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Resumen: La bronquitis infecciosa aviar genera importantes
pérdidas econdmicas vy, si bien la vacunacién disminuye dichas
mermas, el surgimiento continuo de nuevas cepas virales complica
el control de la infeccidn. El objetivo de esta investigacién fue
caracterizar, mediante técnicas moleculares, las cepas del virus
de la bronquitis infecciosa aviar circulantes en explotaciones de
gallinas ponedoras de la provincia de Tungurahua, Ecuador. Se
trabajé con muestras de hisopados y de 6rganos de 47 granjas y las
secuencias obtenidas fueron comparadas con las correspondientes
a 17 vacunas a virus vivo empleadas en la zona. Se encontraron 16
granjas positivas al amplificar la regién SUTR y un segmento de
S1. La construccién de un 4rbol filogenético mostrd que cinco de
las secuencias se ubicaron en el mismo clado de las cepas de tipo
Massachusetts, linaje GI-1; siete se encontraron en el clado del
linaje GI-13 o cepas tipo 793B y cuatro secuencias se agruparon
en un clado de cepas tipo Q1, linaje G1-16. Si bien se requieren
estudios moleculares mds completos en los que se amplifique la
totalidad del gen S a fin de obtener datos mas concluyentes, se
logré determinar que existen tres tipos de cepas circulando en la
provincia de Tungurahua, dos posiblemente vacunales y otra de
origen desconocido.

Palabras clave: Virus de bronquitis infecciosa aviar, gallinas
ponedoras, aislamientos, filogenia, vacunas.

Abstract: Avian infectious bronchitis (IBV) generates significant
economic losses. While vaccination decreases these losses, new
viral strains are continually emerging. The objective of this
research was to perform molecular characterization of IBV strains
circulating in laying hen farms in Tungurahua province, Ecuador.
Swabs and organ samples from 47 farms were collected and
sequenced, and results were compared to 17 live vaccines used
in the area Sixteen farms were positive for IBV as determined
by amplification of the 5'UTR region and a SI segment. The
construction of a phylogenetic tree showed that 5 samples were
in the same clade as the Massachusetts-type strains, linage GI-1;
7 samples were in the GI-13 lineage clade of vaccine type 793B
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strains, and 4 samples were into a clade of Q1 type strains. In
conclusion, although studies that include the entire protein S
sequence are necessary, we were able to detect three types of
strains circulating in the province of Tungurahua, two of which
are probably vaccine-derived and one has an unknown origin.

Keywords: Avian infectious bronchitis virus, laying hens, isolates,
phylogeny, vaccines.

Introduccion

La industria avicola es el sector productivo de mayor crecimiento en el mundo,
contribuyendo con la nutricién humanay generando ingresos para las economias
familiares (Farrell, 2013). En Ecuador tiene gran proyeccidn 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; Corporacién Nacional de Avicultores
del Ecuador -CONAVE-, 2020a). El consumo de huevos per cdpita en el ano
2018 fue de 218 unidades y ascendié a 226 por persona/ano durante 2019
(Corporacién Nacional de Avicultores del Ecuador -CONAVE-, 2020b). Segtin
el censo avicola del afno 2015, existen 310 granjas de aves ponedoras comerciales
que se ubican mayoritariamente en la regién del centro (Pastaza, Cotopaxi,
Tungurahua y Chimborazo) y en la provincia de Manabi (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos -INEC-, 2015). No obstante, la provincia de Tungurahua
es la que cubre el 45% de la demanda de huevos de mesa en el pais (Ministerio de
Agricultura y Ganaderfa -MAG-, 2021).

El crecimiento de la avicultura ecuatoriana es resultado del trabajo
colaborativo de los diferentes eslabones de esta cadena productiva (Agencia
Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro ~-AGROCALIDAD-,
2013). Sin embargo, ¢l progreso de la avicultura puede verse afectado por
enfermedades que influyen negativamente en la produccién vy, en consecuencia,
la identificacién y el control de las mismas resultan fundamentales para evitar
pérdidas econdmicas (Bermudez, 2008).

La bronquitis infecciosa aviar es una de las enfermedades respiratorias més
frecuentesy problematicas dentro de las granjas de aves ponedoras comerciales en
el mundo (Alexander & Senne, 2008; Cavanagh & Gelb, 2008). El agente causal
es el IBV (Infections bronchitis virus) perteneciente al género Gammacoronavirus
de la subfamilia Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae y orden Nidovirales
(International Committee on Taxonomy of Viruses -ICTV-, 2020). El IBV es
pleomérficoy posee un genoma de ARN de cadena simple con polaridad positiva
y de longitud aproximada de 27,6 kilobases (Feng ez 4l., 2017; Rafique e al.,
2018). El genoma codifica para cuatro proteinas estructurales: la proteina de
espicula (S), la glicoproteina de membrana (M), la proteina de la nucleocépside
(N) v la pequena proteina de membrana (E) (Abro, 2013; Marandino, 2013).
Ademis incluye, en sus extremos, regiones no traducidas 5’ y 3> UTR de baja
variacion, por lo que se suelen utilizar para determinar la presencia del IBV
en muestras de granjas (Acevedo-Beiras, 2017). La entrada del IBV a la célula
hospedadora se produce debido a la unién de la proteina S de la envoltura viral
a los receptores especificos de la membrana celular (Shang ez 4/, 2018). Esta
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proteina S se sintetiza como un precursor proteico (S0) de 1162 amino4cidos, que
por modificacién postraduccional genera dos subunidades funcionales, S1y S2
(Abro, 2013; Liu ez al., 2009a; Rafique ez al., 2018). Las regiones hipervariables
de S1 poseen una alta tasa de mutacidn, siendo no solo responsables de la
antigenicidad viral, sino también de la mayoria de las variaciones genéticas del
virus (Acevedo-Beiras, 2010; Dolz ez 4l., 2008; Montassier, 2010).

Debido a la existencia de diversas cepas del IBV, la instauracién de un
programa vacunal efectivo parala prevencién y control de la bronquitis infecciosa
constituye un verdadero desafio (de Wit ¢# /., 2011). La informacidn cientifica
en Ecuador se limita a escasas publicaciones enfocadas al monitoreo en las aves
de traspatio mediante la utilizacién de las técnicas de ELISA en el noroeste,
hemoaglutinacién en Galdpagos y PCR en tiempo real en la parroquia de Puéllaro
(Garcfa, 2016; Hernandez e al., 2006; Soos et al., 2008). Las investigaciones
mencionadas y las vacunas empleadas en Ecuador demuestran la presencia del
IBV; sin embargo, no existen publicaciones cientificas que expongan de manera
fehaciente la presencia de las variantes que pueden estar circulando. Por lo tanto,
el objetivo de la investigacién fue caracterizar, mediante técnicas moleculares,
las cepas del IBV circulantes en las explotaciones de gallinas ponedoras de la
provincia de Tungurahua.

Materiales y métodos
Muestreo

Sobre la base de los datos del censo avicola disponible, se incluyeron, al azar,
47 granjas. Para realizar un muestreo homogéneo se generaron clusteres con la
georreferenciacion de las granjas, tomando en cuenta zonas de tolerancia de 2
km. La creacién de clusteres se realizé con el software QGIS 3.18.1 (Figura 1). El
muestreo se realizd entre noviembre de 2020 y agosto de 2021.
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Figura 1

Clusteres para muestreo del virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV) en la provincia de Tungurahua. a. Mapa politico del Ecuador (h
teps://www.prolipa.com.ec/actividades/mapapolitico). b. Imagen generada en QGIS 3.28.1 a partir de las coordenadas geogréficas de las
granjas avicolas de la provincia de Tungurahua que se identifican con circulos. Se observan siete clusteres identificados con letras delaIala O.

De cada granja se selecciond un galpén con aves de 15 a 100 semanas de edad y
de cada galpén se tomaron cinco aves al azar, las que fueron transportadas hasta
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Central del
Ecuador.

Se tomaron hisopados cloacales y laringotraqueales de todas las aves y luego
se sacrificaron mediante electrocucién de una sola aplicacién (FCV-UNLP-
CICUAL 124-5-22T). Se tomaron, ademds, muestras de trdquea, pulmén,
oviducto y tonsilas cecales, las que fueron colocadas en frascos individuales con
solucién tamponada de fosfato estéril con antibidticos (penicilina 10.000 U/ml,
estreptomicina 10.000 pg/ml, Eurobio SA) y posteriormente almacenadas a -80
°C. Se escogieron, ademads, 17 vacunas a virus vivo, usadas en la zona de estudio,
para comparar sus secuencias con aquellas obtenidas a partir de las muestras de
campo.

Procesamiento de las muestras

Las muestras de hisopados se descongelaron de manera rapida a 37 °C en bano
Marfa, se centrifugaron a 4500 rpm durante 30 minutos a 4 °C y se tomaron
1,5 ml de cada uno de los sobrenadantes para ser conservados a -80 °C. Las
muestras de 6rganos se descongelaron como fue descripto, se cortaron en trozos
pequenos y se molieron y homogeneizaron con medio minimo esencial estéril
(MEM MP Biomedicals) paralograr suspensiones al 20% p/v. Estas suspensiones
se centrifugaron a 4500 rpm durante 30 minutos a 4 °C y 0,5 ml de cada uno
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de los sobrenadantes obtenidos se agruparon de acuerdo al siguiente criterio:
a) muestras de aparato respiratorio (hisopado laringotraqueal, suspensién de
tréiquea y pulmdn); b) muestras de aparato reproductivo y sistema inmune
(suspensién de oviducto y tonsilas cecales) y c) hisopado cloacal.

Se realizd, ademas, la reconstitucién de las vacunas mencionadas en la Tabla 1,
con el diluyente correspondiente y segtin las indicaciones del fabricante.

Tabla 1

Cepas del virus de la bronquitis infecciosa aviar IBV usadas
en las vacunas que se comercializan en la zona de muestreo

Ne Codigo para Cepa del IBV
vacuna
1 1B Ma 5
2 2B 4/91
3 3B B48
4 1B Variante *
3 6B H120
6 B H120
7 8B Mass?®
8 9B H120
9 10B Mass?®
10 INB H120
11 2NB Mass®
12 3NB Mass®
13 4NB Mass®
14 SNB Tipo Mass®
13 10NB Tipo Mass®
16 1INB Mas
17 14NB Mass

Referencias: a La descripcién del fabricante solo menciona cepa Mass, tipo Mass o variante

Técnicas moleculares
Extraccion de ARN ) transcripcion reversa

El ARN de cada grupo de muestras (a, b y ¢), asi como el de las vacunas, fue
extraido por separado mediante el uso del ki# comercial QIAmp® Viral RNA Mini
Kit (QIAGEN). Para la extraccién se utilizaron 140 pl del liquido sobrenadante
y se siguieron los pasos mencionados en el instructivo del fabricante.

A partir de los 80 pl de ARN obtenido se procedi6 con la retrotranscripcién a
ADNCc utilizando para ello el OneScript Plus cADN Synthesis Kit (abm, G236).
Se sigui6 el protocolo establecido en las indicaciones, empleando 25 ng/ul como
concentracion final minima y oligonucledtidos al azar.



ANALECTA VETERINARIA, 2022, vol. 42, €066, Enero-Diciembre, ISSN: 1514-2590

Se realizd un control interno de extraccion y retrotranscripcién mediante
PCR para una regién del exén 3 de la P-actina aviar. Se utilizaron los
cebadores FW 685 (5- GAGAAATTGTGCGTGACATCA-3") yRV 818 (5*-
CCTGAACCTCTCATTGCCA- 3’) para amplificar un segmento de 152 pb
(Marandino, 2013). La prueba para B-actina se llevé a cabo con cada tipo de
muestra (a, by c).

Deteccion del IBV mediante PCR para la region SUTR

Para amplificar un segmento de 143 pb de la regién S’UTR del IBV se utilizaron
los siguientes cebadores: IBVS’ GU391 (5-GCTTTTGAGCCTAGCGTT-3)
y IBV5’ GL533 (5-GCCATGTTGTCACTGTCTATTG-3’) (Callison et al.,
2006).

Para realizar los ensayos de PCR se utilizé la enzima polimerasa GoTaq®
Flexi DNA Polymerase (PROMEGA, M9295). Se trabajé inicialmente con las
condiciones de termociclado recomendadas por el fabricante de la polimerasa, en
un volumen total de reaccién de 15 ul.

Como control positivo se us6 ADNc de IBV facilitado por la Agencia de
Regulacién y control Fito y Zoosanitario del Ecuador (AGROCALIDAD).

También se procedié a detectar la presencia del IBV en cada una de las 17
vacunas a virus vivo.

PCR para un segmento del gen codificante de la proteina SI del IBV

Se consideraron como positivas las granjas con, al menos, una muestra que
amplific6 el segmento de la regién S"UTR. Solo una muestra positiva a IBV de
cada granja fue evaluada mediante PCR para la regién S1. Del mismo modo, se
amplificaron las muestras de vacunas, con cebadores previamente disefiados para
caracterizar cepas del IBV en Argentina y Uruguay (Marandino, 2013). El par
de cebadores utilizados fue: IBV-S1 5>-ACTGAACAAAAGACAGACTT-3 e
IBV-S2 5’-CCATCTGAAAAATTRCCAGT-3’, que amplifica un fragmento
de 783 pb (Marandino, 2013; Marandino ez 4/., 2015).

Paralareaccién de PCR se utilizé una desnaturalizacién inicial a 94 °C durante
5 minutos, seguida de 40 ciclos de: desnaturalizacién a 94 °C durante 1 minuto,
hibridacion a 53 °C durante 1 minuto, extension a 72 °C durante 1 minuto, y
una extension final a 72 °C durante 10 minutos. Se utilizé6 GoTaq" Flexi DNA
Polymerase (PROMEGA M9295) a diferentes concentraciones (1,25U, 1,50U
y 1,75U) y dNTP Mix (PROMEGA, U1515). Se ensayaron, ademds, diferentes
concentraciones finales de cebadores (0,2 mM y 0,4 mM). El volumen final de
reaccién fue de 45 pl con 6 pl de muestra, 1,25 U de GoTaq y 0,2 mM de
cebadores. Se verificd la especificidad de la técnica ensayando la PCR con dos
vacunas a virus vivo contra la enfermedad de Newcastle (EN), ADNc del virus
de la EN cedido por AGROCALIDAD y ADN del virus de Laringotraqueitis
infecciosa aviar, también entregado por AGROCALIDAD. Las reacciones de
PCR se realizaron en un termociclador SIMPLI AMPTM TERMAL CYCLER
(APPLIED BIOSYSTEMS).
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La electroforesis de los amplicones se realiz6 en una cuba horizontal
ENDURO GelXL (LABNET), utilizando buffer TAE (40mM, EDTA 0,5M
pH 8,0) a 120V y 400mA durante 60 minutos. El resultado de la migracion
electroforética en geles de agarosa (PROMEGA) al 2% se observd en un
transiluminador UV (LABNET) y se registré con el uso de una cdmara

fotografica digital.
Andlisis filogenético

Los amplicones obtenidos para el fragmento del gen S1 del IBV fueron enviados
para secuenciacién a Macrogen Inc. (Corea). Las secuencias de nucledtidos
(nt) fueron alineadas con los programas bioinformaticos MEGA-X 11.0.8. y
Geneious Prime 2021.2.2. El alineamiento de las secuencias se realizé con el
algoritmo de Clustal Omega. Para el andlisis filogenético se emplearon secuencias
parciales de la subunidad S1 (desde el codén de inicio ATG hasta el sitio 664
pb). Se incluyeron, ademds de las secuencias de las muestras y las 17 secuencias
vacunales logradas durante la investigacion, 32 cepas prototipos de la clasificacién
genotipica de Valastro ez al. (2016) (Tabla 2) y 32 secuencias consideradas como
representativas para América, Europay China (Tabla 3).

El 4rbol filogenético se construydé empleando el programa IQ-Tree (hteps://
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/IQTREE/igtree.html). IQ-Tree realizé
automaticamente los calculos y estimé el mejor modelo a través de ModelFinder
(Kalyaanamoorthy ez al., 2017; Nguyen e al., 2015). Ademas, el programa
construyd un arbol consenso de maxima similitud con 1000 #/tra-bootstrap para
el conjunto de datos (Hoang ez al., 2017).
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Tabla2
Cepas prototipo de cada linaje segtin clasificacién genotipica del virus
de la bronquitis infecciosa aviar (IBV) Tomado de Valastro et al (2016)

Codizo de Codizo an arboles Pais o
acceso al Cepa prototipe filogeneticos procedencia Ling)s
GenBank
M95169 BEAUDETTE Baaudatte (z1-1 Estados Unidos Gl-1
G11393336 HOLTE Heolte_G1-2 Estados Unides Gl-2
L1468 GRAY Gray GI-3 Estados Unidos GI-3
L18588 HOLTE Holta_GI-4 Estados Unidos 1-4
J29522 Hl/a2 NL62_GI-5 Amstralia GI-3
129519 Vil Vick GI-6 Anstralia Gl-6
AYBE06320 TP/64 TP/64_GI-7 Taiwzn GI-7
JOAB4061 L1635 L1653 GI-8 Estados Unides GI-&
hi9o482 ARESS Ark99 GI-9 Estados Unidos Gl-8
AF151954 E B GI-10 Muerca Zelanda GI-10
JH182773 UFMGG FAG'G GI-11 Brasil GI-11
H52084 D3896 D3g9s GI-12 Paizes Bajos GI-12
EU914938 Morrocean-(83  Mormroccan-(83_CH-13 Marmecos GI-13
XBT238 Bl648 Bl64E_GI-14 Bélgica GI-14
FI80T932 B4 B4 GI-13 Coraa GI-15
ET194101% IZ028/86 1Z028/86_GI-16 Itzlia GI-16
AF410315  CAMACHADO®E CAMachado®% G117  Estades Unides  GI17
AT296744 JP8127 TP3127_GI-13 Japén GI-13
KC3T7395 S8HEN-9300 JSHEN-83II_GI-19 China I-19
AF349a21 | mv  mv GI-20 Canada GI-20
DOO64806 SPATN/ST/314  Espaia’97/314_GI-21 Ezpatia GI-21
KC377382 40GDGZ9T1 A0GDGEZATL_GI-22 China GI-22
AF(93T98 VARIANT 2 Varnant 2 GI-23 Tarasl GI-23
KF757447 V13 V13 G124 India =I-24
EU925393 CANTATI4 CANT3TIE_GI-25 Estados Unidos GI-25
FH182243 MGAB401/2006 NGAB4012006_GI-16 Migeria GI-26
GU301925 GADE GADE GI-27 Estados Unidos GI-27
M21971 D1456 D466 _GII-1 Paizes Bajos GII-1
17294350 N1/38 N1/B8_GIN-1 Amstralia GIN-1
U7725%8 DEAT2S2 DE072/92_GIV-1 Estados Unidos  GIV-1
D059618 M402 N4M02_GV-1 Aunstralia -1
GO265948 TC07-2 TC07-2 GVI-1 Chinz GVI-1
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Tabla 3

Cepas representativas del virus de la bronquitis infecciosa aviar IBV procedentes de América Europa y China

Cadigo de

acceso al Codigo an arboles filogenshcos Pais o procedencia

GenBank
KIGT34738.1 CE/CH/GHMNLT-13 China
MGT347886.1 CE/CH/GHMNMLT-12 China
MGT34775.1 CE/CHCQ17-2 China
KGT34773.1 CE/CHBCDY17-1 China
EU736751.1 HI120 cepa vacumal Estados Unidos
KEUT736747.1 BIAS cepa vacunal Estados Unides
DOOs4515.1 Espafia00/339 Espatia
DOQ0s4512.1 Espafia99/326 Ezpatia
DOQOE4809.1 Espafia 99316 Espafia
EMB38235.1 ARJIVBATE Argantina

M638253.1 ARVBASD Argentina
EM638232.1 ARNSBAGS Argantina
ENB38251.1 ARN9BAME Argentina
ETJ2B30E1.1 Nlzss cepa vacunal Estados Unidos
EU2ZB3060.1 Comn cepa vacunzl Estados Unidos
E1r283053.1 Ark capa vacunal Estados Unides
ENB38245.1 TY/sCAD] Umnuguzy
ENB58243.1 TY1XCAAS Unuguay
ENB3E241.1 TYIMCAMRS Unuguzy
EnMB38239.1 TYXCATT Uruguay
E¥455751.1 IBV/ Brasdl ROL/Q115 Brazl
ET455748.1 BV Brasill MUP/0516 Brasil
EY35655355.1 IEV BrasalFRQ/0315 Brazil
EY3655H.1 IEV/ BrasilFRQV0116 Brasil
AF286302.1 QL/China China
AFD93794 1 4/91 cepa vacumal Estados Unsdos

Z83979.1 UK/7/93 Reino Unido
HM132098.1 QX UK Remo Unide
MF043938.1 12.124 Chile Chile
MF043035.1 Q1_Chile Chile
MF043033.1 D100-275_Chila Chile
02534821 3 Espafia Epatia

Resultados

El control interno de extraccién y retrotranscripcion funciond correctamente
y todas las muestras evaluadas resultaron positivas para f-actina aviar (Figura
2). Por otro lado, 16 granjas (34,04%) resultaron positivas a IBV al registrar, al
menos, una de las tres muestras empleadas que amplificara para la regiéon UTR
(Tabla 4) (Figura 2). Del mismo modo, las 16 granjas resultaron positivas a la
amplificacién del segmento S1 (Tabla 4) (Figura 3).
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Tabla 4
Resultados de pruebas de PCR para la regién SUTR y S1 del virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV)
Fesultadoz por tipo de muestra
o Codigode STUTR. 51
s
a b C 1 b C
1 UM+ o+ o+ NA o+ MA
2 WML o+ o+ o+ NA o+ NA
3ous - o+ o+ NA o+ NA
4 w0 0+ - -+  NA WA
5 Ums$ - o+ - NA o+ NA
§ sl + - WA o+ MA
7 U - o+ - NA o+ NA
g Umeé - o+ - NA o+ NA
9 Ume - o+ + NA o+ NA
0 UmEE + + o+ NA o+ NA
1 U2m - -+ NA  NA o+
Uil o+ + o+ NA o+ NA
13 R + - - + HA HA
4 Um0 - 0+ - NA o+  NA
5 Uil - o+ - NA o+ NA
16 UDM -+ + NA  + WA
Toal  § 13 ¢ T 1T 1

Referencias: a: hisopado laringotraqueal y suspension de trdquea y pulmén; b: suspensién de oviducto y tonsilas cecales; c: hisopado cloacal.
+: Positivo, -: Negativo, NA: No analizado

Us279 U5280
bt ic b

2000pb
1000pb

500pb

100pb

b
2000pb
1000pb

500pb

100pb

Técnica de RT PCR realizadas con muestras de cuatro granjas de la provincia de Tungurahua, Ecuador. Electroforesis
en gel de agarosa al 2% tenidas con SYBR Safe DNA gel stain (INVITROGEN). a. amplificacién de un segmento de
152 pb de la f-actina aviar. b. amplificacién de un segmento de 143 pb de la regiéon S’UTR del virus de la bronquitis
infecciosa aviar (IBV). Referencias: M: marcador de pares de bases, C+ control positivo, C- control negativo.

Con el servidor en linea gratuito IQ-TREE el mejor modelo que se obtuvo
para el conjunto de secuencias fue: TPM3u+F+I1+G4. A partir de este drbol
consenso generado con IQ-TREE (Figura 4) se pudo determinar que cinco
(U5250, U5261,U5272,U5281, U5284) de las 16 secuencias obtenidas a partir
de las muestras se ubicaron en el mismo clado donde estaban presentes las
cepas de tipo Massachusetts del linaje GI-1 (Figura 4). Por otro lado, siete de
las secuencias recuperadas (U5240, U5241, U5263, U5264, U5268, U5271,
U5280) se agruparon filogenéticamente en el clado del linaje GI-13 de las cepas
tipo 793B. Finalmente, cuatro secuencias (U5247, U5256, U5262, U5270) de
las granjas estudiadas se agruparon en un clado donde se ubicaron tanto cepas
asidticas como latinoamericanas del tipo Q1 del linaje G1-16 (Figura 4). Con
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relacién alas vacunas comerciales analizadas, se observé que 15 estaban agrupadas
en el linaje GI-1, en el que se ubican las cepas tipo Massachusetts, y solo dos
vacunas (2B y 4B) se situaron en el mismo clado de las cepas vacunales de tipo

793B (Figura 4).
Figura 3

M C+ C- U5280 (b)

2000pb

1000pb

500pb

Gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR Safe DNA gel stain (INVITROGEN). Se observa la amplificacién de un segmento de 783 pb del
gen codificante de la proteina S1 del virus de la bronquitis infecciosa aviar (IBV). La muestra analizada correspondié a la codificada como
U5280 y que result positiva a la region SUTR. Referencia. M: marcador de pares de bases, C+ control positivo, C- control negativo
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Arbol filogenético consenso con modelo TPM3u+F+I+G4. Los colores de letras hacen referencia a la procedencia de las
cepas: rojo (América), amarillo (Asia), verde (Europa), celeste (Oceania) y negro (Africa). Las cepas muestrales se observan en
color negro y destacadas en recuadros rosa y las cepas de vacunas comerciales utilizadas en la zona de muestreo se muestran en

color negro y ubicadas en recuadros lila. Los ntimeros a lo largo de las ramas hacen referencia a los valores de ultra-bootstrap.

Figura 4.

Cepas tipo
Massachussels

Discusion y conclusiones

El andlisis filogenético realizado mostrd que cinco de las cepas encontradas en la
provinciade Tungurahua correspondian a cepas vacunales de tipo Massachusetts.
Es importante mencionar que las cepas vacunales de tipo Massachusetts son
las recomendadas para utilizar en Ecuador (Organizacién Mundial de Sanidad
Animal -OIE-, 2018). En un andlisis filogenético realizado con aislamientos
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obtenidos en Uruguay entre 2009 y 2012 y en Argentina entre 2009 y 2011
se concluyd que las cepas no agrupaban con la cepa vacunal Massachusetts, la
que también era la Ginica autorizada para vacunacién en estos paises durante el
desarrollo del trabajo (Marandino, 2013). Se debe mencionar que las muestras
con las que trabajo esta investigadora provenian de brotes de infeccion por IBV
y las muestras del presente estudio procedieron de aves que no manifestaron
signologia relacionada con IBV, pero que, al igual que en Argentina y Uruguay,
habian sido vacunadas con la cepa Massachussets. Por su parte, Callison ez
al. (2006), también usando muestras de brotes de bronquitis infecciosa para
amplificar la subunidad S1, concluyeron que los aislados estaban altamente
relacionados con la cepa Massachusetts y que existia la probabilidad de deteccién
y aislamiento de cepas vacunales. Del mismo modo, estudios de epizootiologia
molecular realizados en Suecia revelaron una fuerte probabilidad de que la
vacunacion con la cepa Massachussets habia llevado a la propagacién del virus
vacunal, inclusive hacia una zona libre de vacunacion (Farsang ez al., 2002). En
consecuencia, resulta razonable considerar que el virus circulante identificado en
la provincia de Tungurahua sea el virus vacunal o cepas homologas.

Siete de las secuencias obtenidas se encontraron en el clado del linaje GI-13
(las cepas tipo 793B) (Valastro er al., 2016). Segin Valastro ez al. (2016) la
cepa Morroccan-G/83, aislada en Marruecos en 1983, seria la cepa progenitora
del linaje, a pesar de que la primera cepa conocida fue aislada en Europa.
Actualmente, las cepas de este linaje se encuentran presentes en muchas partes
del mundo (Picault e al., 1995). En particular en América del Sur, las cepas
de este tipo fueron introducidas como vacunas con la cepa 4/91 (Eldemery ez
al., 2017). Las cepas analizadas en el presente estudio podrian tener un origen
vacunal, dado que dos de las vacunas analizadas (2B y 4B) se encuentran en este
clado. Aunque la OIE (2018) sugiere para América del Sur la utilizacién de la
cepa vacunal Massachusetts, en Ecuador estdn registradas para uso otras cepas
vacunales como Arkansas, 4/91 y QX (Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento
de la Calidad del Agro -AGROCALIDAD-, 2021). De esta manera, se podria
explicar el origen de las cepas variantes tipo 793 o 4/91 encontradas en el
estudio desarrollado, tomando en cuenta que las cepas emergentes podrian ser
el producto de la recombinacién entre cepas de campo y cepas utilizadas para la
vacunacién (Quinteros ez al., 2016).

Por otro lado, se establecié que cuatro de las muestras obtenidas en la provincia
de Tungurahua estaban asociadas con cepas tipo Q1. Estas cepas tipo Q1 fueron
aisladas inicialmente en Asia (Liu ez a/., 2009b; Yu ez al., 2001) y luego se pudo
evidenciar su presencia en América del Sur (de Wit ez 4/., 2017; Marandino
et al., 2015). Por ¢jemplo, en el andlisis filogenético basado en la region S1'y
realizado a partir de aislados chilenos de los afos 2008 y 2009 se encontraron
cepas de genotipo Q1 (de Wit ez al., 2017). En consecuencia, la introduccién
de la cepa asidtica podria haber tomado una ruta indirecta desde mercados
latinoamericanos, dado que Ecuador no tiene comercio de importacién directo
con Asia. Ademds, debe recordarse que nuevas cepas de IBV pueden surgir
también como producto del proceso replicativo caracteristico de los coronavirus
(Jackwood, 2012; de Wit ez al., 2011).

Este trabajo constituye el primer estudio de caracterizacién moleculary andlisis
filogenético realizado con cepas encontradas en gallinas de postura comercial de
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Ecuador. Se concluyé que hay tres tipos de cepas circulando en la provincia de
Tungurahua, dos de tipo vacunal o sus homoélogas y una de origen desconocido.
Se requieren estudios moleculares en los que se incluya la amplificacién del gen S
completo, a fin de que, con base en los estudios filogenéticos actuales que incluyen
toda esta proteina, se puedan obtener datos mas concluyentes.
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