Dios en quien confio” Salmo 91:2.

A Dios, que nunca ha soltado mi mano

y ha caminado siempre junto mi.

Para mi viejita, mi abuelita, que se fue sin despedirse,

pero que me dejo todo lo bueno que soy y puedo ser.

Para mi madre, mi amiga, que nunca pierde la fe en mi,

por su confianza y carino incondicionales.

Para mis tios, tias, primo, primas que siempre me brindan sus oraciones,

consejos y palabras de aliento.

Para mi companera de vida por eleccion,

que me hace ser mejor y dar lo mejor.



AGRADECIMIENTOS

Al finalizar un trabajo tan arduo y lleno de desafios como el desarrollo
de una tesis de doctorado es indispensable recordar a todos aquellos que
directa o indirectamente ayudaron en su elaboracion. Aunque se requiere mas
que palabras para reconocer el apoyo brindado, es necesario expresar gratitud
para todas esas personas e instituciones que facilitaron la culminacién con
éxito del trabajo planificado.

Entre los profesionales que colaboraron en la realizacion del presente
proyecto doctoral destacan los doctores Maria Gabriela Echeverria y Christian
Vinueza. La doctora Echeverria, en su rol de directora de tesis, no sélo estuvo
presta para orientar y corregir, sino también para dar una guia idénea y un
acompanamiento efectivo en la solucidn de problemas, aun a expensas de su
tiempo. Ademas, ofrecio respaldo no sdlo cientifico, sino emocional. El doctor
Vinueza quien, como codirector, brindd de manera permanentemente e
incondicional el soporte técnico, econémico y cientifico requerido durante la
realizacion del proyecto.

El apoyo brindado por la Unidad de Investigacion de Enfermedades
Transmitidas por Alimentos y Resistencia a los Antimicrobianos (UNIETAR)
fue indispensable. Por lo tanto, se agradece inmensamente las facilidades
brindadas en cuanto al uso de reactivos, instalaciones y equipos. Ademas, la
ayuda de los técnicos de la unidad, los médicos veterinarios Sofia De Janon 'y

José Luis Medina, fue comprometida y desinteresada. De igual manera, se



quiere agradecer el tiempo y asesoramiento brindado por parte del personal
que integra el Laboratorio de Virologia (LAVIR) de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de la Plata (UNLP), en especial a los
doctores Javier Origlia, Soledad Serena y German Metz.

Légicamente sin la materia prima de la cual obtener las muestras, el
proyecto no se hubiera realizado. En consecuencia, se quiere presentar un
sincero agradecimiento a los avicultores de la provincia del Tungurahua, de
manera especial al Instituto Ecuatoriano del Huevo (INEH), que agremia a
muchos de ellos. Igualmente, se agradece a los doctores Ivan Pérez, Juan
Valle y Richard Tuapanta; asi como, al ingeniero Marcelo Viteri, quienes
participaron de manera desinteresada. En este punto, también se desea
reconocer el apoyo y compromiso de los estudiantes, Jessica Rosero y
Ricardo Toapanta.

Ademas, sin duda alguna se debe reconocer la asistencia brindada por
parte de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia en la persona del
sefior decano, doctor Eduardo Aragoén. Finalmente, es imprescindible
agradecer a la Universidad Central del Ecuador, que tuvo a bien otorgarme
una beca para estudios doctorales y con el apoyo econédmico brindado, ha

hecho posible que se ejecute y finalice el proyecto.



CITAS BIBLIOGRAFICAS CORRESPONDIENTES A LAS

PUBLICACIONES PARCIALES DEL TRABAJO DE TESIS

Revelo M, Vinueza C, Echeverria MG. Diagndstico molecular de
Bronquitis infecciosa aviar en granjas de gallinas ponedoras de huevos
comerciales de la provincia de Tungurahua, Ecuador. XXIII Reunién
Cientifica Técnica y 1° Virtual de la Sociedad Argentina de Veterinarios
de Laboratorios Diagndsticos — AAVLD. 2021, Resumen V-5, p. 131,
Modalidad en linea, Argentina.

Revelo M. Epidemiologia molecular de virus respiratorios aviares en
Ecuador ¢ Por qué se requiere monitorearlos?. | Congreso Ponedoras —
Union de Productores de Huevos. 2022, Ponencia, Ambato, Ecuador.
Revelo-Cueva M, Vinueza C, Metz G, Toapanta R, Echeverria MG,
Caracterizacion molecular del virus de bronquitis infecciosa aviar en
granjas de gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua, Ecuador.

Aceptado para su publicacion en ANALECTA Veterinaria julio 2022.



Vi

INDICE DE CONTENIDOS

DEDICATORIA ...ttt e e e e e e e e as Il
AGRADECIMIENTOS . ...t e e e e e e e e e e e eeeeennnnes [
CITAS BIBLIOGRAFICAS CORRESPONDIENTES A LAS PUBLICACIONES
PARCIALES DEL TRABAJODE TESIS ......coomiceeee e V
INDICE DE CONTENIDOS ..... .o e e VI
INDICE DE TABLAS ...ttt s e e e e e e e e e e e eeeeeennnes Xl
INDICE DE FIGURAS . ... .ot e e e e e e eeeeennees XV
INDICE DE IMAGENES........cooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e XV
ABREVIATURAS Y SIMBOLOS ..ot XVII
RESUMEN. ...ttt e e e e e e e e e e e e e eeaanenan s XIX
AB ST RACT et e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eeaannna XXI
CAPITULO Tttt 1
1. INTRODUGCCION ... 1
07\ d 1 W U1 1K@ 1522 6
2. DISENO MUESTREAL, TOMA Y PROCESAMIENTO DE
MUESTRAS . ..ottt et et e e e e e e e e e e e e 6
2.1. Disefo MUEStreal..........ooouuiieeeeee e 7
2.2. Obtencién y Procesamiento de las Muestras............ccccccceevveennnnnn..o. 12
2.2.1. Obtencion de MUESIIas. .........couuuuuiiiiiiiieee e 12

2.2.2. Procesamiento de hisopados cloacales y laringotraqueales para

deteccion de los virus de IBV Yy NDV.......uuiiiiiiiii e 14
2.2.3. Procesamiento de o6rganos para deteccion de los virus de IBV
Y N DV e e a e e e e e e e e e 15
2.2.4. Procesamiento de traqueas para deteccion del ILTV................... 16

2.2.5. EXtracCion de ARN ..o 16



Vil

2.2.6. Extraccion de ADN ... 17
2.2.7. TranSCriPCION FEVEISA ......cccvuuuieeiiieeeeiiieeeeeiee e e et e e e e e e e e e eaaaeeees 18

2.2.8. Control interno de extraccion y retrotranscripcion mediante PCR

para una region del exon 3 de la B-actina aviar ...........ccoevvveiieeveiinnnnnnn. 18
(O Y o I 1 2 21
3. BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR ....oooviieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
3.1. Revisidn de Literatura.............coovvemeeiieiiieie e 22

311, BHOIOGI@ e 22

3.1.2. Clasificacion del IBV ... 24

3.1.3. Variabilidad del IBV .........coooiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee 25

3.1.4. Incidencia y distribucidn de BIA ..., 26

3.1.5. Hospedadores y transmision del IBV ..., 27

3.1.6. Signos clinicos y lesiones anatomo-patologicas de BIA .............. 28

3.1.7. Prevencion y control de BIA ... 29

3.1.8. Diagnosticode BIA ... 31
3.2. Antecedentes del estudio de BIA en Ecuador..............c.oovveveeennnn. 35
3.3. Materiales y Métodos para la caracterizacion molecular del IBV..... 37

3.3.1. Determinacién de la presencia del IBV en muestras de gallinas
ponedoras mediante PCR para la region 5’UTR del IBV......................... 37
3.3.2. Analisis de la relacién filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de
referencia para el virus del IBV ... 39

3.4. Resultados y discusiones sobre la caracterizacion molecular del

3.4.1. PCR para laregion 5UTR del IBV........cooooiiiiiiiiii 45
3.4.2. Deteccion del IBV mediante PCR para la region 5’UTR en muestras

de campo y vacunas COMErcCiales. .........ccccouuiiiiiiiiiiiiiie e 48



Vil

3.4.3. Analisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas

de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de

referencia del IBV ..........oi oo 49
CAPITULO 4.ttt 71
4. ENFERMEDAD DE NEWCASTLE ......ooiiieeeeeeeeeee e 71
4.1. Revision de Literatura............ooooormiiiiiiiiiiie e 72
4.1, BHOIOGIA v 72
4.1.2. Clasificacion del NDV ... 74
4.1.3. Distribucion geograficade la EN..........ooooiiiiiiiis 75
4.1.4. Hospedadores y transmision del NDV ..........cccoooiiiiiiiiiiiiineeennn, 75
4.1.5. Patogenia, signos y lesiones anatomo-patolégicas de la EN........ 76
4.1.6. Prevenciony Controlde la EN............cooiiiiiiii e 78
4.1.7. Diagnosticode 1a EN ......ooouiiiiiiii e 80
4.2. Antecedentes del estudio de la Enfermedad de Newcastle en
BCUAAON ... 83

4.3. Materiales y Métodos para la caracterizacion molecular del NDV ... 85
4.3.1. Determinacion de la presencia del NDV en muestras de gallinas
ponedoras mediante PCR paraelgen M ............cooiiiiiiiiiiiieie 85
4.3.2. Andlisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de
referencia para el virus del NDV ... 86

4.4. Resultados y discusiones de la caracterizacion molecular del NDV 92
4.4.1. Determinacion de la presencia del NDV en muestras de gallinas
ponedoras mediante PCR paraelgen M ..., 92
4.4.2. Andlisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de
referencia del NDV. ... 95



CAPITULO 5.ttt 106
5. LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA AVIAR .....cooviieeeeee 106
5.1. Revisidn de Literatura.............coovvieiriiiiiieeeeeeee e 107

5.1.1. BHOIOGIA e 107
5.1.2. Clasificacion molecular............ccooooieiiiiiiiiiii e 108
5.1.3. Incidencia y distribucCion..............cooiiiiiiiiiii e 109
5.1.4. Hospedadores y transmision .............cccoeeeviiiiiieieeceicee e, 110
5.1.5. Patogenia, signos y lesiones anatomo-patoldgicas ................... 110
5.1.6. Prevencion y CONrol ...........ooooiiiiiiiiiiii e 113
5.1.7. DIagnOStiCO....ccuuiiiiii e 115
5.2. Antecedentes del estudio de la Laringotraqueitis infecciosa aviar en
T o1 = o [o ) (N 118

5.3. Materiales y Métodos para la caracterizacion molecular del ILTV. 121
5.3.1. Determinacion de la presencia del ILTV en muestras de gallinas
ponedoras a través de PCR para los genes ICP4y TK.............cccoe. 121
5.3.2. Secuenciacién, alineamiento y analisis de similitud nucleotidica de
las secuencias obtenidas para el gen TK.........ccooiiiiiii, 122

5.4. Resultados y discusiones de la caracterizacion molecular del

5.4.1. Determinacion de la presencia del ILTV en muestras de gallinas

ponedoras a través de PCR para los genes ICP4y TK.........oovvviiennnnnn. 123
5.4.2. Secuenciacién, alineamiento y analisis de similitud nucleotidica de

las secuencias obtenidas para la proteina TK del ILTV........................ 127
CAPITULO Bttt 129
6 DISCUSIONES Y CONCLUSIONES PARA LA INVESTIGACION
REALIZADA . ...ttt a e e e e e e e e e e e aeeannanes 129
CAPITULO 7. 138



CAPITULO 8.t 163
8. ANEXOS . ... 163
ANEXO 1ottt 164
Consentimiento Informado.............coveeieeiiiie e, 164
NN =@ L 166
Formulario de Datos ..........ooeuiiiiiee e 166
ANEXO 3. 168
Cebadores utilizados en las PCR punto final para -actina, region 5’UTR del
IBV, gen M del NV ygenes ICP4y TKdel ILTV.......oooorriiiiiiiie 168
ANEXO 4 .o 169

Resultados para B-actina aviar, regiéon 5UTR del IBV y fragmento del gen M

del NDV con muestras provenientes de gallinas ponedoras de la provincia

de TuNQUIraNUA. ........oooiiie e 169
ANEXO 5.ttt 173
Programas vacunales contra IBV y NDV empleados en las granjas
muestreadas de la provincia de Tungurahua ...............cccccceeeeiviiiiiinneennes 173
ANEXO Bttt 175
Algunas medidas de Bioseguridad implementadas en las granjas avicolas
muestreadas en la provincia de Tungurahua ...............cccooevvvvivevinineennnnn.. 175
ANEXO 7 .t 177
Alineamiento de secuencias para S1 parcial de cepas muestrales y
referencia ubicadas en el grupo Q1 (Clustal Omega) ...............cccccceeie 177
ANEXO 8. ..ottt 179
Cepas representativas para el virus del NDV..........ccccooovveeviviieeviiceeennn. 179
ANEXO 9. 180
Alineamiento de 135 secuencias del virus del NDV y cebadores para region
parcial de laproteina F ..o 180
ANEXO M0 ...ttt ettt 184

Solucion de problemas para las reacciones fallidas de PCR de la proteina F
AEIINDV ..ttt 184



Xl

ANEXO 10 ettt ettt ettt ettt 185
Lesiones macroscopicas destacadas encontradas en las necropsias realizas
a las aves muestreadas de la provincia de Tungurahua ......................... 185
ANEXO 12ttt 185
Signos clinicos observados en las aves muestreadas de la provincia de
LUl U] =1 0 10 = P 186
ANEXO 13 ..ottt 187
Alineamiento de secuencias para F parcial combinada de vacunas contra
NDV utilizadas en la zona de estudio y la cepa La Sota ......................... 187
ANEXO 14 ...ttt ettt ettt 188
Ejemplos de cromatogramas de F parcial combinada con cebadores directos
para secuencias MUESHrales ...........ouovveeviiiiiiie e 188
ANEXO 15 ettt 190

Alineamiento entre secuencias muestrales y de referencia para ILTV .... 190



Xl

INDICE DE TABLAS

121 o] = W 9
Numero de granjas muestreadas por clusteres para la caracterizacion

molecular de los virus de IBV, NDV e ILTV en la provincia de Tungurahua... 9

TADIA 2 .o a e 38
Vacunas vivas contra IBV comercializadas en la zona de estudio ............... 38
1K= 1= T PRSP 42
Cepas prototipo de cada linaje segun clasificacién genotipica..................... 42
TADIA 4 oo a e 43
Cepas representativas de IBV procedentes de América, Europa y China.... 43
L= 1= T PP 45
Protocolo de ciclado de las PCR para B-actina aviar, region 5UTR vy
N M et anan 45
TADIA B. ..o aa e 46
Condiciones empleadas para las PCR de p—actina, 5 UTRyelgen M. ...... 46
L= 1= T APPSR 50
Protocolo para PCR punto final de la region de 783 pb del gen S1.............. 50
TabIa 8. ..o et aanan 52
Resultados de la PCR para la region SUTR y la region del gen S1 del IBV. 52
TADIA 9. et aaaaaaaaaaaaas 62
Similitud nucleotidica de S1 a nivel intra-linajes.............ccoovviiiiieiiieee e, 62
TaDIA 10, oo e e e aaan 64
Resultados del célculo p-distance entre cepas muestrales y vacunas utilizadas
en 1a zona de eSTUAIO.......coiiiieeee e 64
1K= 1= F I PP 65

Sitios de glicosilacion potenciales para la cepa Mass y las secuencias

muestrales ubicadas en el linaje Gl-1. ... 65



Xl

= 1= Tt PRSP 67
Sitios de glicosilacion potenciales para la cepa 4/91 y las cepas muestrales
ubicadas en el grupo Gl-13.......oueii e 67
TADIA 13 e a e 70
Sitios de glicosilacién potenciales para cepas Q1 y las cepas muestrales
ubicadas €N €Ste GrUPO........couuiiiiii i 70
TADIA 14 e a e e e e e as 77
Resumen de signos clinicos de acuerdo con el patotipo de la EN. .............. 77
TADIA 15, e aaaa e 86
Vacunas vivas contra NDV comercializadas en la zona de estudio. ............ 86
1K= 1= Tt PP 87
Cebadores utilizados en las PCR para el gen F del NDV............ccovvvnnnnn. 87
TADIA 17, e e e e e e 96
Temperaturas de hibridacion para cebadores utilizados para amplificar
[0 =] o T P 96
Tabla 18, oo e 112
Resumen de signos clinicos de acuerdo con la forma de presentacion de
= T | PR URR PR 112
TADIA 1. e ———————————————————————— 122
Cepas representativas para ILTV .......ooooiiiiiiiii e, 122
TabIa 20. ... e 124
Protocolo para las PCR de los genes ICP4 y TK del ILTV. ......cooviiiiiiinnnnnn. 124
TADIA 27, e —————————————————— 124
Resultados para ICP4 y TK del ILTV con muestras provenientes de gallinas
ponedoras de la provincia de Tungurahua. ..............ccoooiiiiiiiniiiiiees 124
TADIA 22. ..o ————————————— 128

Resultados de p-distance entre cepas muestrales y cepas de referencia de



XV

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Clusteres para muestreo en la provincia de Tungurahua................ 8

Figura 2. Flujograma del procedimiento realizado para la caracterizacion

molecular de los virus: IBV, NDV e
I 11
Figura 3. Virus de Bronquitis Infecciosa Aviar. .............ccieiiiieiiiiiiiiiiiiiiiins 23
Figura 4. Virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV) ...........ccceeeiviiiiiinns 73

Figura 5. Representacion esquematica del ILTV .......coooiiiiiiiiiiiiiinieneenne. .108



XV

INDICE DE IMAGENES

19 F=To 1T o T P 13
Toma de muestras para estudio. ...........ccooeviiiiiiii 13
T =T =T o 12PN 45
Electroforesis del perfil térmico para la region 5’UTR del IBV. ..................... 45
IMAGEN 4 .. et 48

Electroforesis de PCR para 3-actina aviar y region 5’UTR con los diferentes

tipos de muestras (a, b y c) provenientes muestras de granjas de la provincia

de TUNQUIANUA. ....cooiiiiii e 48
IMAGEN 5. ettt 50
Electroforesis del perfil térmico para el segmento de 783 pb del gen S1. .... 50
T F=To =T o 1K RPN 51
Electroforesis relacionadas con la puesta a punto de la PCR para un fragmento
de 783pb del GeN ST ... 51
g F=To 1T o T AP 54

Arbol consenso de S1 con secuencias muestrales, vacunales, secuencias

de referencia (América, Europa y China) y prototipo de la clasificacion

(o= gTo] {0 {ox= TR PSRPPP 54
IMAGEN 8. . 65
Alineamiento entre cepa Mass y cepas muestrales del grupo Gl-1.............. 65
T F=To =T o 11 RPN 68
Alineamiento entre cepa 4/91 y cepas muestrales del grupo GI-13. ............ 68
(T gF=To =T o Bt O PP UUUPUPPPPPPPPPRPRRN 69
Alineamiento de cepas Q1 china y chilena con cepas muestrales del grupo Gl-
16 (Clustal-OmeEga). .......oeeeeiiiie e 69
T g F=To 1T o Tt I ST 92

Electroforesis para el gradiente térmico probado para el gen M del NDV. ... 92



XVI

T =T =T o 1 PPN 94
Electroforesis relacionadas con la puesta a punto de la PCR para el gen M del
N DV et e e e e e e e ————————— 94
T gF=To =T o I T PP UUUPPPPPPPPPPPPPPRN 95
Electroforesis de PCR para el gen M con los tres tipos de muestras (a,
030 o TR 95
IMAGEN T4 ettt e e e e e e e e eeeanaaaa 96
Electroforesis para el gradiente térmico probado para dos técnicas de PCR
para gen F del NDV. ... 96
T g F=To =T o I TP 97
Electroforesis de PCR para F parcial combinado con vacunas comerciales
contra el NDV empleadas en la zona de estudio. ...........c.ccoeeeeiiiiiiiiieeennnnn.. 97
IMAGEN 6. . ettt e e e eeennaes 100
Electroforesis del gen F parcial combinado con diferentes concentraciones de
131V 5T PSR 100
IMAGEN 7 .ttt a e eeeaaae 102
Fotos representativas de lesiones mas comunmente encontradas durante las
necropsias realizadas a las aves muestreadas...........ccccccocvieiiiiiieiiie e, 102
T g F=To =T o I PPN 104
Electroforesis de PCR para el gen M y gen F parcial combinado empleando
cosechas de liquido alantoideo de pasaje ll...........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiiin, 104
T g F=To 1T o I 123
Electroforesis de los perfiles térmicos probados para los genes ICP4 y
L1 PSSP 123
IMAGEN 20... . e a e eeeaaaa 126

Electroforesis de muestras positivas y especificidad de las PCR de los genes
[CP4 y TK Al ILTV . ettt e e e e e e e e e e e e 126



XVII

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

A: Adenina

aa: Aminoacidos

Ac: Anticuerpo

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico complementario

Ag: Antigeno

AGROCALIDAD: Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario

ARN: Acido ribonucleico

BIA: Bronquitis Infecciosa Aviar

C: Citosina

°C: Grados centigrados

CONAVE: Corporacion Nacional de Avicultores del Ecuador.

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, por sus siglas en
inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay.

EN: Enfermedad de Newcastle

F: Proteina de fusion

FPCS: Sitio de clivaje en proteina F, por sus siglas en inglés Fusion Protein
Cleavage Site.

G: Guanina

g: Gramo/s

HVR: Region Hipervariable, por sus siglas inglés Hypervariable Region.
INEH: Instituto Ecuatoriano del Huevo.

IBV: Virus de Bronquitis infecciosa aviar, del inglés Infectious Bronchitis Virus.
ILT: Laringotraqueitis infecciosa, del inglés Infectious laryngotracheitis.

ILTV: Virus de Laringotraqueitis infecciosa, del inglés Infectious
Laryngotracheitis Virus.

mA: miliamperios.

M: Proteina de matriz.
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MEM: Medio Esencial Minimo, del inglés Minimum Essential Medium.

mg: Miligramo

mM: milimolar

min: Minuto/s

ml: Mililitro/s

NDV: Virus de la enfermedad Newcastle, del inglés Newcastle disease virus.
OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal.

ORFs: Marcos de lectura abiertos, por sus siglas en inglés Open Reading
Frames.

pb: Pares de bases

PBS: Buffer fosfato salino del inglés, Phosphate buffered saline

PCR: Reaccién en cadena de Polimerasa, por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction.

gRT-PCR: Transcripcion reversa seguida de PCR en tiempo real, del inglés
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction.

rpm: Revoluciones por minuto

RT-PCR: Transcripcion reversa seguida por amplificacién mediante PCR.

S: Proteina de espicula

T: Timina

TAE: Tris-Acetate-EDTA

U: Uracilo

Ul: Unidades internacionales

UNIETAR: Unidad de Investigacion de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos y Resistencia a los Antimicrobianos.

UTR: Regiones no traducidas, por sus siglas en inglés Untranslated regions.
UV: ultravioleta

V: Voltios

ML: microlitro

Mg: microgramo
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RESUMEN

Caracterizacion molecular de los virus de la Bronquitis infecciosa aviar,
la enfermedad de Newcastle y Laringotraqueitis infecciosa en granjas de

gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua, Ecuador

Palabras clave: variantes, secuencias, vacunas, PCR convencional.

Los virus de la Bronquitis infecciosa aviar (IBV), de la enfermedad de
Newcastle (NDV) y de la Laringotraqueitis infecciosa (ILTV) causan tres
enfermedades respiratorias comunes en las granjas de aves ponedoras
comerciales. Para la prevencion y el control efectivos de estas enfermedades
es indispensable el conocimiento de las cepas presentes en una determinada
zona. El objetivo de la investigacion fue caracterizar molecularmente las cepas
de estos virus que se encuentren circulando en las explotaciones de gallinas
ponedoras de la provincia de Tungurahua. Se trabajé con muestras de hisopos
(laringotraqueales y cloacales) y de érganos (traquea, pulmoén, oviducto y
tonsilas cecales) de 47 granjas y con vacunas vivas: 17 contra IBV y seis
contra NDV. Todas las vacunas vivas contra IBV y 16 granjas fueron positivas
a IBV al amplificar la region 5UTR y un segmento de S1. La construccion de
un arbol filogenético con las secuencias parciales de S1 mostré que, existen
tres tipos de cepas de IBV circulando en la provincia de Tungurahua, dos

posiblemente vacunales y otra de origen desconocido. Con relacion al NDV,
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46 granjas resultaron positivas a la PCR del gen M, pero no se logré amplificar
el gen F para ninguna de las muestras con ninguno de los siete juegos de
cebadores probados; concluyéndose que cepas de NDV encontradas podrian
presentar alguna variacidn genética que dificulta la hibridacién de los
cebadores. Finalmente, la deteccion molecular de los genes ICP4 y TK del
ILTV en tres granjas podria ser indicativo de la presencia de cepas de campo
0 cepas vacunales vivas, teniendo en cuenta que la vacuna empleada en la
zona de estudio es recombinante y sélo expresa la gB. El empleo de otras
técnicas moleculares como NGS o secuenciacién de genomas completos son
necesarias para indagar con mas profundidad en la epidemiologia de estos

patdgenos.
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ABSTRACT

Molecular characterization of Infectious Bronchitis virus, Newcastle
disease virus and Avian Infectious Laryngotracheitis in laying hen’s

farms located in Tungurahua province, Ecuador.

Palabras clave: variant, sequences, vaccines, conventional PCR

Infectious bronchitis virus (IBV), Newcastle disease virus (NDV) and Infectious
laryngotracheitis virus (ILTV) causes three respiratory diseases common in
commercial farms’ laying hens. The knowledge of strains which are circulating
in a specific area is indispensable for the effective prevention and control of
these diseases. The objective of this research was to develop a molecular
characterization of these virus’ strains that are circulating in the laying hens’
farms located in Tungurahua province. We worked with swab samples
(laryngotracheal and cloacal) and organ samples (trachea, lung, oviduct and
cecal tonsils) from forty-seven farms and with live vaccines: seventeen against
IBV and six against NDV. All the live IBV vaccines and the sixteen farms were
positive for IBV because they amplified the 5'UTR region and an S1 segment.
The construction of a phylogenetic tree with the partial sequences of S1
showed that there are three IBV strains circulating in Tungurahua province, two
of them are possibly vaccine strains and the other has an unknown origin.

Regarding to NDV, forty-six tested farms were positive for M gene PCR, but or
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the F gene was not amplified in any of the samples after testing seven sets of
primers; with this observation the conclusion was that NDV strains found at
present research have some genetic variation which hinders the hybridization
of the primers. Finally, the molecular detection of ILTV’s ICP4 and TK genes in
three farms could be indicative of the presence of field strains or live vaccine
strains; considering that the vaccine used in the study area is recombinant and
only expresses gB. The use of other molecular techniques such as NGS or
whole genome sequencing are necessary to investigate more deeply the

epidemiology of these pathogens.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION




La industria avicola es el sector productivo de mayor crecimiento a nivel
mundial, contribuyendo con la mejora de la nutricion humana y generando
ingresos para las economias familiares (Farrell, 2013). En el Ecuador, el sector
avicola tiene gran proyeccion econdmica, debido a que la carne de pollo y los
huevos de gallinas son fuentes de nutrientes con precios accesibles en el
mercado (Aillén, 2012; Corporacion Nacional de Avicultores del Ecuador
(CONAVE), 2020a). ElI consumo de carne de pollo en el Ecuador se
incrementd de 26,30 kg/persona/ano en 2018 a 30,43 kg/persona/aio en 2019
(Corporacién Nacional de Avicultores del Ecuador (CONAVE), 2020b). Por su
parte, el consumo per capita de huevos fue de 218 unidades en el afio 2018 y
subid a 226 huevos/persona/afo durante el 2019 (CONAVE, 2020b).

Las actividades productivas que estructuran el sector avicola
ecuatoriano son basicamente aquellas que incluyen a la crianza de aves
reproductoras pesadas y livianas, incubacién de huevos fértiles y la produccién
de pollos de engorde y huevos (Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la
Calidad del Agro (AGROCALIDAD), 2013). Segun el Censo Avicola de 2015,
existian 1802 granjas avicolas a nivel nacional, incluyendo: 1434 granjas de
pollos de engorde, 310 granjas de aves ponedoras comerciales, 54 de
reproductoras pesadas y 4 de reproductoras livianas (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos (INEC), 2015). Las granjas de aves ponedoras
comerciales se ubican mayoritariamente en la region centro del Ecuador
(Pastaza, Cotopaxi, Tungurahua y Chimborazo) y en la provincia de Manabi

, . NO ODbstante, la provincClia que contribuye a cuprir e o de |a
(INEC, 2015). No obstante, la provincia q tribuy brir el 45% de |



demanda de huevos, es la provincia de Tungurahua (Maiz y Soya, 2017;
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), 2021).

El crecimiento de la avicultura ecuatoriana es resultado del trabajo
conjunto de los diferentes eslabones de esta cadena productiva
(AGROCALIDAD, 2013). Sin embargo, el progreso de la avicultura puede
verse afectado por enfermedades que alteren el desempefio productivo de las
aves (Bermudez, 2008). En particular, las infecciones del tracto respiratorio
tienen un impacto economico significativo en la produccion avicola (Cook y
col., 2012). En los brotes de enfermedades respiratorias se presentan
comunmente signos clinicos, como estertores traqueales, secrecién nasal y
ocular e hinchazon de la cara (Seifi y Boroomand, 2015). Se ha demostrado
que esta signologia puede ser desarrollada por diferentes agentes virales y/o
bacterianos; por lo que, se utiliza el término de "complejo respiratorio" para
esta condicién (Hadipour y col., 2011; Seifi y Boroomand, 2015). Dentro de los
agentes virales del complejo respiratorio, los virus de la Bronquitis infecciosa
aviar (IBV, por sus siglas en inglés), la enfermedad de Newcastle (NDV, por
sus siglas en inglés) y Laringotraqueitis infecciosa (ILTV, por sus siglas en
inglés) destacan por las grandes pérdidas econémicas que pueden originar y
por ser las enfermedades mas comunes en las granjas de aves ponedoras
(Alexander y Senne, 2008; Cavanagh y Gelb, 2008; Cook y col., 2012).

La Bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad que esta
presente en todos los paises con avicultura industrializada. La bioseguridad

estricta, los sistemas de crianza con una sola edad y la vacunacion son



medidas de control indispensables contra la BIA. Sin embargo, la instauracion
de un programa vacunal efectivo constituye un verdadero desafio, debido a
que existen diversos genotipos (Sjaak de Wit y col., 2011). Nuevas variantes
del IBV surgen continuamente debido a las mutaciones espontaneas o a la
recombinacion del genoma viral (Jackwood, 2012; Sjaak de Wit y col., 2011).
No obstante, en Ecuador no existen publicaciones cientificas que permitan
reconocer las cepas circulantes en las granjas avicolas.

Con relacioén a la enfermedad de Newcastle (EN) se debe sefnalar que
se encuentra distribuida mundialmente (Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (OIE), 2021a). En paises de Sudameérica, como Venezuela, Colombia
y Surinam, la EN es considerada endémica, mientras que, en otros paises,
como Argentina, Brasil, Chile y Uruguay, es reportada ocasionalmente (Diel y
col., 2012). En el Ecuador, la EN es de declaracion obligatoria a la Agencia de
Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD). Sin embargo,
existen escasas investigaciones relacionadas con NDV en el Ecuador.

Por su parte, laringotraqueitis infecciosa (ILT) es una enfermedad
respiratoria que afecta a los pollos y gallinas (Jones 2004; Ou y Giambrone
2012). En el Ecuador se realiz6 el primer reporte confirmado de la enfermedad
en el afo 2011(Ayalay col., 2014). A partir de lo cual, se autorizé la vacunacion
contra la enfermedad solo con el uso de vacunas vectorizadas
(AGROCALIDAD, 2012). No obstante, en la actualidad los gremios avicolas
estan interesados en conocer el estado de la enfermedad dado que no hay

investigaciones recientes.



Por todo lo expuesto, el proyecto doctoral tuvo por objetivo principal
caracterizar molecularmente las cepas de NDV e IBV que circulan en las
explotaciones de gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua, principal
contribuyente de la demanda de huevos de mesa en Ecuador. Para alcanzar
este proposito se planted en primer lugar determinar la presencia de los virus
de NDV e IBV en muestras de aves ponedoras de la provincia de Tungurahua,
mediante la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés Polymerase Chain Reaction) convencional o de punto final que
amplifique segmentos del gen de matriz (M) y la region 5 UTR,
respectivamente. Luego, a través de la obtencion de secuencias parciales de
los genes de la proteina de fusidén (F) para el NDV y de espicula (S) para el
IBV, establecer la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas de las
muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de referencia.
Adicionalmente, dada la necesidad expresa del sector avicola se desarrollé un
método de deteccién molecular para el ILTV a través de una prueba de PCR
que amplificé segmentos del gen ICP4 (del inglés, Infected Cell Protein 4) y

del gen timidina quinasa (TK) del virus.
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CAPITULO 2

DISENO MUESTREAL, TOMA Y PROCESAMIENTO DE

MUESTRAS




2.1. Diseio Muestreal
Segun el Censo Avicola del afio 2015, en la provincia de Tungurahua
existian 149 granjas (INEC, 2015). A partir de este total se calcul6 el tamafio

muestreal. Se empleo el programa WinEpi 2.0 (winepi.net/sp/indez.htm) para

obtener el tamafo de la muestra. Con el programa se obtuvo un total de 47
granjas a ser muestreadas, empleando una probabilidad de 50% y un nivel de
confianza de 90%.

Las granjas se seleccionaron al azar, pero para realizar un muestreo
homogéneo se crearon grupos o clusteres exclusivos para muestreo. La
creacion de clusteres se realizo en el Sistema de Informacion Geografica libre
y de Cddigo Abierto QGIS 3.18.1, donde a partir de las coordenadas
geograficas de las granjas y tomando en cuenta una distancia fija se crearon
zonas buffer.

Resulta importante sefialar que, en Ecuador la distancia entre dos
granjas de ponedoras de huevos comerciales debe ser de 3Km (Ministerio de
agricultura y ganaderia (MAG), 2011). Sin embargo, al aplicar en el analisis
3Km como atributo de la capa vectorial de distancia, se obtuvo una sola zona
buffer. Por lo tanto, se cambié a una distancia de 2Km, considerando que se
conoce que los vientos predominantes contribuyen a la propagacion del IBV
entre granjas que se encuentran separadas hasta 1.200 metros (Cumming,
1970; Mahgoub y col., 2010). Ademas, en el plan creado para implementar
compartimentos para la EN se sefiala que una explotacion avicola podra ser

declarada libre si se encuentra ubicada dentro de una zona de 2Km donde se



cumplan ciertos requerimientos de bioseguridad y vacunacion contra NDV
(AGROCALIDAD, 2021a). La aplicacion de una zona buffer de 2Km origin6
siete zonas buffer. Las granjas en cada zona se consideraron como un grupo
o cluster para muestreo. Cada cluster se identificé con una letra del alfabeto:
I, J, K, L, M, Ny O (Figura 1). Se contabilizaron el nimero de granjas en cada
una de las zonas buffer y se tomd una muestra estratificada (Tabla 1).

Figura 1.
Clusteres para muestreo en la provincia de Tungurahua.

MARA POLITICO

a. Mapa politico del Ecuador (Instituto Geogréfico Militar, 2009). b. Imagen generada en QGIS
3.28.1 a partir de las coordenadas geograficas de las granjas avicolas de la provincia de
Tungurahua que se identifican con circulos en color rojo. Se observan 7 clusteres en circulos
e identificados con letras.



Tabla 1.

Numero de granjas muestreadas por clusteres para la caracterizacion

molecular de los virus de IBV, NDV e ILTV en la provincia de Tungurahua.

. Granjas Granjas
Clusteres .
existentes muestreadas

I 3 1
J 36 11
K 1 1
L 0
M 103 31
N 4 2
0] 1

TOTAL 149 47

Respetando el tiempo necesario para cumplir con normas de
bioseguridad, se visitaron dos granjas por semana (lunes y jueves). El
muestreo de las 47 granjas se realizd en un lapso de diez meses, desde
noviembre de 2020 hasta agosto de 2021.

El contacto inicial con los avicultores se realizé via telefénica o gracias
a la ayuda de veterinarios de campo colaboradores y el apoyo del Instituto
Ecuatoriano del Huevo (INEH). Previa la visita a la granja avicola se envio el
consentimiento informado (Anexo 1) a los administradores de cada granja.

Al visitar las granjas, se cumplié con todas las normas de bioseguridad
que la explotacion avicola exigia. De no brindarse material de proteccidn
personal se usaron elementos propios llevados a la granja, mismos que fueron
desechados en el lugar. Se selecciond un galpén con aves entre 18 a 100

semanas de edad y se llené el formulario de datos (Anexo 2). En el formulario
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se incluyeron datos relacionados con bioseguridad, asi como con el plan
vacunal.

En el galpdn se seleccionaron cinco aves al azar, mismas que fueron
transportadas a la ciudad de Quito. La distancia minima entre la ciudad capital
y las granjas muestreadas es de 140 km (tres horas de viaje). Las aves se
transportaron en cajas plasticas con una capacidad de 0,66cm?/ave, que
contaban con agujeros de 1,5 cm de diametro en los laterales y tapa, para
garantizar la ventilacién y bienestar durante el viaje.

El trabajo en laboratorio consistié en una secuencia de actividades que
iniciaron con la obtencion de muestras hasta llegar a la deteccidon de la
presencia de IBV, NDV e ILTV a través de técnicas de PCR para regiones
conservadas de los virus (Figura 2). Posteriormente, para el caso del IBV y
NDV se realizaron pruebas de PCR para regiones hipervariables a fin de
obtener secuencias con las que se pudiera efectuar un analisis filogenético
(Figura 2). Cuando no se logré amplificar las regiones hipervariables se
implementaron diversas soluciones como la busqueda de cebadores
diferentes. Finalmente, se realizé un analisis de similitud nucleotidica, como
un dato mas de soporte para el andlisis filogenético. Adicionalmente, en el
caso del IBV también se predijo computacionalmente los potenciales sitios de
glicosilacion. Este analisis se hizo tomando en cuenta que, las mutaciones en
ciertos sitios alteran la capacidad de unién del virus a los receptores;
volviéndose un parametro orientativo para la clasificacion (Parsons y col.,

2019).



Figura 2.
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Flujograma del procedimiento realizado para la caracterizacion molecular de los virus: IBV, NDV e ILTV.
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2.2. Obtencion y Procesamiento de las Muestras

2.2.1. Obtencion de muestras.

Las aves provenientes de cada una de las explotaciones avicolas se
recibieron en el Laboratorio de Anatomia Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UCE. A cada granja se le asigné un cdédigo
alfanumérico segun el orden de ingreso al laboratorio.

A partir de las gallinas recibidas se tomaron hisopados cloacales y
laringotraqueales con el uso de hisopos de rayon estériles de 15 cm (Puritan®,
25-8061PR) (Imagen 1). Los hisopos se colocaron en tubos Falcon de 15 ml
que contenian 2,5 ml de medio MEM estéril (1X, Medio Esencial Minimo con
sales de Hanks, bicarbonato de sodio, L-glutamina, MP Biomedicals) con
antibidtico (Penicilina 10.000Ul/ ml, Estreptomicina 10.000ug/ ml, Eurobio).
Los hisopados en el tubo Falcon con medio MEM se mantuvieron en
refrigeracion (4°C) hasta el final de la obtencion de las muestras.

Después, se desinfecto la mesa de necropsias y se coloco un mechero,
asi como el instrumental necesario para la necropsia y toma de muestras.
Luego, se sacrificaron las gallinas a través de electrocucion de una sola
aplicacion. Enseguida, se mojaron los cadaveres con una solucion jabonosa y
se los coloco en posicion de decubito dorsal, con los miembros inferiores hacia
el extremo libre del area de trabajo. Se desarticul6 la articulacion coxofemoral

de ambas piernas y se procedidé con la inspeccion externa del cadaver.
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Imagen 1.

Toma de muestras para estudio.

a. Toma de hisopados laringotraqueales. b. Toma de hisopados cloacales. c. Exposicidon de
cavidad celémica para toma de muestras de 6rganos (pulmén, oviducto y tonsilas cecales).

La toma de muestras de 6rganos inicié con un corte en la piel desde la
parte ventral del pico hasta la punta del esternén, por la linea media,
exponiendo la traquea, a fin de tomar una muestra de la porcién distal de
aproximadamente 2cm. Las muestras de traquea se colocaron en un frasco

con buffer fosfato salino (PBS) estéril con antibidtico (Penicilina 10 000UI/ ml,
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Estreptomicina 10 000ug/ ml, Eurobio) y se identificd con el cédigo asignado a
la granja. Inmediatamente, se tomo¢ la totalidad de la traquea y se coloco en
un recipiente plastico estéril.

A continuacidn, se incidio con tijeras la parte ventro-caudal desde la
punta del esternon, hacia ambos lados de la pechuga en direccion caudo-
craneal a través de las articulaciones costo-condrales y se desplazé la
pechuga hacia arriba para exponer la cavidad celémica (Imagen 1). Entonces,
se procedio a tomar muestras de pulmodn, oviducto y tonsilas cecales. Las
muestras de o6rganos se depositaron en frascos individuales con PBS estéril
mas antibiético (Penicilina 10 000UI/ ml, Estreptomicina 10 000ug/ ml, Eurobio)
rotulados con el tipo de 6rgano y el cédigo correspondiente de la granja. Las
muestras de hisopos y de o6rganos se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento.

Después de la recoleccion de muestras se revisaron aparatos y
sistemas de las aves para realizar el correspondiente informe de necropsia.
Las carcasas de las aves fueron almacenadas a -20°C hasta su entrega a
fundaciones de proteccibn animal, disminuyendo la generacion de

desperdicios bioldgicos.

2.2.2. Procesamiento de hisopados cloacales y laringotraqueales para
deteccion de los virus de IBV y NDV.
Las muestras de hisopos cloacales vy laringotraqueales se

descongelaron a 37°C en un bafio Maria (Boeco, PWB-6). Se centrifugaron las
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muestras a 4500 rpm por 30 minutos en centrifuga fria (Biobase, Low Speed
Refrigerated Centrifuge) a 4°C. Se tomd 1,5 ml del sobrenadante para ser
guardado en tubos Eppendorf a -80°C en un ultracongelador vertical (Daiman

Scientific, WyseCryO WUF-D300).

2.2.3. Procesamiento de 6rganos para deteccion de los virus de IBV y

NDV.

En primer lugar, se descongelaron las muestras de traqueas, pulmones,
oviductos y tonsilas cecales en bafio Maria (Boeco, PWB-6) a 37°C. Luego,
las muestras de estos 6rganos fueron llevadas a un gabinete de seguridad
biolégica Tipo Il (Biobase, A2) donde se cortaron en pedazos pequefios con
ayuda de pinzas vy tijeras estériles. Los pedazos de érganos fueron molidos
con ayuda de morteros y arena estériles y se homogenizaron con medio MEM
estéril (MP Biomedicals) para conseguir suspensiones de 20% (p/v). Las
suspensiones de cada uno de los érganos se colocaron en tubos Falcon de
15ml y se centrifugaron a 4500rpm por 30 minutos a 4°C. Se tomo 1,5 ml del
sobrenadante de cada 6rgano por separado en tubos Eppendorf de 2 ml para
su almacenamiento a -80°C.

A fin de optimizar los procesos y recursos con los que se contaba, para
el estudio de los virus de NDV e IBV se combinaron las seis muestras (dos
hisopados y cuatro 6rganos) obtenidas en tres tipos de muestras:

e Muestra a.- hisopado laringotraqueal, suspension de traquea y pulmoén.

e Muestra b.- suspensidn de oviducto y tonsilas cecales.
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¢ Muestra c.- hisopado cloacal.
Los tubos Eppendorf con las muestras a, b y ¢ de cada una de las

granjas se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.

2.2.4. Procesamiento de traqueas para deteccioéon del ILTV

En primera instancia, se realizd un raspado de la mucosa traqueal con
el uso de un cepillo citolégico estéril. EI material obtenido con el cepillo
citologico se escurrié fuertemente contra las paredes de un tubo Falcon de 15
ml que contenia 2,5 ml de medio MEM (MP Biomedicals) estéril. Se centrifugd
a 4500 rpm por 30 minutos a 4°C y se conservo el sobrenadante. Luego, las
traqueas congeladas fueron cortadas finamente y se procedid a moler los
pedazos de traquea y a homogenizarlos con medio MEM estéril (MP
Biomedicals) para conseguir suspensiones de 20% (p/v). Las suspensiones se
centrifugaron a 4500 rpm por 30 minutos a 4°C. Las dos muestras resultantes,
sobrenadantes de hisopado y de molienda de traquea, se juntaron en partes
iguales (100 ul en total) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Se identificaron estas

muestras como tipo “d” y se almacenaron a -80°C hasta su procedimiento.

2.2.5. Extraccion de ARN

El ARN de las muestras para cada granja fue extraido con el uso del kit
comercial QIAmp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, 52904). Se utiliz6 para la
extraccion 140 pl del liquido sobrenadante de cada tipo de muestra (a, b y ¢)

de cada granja. Como paso previo a la extraccion, se afiadié etanol absoluto
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grado molecular (Sharlau) a las soluciones de lavado, en las cantidades
sefaladas por el fabricante. Luego se continuaron con los pasos mencionados
en el instructivo, que incluian el uso de solucidon desnaturalizante, etanol
absoluto, buffer con un transportador de ARN, columnas de purificacion y
buffer de elucion para un volumen final de 80 pl.

Todo el proceso de extraccidn se realizé dentro de una camara de flujo
laminar tipo | (AirClean, 600) con pipetas, tips, centrifuga (Fisher Scientific,
Marathon16KM) y vortex (Boeco, V-1plus) de uso exclusivo para el area de

extraccion de ARN y retrotranscripcion a ADNc.

2.2.6. Extraccion de ADN

El proceso de extraccion de ADN a partir de las muestras tipo d se
realizo con el uso del kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega.
Previamente fue necesario centrifugar las muestras a 13000 rpm por 10
minutos y luego continuar con el protocolo para extraccion a partir de cultivo
celular establecido por la casa fabricante. Se utilizaron en el proceso, solucion
de lisis nuclear, ribonucleasa (ARNasa), solucién para precipitacion de
proteinas, isopropanol para precipitar el ADN y etanol 96% para lavados.
Luego de la decantacién y evaporacion del etanol se procedié con la
rehidratacién del ADN con 100 pl de la solucién provista para el efecto por el
kit, dejandose incubar a 4°C por toda la noche.

La extraccion de ADN de todas las muestras se llevd a cabo en un

gabinete de seguridad bioldgica Tipo Il (Biobase, A2). Se utilizaron materiales
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y equipos destinados de manera exclusiva a este procesamiento. Todas las
extracciones se testearon con una PCR para para B—actina aviar, previa
cuantificacion del ADN a través del empleo del kit QuantiFluor® ONE dsDNA

System (Promega, E4870).

2.2.7. Transcripcioén reversa

A partir de los 80 ul de ARN obtenido en el proceso de extraccion de
ARN se procedio con la transcripcion reversa o retrotranscripcion (RT) a ADNc.
Se emple6 para el efecto el kit comercial OneScript® Plus Reverse
Transcriptase — OneScript Plus ADNc Synthesis Kit (abm, G236). Se siguié el
protocolo establecido por la casa comercial, empleando 10 ul del ARN extraido
(25 ng/pl como concentracion final minima) y cebadores aleatorios. Se realiz6
todo el protocolo en una gradilla fria (4°C). Para la hibridacion se utilizé una
temperatura de 65°C (3 minutos) y para la sintesis de ADNc 55°C (50 minutos).
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador SimpliAmp™ (Applied
Biosystems). EI ADNc resultante (20 ul) se almacend en un congelador a -

20°C hasta su utilizacién en las técnicas de PCR correspondientes.

2.2.8. Control interno de extraccion y retrotranscripcion mediante PCR
para una region del exon 3 de la B-actina aviar
Se utilizaron cebadores que amplifican una region de 152 pb del exén 3
del gen que codifica para p—actina aviar. El cebador directo (primer forward)

denominado FW 685 (5-GAGAAATTGTGCGTGACATCA-3’) y el cebador
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inverso (primer reverse) RV 818 (5-CCTGAACCTCTCATTGCCA-3") fueron
disefados previamente por Marandino (2013). La prueba para p-—actina se
llevé a cabo con cada tipo de muestrea obtenida a partir de las 47 granjas de
gallinas ponedoras.

Una observacion importante es que, para realizar los ensayos de PCR
no solo para B—actina aviar sino las PCR para la deteccion y caracterizacion
de IBV, NDV e ILTV se utilizaron de manera comun: la enzima polimerasa
GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega, M9295), que viene acompafnada
con 5X Green Buffer y solucion de cloruro de magnesio (MgClz), ademas de
mezcla de dNTPs (Promega, U1515) y agua libre de nucleasas (GenelLink).

Del mismo modo, para poner a punto las técnicas de PCR tanto de
control interno como de deteccion de los virus estudiados, primero se realizé
un perfil térmico para los cebadores con la utilizacidén del termociclador Labnet,
Multigene gradient (TC9600-G). Luego en cada una de las PCR se probaron
diferentes concentraciones de MgClz2 (1 mM, 1,5 mM, 2 mM y 2,5 mM), asi
como distintas cantidades de la muestra o molde (1 ul, 1,5 ul, 2 pl, 2,5 ply 3
pl) en un volumen total de reaccion de 15 pl.

Adicionalmente, se determiné la sensibilidad analitica de las pruebas de
PCR para deteccion del IBV y el NDV a través de diluciones en base 10 (1:10,
1:100 y 1:1000) de cada uno de los controles empleados y la medicidén con
ayuda de un espectrofotdmetro NanoDrop One (Thermo scientific, ND-ONE)
de la concentraciéon de ADNc. La especificidad analitica de las PCR para

deteccion de los tres virus estudiados también se comprobd utilizando los
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controles positivos de IBV, NDV e ILTV en cada una de las técnicas. Como
control negativo en todas las técnicas se utilizé agua ultrapura (Nuclease Free
Water, BioGENA).

Todas las pruebas de PCR, con excepcion de aquellas relacionadas con
la realizacion de un perfil térmico, se llevaron a cabo en el Termociclador
SimpliAmp™ Termal Cycler (Applied Biosystems). Igualmente, todas las
electroforesis de los amplicones obtenidos en las diferentes técnicas de PCR
se hicieron en una camara de electroforesis horizontal Enduro GelXL (Labnet).
Para las electroforesis se utilizé TAE (40X, Tris base 40mM, acido acético
20mM, EDTA 1mM pH 8,0, Promega, V4281), se empled un voltaje 120V y un
amperaje de 400mA por 45 a 60 minutos. Los resultados de la migracion
electroforética en geles de agarosa grado analitico (Promega, V3125) al 2%
se observaron en un transiluminador UV (Labnet) y se registraron con el uso
de una camara fotografica digital (Sony, Cyber-shot DSC-W800). El tamafio
de las bandas de ADN se estimé comparandolas con el marcador de pares de

bases 100pb Plus DNA (Bioneer, D1035).



CAPITULO 3

3. BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR

Micrografia electronica de transmision del IBV (Cardoso, 020).
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C . )

3.1. Revision de Literatura

A )

3.1.1. Etiologia

El agente etioldgico de la BIA es el coronavirus aviar, que pertenece al
género  Gammacoronavirus, subfamilia  Orthocoronavirinae,  familia
Coronaviridae y orden Nidovirales (ICTV International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2021). La caracteristica morfolégica mas destacada del
IBV es su forma semejante a una corona, derivada de la presencia de
proyecciones, denominadas espiculas, que se desprenden de su bicapa
lipidica (Giner, 2011).

El virus de BIA es pleomodrfico y tiene un diametro entre 60nm a 200nm
(Acevedo-Beiras, 2010). EI IBV posee ARN de cadena simple positiva con una
longitud aproximada de 27,6 kilobases rodeado de una capside de simetria
helicoidal (Feng y col., 2017; Rafique y col., 2018). El material genético del
virus incluye en sus extremos regiones no traducidas 5 y 3’ UTR de baja
variacién y 10 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) que
codifican proteinas estructurales y no estructurales (Figura 3) (Acevedo-

Beiras, 2017; Montassier, 2010).
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Figura 3.

Virus de Bronquitis Infecciosa Aviar (IBV).

a. Representacion esquemética del genoma del IBV donde se muestra la organizacion general
del IBV: 5'UTR, gen de la polimerasa (ORF1a y ORF1b), proteina S (subdividida en S1y S2),
proteinas no estructurales 3a, 3b, 3c, pequefa proteina de membrana (E), proteina de
membrana (M), proteinas no estructurales 5a y 5b, nucleocapside (N) y 3UTR. Tomado y
modificado (Ammayappan y col., 2008). b. Representacion esquematica de las proteinas

estructurales en una particula viral del IBV (Panisello y Giner, 2010).

El gen 1 consta de dos regiones superpuestas (ORF1a y ORF1b) que
se traducen en proteinas asociadas con la replicacion y transcripcion viral
(Ammayappan y col., 2008; Montassier, 2010). Los genes 2, 4, 6 y parte del 3
codifican para cuatro proteinas estructurales, la proteina de espicula (S), la
glicoproteina de membrana (M), la proteina de la nucleocapside (N) y la
pequeina proteina de membrana (E), respectivamente (Figura 3) (Abro, 2013;
Marandino, 2013). El resto del genoma viral codifica para cinco pequenas
proteinas accesorias no estructurales (3a, 3b, 3c, 5a y 5b) que juegan un rol

en la patogénesis viral (Acevedo-Beiras, 2017; Montassier, 2010).
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La proteina S del IBV es codificada como un precursor proteico (S0) que
consta de 1162 aminoacidos (Marandino, 2013). La proteina S posee un sitio
de escision postraduccional, generando dos subunidades, S1 y S2 (Abro,
2013; Liu y col., 2009a; Rafique y col., 2018). El sitio de clivaje de la proteina
S comprende dos a cuatro aminoacidos que se escinden por la intervencién
de serina-proteasas de la célula huésped (Abro, 2013; Cavanagh y Gelb,
2008).

La entrada del IBV a la célula huésped se da gracias a la subunidad
S1 y luego la fusién entre las membranas viral y del huésped se produce a
través de la subunidad S2 (Shang y col., 2018). La antigenicidad del virus y la
mayoria de las variaciones genéticas derivan de la modificacion de la
conformacion de las regiones hipervariables (HVRs, por sus siglas inglés) de
S1 (Acevedo-Beiras, 2010; Dolz y col., 2008; Rohaim y col., 2020; Montassier,

2010).

3.1.2. Clasificacién del IBV

La serotipificacidon del IBV se lleva a cabo mediante la prueba de virus
neutralizacion o inhibicion de la hemoaglutinacion (HI) (Abro, 2013; Marandino,
2013). El serotipo de mayor prevalencia a nivel mundial es Massachusetts (de
Witt, 2000; Sajak de Wit y col., 2011). Sin embargo, la aparicion de un gran
numero de cepas variantes ha hecho que la serotipificacion se vuelva menos

comun (Abro, 2013; Sjaak y col., 2011). Por lo tanto, actualmente, la
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clasificacion del IBV se enfoca en la genotipificacion (Abro, 2013; Valastro y
col., 2016).

La genotipificacion del IBV se basa en la amplificacion parcial o total del
gen S, seguida de un proceso de secuenciacion (Abro, 2013; de Wit, 2000).
Hasta el aino 2016 no existia un consenso sobre las designaciones de grupos
genéticos. Por ello, Valastro y colaboradores (2016) propusieron un sistema
de clasificaciéon donde se incluyen seis genotipos, Gl a GVI, subdivididos en
32 linajes (Valastro y col., 2016). El genotipo Gl se destaca porque posee la
mayor cantidad de linajes (27 linajes) y es donde se ubica la cepa
Massachusetts (Valastro y col., 2016). El resto de los grupos, Gll a GVI, sdlo

tienen un linaje y cada uno posee una cepa prototipo (Valastro y col., 2016).

3.1.3. Variabilidad del IBV

La variacion genética del IBV esta asociada con su ARN, su
transcripcion discontinua y la generacion de ARN mensajeros sub-gendmicos
(Acevedo-Beiras, 2010; Cavanagh y Gelb, 2008; Sjaak de Wit y col., 2011).
Actualmente, se han detectado mas de 50 genotipos del IBV distribuidos en
todo el mundo (Marandino, 2013; Valastro y col., 2016).

Las mutaciones en el genoma del IBV pueden ser por deleciones o
inserciones en la secuencia S1 (Acevedo-Beiras, 2010; Acevedo-Beiras, 2017;
Cavanagh y Gelb, 2008). Las secuencias de aminoacidos de S1 entre
diferentes cepas varia entre un 2 y 25% (Acevedo-Beiras 2017; Montassier

2010). Por otro lado, la recombinacion suele suceder cuando en una célula
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infectada por varias cepas de coronavirus, la ARN polimerasa genera ARN
quiméricos y en consecuencia virus con genomas modificados (Acevedo-
Beiras 2017; Montassier 2010). La tasa de recombinacion genética de los
coronavirus es elevada, alrededor del 25% (Acevedo-Beiras, 2017; Marandino,

2013; Simon-Loriere y Holmes, 2011).

3.1.4. Incidencia y distribucion de BIA

BIA es una enfermedad de distribucién mundial y se considera que es
ubiquitaria en los paises donde se crian aves de corral y ahi tiene una
incidencia cercana al 100% (Bande y col., 2017; Ignjatovic y Sapats, 2000;
Panisello y Giner, 2010; Sjaak de Wit y col., 2011). Sin embargo, algunas
variantes del IBV estan distribuidas en varios paises, mientras que otras son
exclusivas de determinadas regiones geograficas (Bande y col., 2017).

En Estados Unidos, en 1950 fue descrita por primera vez BIA con el
serotipo Massachusetts y desde entonces se han identificado gran cantidad
de variantes. En América del Norte circulan cepas, como Arkansas (Ark),
Connecticut (Conn), Delaware (DE), Dautch (D 1466), Georgia (GA) y
California (CAL) (Bande y col., 2017; Sjaak de Wity col., 2011). Por otro parte,
en América Latina desde 1970 se tienen reportes de la presencia de Mass, Ark
y Conn. Ademas, circulan variantes europeas de la cepa 4/91 y varias
investigaciones muestran que existen variantes propias, como las de Brasil,
Argentina o Costa Rica (Acevedo-Beiras, 2017; Bande y col., 2017; Marandino,

2013; Sjaak de Wit y col., 2011; Villarreal y col., 2007).
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En Africa, desde 1980 se tiene conocimiento de la presencia de la
cepa “G”, pero se sabe que los genotipos, QX, Italy 02 y Ark circulan en el
continente (Acevedo-Beiras, 2017; Bande y col., 2017). Ademas, en ciertos
paises de este continente, como Egipto, Marruecos, Argelia, Tunez y Sudan,
se han reportado cepas propias (Acevedo-Beiras, 2017; Bande y col., 2017,
Sjaak de Wit y col., 2011).

Finalmente, con relacion a Asia, existen cepas particulares en paises,
como Tailandia (cepas THA), Malasia (cepa V9/04), Taiwan (varias cepas TW)
y Corea del sur (diferentes cepas K). Sin embargo, en China han surgido
variantes como la cepa QX, que se ha dispersado a otras partes del mundo

(Bande y col., 2017; Sjaak de Wit y col., 2011).

3.1.5. Hospedadores y transmision del IBV

Se considera que el Gallus domesticus es el hospedador natural del
IBV (Cavanagh y Gelb, 2008; Colvero y col., 2015). No obstante, se conoce
que BIA también afecta a gansos y pavos (Bande y col., 2017; Cavanagh y
Gelb, 2008).

El IBV se transmite de manera horizontal por contacto directo entre
animales o por contacto con fomites contaminados, con aerosoles o heces
provenientes de aves enfermas (Acevedo-Beiras, 2010). La transmision
vertical puede ocurrir, pero hasta el momento parece no ser relevante

(Acevedo-Beiras, 2010; Pereira y col., 2016).
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3.1.6. Signos clinicos y lesiones anatomo-patoldgicas de BIA

El periodo de incubacion del IBV esta entre las 24 a 48 horas
(Jackwood, 2012; Valencia, 2020). La morbilidad alcanza el 100%); mientras
que la mortalidad es baja en general, pero puede llegar al 50% cuando se trata
de cepas nefropatogénicas (Acevedo-Beiras, 2017; Valencia, 2020).

El IBV se multiplica inicialmente en el epitelio ciliado del tracto
respiratorio, pero también tiene preferencia por los epitelios de la glandula de
Harder, del rifidn, del tracto gastrointestinal y del oviducto (Acevedo-Beiras,
2017; Roberts y Chousalkar, 2017). Las lesiones macroscopicas incluyen
inflamacién de la cavidad nasal, los senos paranasales y la traquea,
acompanado de la presencia de exudado catarral (Acevedo-Beiras, 2017;
Chavez, 2014). En consecuencia, se presentan: estornudo, tos, jadeo,
secrecion nasal y/o descarga nasal, estertores traqueales y 0jos acuosos
(Acevedo-Beiras, 2017; Ricks y col., 1999; Wakanell, 2016).

Las cepas de IBV que se multiplican en el oviducto generan agenesia o
hipoplasia (Chavez, 2014; Ricks y col.,, 1999). Con lo cual, las gallinas
ponedoras experimentan caidas en la produccidén de huevos acompafnadas de
una reduccion de la calidad de la cascara y/o calidad de la albumina (Chavez,
2014; Roberts y Chousalkar, 2017; Valencia, 2020; Wakanell, 2016).

Por otro lado, las cepas que afectan al riidn producen palidez, inflacién
renal, sindrome de nefrosis/nefritis intersticial y gota visceral (Chavez, 2014;

Ricks y col., 1999; Valencia, 2020). Los signos que acompafan a la
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enfermedad renal incluyen: excrementos humedos, empastamiento de la

cloaca, polidipsia y depresion (de Wit, 2000; Jackwood, 2012; Valencia, 2020).

3.1.7. Prevencién y control de BIA

La manera mas eficiente de prevenir y controlar BIA es la vacunacion
(Jackwood, 2012). No obstante, las normas de bioseguridad evitan la
propagacion del IBV (OIE, 2018). Entre las medidas que permiten controlar
BIA destacan la regulacidon del flujo de personas, vehiculos, suministros y
desechos (de Wit y Cook, 2019; Legnardi y col., 2020; Servicio Agricola
Ganadero (SAG) de Chile, 2016). Ademas, el respetar las distancias sugeridas
por los organismos de control entre las granjas ayuda con el control de BIA
(AGROCALIDAD, 2013). En Ecuador se indica que debe existir entre granjas
una distancia de 3 a 5 Km de acuerdo con el fin productivo avicola (MAG,
2011). Otras medidas de bioseguridad son los sistemas de una sélo edad y
“todo dentro-todo fuera”; asi como periodos de vacio sanitario superiores a 21
dias entre cada crianza (AGROCALIDAD, 2013; Legnardi y col., 2020; SAG

de Chile, 2016).

3.1.71. Vacunacién contra IBV
Las vacunas empleadas contra I[IBV son vivas, inactivas vy
recombinantes. Las vacunas vivas son mas efectivas y capaces de reducir el
desafio de campo en comparacion con las vacunas recombinantes y las

vacunas inactivas (Bhuiyan y col., 2021). Las vacunas vivas se aplican en el
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agua de bebida o por aspersidn; mientras que, las vacunas inactivas se aplican
por via intramuscular (Bhuiyan y col., 2021; de Wit, 2000).

Las vacunas recombinantes reportadas en la literatura utilizan la cepa
Beaudette apatdégena con el ectodominio de la proteina (S) sustituido con las
cepas patogenas M41 o 4/91 (Armesto y col., 2011; Hodgson y col., 2004). El
intercambio del ectodominio de la proteina S, genera vacunas contra 1BV
efectivas y definidas genéticamente (Armesto y col., 2011). Ademas, se
reporta experimentalmente la generacién de una vacuna de IBV recombinante
basada en la cepa H120, pero también expresa la proteina hemaglutinina-
neuraminidasa (HN) del NDV (Yang y col., 2016). El objetivo de las vacunas
recombinantes sefialadas es conferir proteccion cruzada entre los serotipos,
aunqgue no siempre se tiene resultados efectivos (Keep y col., 2020).

Las aves de traspatio generalmente no se vacunan a menos que entren
en contacto con aves de otras explotaciones (Bhuiyan y col., 2021; de Wit,
2000). Los pollos de engorde se vacunan al dia de edad y en campo una o dos
veces dependiendo de la edad de saque (Aston y col., 2019; Bhuiyan y col.,
2021).

Las gallinas ponedoras requieren una combinacién de vacunas vivas e
inactivas durante su vida productiva (Bhuiyan y col., 2021). Durante la etapa
de levante se colocan vacunas vivas de refuerzo cada 4 o 6 semanas de edad
(Bhuiyan y col., 2021; Villegas, 2011). Antes que las aves comiencen a
producir huevos se administran vacunas inactivas y luego se colocan vacunas

vivas atenuadas cada 6 semanas (Bhuiyan y col., 2021; Villegas, 2011). No
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obstante, los programas vacunales se deben establecer en base a un estudio
epidemioldgico que incluya la prevalencia del IBV en la zona y el desafio de

campo con cepas variantes (Bhuiyan y col., 2021; de Wit, 2000).

3.1.8. Diagnéstico de BIA
El diagnostico de BIA se puede hacer a través de deteccion del IBV o

mediante demostracion de respuesta de anticuerpos contra el virus

(Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), 2018; Villarreal, 2010).

3.1.8.1. Aislamiento viral

Para que el diagnéstico de BIA con el uso del aislamiento viral resulte
exitoso se requiere la toma de muestras durante el inicio temprano de la
enfermedad (Bande y col., 2016; JackWood y de Wit, 2020). Las muestras
pueden incluir hisopados laringotraqueales o tejidos, como traquea, pulmén,
rindn, proventriculo, tonsilas cecales y oviducto (Bande y col., 2016; JackWood
y de Wit, 2020). Las muestras procesadas se pueden aislar en huevos de
gallina embrionados libres de patdgenos especificos (SPF, por sus siglas en
inglés, Specific Pathogen Free) de 9 a 10 dias de edad en embrion de pollo al
inocularse en la cavidad alantoidea de (Bande y col., 2016; JackWood y de
Wit, 2020). A partir del tercer pasaje en embriones, el IBV causa depésitos de
uratos en mesonefros, enanismo o muerte embrionaria; no obstante, se
requiere de un método confirmatorio (Legnardi y col., 2020). La reaccion en

cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en


https://www.criver.com/products-services/avian-vaccine-services/spf-eggs
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inglés Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) es la técnica
molecular mas utilizada (Al-Jallad y col., 2020).

Igualmente, se ha realizado el aislamiento de IBV en cultivos celulares
primarios (fibroblastos de embrion de pollo) y en células de linea (células Vero)
(Bande y col., 2016). Las células infectadas en los cultivos se caracterizan por
el desarrollo de sincitios, redondeamiento y posterior desprendimiento (Bande
y col., 2016). Sin embargo, no todas las cepas del IBV se adaptan con facilidad
a los cultivos celulares y se requieren varios pasajes (Bande y col., 2016). Por
ello, se suele emplear los cultivos en 6érganos traqueales (TOC), que son mas
eficientes y en los que el IBV ocasiona ciliostasis o permiten la identificacion
del virus mediante inmunohistoquimica indirecta (Acevedo-Beiras, 2010;

Legnardi y col., 2020).

3.1.8.2. Microscopia electrénica

La microscopia electronica permite identificar al IBV en muestras
biolégicas y cultivos celulares primarios (Bande y col., 2016). En ambos casos
el diagnéstico se basa en la presencia de estructuras pleomorficas con
proyecciones de espigas, después de tincidn negativa con fosfotungstico acido

(Bande y col., 2016).
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3.1.8.3. Inmunohistoquimica

La inmunoperoxidasa y la inmunofluorescencia indirecta se emplean
para detectar al IBV en cortes histologicos de tejidos infectados (Bande y col.,
2016; Dhama y col., 2014). De igual forma, la inmunohistoquimica se utiliza
para identificar al IBV en membranas corioalantoideas infectadas (Acevedo-

Beiras, 2010).

3.1.8.4. Serologia

Las pruebas de HI y virus neutralizacion (VN) se utilizan para
identificar serotipos de IBV (Bande y col., 2016; Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE), 2018). No obstante, estas pruebas de HI no son
confiables para la serotipificacion en aves reproductoras y ponedoras dado
que, sus sueros poseen anticuerpos de reaccidon cruzada a las multiples
infecciones y vacunas (OIE, 2018). La prueba de precipitacion en gel de agar
permite respuestas rapidas, pero son sélo eficientes durante pocas semanas
después de la infeccion (Legnardi y col., 2020).

Por otro lado, el ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
(ELISA, por sus siglas en inglés, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) se
considera mas sensible y se emplea para el monitoreo de la respuesta de
anticuerpos después de la vacunacion (Bande y col., 2016). Existen kits de
ELISA comerciales que facilitan su utilizacion (Legnardi y col., 2020; OIE,

2018).
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3.1.8.5. Pruebas moleculares

Actualmente, el uso de las pruebas moleculares tiene importancia
para el diagnéstico rapido y la clasificacion genotipica del IBV (Bhuiyan y col.,
2021; Dhama y col., 2014). Los métodos moleculares empleados incluyen la
RT-PCR, la RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR Reverse Transcription -
Quantitative Polymerase Chain Reaction) y el analisis del polimorfismo en la
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP del inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism) (Bande y col., 2016; Legnardi y col., 2020).

Las técnicas de RT-PCR y qRT-PCR se han utilizado para detectar
de manera precisa cualquier cepa de IBV a través de la amplificacion de
regiones conservadas como el gen N o la region 5’UTR (Callison y col., 2006;
Hernandez y col., 2012; Zwaagstra y col., 1992). Ademas, se emplean estas
pruebas moleculares para la amplificacion del gen S o un segmento de S1,
como paso previo para la secuenciacién y clasificacion del IBV (Bande y col.,
2016; Legnardi y col., 2020; Marandino, 2013; Villarreal y col., 2010). Por su
parte, el RFLP es una alternativa al desarrollo de sondas especificas y
secuenciacion (Legnardi y col., 2020). No obstante, se requiere actualizar
frecuentemente las enzimas de restriccion a ser utilizadas y ciertas cepas son
dificiles de identificar con esta técnica (Bande y col. 2016; Keeler y col. 1998;

Legnardi y col. 2020).
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3.2. Antecedentes del estudio de BIA en Ecuador

La informacion cientifica sobre la BIA en el Ecuador se limita a
escasas publicaciones y menciones en congresos nacionales de avicultura.
Por ejemplo, en las Memorias del VII Congreso Nacional de Avicultura, se
menciona el primer reporte del virus en 1978 a través de aislamiento viral y
pruebas de neutralizacién viral con antisuero del tipo Massachussets
(Valencia, 2007). En el mismo documento, se senala que, en el afio 2000, el
Ecuador envid a los Laboratorios Lohman en Alemania e Intervet de Holanda
muestras de sueros de pollos con problemas respiratorios, obteniéndose
titulos contra las cepas Massachussets, Connecticut, Arkansas, la variante
holandesa D274 y para la variante 4/91(Valencia, 2007).

Los trabajos cientificos relacionados con la BIA en el Ecuador son tan
solo tres. El primero se realiz6 en el afio 2006, donde se evaluo la prevalencia
de agentes patogenos en diez explotaciones domésticas del noroeste del
Ecuador, encontrandose a través de ELISA una seroprevalencia de 85% para
el IBV (Hernandez-Divers y col., 2006). El segundo trabajo, corresponde a un
estudio efectuado en la Isla Santa Cruz del Archipiélago de las Galapagos, en
donde mediante el empleo de HI se detectd la seropositividad para el IBV en
aves de traspatio (Soos y col., 2008). Finalmente, el tercer trabajo fue realizado
estudiando aves de traspatio de la parroquia de Puéllaro. En dicha

investigacién, se analizaron hisopados laringotraqueales y cloacales;
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encontrandose que el 65,71% de las explotaciones domésticas eran positivas
a la enfermedad (Garcia, 2016).

Las investigaciones mencionadas y las vacunas empleadas para
controlar y prevenir BIA en las granjas avicolas del Ecuador demuestran la
presencia del IBV. No obstante, no existen publicaciones cientificas que
demuestren de manera fehaciente la presencia de cepas variantes que pueden

estar circulando en el Ecuador.
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/3.3. Materiales y Métodos para la

caracterizacion molecular del IBV

(&

3.3.1. Determinacion de la presencia del IBV en muestras de gallinas
ponedoras mediante PCR para la region 5’UTR.

Los cebadores usados para amplificar un segmento de 143 pb de la
region 5’UTR del IBV fueron los disefiados por Callison y col., (2006). El
cebador directo fue el IBV5 GU391 (5-GCTTTTGAGCCTAGCGTT-3) y el
cebador inverso correspondio a IBVS’ GL533 (5-
GCCATGTTGTCACTGTCTATTG-3') (Anexo 3). Se emplearon como
controles positivos dos vacunas vivas contra IBV. Igualmente, se utilizd
cosecha de liquido alantoideo facilitado por Laboratorios Llaguno Cia. Ltda.
del Ecuador como control positivo.

Adicionalmente, para contar con secuencias vacunales, se procuro
conseguir la mayor cantidad de vacunas comerciales contra IBV empleadas
en la zona de estudio. Se trabajé con 17 vacunas vivas que se obtuvieron
directamente de los laboratorios fabricantes, importadores o comercios
agropecuarios. Cada vacuna fue identificada con un cédigo alfanumérico
(Tabla 2). A partir de las vacunas reconstituidas se procedié con la extraccion

y retrotranscripiciéon del material genético.
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Tabla 2
Vacunas vivas contra IBV comercializadas en la zona de estudio

Cepa del IBV senalada

No. Codigo .
por casa comercial
1 1B Ma 5
2 2B 4/91
3 3B B48
4 4B Variante'
5 6B H120
6 7B H120
7 8B Mass'
8 9B H120
9 10B Mass'
10 1NB? H120
11 2NB?2 Mass'
12 3NB2 Mass'
13 4NB? Mass'
14 5NB? Tipo Mass'
15 10NB? Tipo Mass'
16 11NB2 Ma5
17 14NB? Mass

"Descripcion de casa comercial sélo menciona cepa Mass, tipo Mass o variante.

2VVacuna combinada con Newcastle.

Con cada tipo de muestra (a, b y ¢) y con las vacunas vivas se realiz6
la PCR para B-actina aviar. Luego se procedi6 a detectar la presencia del IBV

en cada una de las vacunas y tipos de muestras a traves de la prueba de PCR

para la region 5’UTR.
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3.3.2. Analisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de

referencia para el virus del IBV

3.3.21. Técnica de PCR para un segmento del gen S1 del IBV.

Para la caracterizacion molecular del IBV en las muestras positivas a
IBV se amplific6 un segmento del gen S1. Los controles positivos usados
fueron una vacuna viva contra IBV (1B), cosecha de liquido alantoideo
facilitado por Laboratorios Llaguno Cia. Ltda. (IBV) y ADNc de IBV facilitado
por AGROCALIDAD (A).

En primer lugar, se probaron los cebadores disefiados por Rimondi y
col., (2009). Con el cebador directo C2U (5-TGGTTGGCATTTACAYGG-3") y
el cebador inverso IBVrev (5-CCATCTGAAAAATTACCAGT-3') se amplificd
una region de 609pb del gen S1.

Posteriormente, se optd por trabajar con los cebadores previamente
disefiados y utilizados para caracterizar cepas del IBV en Argentina y Uruguay
(Marandino y col., 2015). El juego nuevo de cebadores amplificaba un
fragmento de 783 pb de Ila region 5 de S1: IBV-S1 &5
ACTGAACAAAAGACAGACTT-3 e IBV-S2 5-CCATCTGAAAAATTRCCAGT-
3’ (Marandino y col., 2015). A partir del promedio de las temperaturas de fusién
de los cebadores se corrié un gradiente térmico.

La técnica de PCR se probd con diferentes concentraciones de

cebadores (0,2 mM y 0,4 mM) y enzima GoTag® Flexi DNA Polymerase
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(1,25U, 1,50U y 1,75U). El volumen final de reaccion fue de 45ul, donde se

coloco 6ul de muestra.

3.3.2.2. PCR para el gen S1 del IBV en muestras de campo y
vacunas comerciales.

Se consideré como positiva para IBV aquella granja que tuviese al
menos una muestra positiva a la amplificacion del segmento de la regién
5'UTR. Para la caracterizacion molecular sélo una muestra positiva a IBV por
granja fue evaluada a través de la PCR para la region del gen S1. Las vacunas
comerciales también se procesaron con la técnica molecular para la region de

783 pb del gen S1.

3.3.2.3. Secuenciacion y analisis filogenético para el

segmento S1 del IBV.

Los amplicones tanto de las muestras de granjas como de las vacunas
analizadas obtenidos a través de la PCR para la region de 783 pb del gen S1
del IBV fueron enviados para secuenciacion (secuenciaciones cortas de
Sanger) a Macrogen — Corea. Las secuencias de nucledtidos (nt) fueron
editadas y alineadas con ayuda del programa bioinformatico MEGA-X 11.0.8.
Las secuencias consenso de cada region S1 se guardaron en formato Fasta.
Previa a la construccion de un arbol filogenético se procedio a verificar que se
tuvieran secuencias relacionadas con el virus del IBV a través del empleo de

Nucleotide-BLAST.
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Posteriormente, se trabajo en el programa Geneious Prime 2021.2.2.
Se cred un conjunto de datos que incluyé varias secuencias usando el
algoritmo Clustal-Omega. Para el analisis filogenético se usaron secuencias
parciales de S1 desde el coddn de inicio ATG del gen S hasta el cebador
reverso empleado en la técnica de PCR de la investigacion. Las secuencias
incluidas en el analisis filogenético fueron:
e Secuencias de muestras de campo de la provincia de Tungurahua (#16)
e Secuencias de vacunas vivas que se comercializan en la zona (#17).
e Secuencias que corresponden a las cepas prototipo de cada linaje
(#32) segun la clasificacion de Valastro y col., (2016) (Tabla 3).
e Secuencias obtenidas del GenBank consideradas como

representativas de América, Europa y China (#32) (Tabla 4).

La construccion de un arbol filogenético se realiz6 con el empleo del

programa |Q-TREE (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/IQTREE/igtree.ht

ml). El programa realizé automaticamente los calculos estadisticos y estimo el
modelo de evolucion a través de ModelFinder (Kalyaanamoorthy y col., 2017;
Nguyen y col., 2015). Se construyd un arbol consenso de maxima similitud
con 1000 ultra-bootstrap (Hoang y col., 2017). La edicion del arbol para ingreso
de metadatos se realizd con la herramienta en linea iTOL

(https://itol.embl.de/itol.cqi#).



https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/IQTREE/iqtree.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/IQTREE/iqtree.html
https://itol.embl.de/itol.cgi

Tabla 3

Cepas prototipo de cada linaje segun clasificacién genotipica.
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Numero de Caédigo en arboles Pais o
acceso Cepa prototipo filogenéticos procedencia Linaje
Genbank
M95169 BEAUDETTE Beaudette_GI-1 Estados Unidos Gl-1
GU393336 HOLTE Holte_GI-2 Estados Unidos Gl-2
L14069 GRAY Gray_GlI-3 Estados Unidos GI-3
L18988 HOLTE Holte_ Gl-4 Estados Unidos Gl-4
U29522 N1/62 N1/62_GI-5 Australia Gl-5
U29519 VicS VicS_GI-6 Australia Gl-6
AY606320 TP/64 TP/64_GI-7 Taiwan GI-7
JQ964061 L165 L165_GI-8 Estados Unidos GI-8
M99482 ARK99 Ark99_GI-9 Estados unidos GI-9
AF151954 B B_GI-10 Nueva Zelanda GI-10
JX182775 UFMG/G UFMG/G_GI-11 Brasil Gl-11
X52084 D3896 D3896_GI-12 Paises Bajos Gl-12
EU914938 Morroccan-G/83 Morroccan-G/83_GI-13 Marruecos Gl-13
X87238 B1648 B1648_GI-14 Bélgica Gl-14
FJ807932 B4 B4_GI-15 Corea Gl-15
KJ941019 12028/86 12028/86_GI-16 Italia Gl-16
AF419315 CA/MACHADO/88  CA/Machado/88_GI-17  Estados Unidos Gl-17
AY296744 JP8127 JP8127_GI-18 Japon GI-18
KC577395 58HEN-93lI 58HEN-93I1_GI-19 China GI-19
AF349621 Qu_mv Qu_mv_GI-20 Canada GI-20
DQ064806 SPAIN/97/314 Espafia/97/314_Gl-21 Espana Gl-21
KC577382 40GDGZ-971 40GDGZ-971_GI-22 China GI-22
AF093796 VARIANT 2 Variant_2_GI-23 Israel GI-23
KF757447 V13 V13_GI-24 India Gl-24
EU925393 CA/1737/04 CA/1737/04_GI-25 Estados Unidos GI-25
FN182243 NGA/B401/2006 NGA/B401/2006_GI-26 Nigeria GI-26
GU301925 GA08 GA08_GI-27 Estados Unidos GI-27
M21971 D1466 D1466_GlI-1 Paises Bajos GlI-1
U29450 N1/88 N1/88_GlII-1 Australia Glll-1
u77298 DE/072/92 DE/072/92_GIV-1 Estados Unidos GIV-1
DQ059618 N4/02 N4/02_GV-1 Australia GV-1
GQ265948 TC07-2 TC07-2_GVI-1 China GVI-1

Tomado de Valastro y col., (2016).
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Cepas representativas de IBV procedentes de América, Europa y China.

Numero de acceso

Caédigo en arboles

Pais o procedencia

Genbank filogenéticos
MG734788 CK/CH/GX/NN17-13 China
MG734786 CK/CH/GX/NN17-12 China
MG734775 CK/CH/CQ/17-2 China
MG734773 CK/CH/SC/DY17-1 China
KU736751 H120 cepa vacunal Estados Unidos
KU736747 MAS5 cepa vacunal Estados Unidos
DQ064815 Esparia/00/339 Espafia
DQ064812 Esparia/99/326 Espafia
DQ064809 Esparia/99/316 Espafia
KM658255 AR/11/BA/28 Argentina
KM658253 AR/10/BA/30 Argentina
KM658252 AR/09/BA/39 Argentina
KM658251 AR/09/BA/38 Argentina
EU283081 Mass cepa vacunal Estados Unidos
EU283060 Conn cepa vacunal Estados Unidos
EU283053 Ark cepa vacunal Estados Unidos
KM658245 UY/09/CA/01 Uruguay
KM658243 UY/12/CA/39 Uruguay
KM658241 UY/12/CA/33 Uruguay
KM658239 UY/12/CA/27 Uruguay
KY465751 IBV/Brasil/ROL/0115 Brasil
KY465748 IBV/Brasil/NUP/0516 Brasil
KY565555 IBV/Brasil/FRQ/0315 Brasil
KY565554 IBV/Brasil/FRQ/0116 Brasil
AF286302 Q1_China China
AF093794 4/91 cepa vacunal Estados Unidos
283979 UK/7/93 Reino Unido
HM132098 QX_UK Reino Unido
MF043938 12.124_Chile Chile
MF043935 Q1_Chile Chile
MF043933 D100-273_Chile Chile
GQ253482 QX_Espafna Espana
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3.3.24. Analisis de similitud nucleotidica para las secuencias
parciales de S1

Los calculos de similitud nucleotidica se realizaron a través del modelo

de sustitucion p-distance del programa MEGA-X 11.0.8. Para el analisis de

similitud intra-linajes se crearon 32 grupos equivalentes a los linajes de la

clasificaciéon de Valastro y col., (2016). Ademas, se estimé la similitud

nucleotidica entre las secuencias muestrales y las vacunales analizadas en el

estudio segun su agrupacion en el arbol filogenético obtenido con el programa

IQ-TREE.

3.3.2.5. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de S1
y sitios de glicosilacion
La traduccidn de las secuencias aminoacidicas para la region parcial de
S1 se realizo mediante la herramienta ExPASy

(https://web.expasy.org/translate). Las secuencias aminoacidicas de los tres

grupos encontrados con el arbol de nucleétidos se alinearon con la cepa tipo
respectiva: cepa Mass (EU283081), cepa 4/91 (AF093794) y cepa Q1
(AF286302, MF043935).

Se realiz6é un analisis de los sitios de glicosilacion entre las cepas tipo
de cada grupo filogenético formado y las secuencias muestrales ubicadas en
ellos. La determinacién de los sitios potenciales de glicosilacion en cada
conjunto de secuencias se hizo a través del programa NetNGlyc - 1.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0).



https://web.expasy.org/translate
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
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6.4. Resultados y discusiones sobre la

caracterizacion molecular del IBV

=

3.4.1. PCR para laregion 5’UTR del IBV.

La técnica de PCR para deteccién de IBV a través de la region 5UTR
trabajé con una temperatura de union de cebadores de 57°C (Imagen 2).
Resulta importante destacar que las PCR para detectar B—actina y NDV
también usaron condiciones de ciclado similares que se detallan en la Tabla 5.

Imagen 2.

Electroforesis del perfil térmico para la region 5’UTR del IBV.

«— 5'UTR
143 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidas con Sybr (Invitrogen) en la que se observa en
cada carril diferentes temperaturas (°C). (M) marcador de pares de bases. (C-) control
negativo. (C+) control positivo. En recuadro blanco se destaca la temperatura seleccionada.

Tabla 5.

Protocolo de ciclado de las PCR para -actina aviar, region 5’UTR y gen M.

Proceso Temperatura Tiempo No.
(°C) (minutos: segundos) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3:00 1
Desnaturalizacion 94 0:15
Hibridacién 57 0:30 40
Extensién 72 0:15

Extension final 72 3:00 1
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De igual forma, las técnicas de PCR para detectar f—actina, IBV y NDV
se trabajaron con las mismas concentraciones de reactivos (Tabla 6). En
particular, se optd por utilizar una concentracion de 2,5 mM para el MgCl:
(Imagen 3a) y una cantidad de ADNc de 2 pl/reaccién (Imagen 3b). Las
concentraciones de MgClz y cantidad de molde estan dentro de los parametros
para la realizacion de una técnica de PCR punto final (Bolivar y col., 2014;

Cornejo y col., 2014).

Tabla 6.
Condiciones empleadas para las PCR de B—actina, 5 UTR y el gen M.

Concentracion final

Reactivo . .
Cantidad Unidad
Buffer 1 X
dNTPs Mix 0,2 Mm
MgCl2 25 mM
Cebador forward 0,2 uM
Cebador reverse 0,2 uM
Enzima GoTag® 1,25 U
Templado 2! ul

' Cantidad por reaccion a una concentracion minima de 12 ng/ul

Con relacion a la sensibilidad analitica, la PCR para 5’UTR amplific
hasta la dilucion 1:100. En esta dilucidn, la concentracién minima encontrada
fue de 12 ng/ul de ADNc en la vacuna 2B (Imagen 3c). Ademas, la técnica fue
especifica para el virus de IBV dado que ninguno de los controles positivos del
NDV, ni de ILTV amplificaron (Imagen 3d). Estos resultados coinciden con
Callison y col., (2006), quienes mencionan que el uso de los cebadores

empleados permite diferenciar BIA de otras enfermedades como, ILT y EN.
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Imagen 3

Electroforesis relacionadas con la puesta a punto de la PCR para la regiéon 5’UTR del IBV.

<« 5'UTR
143 pb

«— 5UTR
143 pb

<« 5UTR
143 pb

Geles de agarosa al 2% tefidos con SYBR safe DNA (Invitrogen) en los que se observa amplificacion del segmento de la region 5’UTR con:
a. diferentes concentraciones de MgCl2 (1,5 mM, 2 mM y 2,5 mM). b. diferentes cantidades de molde (1pl, 1,5 pl, 2 pl y 2,5 pl). c. diferentes
diluciones (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000) de los controles positivos (IBV, 2B). d. ausencia de bandas para controles positivos del NDV (NDV, 1N,
2N) y de ILTV (LT). (M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control positivo. En recuadros blancos se destacan las
condiciones seleccionadas.

<« 5'UTR
143 pb
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3.4.2. Deteccion del IBV mediante PCR para la regiéon 5’UTR en muestras
de campo y vacunas comerciales.

Debe destacarse que, todas las muestras resultaron positivas para 3-
actina aviar (Imagen 4a) (Anexo 4). Por otro lado, las 17 vacunas vivas contra
IBV analizadas fueron positivas a IBV. Ademas, 16 (34,04%) granjas
resultaron positivas a IBV al tener al menos una muestra que amplificé para la
region 5’UTR (Imagen 4b). Sin embargo, los resultados positivos de las
muestras de granjas sélo revelaron la presencia de virus
circulante; pudiéndose tratar del virus de campo o del propio virus vacunal

(Marandino, 2013).

Imagen 4

Electroforesis de PCR para R-actina aviar y region 5UTR con los diferentes
tipos de muestras (a, b y c) provenientes de granjas de la provincia de

Tungurahua.

<— B actina
152 pb
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us277 us5278 us5279 u5280
RAC o b £.. 8 hooc o8 b ¢ .a b . c

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR safe DNA (Invitrogen) para: a. PCR
para B actina aviar con muestras de granjas que amplifican el segmento de 152 pb. b. PCR
para la region 5’'UTR del IBV, donde se aprecia que sélo una muestra (U5280b) amplifica el
segmento de 143 pb. (M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control
positivo.

3.4.3. Analisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de

referencia del IBVY

3.4.3.1. Técnicas de PCR para un segmento del gen S1 del IBV.

Inicialmente se trabajé una PCR punto final para cebadores disefiados
por Rimondi y col., (2009). La temperatura de fusién encontrada para los
cebadores fue de 49°C. La PCR para la regién S1 de 609 pb se utilizé para las
muestras que habian resultado positivas a la region 5’'UTR; pero no se logro
amplificacion para ninguna muestra problema.

Por otra parte, para la técnica de PCR llevada a cabo con los cebadores
disefados por Marandino (2013) para amplificar un segmento de 783 pb del
gen S1 la temperatura de hibridacion fue 53°C (Imagen 5). Las condiciones
para la PCR punto final para la regién de 783 pb del gen S1 se detallan en la

Tabla 7.
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Imagen 5.

Electroforesis del perfil térmico para el segmento de 783 pb del gen S1.

st
783 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidas con Sybr (Invitrogen) en la que se observa en
cada carril diferentes temperaturas (°C). (M) Marcador de pares de bases. (A) ADNc positivo
a IBV. (1B) vacuna viva contra IBV. En recuadros blancos se destacan las temperaturas
seleccionadas.

Tabla 7.
Protocolo para PCR punto final de la region de 783 pb del gen S1.

Proceso Temperatura Tiempo
(°C) (minutos) No. ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1
Hibridacion 53 1 40
Extension 72 1
Extension final 72 10 1

Dentro de la puesta a punto de la PCR para el fragmento de 783pb del
gen S1 se establecieron concentraciones finales de reactivos similares a las
empleadas en la PCR para la region 5’UTR; afiadiéndose la optimizacion de
las concentraciones de cebadores a 0,2 mM (Imagen 6a) y de polimerasa a
1,25 U (Imagen 6b). Ademas, se determind que la técnica podia amplificar
muestras con concentraciones minimas de ADNc de 12 ng/ul, cantidad medida

en la dilucién 1:100 del ADNc positivo a IBV (Imagen 6d).



Imagen 6.
Electroforesis relacionadas con la puesta a punto de la PCR para un fragmento de 783pb del gen S1.

<« S1

783 pb 783 pb

Geles de agarosa al 2% tefiidos con Sybr (Invitrogen) donde se observa la amplificacién de un fragmento de 783pb del gen S1 con: a.
diferentes concentraciones de cebadores (0.2uM y 0.4uM). b. diferentes concentraciones de enzima GoTag® (1,25U, 1,50U y 1,75U). cy d.
diferentes diluciones (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000) de controles positivos del IBV, en recuadro blanco se destaca la maxima dilucién para
deteccion. (M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) Control positivo. (A) ADNc positivo al IBV. (1B) vacuna viva contra
IBV. (IBV) cosecha de liquido alantoideo positivo a IBV.
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Con relacion al uso de la PCR para el fragmento de 783 pb con
muestras de campo se encontrd que todas las 16 muestras analizadas (Tabla
8) eran positivas al gen S1 del IBV.

Tabla 8.
Resultados de la PCR para la region SUTR y la region del gen S1 del IBV.

Caédigo Resultados por tipo de muestra
No. de granja 5'UTR S1
a b c a b c
1 u5240 + + + NA + NA
2 U5241 + + + NA + NA
3 us247 - + + NA + NA
4 U5250 + - - + NA NA
5 U5256 - + - NA + NA
6 U5261 - + - NA + NA
7 U5262 - + - NA + NA
8 U5263 - + - NA + NA
9 U5264 - + + NA + NA
10 u5268 + + + NA + NA
11 us270 - - + NA NA +
12 us271 + + + NA + NA
13 us272 + - - + NA NA
14 u5280 - + - NA + NA
15 U5281 - + - NA + NA
16 us284 - + + NA + NA
Total 6 13 8 2 13 1
+: Positivo
-: Negativo

NA: No analizado.

3.4.3.2. Analisis filogenético para el IBV a partir de las

secuencias nucleotidicas de S1.

Con el servidor en linea gratuito IQ-TREE se obtuvo como mejor
modelo: TPM3u+F+I+G4. A partir del arbol consenso creado se pudo

determinar que, las 16 secuencias del IBV encontradas en la provincia de
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Tungurahua pertenecian al genotipo Gl. De estas, cinco (U5250, U5261,
U5272, U5281, U5284) estaban en el mismo clado donde se ubica la
secuencia prototipo del linaje GlI-1 (Imagen 7). Junto con estas secuencias se
presentan 15 de las vacunas comerciales analizadas (1B, 3B, 6B, 7B, 8B, 9B,
10B, 1NB, 2NB, 3NB, 4NB, 5NB, 10NB, 11NB y 14NB) con un soporte de ultra-
bootstrap en el nodo principal para el ancestro comun de 99,9% (Imagen 7).
Sin embargo, las secuencias muestrales y vacunales agrupadas en el linaje
GI-1 forman tres subgrupos.

En el primer subgrupo, las secuencias U5250, U5281 y U5284 se
relacionan con la cepa Esparia 00/339 (Imagen 7). Segun Dolz y col., (2008)
el aislado Espana/00/339 estda agrupado con cepas vacunales H120 y
proponen que el origen de esta cepa estaria relacionado con reordenaciones
de las cepas vacunales Massachussets utilizadas en Espafa. En el presente
estudio se podria considerar que las tres secuencias de campo tienen un
origen vacunal, pues se acompanan en el clado filogenético con siete vacunas
comerciales que llevan una cepa tipo Massachusetts (8B, 4NB, 5NB y 10NB)
o la cepa H120 (6B, 7B y 1NB). Por otra parte, en el segundo subgrupo, las
secuencias U5261 y U5272 estan relacionadas con la cepa vacunal MA5. Esta
cepa esta incluida dentro de las principales vacunas tipo Massachussets
disponibles en el mercado (Guzman e Hidalgo, 2020). Las vacunas 1By 11NB
segun las empresas fabricantes llevan la cepa MAS y se ubican en el segundo
subgrupo del genotipo GI-1. Por lo que, se podria inferir que las secuencias

muestrales de este segundo subgrupo corresponderian al virus vacunal MAS.



Imagen 7.
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Arbol consenso de S1 con secuencias muestrales, vacunales, secuencias de

referencia (América, Europa y China) y prototipo de la clasificacién genotipica.
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Arbol consenso con modelo TPM3u+F++G4. Los colores de letras hacen referencia a la procedencia: rojo para cepas
de América, para cepas de Asia, verde para cepas de Europa, celeste para cepas de Oceania y negro para
cepas de Africa. Las cepas muestrales estan escritas en color negro, pero destacadas en recuadros rosa. Las cepas
de vacunas comerciales encontradas en Ecuador estan escritas en color negro y enceradas en recuadros lila. Los
numeros a lo largo de las ramas hacen referencia a los valores de ultra-bootstrap, los soportes de los nodos clave
estan encerrados en circulos azules.

Las vacunas 3B, 9B, 10B, 2NB, 3NB y 14NB estan en el tercer subgrupo
del genotipo Gl-1. Se acompafan con las cepas vacunales, Massachusetts y
H120, lo cual resulta importante mencionar debido a que, todas las granjas
muestreadas reportaron el uso de la cepa Massachussets (40 granjas) o una
cepa tipo Mass (H120 en seis granjas y M41 en una granja) en sus programas
vacunales (Anexo 5). En estudios realizados en Argentina, Brasil y Colombia,
donde al igual que en Ecuador la cepa Massachusetts estaba autorizada para
vacunacion durante el periodo de realizacion de dichos trabajos, se
encontraron aislamientos que estan estrechamente relacionados con esta
cepa y concluyeron que podrian derivar de la cepa vacunal (Alvarado y col.,
2005; Felippe y col., 2010; Rimondi y col., 2009). En Estados Unidos, Callison
y col., (2006) amplificando la subunidad S1, mencionan que los aislamientos
con los que trabajaban estaban altamente relacionados con la cepa
Massachusetts y recalcaron que habia la probabilidad de deteccion vy
aislamiento de esta cepa vacunal. Consecuentemente, en el presente trabajo
dado el agrupamiento filogenético de las secuencias obtenidas para cinco
granjas y 15 vacunas comerciales ubicadas en el linaje Gl-1, se podria inferir
que el virus circulante podria tratarse de la cepa Massachussets o cepas

homologas.
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Cabe senalar que, no se descarta la existencia de cepas variantes no
vacunales en Tungurahua. Efectivamente, Villarreal y col., 2007 destacan que
aislamientos brasilefos del 2002 al 2006 se ubicaron en un grupo filogénico
exclusivo, cercano a la cepa D274. Estos autores consideran que el hallazgo
de un genotipo de IBV diferente al de la unica cepa vacunal aprobada (cepa
Massachussets) en aves ponedoras vacunadas y no vacunadas, descartaba
la posibilidad de deteccion del virus vacunal y confirmaba la existencia de
cepas variantes en el pais (Villarreal y col., 2007). Ademas, en un analisis
realizado con aislamientos obtenidos en Uruguay entre 2009 y 2012 y en
Argentina entre 2009-2011 se concluyé que las cepas no agrupaban con la
cepa Massachusetts y se constituian en cepas variantes. Hecho que se dio
bajo la misma consideracion de que en Argentina y Uruguay, durante el
desarrollo del trabajo, la unica cepa autorizada para vacunacion también era
la cepa Massachussets (Marandino, 2013).

Adicionalmente, siete de las secuencias recuperadas (U5240, U5241,
U5263, U5264, U5268, U5271, U5280) en la investigacidn desarrollada en la
provincia de Tungurahua se agruparon en el clado del linaje GI-13 de las cepas
tipo 793B, con un soporte de ultra-boorstrap de 100% (Imagen 7). En el arbol
filogenético se aprecia que las secuencias muestrales forman dos subgrupos.
Las secuencias U5240, U5241 y 5264, junto con la cepa 4/91 y la vacuna
comercial 2B, forman un subgrupo soportado por un valor de ultra-bootstrap
de 91.9%. Mientras que las secuencias U5263, U5268, U5271 y U5280 forman

el segundo subgrupo, junto con la secuencia de la vacuna 4B con un soporte
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de 95.9%. Cabe sefialar que las dos vacunas segun las empresas comerciales
corresponden a la cepa variante 4/91.

A pesar de la formacion de estos dos subgrupos, las secuencias
muestrales y vacunales agrupadas en el linaje GI-13 tienen un ancestro comun
relacionado directamente con la cepa Morroccan-G/83 y la cepa 793 de Reino
Unido (UK/7/93). Segun Valastro y col. (2016) la cepa Morroccan-G/83, aislada
en Marruecos en 1983, seria la cepa progenitora del linaje GI-13, aunque la
primera cepa conocida fue aislada en Europa. En Reino Unido, la cepa 4/91
fue descrita por primera vez en los afios noventa y desde ahi se extendid y
convirtié en una de las cepas mas predominantes en Europa (Cavanagh y col.,
2005; Dolz y col., 2008). En Espafa, por ejemplo, segun el trabajo de
epidemiologia molecular realizado con aislamientos de campo tomados de
1999 a 2005 se encontr6 que, 4/91 era uno de los genotipos mas
predominantes (Dolz y col.,, 2008). Sin embargo, el trabajo con estos
aislamientos espafoles mostré que la vacunacion implementada contra la
cepa 4/91 si bien por un lado habia logrado un control efectivo; por otro lado,
podria haber permitido la generacién de un entorno en el que el genotipo Italia
02 se propagase mas rapido en Espafa (Dolz y col., 2008). Actualmente, las
cepas del linaje GI-13 se encuentran presentes en muchas partes del mundo
y persisten gracias a su utilizaciéon como cepa vacunal (Bande y col. 2017;
Cavanagh y Gelb 2008). Asi por ejemplo, en Egipto se han encontrado
aislamientos de campo relacionados con la cepa vacunal 4/91 usada en las

estrategias de vacunacién en dicho pais (Selim y col., 2013). Del mismo modo,
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en América del Sur, las cepas de tipo 793B fueron introducidas como vacunas
con la cepa 4/91 (Eldemery y col., 2017). Particularmente, en Chile la vacuna
4/91 se introdujo en el ano 2015, aun cuando hasta ese ano no se habia
descrito su presencia en el pais (Guzman y col., 2019). Los resultados de los
estudios filogenéticos, serologicos y de desafio realizados por Guzman y col.,
(2019) con los aislamientos chilenos demostraron que la introduccion de la
vacuna 4/91 estaba involucrada en la generacion de cepas de campo;
debiéndose considerar estudios previos antes de la instauracion de programas
de vacunacién con nuevas cepas variantes.

En Ecuador no se han encontrado estudios publicados que respalden
la presencia de cepas variantes, pero estan registradas para uso comercial

cepas vacunales, como Arkansas, 4/91 y QX (Listado cepas vacunales -

AGROCALIDAD, 2022). En consecuencia, las siete secuencias ubicadas en el
grupo GI-13 del presente estudio podrian tener un origen vacunal, mas aun
cuando dos (2B y 4B) de las vacunas analizadas también se encuentran en
este clado. Ademas, se debe hacer notar que, de las granjas consideradas
dentro de este grupo, cinco (U5263, U5264, U5268, U5271, U5280) tenian otra
explotacion avicola localizada a menos de 1 Km de distancia (Anexo 6) y el
IBV se puede propagar con ayuda del viento entre granjas ubicadas a una
distancia de 1,2 Km (Cumming 1970; Mahgoub y col. 2010). Debe destacarse
que todas las granjas positivas a IBV se ubicaron en el cluster de muestreo M,
donde se tuvo mayor cantidad de granjas y cercania entre ellas. Entonces, el

hallazgo de secuencias tipo 793B en las granjas muestreadas podria estar
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vinculado a su utilizacion en granjas cercanas, sumado al hecho de que las
cepas emergentes del IBV son el producto de la recombinacion entre cepas
de campo y cepas utilizadas en la vacunacion (Quinteros y col., 2016).

Finalmente, cuatro secuencias (U5247, U5256, U5262, U5270) de las
granjas estudiadas se agruparon en un clado exclusivo. No obstante, se
aprecia una relacion filogenética con un soporte de ultra-bootstrap de 90% con
cepas tanto asiaticas como latinoamericanas del tipo Q1 del linaje GI-16
(Imagen 7). Las cepas tipo Q1 habian sido aisladas inicialmente en Asia (Liu
y col., 2009b; Yu y col., 2001). No obstante, luego se pudo evidenciar su
presencia en América del Sur (de Wity col., 2017; Marandino y col., 2015). Por
ejemplo, en el andlisis filogenético basado en la regiéon S1 y realizado a partir
de aislamientos chilenos de los afios 2008 y 2009 se encontraron cepas de
genotipo Q1 (de Wit y col., 2017). En consecuencia, la introduccién de la cepa
asiatica podria haber tomado una ruta indirecta desde mercados
latinoamericanos, dado que el Ecuador no tiene comercio de importacion
directo con Asia. Ademas, debe recordarse que nuevas cepas de IBV pueden
surgir también como producto del proceso replicativo caracteristico de los
coronavirus (Jackwood, 2012; Sjaak de Wit y col., 2011).

Entonces, acorde al arbol filogenético realizado con las secuencias
obtenidas de la provincia de Tungurahua, se tendrian dos cepas de tipo
vacunal (Massachussets y 4/91) o sus homdlogas y una cepa de tipo Q1 cuyo
origen de introduccién se desconoce. En este punto, es pertinente destacar

que mientras que algunas cepas de IBV surgen y se propagan rapidamente a
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otras areas geograficas, otras permanecen restringidas a la region de origen
(Dolz y col., 2008). Para el caso de las cepas que se infiere se encuentra
circulando en la provincia de Tungurahua, las tres han sido reportadas en
diferentes zonas geograficas (Alvarado y col., 2005; Dolz y col., 2008; Felippe
y col., 2010; Guzman y col., 2019; Rimondi y col., 2009; Villarreal y col., 2007).
Sin embargo, las cepas Massachussets y 4/91 se aislan particularmente en los
estudios filogenéticos realizados en paises donde se las utilizan para los

procesos de inmunizacion (Guzman y col., 2019; Selim y col., 2013).

3.4.3.3. Analisis de similitud nucleotidica de las secuencias
parciales de S1.

El analisis de similitud nucleotidica intra-linajes no fue posible de
estimar en ciertos linajes donde solo se tenia una secuencia (Tabla 9). De los
linajes donde se agruparon las cepas muestrales y vacunales del estudio (GI-
1, GI-13 y G16), el GI-1 fue el que presentdé mayor homologia entre sus
secuencias, 97,71% (Tabla 9). Se consideré que al estar incluidas en este
analisis de similitud nucleotidica cepas tipo Massachussets, como Mass, MAS5,
H120 y Espana/00/339, el porcentaje de similitud reforzaba la afirmacion de
que cinco secuencias muestrales (U5250, U5261, U5272, U5281 y U5284)
ubicadas en el linaje GI-1 eran homodlogas a las cepas vacunales tipo
Massachussets. Resulta pertinente sefialar que, aunque se utilicen vacunas
con cepas tipo Massachussets en los programas de inmunizacién contra IBV,

los aislamientos pueden o no estar relacionados con esta cepa.
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En el estudio realizado en Siria entre 2018 y 2019, se encontré una
identidad promedio de nucledtidos del 81,5% entre los aislamientos de campo
y la cepa vacunal Mass (Al-Jallad y col., 2020). Con lo cual los autores
consideran que la baja correlacion con la cepa vacunal tipo Mass, podria
explicar el fracaso de los programas de vacunacion para controlar el IBV (Al-
Jallad y col., 2020). Por su parte, el porcentaje de similitud nucleotidica
encontrado por Marandino (2013) con aislamientos de Argentina y Uruguay
fue de 78,6 a 80,3%; con estos porcentajes concluyé que habia una baja
similitud entre la cepa vacunal Massachusetts y los genotipos analizados y que
no estaban relacionados entre si. Villarreal y col.,, (2007) reportaron un
promedio de identidad de aminoacidos de 68,93% entre las cepas aisladas por
ellos en Brasil y la cepa Massachussets; estimando que todos los aislamientos
eran distintos a la cepa vacunal Massachussets. En contraparte, en Colombia
aislamientos del 2003 estaban estrechamente relacionados a nivel de
aminoacidos (93,9% a 94%,) con la cepa vacunal Massachusetts 41 (Alvarado
y col., 2005). Felippe y col., (2010) mencionan que la mayoria de aislamientos
brasilefios encontrados entre 2003 a 2009 tenian como posible origen la cepa
vacunal Massachussets aun con similitud intra-linaje de 69% a 77,3%.

Dentro del linaje GI-13, siete secuencias muestrales (U5240, U5241,
U5263, U5264, U5268, U5271, U5280) presentaron una similitud nucleotidica
de 94,91% con relacién a las cepas 4/91, UK/7/93 y Morroccan-G/83. Con lo
que se podria considerar que efectivamente estas siete secuencias estan

relacionadas con cepas tipo 793B. En el trabajo realizado por Selim y col.,
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(2013) se reportaron aislamientos que tenian una estrecha relacion con la cepa

4/91 al presentarse una identidad del 96%.

Tabla 9.

Similitud nucleotidica de S1 a nivel intra-linajes.

Linajes Simi’li?ud
nucleotidica (%)
Gl-11 97,71
Gl-2a Gl-12 n/c
Gl-13? 94,91
Gl-14 y GI-15 n/c
Gl-16" 88,15
Gl-17 y GI-18 n/c
Gl-19 94,82
Gl-20 87,25
Gl-21 97,74
Gl-22 a GI-27 n/c
GlI-1 n/c
GllI-1 n/c
GVI-1 n/c
GV-1 n/c
GVI-1 n/c

n/c Casos en los que no fue posible estimar porcentaje de similitud
' Linajes donde se agruparon cepas muestrales y vacunales del estudio

El menor porcentaje de similitud (88,15%), para los linajes donde se
agruparon las secuencias estudiadas, se observo en el linaje GI-16 donde se
ubican las cepas tipo Q1 (Tabla 9). En el trabajo realizado por de Witt y col.,
(2017) se menciona que los aislamientos chilenos de su estudio tenian
alrededor del 97,6-98,8% de similitud de nucleétidos con la cepa Q1 china y

con ello consideraron que estaban genéticamente relacionadas. En el presente
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estudio con un porcentaje menor de similitud, se infiri6 que las cuatro
secuencias (U5247, U5256, U5262, U5270) estaban relacionadas con la
secuencia de Q1 porque en la clasificacion de Valastro y col., (2016) los linajes
diferentes exhiben distancias por pares para secuencias de nucledtidos de
hasta 13%.

Cabe senalar que, en el trabajo realizado en la provincia de Tungurahua
los tres grupos a los cuales se asigno las secuencias estudiadas presentaron
valores para p-distance inferiores a 13%. Consecuentemente, se estimo6 que
todas las secuencias muestrales y vacunales podrian pertenecer a los linajes
mencionados. A pesar de ello debe recordarse que, la distancia por pares sélo
es un dato mas de soporte para la clasificacion, debido a que la evolucion de
los virus normalmente no se produce dentro de limites discretos (Valastro y
col., 2016).

Por otro lado, dentro del linaje GI-1 se encontré6 una homologia de
97,75% entre las secuencias muestrales del estudio y las vacunas comerciales
tipo Massachussets. Igualmente, dentro del grupo G1-13 o tipo 793B, se
determind un porcentaje de similitud nucleotidica de 95,2% entre las
secuencias muestrales y vacunales analizadas en el estudio. Los valores se
estimaron a partir de los resultados obtenidos con el calculo de p-distance
(Tabla 10) y soportan el supuesto de que el 75% (#12) de las secuencias
encontradas en la provincia de Tungurahua correspondian a cepas vacunales
o sus homodlogas. Situacidn que resultaria logica, pues se ha demostrado que

las cepas vacunales tienen un papel importante en la aparicidon de nuevas
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cepas de IBV e inclusive la vacunacion es la responsable de la propagacion

del virus hacia zonas libres de BIA (Farsang y col., 2002; Mo y col., 2013).

Tabla 10.
Resultados del calculo p-distance entre cepas muestrales y vacunas utilizadas

en la zona de estudio.

Cepas muestrales Gl-1 GI-13
Vacunales
Gl-1 0,0205 0,2447
GI-13 0,2443 0,048

3.43.4. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de S1 y

sitios de glicosilaciéon
Se puede apreciar en el alineamiento entre la cepa Mass vy las
secuencias agrupadas en el grupo GIl-1 que hay pocos cambios a nivel de
aminoacidos (Imagen 8). Ademas, los sitios potenciales de glicosilacion
encontrados en las posiciones 51 y 144 son los mismos en todas las

secuencias (Tabla 11).
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Sitios de glicosilacion potenciales para la cepa Mass y las secuencias

muestrales ubicadas en el linaje GI-1.

Posicion Secuencias
Mass U5250 U5261 U5272 U5281 U5284
51 NISS Sli Si SI Sli S| Si
144 NLTV Sl Sl Sl Sl sl Sl

Resultados obtenidos en el NetNGlyc - 1.0

Imagen 8.

Alineamiento entre cepa Mass y cepas muestrales del grupo Gl-1
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Segun Zheng y col., (2018), la proteina S del IBV contiene 29 sitios de
glicosilacion supuestamente ligados a la asparagina (N); entre estos sitios
estan los encontrados en el presente estudio. Marandino (2013) encontré que
los aislamientos de Argentina y Uruguay diferian en 3 y 4 sitios potenciales de
glicosilacion comparadas con la cepa vacunal Massachussets. Dentro de los
sitios comunes entre los aislamientos y la vacuna se encontraba el ubicado en
la posicion 51 (Marandino, 2013).

Las mutaciones introducidas en el sitio ubicado en la posicion 51
parecen no tener impacto significativo en el proceso de fusién célula-célula
mediada por la proteina S, pero una reduccion significativa se produce cuando
existen mutaciones en el sitio 144 (Zheng y col., 2018). En consecuencia, dado
que los sitios de glicosilacion en la proteina S estan altamente conservados
dentro de cada genotipo viral, se pudo inferir que las secuencias muestrales
U5250, U5261, U5272, U5281 y U5284 son del mismo genotipo al que
pertenece la cepa Massachussets (Parsons y col., 2019).

Con relacion a las secuencias agrupadas en el linaje GI-13 se encontrd
que U5240 y U524 1 presentaban los mismos sitios potenciales de glicosilacion
que la cepa 4/91 en las posiciones 54, 75 y 146 (Imagen 9). Mientras que
U5263, U5268, U5271 no cuentan con el sitio en la posicion 54. Por su parte,
las secuencias U5264, U5268 y U5280 presentan un sitio adicional de posible
glicosilacion en la posicion 23 (Imagen 9) (Tabla 12). No obstante, todos las
secuencias estudiadas y la cepa 4/91 tenian los mismos potenciales sitios de

glicosilacion en las posiciones 75 y 146. Por ello, se infirid que las secuencias
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estudiadas son homoélogas a la cepa vacunal 4/91, al encontrarse que tenian
los mismos potenciales sitios de glicosilaciéon en las posiciones donde las
mutaciones tienen un mayor impacto para cambiar el proceso de fusion célula-
célula mediada por la proteina S (Zheng y col., 2018). Este analisis se hace
considerando los potenciales sitios de glicosilaciéon en la cepa M41, al no

haberse encontrado hasta la fecha estudios en otras cepas.

Tabla 12.

Sitios de glicosilacion potenciales para la cepa 4/91 y las cepas muestrales

ubicadas en el grupo GI-13.

- CEPAS
Posicion 41914 U5240 U5241 U5263 U5264 U5268 U5271 U5280
23 NNTY NO NO NO NO S| SlI NO Si
54 NK(G)TN Si Sli S NO S| NO NO Si
75 NI(F)SA Si Sli S Si S| Sli Si Si
146 NLTV Si Sli S Si S| Sli Si Si

Resultados obtenidos en el NetNGlyc - 1.0
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Imagen 9.

Alineamiento entre cepa 4/91 y cepas muestrales del grupo GI-13.

US280 MIGRPLLLVTLWYALCSALLYDIETYVYYYQSAERPGSGWHLEGGAYAVDKV LTNNAG 60
US264 MLGRPLLLVTLWYALCSALLYDENTYVYYYQSAFRPGOGWHLHGGRYAVDEVFMETNNAG &0
4/31 MLGRPLLLVILWYALCSATLYDENTYVYYYQOSAFRPGOGWHLHGGAYAVDEVEFRGTNNAY &0
US5240 MLGRPLLLVTLWYALCSALLYDENTYVYYYQSAFRPGOGWHLHGGAYAVDEVEFNMGTNNAV &0
U5241 MLGRPLLLVTLWYALCSALLYDENTYVYYYQSAFRPGOGWHLHGGAYAVDEVFMGTNNAT &0
U5271 MLGRPLLLVILWYALCSALLYDENTYVYYYQSAFRPSSGWHLHGGAYAVDREFFEVTNNAG 60
U5263 MLGRPLLLVILWYALCSALLYDENTYVYYYQSAFRPSSGWHLHGGAYAVDEVFNETNNAG 60
USZ268 MIGKPLLLVTLWYALCSALLYDINTYVYYYQSAFRPGSGWHIEGGAYAVDRVFTRTNNAG &0

e ek e e e e e e e e b e b e b B P A T TR AR PR ke

US280 SBVIACTAGTFYESY@FSALSVAMTAPPVGMSWSVLOFCTAHCNFSDFTVEFVTHCFRSQOG 120
TUS5264 SASACTACTFYESY@ISAASVAMTVPPAGMSWEVAQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFENQEG 120
4/31 SVSDCTAGTFYESY@ISAASVAMTVEPAGMSWSVSQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFRSOOG 120
U5240 SVSDCTAGTFYESYMISAASVAMTVPPAGMSWSVAQFCTRHCNFSDFTVEVTHCFESQOG 120
US5241 SVIDCTAGTFYESYMISRASVAMTVPPAGMSWSVAQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFESQQG 120

US271 NAPNCTAGTFYESYMFSRASVAMTAPEVGMSWSVAQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFTNQVG 120
U5263 NVPDCTAGTFYESY@ISARSVAMTAPPVGMSWSVAQFCTAHCNFSDFTVEFVTHCFENQAG 120
US5268 NAHDCTAGTFYESYNISAARSVAMTAPEVGMSWSVAQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFESQAG 120

el ke bk b Rk s b bbbk bk bk R bk bk bk e o e e b e e o ke o e e Y

US280 SCPLTGMIPQNYIRISAMRSGFLFYMLTVSVSRYPRFESLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 80
US264 SCPLTGMIPQONHIRISAMRSGLLFHELTVSVSREYPRFESLOCVGNFTSVYLNGDLVETSN 180
4/31 SCPLTGMIFONHIRISAMRSGFLEYMLTVSVSEYPEFESLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 180
U5240 BCPLTGMIPONHIRISAMRSGFLFYMILTVSVSEYPEFESLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 180
U5241 SCPLTGMIPONHIRISAMRSGFLFYMLTVSVSEYPEFRSLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 180
U5271 SCPLTGMIPONHIRISAMRSGLLFYMLTVSVSEYSEFESLOCVGNSTSVYILNGDLVETSN 180
U5263 SCPLTGMIPONHIRISAMRSGFLEFYMSTVSVSEYSEFRSLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 180
US268 SCPLTGMIPQONYIRISAMRSGFLFYMLTVSVSRYSEFESLOCVGNSTSVYLNGDLVETSN 180

R R R I R Rl I L R R TR SRR Rt Ry A ARSI AP Ep g

U5280 ETTHVTGAGVYFRSGGPVIYEVMEE 205
TU5Z264 ETTHVITGAGVYIFESGGPVIYEVMEE 205
4/31 ETTHVIGAGVYFESGGPVIYEVMEE 205
US5240 ETTHVTGAGVYFESGGEVIYEVMEE 205
US5241 ETTHVTGAGVYFESGGEVIYEVMEE 205
US271 ETTHVTGAGVYFESGGEVIYEVMEE 205
U5263 ETTHVTGAGVYFRSGGPVTYEVMEE 205
US268 ETTHVITGAGVYFESGGPVIYEVMEE 205

o e e e e e W A

Con color rojo se resalta la ubicacion de los potenciales sitios de glicosilacion.

Para las secuencias agrupadas con las cepas tipo Q1, se encontrd solo
un sitio de glicosilacion comun en la posicion 51 (Imagen 10). Este sitio de
glicosilacion también estuvo presente en todas las cepas estudiadas por
Marandino (2013). Sin embargo, se presentaron variaciones en la ubicacion

del ultimo sitio potencial de glicosilacién (desde 146 a 151) (Tabla 13) (Imagen
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10). Estas variaciones podrian originarse en la presencia de gaps en las

secuencias nucleotidicas de las cepas agrupadas en este linaje (Anexo 7).

Imagen 10.
Alineamiento de cepas Q1 china y chilena con cepas muestrales del grupo GlI-

16 (Clustal-Omega).

U5262 MLAKPLLLVTLWCALCSALLYD.NTYVYYYHSSFRPGQGWHLHGGAYA SLEYNNAG 60
U5247 MSVILPLLVTLLFALCSANLFTDT-YNYYYQSAFRPFDGWHLHGGAYA SLEHNNAG 59
ol/china  MLGKSLEIVTLLFALCSAALFDNNETVYYYQSAFRPADGWHLHGGAYA SLETNNAG 60
oi-chile MLGKSLFIVTLLFALCSAALFDNNETVYYYQSAFRPADGWHLHGGAYA SLENNNAG 60
U5256 MLGKSLFIVTLLFALCSAALFDNNETVYYYQSAFRPFNGWHLYGGAYA STEYNNAG &0
U5270 MLGKSLEIVTLLFALCSAALFDNNETVYYYQSAFRPEFNGWHLHGGAYA SIEYNNAG 60
E cakkk kkkkEk ka1 hhkkakakhk shhhhohhhhhhhhhh *k hhkk
U5262 EAQOCMVGAIYWSKNFSASSTAMTAPSNGMSWSANEFCTAHCNETDETVEVTHCYKVGDG 120
U5247 TA-DCKAGAIYWSKNFSASSIAMTAPSNGMSWSTSQFCTAHCNFSDETVFITHCYKSGSG 118
ol/china  TASQCTAGAISWSKNFSASAVAMTAPELGMTWSTGQFCTAHCNFSDFTVEVTHCFEHGNG 120
gi-chile TASECVAGAIFWSKENFSASAVAMTAPESGMTWSTSQFCTAHCNFSDEFTVEVTHCFEHGAS 120
U5256 SASECEAGAIYWSKNFSASSTIAMTAPSNGMSWSTSQFCTAHCNFSDETVEVTHCYKSGVG 120
U5270 SASECQAGAIYWSKNFSASSIAMTAPSNGMSWSTSQFCTAHCNFSDETVEVTHCFKSSVG 120
h ok hhk hhkhhhhkyakhhAkk, Khshks shkhkkhhkakhhkkahhhak
U5262 ICPLTGLIPQGYIRISAMSSA----RRLEYMLTLPVTKYPKFKSLQCVNNQTSVYLNGDL 176
U5247 ECPLTGLIPQGHIRISAMKKGGSSPPHLEYMLTVSVSKYSKFKSLQCVNNQTSVYLNGDL 178
oi/china  LCPLTGFIPSGFIRVSAMREKGSN---SLEY@LTVSVIKYPRFEKSLOCVNNYTSVYLNGDL 177
oi-chile LCPLTGFIPSGFIRVSAMRKGSN---SLEY@LTVSVIKCSRFKSLOQCVNNYTSVYLNGDL 177
U5256 SCPLTGLIPQNYIRISAMKQG----- SLEY@LTVSVIKYSKFESLQCVNNQTSVYLTGDL 175
U5270 SCPLTGLIPQHYIRISAMKQGNNGPSGLEYLTVPVTKYSKFKSLQCVNNQTSVYLNGDL 180
hhkkk i hk,  kkakkk hkkhhks k kh  shkhkhhhkkk khkhkk Kkk
U5262 VEFTSNETQDVSAAGVHFKAGGPITYKVMKE 206
U5247 VFTSNETQDVSAAGVYFENGGPVTYKVMEE 208
oi/china  VETSNETKPVSAAGVSFEAGGPITYKTMSE 207
gi-chile VETSNETKPVSAAGVSFEAGGPITYKIMSE 207
U5256 VFTSNETKDVSGASLYFKSEGPIPYNVLRQ 205
U5270 VFTSNETKDVSGARVYFKSGGPITYKVMEE 210
hkkkkrh. FE Kk o+ Kk Fk. ke o» »

Con color rojo se resalta la ubicacion de los potenciales sitios de glicosilacion.
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Tabla 13.
Sitios de glicosilacién potenciales para cepas Q1 y las cepas muestrales

ubicadas en este grupo.

. e CEPAS
Posicion . .
Q1 China Q1 Chile U5247 U5256 U5262 U5270

23 NNTY NO NO NO NO Sl NO

51 NVSL Sl Sl Sl Sl Sl Sl
146 NLTV NO NO NO Sl NO NO
147 NLTL NO NO NO NO Sl NO
148 NLTV Sl Sl NO NO NO NO
149 NLTV NO NO Sl NO NO NO
151 NLTV NO NO NO NO NO Sl

Resultados obtenidos en el NetNGlyc - 1.0
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4.1. Revision de Literatura

4.1.1. Etiologia

El virus causante de la EN es el Avian orthoavulavirus aviar 1, que
pertenece al orden Mononegavirales, la familia Paramyxoviridae, subfamilia
Avulavirinae y al género Orthoavulavirus (ICTV International Committee on
Taxonomy of Viruses, 2021).

El Avian orthoavulavirus 1 es un virus pleomorfico envuelto por una
bicapa lipidica, con un diametro de 200 a 300nm (Ganar y col., 2014). El virus
posee una nucleocapside helicoidal que envuelve ARN monocatenario, no
segmentado, de sentido negativo (Alexander y Senne, 2008; Ganar y col.,
2014). El genoma del NDV esta integrado por 15.186 a 15.198 nucleétidos que
codifican para seis proteinas estructurales: proteina de nucleocapside (N),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina de fusién (F), proteina
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y ARN polimerasa (L) dependiente de ARN
(Figura 5) (Choi, 2017; S. H. Kim y Samal, 2016).

El ARN gendémico en asociacién con las proteinas N, P y L forma el
complejo ribonucleoproteico (RNP), que resulta esencial para la replicacion y
transcripcion del virus (Choi, 2017; Ganar y col., 2014). La proteina M esta
involucrada con el control de la sintesis de ARN viral y con el ensamblaje del

virion con la membrana celular durante la brotaciéon del virus (Choi, 2017;



73
Ganar y col., 2014). Las proteinas F y HN son proteinas que integran la
membrana del virus (Choi, 2017; Kim y Samal, 2016).

Figura 4.

Virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV).

a b
11 I

®~—2-—c

a. Organizacién del genoma del NDV del extremo 3’ a 5': proteina de nucleocapside (N),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina de fusién (F), proteina hemaglutinina-
neuraminidasa (HN) y ARN polimerasa dependiente de ARN (L) (Kim y Samal 2016).

b. Diagrama esquematico de la estructura del NDV (Ganar y col., 2014).

La HN tiene dos regiones, la seccion de hemaglutinina es responsable
de la unién del viridn con los receptores de la célula huésped, y la seccidén de
la neuraminidasa ayuda en la liberacion del virus (Ganar y col., 2014; Grimes,
2002; Kim y Samal, 2016). Por su parte, la proteina F media la fusién de la
envoltura viral con la membrana plasmatica de la célula huésped (Ganar y col.,
2014). La proteina F se sintetiza como un precursor (FO) que es escindido por
proteasas de la célula huésped en dos subunidades F1 y F2 (Kim y Samal,

2016). La secuencia de los aminoacidos en el sitio de escision determina el
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rango de proteasas que pueden actuar y por lo tanto, esta secuencia determina

la virulencia (Ganar y col. 2014; Grimes, 2002; Kim y Samal 2016).

4.1.2. Clasificacion del NDV

Las cepas del NDV se agrupan en cinco patotipos: cepas altamente
virulentas o velogénicas viscerotrépicas, cepas velogénicas neurotrépicas,
cepas mesogénicas o moderadamente virulentas, cepas lentogénicas o
avirulentas y cepas subclinicas (Alexander y Senne, 2008; OIE, 2021b; Seal y
col., 1995). El establecimiento del patotipo del NDV se realizaba mediante la
inoculacion en huevos embrionados a fin de determinar el indice de
patogenicidad intracerebral (ICPI) (Kang y col., 2016; Seal y col., 1995). La
OIE clasifica como cepas virulentas de NDV aquellas que tienen un ICPI de
0,7 y un sitio de escision en la proteina F con multiples aminoacidos basicos
(OIE, 2021c). El ICPI se utiliza solo cuando otros métodos, como la
secuenciacion génica y los datos clinicos, aportan resultados anémalos; de alli
la importancia de la clasificacion genética (OIE, 2021c).

Las cepas del NDV se dividen en dos grupos genéticos, clase | y clase
Il (Diel y col., 2012; Dimitrov y col., 2019). La clase | incluye un solo genotipo
con cepas de baja virulencia distribuidas en todo el mundo que fueron aisladas
principalmente de aves acuaticas (Diel y col., 2012; Kang y col., 2016). La
clase Il comprende cepas virulentas y no virulentas aisladas de aves de corral
y aves silvestres que se subdividen en 20 genotipos (Dimitrov y col., 2019;

OIE, 2021a; OIE, 2021b).
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4.1.3. Distribucién geografica de la EN

La EN se considera endémica o que causa eventos epizodticos en todo
el mundo (Miller y col., 2010). Las cepas velogénicas son endémicas en Asia,
Medio Oriente, Africa y América Central (OIE, 2022; The Center for Food
Security and Public Health, 2010). En particular en paises de Sudamérica
puede ser endémica o de presentacion ocasional (Diel y col., 2012).

Las cepas lentogénicas se encuentran en aves de corral a nivel mundial;
mientras que, las cepas mesogeénicas también pueden encontrarse en las
explotaciones comerciales, pero se encuentran mas frecuentemente en las

palomas (OIE, 2022; The Center for Food Security and Public Health, 2010).

4.1.4. Hospedadores y transmisiéon del NDV

El NDV puede infectar a los seres humanos, siendo las aves el
hospedador natural del NDV. Se han reportado infecciones naturales vy
experimentales en mas de 241 especies de aves (MacLachlan y Dubovi, 2017,
OIE, 2021b). Destacan como especies afectadas por la EN, las gallinaceas,
las palomas y los patos (Brown y Bevins 2017; MacLachlan y Dubovi, 2017).
Aunque las aves acuaticas migratorias actuan como reservorios, la
introduccion del NDV en un pais suele ser el resultado del contrabando de
aves exoticas o de aves de corral (MacLachlan y Dubovi, 2017).

La mayor propagacion del NDV se realiza mediante la transferencia
mecanica de material infeccioso en fémites (Brown y Bevins 2017; MacLachlan

y Dubovi, 2017). La transmision vertical se ha reportado, pero se considera



76

que su ocurrencia es minima (MacLachlan y Dubovi, 2017; Roy vy

Venugopalan, 2005).

4.1.5. Patogenia, signos y lesiones anatomo-patologicas de la EN

El periodo de incubacién de la EN es de 2 a 15 dias, pero las cepas
velogénicas pueden alcanzar un periodo de incubacion de 25 dias (Brown y
Bevins, 2017; The Center for Food Security and Public Health, 2010). EI NDV
se replica inicialmente en el epitelio de la mucosa de las vias respiratorias
superiores (MacLachlan y Dubovi, 2017; Moreno, 1994). Luego el virus se
propaga por la sangre hasta el bazo y la médula 6sea; produciéndose una
viremia y un segundo ciclo de replicacién en otros 6rganos (Brown y Bevins,
2017; Moreno, 1994; The Center for Food Security and Public Health, 2010).

En cuanto a las lesiones se debe sefalar que, las aves infectadas con
cepas velogénicas presentan lesiones significativas, aunque estas lesiones
pueden estar ausentes si las aves sufrieron de muerte subita (OIE, 2022; The
Center for Food Security and Public Health 2010). Por su parte, las cepas
velogénicas viscerotropicas desarrollan hinchazon en la region periorbital,
congestidon o hemorragias en la parte caudal de la faringe y traquea (The
Center for Food Security and Public Health 2010). Ademas, estas cepas
producen hemorragias, Ulceras y edema en el proventriculo, el intestino y las
tonsilas cecales (Brown and Bevins 2017; Moreno 1994; The Center for Food
Security and Public Health 2010). Las cepas mesogénicas causan traqueitis

catarral aguda asociada a signos respiratorios y neurolégicos con mortalidades
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bajas (Brown and Bevins 2017; Moreno 1994; OIE, 2022). Finalmente, las
cepas lentogénicas producen una débil inflamacion catarral de la mucosa
traqueal (MacLachlan and Dubovi 2017; OIE, 2022; The Center for Food
Security and Public Health, 2010). Por otro lado, los signos clinicos varian
ampliamente y dependen mayormente de la cepa viral implicada en la

infeccidn (Tabla 14) (Moreno, 1994).

Tabla 14.

Resumen de signos clinicos de acuerdo con el patotipo de la EN.

PATOTIPO
SIGNOS Velogénico Velogénico Mesogénico Lentogénico
viscerotréopico  neurotrépico
Tos, estornudo, secrecidon nasal, Sl Sl Sl Sl
estertores traqueales
Disminucion de produccion de huevos Sl Sl Sl NO
Alteraciones en calidad de cascara de Sl Sl NO NO
huevo'
Huevos con albumina acuosa'’ Sl Sl NO NO
Letargia Sl Sl NO NO
Inapetencia Sl Sl NO NO
Plumaje erizado Si SI NO NO
Diarrea acuosa verde o blanca Sl NO NO NO
Temblores NO Sl NO NO
Espasmos clonicos NO Sl NO NO
Ataxia NO Si NO NO
Torticolis NO Sl NO NO
Paresia de las alas o las piernas NO Sl NO NO
Marcha en circulos NO Sl NO NO
Muerte subita Sl Sl NO NO

' Solo en aves reproductoras y ponedoras
(Brown and Bevins 2017; Moreno 1994; The Center for Food Security and Public Health 2010).
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4.1.6. Prevencion y Control de la EN

Al ser la EN una enfermedad de declaracion obligatoria, las medidas
legislativas constituyen la base para su control (MacLachlan y Dubovi, 2017).
El sacrificio de aves infectadas combinado con protocolos de vacunacion
agresivos son las medidas mas adecuadas para controlar los brotes de la EN
(Absalén y col., 2019). Luego de la despoblacién se debe realizar una limpieza
y desinfeccion con clorhexidina, hipoclorito de sodio (6%), fendlicos o agentes
oxidantes (The Center for Food Security and Public Health, 2010). Sin
embargo, el problema para el control de la enfermedad esta ligado a la
existencia de reservorios del virus (Absalon y col., 2019). Consecuentemente,
las medidas de bioseguridad deben contemplar la proteccion de los galpones
contra aves diferentes a las de la explotacion (The Center for Food Security
and Public Health, 2010).

Las medidas de bioseguridad que ayudan en el control y prevencion de
la EN también incluyen: cria todo adentro/todo afuera, desinfeccion de
vehiculos y equipos, control de insectos y ratones, ropa exclusiva para el
personal y periodos de vacio sanitario superiores a 21 dias (Absalon y col.,
2019; AGROCALIDAD, 2013; The Center for Food Security and Public Health,
2010). Los programas de bioseguridad también deben evitar que las aves se
expongan a agentes inmunosupresores Yy situaciones estresantes de crianza

(Absalén y col., 2019; The Center for Food Security and Public Health, 2010).
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41.6.1. Vacunacion contra el NDV

Las vacunas vivas atenuadas, las vacunas inactivas y las de tipo
recombinante se emplean en la prevencién de la EN (Bello y col., 2018;
MacLachlan y Dubovi 2017; OIE, 2021c). Las vacunas vivas atenuadas tienen
las ventajas de que se aplican de forma masiva a través del agua de bebida o
por aspersion y estimulan una respuesta inmune que protege contra la
enfermedad clinica (Bello y col., 2018; MacLachlan y Dubovi 2017). No
obstante, este tipo de vacunas tiene como desventajas que, tienen el potencial
de volverse virulentas y ciertas cepas como, La Sota, ocasionan reacciones
respiratorias posteriores a la vacunacion (Bello y col., 2018; Brown y Bevins
2017; Roy, 2012). Ademas de La Sota, las cepas lentogénicas B1, VG/GA,
Ulster y Clone 30 se emplean en los calendarios de vacunacion contra NDV
(Absalon y col., 2019; Bello y col., 2018).

Las vacunas inactivas se administran individualmente por via
intramuscular o por via subcutanea (Bello y col., 2018; Brown y Bevins 2017).
Aunque las vacunas inactivas no presentan riesgo de reversion a la virulencia,
tienen menos capacidad para inducir respuesta inmune celular (Bello y col.,
2018).

Los pollos de engorde se vacunan al menos dos veces y dependiendo
de la incidencia del virus, se pueden utilizar hasta cinco vacunas durante su
vida productiva (Absalén y col., 2019; MacLachlan y Dubovi, 2017). En las
aves de postura se aplica la primera vacuna contra NDV a los 5-7 dias de

edad, seguida de revacunaciones al agua de bebida (Roy, 2012). Luego se
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aplica una vacuna inactiva antes del inicio de postura y durante la postura se
administran vacunas vivas cada 4, 6, 10 o 12 semanas, dependiendo del
desafio de la zona (Absalén y col., 2019; Roy, 2012). Estos programas de
vacunacion multiples son eficaces, pero no impiden la excrecion de particulas
virales, contaminando el medio de manera continua (Bello y col., 2018; Brown
y Bevins 2017).

Por lo expresado, se desarrollaron las vacunas recombinantes que no
se excretan, ni generan reacciones post-vacunales (Bello y col., 2018; Brown
y Bevins 2017; The Center for Food Security and Public Health 2010). En
avicultura, se emplean a los virus de viruela aviar y herpes de los pavos (HVT)
como vectores (Bello y col.,, 2018). Este tipo de vacunas son altamente
inmunogénicas y se administran via parenteral (MacLachlan y Dubovi, 2017).
No obstante, el éxito de la vacunacion contra NDV depende de varios factores
como, la dosis, la via de administracion, la edad de las aves, los intervalos
entre vacunaciones y la presencia de agentes inmunosupresores (Absalén y

col., 2019; Roy, 2012).

4.1.7. Diagndstico de la EN
En la actualidad el diagndstico definitivo de la EN se realiza mediante el
aislamiento del virus, deteccion de virus mediante técnicas moleculares o

serolégicas (MacLachlan y Dubovi, 2017).



81

41.71. Aislamiento viral

El aislamiento del NDV puede realizarse en huevos embrionados SPF
o en cultivos celulares (OIE, 2021b). Las muestras requeridas a partir de aves
vivas incluyen hisopos cloacales y orofaringeos (Bello y col., 2018;
MacLachlan y Dubovi 2017). Cuando se tienen aves muertas, las muestras
pueden ser pulmones, rifiones, higado, intestino, bazo, cerebro y/o tonsilas
cecales (Bello y col., 2018). La inoculacion se realiza en la cavidad alantoidea
de huevos embrionados de 9 a 11 dias de edad (Bello y col., 2018; OIE,
2021c). La prueba de hemaglutinacion se utiliza para detectar la presencia del
NDV en el liquido alantoideo obtenido desde los huevos inoculados; sin
embargo, es necesario realizar otras pruebas como Hl o RT-PCR (Bello y col.,
2018; OIE, 2021c).

En el caso de cultivos celulares el aislamiento de NDV se realiza en
cultivos primarios con fibroblastos de embrion de pollo, células de riiidn de
embridn de pollo, células higado de embridén de pollo 0 mieloblastos aviares.
Los cultivos infectados presentan células redondeadas, formacion de sincitios

y muerte celular (Bello y col., 2018).

41.7.2. Pruebas moleculares
La prueba de RT-PCR, gRT-PCR, la secuenciacion de genes, RLFP y
otras técnicas moleculares se emplean para el diagnéstico, caracterizacion
genética y determinacion del patotipo viral (Cattoli y col., 2011; Liu y col., 2016;

The Center for Food Security and Public Health 2010). En particular, la técnica
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gRT-PCR dirigida al gen M se utiliza como prueba de screening diagndstico y
ha sido validada para los virus de NDV clase Il (Liu y col., 2016; Kim y col.,
2007; OIE, 2004; Wise y col., 2004). Para la identificacion de los virus de clase
| se desarroll6 una RT-PCR para el gen L (Kim y col., 2008).

Por otro lado, para determinar el patotipo del NDV se emplean ensayos
gRT-PCR dirigidos al gen F seguidos del analisis de la composicion de
aminoacidos en el sitio de escision (Bello y col., 2018; Liu y col., 2016). No
obstante, la amplia diversidad genética del NDV hace que aislamientos con
mutaciones en los sitios de union de la sonda escapen a la deteccién utilizando
ciertos ensayos de qRT-PCR (Bello y col.,, 2018). Por esta razén, los
cebadores y sondas empleadas en las gRT-PCR deben actualizarse (Kim y

col., 2008).

4.1.7.3. Serologia

Las pruebas seroldgicas mas comunmente utilizadas para la EN son Hl
y ELISA (Bello y col., 2018; OIE, 2021b). La prueba de HI es ampliamente
empleada por ser la mas simple, rapida y econdmica para detectar anticuerpos
contra la enfermedad (Bello y col., 2018; MacLachlan y Dubovi, 2017). Sin
embargo, solo resulta diagnostica para lotes de aves no vacunadas
(MacLachlan y Dubovi 2017).

La prueba de ELISA se usa generalmente para evaluar los niveles de
anticuerpos después de la vacunacion (Bello y col., 2018; OIE, 2021c). Para

la correcta interpretacion de los resultados de ELISA en lotes vacunados se
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requiere conocer el historial (MacLachlan y Dubovi, 2017; OIE, 2021b).
Actualmente, se cuenta con kits de ELISA comerciales disefiados con la
totalidad o parte del NDV (Bello y col., 2018). En términos generales las
pruebas de ELISA han demostrado ser reproducibles, tener alta sensibilidad y
especificidad (MacLachlan y Dubovi, 2017; OIE, 2021b).

La prueba de VN es una prueba seroldgica util en la medicion de
anticuerpos especificos contra NDV (Bello y col., 2018). La prueba se realiza
infectando cultivos de la linea celular DF1 (fibroblastos de pollo) con una
mezcla de un suero diluido en serie mas una cantidad estandar del NDV (Bello
y col., 2018). El titulo de anticuerpos correspondera a la dilucion mas alta de

suero donde se tuvo un efecto citopatico (Bello y col., 2018).

4.2. Antecedentes del estudio de la Enfermedad de Newcastle

en Ecuador

La mayoria de las investigaciones relacionadas con EN se han
orientado a las aves de rifia y aves de traspatio. En el estudio efectuado con
aves de pelea de la ciudad de Riobamba, Chimborazo, se encontré que todas
las aves muestreadas presentaron anticuerpos contra NDV (Guevara y
Salazar, 2013). En referencia a las aves de traspatio, en un trabajo realizado
en 2006 en el noroeste de Ecuador, se obtuvo una seroprevalencia del 97%
para el NDV (Hernandez y col., 2006). En contraposicién, luego del analisis

molecular de hisopados laringo-traqueales y cloacales se establecio la
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ausencia del NDV en aves de traspatio de la parroquia de Puéllaro, Pichincha
(Manzano, 2017).

Adicionalmente, en el trabajo realizado por Villacis y colaboradores
(2014) con aves centinelas repartidas en explotaciones de comunidades
rurales del canton Zapotillo, Loja, se logré aislar NDV en huevos SPF.
Finalmente, en un estudio llevado a cabo a partir de las cepas aisladas por
Villacis y col., (2014) se encontré mediante el analisis filogenético de la region
parcial del gen F que las cepas estaban relacionadas con vacunas
lentogénicas ubicadas en el genotipo Il de la clase Il (Mufioz-Chamba y

Villacis, 2018).
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p

4.3. Materiales y Métodos para Ila

caracterizacion molecular del NDV

¢

4.3.1. Determinaciéon de la presencia del NDV en muestras de gallinas

ponedoras mediante PCR para el gen M

Se realiz6 una PCR punto final utilizando los cebadores M+4100 (5’-
AGTGATGTGCTCGGACCTTC-3)) y M-4220 (5-
CCTGAGGAGAGGCATTTGCTA-3’), que fueron disefiados para amplificar
una region de 121 pb del gen M (Wise vy col., 2004). A partir del promedio de
las temperaturas del juego de cebadores se corrid un gradiente térmico entre
52°C a 62°C y se puso a punto la técnica en cuanto a concentraciones de
reactivos, de manera semejante a lo realizado para la PCR de la region 5UTR.

Como controles positivos se usaron dos vacunas vivas contra NDV vy
una cosecha de liquido alantoideo positivo a NDV facilitado por el Laboratorio
de Virologia (LAVIR) de la UNLP. Ademas, se adquirieron seis vacunas
comerciales contra NDV que se emplean en la provincia de Tungurahua (Tabla
15). A partir de las vacunas reconstituidas se extrajo ARN y se procedié con la
retrotranscripcion a ADNc. Luego, con los tres tipos de muestras (a, by c)y
las vacunas contra NDV se realizaron las pruebas de PCR para B-actina aviar

y para el gen M.
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Tabla 15.

Vacunas vivas contra NDV comercializadas en la zona de estudio.

Cepa del NDV seiialada por

— Codigo empresa fabricante
1 1Nc La Sota
2 2N Clon 30
3 3N La Sota
4 4Na La Sota B1
5 7Nb La Sota B1
6 10N La Sota

4.3.2. Anadlisis de la relacion filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de

referencia para el virus del NDV

4.3.21. Técnica de PCR para el gen F del NDV.

Con el fin de realizar el analisis filogenético de las muestras positivas al
gen M del NDV se busco amplificar el gen F. Se usaron como controles
positivos cosecha de liquido alantoideo facilitados por LAVIR y ADNc del NDV
entregado por AGROCALIDAD. Inicialmente, se emplearon técnicas de PCR
con las que se planteé amplificar todo el gen F. Luego, al no tenerse
amplificacion con las muestras se buscaron cebadores para regiones mas
cortas del gen y finalmente se tratdé con cebadores que flanqueaban mas
cercanamente al sitio de escisioén del gen F. En total se probaron siete juegos

de cebadores (Tabla 16).



Tabla 16.

Cebadores utilizados en las PCR para el gen F del NDV.
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Posicion en el

Temperatura de

Cebadores Secuencia 5 — 3’ genoma melting (°C)
F completo 1
Fforward ATGGGCTCCAACCTTCTAC 1-19" 54
Freverse CTCTCCGAATTGACAGAC 1662-1646" 51
F completo 2
F-1 ACGGGTAGAAGATTCTG 4498-45142 54,8
F-1780 CTCTCCGAATTGACAGAC 6278-62612 57,6
F parcial
FF-parcial ATGGGCTCCARAYCTTCTAC 1-20" 60,4
FR-parcial GGATTATCACAACTAKCAGTGGCAG 535-511" 63,8
M+F
M+4100 AGTGATGTGCTCGGACCTTC 4100-41192 60,5
FR-parcial GGATTATCACAACTAKCAGTGGCAG 535-511"
F clivaje corto
FF-clivaje CCCCTTGGTGAITCTATCCGIAG 280-302" 64,6
FR-clivaje CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATC 514-535' 62,9
F clivaje largo
FF-clivajeL TTGATGGCAGGCCTCFFGC 95-113" 62,3
FR-clivajeL GGAGGATGTTGGCAGCATT 457-439' 60,2
F parcial combinado
F-1 ACGGGTAGAAGATTCTG 4498-45142 54,8
FRclivaje CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATCC 514-535' 62,9

'Ubicacion en el gen F del NDV.
2Posicion en la secuencia el genoma de la cepa La Sota del NDV (AF077761).

En primer lugar se probd la amplificacidon del gen F con un tamafio de

1662 pb; usando los cebadores disefiados por Quin y colaboradores (2008)
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(Tabla 16). El cebador reverso se modificd ligeramente considerando al
alineamiento realizado con 23 secuencias del NDV tomadas como referencia
del GenBank (Anexo 8). Luego se intentd amplificar una regién de 1780 pb con
cebadores que fueron usados para secuenciacidon de muestras tomadas en
brotes en Egipto durante 2006 (Mohamed y col., 2011).

A continuacién, se traté de amplificar un segmento mas corto de 535 pb
del gen F con la utilizacion de cebadores degenerados (Ogali y col., 2018). Los
cebadores para esta PCR también se modificaron (Tabla 16) de acuerdo con
el analisis del alineamiento de 135 secuencias seleccionadas a partir del
trabajo de Dimitrov y col., (2019) (Anexo 9). Posteriormente, dada la cercania
entre el gen My F, se combino el cebador inicial de M y el cebador reverso de
la regidon de 583 pb de F (Tabla 16). El fragmento resultante fue de 976 pb.

Conociendo que los cambios a nivel del sitio de escision de la proteina
F se correlacionaron genotipicamente con la virulencia del virus se buscé
amplificar regiones mas cortas, pero que incluyeran el sitio de escision (Seal y
col., 1995). Se trabajé con dos juegos de cebadores para intentar la
amplificacion parcial del gen F que incluyeran el sitio de escision. El primer
juego permiti6 amplificar una region corta de F de 254 pb (Seal y col., 1995)
(Tabla 16). El segundo juego de cebadores se escogié porque los autores los
disefiaron para poder detectar de manera general las cepas de NDV y luego
realizar la clasificacién por patotipos (Ahmadi y col., 2014) (Tabla 16). Con
estos ultimos cebadores se obtuvo un segmento mas largo de 363 pb, donde

estaba incluido el sitio de corte de F.
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Para cada juego de cebadores mencionado se realizd un gradiente
térmico. Las condiciones de las técnicas de PCR se trabajaron en un volumen
final de 45ul, empleando los mismos reactivos utilizados para la PCR para
deteccion del NDV y del mismo modo se variaron las concentraciones de
MgCl, y de molde.

Finalmente, se realiz6 una PCR donde se combinaron cebadores
disefiados por investigadores diferentes. El cebador directo corresponde al F-
1 de Mohamed y col., (2011) y el cebador inverso al disefiado por Seal y col.,
(2015) (Tabla 16). Los cebadores F-1 y FR clivaje amplificaban un fragmento
de 581 pb. Las seis vacunas comerciales contra NDV se corrieron con la
técnica de PCR para el gen F parcial combinado.

Las muestras que resultaron positivas al NDV luego de amplificar el
segmento de 121 pb del gen M del NDV fueron evaluadas con los siete juegos
diferentes de cebadores para el gen F del virus. Al no existir amplificacion,
como alternativa se ensayo la técnica de PCR que permitia amplificar el
fragmento de 581 pb del gen F pero con la enzima MegaFiM Fidelity DNA
Polymerase (abm, G896). Dado que se trataba utilizar una enzima diferente
como alternativa para lograr la amplificacion del gen F, se facilitaron alicuotas
de los reactivos sélo suficientes para realizar la puesta a punto y probar cuatro
muestras. Por lo que, se seleccionaron las muestras tipo b de cuatro granjas
positivas al NDV (U5269, U5270, U5272 y U5273). Para mejorar la resolucién
de bandas se adicioné MgCl, y para eliminar bandas inespecificas se usé

DMSO del 3 al 5%.
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4.3.2.2. Secuenciacion y analisis filogenético del gen parcial F
del NDV.

Los productos de la PCR para F parcial combinada de las seis vacunas
analizadas contra el NDV fueron enviados para su secuenciacion a Macrogen
— Corea. En cuando a las muestras de granjas, se cortaron las bandas del gel
de agarosa correspondientes a 581 pb de la F parcial y se purificaron mediante
el kit comercial PureLink*M Quick Gel Extraction and PCR Purification combo
kit (Invitrogen, K220001). Se enviaron los amplicones de las siete vacunas y
de cuatro productos purificados a partir de granjas (U5269, U5270, U5272 y
u5273).

Las secuencias recibidas se limpiaron y consolidaron con el uso del
programa MEGA-X 11.0.8. Se verific6 que las secuencias estuvieran
relacionadas con el NDV mediante alineamiento local en Nucleotide-BLAST.
Ademas, se determind la similitud nucleotidica entre las secuencias vacunales

y la cepa La Sota (AJ629062) mediante el calculo de p-distance.

4.3.2.3. Aislamiento viral del NDV.

Con el fin de obtener mejor calidad y mayor cantidad de ADNc se intenté
hacer aislamiento viral para el NDV a partir de muestras tipo b positivas al gen
M de tres granjas (U5256, U5261 y U5270). Las granjas se seleccionaron
porque correspondian a aquellas donde se obtuvieron secuencias de S1 del
IBV de buena calidad. Por lo que se usaron como control para verificar la

buena conservacion de las muestras.
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Los huevos embrionados fueron facilitados por una explotacion de
gallinas de campo que no habian sido vacunadas contra NDV e IBV y que
resultaron negativas por serologia a la EN y a BIA. La cantidad de huevos
embrionados que se pudo conseguir en el contexto de la pandemia de COVID
19, sélo hizo factible la realizacion de un pequefio ensayo donde se incluyeron
tres muestras, controles positivo y negativo hasta un tercer pasaje.

Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm y se filtraron a través de
microfiltros (0,2 um) estériles. Se us6 una vacuna viva (1N) como control
positivo y se dejaron embriones sin inocular como control negativo. Se inoculo
con 0,2 ml en la cavidad alantoidea de embriones de 10 dias de edad por
quintuplicado. Los embriones se observaron con ovoscopio diariamente y al
cuarto dia post-inoculacién se realizé la cosecha del liquido alantoideo. Se
infectaron nuevos embriones. El liquido alantoideo del ultimo pasaje se utilizd
para correr las pruebas de PCR para [-actina aviar, gen M y gen F parcial

combinado.
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(4. Resultados y discusiones de la

caracterizacion molecular del NDV

(¥ 4

4.4.1. Determinacion de la presencia del NDV en muestras de gallinas
ponedoras mediante PCR para el gen M
La técnica de PCR para el fragmento de 121 pb del gen M se realizé
con una temperatura de hibridaciéon de 57°C (Imagen 11). De esta manera, se
pudieron realizar a la par con las PCR para B-actina aviar y la regiéon 5UTR

del IBV por las condiciones de ciclado similares.

Imagen 11.

Electroforesis para el gradiente térmico probado para el gen M del NDV.

<— Proteina M
121 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidas con Sybr (Invitrogen) en la que se observa en
cada carril diferentes temperaturas (°C). (M) marcador de con pares de bases. (C-) control
negativo. En recuadro blanco se destaca la temperatura seleccionada.
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El fragmento de 121 pb del gen M del NDV se amplific6 adecuadamente
con una concentracién para MgClz de 2,5 mM (Imagen 12a). Con relacion a la
cantidad de ADNc empleado, no se observaron diferencias entre las
cantidades empleadas, por lo que se optd por trabajar con 2 pl/reaccion
(Imagen 12b).

En cuanto a la sensibilidad analitica, la PCR para el fragmento del gen
M amplifico hasta la dilucion 1:1000 que corresponde a detectar hasta 1,7ng/ul,
valor encontrado en la cosecha de liquido alantoideo positivo a NDV (Imagen
12c). Finalmente, la PCR para el gen M del NDV fue especifica al amplificar
sblo los controles positivos del NDV (Imagen 12d). Este resultado era el
esperado dado que Wise y colaboradores (2004), quienes disefiaron los
cebadores mencionan que, éstos eran especificos inclusive para evitar una

reaccion positiva cruzada con otros paramixovirus aviares.
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Imagen 12.

Electroforesis relacionadas con la puesta a punto de la PCR para el gen M del NDV

|
|«<— Proteina M
121 pb <— Proteina M
121 pb

Geles de agarosa al 2% tefiidos con Sybr (Invitrogen) donde se observa la amplificacion de un fragmento de 121 pb del gen M con: a.
diferentes concentraciones de MgCl2 (1,5 mM, 2 mM y 2,5mM). ). b. diferentes cantidades de molde (1pl, 1,5ul, 2ul y 2,5ul). c. diferentes
diluciones (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000) de controles positivos del NDV (NDV, 1N, 2N). d. ausencia de bandas para controles positivos del IBV
(IBV, 1B, 2B). (M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control negativo. En recuadros blancos se destacan las condiciones
seleccionadas.

<— Proteina M
121 pb

<— Proteina M
121 pb
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De las granjas analizadas en el estudio, 46 (97,87%) resultaron
positivas al NDV (Imagen 13) (Anexo 4). Las seis vacunas vivas contra NDV

también amplificaron la region de 121 pb del gen M.

Imagen 13.

Electroforesis de PCR para el gen M con los tres tipos de muestras (a, b y c).

«— Proteina M
121 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR safe DNA (Invitrogen) para PCR de
un segmento de 121 pb del gen M del NDV. (M) marcador de pares de bases. (C-) control
negativo. (C+) control positivo.

4.4.2. Analisis de la relacién filogenética entre las secuencias obtenidas
de las muestras de aves ponedoras y las secuencias de cepas de

referencia del NDV.

44.21. Técnica de PCR para un segmento del gen F.

Se logro establecer las temperaturas de annealing (Tabla 17) para los
siete pares de cebadores ensayados con el uso de los controles positivos
(Imagen 14). Sélo con el juego de cebadores de la regién F parcial de 535 pb
no fue posible amplificar ni siquiera los controles positivos. No obstante, se
tuvieron resultados positivos para las seis vacunas vivas contra NDV al

amplificar el segmento de 581 pb del gen F (Imagen 15).
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Tabla 17.

Temperaturas de hibridacién para cebadores utilizados para amplificar gen F.

Nombre de PCR Temperatura de hibridacion de
cebadores (°C)
F completo 1 55
F completo 2 53
M+F 60
F clivaje corto 63
F clivaje largo 63
F parcial combinado’ 53
F parcial combinado? 47

'Con uso de enzima GoTag® Flexi DNA Polymerase.
2Con empelo de enzima MegaFi™ Fidelity DNA Polymerase

Imagen 14.
Electroforesis para el gradiente térmico probado para dos técnicas de PCR
para gen F del NDV.

— F

completo 2
1780 pb

«— F parcial
combinada
581 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiidas con Sybr (Invitrogen) en las que se observa en
cada carril diferentes temperaturas (°C). (M) marcador de pares de bases. a. perfil para el gen
F completo con cebadores de Mohamed y col., (2011). b. perfil para F parcial combinado con
enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase.
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Imagen 15.

Electroforesis de PCR para F parcial combinado con vacunas comerciales

contra el NDV empleadas en la zona de estudio.

v O o iMe ZM 3N aNa FNb 10N

:! — — e — — - F parcial

combinada
581 pb

-

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR safe DNA (Invitrogen) de ocho
vacunas para PCR de un segmento de 581 pb de la proteina F del NDV. (M) marcador de
pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control positivo.

Por otro lado, no se lograron resultados positivos para el gen F a partir
de las muestras que amplificaron para el gen M a través de seis juegos de
cebadores empleados en pruebas PCR realizadas con la enzima GoTaq®
Flexi DNA Polymerase. Dado que existen varias razones por las cuales en una
PCR punto final se presenta la ausencia de un producto, se realizaron una
serie de actividades a fin de lograr la amplificacion (Anexo 10).

Con las soluciones implementadas no se obtuvieron resultados
positivos para las muestras de campo con relacién al gen F; volviéndose
importante recordar que la alta capacidad de mutacién del NDV, provoca que
evolucione de manera continua (Miller y col., 2010). De hecho, aislamientos
recuperados de aves columbiformes en Estados Unidos entre 2000 y 2007

fueron considerados como positivos al NDV al amplificar la proteina M
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mediante ensayo gRT-PCR vy tener valores de ICPlI mayores de 0,7; sin
embargo, todos los aislamientos fueron negativos para la prueba gRT-PCR del
gen F (Kim y col., 2008b). Debe mencionarse que, la prueba gRT-PCR
empleada para el gen F habia sido disefiada originalmente para examinar
muestras de pollos infectados con cepas del NDV responsables de una
epizootia en los Estados Unidos durante el 2002 (Wise y col., 2004).

La prueba disefiada por Wise y col., (2004) fue capaz de identificar una
amplia gama de aislamientos de diferentes lugares del mundo e inclusive fue
validada para la identificacion de los virus NDV de clase Il (OIE, 2004). No
obstante, el ensayo no fue capaz de amplificar la proteina de F del virus Dove/It
recogido de ltalia en 2000. La comparacion de la secuencia del aislado Dove/It
con las secuencias de los cebadores y sonda mostré la presencia de varios
mismatches en los cebadores y cuatro en la sonda; siendo necesario un
redisefio de cebadores y sonda para lograr caracterizar esta y otras cepas del
NDV (Kim y col., 2008b; Kim y col., 2006).

Aunque las técnicas de PCR empleadas en el presente estudio son de
punto final y no estarian influenciadas por el disefio de la sonda fluorescente
requerida en las qPCR mencionadas, debe recordarse que los cebadores
fueron disefados por los autores originales a partir de secuencias existentes,
lo que supone que el virus desconocido se pareceria a los virus previamente
secuenciados (Miller y col., 2010). Por esta razén, Bello y col., (2018)
mencionan que, se deben actualizar continuamente los cebadores utilizados

en las técnicas de PCR para el gen F a fin de tener en cuenta las variantes
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que podrian escapar a la deteccion como resultado de la mutacion en el sitio
de unién del cebador. Un planteamiento semejante se encuentra en el Manual
Terrestre de la OIE (2021b), donde se indica que dada la diversidad genética
del NDV, estudios filogenéticos universales mediante pruebas RT-PCR
especificas del gen F son un desafio. Ademas, en este documento se recalca
que debido a la variabilidad en la region FO, las pruebas disponibles son de
uso limitado y pueden no detectar variantes (OIE, 2021b).

En consecuencia, las muestras positivas a NDV obtenidas de la
provincia de Tungurahua podrian presentar alguna variacion genética que
dificulta la hibridacion de los cebadores utilizados (OIE, 2021b). Mas aun si se
recuerda que en la EN es frecuente la aparicion de infecciones mixtas con
diferentes genotipos 0 que, como ya se menciond, que existe una gran
diversidad de genotipos del NDV, lo cual dificulta la prediccion de su
composicion genética (Miller y col., 2010; OIE, 2021b).

En el caso de la PCR para la regién F parcial combinada realizada con
la enzima MegaFi*™ Fidelity DNA Polymerase se presentaron bandas
inespecificas con las muestras, siendo necesario probar diferentes
temperaturas de hibridacién e incorporar el uso de DMSO al 3% (Imagen 16).
Se evidencido que al disminuir la temperatura de hibridacion usada para los
cebadores de la region F parcial combinada se pudieron encontrar bandas del
tamafo esperado. De manera similar, Kim y col., (2006) encontraron como
posible solucion para lograr detectar ciertas cepas del NDV, la reduccién de la

temperatura de annealing. Sin embargo, los investigadores también
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mencionan la modificacion de la sonda para lograr detectar determinas cepas
(Kim y col., 2006). Consecuentemente, se hace necesaria la aplicacion de
NGS (por sus siglas en inglés, Next-Generation Sequencing) o la
secuenciacion genomica completa para el estudio de este virus con alto

potencial para evolucionar (Miller y col., 2010; Satharasinghe y col., 2016).

Imagen 16.

Electroforesis del gen F parcial combinado con diferentes concentraciones de

DMSO.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiida con SYBR safe DNA (Invitrogen) de tres
muestras de campo para PCR de un segmento de 581 pb deL GEN F del NDV empleando
enzima MegaFi‘M Fidelity DNA Polymerase. a. se observan bandas inespecificas, sin uso de
DMSO. b. se aprecia disminucién de bandas inespecificas con uso de DMSO al 3%. (M)
marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control positivo.

En este punto se hace necesario mencionar que, en la unica granja
negativa a NDV (U5285) no se observaron ni signos ni lesiones aparentes

(Anexo 11 y 12). No obstante, en las necropsias realizadas a las aves
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muestreadas se encontraron lesiones que podrian revelar la replicacion del
NDV. Alrededor del 25% de granjas muestreadas (Anexo 11) tenian aves en
cuyas necropsias se encontraron: hemorragias equimaticas a nivel de intestino
delgado, hemorragias petequiales y edema en el proventriculo y tonsilas
cecales hemorragicas (Imagen 17).

A pesar de que, las lesiones mencionadas no son patognomaonicas para
la EN, se suelen reportar en conjunto en aves infectadas con cepas
velogénicas viscerotropicas del NDV (Brown y Bevins 2017; Cattoli y col.,
2011; Chowdhary y col., 2020; Valencia, 2020b). En consecuencia, no se
podria inferir que las lesiones eran indicativas de la presencia de cepas
velogénicas o un brote de la EN (Brown y Bevins 2017; Moreno, 1994; The
Center for Food Security and Public Health 2010). Las lesiones simplemente
podrian demostrar que aunque las vacunas contra el NDV disponibles
comercialmente son capaces de prevenir de manera eficiente la mortalidad y
los signos graves de la enfermedad, no se estaria impidiendo la replicacion
viral (Absalon y col.,, 2019). Ademas, debe acotarse que ciertas cepas
vacunales como La Sota tienen el potencial de volverse virulentas y se ha
demostrado que las cepas virulentas pueden estar presentes en poblaciones
de aves sin que estas sean afectadas, dada la proteccion producida por las

vacunas (Brown y Bevins, 2017b; Roy, 2012; Taylor y col., 2017).
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Imagen 17.
Fotos representativas de lesiones mas comunmente encontradas durante las

necropsias realizadas a las aves muestreadas.

a. hemorragias petequiales (flechas) y edema en proventriculo. b. tonsilas cecales
hemorragicas. c. hemorragias equiméticas (flechas) en intestino delgado.
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44.2.2. Andlisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas

para el gen F parcial del NDV.
El alineamiento entre las secuencias de seis vacunas usadas en la zona
de estudio, el control positivo y la cepa La Sota se presenta en el Anexo 13.
La similitud nucleotidica a partir del calculo de p-distance (0,0333) entre las
vacunas contra NDV y la cepa La Sota fue de 96,67%. Con este porcentaje se
pudo considerar que las vacunas comercializadas emplean cepas
lentogénicas homologas a la cepa La Sota. Por otra parte, las secuencias
muestrales mostraron cromatogramas “sucios” (Anexo 14); dificultando la
definicion de una secuencia consenso. En el analisis Nucleotide-BLAST de las
secuencias obtenidas a partir de las cuatro granjas no se encontré similitud

significativa para ninguna de ellas.

44.2.3. Aislamiento viral del NDV
El resultado final al tercer pasaje fue positivo a B-actina aviar para las
tres muestras analizadas y negativo a NDV para dos muestras (U5256 y
U5261). Se amplificé el gen M con la muestra de la granja U5270 (Imagen
18a). Los resultados de los controles negativo y positivo de la técnica de
aislamiento viral respaldaron los resultados obtenidos. Sin embargo, la
muestra de la granja U5270 resulté negativa a la amplificacién del gen F parcial

combinado (Imagen 18b).
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Imagen 18.
Electroforesis de PCR para el gen M y gen F parcial combinado empleando

cosechas de liquido alantoideo de pasaje ll.

«— Proteina M
121 pb

«— F parcial
combinada
581 pb

Geles de agarosa al 2% tenido con SYBR safe DNA (Invitrogen) para: a. tres muestras para
PCR de un segmento de 121 pb del gen M. b. muestra U5270 empleando enzima MegaFi‘™
Fidelity DNA Polymerase. (M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo. (C+) control
positivo.

El aislamiento viral se realiz6 como prueba complementaria
considerando que la no amplificaciéon de productos en las técnicas de PCR
punto final puede deberse a la insuficiente cantidad de molde (Thermo Fisher
Scientific, 2021). No obstante, no se lograron resultados positivos para el gen
F luego del tercer pasaje por embriones. Adicionalmente, hubo ausencia de

amplificacion para el gen M en las muestras U5256 y U5261. De igual manera,
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so6lo se pudo amplificar el fragmento de 783pb del gen S1 del IBV a partir de
muestra de la granja U5270. Dado que estas granjas se seleccionaron porque
fueron positivas al gen S1 e inclusive se contaba con las secuencias
correspondientes, se considerd que las particulas virales no fueron capaces
de replicarse y/o perdieron su viabilidad (OIE, 2021b). Situacién que no es
exclusiva del estudio realizado en la provincia de Tungurahua ya que, Selim y
col., (2013) encontraron muestras positivas a IBV a través de RT-PCR, pero

que no se lograron identificar mediante aislamiento viral.
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CAPIiTULO 5

5. LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA AVIAR

Imagen de microscopia electronica de transmision de una particula ILTV

(Portz y col., 2008)
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5.1. Revision de Literatura

5.1.1. Etiologia

La ILT es producida por el Gallid alphaherpesvirus 1 (GaHV-1) (Garcia
y Spatz, 2020; Gowthaman y col., 2020). Este virus pertenece al género
lltovirus, subfamilia Alphaherpesvirinae, familia Herpesviridae y al orden
Herpesvirales (ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses, 2021).

El ILTV posee una envoltura externa de glicoproteinas que envuelven
una capa de tegumento proteico, que a su vez rodea una nucleocapside de
simetria icosaédrica (Garcia y Spatz, 2020; Gowthaman y col., 2020). El
tamano de la particula viral es de 200 a 350nm (Granzow vy col., 2001). El
virus posee ADN lineal de doble cadena, formado por 151.607 nt (Guy y
Garcia, 2008; Lee y col., 2011).

El genoma del ILTV cuenta con 79 ORFs, de los cuales 64 se
encuentran en la region unica larga (UL), nueve en la region unica corta (US)
y seis en las regiones flanqueantes de repeticion invertida (IR) (Figura 6)
(Garcia y Spatz, 2020). La envoltura contiene once glicoproteinas, gB, gC, gD,
gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL y gM, que estan codificadas por los ORFs: UL27,
UL44, US6, US8, US4, UL22, US7, US5, ULS3, UL1 y UL10, respectivamente
(Piccirillo y col., 2016). Las glicoproteinas son importantes para la generacion

de la respuesta inmune en el huésped (Gowthaman y col., 2020).
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Figura 5.

Representacion esquematica del ILTV
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a. Diagrama esquematico de la estructura del ILTV. b. Organizacion del genoma del ILTV del
extremo 3’ a 5’: region unica larga (UL), regidon unica corta (US) y repeticion invertida (IR)
(Gowthaman y col., 2020).

5.1.2. Clasificacion molecular

Debido a la antigenicidad conservada del ILTV, la clasificacion se
realiza tomando en cuenta el genoma del virus (Garcia y Spatz, 2020;
Menendez y col.,, 2014). La relacion filogenética entre los genomas
secuenciados del ILTV ha sido desarrollada por varios autores. Por ejemplo,
Garcia y Spatz (2019), encontraron la formacién de cuatro clados para el virus
de ILTV. Se destaca en dicha filogenia el hecho de que en el clado | se
encontraban cepas de vacunas originadas en cultivo de embriones de pollo

(CEO), mientras que en clado Il se agruparon las cepas de vacunas originadas
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en cultivo celular (TCO); pero, en los cuatro clados se ubicaron cepas
virulentas (Garcia 'y Spatz, 2020). Por su parte Spatz y col., (2019) identificaron
nueve genotipos que se agruparon en 5 subgenotipos. La conclusién mas
importante de los estudios de clasificacion molecular es que las cepas

circulantes del ILTV estan relacionadas con la vacuna (Menendez y col., 2014).

5.1.3. Incidencia y distribucion

ILTV esta presente en diferentes paises de los cinco continentes
(Gowthaman y col., 2020). No obstante, es mas frecuente en regiones donde
hay produccién avicola intensiva y/o grandes concentraciones de aves de
corral (Guy y Garcia, 2008; OIE, 2021d).

En paises como, Estados Unidos, China, Canada y ciertas naciones de
la Unidon Europea es una enfermedad periddica, ocasionada por el paso del
virus de parvadas infectadas a las no vacunadas ( Guy y Garcia, 2008; Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria-Argentina (SENASA-AR),
2009). En los paises en vias de desarrollo, LT es considerada una infeccion
endémica en aves de traspatio y aves de produccion comercial (Bagust y col.,
2000). En América del Sur se registraron brotes en Colombia, Peru, Argentina,
Brasil, Chile, Peru, Surinam y Uruguay (Hidalgo, 2003; Organizacién Mundial
de Sanidad Animal (OIE), 2021d; SENASA-AR, 2009; Ventura, 2010; Vinueza

y col., 2011).
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5.1.4. Hospedadores y transmision

Las aves como cuervos, palomas, gorriones y estorninos parecen ser
resistentes al ILTV (OIE, 2021d). Por su parte, el Gallus domesticus se
considera el huésped principal, pero la enfermedad se ha reportado también
en pavos, pavos reales y faisanes (Guy y Garcia, 2008; OIE, 2021d). Las aves
de todas las edades son susceptibles, pero aquellas de mas de tres semanas
de edad tienen una mayor predisposicion para infectarse (Dufour-Zavala,
2008; Linares y col., 1994). Las aves de traspatio y los patos se consideran
portadores de la enfermedad (Hidalgo, 2003; Ojkic y col., 2006).

ILTV entra en el huésped a través de las las vias respiratorias
superiores, la mucosa ocular u oral (Hidalgo, 2003; Murphy y Gibbs, 2005). La
transmision directa se produce generalmente por la introduccién de aves
portadoras o clinicamente enfermas a un lote de aves susceptibles (Garcia y
Spatz, 2020; Gowthaman y col., 2020). Por otro lado, la transmision indirecta
se da a través de vectores (escarabajos negros, perros o gatos) o por fomites
contaminados con exudados respiratorios (Garcia y Spatz, 2020; Gowthaman
y col., 2020; Hidalgo, 2003; Ou y Giambrone, 2012). No se ha confirmado la
transmision vertical, ni tampoco que la enfermedad sea transmisible a los

seres humanos (Garcia y Spatz, 2020; OIE, 2021d).

5.1.5. Patogenia, signos y lesiones anatomo-patoldgicas
El periodo de incubacién de ILTV varia entre 6 y 14 dias (Garcia y

Spatz, 2020; Guy y Garcia, 2008). La replicacién inicial tiene lugar en el epitelio
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de la conjuntiva, senos respiratorios, laringe y vias respiratorias superiores
(Garcia y Spatz, 2020). La infeccidn citolitica activa del ILTV genera dafos en
el revestimiento epitelial traqueal y conjuntival; conduciendo a hemorragias y
otras manifestaciones clinico-patologicas (Garcia y Spatz 2019; Gowthaman y
col., 2020). ILTV establece latencia en el ganglio trigémino después de la fase
litica de infeccidn aproximadamente a los siete dias del inicio de la infeccidn
(Garcia y Spatz, 2020; Gowthaman y col., 2020; Hidalgo, 2003).

La reactivacion de ILTV a partir de la latencia esta mediada por la TK'y
el ICP4 (Han y col., 2002a). La latencia le permite al virus reactivarse bajo
ciertas circunstancias (procesos de estrés, exceso de amoniaco, cuadros
téxicos y sobre exposicion a otros virus respiratorios) y provocar nueva
infeccidn en las aves que, aunque no presentan signos clinicos, excretan virus
(Han y col., 2002a; Murphy y Gibbs, 2005; OIE, 2021d).

Se han descrito tres formas de ILT, la forma hiperaguda o epizodtica
grave, la forma subaguda y la forma suave o crénica (Garcia y Spatz, 2020;
OIE, 2021d). Los signos varian en intensidad de acuerdo con la forma de
presentacion (Tabla 18); destacandose que las aves afectadas con la forma a
hiperaguda pueden morir subitamente sin presentar signos clinicos (Preis y

col., 2013).
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Tabla 18.
Resumen de signos clinicos de acuerdo con la forma de presentacion de la
ILT.

SIGNOS FORMA DE PRESENTACION
Hiperaguda Aguda Croénica
Letargia Sl Sl NO
Disnea Si (marcada) Sl NO
Estertores Sl Sl Sl (leves)
Estornudos SI SI NO
Jadeo Sl SI NO
Disnea Sl (marcada) Sl NO
Graznidos agudos NO SI NO
Disminucion de produccion de huevos' NO SI? Sl (10%)
Expectoracion de moco mezclado con sangre SI NO NO
Gorgojeo y tos cuando aves intentan
expulsar obstrucciones en la traquea Sl NO NO

'En aves reproductoras y ponedoras
2 Produccion de huevos cesa o disminuye para luego volver a normalidad.
(Creelan y col., 2006; Guy y Garcia, 2008; Hidalgo, 2003; OIE, 2021d; Ou y Giambrone, 2012)

Con relacion a las lesiones, en la forma epizodtica se incluyen:
traqueitis hemorragica grave con coagulos sanguineos, formacion de
membranas diftéricas, rinitis mucoide, conjuntivitis e hinchazén de parpados
(Guy y Garcia, 2008; OIE, 2021a). La morbilidad es alta (90 al 100%) vy la
mortalidad moderada (5 al 70%) (Garcia y Spatz, 2020; Gowthaman y col.,
2020; Ou y Giambrone, 2012). En la forma subaguda se observa conjuntivitis
purulenta, sinusitis, traqueitis con exudado mucoide y presencia de
membranas diftéricas en la laringe y traquea (Gowthaman vy col., 2020; OIE,
2021d). En la forma suave, el virus ocasiona traqueitis catarral leve a
moderada, sinusitis y conjuntivitis con hinchazén de los senos infraorbitarios
(Garcia y Spatz, 2020; Hidalgo, 2003). La morbilidad es relativamente baja y

la mortalidad entre 0,1y 2% (Ou y Giambrone, 2012).
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5.1.6. Prevencion y control

Un plan de bioseguridad eficaz para ILT incluye evitar granjas de varias
edades, limpieza y desinfeccion de equipos y vehiculos, compostaje interno
de basura, eliminacion adecuada de aves muertas y periodos de vacio
sanitario superiores a los 21 dias (Garcia y Spatz, 2020; Halvorson 2011;
Hidalgo, 2003). Las medidas de bioseguridad preventivas también deben
incluir el control de aves silvestres, roedores, perros y gatos (Volkova y col.,
2012). Ademas, las aves de traspatio cercanas a las explotaciones
comerciales deben monitorearse (Garcia y Spatz, 2020). Finalmente, debe
existir comunicacion y colaboracion entre el gobierno, la industria avicola y la
academia a fin de tener planes de contingencia rapidos; mas aun cuando se
conoce que en las areas donde se ha presentado un brote de ILTV,
probablemente se experimenten mas brotes (Gowthaman y col.,, 2020;

Halvorson, 2011).

5.1.6.1. Vacunacioén contra el ILTV
Actualmente, la vacunacién con vacunas TCO y CEO sigue siendo una
practica comun (Menendez vy col., 2014). Las vacunas CEO pueden volverse
virulentas después de varios pasajes y ademas generan latencia (Dufour-
Zavala, 2008; Guy y John Barnes, 1991; Menendez vy col., 2014). La
administracion de las vacunas CEO se realiza través del agua de bebida, via
ocular o por aspersion (Dufour-Zavala, 2008; Garcia y Spatz, 2020). Las

vacunas TCO tienen la ventaja de que luego de pasajes en las aves no vuelven
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a ser virulentas, pero sélo se pueden administrar via ocular (Dufour-Zavala,
2008).

Las vacunas recombinantes se consideran alternativas mas seguras,
debido a su incapacidad para transmitirse de ave en ave, por no presentar
reversion a la virulencia y a que no establecen latencia (Menendez y col.,
2014). No obstante, estas vacunas no detienen la diseminacion viral y la
existencia de anticuerpos contra los vectores recombinados puede neutralizar
las vacunas (Gowthaman y col., 2020; Thilakarathne vy col.,, 2020).
Actualmente, existen comercialmente disponibles vacunas contra ILTV que
emplean como vectores virales al HVT o al virus de la viruela aviar (Dufour-
Zavala, 2008; Menendez y col., 2014). Estas vacunas se administran in ovo o
mediante puncion alar (Dufour-Zavala, 2008; Menendez vy col., 2014).

Tanto las vacunas atenuadas como las vacunas vectorizadas virales
recombinantes se pueden usar solas o en combinacién (Garcia y Spatz, 2020).
En los Estados Unidos dependiendo de la zona, los programas vacunales de
reproductoras y ponedoras utilizan diferentes combinaciones de vacunas y
edades (Dufour-Zavala, 2008). En ponedoras y reproductoras se puede aplicar
una vacuna CEO a las 4-8 semanas de edad mediante agua de bebida,
seguida de una vacuna TCO via ocular a las 10-15 semanas de edad (Dufour-
Zavala, 2008; Gowthaman y col., 2020). Los pollos de engorde se vacunan
cuando se presenta un brote (Dufour-Zavala, 2008; Gowthaman y col., 2020;

Ou y Giambrone, 2012).
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5.1.7. Diagnéstico

Los métodos de diagndstico para ILT incluyen aislamiento viral,
inmunofluorescencia (IF), inmunohistoquimca (IHQ) y métodos seroldgicos
(virus neutralizacion -VN-, inmunodifusién en gel de agar -AGID- o ELISA)
(Gowthaman y col., 2020). Sin embargo, la histopatologia y las técnicas de
gPCR tienen un alto valor diagnostico y se utilizan mas comunmente (Garcia

y Spatz, 2020; OIE, 2021d).

5.1.71. Aislamiento viral

Las muestras clinicas a partir de las que se realiza el aislamiento viral
incluyen: pulmones, traquea, hisopos conjuntivales, raspados traqueales y/o
exudados de la traquea (Garcia y Spatz, 2020; Gowthaman y col., 2020). Las
muestras deben tomarse preferente de aves en las primeras etapas de la
infeccion (OIE, 2021d).

El aislamiento del ILTV se realiza en huevos SPF embrionados de 10
a 12 dias de edad a través de la inoculacion en la membrana corioalantoidea
(CAM) (OIE, 2021d). Los embriones infectados con ILTV mueren a los 2 a 8
dias post-inoculacion, pero a las 48h ya se pueden observar placas opacas en
la CAM (Gowthaman y col., 2020; OIE, 2021d).

El aislamiento viral del ILTV también se puede realizar en cultivos
celulares (Gowthaman y col., 2020; OIE, 2021d). Se suelen utilizar cultivos
primarios de células de higado, pulmén o rindn de embriones de pollo; asi

como células de rindn de pollo (Gowthaman y col., 2020). La infecciéon con
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ILTV en los cultivos incluyen la hinchazon de las células, el desplazamiento de
la cromatina, el redondeo de los nucleolos, la formacion de sincitios y la
presencia de inclusiones intranucleares (Gowthaman y col., 2020; OIE,

2021d).

5.1.7.2. Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia
La IF y la IHQ se pueden utilizar para detectar el ILTV en tejidos
traqueales o frotis (Gowthaman y col., 2020; OIE, 2021d). La IHQ es mas
sensible que la IF y la mayor positividad con IHQ se ha reportado a nivel de la

traquea (Gowthaman y col.,2020).

5.1.7.3. Serologia

La técnica de AGID se suele utilizar para diferenciar ILT de la forma
diftérica de viruela aviar (Gowthaman y col., 2020). No obstante, la sensibilidad
de AGID es menor comparada con VN, IF y ELISA (Gowthaman y col., 2020;
Garcia y Spatz, 2020). Por su parte, la VN se utiliza para evaluar el aislamiento
viral en CAM o tejidos celulares (OIE, 2021d). El anticuerpo usado en la VN
neutraliza el ILTV evitando la formacién de placas en el caso de las CAM o los
efectos citopaticos en el caso de los cultivos celulares (OIE, 2021d).

ELISA por otro lado es la técnica de eleccién para la deteccion de
anticuerpos en muestras de campo (Gowthaman y col., 2020). Los kits de
ELISA disponibles comercialmente en su mayoria utilizan virus enteros como

antigeno, por lo que no se pueden diferenciar las respuestas de anticuerpos
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entre las aves infectados y las aves vacunadas (Garcia y Spatz, 2020;
Gowthaman y col.,, 2020). No obstante, con el uso de las vacunas
recombinantes que transportan glicoproteinas del ILTV, también se fabricaron
kits de ELISA con glicoproteinas especificas; facilitando diferenciar las
poblaciones de aves infectadas de las vacunadas (Garcia y Spatz, 2020;

Gowthaman y col., 2020).

5.1.7.4. Pruebas moleculares

Técnicas moleculares como PCR punto final, qPCR, PCR anidada y
RFLP se han utilizado para detectar el ILTV de manera precisa y rapida
(Creelan y col., 2006). Las pruebas de PCR son igual de sensibles que el
aislamiento viral cuando se toma muestras de aves hasta la fase final de la
infeccion, pero muestran una sensibilidad superior para la deteccion de ILTV
durante la fase de recuperacion de la enfermedad (OIE, 2021d).

Aunque las cepas de campo y vacunales de ILTV se pueden diferenciar
utilizando RFLP, se ha desarrollado un analisis de fusién de alta resolucion
(HRM) para clasificar las cepas de ILTV y detectar eventos de recombinacion
(Craig y col., 2017; Fakhri y col., 2019; OIE, 2021d). Igualmente, las técnicas
de secuenciacion de nueva generacién (NGS) o los ensayos de genotipado de
polimorfismo de nucleétido unico TagMan (TagMan-SNP) son empleados para
identificar mutaciones o eventos de recombinacion del ILTV (Gowthaman y

col., 2020; Loncoman y col., 2017). Los genes que se estudian varian de
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acuerdo con el criterio de los investigadores, pero comunmente se examinan:

ICP4, TK, gG, gE y gJ (Craig y col., 2017; Creelan y col., 2006; OIE, 2021d).

5.1.7.5. Histopatologia

Las lesiones microscépicas producidas por el ILTV se pueden identificar
en cortes histologicos conjuntivales y traqueales tefiidos con Giemsa o
hematoxilina- eosina (Garcia y Spatz, 2019; OIE, 2021d). De manera clasica
se observa la presencia de células sincitiales, pero la deteccion de cuerpos de
inclusion intranucleares de Cowdry tipo A se considera patognomonico de la
enfermedad (Garcia y Spatz, 2019; Gowthaman y col., 2020; OIE, 2021d). Los
cuerpos de inclusion estan presentes solo de 3 a 5 dias después de la infeccidn
y aun con su identificacion se requiere la confirmacién de los resultados

mediante inmunocitoquimica o PCR (Garcia y Spatz, 2019; OIE, 2021d).

5.2. Antecedentes del estudio de la Laringotraqueitis

infecciosa aviar en Ecuador

Hasta el afio 2011, la ILT se consideraba una enfermedad exética en el
Ecuador, a pesar de que la enfermedad se habia reportado en los paises
vecinos de Peru y Colombia (Morales y col., 1971; Vinueza y col., 2011). A
partir de un brote de ILT ocurrido en agosto del 2008 en Peru, el Servicio

Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria realizé un monitoreo en las provincias
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fronterizas, Loja y El Oro. Los resultados a la prueba de ELISA indirecta fueron
negativos (SESA, comunicacion personal, 2009). En el afo 2009, se
muestrearon explotaciones comerciales localizadas en las provincias de
Pichincha e Imbabura (Revelo, 2009). Las aves de estas granjas presentaban
problemas respiratorios, pero en ellas no se encontré evidencia seroldgica
(prueba de ELISA) ni histopatolégica de exposicion al virus de ILTV (Revelo,
2009).

Durante el afio 2011, se realiz6 la deteccion de ILTV a partir de un brote
ocurrido por primera vez en Ecuador (Ayala y col., 2014). En este estudio se
tomaron muestras traqueales de aves con signologia respiratoria
pertenecientes a 26 granjas avicolas del Ecuador continental (Ayala y col.,
2014). Para evaluar la presencia de ILTV en las muestras traqueales, se
amplificé mediante PCR punto final a los genes ICP4 y TK (Ayala y col., 2014).
En la investigacion se infirid que el brote no fue causado por cepas vacunales
y que el mismo pudo ingresar desde paises vecinos (Ayala y col., 2014). Con
este hallazgo, la enfermedad fue notificada a la OIE en el afo 2012 y se
autorizé en el pais la vacunacion contra ILTV mediante el uso de vacunas
recombinantes vectorizadas (AGROCALIDAD, 2012; OIE, 2012). Cabe
sefalar que, en una investigacion realizada en la isla Floreana de las Islas
Galapagos, realizado en el afio 2012 no se observaron signos clinicos de ILT,
ni se detectaron resultados positivos con ELISA (Deem vy col., 2012).

En el ultimo trabajo de investigacion se muestrearon 92 granjas de aves

de corral situadas en trece provincias del Ecuador (Garrido y col., 2016). Los
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investigadores reportaron resultados positivos en 48 granjas de las 12
provincias estudiadas; siendo las provincias de Tungurahua y Cotopaxi las que
presentaron la mayor proporcién de reactores seropositivos (Garrido vy col.,
2016). No obstante, desde esa fecha no se han realizado otros estudios que

permitan conocer el estado epidemiologico de la enfermedad en el pais.
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5.3. Materiales y Meétodos para Ila

caracterizacion molecular del ILTV

5.3.1. Determinacion de la presencia del ILTV en muestras de gallinas
ponedoras a través de PCR para los genes ICP4 y TK.

Se amplificé un fragmento de 222 pb del gen ICP4. Para el efecto se
utilizaron los cebadores ICP4f (5CTCTTCCTCCTCTTCCTCAT-3’) y ICP4rev
(5-GTTACTGACTGAACCGACCC-3'), disefiados por Creelan y col., (2006)
(Anexo 6). De igual manera, se utilizaron los cebadores descritos por Han y
Kim (2001) para amplificar un fragmento de 649 pb de la Timidina kinasa (TK):
cebador directo TKIPf 5 CTTAGCGGAACCTATGCAAG 3’y cebador inverso
TKIPrev 8 TAGCGTCTGGTCGATTGAAG 3’ (Anexo 6). En las dos técnicas
de PCR se emple6 como control positivo, ADN facilitado por AGROCALIDAD.

Con las muestras traqueales, muestras tipo d, se realizaron las dos
pruebas de PCR para deteccion de ILTV y la PCR de B-actina aviar.
Adicionalmente, se procesé una vacuna contra ILTV empleada en la provincia
de Tungurahua. La vacuna correspondia a una vacuna vectorizada liofilizada
acompafnada de diluyente oleoso. Se procedié a fragmentar el liofilizado y
reconstituir una parte con el diluyente (V.oleoso) y otra con medio MEM (MP
Biomedicals) estéril (V.MEM). Luego, se extrajo ADN de cada muestra vacunal

reconstituida y se corrié la PCR para -actina aviar. Sélo la muestra de vacuna
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reconstituida con medio MEM amplifico y se utilizé con las PCR para los

fragmentos de los genes ICP4 y TK.

5.3.2. Secuenciacion, alineamiento y analisis de similitud nucleotidica de
las secuencias obtenidas para el gen TK
Los productos de PCR para TK de las granjas positivas se enviaron a
secuenciar a Macrogen - Corea. Las secuencias se procesaron en el programa
bioinformatico MEGA-X 11.0.8. Se construyé un alineamiento incluyendo 17
cepas de referencia (Tabla 19) y se realiz6 un analisis de similitud nucleotidica

entre todas las secuencias de referencia y las muestrales mediante p-distance.

Tabla 19.

Cepas representativas para ILTV.

Numero acceso

Cddigo en alineamiento Procedencia

GenBank
FJ444832 LTI-IVAX Brasil
FJ444847 Brasil/2007/USP-57 Brasil
HM230801 CEO-vacuna-Merial-UL24 Italia
DQ522949 Cepa-CG China
HM230794 Cepa-288269/2007-UL24 Italia
EU360946 Cepa-CH04 Suiza
EU423897 Cepa-SP-Trachivax China
EU360950 TCO-vacuna Suiza
S83714 US-aislado-632 Estados Unidos
FJ444833 Brasil/2002/USP-01 Brasil
GQ499344 Pert/2008/USP-81 Peru
EU360949 CEO-vacuna-Europa Suiza
FJ444831 Nobilis-ILT-vacuna Brasil
MN643594 P1369-TK-UFMG/Brasil Brasil
JX977077 Sharkia-11 Egipto
HM230800 CEO-vacuna-Fort-Dodge-UL24 Italia
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4 )

5.4. Resultados y discusiones de la

caracterizacion molecular del ILTV

A >

5.4.1. Determinacion de la presencia del ILTV en muestras de gallinas
ponedoras a través de PCR para los genes ICP4 y TK.

Para el gen ICP4 y TK, los perfiles térmicos realizados mostraron como
temperaturas de hibridacion para los cebadores empleados de 55°C y 57°C
(Imagen 19), respectivamente. Las condiciones de ciclado para las PCR para
los genes ICP4 y TK se detallan en la Tabla 20, conservandose las mismas

concentraciones de reactivos empleadas en las PCR para 5’UTR y gen M.

Imagen 19.

Electroforesis de los perfiles térmicos probados para los genes ICP4 y TK.

—ICP4
222 pb

Geles de agarosa al 2% tefiidas con Sybr (Invitrogen) en las que se observa siete diferentes
temperaturas (°C) una por carril para: a. gen ICP4. b. gen TK. (M) marcador de pares de bases.
(C-) control negativo. (C+) control positivo.
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Tabla 20.
Protocolo para las PCR de los genes ICP4 y TK del ILTV.

Proceso Temperatura Tiempo No.
(°C) (minutos:segundos) Ciclos
ICP4 TK ICP4 TK

Desnaturalizacion inicial 94 94 03:00 05:00 1
Desnaturalizacion 94 94 00:15 01:00
Hibridacion 55 57 00:30 01:00 40
Extension 72 72 00:15 01:00

Extension final 72 72 03:00 10:00 1

Las 47 muestras traqueales provenientes de las granjas de gallinas
ponedoras de la provincia de Tungurahua resultaron positivas para 3-actina
aviar (Tabla 21). De estas 47 muestras, tres resultaron positivas para ILTV
(U5244, U5255 y U5278) al amplificarse los fragmentos de las proteinas ICP4

y TK (Tabla 21) (Imagen 20).

Tabla 21.

Resultados para ICP4 y TK del ILTV con muestras de gallinas ponedoras.

Resultados
ICP4 TK

Caédigo de Tipo de
granja muestra

Z
=

B-actina
aviar
+ - -

u5240
U5241
u5242
u5243
u5244
u5245
uU5246
us247
u5248
u5249

o

© 00 N O O b WN =
0O O O O O O QO QO Q

+ + + 4+ + + + + o+

N
o




125

No, Codigode Tipode . S
’ granja muestra . ICP4 TK
aviar
11 U5250 d + - -
12 U5s5251 d + - _
13 U5252 d + - -
14 U5253 d + - _
15 U5254 d + - -
16 uUs5255 d + + +
17 U5256 d + - -
18 us257 d + - _
19 U5258 d + - -
20 uU5s5259 d + - _
21 U5260 d + - -
22 U5261 d + - _
23 U5262 d + - -
24 U5263 d + - _
25 U5264 d + - -
26 uU5s5265 d + - -
27 U5266 d + - -
28 uUs5267 d + - -
29 U5268 d + - _
30 uU5269 d + - -
31 uU5270 d + - -
32 us271 d + - -
33 us272 d + - -
34 uUs273 d + - -
35 us274 d + - -
36 uUs275 d + - -
37 uUs276 d + - -
38 us277 d + - -
39 us278 d + + +
40 U5279 d + - -
41 u5280 d + - -
42 U5281 d + - -
43 us5282 d + - -
44 U5283 d + - -
45 us5284 d + - -
46 U5285 d + - -
47 U5286 d + - _

TOTAL
POSITIVOS 3 3

H
~
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Imagen 20.
Electroforesis de muestras positivas y especificidad de las PCR de los genes

ICP4y TK del ILTV.

— ICP4
222 pb

—TK
649 pb

Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiida con SYBR safe (Invitrogen) para: a. gen ICP4 y
b. gen TK. Se observa amplificacion para muestras positivas a ILTV (U5244, U5255 y U5278)
y ausencia de bandas en los controles positivos del IBV y NDV y para la vacuna ILTV (VMEM).
(M) marcador de pares de bases. (C-) control negativo.

Los resultados positivos muestran la presencia de ILTV de campo y/o
vacunal en la provincia de Tungurahua. Cabe senalar que, la vacuna comercial
vectorizada probada en las dos técnicas de PCR no amplificé para ninguno de
los fragmentos pues posee soélo la gB del ILTV. En consecuencia, no se puede
hablar de un virus de ILTV derivado de la vacuna utilizada y autorizada. La
deteccion de las proteinas ICP4 y TK revelaria la circulacion de virus de campo

o de virus derivado del uso de una vacuna CEO.
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5.4.2. Secuenciacion, alineamiento y analisis de similitud nucleotidica de
las secuencias obtenidas para la proteina TK del ILTV.

El alineamiento de las cepas muestrales y las de referencia (Anexo 15)
mostré que no existian diferencias entre ellas. Lo cual coincide con lo
reportado a partir de aislamientos de Ecuador del afno 2011 que fueron
idénticos a las secuencias de referencia elegidas para TK (Ayala y col., 2014).

Con el calculo de p-distance se encontrdé que las secuencias tenian un
porcentaje de similitud nucleotidica entre 99,49 y 100% (Tabla 22). En el
trabajo realizado con cepas de campo de Argentina entre los afios 2006 y
2013, el andlisis de las secuencias correspondientes al gen TK no mostré
diferencias entre las muestras de campo e incluso entre las vacunas (Craig y
col., 2017). Adicionalmente, el control positivo de ILTV tuvo un 100% de
similitud con la cepa P1369-TK-UFMG/Brasil. Mientras que, se encontré que
las secuencias de las granjas U5244, U5255 y U5278 tenian un 100% de
similitud nucleotidica con la cepa peruana USP-81 (Tabla 22).

Aunque la TK no suele emplearse para realizar filogenia, su estudio es
importante dado que esta relacionado con la virulencia de ILTV y contribuye
con la caracterizacién (Han y col., 2002). En el presente estudio no fue factible
establecer el origen de las secuencias; siendo necesario estudiar otras
regiones genomicas o utilizar otras técnicas moleculares como RLFP o NGS.
El segmento gJ fue el que Craig y col., (2017) determinaron como el mas

informativo para lograr la diferenciacién entre cepas de campo y vacunales.



Tabla 22.

Resultados de p-distance entre cepas muestrales y cepas de referencia de ILTV.
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CEO-
. g Cee Cepa- Us- . CEO- . P1369- _ vacuna-
T e umss s e CQUEN vone oge mow cge Y Ko g, enwanm ome rewi en,  Nowe PR st
UL24 Trachivax 32 Europa = UFMG/Brasil Dodge-
uL24
LT-A
0,0034
U5244
0,0034 0,0000
U5255
U278 0,0034 0,0000 0,0000
0,0017 0,0017 0,0017 0,0017
LTI-IVAX
0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial- 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000
uL24
Cepa-CG 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000
Cepa-288269/2007- 0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017
uL24
0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000
Cepa-CHO04
c 0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0034 0,0034
epa-SP-Trachivax
0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017
TCO-vacuna
0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000
US-aislado-632
. 0,0051 0,0051 0,0051 0,0051 0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0051 0,0051 0,0051 0,0034 0,0034
Brasil/2002/USP-01
Cepa-UL23 0,0034 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0051
0,0034  0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0051 0,0034
Peru/2008/USP-81
CEO-vacuna-Europa 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0034 0,0017 10,0017
0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0034 0,0017 0,0017 0,0000
Nobilis-ILT_vacuna
P1369-TK- 0,0000 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0034 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017 0,0051 0,0034 0,0034 0,0017 0,0017
UFMG/Brasil
Sharkia-A1 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0034 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0017
arkia-
CEO-vacuna-Fort- 0,0017 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0017 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0034 0,0017 0,0017 0,0000 0,0000 0,0017 0,0000

Dodge-UL24

Mayor similitud para cepas muestrales en verde y para control positivo en celeste.
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La investigacion realizada permitié detectar la presencia de NDV, IBV e
ILTV en granjas de gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua
directamente a partir de hisopos laringotraqueales y muestras de traquea,
oviducto y tonsilas cecales. La deteccion se realizé gracias a la amplificacion
de las regiones conservadas de cada uno de los virus: region 5’UTR para IBV,
gen M para NDV e ICP4 y TK para ILTV. Sin embargo, la caracterizacion
molecular mediante técnicas de PCR para las regiones hipervariables solo fue
posible para el IBV. Se infirié a partir de las 16 secuencias parciales del gen
S1 del IBV que, las secuencias encontradas pertenecen al genotipo Gl.
Ademas, se considerd que 12 de estas secuencias eran homologas a las
cepas vacunales (tipo Mass vy tipo 4/91) utilizadas en la zona de estudio. No
obstante, las cuatro secuencias restantes de 1BV, las 46 secuencias de NDV
y las tres de ILTV encontradas en esta investigacion, podrian estar vinculadas
al uso de las vacunas o podrian estar relacionadas a cepas de campo.

En este punto es importante mencionar que los estudios de
caracterizacion molecular tanto de 1BV, como NDV e ILTV suelen considerar
aislamientos tomados a partir de brotes de las enfermedades (Alvarado y col.,
2005; Felippe y col., 2010; Kim y col., 2006; Marandino, 2013; Ayala y col.,
2014). Los virus de IBV, NDV y ILTV, como parte del complejo respiratorio,
desarrollan signos clinicos respiratorios que no son patognomaénicos pero que
en conjunto con otros indicativos clinico-patolégicos permiten realizar
diagndsticos presuntivos o monitoreos pasivos (Brown y Bevins 2017;

Cavanagh and Britton 2008; Garcia y Spatz, 2020; OIE, 2021d). Debe
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mencionarse que durante el periodo de muestreo ninguna granja reportd
sospechas de brotes para BIA, EN o ILT. Segun el reporte del sistema OIE-
WAHIS durante los anos 2020 y 2021 (periodo de muestreo del trabajo
realizado) no se registraron brotes de BIA e ILTV en el Ecuador, pero si se
reportaron 20 brotes de la EN (https://wahis.woah.org/#/dashboards/qd-
dashboard).

En la presente investigacion se realizé6 un muestreo epidemiologico
de caracter activo y por ende, no estaba orientado a la busqueda de aves con
signos clinicos relacionados con las enfermedades estudiadas.
Consecuentemente, la signologia que presentaron las aves al momento del
muestreo no contribuyé como dato orientativo, no pudiéndose hablar de un
brote para ninguna de las tres enfermedades.

Cabe senalar que, de las diez granjas muestreadas que presentaron
signos respiratorios (ronquidos, estornudos o estertores), todas fueron
positivas a NDV, mientras que seis fueron positivas a NDV e IBV y sélo una a
ILTV y NDV (Anexo 12). Tampoco debe olvidarse que los signos respiratorios
pueden desarrollarse por la influencia de otros agentes patdégenos
(Escherichia coli, Avibacterium paragallinarum, Pasteurella multocida,
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae y Ornithobacterium
rhinotracheale) o fisicos (exceso de polvo y/o amoniaco) relacionados con el
complejo respiratorio (Bande y col. 2017; Cavanagh y Gelb 2008). Ademas,
las tres enfermedades estudiadas presentan en las aves ponedoras otros

signos como, la disminucion de la postura y/o alteraciones en la calidad de la
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cascara de los huevos (Brown y Bevins 2017; Guy y Garcia, 2008; Valencia,
2020). Solo en una granja (U5244) se informé de la disminucion de la postura
y resulto positiva a ILTV y NDV (Anexo 12). Ademas, tres granjas comunicaron
mortalidades superiores al 10% (U5243, U5244 y U5255); siendo positivas dos
de ellas a NDV e ILTV (U5244 y U5255) (Anexo 12). No obstante, es
importante considerar que en el caso particular de NDV, las aves aun bien
vacunadas pueden infectarse con cepas diferentes a la vacunal y no presentar
signos clinicos (Absalén y col., 2019). En contraposicion, las aves pueden
presentar signos respiratorios generados mayormente por infecciones
bacterianas secundarias que enmascaran a los agentes primarios, IBV o ILTV
(Acevedo-Beras, 2017; Guy y Garcia, 2008; Valencia, 2020).

Lo que se puede deducir del andlisis de signos clinicos y porcentajes
de mortalidad en las granjas muestreadas es que, los programas de
vacunacion multiples aplicados contra IBV y NDV en la provincia de
Tungurahua serian eficaces en la prevencion de las enfermedades clinicas
(Belloy col., 2018). A pesar de lo expresado, dichos esquemas de vacunacién,
no estarian impidiendo la multiplicacion y excrecion del NDV, mientras que
para IBV podrian contribuir con la generacién de cepas variantes de IBV (Bello
y col., 2018; Brown y Bevins 2017; Quinteros y col., 2016).

Efectivamente, se conoce que la cepa La Sota del NDV tiene el
potencial de volverse virulenta, se excreta en las heces y esta presente en las
aves sin que estas manifiesten signos clinicos o problemas productivos (Bello

y col., 2018; Brown y Bevins 2017). Justamente, se determiné mediante
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analisis de similitud nucleotidica realizado entre seis vacunas comerciales
contra NDV vy la secuencia de la cepa La Sota que, las vacunas usadas en
Tungurahua son cepas homodlogas a La Sota. La replicacion de estas cepas
vacunales podria estar reflejada en las lesiones macroscépicas compatibles
con la EN presentes en el 25% de granjas muestreadas y en la amplificacion
del gen M del NDV a partir de muestras provenientes de 46 de las 47 granjas
analizadas. Pese a ello, al no haberse logrado amplificar el gen F se infirio la
presencia de cepas de NDV con alguna variacion genética.
Consecuentemente, como los calendarios vacunales contra NDV se deberian
establecer de acuerdo con la cepa endémica circulante, se requiere hacer
estudios de secuenciacion del genoma completo del virus para determinar con
exactitud el tipo de cepa circulante (Roy 2012). Mientras tanto, se podria
recomendar el uso de la cepa B1 (no origina reacciones post-vacunales) o
vacunas recombinantes (no se excretan, ni revierten en virulencia) (Bello y col.,
2018; Brown y Bevins 2017).

Por su parte, a pesar de la alta capacidad de mutacion del IBV, se
considera que la propagacién de una cepa de un pais a otro se debe
mayormente a la introduccion del virus a través de vacunas vivas e inclusive
se destaca que la tasa de mutacion encontrada en aislamientos provenientes
de aves vacunadas es superior a las tasa encontrada en aves no vacunadas
(Montassier, 2010). Las cepas variantes del IBV estan en constante evolucién
no solo por las mutaciones propias de los virus ARN, sino porque las mismas

vacunas utilizadas para el control contribuyen a generar nuevas cepas ya sea
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por la reversion a la virulencia o por favorecer la seleccién de otra cepa (Dolz
y col., 2008; Guzman e Hidalgo, 2020). Por esas razones, la OIE (2018)
recomienda la vacunacion contra IBV con la cepa Massachusetts, aunque se
pueden emplear cepas variantes cuando se tiene conocimiento de su
existencia en el pais. Por ello, en los programas vacunales contra IBV
aplicados en la provincia de Tungurahua se deberia continuar solo con la
utilizacién de vacunas comerciales que incluyan las cepas tipo Mass y 4/91,
con las cuales doce secuencias del presente trabajo tuvieron relacion
filogenética.

Resulta importante recordar se debe evaluar y monitorear la
introduccion de vacunadas tipo 4/91 en las granjas donde no ha sido
detectada. Se considera que la mayor propagaciéon de cepas especificas de
IBV es consecuencia del uso de vacunas vivas atenuadas (Valastro y col.,
2016). En particular, la cepa 4/91 al introducirse en una zona interactua con
virus de campo y podria derivar en la generacion nuevas cepas (Guzman y
col.,, 2019). No obstante, la vacuna 4/91 se ha empezado a aplicar en
diferentes paises incluso cuando la variante no se habia descrito previamente
(Guzmany col., 2019). Esto sucede porque se ha demostrado que la utilizacién
de dos vacunas con cepas heterélogas contribuye a producir anticuerpos
neutralizantes de diferentes cepas de campo y la combinacion Mass con 4/91
ha reportado buenos resultados (Malo y col., 1998). Una vez introducida la

cepa 4/91 bajo el concepto de inmunizacidon mencionado, no es recomendable
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retirarla de los calendarios vacunales porque las cepas de campo heterdlogas
continuan circulando y se podrian generar brotes (Guzman e Hidalgo, 2020).
Del mismo modo, no seria recomendable la introduccién de cepas
variantes nuevas, lo que incluye a la cepa Q1, con la que cuatro secuencias
de la investigacion estuvieron relacionadas. Esto considerando que, son
necesarios estudios donde se incluya todo el gen S, con el objetivo de
identificar de manera precisa el origen de las secuencias y evitar la generacién
de cepas emergentes debido a la recombinacion viral (Bhuiyan y col., 2021;
Cook y col., 2012; Montassier, 2010; Quinteros y col., 2016). Igualmente, no
debe olvidarse que la aparicién de determinadas cepas en un pais puede
originarse en el uso de vacunas vivas no autorizadas (Felippe y col., 2010). En
Brasil, durante los afos 2003 a 2009 el virus tipo Massachusetts era el unico
que se usaba en la vacuna viva; pero se encontraron aislamientos de este
periodo relacionados con las cepas Arkansas y Connecticut debido al uso de
vacunas vivas no autorizadas (Felippe y col., 2010). Con ello, se destaca el rol
humano en la diseminacion de cepas (Felippe y col., 2010; Guzman e Hidalgo,
2020). Adicionalmente, se ha demostrado que el proceso de atenuacién para
obtener una vacuna viva podria generar patrones de mutacién heterogéneos
gue se constituyen en diferentes puntos iniciales para la evolucion de la cepa
empleada en la vacuna viva (Oade y col., 2019). Por este motivo, se puede
tener diferentes subpoblaciones dentro de vacunas comerciales con la misma

cepa (van Santen y Toro, 2009).
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También debe mencionarse que aunque las muestras utilizadas fueron
tomadas en diferentes clusteres de muestreo, todas las explotaciones
muestreadas correspondian a la misma provincia. Inclusive debido a la
cercania entre las granjas de Tungurahua conviene considerarlas como una
unidad epidemioldgica (AGROCALIDAD, 2021a). Las secuencias en el arbol
filogenético no se agruparon de ninguna manera particular relacionada con su
presentacion en un determinado canton. Por lo que, no se puede hablar de
algun patrén geografico. Ademas, debido a que no existen secuencias previas
del IBV reportadas en Ecuador, no fue posible realizar una comparacion,
quedando como un apartado pendiente para futuras investigaciones.

Con relacién a ILT, aunque los signos clinicos encontrados en las tres
granjas positivas a ILTV podrian ser orientativos, no se consideraron
suficientes para hablar de la presencia de la enfermedad como tal. Ademas,
en el trabajo realizado no fue factible establecer el origen de las cepas a través
del andlisis del gen TK. Por lo tanto, al no encontrarse indicativos clinicos ni
moleculares suficientes para determinar el origen del ILTV detectado, es
necesario utilizar otras técnicas moleculares como NGS. Debe mencionarse
que, las cepas circulantes del ILTV en todo el mundo han cambiado de tipo
salvaje a cepas virulentas relacionadas con la vacuna, es decir, las vacunas
tipo CEO contra ILTV constituyen frecuentemente la fuente principal de los
brotes de ILT (Menendez y col., 2014). Por esta razdn, se deberia continuar

con el uso exclusivo de las vacunas recombinantes autorizadas por el
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organismo de control (AGROCALIDAD) en la provincia de Tungurahua
(AGROCALIDAD, 2012).

Finalmente, aunque el trabajo realizado constituye el primer estudio de
caracterizacion molecular realizado con cepas de IBV encontradas en gallinas
de postura comercial de la provincia de Tungurahua, son necesarios estudios
complementarios no solo para IBV, sino para NDV e ILTV. Con ello, se
realizaria un control mediante vacunacion mas eficiente, sobre todo porque la
interaccion entre estos patdgenos es sinérgica y determina posteriormente la
gravedad del complejo respiratorio y la generacién de serios problemas
econdémicos (Hadipour y col., 2011). Ademas, para la generacion de
programas vacunales con nuevas cepas deberan considerase también
estudios relacionados con la dinamica del virus de la vacuna atenuada en el
ambiente y estimarse los recursos instituciones y comunicacionales
necesarios para la correcta introduccion de nuevas vacunas en la zona de

estudio (Felippe y col, 2010; Liu y col., 2009b).
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ANEXO 1
+4
Consentimiento Informado =

1. Titulo del proyecto:
“Caracterizacion molecular de los virus de Bronquitis infecciosa aviar y
Newcastle en granjas de gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua,
Ecuador”

2. Objetivo de la investigacion
Caracterizar molecularmente los virus de Bronquitis infecciosa y Newcastle,
que circulan en las explotaciones de gallinas ponedoras de la provincia de
Tungurahua.

3. Patrocinadores e investigador a cargo
El proyecto de investigacion se realiza gracias a un convenio entre la
Universidad Central del Ecuador (UCE) y la Universidad Nacional de La Plata
(UNLP). La investigacion sera llevada a cabo por MVZ Mg. Maria Revelo.

4. Términos de la participaciéon

La participacion de la explotacidén avicola es totalmente voluntaria. Los
materiales requeridos para la toma de muestras y los procedimientos de
laboratorio le seran provistos sin cargo. Los procedimientos en campo
consistiran en tomar 5 aves para realizar hisopados laringotraqueales vy
cloacales. Las 5 gallinas también seran sacrificadas, a través de electrocucion,
a fin de obtener diferentes érganos (traquea, pulmones, rifiones y tonsilas
cecales) que seran procesados para realizar analisis moleculares.

Se seguiran todas las medidas de bioseguridad que internamente
posean las granjas, recordandose que como parte del protocolo de la
investigacion existen 48 horas entre la visita a granjas diferentes. Ademas, se
usara materiales de proteccion personal desechables o en su defecto el
facilitado por la granja.

5. Duracién del muestreo/resultados

El periodo de toma de muestras de la investigacion abarca alrededor de
ocho meses. Luego de lo cual se llevara a cabo el procesamiento de las
muestras. Los resultados de granjas muestreadas se mantendran en absoluta
reserva, denominando cada granja con numeros arabigos, siguiendo un orden
por fecha de muestreo. La informacion que se obtenga de este estudio sera
difundida, respetando la confidencialidad de los datos de los participantes,
mediante conferencias, presentaciones en congresos y publicaciones, con el
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fin de compartir el conocimiento adquirido y colaborar con todos los integrantes
del sector avicola.

6. Contacto en caso de dudas/aprobacion de estudio

Si Ud. tiene dudas, aun cuando el estudio ya haya comenzado, y durante
toda la duracion de este, puede contactar a la MVZ Mg. Maria Revelo al correo
electrénico: mcrevelo@uce.edu.ec

Recuerde que esta investigaciéon ha sido aprobada por la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UNLP y tiene el respaldo de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UCE.

7. Aceptacion técnico responsable/propietario explotacion

He leido y me han comentado la informacion referente a la investigacion
que figura en este formulario. Estoy de acuerdo con lo propuesto. Por ello, doy
mi consentimiento voluntario para que la empresa/granja avicola que
represento participe en esta investigacion.

Técnico/Propietario
Nombre
Firma
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Formulario de Datos
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FORMULARIO GRANJAS PONEDORAS COMERCIALES

DIAGNOSTICO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE
UBICACION Y DATOS GENERALES

BIA,NC e ILT

Provincia: Canton:

Parroquia:

Direccién aproximada:

Ubicacion: Fecha:
DATOS DE EXPLOTACION AVICOLA
Cadigo: Lote: Linea de aves:
Capacidad instalada: Capacidad ocupada: Capacidad galpén muestreado:
Numero de galpones: NuUmero galpén muestreado: Edades de aves:
DATOS GENERALES DE BIOSEGURIDAD
Plan de control de plagas externo e interno S NO__
Cuenta con técnico de campo S NO_
Granja registrada en AGROCALIDAD S NO__
Existen cercas externas S NO
Presencia de duchas para personas Sl NO__
Ubicacion unidireccional instalaciones S NO_
Existencia de pediluvios/arcos Sl NO__
Existe otro tipo de explotacion animal aparte de la avicola* S NO_
*: Qué tipo de explotacion animal?
Existencia de otras explotaciones avicolas cercanas+ Sl NO_

+Distancia de la explotacion mas cercana

Distancia a centro poblado

INFORMACION ZOOTECNIA RELEVANTE (Aves muestreadas)

Edad: Mortalidad a la fecha:

Peso promedio:

Ganancia diaria: Porcentaje de postura:

Enfermedades presentes con
anterioridad:

Antibiéticos que ha usado durante el levante: Frecuencia:
Antibiéticos que ha usado durante produccién: Frecuencia:
Presencia signos clinicos al muestreo:

Ronquidos / estornudos Estertores

Secrecién nasal Baja de consumo de balanceado

Baja de postura Blefaritis

Cabeza hinchada G1 | G2 | G3 | G4 | Diarrea

(los grados de coriza Aumento o disminucion de

estandarizados) consumo de agua
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CALENDARIO VACUNAL DE AVES MUESTREADAS

OBSERVACIONES

Edad Tipo de Via de
Enfermedad Vacuna Cepa administracion
Dias Semanas V| M |R AB |IO|N|S |I]| As

BRONQUITIS

NEWCASTLE

HEPATITIS

GUMBORO

MAREK

LARINGOTRAQUEITIS

CORIZA

VIRUELA

SINDROME DE
BAJA POSTURA

SALMONELLA

OTROS
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ANEXO 3
Cebadores utilizados en las PCR punto final para B-actina, regién 5’UTR

del IBV, gen M del NV y genes ICP4y TK del ILTV.

Posicion enel Temperatura de

Cebadores Secuencia 5 — 3’
genoma melting (°C)
5 UTR
IBV5 GU391 GCTTTTGAGCCTAGCGTT 391-408' 53,9
IBV5’ GL533 GCCATGTTGTCACTGTCTATTG 533-512" 60,3
MATRIZ
M+4100 AGTGATGTGCTCGGACCTTC 4100-41192 60,5
M-4220 CCTGAGGAGAGGCATTTGCTA 4240-4220? 61,3
ICP4
ICP4f CTCTTCCTCCTCTTCCTCAT 3239- 32583 60,4
ICP4rev GTTACTGACTGAACCGACCC 3460- 3460° 62,4
TK
TKIPf CTTAGCGGAACCTATGCAAG 4614-4633* 60,4
TKIPrev TAGCGTCTGGTCGATTGAAG 5254-5273* 60,4
B-ACTINA
FW 685 GAGAAATTGTGCGTGACATCA 3003-3023° 57,4
RV 818 CCTGAACCTCTCATTGCCA 3154-3136° 57,3

' Posicion nucleotidica en el genoma de la cepa M41 del IBV (AY851295).

2 Posicion nucleotidica en el genoma de la cepa La Sota del NDV (AF077761).
3 Posicion nucleotidica en la proteina ICP4 del Gallid herpesvirus 1 (L32139).
4 Posicion nucleotidica en el gen de la TK del Gallid herpesvirus 1 (D00565).

5 Posicién en el gen de B-actina del Gallus domesticus (X00182).
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ANEXO 4
Resultados para B-actina aviar, regiéon 5’UTR del IBV y fragmento del gen M del

NDV con muestras provenientes de gallinas ponedoras de la provincia de

Tungurahua.
Cédigo _ Resultados por muestras Resultad_os por
No. de Tipo de : granjas
granja muestra B:\zt::a Matriz 5'UTR NDV IBV
a + + +
1 U5240 b * + + + +
c + + +
a + + +
2 U5241 b + + + + +
c + - +
a + + -
3 ubs242 b + - + -
c + - -
a + + -
4 U5243 b + - - + .
c + - -
a + -
5 us244 b + + - + -
c + - -
a + + -
6 us245 b + + - + -
c + - -
a + + -
7  U5246 b + + . + -
c + - -
a + + -
8 us247 b + + + + +
c + - +
a + + -
9 us248 b + + - + -
c + - -
a + + -
10  U5249 b + + - + -
c + - -
a + + +
11 U5250 b + + - + +
c + - -
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Resultados por muestras

Resultados por

Cadigo . .
No. deg Uiz :Ie . granjas
granja muestra  B-actina o, 5UTR NDV IBV
aviar
a + + -
12 U5251 b + + - + -
C + - -
a + -
13 U5252 b + - + -
c + - -
a + - -
14 U5253 b + + - + -
c + - -
a + -
15 u5254 b + - + -
c + - -
a + -
16 U5255 b + - + -
c + - -
a + - -
17 U5256 b + + + + +
c + - -
a + - -
18 us5257 b + + - + -
c + - -
a + -
19 U5258 b + - + -
c + - -
a + - -
20 U5259 b + + - + -
C + - -
a + + -
21 uU5260 b + + - + -
c + + -
a + + -
22 U5261 b + + + + +
c + - -
a + + -
23 U5262 b + + + + +
c + - -
a + + -
24 U5263 b + + + + +
c + + -
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Cédigo _ Resultados por muestras Resultados por
No. de Uiz :Ie granjas
. muestra B-acti .
granja B-actina  pratriz 5UTR NDV IBV
aviar

a + - -

25 us264 b + + + + +
c + -
a + -

26 U5265 b + - + -
c + - -
a + -

27 U5266 b + - + -
c + - -
a + -

28 U5267 b + - + -
c + - -
a + +

29 u5268 b + + + +
c + - +
a + - -

30 U5269 b + + - + -
c + - -
a + - -

31 us270 b + + - + +
c + - +
a + + +

32 u5271 b + - + + +
c + + +
a + + +

33 us272 b + + - + +
c + - -
a + + -

34 u5273 b + + - + -
c + - -
a + + -

35 u5274 b + + - + -
c + - -
a + + -

36 u5275 b + + - + -
C + + -
a + + -

37 U5276 b + + - + -
c + + -
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Cédigo _ Resultados por muestras Resultad_os por
No. de Tipo de . granjas
granja MUestd Bactina o sUTR NDV IBV
a + + -
38  U5277 b + + - + -
c + + -
a + + -
39 us278 b + + - + -
C + + -
a + + -
40 us279 b + + - + -
C + + -
a + + -
41 u5280 b + + + + +
c + - -
a + + -
42 U5281 b + + + + +
c + - -
a + + -
43 us282 b + + - + -
c + - -
a + + -
44 U5283 b + + - + -
C + + -
a + + -
45 u5284 b + + + + +
c + + +
a + - -
46 U5285 b + - - - -
c + - -
a + + -
47 U5286 b + + - + -
c + + -
TOTAL POSITIVOS 141 96 28 46 16

+: Positivo
-: Negativo
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Programas vacunales contra IBV y NDV empleados en las granjas

muestreadas de la provincia de Tungurahua
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Edades para vacunacion (semanas)

Vias de administracion de vacunas

Eg:: :Ie Cepas del
Crania  muestreo 1BV Antes de . de fnicio .
(semanas) pleadas | evante iniciode Revacunaciones Levante Revacunaciones
postura postura
U5240 65 H120 4,5,9 15 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
5241 70 Mass 7,9 16 Cada 7 semanas Aspersion IM Agua de bebida
u5242 70 Mass 4,10 18 Cada 6 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5243 61 Mass NC 15 Cada 5 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5244 40 Mass 5,10, 14 18 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5245 33 Mass NC 14 Cada 12 semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
- 75 Mass NC 16 Cada 9 Semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5247 14 Mass 4 NA NA Agua de bebida NA NA
u5248 63 Mass 4,9,12 18 Cada 7 Semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5249 78 Mass 9,12 16 Cada 4 Semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
- 82 Mass 9 18 Cada 6 Semanas Agua de bebida NA Agua de bebida
U5251 60 Mass 12 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5252 35 Mass NC 16 Cada 10 Semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
U5253 76 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5254 27 Mass NC 17 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5255 72 Mass 5,8 17 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5256 53 Mass NC 18 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5257 85 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5258 48 Mass NC 17 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5259 86 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5260 50 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
- 85 Mass NC 16 Cada 7 Semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5262 100 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5263 60 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5264 27 Mass NC 16 Cada 6 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5265 22 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5266 15 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5267 57 H120 4,9 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5268 26 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5269 70 Mass NC 16 Depende de desafio  Agua de bebida IM Agua de bebida
u5270 59 Mass NC 16 Cada 6 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5271 50 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
- 29 H120 NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5273 70 H120 NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5274 46 H120 NC 16 Cada 6 u 8 semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
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Edad de p—— Edades para vacunacion (semanas) Vias de administracion de vacunas
Granja m‘::t?:eo 1BV Antes de LTS
(semanas) empleadas | gvante inicio de Revacunaciones Levante ge |dn;cm Revacunaciones
postura postura
u5275 67 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5276 48 Mass NC 16 Cada 10 semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
us277 43 Mass 3,5 16 Cada 12 semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
u5278 70 Mass 3,7,12 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5279 32 Mass 4,7,12 16 Cada 12 semanas  Agua de bebida IM Agua de bebida
U5280 40 Mass 4,9,13 17 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
- 65 Mass 7,12 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5282 38 M41 7,12 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5283 55 Mass NC 15 Cada 4 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
- 90 H120 NC 16 Cada 6 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
u5285 50 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida
U5286 52 Mass NC 16 Cada 8 semanas Agua de bebida IM Agua de bebida

Todas las granjas reportaron el uso de la cepa La Sota contra NDV.

NC: No se conocia
NA: No se aplicaba todavia
IM: Intramuscular

Granjas agrupadas en clado de cepas Massachussets resaltadas en color rojo, cepas tipo 7/93

en color verde y cepas tipo Q1 en color rosa.
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ANEXO 6
Algunas medidas de Bioseguridad implementadas en las granjas avicolas muestreadas en la provincia de
Tungurahua
Granja Resultados Pre;et?ac';a o Pre.s‘;:l:.sla o Corlltrol de Técnico Cercas Duchas Pediluvios ::::;?ac;?é?\ ce?\it?;a;g:;aado e.xp;l;::)a(::ién
1BV NDV LTV ravicola.snes “;;ecuarias o : externas a}l'l(cig;a (Km) dlferae\;;;i a2

U5240 + + - Sl NO SI Si Si SI NO 5 4 NA
U5241 + + - SI NO Sl Sl Sl S NO 5 5 NA
U5242 - + - Si Si SI NO Sl Sl Si 4 5 Bovina
U5243 - + - Sl NO Sl Sl S Sl NO 5 5 NA
U5244 - + + SI NO SI Si Sl | Si 0,5 1 NA
U5245 - + - SI NO Sl NO NO NO Sli 6 7 NA
U5246 - + - Si Sli NO NO NO NO NO 3 4 Bovina
us5247 + + - Sl NO Sl Si Si SI Si 2 4 NA
U5248 - + - SI S Sl NO S NO Sl 6 3 Bovina
U5249 - + - NO S NO Sl S SI Si 1 0,2 NA
U5250 + + - SI Sl Sl NO S NO Sl 0,5 5 Bovina
U5251 - + - Si Sl NO NO NO NO NO 0,01 1 Porcina
U5252 - + - SI Sl SI NO Si NO Sl 1 2 Bovina
U5253 - + - Si NO SI Si NO Sl Si 1 2 NA
U5254 - + - Sl NO Sl Sl S Sl Sl 3 5 NA
U5255 - + + SI Sl Sli NO NO NO Sl 0,05 1 Bovina
U5256 + + - Si Sli SI Si Si Si Si 1 15 Bovina
uU5257 - + - NO NO NO Sl S Sl Sl 5 3 NA
U5258 - + - Si Si SI Si Sl Sl Si 3 8 Porcina
U5259 -+ - s NO S| S| S| S| S| 6 10 NA
U5260 - + - Si NO SI Si Sl | Si 3 1 NA
U5261 + + - SI Sl Sl NO Si NO NO 0,5 1 Bovina
U5262 + + - SI NO NO NO NO NO Sl 1 1 NA
U5263 + + - Sl S Sl Sl S NO NO 0,5 1 NA
U5264 + + - SI NO Sl Sl Sl Sl Sl 0,6 3 NA
U5265 - + - Si NO SI NO Sl NO Si 1 1 NA
U5266 -+ - S| NO S| S| S| NO S| 3 10 NA
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Resultados Presencia de Presencia de _ Distanci_a'a Distancia a Tipo >
cxcloones  oxpioepnes e deemmse  auwnss  Duchas Pediuios BRI conopobiade  siECec
1BV NDV LTV avicolas pecuarias (Km) () aviar
U267 -+ - S| NO S]] sl s NO s 0.5 2 NA
U5268 + o+ - s NO sl s NO NO S| 1 3 NA
U5269 + + - SI Si NO SI SI NO NO 1 1 Porcina
U5270 + o+ - S| NO S| sl sl NO s 2 1 NA
us271 + o+ - NO NO s Sl sl NO NO 0,1 2 NA
us272 + o+ - NO NO S| Sl s NO s 0,1 1 NA
U273 -+ - s NO sl sl sl NO NO 2 1 NA
U5274 -+ - SI SI NO SI sl NO Si 05 0.5 B vein
Us275 -+ - s NO NO s NO NO NO 0.5 1 NA
U276 -+ - S| s S| Sl s sl s 0.2 15 Bovina
us277 -+ - NO NO s s NO NO s 0 3 NA
Us278 -+ + S| NO S| S| NO NO NO 0,5 1 NA
us279 -+ - s sl s s sl NO NO 1 3 Bovina
U5280 + o+ - s NO s NO sl NO NO 1 2 NA
U5281 + o+ - s NO NO Sl NO NO NO 0,2 0,2 NA
U5282 -+ - s NO NO s NO NO NO 0,2 0,2 NA
U5283 -+ - S| NO NO NO NO NO NO 1 3 NA
U284 + o+ - s NO s s NO NO NO 3 1 NA
U5285 - - - s NO s s NO NO NO 3 1 NA
U5286 -+ - sl NO sl sl sl sl NO 5 4 NA
—me 16 46 3 42 15 36 34 32 17 27 2,06 2,81 NA
PORCENE 34 97,87 6,38 89,36 31,91 76,60 72,34 6809 3617 5745 Promedio
NA: No aplica
+: Positivo

-: Negativo



Alineamiento de secuencias para S1 parcial de cepas muestrales y

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BRA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BR/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

12028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Q1-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BRA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

ANEXO 7

ATGTTGGGGAAGTCACTGTTTATAGTGACTCTTTTGTTTGCACTATGTAGTGCCGTTTCG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUAUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCCGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUAUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCCGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUAUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUAUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUGUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUGUAGUGAUUCUUUUGUGUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUGUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUGUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
AUGUUGGGGAAGUCACUGUUUGUAGUGACUCUUUUGUUUGCACUAUGUAGUGCUGCUUUG
ATGTTGGCCAAACCGCTTTTACTAGTGACTCTTTGGTGTGCACTATGTAGTGCTTTGCTT
ATGTCGGTAACGCTACCTTTATTAGTGACTCTTTTGTTTGCACTATGTAGTGCTAACTTG
ATGTTGGGGAAGTCACTGTTTATAGTGACTCTTTTGTTTGCACTATGTAGTGCCGCTCTG
ATGTTGGGGAAGTCACTGTTTATAGTGACTCTTTTGTTTGCACTATGTAGTGCCGCTCTG

* ok xkk * *k kKk ok * KkkK K K kK KK

TTTGATAATAATGAAACCGTTTACTACTACCAAAGTGCCTTTAGACCGTCTGATGGATGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGUGCAUUUAGACCGGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGUGCCUUUAGACCGGCUGAUGGAUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGUGCAUUUAGACCGGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGUGCAUUUAGACCGGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGUGCAUUUAGACCAGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGCGCAUUUAGACCAGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGCGCAUUUAGACCAGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGCGCAUUUAGACCAGCUGAUGGCUGG
UUUGAUAAUAAUGAAACCGUUUACUACUACCAAAGCGCAUUUAGACCAGCUGAUGGCUGG
TATGATAATAATACTTACGTTTACTACTACCACAGTTCCTTTAGGCCTGGTCAAGGTTGG
TTCACT---GATACTTATAATTACTACTACCAAAGTGCCTTTAGACCATTTGATGGTTGG
TTTGATAATAATGAAACTGTTTACTACTACCAAAGTGCTTTTAGACCATTTAATGGTTGG

TTTGATAATAATGAAACTGTTTACTACTACCAAAGTGCTTTTAGACCATTTAATGGTTGG
* kk kk kkkk KKk Kk kk kx *okk kK

CATTTGCATGGTGGTGCTTATGCAGTAGTAAACGTCTCTTCAGAAACTAATAATGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUAGAAAAUAAUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCU-UAGAAACUAAUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUAGAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGAAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CAUUUGCAUGGUGGUGCUUAUGCAGUAGUAAACGUUUCUUUACAAACUAGUAAUGCAGGC
CATTTACATGGCGGTGCTTATGCAGTAGTAAACGTTTCTTTAGAATATAATAATGCAGGC
CATTTACATGGCGGTGCTTATGCAGTAGTAAACGTTTCTTTAGAACATAATAATGCAGGC
CATTTATATGGCGGTGCTTATGCAGTAGTAAATGTTTCGACAGAATATAATAACGCAGGT
CATTTACATGGCGGTGCTTATGCAGTAGTAAATGTTTCGATAGAATATAATAACGCAGGT

* Kk kKk Kk Kk K K KKk Kk KKKk K * * Kk Kk kK KAk KK

GCAGCTTCACAATGCATTGCAGGGGCTATTTCTTGGAGTAAAAATTTCTCTGCTTCTTCT
ACAGCUUCAGAAUGUGUUGCAGGGGCUAUUUUUUGGAGUAARAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGCUUCACAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGCUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAUAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAGAGUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCGGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAARAAAUUUUUCUGCUUCUGCU
ACAGUUUCAGAAUGCAUUGCAGGGGCUAUUUCUUGGAGUAAAAAUUUCUCUGCUUCUGCU
GAAGCTCAACAATGTATGGTTGGTGCTATTTATTGGAGCAAGAATTTTAGTGCATCATCT
ACA---GCTGATTGTAAAGCTGGTGCTATTTATTGGAGCAAAAATTTTAGTGCATCATCT
TCTGCTTCAGAATGTGAAGCTGGTGCTATTTATTGGAGCAAGAATTTTAGTGCGTCATCC

TCTGCTTCAGAATGTCAAGCTGGTGCTATTTATTGGAGCAAGAATTTTAGTGCGTCATCC
* * kx k% % kkkk kx % kx ok *

GTAGCCATGACTGCACCTGGTTCAGGGATGCAGTGGTCAACTAATCAATTCTGCACGGCT
GUAGCCAUGACUGCACCUGAGUCAGGGAUGACGUGGUCAACUAGCCAAUUCUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUGAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUGGGCAAUUCUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUCAGGGAUGAAGUGGUCAACUAGUCAAUUCUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUCGGCAAUUCUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUGGGCAAUUUUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUGGGCAAUUUUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUGGGCAAUUUUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUAGGCAAUUUUGCACGGCU
GUAGCCAUGACUGCACCUCAGUUAGGGAUGACGUGGUCAACUGGGCAAUUCUGCACGGCU
ATAGCTATGACTGCACCATCTAATGGTATGTCATGGTCAGCAAATGAATTTTGTACGGCT
ATAGCTATGACTGCACCCTCTAATGGTATGTCATGGTCAACAAGTCAATTTTGTACGGCT
ATAGCTATGACTGCACCATCTAATGGTATGTCATGGTCCACTAGTCAATTTTGTACCGCT
ATAGCTATGACTGCACCATCTAATGGTATGTCATGGTCCACTAGCCAATTTTGTACTGCT

Kk K KKK KKK KK *xk k% *x kK * % * kx Kk

referencia ubicadas en el grupo Q1 (Clustal Omega)

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
117
120
120

180
180
179
180
180
180
180
180
180
180
180
177
180
180

240
240
239
240
240
240
240
240
240
240
240
234
240
240

300
300
299
300
300
300
300
300
300
300
300
294
300
300

177



12028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql1-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CR/01
AR/11/BR/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BR/39
U5262

u5247

U5256

U5270

12028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

12028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BRA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CA/01
AR/11/BR/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BA/39
U5262

U5247

U5256

U5270

17028/86-GI-16
Ql-Chile
Ql-China
D100273-Chile
12.124-Chile
UY/097/CR/01
AR/11/BRA/28
AR/10/BA/30
AR/09/BA/38
AR/09/BAR/39
U5262

U5247

U5256

U5270

CACTGTAACTTCTCGGATTTTACAGTGTTCGTTACACATTGTTTTARACACGGTAGAGGT
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAAACACGGUGCCAGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUARAACACGGUAACGGU
CACUGUAACUUUUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAGACGCGGUGACGGU
CACUGUAACUUUUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAAACACGGUACCGGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUARAACACGGUACCAGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAARACACGGUACCGGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAAACACGGUAACGGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUARAACACGGUACCGGU
CACUGUAACUUCUCGGAUUUUACAGUGUUCGUUACGCAUUGUUUUAAACACGGUACCGGU
CACTGTAACTTTACTGATTTTACAGTGTTTGTTACACATTGCTATAAGGTAGGAGATGGG
CACTGTAACTTTTCTGATTTTACAGTGTTTATTACACATTGTTATAAAAGCGGTAGTGGT
CACTGTAACTTTTCTGATTTTACAGTGTTTGTTACACATTGTTATARAAGCGGTGTTGGT
CACTGTAACTTTTCTGATTTTACAGTGTTTGTTACACATTGTTTTAAAAGCAGTGTTGGT

kkk K KKK * Kk Kkk K K Kk Kk K *

CTATGCCCGCTAACAGGGCTTATTCCAAGTGGCTTTATTCGTGTTTCTGCTATGAGGAAG
CUAUGCCCGCUAACAGGGUUUAUUCCAAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCGCUAACAGGGUUUAUUCCAAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGACUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
CUAUGCCCUCUAACAGGGUUUAUUCCGAGUGGAUUUAUUCGUGUUUCUGCUAUGAGGAAG
ATATGTCCTCTGACAGGCCTAATTCCACAAGGTTATATTCGCATCTCTGCTATGAGTA-—
GAGTGCCCGTTAACTGGTCTTATACCACAGGGCCATATTCGCATTTCTGCTATGARAAAA
TCATGCCCTTTAACAGGTCTCATTCCACAGAACTATATTCGCATTTCTGCTATGAAACAA
TCATGCCCTTTAACAGGTCTCATTCCACAGCACTATATTCGCATTTCTGCTATGAAACAA

* ok ok kKK * Kk * Kk Kk okk K K
GG. -GTRATTCCTTGTTTTATAATTTAACAGTTTCTGTGACTAAATATCCT
GG. [AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUGUUCU
GG IAAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG. [AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG. [AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG IAAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG. [AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG. AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG IAAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
GG. [AAUUCCUUGUUUUAUAAUUUAACAGUUUCUGUGACUAAAUAUCCU
- CGTCGTTTGTTTTATAATTTAACATTGCCTGTGACTAAATATCCT
GG CCCCACTTATTTTACAATTTAACAGTTTCTGTGAGTAAATATTCT
GG ———-GTTTGTTTTATAATTTAACAGTTTCTGTGATTAAGTATTCT

GGAAATAATGGTCCTAGTGGTTTGTTTTATAATTTAACAGTTCCTGTGACTAAGTATTCT
* ok x *k ok ok koK kK Kk *

ACATTTAAGTCGCTTCAATGTGTTAATAATTATACATCTGTGTATTTAAATGGTGATCTT
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAUGGUGACCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAAUGGUGAUCUU
ACAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUAAAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUGAAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUARAUGGUGAUCUU
AGAUUUAAGUCGCUUCAAUGUGUUAAUAAUUAUACAUCUGUGUAUUUAAAUGGUGAUCUU
AAATTTAAGTCGCTTCAATGCGTTAATAATCAAACATCTGTGTACCTAAATGGTGATCTT
AAATTTAAGTCGCTTCAATGCGTTAATAATCAAACATCTGTGTACCTAAATGGTGATCTT
AAGTTTAAGTCGCTTCAATGTGTTAATAATCAAACATCTGTGTACCTAACTGGTGATTTA

AAGTTTAAGTCGCTTCAATGTGTTAATAATCAAACATCTGTGTACCTAAATGGTGATTTA
kkk xkkx kKX x Kk kK Kk X xkKk K Kk Kk % * kx kK

GTATTCACTTCTAATGAAACTAAACCTGTTAGTGCAGCAGGTGTTTCTTTTAAAGCTGGT
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCUUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCUUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACUUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCUUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCUUUUAAAGCUGGU
GCGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCUUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCCUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCCUUUAARAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCCUUUAAAGCUGGU
GUGUUCACUUCUAAUGAAACUAAACCUGUUAGUGCAGCAGGUGUUUCCUUUAAAGCUGGU
GTTTTTACTTCTAATGAAACTCAAGATGTTAGTGCTGCAGGTGTTCATTTTAAAGCTGGT
GTTTTTACTTCTAATGAAACTCAAGATGTTAGTGCTGCAGGTGTTTATTTTAAAAATGGT
GTTTTTACTTCTAATGAGACCAAAGATGTTAGTGGCGCAAGTCTTTATTTTAAAAGCGAG
GTTTTTACTTCTAATGAGACCAAAGATGTTAGTGGCGCACGTGTTTATTTTAAAAGCGGA

Kk Kk kK kK KK KK A * ok *
GGACCTATAACTTACAAGACTATGAGTGRAG 622
GGACCUAUAACUUAUAAGAUUAUGAGUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGACUAUGAGUGAAG 621
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAAUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAAUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAGUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAGUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGARUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAGUGAAG 622
GGACCUAUAACUUACAAGAUUAUGAGUGAAG 622
GGCCCTATAACTTATAAAGTTATGAAGGAAG 619
GGGCCTGTAACTTATAAAGTTATGAAAGAAG 625
GGACCCATACCTTATAACGTTCTGAGACAAG 616
GGACCCATAACTTATAAGGTTATGAGAGAAG 631

*k kx * ok K Kk * *k ok

360
360
359
360
360
360
360
360
360
360
360
354
360
360

420
420
419
420
420
420
420
420
420
420
418
414
420
420

471
471
470
471
471
471
471
471
471
471
468
474
465
480

531
531
530
531
531
531
531
531
531
531
528
534
525
540

591
591
590
591
591
591
591
591
591
591
588
594
585
600
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ANEXO 8

Cepas representativas para el virus del NDV

" GENBANK NOMERE DE CEPA PROCEDENCIA
JN872168 499-31/2008 Republica Dominicana
JN872169 Pennsylvania/3167/2009 Estados Unidos
JN872152 Ulster Estados Unidos
MH614933 APMV-1/Chicken/Jordan/J11-Spleen/2018 Estados Unidos
JN872153 Chicken/California/1083(Fontana)/71 Estados Unidos
JN872164 Chicken/Colombia/440620/06 Colombia
GU585905 Chicken/Sweden/97 Suecia
JN872192 Chicken/California/211472-4/2002 Estados Unidos
JN872193 Avian/Peru/1918-3/2008 Peru
JN872194 Chicken/Honduras/498109-15/2007 Honduras
MH377295 PHL253685 Israel
JN688865 G-JS-09-08 China
JN669424 La Sota clone HN-Oj1 India
JX901372 APMV1/Broiler/PA/USA/0901/2009 Estados Unidos
KC844235 La Sota C5 China
JN872177 Chicken/Massachusetts/344783-3/2004 Estados Unidos
JN872150 B1 Estados Unidos
JN872151 Hitchner Estados Unidos
JN863120 LaSota Estados Unidos
JN863121 New Jersey-Roakin Estados Unidos
NC_039223 JSD0812 China
KP780874 ROPI/USA/Allegheny/PA/ND0007199/840/2013 Estados Unidos

KU059752 TX3988 Estados Unidos
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Alineamiento de 135 secuencias del virus del NDV y cebadores para

regién parcial de la proteina F

Cebador directo:

Cebador FF-parcial de Oligali y col (2019): ATGGGCYCCAGACYCTCTAC
Cebador modificado acorde alineamiento: ATGGGCTCCARAYCTTCTAC

Posicion en cebador

Cambio

6 T por Y
11 R por G
13 Y por C
14 C porY
15 T por C

Fusién-F
MF622038.1 Zambia_ Chadiza 2015
MF622036.1_Zimbabwe 2013
HQ697255_ Indonesia_Sukorejo_ 2010
HQ697256_Indonesia Makassar_ 2009
KF026013_Malaysia 2011

KU523524 Mozambique 2012
MF622035.1_South_ Africa 2013
MF622037.1_South_Africa_2013
JN872153 California_Fontana 1971
AB853926_Japan_Osaka_ 1969
712111_Great_Britain Warwick_1966
MH614933.1 Jordan_2018

KP719224 Libya 2013
MK006004_TIndonesia_Layer_ 2014
KF792019 Israel 2013

HQ697254 Indonesia_ Banjarmasin_ 2010
KF113339_Pakistan_Lahore_ 2011
MG871466.1_Iran_2017
MH432252.1_Belgium 2018

KM016459 TIsrael 2014
KY075880 Egypt Sharkia7 2016
KJ525714_China_SD_2011
JQ013865_China_Js_2011
KU365650_Egypt 2014
MK005976_Egypt_Sohag_ 2011
GQ245808_China XY 2007
FJ480789_China_GD 2005
KU201409_TIran_SMV_2011
MH371022.1_Israel 2007
KF442615_South Africa 2008
MK006022_Vietnam Vietnam_ 2002
AF358786_Taiwan_2000
DQ067447_China_GX1_2000
AB853329_Japan_Fukushima_2002
KJ865694_ Colombia 2009
MK006002_Korea 1995
KY404087_South_Korea_ 2013
KJ914673_Ukraine Ivano_ Frankivsk 2007
KU295451 Bulgaria Moravitsa 2007
EF579733_China_Shandong_Pyan_2004
GQ245787_China_HA 2007
JQ319052_Venezuela 2009
KJ865707_Colombia_ 2010
KU058680_Nigeria Kudu_ 1992
KY747482.1 Namibia 2016
JN986837_Netherlands_ancestral_ 1993
FJ772491_Burundi_2008
U62620_Taiwan_1995
DQ227254_China_Broiler_ 2003
JQ267580_Iran 2011

HQ589257_ India_Bareilly 1997
GU585905_Sweden_1997
MG869270.1_Vietnam 2008
HQ266602_Madagascar_2008
KP939088_California CG_1946
JN863121 New_ Jersey Roakin_ 1946
AF077761_USA_LaSota_1946

ATGGGCYCCAGACYCTCTAC
ATGGGTTCCAATTCTTCTACCAGGATCCCAACACTCCCGATGCTGATCACTCTGATCATA
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACTCCCCCGATGCTGAACACTCTGATCATA
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCGGATCATG
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCGGATCATG
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCGGATCATG
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCTGATCATA
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCTGATCATA
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAACACCCCCGATGCTGATCACTCTGATCATA
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCAGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGAATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGAATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGTACCCCTGATTTTGATCCCTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCGGTACCCCTGATGTTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCCCTGATGTTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGTACCCCTGATGTTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGTACCCCTGATGTTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGTACCCCTGATGTTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGTACCTCTGATGCTGATCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTATCAGGATCCCGGTACCTCTGATGCTGATCACTCAGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGCACCTCTAATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTAATGCTCATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTAATGCTAATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTAGTGCTAATCCCTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCCAATGCTCATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTAATGCTCATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCCAATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTTCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTAATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAATCCCAGCACCTCTGACGCTGATCACCTGGACTGTG
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGCACCTATGATGCTGACTATCCGGGTTGCG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACTTCTGATGCTGATAACTCGGATTATG
ATGGGCTCTAGATCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGACGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCACATCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATTACTCGGATTATG
ATGGGCTCCATACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCTCAGCACCTCTTATGCTGATCACCCAGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACTTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGGTCACCCGGACTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGGTCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCATCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGCATCCCTGATGCTGATCACTCAGATTATG
ATGGGGTCCAAATCTTCTACCAGGACCTCAGCACCCCCAATGCTGATCACTCGGATTATA
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGTACCCCTGATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGCACCCCTGATGCTGATCACTCGGATTGTG
ATGGGCTCCGAACCTTCTACCAGGGTCCCAGTACCTCTGATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCGGCACCTCTGATGCTGATTACTCGGATTATA
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATTCCAGTACCCCTGAGGCTGATCACTAGAGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCCCTGATGCTGATCACTCGAGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCCCTGATGCTGATCACTCGAGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCCTGACGCTGATCACTTGGATTATG
ATGGGCTCTAAATCTTCTACTTGGATCCCGATATCTCCAATGCCGACCATCCTAATTGCA
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGATCCCAGCACCTATGATGCTGACTGTCCGGGTCGCG
ATGGGCCCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAACACCTATGATGCTGACTGTCCGGGTCGCG
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGCACCTATGATGCTGACTATCCGGGTTGCG
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JN872151 Hitchner B1_ 1947
KR869090_China GX21 2013
AY562991 Ireland Ulster_ 1967
AB465607_Japan_Ishi_1962
AY935490 Australia 2002
AF217084_Australia_Queensland 1966
M24693_Australia Queensland 1966
KT901462_ India TPT 2012
KM056353_India_ TN_Namakkal
DQ485259 China_Guangxi5_2000
GU182327_Pakistan Karachi_ 1974
AF458009_China_1985
FJ436303_China_Z7J_ 1986
MF278924.1_China FS_1997
M24701_Japan_MIY_ 1951
MH996898 Nigeria Plateau_ 1973
MHO996897 Nigeria Kano_1973
MH996952 Nigeria_ Ibadan_1973
JF966386_Mali 2007
FJ772452_Nigeria_ 2006

HF969214 Nigeria_ 2011

HF969141 Nigeria_ 2009
JX546245_Benin_ 2009
F969179_TIvory Coast_2007
JF966387_Mali 2009

MH392227 Nigeria 2009
FJ772466_IvoryCoast_2008
JX546248_Togo_2009
HF969125_CAR CAF09_2008
HF969194 Nigeria_ 2009

FJ772469 Niger 2008

HF969134 Nigeria_ 2009
FJ772478_Cameroon_2008
MH092817_ Wase_ Nigeria 2009
JF966385_Mali_ 2008

FJ772458 Burkina Faso_2008
HF969185_Ivory Coast 2007
KU594615_Peru_Apurimac_ 2005
JN800306_Peru_2008
KJ865695_Colombia 2009
MF362982.1 India 2015
GU182323_Pakistan_Karachi_ 2008
KM056346_India 2013
KT734766_India_Pandu_2015
MF409241.1_ Zambia_Chiwoko_ 2015
MK633932.1 Tanzania Mbeya 2012
MG988405.1_Kenya KE1007_2016
MK583011.1_Tanzania Mbeya 2012
AY288999 Mexico_ 37821 1996
MK040382.1_USA_B1800621_2018
JN872192 California 211472 2002
JN872194_ Honduras_498109 2007
KJ123642 Brazil SJM_1975
KY284094 Mexico_14_ 2014
MH996901_ Bulgaria ElovDol 1981
MK006005_Mexico NDVEL_2009

EU518683_Mexico_Estado_de Mexico_ 2005

HM117720_Mexico_Puebla 2005
KJ577136_Mexico_Chimalhuacan_1973
JX119193 Dominican_Republic_2008
KC205475_Ethiopia 2011
KC205476_Ethiopia_ 2011

JN942022 USA_Texas_ 2004

HM748948 China_SD5_ 2008
JN872177_Massachusetts_344783_2004
JX901321 _USA_PA 2005
AF048763_Malaysia_1960
JX915243 Mexico_ Queretaro_ 1947
AY734534_Argentina_Trenque_1970
FJ751918_China QH1 1979
KY042143_Korea_ 1993
AF458020_China_XJ_ 1991
HQ839733_Sweden_1995

KY042125 Bulgaria_ DolnoLinevo_ 1992
AF458017_China_Sh_1998
AB465606_Japan_Ibaraki_ 1985
AF458015 China 2zhJ 1997
AF458016_China_ZhJ_1986

ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGCACCTATGATGCTGACTATCCGGGTCGCG
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGCACCTATGATGCTGACTGTTCGGGTCGCG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACCGTCCGGGTCGCG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTGATGCTGACCGTCCGATTTGTG
ATGGGCTTCAGATCCTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTTATGCTGACCGTTCGATTCATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTTATGCTGACCGTCCGAGTCATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGACCCCAGCACATCTAGTGCTGATCATCCGAACTGCA
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGACCCCAGCACATCTAGTGCTGATCATCCGAACTGCA
ATGGGCTCCACATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTAATGCTGACCATACGGATCACG
ATGGGCCCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGTACCTCTAATGCTGACCATACGGATCACG
ATGGGCCCCAAATCTTCTACCAATGTCCCAGCACCTCTGATGCTGACCGTCAGGATTGCG
ATGGGCCCCAAATCTTCTACCAATGTCCCAGCACCTCTGATGCTGACCGTCAGGATTGCG
ATGGGCCCCAAATCTTCTACCAATGTCCCAGCACCTCTGATGCTGACCGTCAGGATTGCG
ATGGCCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCAGCACCCCTGATGCTGACCATCTGGATCGCG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCGGTATCTCCAATGCTGATCGTCCGAATTGCG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCGGTACCTTCAATGCTGATCATCCCAATTGCG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGGATCCCGGTTCCTCCAATGCTGATCATCCGAATTGTG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTACCACCCTTGATGCTGGTCACTCGGATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCTTGAAGTTGATCGCTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGCACCCTTGATGCTGATCACTCTGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCTTGATGCTGATCACTCTGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCTAGTACCCTTGATGCTGATCACTCTGATTACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGTCACCTGTGCCCCTAATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGTCACCTGTACCCCTAATGCTGATCACTCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATTCCAGTACCTCTAATGCTGATCATTCGGACTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATTCCAGTACCTCTAATGCTGATCATTCGGACTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATTCCAGTACCTCTGATGCTGATCATTCGGACTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCTGGACCTCAATATCCCTGATACTTACCATCCGGATTACG
ATGGGATCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGTATCCCTAATGCCTATCGTCCAGATCATG
ATGGGCCCCAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCCCCAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGACTCTAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTAACCCTGATGCCTATTGTCCARATTATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGACTCCAGTATCCCTGATGCCTATTGTCCAGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACTAGGATCTTAGTACCCCTGACACTGATCACTCGGATTGCG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCA
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCCTTGACACTGATCACTCGGATTGCA
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAATTCCAGTACTCCTGAGGCTGATCATCAGGGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAATTCCAGCACCCCTGAGGCTGATCACCAGGGTTATA
ATGGGTTCCAAACCTTCTACCAGAATTTCAGTACCCCTGAGGCTGATCACCAGGGTTATG
ATGGGCTCCAGACCTTCTACCAGAATCCCGATACCCTTGCTGCTGATCATTCGGGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAGCACCATTGATGCTGATCTCTCGGGTTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCCCAGTACCCCTTATGCTGATCACTCGAGTTACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAACCCCAGTACCTCTGACACTGATCACCCAGATTACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGAATCCCAGTACCTCTGACACTGATCACCCAGATTACA
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTAACTCTGATGCTGATCACTCGGACCATG
ATGGGCTCCGAACCTTCTACCTGGATCTCAGTAAATCTGATGCTGATCACTCGGACCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCTGGATCTCAGTAACTCTGATGCTGATCACTCGGACCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCTGGATCTCAGTAACTCTGATGCTGATCACTCGGACCATG
ATGGGCTCCAAATCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTACG
ATGGGCTCCAAGCCTTCTACCAGGATCTCAGCACCTCTGATACTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGCACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTATG
ATGGGTTCCCGGTCCTCTACCAGGACTTCGGCATCTCTGCCGCTAATCATCTGGGCCACA
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGAATCCCAGCACCTCTGACACTGATCGCCCAAATTATG
ATGGGCTCCAGATCTTCTACCAGAATCCCAGCACCTCTGATGCTGACCGTCCARAATTCTG
ATGGGTTGCAAGCCCTCCATCAGGACCGCAGCACATCCAATGCTAATCACCCGAATCGTG
ATGGACTCTAAACCCCACACCGGGATTCCAGCACCTCTGATGCTGGTCACCCGAATCACT
ATGGGCTCCAAACCCTCCACCAGGATCCTGGCACCTTTGATGCTGATCACCCGAATTACT
ATGGGCTCCAAACCCTCCACCAGGATCCTGGCACCTCTGATGCTGATCACCCGAATTACT
ATGGGCTCCAAGTCTTCTACCAGGATCCCAACACCTCTGATGCTGATCACCCGGATTACG
ATGGGCTCCAAATCTTCTACCAGGATCCCAGCACCTCTGCTGCTGATCATCCGGACCACA
ATGGGCTCCAAATCTTCTACCAGGATCACAACACCTCTGATGCTGATCATCCGGATTTTG
ATGGGTTCCAAATCTTCTACCAGGTTCTTAACACCCTCGATGTTGATCACCCGGATTATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATTCCAGTACCTCCGATGCTGATCACCCGAATCATG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGACCCCAATACCTCCGATGCTGATCACTCGAATCATG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGGTCTCAGTACCTCCGATGCTAATCACCCGAATCACG
ATGGGCTCTAAACCTTCTACCAGGGTCTCAGTACCTCCGATGCTAATCACCCGAATCACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCCGATGCTAATCACCAGAATCACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTTAGTACCTCCGATGCTAATTACCCGAATCACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCCGATGCTAATCACCCARATCACG
ATGGGCTCCAAACCTTCTACCAGGATCTCAGTACCTCCGATGCTAATCACCCAAATCACG
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Posicion en cebador Cambio

16 G porK

Fusién-R TTATCACAACTAGCAGTGGCAG----- 25

MF622038.1_ Zambia_Chadiza 2015 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
MF622036.1_Zimbabwe 2013 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACTAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
HQ697255_Indonesia_Sukorejo_2010 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
HQ697256_Indonesia Makassar_2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGA 540
KF026013_Malaysia 2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
KU523524_ Mozambique 2012 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
MF622035.1 South Africa 2013 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGA 540
MF622037. l:South:Afrlca:2013 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTASCAGTGGCAGTTGGA 540
JN872153_California Fontana 1971 ACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCEGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
AB853926_Japan_Osaka_1969 ACCAATGAAGCCGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
712111 Great_Britain Warwick_ 1966 ACCAATGAAGCCGTGCAAGAGGTCACCGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
MH614933.1 Jordan_2018 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
KP719224 Libya 2013 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
MK006004_Indonesia_Layer_ 2014 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGA 540
KF792019 Israel 2013 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
HQ697254_Indonesia_Banjarmasin_2010 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
KF113339_Pakistan_Lahore 2011 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
MG871466.1 Iran 2017 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGA 540
MH432252. 1:Belg§um72018 ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTTACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGA 540
KM016459 Israel 2014 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KY075880_Egypt_Sharkia7_2016 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACTGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KJ525714_China_SD_2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
JQ013865_China_JS_2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KU365650_Egypt_2014 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
MK005976_Egypt_Sohag_ 2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGG 540
GQ245808_China_XY_ 2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
FJ480789_China_GD_2005 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KU201409_Iran_SMV_2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
MH371022.1 Israel 2007 ACCAATGAAGCTGTACATGAAGTCACCAACGGATTATCEGCAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KF442615_South_Africa_2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGATGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
MK006022_Vietnam Vietnam 2002 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTAGCAGTTGGG 540
AF358786_Taiwan_2000 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGG 540
DQ067447_China_GX1_2000 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
AB853329_Japan_Fukushima_2002 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTCICAGTGGCAGTTGGG 540
KJ865694_Colombia 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTARCAGTGGCAGTTGGG 540
MK006002_Korea_ 1995 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KY404087_South_Korea 2013 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KJ914673_Ukraine_ Ivano_Frankivsk_ 2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCGCAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
KU295451_Bulgaria Moravitsa 2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCECAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
EF579733_China_Shandong_Pyan_2004 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
GQ245787_China_HA 2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
JQ319052_Venezuela_ 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTAECAGTGGCAGTTGGG 540
KJ865707_Colombia 2010 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTATCACAACTAECAGTGGCAGTTGGG 540
KU058680_Nigeria Kudu_1992 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCGGTTGGG 540
KY747482.1 Namibia 2016 ACCAATGAGGCTGTGCATGAAGTCACARACGGATTGTCACAACTATCGGTGGCAGTTGGG 540
JN986837_Netherlands_ancestral 1993 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCAACGGATTGTCACAACTATCGEGTGGCAGTTGGG 540
FJ772491_Burundi_2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTGGCAGTGGCAGTTGGG 540
U62620_Taiwan_1995 ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTAGGG 540
DQ227254_China_Broiler_ 2003 ACTAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTATCAGTGGCAGTTGGG 540
JQ267580_Iran_ 2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
HQ589257_India_Bareilly 1997 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
GU585905_Sweden_1997 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
MG869270.1_Vietnam 2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
HQ266602_Madagascar_ 2008 ACCAATGAAGCCGTGCACGAGGTCACTGATGGATTATCACAGTTAGCEGGTGGCAGTAGGG 540
KP939088 California CG_1946 ACCAATGAGGCCGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCEGTGGCAGTTGGG 540
JN863121 New_Jersey Roakin_1946 ACCAATGAGGCCGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
AF077761_USA_LaSota_1946 ACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
JN872151_Hitchner B1_ 1947 ACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGEGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
KR869090_China_ Gx21 2013 ACCAATGAGGCTGTGCACGAAGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCAGTCGGG 540
AY562991 Ireland Ulster 1967 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTGATGGATTATCECAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
AB465607_Japan_Ishi_1962 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
AY935490_Australia_ 2002 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTAATGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGGTTGGG 540
AF217084_Australia_Queensland 1966 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTAATGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
M24693_Australia Queensland 1966 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTAATGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
KT901462_India TPT_2012 ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTCGGG 540
KM056353_India TN Namakkal ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTCGGG 540
DQ485259_China_Guangxi5_2000 ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTGGCGGATTGTCACAGTTAGCAGTGGCAGTTGGA 540
GU182327_Pakistan_ Karachi_ 1974 ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTGGCGGATTETCACAGETAGCAGTGGCAGTTGGA 540
AF458009_China 1985 ACTAATGAAGCTGTACATGAAGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
FJ436303_China_zJ_1986 ACTAATGAAGCTGTACATGAAGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
MF278924.1 China FS_1997 ACTAATGAAGCTGTACATGAAGTCACTGACGGATTATCECAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
M24701_Japan_MIY_ 1951 ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTTGCAGTGGCAGTTGGG 540
MH996898 Nigeria Plateau 1973 ACTAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTAGGG 540
MH996897_Nigeria Kano_1973 ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGATGGATTATCACAARTAGCAGTGGCAGTAGGG 540
MH996952 Nigeria Ibadan_1973 ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAAATAGCAGTGGCAGTAGGA 540
JF966386_Mali_ 2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACAGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
FJ772452_Nigeria_ 2006 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
HF969214 Nigeria 2011 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCEGCAACTAGCAGTGGCAGTCGGG 540
HF969141 Nigeria_ 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCGEGCAACTAGCAGTGGCAGTCGGG 540
JX546245 Benin_2009 ACTAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTCGGG 540
F969179_Ivory_ Coast_2007 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCAGCGGATTATCACAACTGGCAGTGGCAGTTGGG 540
JF966387_Mali 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCAGCGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTTGGG 540
MH392227 Nigeria 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGGCGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
FJ772466_IvoryCoast_ 2008 ACTAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCAGCGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG 540
JX546248_Togo_2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCAGCGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGA 540
HF969125_CAR_CAF09_2008 ACCAATGAAGCCGTACATGAGGTCACCGACGGATTEGTCACAGCTAGCAGTGGCEGTTGGG 540
HF969194 Nigeria 2009 ACCAATGAAGCTGTACATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTCGGG 540
FJ772469 _Niger_ 2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG 540
HF969134_Nigeria 2009 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG 540
FJ772478_Cameroon_2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG 540
MH092817 Wase_ Nigeria_ 2009 ACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG 540
JF966385_Mali 2008 ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG 540



FJ772458_Burkina_Faso_2008
HF969185_Ivory Coast_2007
KU594615_Peru Apurimac_2005
JN800306_Peru 2008
KJ865695_Colombia 2009
MF362982.1_India_2015
GU182323_Pakistan_Karachi_2008
KM056346_India 2013
KT734766_India_Pandu_2015
MF409241.1_zambia_Chiwoko_2015
MK633932.1 Tanzania_ Mbeya 2012
MG988405.1_ Kenya KE1007_2016
MK583011.1_Tanzania Moeya 2012
AY288999 Mexico 37821 1996
MK040382.1_USA_B1800621_2018
JN872192_California_211472_2002
JN872194 Honduras_498109_2007
KJ123642_Brazil_SJM_1975
KY284094_Mexico_14_2014
MH996901 Bulgaria ElovDol 1981
MK006005_Mexico NDVEL 2009

EUS518683_Mexico_Estado_de Mexico_2005

HM117720_Mexico_Puebla 2005
KJ577136_Mexico_Chimalhuacan_1973
JX119193_Dominican_Republic_2008
KC205475_Ethiopia 2011
KC205476_Ethiopia 2011
JN942022_USA_Texas_2004

HM748948 China_SD5_2008
JN872177_Massachusetts_344783_2004
JX901321_USA_PA_2005

AF048763 Malaysia_ 1960
JX915243_Mexico_Queretaro_1947
AY734534_Argentina_Trenque 1970
FJ751918_China_QH1_1979
KY042143_Korea_ 1993
AF458020_China xJ_1991

HO839733 Sweden 1995

KY042125 Bulgaria DolnoLinevo_1992
AF458017_China_Sh_1998
AB465606_Japan_Ibaraki_1985
AF458015 China_zhJ_1997
AF458016_China_zhJ 1986

ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTTACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTTACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTCGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTETCACAACTAGCEGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTGTCACAACTAGCEGGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTGTCACAACTAGEGGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACCAACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTCGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCACAATTAGCAGTGGCAGTCGGG
ACCAATGAAGCCGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTCGGG
ACCAACGAAGCTGTGCATGAAGTCACCGACGGACTATCACAATTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTCGGG
ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTAACGGATTATCCCAACTAGCAGTGGCEGTCGGG
ACCAATGACGCTGTACACGAGGTCACTAACGGATTATCACAGCTAGCGGTGGCAGTAGGG
ACCAATGACGCTGTACACGAGGTCACTAACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCEGTCGGG
ACCAATGACGCTGTACACGAGGTCACTAACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCEGTCGGG
ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCGGTGGCEGGTTGGG
ACCAATGAAGCCGTACATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCGEGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCGGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCGGTGGCEGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCEGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTACACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCEGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCGGTGGCEGGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAAGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCEGTGGCAGTTGGT
ACCAATGAAGCTGTACATGAAGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGT
ACCAATGAAGCTGTGCACGAAGTCACCGATGGATTATCEGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTTGGG
ACCAATGAGGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTAGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTTACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTGGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCACGAGGTCACTGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACTAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGATCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCEGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG
ACCAATGAAGCTGTGCATGAGGTCACCGACGGATTATCACAACTAGCAGTGGCAGTTGGG

540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
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Solucién de problemas para las reacciones fallidas de PCR de la

ANEXO 10

proteina F del NDV

Razén sospechosa

Medidas

Amplificacion

Cebadores degradados

Cebadores incorrectos

Insuficiente cantidad

Pobre calidad de ADNc

Cebadores
Uso de alicuotas nuevas
Nuevos juegos de cebadores

Optimizacion de la concentracion
de cebadores en la mezcla

Molde

Verificacion de la relacion 260/280
del ADNc molde en nanodrop.

Otros componentes de la reaccién

Cantidad insuficiente de
ADN polimerasa

ADN polimerasa
inapropiada

Insuficiente cantidad de
MgCI2

Inhibidores en el agua

Falta componentes en la
reaccion

Presencia de inhibidor en la
reaccion

Optimizacion de la concentracion
de polimerasa en la mezcla
Aumentar la cantidad de ADN
polimerasa

Aumentar la cantidad de enzima
cuando la mezcla poseia o incluia
DMSO

Utilizaciéon de ADN polimerasa de
alta definicion

Optimizacion de la concentracién
de MgCl2z en la mezcla

Prueba de alicuotas de agua PCR
nueva.

Repeticion de PCR

Preparacion soluciones frescas y
empleo de tubos nuevos

Condiciones de Termociclado

Temperatura incorrecta de
hibridacion

Insuficiente nimero de
ciclos

Repeticion de gradiente térmico y
verificacion de temperaturas de
melting.

Correr la reaccion con mas ciclos

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

184



185

ANEXO 11
Lesiones macroscopicas destacadas encontradas en las necropsias

realizas a las aves muestreadas de la provincia de Tungurahua

Hemorragias

(petequiales Persistencia
ylo de oviducto

equiméticas) derecho

en intestinos

Molleja Hemorragias

con petequiales y
contenido edema en el

verdoso proventriculo

Resultados Resultados Tonsilas
Granja* IBV ILTV Aerosaculitis cecales
hemorragicas

U5240 + - P P P N.O N.O P
u5241 + - P P N.O N.O N.O P
U5242 - - P P N.O N.O N.O P
U5243 - - P P P N.O N.O N.O
u5244 - + N.O P P N.O P P
U5245 - - P N.O P P N.O
U5246 - - P N.O N.O N.O N.O N.O
u5247 + - N.O P P N.O N.O N.O
U5248 - - P N.O N.O N.O P N.O
U5249 - - P N.O N.O P N.O P
U5250 + - P N.O N.O N.O P P
U5251 - - P P N.O N.O N.O P
u5252 - - P N.O N.O P N.O P
U5253 - - P N.O P N.O N.O P
U5254 - - P N.O N.O N.O P N.O
U5255 - + P P N.O N.O N.O P
U5256 + - P N.O N.O N.O P N.O
U5257 - - N.O N.O N.O P N.O P
U5258 - - N.O N.O N.O P N.O P
U5259 - - P N.O N.O N.O P P
U5260 - - N.O N.O P P N.O P
U5261 + - P N.O N.O N.O N.O P
U5262 + - P P N.O P N.O P
U5263 + - N.O N.O N.O P N.O P
U5264 + - N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5265 - - P P N.O P P N.O
U5266 - - N.O N.O N.O N.O P N.O
u5267 - - N.O N.O N.O N.O N.O P
U5268 + - P N.O N.O P N.O N.O
U5269 - - P N.O N.O P N.O N.O
u5270 + - P P N.O N.O N.O P
u5271 + - P N.O P N.O N.O P
U5272 + - P N.O N.O N.O P P
u5273 - - P P P N.O N.O N.O
u5274 - - N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5275 - - P N.O N.O P N.O P
u5276 - - P P N.O N.O N.O N.O
us277 - - N.O P N.O N.O N.O P
U5278 - + N.O N.O N.O N.O N.O P
u5279 - - P P N.O N.O N.O N.O
U5280 + - P N.O N.O N.O N.O N.O
U5281 + - N.O P N.O N.O N.O P
u5282 - - P N.O P P P N.O
U5283 - - P N.O P P N.O N.O
u5284 + - P N.O N.O N.O N.O N.O
U5285 - - N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5286 - - P N.O N.O N.O N.O N.O
TOTAL 16 3 33 17 11 14 11 25
PorceNTase 34 6% 70,21 36,17 2340 2979 2340 5319

P: signos observados

N.O: signos no observados

+: Positivo

-: Negativo

*Todas las granjas a excepcion de la granja U5285 fueron positivas a NDV.
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ANEXO 12
Signos clinicos observados en las aves muestreadas de la provincia de
Tungurahua
. Ronquidos, Ao o A - . Al
Granja* Resultados Resultados Mortalidad s Secrecion Disminucion (}abeza Disminucion con
1BV ILTV (%) ! nasal de consumo hinchada  de postura cascara
estertores
defectuosa
U5240 + - 4 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5241 + - 17 N.O N.O N.O P N.O N.O
U5242 - - 7 N.O N.O N.O P N.O N.O
U5243 - - 10 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5244 - + 20 P N.O P P P N.O
U5245 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5246 - - 1 P N.O N.O N.O N.O N.O
U5247 + - 2,22 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5248 - - 2 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5249 - - 7 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5250 + - 2 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5251 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5252 - - 3 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5253 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5254 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5255 - + 10 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5256 + - NR N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5257 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5258 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5259 - - 8 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5260 - - 5,87 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5261 + - 2 P N.O N.O N.O N.O N.O
U5262 + - 10 P N.O N.O N.O N.O N.O
U5263 + - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5264 + - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5265 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5266 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5267 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5268 + - 2 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5269 - - 1 P N.O N.O N.O N.O N.O
U5270 + - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5271 + - 1 P P P P N.O N.O
U5272 + - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5273 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5274 - - 1 P N.O N.O N.O N.O N.O
u5275 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5276 - - 3,12 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
us277 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5278 - + 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5279 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5280 + - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5281 + - 1 P N.O N.O N.O N.O P
U5282 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5283 - - 1 P P N.O N.O N.O N.O
U5284 + - 1 P N.O N.O N.O N.O N.O
U5285 - - 3 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
U5286 - - 1 N.O N.O N.O N.O N.O N.O
TOTAL i
oAl 16 3 Promedio 10 2 2 4 1 1
PORCENTAJE 34 6,38 1,90 21,28 4,26 4,26 8,51 2,13 213

(%)

P: signos observados

N.O: signos no observados

NR: no registrada

+: Positivo

-: Negativo

*Todas las granjas a excepcion de la granja U5285 fueron positivas a NDV.
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ANEXO 13
Alineamiento de secuencias para F parcial combinada de vacunas

contra NDV utilizadas en la zona de estudio y la cepa La Sota

10 . . . . : . . . 80
1Nc C CC| C
TNb C CT)| C
LaSota C CC| C
10N C CC| C
2N C CC| C
3N C CC| C
4Na C CC| C
81 1 160
1Nc
TNb
LaSota
10N
2N
3N
4Na
161 2 240
1Nc C
TNb TEC
LaSota T
10N T|
2N TGC
3N T
4Na TGC
. 320
C C
C C
(of C
C C
C C
C C
C C
321 . . : . . . . 400
1Nc
TNb
LaSota
10N
2N
3N
4Na
401 . . . 1 457
1Nc C C
TNb C C
LaSota C C
10N C C
2N C C
3N C C
4Na C, C
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ANEXO 14
Ejemplos de cromatogramas de F parcial combinada con cebadores

forward para secuencias muestrales

Data  Edit Search Display Help
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Alineamiento entre secuencias muestrales y de referencia para ILTV

Brasil/2002/USP-01
Cepa-SP-Trachivax
Cepa-288269/2007-UL24
Cepa-CHO4

U5244

U5255

U5278
Peru/2008/USP-81

LT-A
P1369-TK-UFMG/Brasil
LTI-IVAX
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial-UL24
Cepa-CG

TCO-vacuna
US-aislado-632
CEO-vacuna-Europa
Nobilis-ILT vacuna
Sharkia-11

CEO-vacuna-Fort-Dodge-UL24

Brasil/2002/USP-01
Cepa-SP-Trachivax
Cepa-288269/2007-UL24
Cepa-CHO4

U5244

U5255

U5278
Peru/2008/USP-81

LT-A
P1369-TK-UFMG/Brasil
LTI-IVAX
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial-UL24
Cepa-CG

TCO-vacuna
US-aislado-632
CEO-vacuna-Europa
Nobilis-ILT_vacuna
Sharkia-11

Brasil/2002/USP-01
Cepa-SP-Trachivax
Cepa-288269/2007-UL24
Cepa-CHO4

U5244

U5255

U5278
Peru/2008/USP-81

LT-A
P1369-TK-UFMG/Brasil
LTI-IVAX
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial-UL24
Cepa-CG

TCO-vacuna
US-aislado-632
CEO-vacuna-Europa
Nobilis-ILT vacuna
Sharkia-11

CEO-vacuna-Fort-Dodge-UL24

Brasil/2002/USP-01
Cepa-SP-Trachivax
Cepa-288269/2007-UL24
Cepa-CHO4

U5244

U5255

U5278
Peru/2008/USP-81

LT-A
P1369-TK-UFMG/Brasil
LTI-IVAX
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial-UL24
Cepa-CG

TCO-vacuna
US-aislado-632
CEO-vacuna-Europa
Nobilis-ILT_vacuna
Sharkia-11

CEO-vacuna-Fort-Dodge-UL24 CC
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Brasil/2002/USP-01
Cepa-SP-Trachivax
Cepa-288269/2007-UL24
Cepa-CHO04

U5244

U5255

U5278

Peru/2008/USP-81

LT-A
P1369-TK-UFMG/Brasil
LTI-IVAX
Brasil/2007/USP-57
CEO-vacuna-Merial-UL24
Cepa-CG

TCO-vacuna
US-aislado-632
CEO-vacuna-Europa
Nobilis-ILT vacuna
Sharkia-11
CEO-vacuna-Fort-Dodge-UL24
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