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COMUNICACION

Deteccidn y caracterizacion del virus de bronquitisinfecciosa aviaria
en Chile mediante RT-PCR y andlisis secuencial

Detection and characterization of infectious bronchitis virus in Chile
by RT-PCR and sequence analysis

J C Lopez!, R Mcfarlane!, JUlloa™?
! Animal and Food Science Division, Lincoln University, Canterbury, New Zealand.
2 Instituto de Patologia Animal, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

SUMMARY

A reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) assay, coupled with sequencing, was used to detect and genetica
characterize different infectious bronchitis virus (IBV) isolates in Chile. The RT-PCR procedure included the use of the primers N
and NT2 that were located close to the N-terminus of the S1 gene and bracketed the hypervariable region, and the amplified sequenc
were aligned and analyzed with DNAman software, and compared with sequences from GenBank. The level of detection of the R
PCR assay was equivalent to virus isolation in eggs when testing tissues directly, but the assay was more sensitive when used
detect virus stored in allantoic fluid. The amplimers from all historical Chilean isolates were identical in size (193 bp) and exhibi
71-96% similarity on sequence analysis. These isolates showed between 68-97% similarity to strains from North America, Euroj

Asia, New Zealand and Australia.
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INTRODUCCION

Bronquitis infecciosa (BIA) es una enfermedad res-
piratoria altamente contagiosa de pollos, causada por un
virus Corona y caracterizada por estertores traqueales,
tos y estornudos, y ocasionalmente diarrea cuando hay
compromiso de rifiones (Cumming 1963). La infeccion
puede producir aumento de la mortalidad, disminucién
de la produccién de huevos y carne y deterioro en la ca-
lidad del huevo (Cavanagh y Naqi 1997).

La enfermedad se informé por primera vez en Chile
en 1967 (Garcia y Norambuena 1969) y el virus se aislé
en 1975 en pollo de engorde (Hidalgo y col 1976), mos-
trando alguna relacién antigénica con la cepa
Massachusetts. Posteriormente Hidalgo y col (1986) ob-
tuvieron aislados antigénicamente diferentes de la cepa
Massachusetts.

Cubillos y col (1991) informaron la tipificacion de
nueve aislados del virus Bronquitis infecciosa (VBI)
mediante la técnica de seroneutralizacion cruzada, se-
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fialando que cinco se relacionaban seroldgicamente c
el tipo Massachusetts y uno con el tipo Connectic
Los otros tres aislados no presentaron relacic
antigénica con una gran cantidad de cepas del virt
procedentes de diferentes paises y caracterizadas a t1
vés de varios afos.

A pesar del uso de vacunas, la infeccién con VBI
frecuente en Chile, y podria estar subdiagnosticada. C
munmente el diagnostico se realiza por seroconversi
(ELISA) y aislamiento del virus en huevos embrionadc
La aplicacién de técnicas como reaccion en cadena de
polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR), acompar
da de andlisis de restriccion del fragmento (Adzhar y c
1996, Wang y Tsai 1996, Jackwood y col 1997, Escorc
y col 2000), andlisis secuencial (Andreasen y col 199
Zwaagstra y col 1992, Ramneek 2000) o hibridaci
(Jackwood y col 1992, Kwon y col 1993) ha resultado
nuevas oportunidades para un diagndstico rapido e ide
tificacion de VBI. El presente trabajo pretende detect
y caracterizar genéticamente cepas de VBI aisladas
Chile, mediante la técnica de reaccion en cadena de
polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR). Esta técni
reduce en gran medida el tiempo de obtencion de rest
tados, es mas sensible, no requiere del uso de cepas
referencia ni de aislamiento en huevos embrionad
(Ramneek 1992).
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MATERIAL Y METODOS

El afio 2001 se recolectaron tejidos provenientes de
trdquea, ciegos, tonsilas cecales y rifiones (n= 85) y
térulas traqueales y cloacales (n= 30), en 7 granjas de la
V regién y en granjas en la X region, respectivamente.
Las muestras se tomaron de lotes con aves que presenta-
ban signologia respiratoria. Adicionalmente, se conside-
raron en el estudio cuatro cepas histéricas (Austral 3, 5,
12y 14), aisladas en los afios 80 por Cubillos y col (1991).
Para el aislamiento viral, se realiz6 un total de 6 pasajes
seriados en huevos embrionados SPF, como lo describe
Gelb y Jackwood (1998), registrandose los cambios pa-
tolégicos. El RNA viral de Austral 3, 5, 12 y 14 fue ex-
traido de liquido alantoideo y en las cepas aisladas direc-
tamente de los tejidos (cepas actuales) mediante el uso
de Trizol (Life Technologies, USA). En la reaccién de
RT-PCR se usaron los partidores NT1 y NT2 (Ramneek
2000), los cuales se unen a la terminacién N del gen S1
(+116-308) y cubre la regién hipervariable (HVR1)
(Cavanagh y col 1988). Para la reaccién de RT-PCR se
uso “Titan One Tube RT-PCR System” (Roche). Para
caracterizar las cepas histéricas, los productos de RT-
PCR se visualizaron en gel de agarosa (1%), la purifica-
cién se realizé con el uso de “Concert Gel Extraction
System” (Life Technologies, USA). La secuenciacion se
efectué en el Centro de Sintesis y Andlisis de
Biomoléculas de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad de Chile con este fin se enviaron 50 ng del produc-
to de PCR y ambos partidores en una concentracion de
10 pmoles/ul.

El resultado se analiz6 y se comparé usando el pro-
grama computacional Blast (Altschul y col 1990) y
DNAman (Version 2.6, Lynnon-Biosoft, Canada). Los
nimeros de acceso de las secuencias en GenBank son:
AY227799, AY227800, AY227801, AY227802.

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se utilizé el método de RT-PCR para detec-
tar VBI en las cepas histdricas, se presentaron amplifica-
dos de igual tamafio (193 pb) en todas las muestras (cua-
dro 1), sin embargo, cuando se inocularon en huevos

Cuadro 1. Comparacién entre RT-PCR y aislamiento viral en
diferentes muestras.

Comparison between RT-PCR and virus isolation in
different samples.

Directamente Cepas
los tejidos  Torulas histéricas
RT-PCR 2%/85 0/30 4/4
Aislamiento viral 1/85 0/30 1/4

* positivos/nimero total de muestras.

embrionados, sélo una de las cuatro muestras produjo
signos caracteristicos de VBI en embriones (Cavanagh y
Nagqi 1997), posterior a seis pasajes seriados. De las 85
muestras de tejido recolectadas durante el 2001, dos fue-
ron positivas a RT-PCR y sélo una a aislamiento viral.
Ninguna de las muestras obtenidas mediante térulas fue
positiva en RT-PCR o en aislamiento viral en huevos
embrionados. Las diferencias en los resultados obteni-
dos con las dos técnicas diagnésticas pueden explicarse
por la capacidad que tiene RT-PCR de detectar el ARN
viral en muestras, independiente de la patogenicidad y
viabilidad del virus (De Wit 2000). En el caso de las ce-
pas histdricas la viabilidad pudo haberse perdido por el
largo periodo de almacenamiento de las muestras
(20 afios) y la temperatura en que fueron conservadas
(-20°C). Ademds, los resultados pueden ser influenciados
por larecoleccidn y transporte de las muestras (Ramneek
2000) y la recoleccion de tejidos y torulas en una etapa
tardia de la enfermedad. La posibilidad de aislar el virus
es mayor en la fase aguda de la enfermedad (Ignjatovic y
Ashton 1996).

Cuando RT-PCR se empled directamente en mues-
tras de tejido renal, los partidores ligaron otros elemen-
tos complementarios, produciendo una coamplificacién
de una falsa secuencia, en este caso, ADN mitocondrial
de pollo, el cual puede ser distinguido facilmente por su
menor peso molecular (Ramneek 2000).

Cada secuencia de las cepas histéricas Austral 3, 5,
12 y 14, fue comparada mediante alineamiento secuencial
con la base de datos del GenBank. El cuadro 2 muestra
los grados de relacion (expresados en porcentaje) entre
las secuencias de las cepas en estudio y algunas de las
cepas internacionales con las cuales presentaron alta
homologia. Cabe resaltar que con ninguna secuencia
(glicoproteina 1) se encontré 100% de homologia. Las
cepas Austral 3, 5 y 14 mostraron entre ellas una gran
similaridad (superior al 95%). La cepa Austral 12 fue

Cuadro 2. Identidad nucleotidica (%) de laregion S1 (193pb)
de cepas de Chile, de vacunas y algunas cepas de VBI de Nue-
va Zelandia, Australia, Taiwan y UK.

Nucleotide identity from the S1 region (193 bp) of
Chilean, vaccinal and New Zealand, Australia, Taiwan, and
UK strains of IBV.

A Mass NZ NZ A12 UK/1
A3 A5 12 AI14HI20 41 A D N2/75 11 42/86

A3 - 9 72 95 71 71 76 79 19 70 80
A5 - 71 9% 72 72 78 80 83 72 79
A12 - 72 97 9% 68 72 70 76 73
Al4 - 71 71 78 78 81 71 78

A: Austral, H: Holanda, Mass: Massachusetts, NZA y NZD:
Nueva Zelanda, N2/75: Australia, A1211: Taiwan, UK/142/86:
Reino Unido.



similar a las cepas vacunales Mass 41 y H120 en un 94%
y 97%, respectivamente. Por su parte, Austral 3, 5y 14
mostraron una similitud de 71% y 72% con las cepas
vacunales H120 y Mass 41.

Se observé concordancia entre los resultados de la
secuenciacion y seroneutralizacién cruzada, mostrando
que la cepa Austral 12 y la cepa vacunal Massachusetts
estan estrechamente relacionadas (Cubillos y col 1991).
Esto se podria deber en parte a la incorporacién genética
de elementos de la cepa vacunal, pero esto s6lo podria
ser confirmado con una secuenciacién mas extensa. La
comparacion de las otras cepas chilenas (Austral 3,5y
14) con secuencias de cepas de otros paises, muestra
que hay una sustancial divergencia genética, lo cual
coincide con los antecedentes seroldgicos (Cubillos y
col 1991). En Latinoamérica, los serotipos prevalentes
normalmente difieren entre paises y estos con frecuen-
cia son diferentes a serotipos presentes en otras partes
del mundo (Cook 2002). De los resultados obtenidos se
puede afirmar que RT-PCR permite realizar un diag-
nostico rapido de BIA, detectando incluso cepas que
han perdido la capacidad de multiplicarse, y que los
cuatro aislados obtenidos en la década de los 80 por
investigadores de la Universidad Austral de Chile son
variantes de VBI propias de Chile.

RESUMEN

Una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
transcriptasa reversa (RT-PCR) junto a una secuenciacion fue
usada para detectar y caracterizar genéticamente virus
diferentes de bronquitis infecciosa aviar (VBIA) aislados en
Chile. El procedimiento de RT-PCR incluy6 el uso de los
partidores NT1 y NT2, los cuales se localizaron cerca del
término N del gen S1 y cubrieron la regién hipervariable. La
secuencia amplificada fue alineada y analizada con el programa
computacional DNAman, y comparada con secuencias
reportadas en GenBank. El nivel de deteccion de la técnica de
RT-PCR fue equivalente al aislamiento viral en huevos cuando
se usaron directamente tejidos, pero el ensayo fue mds sensitivo
cuando fue usado para detectar virus almacenados en fluido
alantoideo. Los amplificados de todos los aislados histdricos
de Chile fueron idénticos en tamafio (193pb) y exhibieron entre
ellos, al analizar la secuencia una similitud del 71 al 96%. Estos
aislados mostraron entre 68 y 97% de similitud con cepas de
Estados Unidos, Europa, Asia, Nueva Zelandia y Australia.
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