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RESUMEN: La bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad viral ampliamente
diseminada en el mundo y se considera una de las principales causas de pérdidas econdémicas
significativas en la industria avicola, debido a que afecta el desarrollo de aves de engorde y
ponedoras. En Cuba, el diagnostico actual se realiza por aislamiento viral y es dificil su
identificacion por métodos convencionales. Para identificar la posible presencia del virus de la
BIA en aislados cubanos se aplicd un ensayo de reverso transcripcion acoplado a reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) especifico para este virus. Las muestras de traquea-pulmén
fueron tomadas como grupos de tres y cuatro aves después de la necropsia de cada una,
evaluandose un total de once aves. Las secuencias del virus de la BIA fueron detectadas en dos de
los tres grupos evaluados. En uno de estos grupos se logré ademas, la deteccién del virus a partir
de la muestra clinica; aspecto importante para la diferenciacion con enfermedades graves que
cursan con un cuadro clinico similar como la Influenza aviar y la Enfermedad de Newcastle. La
RT-PCR mostro6 potencial para ser usado en la identificacion de aislados del virus de la BIA, asi
como en el examen directo a partir de muestras clinicas, lo que aporta posibilidades de su empleo
en nuestro pais para la deteccion rapida, sensible y especifica de este agente, aspecto esencial en el
diagnostico y control de esta infeccion viral.
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DETECTION IN CLINICAL SAMPLE AND IDENTIFICATION OF AVIAN
INFECTIOUSBRONCHITIS VIRUS ISOLATES BY A REVERSE TRANSCRIPTION
POLYMERASECHAIN REACTION ASSAY

ABSTRACT: Avian infectious bronchitis (AIB) is a viral disease worldwide distributed and it is
considered one of the main causes of economic losses for poultry industry because of its
characteristic of affecting development of broiler and laying hens. In Cuba, the current diagnosis
is carried out by viral isolation and its identification by conventional methods is difficult. In order
to identify the possible presence of avian infectious bonchitis virus in cuban isolates a reverse
transcription-polymerase chain reaction assay (RT-PCR) specific for this virus was applied.
Trachea-lung samples were taken as pooles of three and four birds after each necropsy,
evaluating a total of eleven birds. The sequences of AIB virus were detected in two of three pools.
In one of these pools the detection from clinical sample was also obtained, a very important



aspect for its differentiation with serious diseases with a similar clinical course as Avian influenza
and Newcastle disease. The RT-PCR showed a potential in order to be used in the identification
of isolates from AIB virus, as well as in the direct examination of clinical samples opening the
possibilities of its use in the quick, sensitive and specific detection of this agent in our country an
essential aspect in the diagnosis and control of this viral infection.
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INTRODUCCION

La bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa,
que ocasiona un impacto socio-econdmico severo en la industria avicola mundial. Se caracteriza
primariamente por signos respiratorios en los pollos de crecimiento. Las aves infectadas tienen una
pobre ganancia de peso y una rapida disminucion en la produccion y calidad de los huevos, asi como
un sindrome nefritis/ nefrosis (forma renal) de gran importancia actual provocada por cepas
nefropatogenas (1).

La morbilidad es generalmente alta, 100 % en la mayoria de los casos, pero la mortalidad
frecuentemente es baja (5%). Esta aumenta cuando actian cepas nefropatégenas (2) o cuando se
presenta complicada con otros agentes patdgenos como Escherichia coli, micoplasmas y otros virus

(3).

El diagnostico de la BIA requiere el aislamiento viral y su identificacion. Tradicionalmente, los
serotipos del virus de la BIA han sido identificados usando ensayos de inhibicion de la
hemaglutinacion (4) y virus neutralizacién en embriones de pollo (5), cultivo de érganos traqueales
(TOCs) (6) y cultivos celulares (7). La neutralizacion de focos fluorescentes y los ELISAs con
anticuerpos monoclonales se han utilizado en la diferenciacion de cepas de este virus (8, 9). Sin
embargo, estos métodos son laboriosos, caros, consumen tiempo y algunos requieren el aislamiento y
cultivo de los virus (10).

Los ensayos de deteccién molecular se han empleado para solventar estas dificultades. Ademas,
estas técnicas tienen un gran atractivo ya que son capaces de cubrir diferentes aspectos del diagndstico
como la deteccion del virus, la caracterizacion y anélisis epidemioldgico (11).

La reverso transcripcion acoplada a reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en
combinacion con el Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) (12) o con
secuenciacion (13) han sido usados exitosamente para discriminacién de diferentes cepas del virus de
la BIA o para analisis filogenéticos. Estas técnicas han probado ser sensibles y rapidas para detectar
acidos nucleicos virales en material clinico (14).

En Cuba, la Bronquitis infecciosa aviar se reportd asociada a la forma respiratoria cronica de la
enfermedad (15), se logro el aislamiento viral en embrion de pollo y su identificacion por virus
neutralizacién. Para el control de la enfermedad se introdujo la vacunacién con el empleo de vacuna
viva atenuada cepa H120 con resultados satisfactorios durante varios afos. Sin embargo, con el
empleo de la prueba ELISA en el diagndstico seroldgico, se observd un descenso marcado de
anticuerpos entre tres y seis meses postvacunacion de la tercera dosis como evidencia de una pobre
inmunidad en las ponedoras (16, 17). En la actualidad se realiza solamente el diagnostico por aisla-
miento viral, y es dificil su identificacion por métodos convencionales ya que se requiere de



embriones de pollo libre de patdgenos especificos (LPE), ademas una vez obtenido el aislamiento se
requieren de otras técnicas como la inmunofluorescencia o seroneutralizacion para determinar la
presencia de este agente infeccioso. En cuanto al diagndstico seroldgico sélo se emplea un ELISA
comercial importado en el monitoreo de las reproductoras de forma esporadica. La deteccion por
métodos moleculares no ha sido empleada en nuestro pais anteriormente para la identificacion de
aislamientos del virus de la BIA.

Con estos antecedentes y la constante presentacion de brotes de enfermedad respiratoria y mortali-
dad nos propusimos como objetivo identificar la posible presencia del virus de la BIA en aislados
cubanos por un ensayo de RT-PCR especifico para este virus.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de aves con clinica respiratoria, de una granja de la provincia de La Habana.
Las aves tenian de 9-10 meses de postura y habian recibido tres dosis de vacuna (cepa vacunal H120,
serotipo Massachussets), siguiendo el esquema de vacunacion de 1, 35 y 85 dias de edad.

El cuadro clinico consistié en: secreciones nasales desde serosa hasta catarral, nodulo facial de
consistencia dura uni y bilateral con pérdida de la vision, estornudo, disnea y conjuntivitis) y
enflaguecimiento marcado (caquexia). Las principales lesiones anatomo-patologicas macroscépicas
observadas en las aves fueron: rinitis serosa hasta muco-fibrinosa, pneumonia focal (I6bulo
anteroventral bilateral), atrofia serosa de la grasa coronaria, hemorragia y congestion hepatica, atrofia
esplénica, degeneracion ovarica con foliculos deformes en algunas aves y atrofia genital.

Muestras de traquea-pulmon fueron tomadas en grupos de tres y cuatro aves, después de la necropsia
de cada una. Se trabaj6 con un total de once aves. Estas muestras fueron maceradas con mortero y arena
estéril realizando una dilucion 1:10 en solucion salina buferada (PBS) a la cual se le afiadio Penicilina
en concentracion final de 1000 U/mL y estreptomicina 1000 pg/mL. Las muestras asi tratadas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante una hora y posteriormente se clarificaron por
centrifugacion a 3000 rpm durante 30 minutos. Final-mente el sobrenadante se cosecho estérilmente y
se almaceno a -80°C hasta su utilizacion.

La presencia de anticuerpos al virus de la BIA fue identificada por un ensayo ELISA (Flock Chek,
IDEXX Laboratories, version 06-0110208).

Para el aislamiento viral, los homogenados de 6rganos se inocularon en embriones de pollo de 8-10
dias de desarrollo, libre de patdgenos especificos (LPE). Se utilizaron a razén de 10 embriones por
muestra y se inocularon por la via de la cavidad alantoidea con volumen de 0.25 mL por embrion. Los

embriones fueron incubados a 37 C y diariamente se cheque0d su viabilidad. A las 72 horas post-
inoculacién, se cosechd el liquido alantoideo y se realizaron dos pases ciegos en embrion de pollo.

Cada pase (liquido alantoideo) fue evaluado por RT-PCR para deteccion del virus de la BIA.

La cepa de referencia viral usada como control positivo fue la cepa M41, serotipo Massachusetts.

®
Para la extraccion del ARN viral se empled el reactivo TRI Reagent LS segun las instrucciones del
fabricante (Sigma, EE.UU). EI ARN fue resuspendido en 10 uL de agua libre de nucleasas (Promega,
Madison, WI, USA).



A partir del RNA total extraido se sintetizé la cadena de ADN complementaria al RNA con el uso de
la enzima reverso transcriptasa del virus de la leucemia Moloney-Murina (M-MLV RT) (Promega,
Madison, WI, USA) en un volumen final de reaccion de 20 puL. Del ARN extraido 5 pL se incubaron
con 4 pL de cebadores random (50 ng/uL) (Promega, Madison, WI, USA) y 1 pL de dNTP (10 mM) a

70°C por 10 min., posterior-mente, la mezcla se colocé en hielo durante 5 min. para mantener el acido
nucleico desnaturalizado. Luego de la incubacidn se le afiadieron a la mezcla 4.7 pL de agua libre de
nucleasa (Promega, Madison, WI, USA), 4 uL de la solucién tampén de reaccién 5X [250 mM Tris-

HCI (pH 8.3 a 2500), 375 mM KClI, 15 mM MgCL,, 50 mM DTT], 0.5 pL de inhibidor de ribonucleasas
RNAsin 40U/uL (Promega, Madison, WI, USA) y 0.8 pL de M-MLV RT 200U/puL (Promega,
Madison, WI, USA), la mezcla de reaccion se incubo a 25°C durante 15 min, seguida de 37°C durante 1
hora y desnaturalizacion final a 94°C durante 5 min.

Para las reacciones de amplificacion fueron seleccionados oligonucleétidos disefiados dentro de la
region 3'no traducida (UTR) altamente conservada los cuales son universales para todos los tipos cono-
cidos de virus de la BIA (18). Para la amplificacién de un segmento de 266 pb de la regién 3’'UTR del
virus, 5 pL de cada cDNA se adicionaron a la mezcla de PCR, la que se realizé en un volumen final de
50 uL y contenia: 1x GoTaq Green Master Mix (Promega) [200uM de cada dNTP, 1.5mM MgCl, (pH

8.5)], 0.5 uM de cada cebador (UTR 41+/UTR 11-) y 18 pL de agua libre de nucleasas (Promega). La
amplificacion se llevo a cabo en el termociclador (Eppendorf Mastercycler) y el programa consistié de
una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos; seguida por 35 ciclos de desnaturalizacion a
94°C por 1 min. alineamiento a 48°C por 1,5 min. y extension a 72°C por 2 min. Finalmente se realiz6
una extension final a 72°C por 10 min. (Tabla 1)

TABLA 1. Secuencia y posiciones de los oligonucleétidos usados para el ensayo de la RT-PCR./ Sequence and position of
the oligonucleotides used for RT-PCR assay

Ofigonucleotido Secuencia de nucledtidos (5°-3") Gen Poﬂg;%r:ne; el
UTR 41+ ATG TCT ATC GCC AGG GAA ATG TC 3'UTR 27 342 a 27 364
UTR 11 GCT CTAACT CTATACTAGCCTA 3J'UTR 27 586 a 27 607
UTR 31 GGG CGT CCA AGT GCT GTA CCC 3JUTR 27501 a 27 520

Para la segunda amplificacion, cinco microlitos de cada cDNA amplificado se adicionaron a la
mezcla la que se realiz6 en un volumen final de 50 L, contenia los mismos reactivos de la primera
amplificacion y los cebadores UTR 41+/UTR 31-, los que amplifican un fragmento de 179 pb de la
region 3’'UTR del virus de la BIA. La amplificacion se realizO empleando el programa antes
mencionado.

Los productos de PCR (10 pL) se visualizaron bajo transiluminador de luz ultravioleta después de
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con Bromuro de etidio (0,8ug/mL), a 100 volts durante
30 min., en tampdén TBE 0.5X (90mM Tris—borate, 2 mM EDTA).



RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro pais, a pesar de que las aves son sometidas a un programa de vacunacién intensivo se
estan presentando brotes de enfermedad respiratoria y mortalidad, por lo que es evidente la necesidad
de dilucidar lo que esta sucediendo en el campo. Entre los agentes que pudieran estar incidiendo en
esta situacion se encuentra el virus de la BIA, que junto a otros patégenos involucrados como bacterias
pueden complicar el diagnostico de un brote de enfermedad respiratoria.

En la poblacion evaluada encontramos altos titulos de anticuerpos al virus de la BIA (Tabla 2) lo
que sugiere una hipotesis de circulacion viral en estas aves con clinica respiratoria compatible.

TABLA 2. Titulos de anticuerpos al virus de la BIA obtenidos por ensayo de ELISA./ Antibody titers to avian infectious
bronchitis obtained by ELISA test.

# de Ave Titulos
9 2219
10 1110
11 1218
12 2387
13 914
14 2781
15 511
16 715
17 2671
18 6644
19 4666

Para confirmar este diagnostico se hacen necesarios los ensayos de aislamiento viral e identificacion
por técnicas moleculares especificas para la deteccién del virus.

Los resultados del aislamiento viral después de 3 pases sucesivos realizados en embrion de pollo
revelaron en dos de los grupos evaluados evidencia de multiplicacién viral determinado por mortalidad
embrionaria con lesiones similares a las producidas por el virus de la BIA.

Mediante el ensayo de RT-PCR se logro identificar estos dos aislamientos y ademas directamente de
la muestra clinica como se aprecia en la Figura 1 donde se evidencian amplificaciones de la talla es-
perada (179 pb) especificas para los cebadores utilizados. Este ensayo desarrollado por Cavanagh en
2002 (18) y utilizado por diferentes autores (19,20) ha resultado una herramienta muy 0til en este
trabajo al confirmar la presencia de forma especifica y sensible del virus de la BIA en aves con
procesos respiratorios.
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FIGURA 1. Electroforesis en gel de agarosa (2 %) de la RT-PCR para deteccidn de Bronquitis infecciosa aviar en muestras
de campo sospechosas. M: Marcador de Peso molecular de 100 pb, Lineas: 1: control positivo, (cepa M41), 2: control
negativo negativo (agua libre de nucleasas), 3: MO (13-15), 4: 2P (13-15), 5: MO (9-12), 6: 3P (9-12),7: 3P (16-19), 8: 4P
(16-19)/ MO: Muestra original-P: Pase en embrién de pollo./ Agarose gel electrophoresis (2%) of RT-PCR for detection of
avian infectious bronchitis in suspected field samples. M: Molecular weight marker 100bp, Lanes: 1: positive control (M41
strain), 2: negative control (nuclease water free), 3: MO (13-15), 4: 2P (1315), 5: MO (9-12), 6: 3P (9-12), 7: 3P (16-19),
8: 4P (1619)/ MO: Original simple-P: Passage in embryonated chicken eggs.

La ventaja de disponer de esta herramienta de diagnéstico (RT-PCR) nos permite revelar de forma
rapida y especifica el virus a la vez que es capaz de detectar minimas cantidades del acido nucleico
viral, independientemente de la viabilidad de los viriones (21). Ademas consume menos tiempo que el
aislamiento viral, método convencional utilizado para el diagnostico que demora dias y requiere de la
posterior identificacion del mismo.

El hecho de detectar el virus directamente de la muestra clinica resulta de gran importancia pues per-
mite el diagnostico rapido frente a un problema respiratorio donde se pueden presentar otras enferme-
dades graves que tienen un cuadro clinico muy similar como la influenza aviar y la enfermedad de
Newcastle.

Otro aspecto a considerar es el tiempo transcurrido entre la Gltima dosis de vacuna recibida por la
aves y el momento en que se presenta el proceso respiratorio y son tomadas las muestras para el
diagnostico. Estas aves tenian de 9-10 meses de postura, aproximadamente 13 meses post-vacunacion,
lo que nos sugiere que la presencia de este virus identificado por RT-PCR esté relacionado con un virus
diferente del vacunal.

En estudios realizados por Cavanagh et al. (22) encontraron que las cepas vacunales del tipo
Massachusetts aplicadas al 1 dia de edad se detectaron por RT-PCR hasta 7 dias post-vacunacion. Este
periodo de excrecidn pudiera ser mas largo como lo demostré Nagi et al. (23), quienes encontraron que
en pollitos de 1 dia de edad expuestos al virus vacunal se produjo una excrecion periédica de virus en
traquea y cloaca hasta 77 dias post-inoculacion.

En el caso de los anticuerpos, Cavanagh (24) demuestra que se detectan en el suero a los 5 dias des-
pués de una vacunacion o infeccion primaria frente al virus de la BIA y estos declinan después de los
21 dias. Como estas aves reciben tres inmunizaciones los titulos después de la Gltima dosis pueden
mantenerse por un tiempo mas prolongado y comienzan a declinar aproximadamente a los tres meses



post-vacunacion.

En nuestro estudio las aves tenian 13 meses postvacunacion lo cual sugiere que los titulos elevados
se relacionan con una infeccion por este virus y no a la persistencia del virus vacunal.

Del analisis de los resultados obtenidos podemos concluir que en las muestras evaluadas se detectd
el virus de la BIA y confirma la hipdtesis de su presencia en estas aves con procesos respiratorios,
identificadas por primera vez en nuestro pais por técnicas moleculares.

No obstante, es necesario continuar estudios para la caracterizacion antigénica y molecular de estos
aislados para la diferenciacion de la cepa vacunal H120 y de otros serotipos variantes de este virus que
pueden producir trastornos respiratorios en aves vacunadas.
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