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La Bronquitis Infecciosa (BI) de las aves es una enfermedad viral altamente contagiosa que 

afecta a todas las categorías productivas en la industria avícola. El agente etiológico es el virus 

de la Bronquitis Infecciosa (IBV), un miembro de la familia Coronaviridae. Es un virus pleomórfico, 

cuyo genoma de RNA de simple cadena (+ssRNA) codifica 4 proteínas estructurales. Entre ellas, 

la más importante es la proteína de la espícula (S) por su rol en la adherencia a la célula 

hospedadora, tropismo e inmunogenicidad. La respuesta inmune se basa en la producción de 

anticuerpos neutralizantes dirigidos contra determinantes antigénicos de dominios ubicados en 

la subunidad S1 de la proteína S. Estos dominios presentan alta variabilidad, por lo que existen 

diversas variantes de IBV con escasa o nula protección cruzada. Las variantes pueden ser 

caracterizadas mediante ensayos de virus neutralización con sueros de referencia lo que permite 

establecer serotipos virales. En general, se considera que la infección o vacunación con un 

serotipo otorga protección baja o insignificante contra la infección de un virus heterólogo. La 

región genómica que codifica la subunidad S1 también ha sido empleada para la caracterización 

genética de IBV. En base a esta caracterización se ha determinado que en Argentina existen dos 

variantes de campo pertenecientes a los linajes GI-11 y GI-16, siendo este último el más 

prevalente en la actualidad. En nuestro país, durante décadas el control de la enfermedad estuvo 

basada en el uso de dos serotipos vacunales, Massachusetts (Mass) y Connecticut (Conn), hasta 

que en el 2013 se autorizó el uso del serotipo 793/B. Sin embargo, solo recientemente, y en 

nuestro laboratorio, se comenzó a trabajar en estudiar las similitudes antigénicas de las cepas 

de campo y los serotipos vacunales.  

En esta tesis se alcanzó el objetivo de caracterizar antigénicamente a la cepa de campo A13 

(linaje GI-16) determinando su relación con las vacunas comerciales. Ello se logró mediante la 

técnica de virus neutralización cruzada empleando (en una primera instancia) embriones de pollo 

(EP). Posteriormente, se implementó un sistema de cultivo primario de riñón de embrión de pollo 

(ChEK) mucho menos laborioso y costoso que el de EP. De este modo, se estableció que las 

cepas A13 (GI-16), CHu8 (GI-11), Ma5 (GI-1) y CR88 (GI-13) pertenecen a serotipos diferentes. 

Este resultado sugiere la necesidad de replantear las actuales estrategias de prevención 

considerando el uso de una vacuna homóloga a la variante de campo (GI-16), que al día de la 

fecha no existe disponible comercialmente. De este modo, la posibilidad de contar con una 

vacuna perteneciente al linaje GI-16 contribuiría al control de BI en nuestro país. Para ello es 

necesario, en primer lugar, contar con una cepa perteneciente al linaje GI-16 con potencial para 

ser usada como vacuna atenuada. Es así como en este trabajo primero se obtuvo, mediante 

pasajes en serie en EP, una cepa (A13) atenuada, que posteriormente fue evaluada para 

ponderar su potencial como candidata vacunal. Esta evaluación se basó en la aplicación de las 
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siguientes las pruebas: i) inocuidad, administrada en dosis elevada (109,624 DIE50/ml) a pollitos de 

un día no generó trastornos de salud), ii) inmunogenicidad, adecuados títulos de anticuerpos en 

todos los pollos inoculados (a una dosis de 105 DIE50/ml), iii) estabilidad (no revirtió luego de 4 

pasajes por contacto natural) y iv) mayor eficiencia ante el desafío con una cepa homóloga 

(comparada con vacunas comerciales de los serotipos Massachusetts y 793/B). Para la prueba 

de desafío se desarrollaron y/o adaptaron técnicas que fueron optimizadas para su empleo. Dos 

de ellas fueron críticas para la evaluación: i) la cuantificación de la carga viral en tráquea y riñón 

mediante una RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) y ii) la prueba de la ciliostasis en muestras de 

tráquea (mediante sistema de scores).  

Por otro lado, en este trabajo también se realizó un estudio de evolución viral empleando como 

insumo algunos pasajes en serie (en distintos soportes biológicos) de diferentes cepas de IBV. 

El objetivo fue obtener variantes que contengan cambios fenotípicos (virulencia) y evaluar si los 

mismos estaban relacionados a cambios del genoma. Además, algunos de esos pasajes 

sirvieron para otros ensayos de esta tesis (obtención del candidato vacunal y el virus de desafío 

para el ensayo de eficiencia). El estudio de evolución viral demostró que la mayoría de los 

cambios de nucleótidos (y aminoácidos codificados) se producen en el ORF1 y en el gen S 

(fundamentalmente en la subunidad S1). Lamentablemente, en este estudio no se ha logrado 

detectar un patrón de cambios en la secuencia de nucleótidos que permita asociarlos a la 

replicación en un hospedador en particular o a cambios en la virulencia.  

En síntesis, los resultados obtenidos en esta tesis permitieron caracterizar antigénicamente a la 

cepa de mayor circulación en la industria avícola argentina, determinar su falta de relación con 

las vacunas comerciales, y obtener un candidato vacunal que cumple con los estándares de 

seguridad y otorga una adecuada respuesta inmune ante un desafío homólogo.  
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Avian Infectious Bronchitis (IB) is a highly contagious disease of chickens that affects all 

productive categories in the poultry industry. The etiological agent is Infectious Bronchitis Virus 

(IBV), a member of the Coronaviridae family. IBV is a pleomorphic virus, with a positive-sense 

single-stranded RNA (+ssRNA) that codes for 4 structural proteins. The spike protein (S) is the 

most important among them because its roles in i) attachment to the host cell; ii) tropism; and iii) 

immunogenicity. The immune response is based on the production of neutralizing antibodies 

directed against the antigenic determinants located on some domains of the subunit S1 of S 

protein. Those domains are highly variable regions (HVR), which are poorly conserved among 

the different strains, which is the cause of existence of a diversity of IBV variants with limited or 

no cross protection. The IBV variants can be characterized through virus neutralization essays by 

use of reference antisera, which allows to determine viral serotypes. In general, it is considered 

that infection or vaccination against a serotype grants low to insignificant protection against a 

heterologous virus. The genomic area that encodes S1 was also used for genotyping. The 

genotype characterization has shown that in Argentina two field variants belonging to the lineages 

GI-11 and GI-16 co-exist, being the latter the most prevalent. Until 2013, the IBV control in our 

country was based on two vaccine serotypes; Massachusetts (Mass) and Connecticut (Conn), 

since then the 793/B serotype was added to the catalog of authorized vaccines. However, only 

recently (and in our lab), we started to evaluate the antigenic similarities between field strains and 

vaccine serotypes.  

In this thesis, we completed the antigenic characterization of A13 strain (GI-16 lineage), 

determining its relationship with the commercial vaccine’s serotypes. This achievement was 

accomplished by cross virus-neutralization (CVN) tests, performed first on chicken embryos (ChE) 

and after that on primary cell culture. For the latter, we adapted a chicken embryo kidney cell 

(ChEK) culture, which is less time and costs demanding when it is compared with ChE. Therefore, 

we determined that A13 (GI-16), CHu8 (GI-11), Ma5 (GI-1) and CR88 (GI-13) belong to different 

serotypes. That result strongly suggests that we need to review the IB control programs, 

considering the potential use of a vaccine strain that is homologous to the field variant (GI-16), 

which is currently not commercially available. Thus, it would be a remarkable contribution to the 

IB control in Argentina, if we had a vaccine belonging to GI-16 lineage. So, it becomes essential 

to obtain an attenuated strain of IBV (GI-16 lineage), that could be considered for vaccination. 

Accordingly, an attenuated A13 strain was obtained by serial passages in ChE, and its potential 

as vaccine candidate was evaluated afterwards. Those evaluations were based upon the use of 

the following essays: i) safety trial (strain A13 was inoculated at high dose [109.624 EID50/ml] 

without disease signs or lesions appearance in the birds); ii) immunogenicity (strain A13 was 
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inoculated at a lower dose [105 EID50/ml] inducing a proper antibody titer); iii) stability (no reversion 

after 4 serial infections by natural contact); and iv) vaccine efficiency against a challenge with a 

homologous strain (compared with the protection given by vaccination with commercial vaccines 

of Massachusetts and 793/B serotypes). In order to perform the challenge trial, we developed (or 

adapted) and optimized techniques, which resulted of critical importance for the vaccine 

evaluation. They were: i) viral load quantitation in tracheal and kidney tissues (by real time RT-

PCR); and ii) a score system for ciliostasis evaluation (in tracheal tissue). 

On the other hand, in this thesis, we also performed a viral evolution study using as input the 

nucleotide sequences of some of the viral serial passages (on different biological supports) of IBV 

strains. The aim was to analyze the nucleotide sequence of the viral genome in search of changes 

that can be associated with phenotypic modifications (e.g.: attenuation of virulence). The evolution 

study has shown that the nucleotides (and the encoded amino acids) changes occurred mostly 

in: ORF1 and S1. Unfortunately, we were unable to detect a pattern of nucleotide that allows us 

to associate it to changes in virulence or in viral adaptation to a particular host.  

In summary, in this thesis we have antigenically characterized the main field strain of IBV (GI-16) 

affecting the Argentinian poultry industry, determining the lack of relationship with the serotypes 

included in the commercial vaccines. Additionally, we obtained a vaccine candidate, homologous 

with the field variant, which accomplishes the safety standards, conferring a more efficient 

protection than that provided by commercial vaccines. 
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1. Introducción 

1.1 Clasificación taxonómica del agente etiológico 

La Bronquitis Infecciosa (BI) es una enfermedad viral altamente contagiosa que afecta a la 

especie Gallus gallus domesticus de todas las categorías productivas generando importantes 

pérdidas económicas en la industria avícola (Jackwood & de Wit, 2013). 

El agente causal es el Virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV) que pertenece a la familia 

Coronaviridae que a su vez está incluida (junto a Arteriviridae, Toronaviridae, y Roniviridae) en 

el orden Nidovirales. Los virus comprendidos en este orden son los de mayor tamaño dentro de 

la categoría de virus de RNA e infectan a una gran variedad de vertebrados e invertebrados 

(mamíferos, aves, peces, reptiles, anfibios, artrópodos, moluscos y helmintos). Poseen un 

genoma de una hebra de RNA con polaridad positiva (+), listo para la traducción; y durante la 

replicación producen un conjunto de mRNA de largos segmentos subgenómicos (ViralZone, 

2012; Walker et al., 2022). Los virus que integran la familia Coronaviridae (por ejemplo, el IBV) 

son virus envueltos que en la imagen de microscopía electrónica (Figura 1) se ven como 

partículas esféricas a pleomórficas, de unos 120 nm de diámetro, con espículas de 20nm que 

emergen de la superficie en forma radiada dándole un aspecto de corona (de allí el nombre de 

la familia). En el interior poseen una nucleocápside helicoidal, compuesta por el genoma viral 

rodeando a las nucleoproteínas (proteína N). Esta familia, a su vez se subdivide en dos 

subfamilias: Letovirinae y Orthocoronavirinae (Fan et al., 2019; Walker et al., 2022). La subfamilia 

Orthocoronavirinae, cuyos miembros son más conocidos como Coronavirus, abarca cuatro 

géneros que infectan a distintas especies: Aphacoronavirus (mamíferos), Betacoronavirus 

(mamíferos), Gammacoronavirus (aves), y Deltacoronavirus (mamíferos y aves) (Walker et al., 

2022). IBV es el prototipo viral del género Gammacoronavirus (ViralZone, 2022). La Figura 2 

muestra un árbol filogenético donde se ven las relaciones entre los diferentes componentes de 

la familia Coronaviridae.  
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Figure 1. Imagen de microscopia electrónica de IBV. Tomada de "The Polypeptides of 

Infectious Bronchitis Virus (IBV-41 Strain)," de J. A. Lanser, 1980, Journal of General 

Virology, 46(2), 349-361. doi:https://doi.org/10.1099/0022-1317-46-2-349 



INTRODUCCIÓN 

 

9 
 

 

1.2 Genoma viral y proteínas 

IBV es un virus de RNA monocatenario de polaridad positiva (ss+RNA) de un largo aproximado 

de 26 Kb (Brian & Baric, 2005; Cavanagh, 2007).  Su genoma se organiza de la siguiente manera: 

5’ UTR – Gen 1 - S - 3a, b, c - (E) - M - 5a, b - N – UTR 3’. El extremo 5’ posee un cap y a 

continuación una secuencia leader que favorece la transcripción de los primeros dos marcos de 

 

Figura 2. Árbol filogenético basado en la secuencia genómica del ORF1ab viral de 28 coronavirus 
representando los distintos miembros de la familia Coronaviridae. Incluye el Coronavirus de la Peritonitis 
Infecciosa Felina (Feline CoV),  Coronavirus del visión 1 (Mink CoV 1), Coronavirus del murciélago Rhinolophus 
HKU2 (Rhinolophus bat CoV HKU2), Coronavirus Humano NL63 (Human CoV NL63), Coronavirus Humano 229E 
(Human CoV 229E), Coronavirus del murciélago minopterus HKU8 (Minopterus bat CoV HKU8), Coronavirus del 
murciélago Rousettus HKU10 (Rousettus bat CoV HKU10), Coronavirus del murciélago CDPHE15 (Bat CoV 
CDPHE15), Coronavirus del murciélago Scotophilus (Scotophilus bat CoV), Coronavirus del Virus de la diarrea 
epidémica Porcina (Porcine epidemic diarrea virus), Virus de la hepatitis murina (Murine hepatitis virus), 
Coronavirus 2 del Síndrome Agudo Respiratorio Severo (SARS CoV 2), Coronovirus del murciélago Rousettus 
HKU9 (Rousetts CoV HKU9), Coronavirus 1 del Erizo (Hedgehog CoV 1), Virus del Síndrome Respiratorio del 
Medio Oriente (MERS), Coronavirus del murciélago Pipistrellus HKU5 (Pipistrellus bat CoV HKU5), Coronavirus 
del murciélago Tylonycteris HKU4 (Tylonycteris bat CoV HKU4), Coronavirus del pavo (Turkey CoV), Coronavirus 
de la Ballena Beluga SW1 (Beluga whale CoV SW1), Coronavirus del Delfin nariz de botella HKU22 (Bottlenose 
dolphin CoV HKU22), Virus de la Bronquitis Infecciosa (Infectious bronchitis virus), Coronavirus de la Garza 
nocturna HKU19 (Night heron CoV HKU19), Coronavirus del Tordo HKU12 (Thrush CoV HKU12) Coronavirus 
del Ojiblanco HKU16 (White eye CoV HKU16), Coronavirus del Munia HKU13 (Munia CoV HKU13), Coronavirus 
Porcino HKU15 (CoV HKU15), Coronavirus de la Gallineta comun (Common moorhen CoV HKU21 ), y 
Coronavirus del Silbon HKU20(Wigeon CoV HKU20). Estas secuencias fueron obtenidas de la base de datos del 
NIH, GenBank, alineadas con el software ClustalO, visualizadas y editadas con BioEdit, y se analizó la inferencia 
filogenética por Máxima Verosimilitud con IQtree. Finalmente, la visualización y edición del árbol se llevó a cabo 
con el software online iTOL - interactive Tree Of Life. 
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lecturas del gen 1, las poliproteínas 1a y 1ab. IBV presenta 4 proteínas estructurales codificadas 

por los genes S, E, M y N. El genoma viral también codifica varias proteínas accesorias (3 a, b y 

c; y 5 a, y b), y es seguido por una cola polyA (Fehr & Perlman, 2015). (Figura 3) 

 

Figura 3. Representación gráfica del genoma IBV. Se esquematiza la síntesis de las poliproteínas 1a y 1ab, que a 
su vez generan múltiples proteínas no estructurales (nsp) maduras, y los RNA mensajeros subgenómicos, cada uno 
de los cuales permitirá la traducción del ORF más cercano al extremo 5’ 
(https://viralzone.expasy.org/resources/Gammacorona_genome.png). 

 

El gen 1, conocido como el gen de la replicasa, abarca dos tercios del genoma viral, que producen 

15 o 16 proteínas no estructurales (nsp) involucradas en la replicación, entre las que sobresale 

la polimerasa viral (Ziebuhr et al., 2000). Contiguo del lado 3’ del gen 1 aparece el gen de la 

glicoproteína S. Este gen es el más estudiado del genoma viral debido a la importancia que tiene 

la proteína S en el tropismo, la entrada a la célula hospedadora, la inducción de anticuerpos 

neutralizantes y la evasión de la respuesta inmune (Casais et al., 2003; Koch et al, 1990; Liu et 

al., 2014). Como se mencionará más adelante, el transcripto de S es procesado post-

transcripcionalmente para producir las subunidades S1 y S2. La primera de ellas posee 3 

regiones hipervariables (HVR) donde se encuentran los mayores determinantes de antigenicidad 

y tropismo viral (Cavanagh et al., 1988; Moore et al., 1997). Luego de S, continuando en la 

dirección 5’ – 3’ en el genoma viral aparecen los marcos de lectura que codifican las proteínas 

accesorias, 3a y 3b, asociadas a la regulación de la replicación, y evasión de la respuesta inmune 

(Casais et al., 2005; Hodgson et al., 2006). Luego se encuentra el gen E, que codifica a la 

proteína estructural más pequeña del virus, la cual está relacionada al ensamblado y el egreso 

viral (Fischer et al., 1998; Raamsman et al., 2000). Misma función tiene la proteína M, que a su 

https://viralzone.expasy.org/resources/Gammacorona_genome.png
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vez es una de la más abundante del virión (Raamsman et al., 2000; Stern et al., 1982). Las 

proteínas accesorias 5a y 5b no son necesarias para el proceso replicativo, aunque están 

relacionadas a la virulencia, particularmente la 5a (Zhao et al., 2019). La proteína 5b, por su parte 

cumple un rol como antagonista de la respuesta inmune innata, específicamente del interferón 

(Kint et al., 2016; Laconi et al., 2018). El gen N codifica a la proteína estructural N que cumple un 

rol fundamental en la formación de la nucleocápside helicoidal que protege al genoma. Esta 

proteína es además un importante cofactor en la síntesis de RNA, participando en la producción 

de RNA subgenómico y se ha demostrado que participa en la gemación e interfiere con la 

respuesta inmune  (Siu et al., 2008; Zhou et al., 2008; Zhou et al., 1996). En algunas variantes 

de IBV, en el extremo 5’ del gen N se encuentra una región codificante de la proteína 6b cuya 

función no se encuentra dilucidada, sin embargo, en otros coronavirus se le asigna un rol en la 

virulencia (Frieman et al., 2007). En la Tabla 1 se describe con mayor detalle las proteínas y su 

correspondiente función. 

Tabla 1. Proteínas codificadas por coronavirus y sus funciones. 

 Proteína Función 

P
ro

te
ín

as
 n

o
 e

st
ru

ct
u

ra
le

s 

nsp1 No existe en IBV 

nsp 2 
Es esencial para la infección y promueve la replicación viral regulando la respuesta 
inmune innata del hospedador, a través de la inactivación de PKR (proteína kinasa 

R) (Wang et al., 2009; Yang et al., 2009). 

nsp3 

Actúa como una proteasa liberando las proteínas virales no estructurales: nsp2, 
nsp3, y nsp4, y como deubiquitinasa bloqueando la respuesta inmune del 

hospedador (Mielech et al., 2014; Ojha et al., 2021; Yu et al., 2017). También 
regula el ciclo de vida de la célula hospedadora (Shaw et al., 2013), y estudios 

previos sugieren que juega un rol importante en la replicación viral y en la 
virulencia (Phillips et al., 2012). 

nsp4 
Permite el reordenamiento de membranas, lo que proporciona un sitio para la 

síntesis y ensamblado viral, e impide el reconocimiento viral por parte del sistema 
inmune (Doyle et al., 2018). 

nsp5 
Es la proteasa más importante de los coronavirus, también llamada 3CLpro 

(Anand et al., 2003). 

nsp6 

Limita la expansión de autofagosomas y omegasomas, haciendo que estos pierdan 
su función transportando componentes virales a lisosomas para su degradación 

(Cottam et al., 2011) y, por el contrario, promueve la formación de 
autofagosomas en el retículo endoplásmico, lo que facilita el proceso de 

ensamblado viral (Cottam et al. 2014; Miller et al., 2020). 

nsp7 

Nsp7, nsp8y nsp12 juegan un rol auxiliar en la síntesis de RNA viral (Subissi, 
Imbert, et al., 2014; Subissi, Posthuma, et al., 2014; Tan et al., 2018). Nsp7 y 

nsp16 pueden bloquear la presentación antigénica antagonizando la respuesta 
inmune innata (Zuo et al., 2021). 

nsp8 
En conjunto con nsp7 y nsp12 juegan un rol auxiliar en la síntesis de RNA viral 
(Subissi, Imbert, et al., 2014; Subissi, Posthuma, et al., 2014; Tan et al., 2018). 

nsp9 Se une al RNA para mejorar la replicación viral (Hu et al., 2017). 
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nsp10 
Junto con nsp16 colaboran en la formación del cap del mRNA viral para una 
traducción eficiente y tienen un rol en el escape de la respuesta inmune del 

hospedador (Rosas-Lemus et al., 2020). 

nsp11 Todavía no se conoce su función. 

nsp12 
En conjunto con nsp7 y nsp12 juegan un rol auxiliar en la síntesis de RNA viral 
(Subissi, Imbert, et al., 2014; Subissi, Posthuma, et al., 2014; Tan et al., 2018). 

nsp13 

Actúa como helicasa en el proceso de replicación (Subissi, Imbert, et al., 2014). 
Posee un dominio de unión a zinc que juega un rol en la replicación y transcripción 

(Fang et al., 2007), puede interactuar con la DNA polimerasa de la célula 
hospedadora bloqueando la fase S o G2/M del ciclo celular (Xu et al., 2011). 

Cumple un rol en la formación del cap del mRNA (Subissi, Imbert, et al., 2014), 
que es importante como promotor de la traducción , protector de la degradación 
por exonucleasas celulares y para limitar el reconocimiento del genoma viral por 

el sistema inmune innato (Fabrega et al., 2004; Fechter et al., 2005). 

nsp14 

Posee dominios exoribunucleasa (ExoN) y guanina N7 metiltransferasa (N7-
MTase) (Ogando et al., 2020) que le otorga capacidad editora (Hsu et al., 2021; Xu 
et al., 2010). El dominio N7-MTase está involucrado en la formación del cap viral 

del mRNA (Subissi, Imbert, et al., 2014). 

nsp15 

Cuando se invalida su efecto, las proteínas y expresión viral se reducen en cultivos 
celulares (Zhao et al., 2020).  Inhibe la formación de gránulos citoplasmáticos de 

estrés (SGs), antagonizando la activación de PKR (Gao et al., 2021) y de la 
respuesta inmune innata (Cesaro & Michiels, 2021). Los SGs participan en la 
síntesis de proteína, el shutdown, y el reclutamiento de intermediarios de la 

transcripción que participan en la respuesta antiviral (Gao et al., 2021; Zhao et al., 
2020). 

nsp16 

Posee actividad 2'-O-metiltransferasa, relacionada a la formación del cap 
estructural del mRNA (Subissi, Imbert, et al., 2014). Permite que el mRNA viral 

tenga la misma estructura que un mRNA eucariota, evadiendo la respuesta 
inmune del hospedador. 

P
ro

te
ín

as
 a

cc
es

o
ri

as
 

3a 

Una deleción de esta proteína perjudica, pero no impide, la replicación en 
embriones de pollo (S. Liu et al., 2008), y en estudios previos disminuyo la 

patogenicidad viral de la cepa QX (X. Zhao et al., 2019). Al igual que 3b, antagoniza 
la respuesta inmune del hospedador por retrasar la activación de INF intracelular 
tipo I, y factores estimulantes de IFN (Kint, Dickhout, et al., 2015; Kint, Fernandez-

Gutierrez, et al., 2015). 

3b 

Su deleción disminuye la patogenicidad de QX en embriones de pollo ( Zhao et al., 
2019), en mayor medida que 3a. Antagoniza la respuesta inmune del hospedador 
por retrasar la activación del INF intracelular tipo I, y factores estimulantes de IFN 

(Kint, Fernandez-Gutierrez et al., 2015). 

5a Está involucrada en la patogenicidad viral, y virulencia (Zhao et al., 2019). 

5b 

Antagoniza la respuesta inmune innata, posiblemente por la interrupción de la 
síntesis proteica del hospedador (Yang et al., 2009; Wang et al. 2009; Mielech et 

al., 2014; Ojha et al., 2021; Yu et al., 2017) y actúa como antagonista de IFN (Siu et 
al., 2008) 

 

P
ro

te
ín

as
 

es
tr

u
ct

u
ra

le
s 

S (Espícula) 

Interviene en la adherencia del virus a la célula hospedadora, determina el 
tropismo (Casais et al., 2003) y facilita su entrada a través de la fusión de la 

membrana viral y celular . Es la proteína más expuesta y la más inmunogénica 
(Cavanagh et al., 1984; Ignjatovic & Galli, 1994; Wang et al., 1995). 

E (Envoltura) 
Es una proteína pequeña que integra la membrana, que se pentameriza para 

formar canales iónicos llamados viroporinas. Es esencial para el ensamblaje y la 
liberación del virus (Satarker & Nampoothiri, 2020). 
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M (Membrana) 
Tiene un triple dominio transmembrana y facilita el ensamblaje, posee un rol 

evasor en la respuesta inmune (Neuman et al., 2011). 

N (nucleoproteína) 

Se produce en la etapa más temprana de la infección y es la proteína más 
abundante, envuelve y protege al genoma viral formando un complejo 

ribonucleoproteico. Asiste en la entrada del virus a la célula y la interacción con 
componentes celulares (Huang et al., 2004). Tiene diversos roles, entre ellos 

promover la inflamación, inhibición del INF tipo I (Lu et al., 2011), interferencia del 
ciclo celular (Surjit et al., 2006; Zeng et al., 2008), y es también una proteína 

inmunogénica (Tang et al., 2008; Yu et al., 2010). 

 

1.3 Importancia de la proteína S 

La proteína S de los coronavirus es una proteína de fusión clase I (Bosch et al., 2003). Como se 

mencionó anteriormente esta proteína posee dos dominios, S1 y S2, cada una conformada por 

500 a 600 aminoácidos, que juegan un rol importante en la infección viral (Cavanagh 1983, 

Belouzard et al., 2012). S1 posee una amplia variabilidad, hasta el 50% de los aminoácidos 

difieren en este segmento entre los distintos serotipos virales. La mayor parte de la variabilidad 

se encuentra localizada en 3 regiones hipervariables (HVR), denominadas: HVRI (posición 38-

67), HVRII (posición 97-141) y HVRIII (posición 274-387) (Kuster et al., 1989). Las HVRs 

codifican aminoácidos críticos para la unión a la célula diana que están incluidos en los dominios 

de unión al receptor (RBD) (Wickramasinghe et al., 2011; Promkuntod et al., 2014). A su vez, las 

HVR se encuentran asociadas a la respuesta inmune especifica y debido a eso (y a su elevada 

variabilidad) son las que le otorgan a IBV las diferencias de serotipo (Cavanagh et al., 1992, 

1988; Moore et al., 1997; Niesters et al., 1987).  

La proteína S además tiene un importante rol en el tropismo (Kuo et al., 2000). Se han llevado a 

cabo experimentos en donde se crearon cepas recombinantes a partir de la cepa Beaudette, que 

es capaz de replicar en líneas celulares mamíferas (Bickerton et al, 2018). En dichos 

experimentos se reemplazó la secuencia codificante de la proteína S de la cepa Beaudette, por 

el gen S perteneciente a la cepa M41 (no adaptada a crecer en líneas celulares) resultando en 

la pérdida del tropismo por las células VERO, BHK-21 y CEF (Casais et al., 2003). En estos 

cambios la subunidad S2, encargada de la fusión de membrana, pareciera tener un rol 

preponderante, ya que se llevaron a cabo otras experiencias en las cuales el reemplazo de la S1 

de la cepa Beaudette por el de la cepa H120 o M41, no logrando impedir la replicación en células 

vero (Wei et al., 2014, Bickerton et al, 2018). Adicionalmente, cambios en el sitio de clivaje 

proteolítico en los límites de la S1/S2, están asociados a un cambio en el tropismo (Yang et al., 

2015). 
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Por las razones antes expuestas, está claro que la proteína S posee un importante rol en el 

tropismo, inmunogenicidad, y patogenicidad de IBV, lo que la hace esencial para la infección 

viral. Su estudio es clave para la generación de estrategias de control, y su composición genética 

es fundamental para entender los mecanismos de evolución viral (Valastro et al., 2016). 

1.4  Replicación viral 

El primer paso de la infección es la unión al receptor celular. Como se mencionó previamente, la 

subunidad S1 (que se encuentra en la porción N-terminal de la proteína de la espícula) posee los 

RBDs que se unen al receptor de ácido siálico de la célula susceptible. Inmediatamente después 

de la adsorción a la superficie de la célula blanco, la porción C-terminal (S2) permite la fusión de 

la envoltura viral con las membranas celulares (Flint et al., 2015). Así es como la molécula de 

RNA genómico se libera y es inmediatamente reconocida como RNA mensajero, traduciéndose 

en primer término la poliproteína 1a-1ab. Esta poliproteína es posteriormente auto-clivada dando 

lugar al complejo replicasa, que incluye: i) la RNA polimerasa viral RNA dependiente (RdRp), ii) 

proteínas no estructurales encargadas de reordenar membranas celulares para formar sitios de 

síntesis, iii) enzimas involucradas en la generación de caps terminales 5’ de los mRNA y iv) una 

exonucleasa con función editora (Snijder et al., 2016). El complejo replicasa se encarga de la 

replicación de la hebra positiva de RNA genómico para generar RNA (genómico y subgenómico) 

de polaridad negativa (anti-genómico) que sirven de templado para la generación de más RNA 

(genómico y subgenómico) de polaridad positiva (V’kovski, 2021). Esta síntesis se lleva a cabo 

en complejos replicativos que surgen del secuestro de membranas de la célula hospedadora 

para formar vesículas de doble membrana. Luego, a partir de los mRNA subgenómicos se 

sintetizan las proteínas estructurales y accesorias. El ensamblado ocurre con las hebras de RNA 

de largo genómico de polaridad positiva en el compartimiento intermedio entre el Retículo 

Endoplásmico y el Golgi (ERGIC), allí se forman las partículas virales que luego brotan en 

vesículas, resultando en la liberación de viriones infecciosos que dependiendo del nivel pueden 

destruir o no a la célula hospedadora. Los viriones comienzan a liberarse a las 4-7 horas post 

infección (Flint et al., 2015). 

El modelo más aceptado a partir del cual se producen los mRNA es el de transcripción 

discontinua, que involucra el RNA genómico, el complejo sintetasa y factores de la célula 

hospedadora (Sawicki & Sawicki, 1995). La transcripción del RNA anti-genómico comienza a 

partir del extremo 3’ y a medida que la polimerasa avanza se encuentra con alguna de las 

Secuencias Regulatorias de Transcripción (TRS) que tienen entre 6-9 nucleótidos. A lo largo del 

genoma viral existen varias TRS que están presente en el final de la secuencia leader y en cada 
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segmento intergénico del RNA genómico. Al alcanzar alguna TRS, la polimerasa puede continuar 

la síntesis de una cadena más larga o soltarse y cambiar de templado para copiar la secuencia 

leader y concluir la formación de las hebras negativas de RNA subgenómico. A partir de estas 

hebras negativas se transcriben los mRNA que, aunque tengan estructura policistrónica, son 

funcionalmente monocistrónicos porque solo se traduce la proteína del extremo 5’ (V’kovski et 

al., 2021). 

1.5 Caracterización 

La caracterización de las variantes de IBV es de vital importancia ya que conocer el tipo de virus 

actuante permite implementar la estrategia de prevención más adecuada. La misma se realiza 

determinando la relación del aislamiento incógnita con variantes virales conocidas, de modo de 

poder incluir al primero dentro de un sistema de clasificación establecida. 

Las variantes de IBV pueden caracterizarse empleando pruebas no funcionales, y funcionales. 

Las pruebas no funcionales se basan en el estudio del genoma viral, caracterizan a las variantes 

por genotipo. Mientras que las pruebas funcionales evalúan la función biológica del virus, y 

permiten la caracterización por serotipo y protectotipo.  

● Genotipo 

La clasificación por genotipo se lleva a cabo secuenciando el aislamiento de forma parcial o 

completa y comparándolo con secuencias de referencia. Por lo general, se amplifica por reacción 

en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) la secuencia codificante de S1 

o las HVR (aminoácidos 38–67, 91–141 y 274–387) (Cavanagh et al., 1988; Moore et al., 1997). 

Esas secuencias se alinean con secuencias de referencia y de acuerdo la cercanía genética con 

alguna de ellas se establece la pertenencia a un grupo genético o linaje. La clasificación más 

utilizada en la actualidad es la propuesta por Valastro y colaboradores en la que todas las 

variantes de IBV identificadas alrededor del mundo se organizaron en 6 genotipos divididos en 

32 linajes (Valastro et al., 2016).  

● Serotipo 

La clasificación serológica o antigénica puede realizarse a través de estudios de virus 

neutralización cruzada (VNC), donde se emplean virus y antisueros específicos de variantes 

virales conocidas enfrentado al aislamiento que se desea caracterizar (Jackwood & de Wit, 2020). 

El ensayo determina la diferencia (o similitud) en la capacidad neutralizante de los anticuerpos 

específicos enfrentados al virus incógnita comparado con la neutralización del virus homólogo. 
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Esto se lleva a cabo habitualmente empleando embriones de pollo (EP) libres de patógenos 

específicos (SPF) o cultivos de células (Dufour-Zavala, 2008; Jackwood & de Wit, 2020; Zhou et 

al., 2022).  

Cavanagh y colaboradores propusieron que existe una correlación entre el genotipo y el serotipo 

(Cavanagh et al., 2005). Por lo general las secuencias que difieren entre 20-25% y hasta 50% de 

sus aminoácidos en la S1, son de serotipos distintos. Sin embargo, existen excepciones como 

en el caso de las cepas Massachusetts y Connecticut o las cepas GA98 y DE072, cuya diferencia 

de aminoácidos es menor al 11% pero son serotipos distintos (Lee et al., 2001). 

● Protectotipo 

La clasificación por protectotipo compara si la respuesta inmune generada en un hospedador por 

la inoculación de una cepa o una combinación de cepas es suficiente para evitar las 

consecuencias de la infección con un virus de serotipo distinto. Este método ha sido utilizado por 

las compañías elaboradoras de vacunas para fomentar el uso de vacunas contra virus 

heterólogos (Sjaak de Wit, et al., 2011). 

1.6 Transmisión 

IBV es altamente contagioso. A pesar de ser un virus envuelto que se inactiva fácilmente con 

desinfectantes, puede permanecer activo en los galpones durante un tiempo prolongado, sobre 

todo cuando hay baja temperatura, alta humedad y materia orgánica en el ambiente (Jackwood 

& de Wit, 2020). La transmisión puede ser por contacto con animales infectados, a través de 

inhalación de aerosoles o ingestión de partículas virales en excretas o por contacto con fómites. 

La vía más importante de diseminación del virus es la respiratoria. Se ha demostrado que el pico 

de diseminación se produce cuando la carga viral en tráquea es alta, a los 3-5 días post-infección 

(Cavanagh, 2007). Otras vías de diseminación incluyen el tracto digestivo y urinario, 

vehiculizando al virus en heces y orina. Un fenómeno interesante que presenta este virus es el 

de la persistencia viral. Se ha observado que en ocasiones los animales infectados pueden dejar 

de diseminar virus sin que se haya producido el cleareance viral. Durante ese tiempo de 

“silencio”, el IBV permanece en el organismo de las aves acantonado en las tonsilas cecales sin 

que se verifique diseminación viral. Sin embargo, la misma puede reiniciarse si los animales son 

sometidos a algún tipo de estrés o inmunodepresión (Bhattacharjee et al., 1995; Jones & Ambali, 

1987). 
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1.7 Patogenia  

Bronquitis infecciosa puede afectar a animales de todas las categorías productivas y de cualquier 

edad. La aparición de la enfermedad depende de características de: i) el agente (variante viral, 

tropismo, virulencia, y patogenicidad), ii) el hospedador (genética, sexo, edad, estado 

inmunológico) y iii) el ambiente (densidad de aves, niveles de amoniaco, temperatura, polvo, etc.) 

(Jackwood & de Wit, 2020; Raj & Jones, 1997). 

El virus ingresa al organismo por la mucosa nasal o conjuntiva ocular donde comienza la 

replicación viral, diseminándose luego a las células epiteliales de la glándula de Harder y del 

tracto respiratorio (Hoerr, 2021). El virus puede detectarse en monocitos en sangre periférica tan 

pronto como 2 días post-infección y por esta vía puede alcanzar riñones, hígado y bazo (Reddy 

et al., 2016). Dependiendo del tropismo de la cepa y la replicación viral, el daño tisular puede ser 

significativo en riñones, oviducto, testículos e incluso se han reportado lesiones en proventrículo 

e intestino (Yu et al., 2001). La detección de IBV en los tejidos del animal infectado depende de 

la variante viral involucrada. En general, el virus puede detectarse en tráquea a partir de las 21 

horas post-infección (hpi) y luego de 1 día en pulmones, riñones, testículos, ovario, oviducto y 

tonsilas cecales (Hoerr, 2021).  La detección puede extenderse hasta 15 días en riñón y por más 

de 20 días en tonsilas cecales (Alexander & Gough, 1977; Boroomand et al., 2012; Dolz et al., 

2012; Hoerr, 2021). Como se mencionó previamente, IBV puede persistir en tejidos (tonsilas 

cecales) de las aves por tiempo prolongado, aunque el mecanismo de este fenómeno no ha sido 

dilucidado aún. 

Todas las variantes virales (incluso las vacunales) inician la replicación en el tracto respiratorio y 

de acuerdo con la virulencia de la cepa pueden generar signos clínicos (conjuntivitis, estornudos, 

distrés respiratorio) de diferente severidad. También, como consecuencia del daño producido en 

el epitelio de las mucosas pueden facilitar la colonización de agentes patógenos secundarios 

tales como: Escherichia coli, Mycoplasma gallisepticum, Avibacterium paragallinarum. Estos 

agentes bacterianos agravan la salud del plantel generando cuadros de aerosaculitis, síndrome 

de cabeza hinchada, etc. (Jackwood & de Wit, 2020). Asimismo, existen variantes de IBV con 

tropismo por el parénquima renal (variantes nefropatógenas), que producen diferentes grados de 

nefropatías. La gravedad de este tipo de lesión está vinculada al linaje y edad (pollos parrilleros 

jóvenes), sexo (más grave en machos) y dieta (alta concentración de calcio y proteína en el 

alimento) (Albassam et al., 1986; Glahn et al., 1989). También hay variantes que pueden 

ocasionar enfermedad reproductiva: en las hembras esto puede manifestarse como síndrome de 

la falsa ponedora, baja postura y pérdida de la calidad de huevo; y en los machos, con baja 



INTRODUCCIÓN 

 

18 
 

fertilidad. En algunos casos se han reportado lesiones del tracto digestivo (proventriculitis) 

asociados a IBV, aunque esto se ha puesto en duda al no poder reproducirse las lesiones 

descriptas en infecciones experimentales con la cepa aislada (Wang et al., 1998; Yu et al., 2001). 

1.8 Signos clínicos 

Los animales pueden presentar signos entre 18- 36 horas después de la infección, la gravedad 

depende del clima, instalaciones, limpieza, genética del animal, variante viral involucrada, 

infecciones concurrentes y vacunas recibidas (Raj & Jones, 1997). 

Pueden observarse signos respiratorios con duración de 3-14 días, como jadeo, estornudos, tos, 

rales traqueales y descarga nasal; signos generales como decaimiento, amontonamiento de 

animales debajo de fuentes de calor, reducción del consumo y de la ganancia de peso, 

empeorando el índice de conversión (Jackwood & de Wit, 2020). En los cuadros 

nefropatogénicos, los animales se recuperan del cuadro respiratorio para luego padecer 

depresión, plumas desordenadas, heces húmedas, incremento de la ingesta de agua y aumento 

del índice de mortalidad (Jackwood & de Wit, 2020).  

En las gallinas ponedoras, la postura puede caer hasta un 70%, luego de lo cual se recupera en 

2-3 semanas, aunque nunca logran alcanzar el pico de producción previo (Cavanagh, 2007). Si 

la infección ocurre durante las primeras dos semanas de vida, puede ocasionar síndrome de la 

“falsa ponedora”. Este síndrome ocurre cuando el virus replica en el oviducto afectando el 

desarrollo posterior. Las gallinas crecen y presentan características normales de la madurez 

sexual, pero son incapaces de producir huevos (da Silva et al., 2021). Además. IBV puede 

infectar a gallinas ponedoras y reproductoras en producción, afectando la calidad del huevo 

(alteración de la albumina, presencia de sangre, cascara más fina, sin pigmentación, rugosa o 

ausente). En los machos adulto puede ocasionar infertilidad (Hoerr, 2021). 

1.9 Lesiones 

Las lesiones ocasionadas por IBV pueden dividirse en lesiones macroscópicas y microscópicas. 

Estas lesiones pueden afectar diversos órganos, pero en particular afectan al aparato 

respiratorio, tejido renal y aparato reproductor. 

1.9.1 Lesiones macroscópicas: 

Lesiones en cabeza y tracto respiratorio 

Las primeras manifestaciones de la enfermedad suele ser conjuntivitis con epifora y edema 

periorbital, seguido de sinusitis y traqueítis con presencia de exudado seroso, catarral o caseoso 



INTRODUCCIÓN 

 

19 
 

(Terregino et al., 2008). En la necropsia suele verse la mucosa traqueal hiperémica, con 

presencia de petequias y exudado catarral o caseoso. Estos exudados pueden acumularse en la 

siringe (que es lo que ocasiona una severa dificultad respiratoria). Los pulmones, en la etapa 

aguda, suelen presentar congestión e incluso puede haber neumonía catarral o fibrino purulenta, 

sobre todo si existe coinfección con un patógeno bacteriano, como con Eschericha coli u 

Ornithobacterium rhinotracheale (Dwars et al. 2009; Weerts et al. 2021;  van Empel et al., 1996). 

Los sacos aéreos pueden verse edematizados, cubiertos con un fluido seroso de aspecto 

espumoso que en etapas más avanzadas cambia a catarral o caseoso blanco con tonalidades 

amarillentas (Butcher et al, 1990).  

Lesiones renales 

Cuando la variante es nefropatógena los riñones se ven congestivos o pálidos con tonalidades 

rojizas y grisáceas. Los lóbulos aparecen tumefactos protruyendo desde la fosa retroperitoneal 

con los túbulos y uréteres distendidos por depósitos de uratos (Jackwood & de Wit, 2020).  

Lesiones reproductivas 

En gallinas adultas (ponedoras y reproductoras) puede haber peritonitis relacionada a la 

liberación de las yemas en la cavidad celómica por constricción segmental del oviducto, el cual 

puede presentar malformación con formación de quistes. Los ovarios también pueden presentar 

regresión (Crinion & Hofstad, 1972). 

1.9.2 Lesiones microscópicas: 

Lesiones respiratorias 

Las lesiones más importantes se manifiestan en el epitelio mucoso de la tráquea donde se 

observa pérdida de las cilias, vacuolización del citoplasma, redondeamiento, necrosis y 

exfoliación de las células infectadas. No es infrecuente la aparición de hiperplasia y/o metaplasia 

de las células epiteliales. En la lámina propria de la mucosa se observa edema con infiltración de 

linfocitos y heterófilos. En mucosa y submucosa las células linfoides pueden incluso organizarse 

formando centros germinales (Riddell,1987). Además, las glándulas mucosas suelen estar 

“ensanchadas” por la excesiva producción de mucus (que se libera al lumen) y al mismo tiempo 

hay pérdida de células caliciformes. En la superficie de la mucosa se puede observar 

acumulación de células inflamatorias y epitelio necrótico. El epitelio comienza a regenerarse a 

las 48 horas post-infección, pero las cilias recién se recuperan a partir de la semana (Jackwood 

& de Wit, 2020). En pulmón se observa lesiones de neumonía con infiltración de linfocitos y 
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heterófilos. En sacos aéreos hay diferentes grados de lesiones, desde edema a exudado sero-

fibrinoso con descamación de las células epiteliales. A medida que progresa la enfermedad es 

evidente la presencia de heterófilos y pueden observarse nódulos linfoides, proliferación de 

fibroblastos y células cuboidales (Kotani et al., 2000). 

Lesiones renales 

En riñón se observa en forma característica nefritis intersticial linfocítica (con presencia inicial de 

heterófilos) con degeneración granular, vacuolización y descamación del epitelio tubular. Las 

lesiones en los túbulos se evidencian en áreas focales de necrosis con intentos de regeneración 

del epitelio. Durante la recuperación, la población de células inflamatorias cambia de heterófilos 

y linfocitos a células plasmáticas. En algunos casos los cambios degenerativos pueden persistir 

y resultar en una atrofia severa de una o todas las divisiones de las nefronas. Los uréteres 

pueden estar distendidos con uratos (Hoerr, 2021; Jackwood & de Wit, 2020). 

1.10 Diagnóstico 

Debido a la amplia variedad de enfermedades que producen signos respiratorios (por ejemplo, 

Enfermedad de Newcastle, Laringotraqueítis Infecciosa, Influenza Aviar de baja patogenicidad, 

Metapneumovirus o Micoplasmosis) el diagnóstico requiere pruebas de laboratorio, que permitan 

identificar el agente viral (Aiello & Moses, 2016). 

Antiguamente el virus era identificado por aislamiento desde tejidos de animales sospechosos 

(signos clínicos y lesiones característicos) en EP. Esta técnica tiene baja sensibilidad analítica, 

es costosa y muy laboriosa, requiriendo mucho tiempo para concluirla ya que a veces requiere 

de varios pasajes en ciego por EP hasta que se evidencian las lesiones típicas (encorvamiento, 

enanismo, engrosamiento de las membranas, deformación de las patas, mortalidad, etc.) en el 

embrión (Jackwood & de Wit, 2020). Posteriormente se desarrollaron técnicas de detección 

basadas en la unión del virus a anticuerpos específicos. Un ejemplo de ello fue el empleo de la 

técnica inmunohistoquímica que identificaba al virus en cortes de tejidos. Esta técnica también 

era muy laboriosa, pero tenía la ventaja de identificar al virus en los tejidos lesionados (Abdel-

Moneim et al., 2009). A finales del siglo XX y principio del siglo XXI se desarrollaron técnicas de 

detección basadas en la identificación de parte del genoma viral mediante biología molecular 

(RT-PCR). Actualmente, estas técnicas son empleadas casi exclusivamente para detectar IBV, 

sumándole en algunos casos el del análisis de secuencia para caracterizar la variante detectada. 

Por otro lado, en los últimos años, el desarrollo de la tecnología de PCR en tiempo real ha 

permitido realizar no solo la detección del virus (con la ventaja de procesar simultáneamente un 
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gran número de muestras) sino también estimar la cantidad de virus en la muestra. Esta es una 

característica muy útil para ensayos de infecciones experimentales que requieren cuantificar la 

carga viral (Watzinger et al., 2006; Ma et al., 2020; Mo et al., 2020).   

Otras pruebas sirven para identificar la infección (o inmunización) mediante la detección de 

anticuerpos específicos. Dentro de este grupo de pruebas se encuentran la técnica de virus 

neutralización (o seroneutralización), el ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) 

y la inhibición de la hemaglutinación (de Wit et al., 1997; Marquardt et al., 1981;  Mockett & 

Darbyshire, 1981). Esta última requiere un tratamiento especial del virus, ya que el IBV no 

aglutina eritrocitos en forma natural, lo cual agrega un paso más de complejidad al procedimiento. 

La técnica de ELISA en cambio es la más adecuada para evaluaciones de rutina, ya que le suma 

a la elevada sensibilidad característica de la técnica, mayor facilidad y rapidez para procesar un 

gran número de muestras (Mockett & Darbyshire, 1981). La desventaja del ELISA es que hasta 

el momento no hay reportes de desarrollos de este tipo de técnicas que permitan diferenciar 

anticuerpos de diferentes serotipos. En ese aspecto, la técnica de elección es la prueba de VNC. 

Las técnicas de detección de anticuerpos séricos pueden ser usadas para el diagnóstico; sin 

embargo, debe considerarse siempre que las mismas identifican (y eventualmente cuantifican) 

la respuesta inmune humoral, que puede haber sido promovida tanto por una infección de campo 

como por una vacunación (Jackwood & de Wit, 2020).  

Alternativamente, la prueba de la ciliostasis evalúa el cese de la motilidad ciliar en muestras de 

tráquea. Debido a que en los primeros días de infección el IBV provoca ciliostasis se asume que 

evaluar la magnitud de esta sirve para categorizar la infección viral. Es una técnica muy empleada 

en ensayos de vacunas con desafío viral, dado que en muchas oportunidades no es posible 

implementar modelos de infección experimental que repliquen signos y lesiones de la infección 

a campo (de Wit et al., 2013). Además, al estar la ciliostasis relacionada con el aumento del 

riesgo de infección con otros patógenos, esta prueba es de gran importancia al evaluar la 

eficiencia de vacunas. Por otro lado, es una prueba extremadamente laboriosa que requiere de 

técnicos muy entrenados para su implementación, por lo cual solo está reservada a ensayos 

experimentales (Jordan, 2017). 

1.11 Prevención y control de la enfermedad 

La prevención y control de BI, al igual que sucede con otras enfermedades virales de las aves, 

se basa en la combinación de medidas generales de bioseguridad y vacunación (Jackwood & de 

Wit, 2013). 
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Las medidas de bioseguridad representan el mayor desafío en las granjas, ya que en muchos 

casos requieren de cambios de conductas muy arraigadas entre los productores (empresarios y 

granjeros). En términos muy generales se trata del conjunto de medidas que tienen como objetivo 

disminuir el riesgo de ingreso de un agente biológico (en este caso el IBV) a un establecimiento 

productivo. Entre estas medidas se encuentran: limpieza, desinfección y adecuado tiempo de 

descanso de las instalaciones entre ciclos productivos, descarte de desechos, recambio de 

cama, establecimiento de sistemas de producción de edad única, etc.  

La vacunación, aunque se la suele mencionar como una actividad aparte, es técnicamente un 

procedimiento de bioseguridad ya que también se la emplea para disminuir el riesgo de entrada 

de un agente biológico. En el caso de IBV la vacunación debe contemplar las diferencias 

antigénicas que existen entre las diferentes cepas. Como se mencionó previamente, existen un 

gran número de variantes antigénicas o serológicas (serotipos). La “protección” cruzada entre 

variantes de IBV de diferentes serotipos (heterólogas) es baja o inexistente (Cavanagh et al., 

1997). Para que la vacunación de un plantel sea eficaz, se debe conocer el serotipo de la variante 

de campo y vacunar con una cepa del mismo serotipo (homóloga). Debido a la elevada cantidad 

de serotipos de IBV circulantes, no siempre hay disponibles vacunas comerciales homólogas. 

Sin embargo, se ha observado que la vacunación con una combinación de cepas de diferentes 

serotipos incrementa ampliamente el espectro de cobertura de las vacunas individuales, 

“protegiendo” incluso contra virus de campo heterólogo al de las vacunas (Cook et al., 1999). 

Esta estrategia se denominó de “protectotipo” y ha sido extensamente empleada en todo el 

mundo. De todos modos, al no emplearse vacunas homólogas, cierto grado de replicación viral 

del virus de campo puede darse en los planteles lo cual podría favorecer la aparición de variantes 

de escape (Toro, 2021; Legnardi et al., 2020).   

La eficacia no solo depende de la homología antigénica entre vacuna y virus de campo, también 

la edad de la vacunación (inmadurez del sistema inmune), presencia de anticuerpos maternales, 

la dosis empleada, el método e intervalo de aplicación y la inmunidad activa presente al momento 

de la vacunación pueden afectarla. 

Existen diferentes tipos de vacunas disponibles en el mercado:  

Vacunas atenuadas: Son las más usadas en la industria avícola, y en todas las categorías 

productivas. Se elaboran, mediante pasajes seriados en huevos embrionados SPF, hasta que el 

inóculo pierde atributos de virulencia y deja de provocar síntomas clínicos de la enfermedad (OIE, 

2013, Cavanagh 2003). Como desventaja, estos cambios se producen por mutaciones al azar, 
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que pueden revertir a su forma virulenta (Hanley, 2011). Se administran al día de vida y en 

ocasiones, cuando el riesgo biológico es elevado, se repite la vacunación a los 14-18 días de 

edad, mediante métodos de administración masiva (spray de gota gruesa, aerosol, y agua de 

bebida) (Cavanagh, 2003). 

Vacunas inactivadas: Se utilizan en aves de vida larga (ponedoras, padres, abuelos) para 

prolongar la inmunidad. Se administran al final de la etapa de recría, luego de la aplicación de al 

menos una dosis de vacuna atenuada. Para la elaboración de este tipo de vacuna, la cepa 

(llamada semilla) se amplifica en huevos embrionados SPF o cultivo celular y luego se inactiva 

con un compuesto químico, como el formaldehído, que destruye la capacidad infectiva 

(Cavanagh, 2003). La eficacia de este tipo de vacunas requiere una masa antigénica elevada y 

un adyuvante apropiado.  

Nuevas alternativas: En los últimos años, con el avance tecnológico, se comenzaron a considerar 

nuevas plataformas vacunales como la expresión de proteínas que contengan los epítopes 

inmunodominantes del serotipo regional prevalente. Estos modelos de vacunas evitarían la 

formación del virión y con ello la infección y replicación en el hospedador. Un ejemplo de ello son 

los desarrollos que se han intentado con vacunas a subunidades y las vectorizadas, y como 

alternativa las vacunas a DNA (Kapczynski et al., 2003; Zuo et al., 2021; Eldemery et al., 2017; 

Jiang et al., 2020; Abozeid et al., 2019; Zegpi et al., 2020). La desventaja de estos tipos de 

vacunas es que su producción por lo general es costosa, carecen de la potencia de las vacunas 

atenuadas por lo que requieren más de una aplicación y no generan buenos niveles de respuesta 

inmune en las mucosas. Por otro lado, solo pueden ser administradas vía parenteral, lo cual no 

es factible en sistemas de producción industrial (Toro, 2021). 

La elección de una estrategia correcta de vacunación implica el aislamiento y caracterización del 

agente interviniente y en base a ello elaborar el plan de prevención que considere el perfil 

antigénico de la variante regional. La mejor opción es el uso de una vacuna homóloga. Mientras 

mayor distancia antigénica exista entre la vacuna y la cepa circulante, menor es el nivel de 

cobertura. A mayor homología mayor inhibición de la replicación viral, lo que disminuye la 

diseminación y transmisibilidad del virus. Una vacuna homóloga correctamente aplicada debería 

generar inmunidad de tipo esterilizante. Por supuesto, que este objetivo muchas veces depende 

de factores diferentes al de la homología antigénica entre vacuna y virus de campo, como se 

mencionó previamente.  

En otras palabras, el problema para una adecuada vacunación es la elevada variabilidad de IBV, 

que dificulta la existencia de vacunas para la diversidad de serotipos posibles. Como respuesta 
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a este inconveniente, una alternativa es vacunar con una combinación de serotipos heterólogos  

(Cook et al., 1999; Jackwood & de Wit, 2020; Tucciarone et al., 2018). Sin embargo, ante la 

aparición de una nueva variante lo adecuado es realizar una conveniente caracterización para 

establecer la identidad antigénica de la cepa problema y luego llevar adelante los estudios de 

“vaccine matching” que permitan establecer la variante (o combinación de variantes) a emplear 

en su prevención (de Wit et al., 2010).  

1.12 Contexto productivo 

La avicultura es la actividad pecuaria que más ha crecido en las últimas dos décadas en la 

República Argentina. En el último año (2022), se produjeron alrededor de 15291 millones de 

unidades de huevos y se faenaron unos 751 millones de cabezas. Esto último representa una 

producción anual de 2,335 millones de toneladas de carne aviar, de las cuales 190 mil se 

destinaron al mercado externo. Con este nivel de producción la República Argentina se posiciona 

como el octavo productor mundial y el noveno exportador (USDA, 2022). Para tener una 

dimensión de la importancia de esto, en el año 2016 en Argentina la producción de carne de pollo 

generó negocios por 3000 millones de dólares, lo que representó cerca del 0,6% del PBI y en 

2017 la avicultura proporcionó ingresos por exportación cercanos a los 384 millones de dólares 

(MOTIVAR, 2017). La actividad avícola no solo produce proteína animal de alta calidad biológica, 

también genera un número significativo de puestos de trabajo en el ámbito rural. El total de aves 

de la producción avícola se distribuye del siguiente modo: el 71,3% son animales es carne, el 

27% son aves livianas (postura) y el 1,6% reproductoras (CEPA, 2023).  

En estos últimos años, debido a ventajas productivas y accesibilidad de precios, el consumo de 

carne aviar en Argentina alcanzó el valor de 45,71 Kg/persona/año. Esto es, solo 3 kilos por 

debajo del consumo de carne bovina. Por otro lado, el consumo de huevos viene mostrando una 

tendencia en alza, llegando en el 2022 a los 314 huevos/persona/año (Ministerio de Agricultura, 

2022). 

Lo expuesto hasta aquí es evidencia de la importancia estratégica que tiene la avicultura 

industrial para nuestro país. En este aspecto la eficiencia productiva o productividad es clave 

para darle continuidad al crecimiento avícola. Dicha eficiencia se basa en tres pilares, la 

Genética, la Nutrición y la Sanidad.  

Si bien los tres pilares son importantes, la sanidad merece nuestra atención, ya que la ausencia 

de salud de los planteles se traduce en baja performance productiva y consecuentemente en un 

impacto económico del sector. Existen diversos agentes patógenos que afectan la salud 
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productiva de las aves. Dentro de los de naturaleza viral el más importante en nuestro país (antes 

del ingreso de Influenza Aviar) es el Virus de la Bronquitis Infecciosa.  

1.13 Historia 

Bronquitis Infecciosa fue descripta en 1931 en Estados Unidos, casi 30 años antes de que se 

reportara la primera enfermedad humana causada por un coronavirus (Schalk, 1931). En esa 

oportunidad, Schalk y Hawn reportaron “una enfermedad aparentemente nueva” que afectaba a 

pollos de 2 a 3 semanas de edad y causaba signos respiratorios agudos. En los primeros años 

la “nueva” entidad fue confundida con Laringotraqueítis Infecciosa debido a cierta similitud entre 

sus signos, lesiones y a que el agente etiológico era filtrable (Bushnell & Brandly, 1933). 

Posteriormente, en el año 1936, empleando experimentos de neutralización e inmunidad 

cruzada, se confirmó que el agente responsable de BI era distinto del de la Laringotraqueítis 

Infecciosa, denominándose IBV (Beach & Schalm, 1936). 

En aquellos años, diversos trabajos científicos sentaron la base de los experimentos que en la 

actualidad se usan para estudiar Bronquitis. En 1937, Beaudette y Hudson lograron aislar y 

propagar el virus por inoculación en EP (Beaudette & Hudson, 1937). Fabricant utilizó esta 

técnica para estudiar las lesiones virales que hoy son consideradas de fundamental importancia 

para el aislamiento de IBV (Fabricant, 1949). En el año 1942, Van Roeckel y colaboradores 

contribuyeron a la caracterización serológica empleando huevos embrionados sugiriendo la 

posibilidad de usar cepas de baja patogenicidad en la inmunización de animales (Cunningham, 

1960; Fabricant, 1951; Van Roeckel, 1942). Es así como diseñaron una estrategia para evitar los 

brotes de la enfermedad mediante una infección controlada. Para ello, emplearon una cepa 

amplificada en EP, que fue inoculada en una proporción de aves de un plantel, permitiendo que 

el resto se infectara por diseminación natural, protegiendo a los animales frente a una eventual 

re-infección (Van Roeckel, 1942). La eficacia de este método como estrategia preventiva llevó a 

varios productores de los EE. UU. a recurrir a estaciones experimentales en busca de 

aislamientos de IBV para lograr los mismos resultados. Esta situación se prolongó en los EE. UU. 

hasta que las vacunas lograron la aprobación federal y estuvieron disponibles en el mercado. 

Por otra parte, En 1941 Delaplane y Stuart reportaron la posibilidad de atenuar el virus a través 

de pasajes repetidos en EP. Ellos notaron que mediante este procedimiento se incrementó la 

patogenicidad para el embrión, pero se redujo en los pollos (Delaplane & Stuart, 1941). De este 

modo se sentaron los principios de la elaboración de vacunas que tuvo una rápida aceptación y 

que es, hasta estos días, fundamental para el control de BI a nivel mundial. 
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Sin embargo, nuevos brotes de BI siguieron apareciendo incluso en animales presuntamente 

inmunizados. En 1956, Jungherr reportó el aislamiento de una nueva cepa de IBV (que llamó 

Connecticut), la cual no mostraba relación antigénica en pruebas de neutralización cruzada con 

las variantes hasta entonces conocidas de la cepa Massachusetts (Jungherr et al., 1957). 

Durante la década de los ’70 y ’80, diversos trabajos científicos se dedicaron a encontrar 

variantes de BI mediante estudios de virus neutralización (Cowen & Hitchner, 1975; Dawson & 

Gough, 1971; Gelb et al., 1981; Hidalgo et al., 1976; Johnson & Marquardt, 1976; Jones, 1976; 

Otsuki et al., 1987). Posteriormente, el surgimiento de herramientas moleculares permitió la 

secuenciación del primer genoma completo de IBV (Boursnell et al., 1987), optimizó el 

diagnóstico y permitió comparar las cada vez más numerosas variantes virales que se reportan 

en el mundo.  

1.14 Presencia de IBV en sudamérica 

El primer reporte de presencia de BI en Sudamérica se debe a Osmane Hipólito, quien detectó 

anticuerpos contra IBV de serotipo Massachusetts en muestras de pollos comerciales en Brasil 

en 1957 (Hipólito, 1957; Silva, 2010). Unos años después, en 1965, investigadores de INTA 

aislaron el virus de una muestra de pollos proveniente de Basavilbaso (provincia de Entre Ríos) 

y mediante pruebas de virus neutralización determinaron que también se trataba de una variante 

del serotipo Massachusetts (Polero y Smitzaart, 1965; Colusi & Garbini, 1965). A pesar de la 

temprana evidencia de circulación viral en Brasil, la BI clínica recién se identificó al intensificarse 

la producción avícola en 1975 (Silva, 2010). En Chile, se reportó la presencia viral en 1969, pero 

al igual que lo sucedido en Brasil, el primer aislamiento proveniente de un lote de pollos parrilleros 

con clara enfermedad respiratoria recién se realizó en 1975 (Hidalgo et al., 1976). En los 

siguientes años, tanto en Brasil como en Chile, se demostró la presencia de variantes virales de 

serotipo distinto a Massachusetts (Branden & Da Silva, 1986; Hidalgo et al., 1976). En 1986, 

cepas de tipo Arkansas fueron reportadas en Brasil (Branden & Da Silva, 1986) y para 1999 se 

afirmaba que por lo menos 5 tipos antigénicos se encontraban circulando en el territorio sur de 

aquel país (Di Fabio et al., 2000). En Chile, Cubillos y colaboradores reportaron una variante 

contra la cual la vacuna tipo Massachusetts no proveía protección adecuada (Cubillos et al., 

1991).  

El advenimiento de las técnicas moleculares aplicadas a la detección y clasificación de IBV, 

facilitaron la identificación de diferentes variantes de IBV en muchos países latinoamericanos  

(Alvarado et al., 2005; Rimondi et al., 2009; Villarreal et al., 2010). En nuestro país, un primer 

trabajo de caracterización molecular de muestras de casos de BI indicó la presencia de tres 
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variantes virales de campo (llamadas A, B y C) además de las vacunas Massachusetts y 

Connecticut (Rimondi et al., 2009). Sin embargo, ese trabajo fue realizado analizando dos de las 

tres regiones hipervariables del gen S1, lo cual represento un error metodológico, como fuera 

demostrado posteriormente. Estudios posteriores de caracterización basada en la totalidad del 

segmento S1 permitieron clasificar a las variantes de tipo A y B dentro del grupo A/SAII 

(Asia/Sudamérica II) y C dentro del grupo SAI (Sudamérica I) (Marandino et al., 2015). En 2016, 

Valastro y colaboradores realizaron un extenso trabajo de armonización de la clasificación 

genética de IBV analizando la secuencia de S1, estableciéndose de ese modo la existencia de 6 

genotipos y 32 linajes (Valastro et al.,2016). Basado en el sistema propuesto las variantes SAI y 

A/SAI quedaron clasificadas como GI-11 y GI-16 respectivamente. Estos dos linajes han estado 

circulando en planteles sudamericanos por décadas (Marandino et al., 2015). El GI-11 es un 

linaje exclusivo sudamericano que ha sido reportado en Argentina, Uruguay y Brasil; aunque en 

los últimos años casi no ha habido detecciones de esta variante en nuestro país. Estudios 

filogenéticos sugieren que este linaje estuvo presente inclusive antes del primer reporte de BI 

(finales de la década de 1950) y antes de la introducción de las primeras vacunas, lo cual a su 

vez posiblemente contribuyó en su evolución y adaptación geográfica (Marandino et al., 2015). 

Por otro lado, GI-16 es un linaje de distribución intercontinental y su origen geográfico no está 

dilucidado por completo. Como consecuencia del trabajo de armonización de la clasificación de 

IBV muchas muestras previamente informadas comenzaron a incluirse dentro del linaje GI-16. 

Es el caso de las cepas chinas Q1, J2, y T3, reportadas en el año 1996 pero que fueron 

integradas al linaje GI-16 en 2016 (Valastro et al., 2016). Lo mismo sucedió con las cepas 

italianas IZO28/86 y 624/I, que fueron reportadas en 1986 y 1993, pero cuya relación genética 

con Q1 se confirmó recién en 2018 (Laconi et al., 2019). Estudios filogenéticos sugieren que el 

origen de GI-16 ocurrió en Italia en 1983 y que a finales de 1980 se estableció en Asia, región 

que se convirtió en el núcleo principal para la diseminación a Medio Oriente, Europa y 

Sudamérica (Franzo et al., 2018). En Sudamérica, se ha reportado en Argentina, Chile, Uruguay, 

Colombia y Perú, aunque en la actualidad pareciera tener mayor fuerza y predominancia en 

Argentina y Chile (Marandino et al., 2015; Marandino et al., 2019; Tataje-Lavanda et al., 2019). 

En la Argentina, además de los linajes GI-11 y GI-16, circulan en los planteles avícolas variantes 

de IBV que están relacionadas a las vacunas autorizadas. Estas vacunas son diferentes cepas 

de los serotipos Massachusetts y Connecticut (GI-1), que vienen empleándose en el país desde 

fines de la década de 1960. También cepas del serotipo 793/B (GI-13), las cuales han sido 

aprobadas para su uso en Argentina en junio de 2013. En la Figura 4 se muestra una 
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representación de los linajes presentes en nuestro país y las cepas que trabajaremos en esta 

tesis.  

 

 

Figura 4. Árbol filogenético representando los linajes presentes en el país. Incluye variantes del linaje GI-1 : 
Beaudette (M95169), M41 (AY561711), H120 (FJ888351), CK/CH/LLN/111169 (KF411040), ckZA/6743b/11 
(KJ200289), IBV438 (KF809793); GI-11 : UFMG/G (JX182775), UFMG/297 (JX182785), UFMG/283 (JX182787), 
IBV/Brasil/351/1984 (GU393339), UFMG/12.2 (JX182777), UFMG/1141 (JX182783); GI-13 : Moroccan-G/83 
(EU914938), FR-85131-85 (AJ618985), UK/7/91 (Z83975), Variant 1 (AF093795), Spain/00/336 (DQ386098), 
ck/CH/LSD/110857 (JQ739375); GI-16 : IZO 28/86 (KJ941019), CK/CH/LDL/97I (EF030995), T3 (AF227438), Q1 
(AF286302), 2992/02 (AY606323), CK/CH/Chongqing/0908 (GU938413), D1466 (M21971), V1397 (M21968); las 
cepas circulantes en Argentina A13(INTA), CHu8(INTA), Ma5(INTA), y CR88(INTA); y a SARS_CoV_2(NC_045512.2) 
como outgroup. Las secuencias representantes de los linajes se obtuvieron del trabajo de Valastro y colaboradores 
para la armonización de la clasificación de variantes de IBV (Valastro et al., 2016), las cepas argentinas se obtuvieron 
de aislamientos de campo y vacunas comerciales, y la secuencia de SARS_CoV_2 fue tomada del GenBank. La base 
de datos fue alineada con el software ClustalO, visualizada y editada con BioEdit, y se analizó la inferencia filogenética 
por Máxima Verosimilitud con IQtree. Finalmente, la visualización y edición del árbol se llevó a cabo con el software 
online iTOL - interactive Tree Of Life. 

 

1.15 Bronquitis infecciosa en Argentina 

En general, los casos de bronquitis infecciosa (BI) en Argentina tienen una tasa de mortalidad 

del 5% o menos. Sin embargo, en ocasiones se producen brotes que desafían los esquemas de 
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prevención convencionales. El caso más extremo ocurrió en el año 2013, cuando hubo un brote 

de BI en granjas de parrilleros en el departamento Uruguay de la provincia de Entre Ríos, con 

reportes de mortalidad superiores al 20% (hasta 40%). El virus fue identificado por INTA como 

perteneciente al genotipo A (posteriormente reclasificado como GI-16). Aun cuando se 

identificaron diferentes factores asociados a estos brotes, se le puso especial énfasis en la 

ineficacia de la vacuna para proteger contra un virus al que se llamó vulgarmente “variante”. Es 

importante mencionar que, en nuestro país, hasta el mencionado brote, solo estaban autorizadas 

las vacunas de los serotipos Massachusetts y Connecticut, aunque en la práctica las empresas 

avícolas solo vacunaban con Massachusetts al día de edad. En ese contexto, las compañías de 

vacunas presionaron fuertemente para que se permita la entrada de nuevas vacunas formuladas 

con un nuevo serotipo de IBV, específicamente el serotipo 793/B (vacunas 4/91, 1/96 y CR/88). 

Esto representaba un gran riesgo dado que se trataba de vacunas vivas elaboradas con un 

genotipo inédito en la región, de un virus con un elevado potencial para recombinar. Por otro 

lado, en ese momento no había un modelo de infección de IBV disponible para llevar a cabo 

trabajos de protección con desafío (vaccine matching) que justifiquen el uso de dicha vacuna viva 

atenuada. Las nuevas vacunas fueron de todos modos aprobadas para su uso para ser usadas 

en combinación con el serotipo Massachusetts, suponiendo que tal combinación (protectotipo) 

podría otorgar una cobertura adecuada contra la variante GI-16. Posteriormente, se demostró 

que el uso de la combinación de los serotipos Massachusetts con 793/B no ofrecía una mejora 

sustancial comparado con la combinación Massachusetts con Connecticut (Gerez et al., 2021). 

Adicionalmente, se llevaron a cabo estudios de caracterización antigénica indican baja relación 

antigénica entre aislamientos de GI-16 y cepas de los linajes vacunales GI-1 y GI-13 (Marandino 

et al., 2018; Guzman et al., 2019, Gerez et al., 2021). Estos trabajos sugieren que, dada la baja 

similitud genética y antigénica entre GI-16 y las vacunas de los linajes GI-1 y GI-16, el desarrollo 

de una vacuna homóloga a GI-16 debería ser desarrollada. Fundamentalmente, para su uso en 

pollos parrilleros, ya que las empresas avícolas en Argentina realizan normalmente una única 

vacunación (al día de vida) con una única variante vacunal (Massachusetts o 793/B).   

 

1.16 Propuesta de tesis 

Dada la incompleta información referida a la identidad antigénica entre GI-16 y los linajes 

vacunales GI-1 y GI-13, en esta tesis nos hemos propuesto avanzar hasta completar la 

caracterización antigénica. Sumado a ello, llevar a cabo un estudio de evolución viral mediante 

pasajes en serie de los virus autóctonos del linaje GI-11 y GI-16, tanto en el hospedador natural 
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(Gallus gallus domesticus) como en un soporte biológico alternativo que permita la replicación 

del virus (embrión de pollo y/o cultivo primario). Se espera que estos pasajes en serie produzcan 

cambios genéticos que eventualmente se traduzcan en cambios fenotípicos que brinde 

información para estudios de evolución viral. Además, de la actividad de los pasajes en serie 

pretendemos obtener variantes adaptadas de mayor virulencia para ser empleados en modelos 

de infección y de menor virulencia (atenuadas) para el desarrollo de una vacuna viva atenuada 

elaborada con un aislamiento autóctona perteneciente al linaje GI-16.  

. 
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2. Hipótesis 
 

La Bronquitis Infecciosa es una enfermedad viral, de presentación aguda y altamente contagiosa, 

que tiene elevada prevalencia en la Argentina. El agente etiológico es el Virus de la Bronquitis 

Infecciosa, que tiene como característica principal la elevada variabilidad genética que 

eventualmente se manifiesta en modificaciones fenotípicas (variabilidad antigénica, aumento o 

disminución de la virulencia y/o cambio en el tropismo tisular). El control de la enfermedad se realiza 

mediante la vacunación con cepas homólogas a la responsable del problema sanitario. Vacunas 

heterólogas confieren baja protección cruzada o ninguna protección. Por ello: 

− La caracterización antigénica de las variantes circulantes en la Argentina permitirá determinar la 

distancia antigénica con las vacunas autorizadas en el país (de serotipo Massachusetts, y 793B), 

y de esta forma inferir el nivel de protección cruzada. 

− Las características biológicas de una cepa de IBV pueden ser manipuladas a través de sucesivos 

pasajes en serie, de modo que: i) los pasajes en serie en embrión de pollo, permitirán obtener un 

producto de baja virulencia con potencial para ser empleado como vacuna atenuada; ii) los 

pasajes en cultivo primario, permitirán obtener un inóculo capaz de producir lesiones 

cuantificables, que puedan emplearse como soporte alternativo para virus neutralización (VN); 

iii) los pasajes en hospedador natural, permitirán incrementar la virulencia del aislamiento original 

para usarlo en infecciones experimentales; iv) todas estas modificaciones podrán ser estudiadas 

a través de cambios moleculares en el genoma viral. 

− El desarrollo, puesta a punto e implementación de un modelo de infección experimental servirá 

para realizar pruebas de eficiencia de vacunas y verificar tanto la pertinencia del uso de los 

serotipos vacunales en estudio como la conveniencia de incluir nuevos serotipos en el control 

regional de IBV. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo General: 

 

Caracterizar antigénicamente al aislamiento de campo A13 (perteneciente al linaje GI-16) y 

estudiar si existe algún nivel de respuesta inmune cruzada entre el mismo y los serotipos 

autorizados para ser empleados como vacunas en Argentina.  

Como parte de un estudio integral de las variantes de IBV presentes en la región se propone 

realizar un estudio de evolución viral mediante el análisis de los cambios genéticos que se 

observen luego de la adaptación a diferentes soportes biológicos (Embrión de pollo, cultivo 

celular de riñón de embrión de pollo y hospedador natural) por pasajes en serie.  

Mediante esos pasajes en serie generar modificaciones fenotípicas del aislamiento A13 para 

obtener una cepa atenuada con potencial para ser empleado como vacuna. 

3.2 Objetivos específicos: 

 

1) Estimar la cercanía antigénica de las variantes de campo de IBV de los linajes GI-11 y GI-16 

entre sí y con los serotipos autorizados para ser usados como vacunas en la Argentina 

(Massachusetts y 793/B). Para ello se deberá: 

▪ Aislar, amplificar y titular cepas de cada uno de los linajes a evaluar 

▪ Producir los antisueros específicos de cada una de las variantes de campo y de los 

serotipos Massachusetts y 793/B. 

▪ Mediante pruebas de virus neutralización cruzada en embrión de pollo estimar las 

relaciones antigénicas entre las variantes 

▪ Desarrollar e implementar un sistema de virus neutralización alternativo al de infección 

en embrión de pollo (menos costoso y laborioso) para aplicarlo a estudios de virus 

neutralización cruzada de IBV. 

2) Realizar pasajes en serie (en hospedador natural, en embrión de pollo y cultivo primario) de 

las variantes circulantes y a partir de estos pasajes: 

▪ Llevar a cabo un estudio de evolución viral. 

▪ Obtener un aislamiento de virulencia elevada para ser empleado en desarrollo de 

modelos de infección. 
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▪ Obtener un aislamiento de virulencia baja o no virulento con potencial para ser empleado 

como vacuna viva atenuada autóctona.  

3) Desarrollar, optimizar e implementar un modelo de infección experimental de IBV con una 

variante del linaje GI-16.  

• Establecer las variables cuantificables que mejor caractericen la infección experimental  

• Desarrollar las herramientas para cuantificarlas (escores clínicos, ciliostasis, carga viral, 

etc.), de modo que permitan ser usadas para evaluar patogenicidad y de ese modo 

aplicarlas en estudios de eficacia y/o eficiencia de vacunas 

a. Optimizar sistema de evaluación de ciliostasis 

b. Desarrollo y puesta a punto de una RT-PCR en tiempo real para cuantificar la 

carga viral en diferentes tejidos 

4) Evaluar uno de los pasajes de A13 de baja patogenicidad que tenga potencial para ser 

empleado como vacuna.  

• Realizar pruebas de inocuidad, estabilidad e inmunogenicidad  

• Determinar su capacidad para inhibir la replicación viral ante un desafío viral y compararla 

con la inducida con vacunas de los serotipos Massachusetts y 793/B en una prueba de 

eficiencia. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1 Caracterización antigénica 

Con el propósito de establecer la identidad antigénica entre las cepas de campo y las cepas 

constituyentes de las vacunas se realizaron diferentes ensayos de VNC empleando EP y cultivo 

primario de células embrionarias.  

4.1.1 Virus neutralización en embrión de pollo 

Este ensayo se llevó a cabo en dos fases. En la primera se realizó la comparación antigénica 

entre A13 y Massachusetts, con los aislamientos A13 pasaje 7 (A13p7) y la cepa Ma5 pasaje 3 

(Ma5p3). En la segunda etapa la comparación se realizó entre A13 y 793B, con el aislamiento 

A13p7 y la cepa CR88 pasaje 3 (CR88p3). 

4.1.1.1 Virus 

Se utilizaron: i) la cepa A13 (linaje GI-16) que fue originalmente aislada en el año 2013 de una 

granja localizada en la provincia de Buenos Aires; ii) La cepa Ma5 (serotipo Massachusetts, linaje 

GI-1), obtenida de la vacuna comercial Nobilis® MA5 (MSD) y iii) la cepa CR88 (serotipo 793B, 

linaje GI-13), obtenida de la vacuna comercial Gallivac® IB88 (Boehringer Ingelheim). 

Estos virus fueron amplificados en EP SPF, provistos por Rosenbusch SA (CABA). Para ello, 

cada una de las cepas nombradas fue inoculada en EP SPF de 10 días de desarrollo, 

recolectando el líquido alantoideo a las 72-96 horas post-inoculación (hpi), momento en que se 

alcanza el mayor título viral. El material recolectado fue alicuotado, titulado y posteriormente 

almacenado a -70°c hasta su uso.  

Para cada muestra se verificó la identidad genética por análisis de secuencia y la ausencia de 

contaminación (mediante el análisis por PCR y RT-PCR) de los siguientes patógenos: Reovirus 

Aviar (ARV), Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa (IBDV), Adenovirus aviar (FadV), 

Virus de la Laringotraqueítis Infecciosa (ILTV) y Virus de la Anemia Infecciosa (CIAV). 

4.1.1.2 Titulación viral 

Las titulaciones se hicieron en EP SPF de 10 días de desarrollo. Para ello se llevaron a cabo 5 

diluciones en serie base 10 (de 2 x 10-3 a 2 x 10-7) del stock viral en PBS con agregado de 

penicilina (10000 IU/ml), estreptomicina (5000 µg/ml), sulfato de gentamicina (1000 µg/ml), 

anfotericina B (10 µg/ml) y tilosina (0,5 µg/ml). Cada dilución de virus fue inoculada (0,1 ml) en 

EP (cinco réplicas por dilución) vía saco alantoideo. Los EP se incubaron durante 7 días a 37°C 
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y 55% de humedad, observándose diariamente descartando aquellos embriones muertos a las 

24 hpi. Al cabo de 7 días pi (dpi) los embriones se revisaron para identificar las lesiones 

características de la infección de IBV y se calculó la Dosis Infecciosa del Embrión 50 (DIE50) por 

el método de Reed & Muench (1938).  

4.1.1.3 Suero hiperinmune 

Se usaron sueros comerciales anti-Massachusetts y anti-793/B (Charles Rivers Laboratories, CT, 

EE. UU.). El suero hiperinmune anti-A13 fue obtenido empleando 6 pollos SPF (Rosenbusch, 

CABA) de entre 3 y 5 semanas de vida, que recibieron dos inoculaciones separadas por 14 días. 

La primera se realizó mediante vía intra-traqueal y la segunda vía endovenosa, según fue 

descripto previamente (Dufour-Zavala, 2008). En ambos casos se inocularon 106 DIE50 de IBV 

por ave. A los 14 días de la segunda inoculación se procedió a sangrar a los animales para la 

obtención de los sueros, que fueron almacenados a -20°C.  

Todos los sueros fueron evaluados mediante ELISA comercial (IDEXX). La técnica se describe 

en el apartado 4.5.2.1. 

4.1.1.4 Virus neutralización  

La comparación antigénica entre A13 y las cepas vacunales se realizó, en primera instancia, 

mediante ensayos de VNC en EP SPF (Rosenbusch SA, CABA). El procedimiento de VNC se 

llevó a cabo empleando una concentración fija del virus de referencia enfrentado a diluciones 

seriadas (base 2) de suero específico homólogo y heterólogo (método β), según se indica en el 

manual de procedimientos serológicos (Thayer, 1998). En primer término, se comparó la 

identidad antigénica de A13 (A13p7) con la cepa vacunal Ma5 (Ma5p3) empleando un título viral 

de 103 DIE50/ml. En segundo término, se comparó la similitud antigénica entre A13 (A13p2) y la 

cepa vacunal CR88 (CR88p3) usando un título viral de 104 DIE50/ml. En ambos casos los virus 

se enfrentaron a diluciones seriadas (base 4) de sueros homólogos y heterólogos (5 réplicas por 

cada dilución). Las diluciones se realizaron con PBS adicionado de antibiótico y antifúngico 

(como se explicó anteriormente). Las mezclas de virus con cada dilución de suero fueron 

incubadas a 37°C por 60 minutos y luego se procedió a la inoculación de EP (de 10 días de 

desarrollo) vía saco alantoideo con 0,1 ml de inóculo en cada caso. Como controles positivos se 

inocularon EP con cada virus mezclado con PBS sin suero y como controles negativos los EP se 

inocularon con PBS. Todas las inoculaciones fueron realizadas por quintuplicado. Los EP se 

incubaron por 7 días a 37°C con saturación de humedad y fueron observados diariamente. Al 

cabo de 7 días, los embriones se inspeccionaron para evaluar la presencia de lesiones 
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características de infección de IBV, descartándose las muertes producidas en las primeras 24 hs 

(Thayer, 1998). Con el número de embriones infectados en cada dilución se calculó la dosis 

neutralizante 50 (ND50) que a su vez fue usada para calcular el valor r. 

4.1.1.5 Cálculo del valor r 

El valor r determina la diferencia antigénica entre 2 virus en una reacción serológica cruzada. 

Este valor se obtiene aplicando la fórmula (como se muestra abajo) según fue establecida por 

Archetti & Horsfall (1950). 

r = √ (r1 x r2).  

En donde r1 es el cociente entre el título neutralizante del suero 1 y el virus 2 (heterólogo) y el 

suero 1 y el virus 1 (homólogo); y r2 es el cociente entre el título neutralizante del suero 2 con el 

virus 1 (heterólogo) y el suero 2 con el virus 2 (homólogo). El valor r, es multiplicado por 100 para 

obtener el valor en porcentaje. Cuando r es mayor a 50% se considera alta similitud antigénica, 

en cambio sí r es menor al 50% pero mayor a 25% se considera una relación antigénica débil 

entre las variantes y cuando es menor a 25% la relación antigénica entre las variantes es baja o 

inexistente.  

  𝑟1 =  
𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑉𝑁 ℎ𝑒𝑡𝑒𝑟ó𝑙𝑜𝑔𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠 2

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑉𝑁 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑙𝑜𝑔𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠 1
 

 

  𝑟2 =  
𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑉𝑁 ℎ𝑒𝑡𝑒𝑟ó𝑙𝑜𝑔𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠 1

𝑇í𝑡𝑢𝑙𝑜 𝑉𝑁 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑙𝑜𝑔𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑣𝑖𝑟𝑢𝑠 2
 

  𝑟 =  √𝑟1  𝑥 𝑟2 𝑥 100 

 

4.1.2 Virus neutralización en cultivo celular 

4.1.2.1 Virus 

Para este ensayo se seleccionaron variantes virales previamente amplificadas en EP SPF, en 

las cuales se verificó identidad genética de la cepa y ausencia de otros patógenos aviares. Los 

pasajes de las cepas usadas fueron los siguientes: i) A13 pasajes 2 (A13p2), 10 (A13p10) y 

(A13p63); ii) Ma5 pasaje 3 (Ma5p3); iii) CR88 pasaje 3 (CR88p3) y iv) CHu8 (aislado en el 2011 
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de un establecimiento de reproductoras localizadas en la provincia de Entre Ríos) pasaje 10 

(Chu8p10).  

Para realizar la VNC cada uno de los virus mencionados debieron en primer término ser 

adaptados a cultivo primario de riñón de embrión de pollo (ChEK). La adaptación se llevó a cabo 

a través de pasajes en serie en ChEK. Para ello se inocularon las placas de cultivo celular (70 % 

de confluencia) con la muestra viral correspondiente. En cada pasaje se realizó la inoculación de 

3 diluciones en base 10 (10-1 a 10-3) de la cosecha del pasaje anterior. Una vez cargados los 

inóculos en las placas (300 µl por pocillo) se procedió a incubar (en estufa con 5% de presión 

parcial de CO2) las mismas para que se lleve a cabo la adsorción viral, durante 60 minutos a 

37°C. Luego, se aspiró el inóculo, se realizó un lavado con PBS atemperado y se añadió medio 

de mantenimiento (con 2% de Suero Fetal Bovino). El cultivo se observó a diario en busca de 

efecto citopático (EC). Al séptimo día se realizó la cosecha viral luego de 3 ciclos de 

congelamiento y descongelamiento. Los detritos celulares fueron removidos por clarificación (15 

minutos de centrifugación a 3000 g a 4°c), la muestra se filtró a través de un filtro Micropore de 

0,22 µm (JET BIOFIL, Guangzhou, China) y el sobrenadante se almacenó a -70°c hasta su uso 

en el siguiente pasaje. Cada 3 pasajes se corroboró la replicación e identidad viral a través de 

PCR y secuenciación. 

4.1.2.2 Preparación de cultivos primario de riñón de embrión de pollo 

Para la preparación de cultivos se tomaron entre 5 y 8 embriones de 18 días de desarrollo. Los 

riñones fueron removidos de las fosas renales de los embriones y colocados en un contenedor 

(vaso de precipitados) con PBS. Posteriormente, el parénquima renal fue luego disgregado con 

ayuda de tijeras y el tejido extra-parenquimal fue cuidadosamente separado. El material así 

procesado fue vertido dentro de un Erlenmeyer conteniendo 30-50 ml de PBS y sometido a 

agitación suave a temperatura ambiente por 3 minutos. Posteriormente, el material se dejó en 

reposo hasta decantación del tejido. El siguiente paso fue eliminar el sobrenadante y realizar la 

disgregación química con 30-50 ml de Tripsina 1:250 (Gibco) al 0,3%. Para ello se realizó el 

lavado y tratamiento con la enzima durante 15-20 minutos con agitación moderada. La mezcla 

resultante se filtró a través de gasa estéril, a un tubo de centrífuga de 200 ml conteniendo 30 ml 

de suero fetal bovino (SFB) provisto por Internegocios SA (Mercedes, Argentina). El material se 

centrifugó a 1500 rpm, a 10-15°C de temperatura por 10 minutos. Se descartó el sobrenadante 

y se suspendió el sedimento en 20 ml de medio 199 1X Gibco (Thermo Fisher, Whatlham, MA, 

EE. UU.) suplementado con antibióticos [10000 IU/ml penicilina, 10000 µg/ml estreptomicina] y 

SFB 10%. La cantidad de células en suspensión fue determinada con ayuda de un 
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hemocitómetro y se trabajó con concentraciones de 6 x 105 a 7 x 105 células/ml para la siembra 

de placas de 96 y 6 pocillos, respectivamente. Las placas de 96 fueron sembradas con 100 

µl/pocillo, mientras que las placas de 6 fueron sembradas con 3 ml/pocillo. La incubación llevó 

24 horas aproximadamente, en una estufa a 37°C con una presión parcial de CO2 de 5 %. 

4.1.2.3 Titulación viral 

Las variantes seleccionadas para su posterior empleo en el ensayo de VNC fueron los pasajes 

11 en ChEK de las cepas Ma5, A13 y Chu8, y el pasaje 12 de la cepa CR88; las mismas fueron 

designadas como Ma5p3c11, A13p63c11, CHu8p10c11 y CR88p3c12, respectivamente. La 

titulación se hizo en placas de 96 pocillos sembradas con ChEK. Cuando el cultivo alcanzó una 

confluencia de 70% se descartó el medio de crecimiento, se lavó la monocapa con PBS estéril y 

se transfirieron 50 µl de cada dilución por pocillo (4 réplicas por dilución). Se usaron diluciones 

seriadas en base 10 (de 10-1 a 10-6) de cada virus a titular y como control negativo se usó PBS. 

El tiempo de adsorción fue de 60 minutos, luego se aspiró el inóculo, se lavó nuevamente la placa 

con PBS y se agregó 100 µl de medio de mantenimiento (mismo medio de crecimiento, pero con 

2% de SFB) a cada pocillo. Las placas fueron incubadas a 37°C en una estufa de CO2 al 5% que 

fueron monitoreadas diariamente para detectar la aparición de efecto citopático (EC). Al cabo de 

7 días las placas fueron tratadas con formol al 10% durante 20 minutos para fijar las células. 

Pasado ese tiempo se eliminó el formol mediante lavado con agua corriente y se realizó el teñido 

de las células con cristal violeta al 1% en etanol. El colorante se dejó actuar por 5 minutos antes 

de realizarse un último lavado con agua corriente. Los resultados se observaron frente a un fondo 

blanco. El título viral fue calculado con el método de punto final de Reed & Muench (1938) como 

Dosis Infecciosa en Cultivo Tisular 50 por mililitro (TCID50/ml). 

4.1.2.4 Evaluación de la dinámica de crecimiento en cultivo primario de riñón de embrión 

de pollo 

Este ensayo se llevó a cabo en placas de 6 pocillos sembradas con ChEK (90% de confluencia). 

Las mismas fueron inoculadas siguiendo el protocolo descripto en 4.1.2.1. Se usaron las cepas 

Ma5p3c11, A13p63c11, CHu8p10c11 y CR88p3c12 con un título viral de 2x102 TCID50/ml. Una 

vez inoculadas las células se cosecharon 300 µl de muestra de virus cada 4 horas hasta las 12 

hpi y luego cada 24 horas hasta el día 7 pi. En cada tiempo se cuantificó la carga viral por medio 

de la técnica de RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR). 
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4.1.2.5 Virus neutralización  

La VN se llevó a cabo en placas de 96 pocillos sembradas con ChEK con una confluencia de 

70%. Se usó el método β de virus neutralización, donde una concentración fija de virus es 

enfrentada a diluciones seriadas de suero (Dufour-Zavala, 2008). Las cepas virales utilizadas 

fueron A13p63c11, Chu8p10c11, Ma5p3c11 y CR88p3c12. Los sueros fueron los mismos 

utilizados en la VN en EP (4.1.1.3) con la adición de un suero hiperinmune específico para la 

cepa CHu8 que se obtuvo con el mismo procedimiento descripto para el suero anti A13.  

Previo a su uso, los sueros fueron inactivados por 30 minutos a 56°C y luego se realizaron las 

diluciones (base 4) en PBS estéril. De esta forma las diluciones de trabajo fueron 1 (suero sin 

diluir), 1/4, 1/16, 1/64, y 1/256. Cada dilución de suero se mezcló luego, empleando volúmenes 

iguales, con el virus correspondiente, previamente diluido para tener un título de 2 x 102 

TCID50/ml. De este modo las diluciones finales de suero fueron 1/2, 1/8, 1/32, 1/128, y 1/512 

(Figura 5). Estas mezclas fueron incubadas a 37 °C por 60 minutos y posteriormente se 

inocularon 50 μl de cada mezcla por pocillo en placas de 96 (4 réplicas). Como control negativo 

se utilizaron 50 μl de PBS estéril (4 réplicas), como control positivo se usó una dilución al medio 

del inóculo viral en PBS estéril (4 réplicas) y como control de suero se tomó el suero diluido a la 

mitad en PBS estéril (4 réplicas). El tiempo de adsorción fue de 60 min en estufa a 37°C y 5% de 

CO2. Luego, se retiró el inóculo, se lavó la monocapa con PBS estéril y se añadieron 100 µl de 

medio de mantenimiento (sin SFB). Las placas se observaron diariamente con microscopio óptico 

durante los siguientes días. Al cabo de 5 días, se fijaron las placas con formol al 10% durante 20 

minutos, acto seguido se lavaron las placas con agua corriente, se adiciono colorante Cristal 

Violeta (1% en etanol) y se dejó actuar durante 5 minutos. Luego, se realizó nuevamente un 

lavado con agua corriente y se registró el resultado. Los títulos neutralizantes se calcularon 

mediante el método de punto final de Reed & Muench (1938) y se expresaron como Dosis 

Neutralizante 50 por mililitro (ND50/ml) . Posteriormente se calculó el valor r para cada una de las 

VNC tal cual se detalla en el apartado 4.1.1.5. 
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Figura 5. Virus neutralización por el método β. Procedimiento de obtención de las diluciones de suero para su 
enfrentamiento con el inóculo viral.  

 

4.2. Estudio de evolución viral 

4.2.1 Obtención de las secuencias de trabajo 

Para el estudio de evolución viral se usaron cepas de IBV que fueron obtenidas por múltiples 

pasajes en EP, cultivo celular (ChEK) y hospedador natural (pollos SPF).  

Las secuencias de los pasajes en EP se obtuvieron a través de la inoculación de 3 EP SPF de 

10 días de desarrollo. Luego de tres días de incubación se cosechó el líquido alantoideo que se 

empleó como inóculo para el siguiente pasaje. Se llevaron a cabo 63 y 50 pasajes con la cepa 

A13 y CHu8, respectivamente. 

Las secuencias de los pasajes en serie en cultivo celular se obtuvieron infectando placas de 6 

pocillos con ChEK (70% de confluencia) que luego se cosecharon a los 5 dpi. El material obtenido 

se empleó como inóculo en el siguiente pasaje. En total se obtuvieron 14, 10, 11, 14 pasajes con 

las cepas A13, CHu8, Ma5, y CR88.  Este procedimiento ha sido descrito con detalle en el 

apartado 4.1.2.1. 

   

1/128 
150 µl de Suero 1/64 

+ 
150 µl de PBS 

Puro 

150 µl de 

Suero 

1/2 
150 µl de Suero puro 

+ 
150 µl de PBS 

1/4 
150 µl de Suero 1/2 

+ 
150 µl de PBS 

1/8 
150 µl de Suero 1/4 

+ 
150 µl de PBS 

1/16 
150 µl de Suero 1/8 

+ 
150 µl de PBS 

1/32 
150 µl de Suero 1/16 

+ 
150 µl de PBS 

1/64 
150 µl de Suero 1/32 

+ 
150 µl de PBS 

1/256 
150 µl de Suero 1/128 

+ 
150 µl de PBS 

1/2 
150 µl de Suero puro 

+ 
150 µl de virus 

1/8 
150 µl de Suero 1/4 

+ 
150 µl de virus 

1/32 
150 µl de Suero 1/16 

+ 
150 µl de virus 

1/128 
150 µl de Suero 1/64 

+ 
150 µl de virus 

1/512 
150 µl de Suero 1/256 

+ 
150 µl de virus 
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Para evaluar los cambios genéticos ocurridos como consecuencia del pasaje de A13 en 

hospedador natural se inocularon dos grupos de pollos SPF de 2 a 5 semanas, uno de ellos 

recibió un tratamiento inmunodepresor. A los 7 dpi, se llevó a cabo la eutanasia y toma de 

muestra de tejido renal que fue empleado en la obtención del siguiente pasaje. El análisis de las 

secuencias de los pasajes se hizo con las muestras del pasaje 10 del grupo con tratamiento 

inmunosupresor (KD10) y los pasajes 10 y 20 del grupo sin tratamiento previo (K10, y K20). El 

procedimiento se describe con mayor detalle en el apartado 4.3.1.  

4.2.2 Análisis de secuencia de S1 

Este análisis integra los resultados de dos metodologías de secuenciación: la secuenciación 

parcial de la S1, y el segmento correspondiente de las secuencias obtenidas a través de la 

secuenciación del genoma completo. 

Las muestras analizadas incluyen los pasajes obtenidos en: i) EP (A13p10, A13p20, A13p30, 

A13p40, A13p50, A13p63, CHu8p10, CHu8p20, CHu8p30, CHu8p40, CHu8p50), ii) ChEK 

(A13p63c5, A13p63c10, A13p63c14, CHu8p10c5, CHu8p10c6, CHu8p10c10, Ma5p3c11 y 

CR88p3c13, CR88p3c14) y iii) hospedador natural (K10, KD10, K20). 

4.2.3 Análisis de secuencias del genoma completo 

El análisis de secuencia del genoma completo se realizó con muestras de los siguientes pasajes:  

i) EP (A13p10, A13p20, A13p30, A13p40, A13p50, A13p63, CHu8p10, CHu8p20, CHu8p30, 

CHu8p40, CHu8p50) y ii) ChEK (A13p63c5, A13p63c14, CHu8p10c5, y CR88p3c10). 

4.2.4 Métodos de Secuenciación 

4.2.4.1 Secuenciación de S1 

El RNA viral fue extraído con el kit comercial High Pure Isolation Kit (Roche, Mannheim, 

Alemania). La retrotranscripción se realizó con la enzima Moloney Murine Leukemia Virus (M-

MLV RT) de Promega (Madison, WI, USA). La amplificación se llevó a cabo con dos pares de 

primers: IBV-S1-20313-fw e IBV-S1-21076-rev, que amplifican un segmento de 785 pb del 

extremo 5’ de la región S1; y IBV-S1-21001-fw e IBV-S1-22008-rev, que amplifican 1027 pb del 

extremo 3’ de la S1. Los productos fueron purificados con el kit Easy Pure PCR purification kit 

(Transgen, Beijing, China). Estos ensayos se describen con mayor detalle en 5.1. Luego de la 

purificación, los productos fueron secuenciados mediante el método Sanger en electroforesis 

capilar, por un secuenciador Genetic Analyzer 3500xL (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
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USA) con el kit de reacción Big DyeTM Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) en la Unidad de Genómica del Centro de Investigaciones en Ciencias Veterinarias y 

Agronómicas (CICVyA) INTA Castelar. 

4.2.4.2 Secuenciación del genoma completo por Ilumina 

La extracción de RNA se realizó utilizando el kit Quick-RNATM MiniPrep kit (Zymo Research, 

Irvine, CA, USA). La transcripción reversa y la síntesis de doble cadena se hicieron con Máxima 

H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y 

13 µL del RNA extraído. Para la generación de las bibliotecas fue utilizado Nextera™ DNA Flex 

Library Preparation kit (Illumina, San Diego, CA, USA) y 1 ng de cDNA doble cadena. Las 

bibliotecas fueron purificadas con AMPure XP (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA) y 

cuantificadas con Qubit dsDNA HS assay kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La 

calidad y longitud de las librerías fueron verificadas con Agilent high-sensitivity DNA kit (Agilent, 

Santa Clara, CA, USA) usando Fragment Analyzer™ System (Advanced Analytical Technologies, 

Inc., Heidelberg, Germany, Europa). La secuenciación fue realizada en la plataforma MiniSeq 

(Illumina, San Diego, CA, USA) de la Plataforma Genómica de la Facultad de Ciencias, Uruguay. 

4.2.5 Ensamblado de las secuencias del genoma completo 

Las lecturas generadas por el secuenciador Illumina se analizaron con el servidor Galaxy 

(https://usegalaxy.eu/) (Blankenberg et al., 2010; Giardine et al., 2005; Goecks et al., 2010). Para 

ello, se cargó al historial las librerías con las lecturas obtenidas con Ilumina (R1 y R2). El control 

de calidad fue evaluado y mejorado mediante Fastqc (Blankenberg et al., 2010), y Trimmomatic 

(Bolger et al., 2014). El ensamblaje se llevó a cabo con Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), 

y genomas de referencias previamente publicados, de los aislamientos de la cepa A13 

(AR/13/BA/A13, ON419883.1), CHu8 (AR/01/BA/8Hu8, ON419876.1) y CR88 (MN548285). Los 

datos se visualizaron con el software Tablet (Milne et al., 2012). Las inconsistencias entre el 

genoma de referencia y las lecturas alineadas se obtuvieron con bcftools mpileup, y bcftools 

call (Danecek et al., 2021). 

4.2.6 Análisis filogenético 

Se elaboró una base de datos con secuencias de referencia de los linajes GI-1, GI-11, GI-13, y 

GI-16,  las variantes obtenidas por pasajes en serie, y una secuencia outgroup (Tabla 1 anexo). 

Se realizo el alineamiento de las secuencias mediante el algoritmo de MAFFT v.7 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/closelyrelatedviralgenomes.html) siguiendo los 

parámetros asignados por defecto (Katoh & Standley, 2013). Esta misma metodología, se usó 

https://usegalaxy.eu/
https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/closelyrelatedviralgenomes.html
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en el análisis de S1 de las secuencias por grupo, que a su vez fueron editadas con ayuda del 

software BioEdit versión 7.2.5. La inferencia filogenética se hizo por Máxima Verosimilitud con el 

software IQ-TREE en el servidor del Centro para Bioinformática Integrativa de Viena (CIBIV) 

(http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/)  (Nguyen et al., 2014). El árbol filogenético se construyó y editó 

con el software online iTOL - interactive Tree Of Life (https://itol.embl.de/about.cgi) (Letunic & 

Bork, 2007). 

4.3. Desarrollo de modelo de Infección y obtención de parámetros de 

cuantificación 

4.3.1 Pasajes en serie en hospedador natural forzando el tropismo renal 

El aislamiento seleccionado para llevar a cabo los pasajes fue A13p10 (10 pasajes en EP) con 

un título de 107 DIE50/ml.  

Los pollos para los pasajes fueron obtenidos de huevos fértiles SPF provistos por el Instituto 

Rosenbusch SA (CABA, Argentina). Los huevos fueron incubados en una incubadora comercial 

de la marca Yonar (CABA, Argentina) a 37°C y 55% de humedad. Luego de su nacimiento, los 

pollitos fueron alojados en un ambiente limpio y aislado, donde se mantuvieron hasta las 2-4 

semanas. Las infecciones se llevaron a cabo en aisladores con presión negativa. 

El experimento involucró la conformación de dos grupos experimentales (2 pollos por grupo), uno 

de ellos con un tratamiento inmunosupresor que consistió en la aplicación de dos inyecciones 

(separadas por 48 hs) de dexametasona (Decadron, Sidus, Bs As, Argentina) a una dosis de 2 

mg/kg por vía intramuscular. La primera inyección se llevó a cabo 48 hs previo a la inoculación y 

la segunda en el momento de la inoculación (Dai et al., 2022). El procedimiento se realizó cuando 

los pollos tuvieron entre 2 a 5 semanas de edad. El día 0, los animales fueron separados en 

grupos y alojados en aisladores con presión negativa. Cada pollo fue inoculado con una dosis de 

A13p10 de 105 DIE50/ml. El volumen del inóculo fue de 200 µl (100 µl administrados por vía 

intratraqueal y 50 µl por cada narina). Durante 7 días, los animales fueron observados 

diariamente (dos veces por día) en busca de signos clínicos y/o mortalidad. A los 7 dpi se 

procedió a realizar la eutanasia y toma de muestra.  

La muestra tomada fue el lóbulo craneal izquierdo renal. Por cada grupo se obtuvo un pool, que 

posteriormente fue homogeneizado. Para ello, se disgregó el tejido con ayuda de un mortero, 

arena estéril y PBS (con antibiótico y antifúngico). La mezcla resultante se centrifugó en tubos 

de 15 ml a 3000 g durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se filtró utilizando un filtro 

millipore de 0,22 µm (JET BIOFIL, Guangzhou, China), luego fue chequeado (por RT-PCR) para 

http://iqtree.cibiv.univie.ac.at/
https://itol.embl.de/about.cgi
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confirmar la presencia de IBV en la muestra y posteriormente fue almacenado a -70°C para su 

uso en la siguiente infección. El experimento se repitió hasta obtener la muestra correspondiente 

al pasaje número 11 en animales tratados con dexametasona, que se denominó KD11, y la 

muestra correspondiente al pasaje número 20 en animales sin tratamiento previo, que se 

identificó como K20. En la Figura 6 se muestra una representación esquemática del ensayo. 

 

 

 

4.3.2 Análisis de la patogenicidad de los pasajes K13 y KD11 

Con el objetivo de evaluar la patogenicidad de los pasajes en hospedador natural, K13 y KD11, 

se llevaron a cabo ensayos de infección en pollos SPF de 2 semanas de vida en unidades de 

aislamiento con aire filtrado que el laboratorio tiene en las instalaciones del CICVyA (INTA 

Castelar). En total se emplearon 18 animales que se distribuyeron en 3 grupos de 6 animales 

cada uno. Uno de los grupos se mantuvo como control negativo, mientras que los demás fueron 

infectados con K13 y KD11. El volumen del inóculo fue de 200 µl y la vía de administración 
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                  B  

Figura 6. Esquema de los pasajes en serie por hospedador natural. A) Pasajes en animales con tratamiento 

inmunodepresor (KD). B) Pasajes en animales sin tratamiento previo (K). 
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intratraqueal (100 µl) e intranasal (50 µl en cada narina). Los controles negativos fueron 

inoculados con PBS.  

El experimento duró 21 días, en los cuales se observó a los animales a diario en busca de signos 

clínicos. Las necropsias y tomas de muestra se realizaron a los 7, 14 y 21 dpi, cuando dos 

animales de cada grupo fueron eutanasiados. Durante la necropsia, se evaluó la presencia de 

lesiones macroscópicas y se tomaron muestras de tráquea, riñón y tonsila cecal que fueron 

usadas en los análisis histopatológicos y en la identificación del genoma viral por RT-PCR. Las 

muestras para el análisis histopatológico se fijaron en formol al 10%, mientras que las muestras 

para RT-PCR se homogeneizaron y almacenaron a -70° C.  Adicionalmente, se tomaron 

muestras de sangre para evaluar anticuerpos séricos mediante ELISA. Los protocolos para estas 

técnicas se describen en el apartado 4.5. 

4.3.3 Desarrollo y optimización de la técnica de RT- PCR en tiempo real para cuantificación 

viral  

El desarrollo y optimización de una técnica de RT-PCR en tiempo real que permita la 

cuantificación del genoma viral en los tejidos (RT-qPCR) requiere la construcción de una curva 

estándar. Para ello, como primera medida realizamos la preparación de un templado cuantificable 

que sirva de referencia. Esto es un plásmido en cuya estructura realizamos la inserción de la 

secuencia de interés a amplificar (un fragmento de la región 5’UTR altamente conservado).  

Para ello, se amplificó (como se ha indicado en el apartado 4.1.1.1) el fragmento a insertar desde 

un aislamiento de campo caracterizado como GI-16. Luego se realizó la purificación de este 

mediante QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) siguiendo las indicaciones 

del fabricante. Después, se ligó el fragmento al plásmido pGEM-T Easy Vector Systems 

(Promega, Madison, WI, USA), con el siguiente procedimiento: se prepararon mezclas que 

contenían 5 μl de rapid ligation buffer (2X), 1 μl de pGEM-T Easy Vector (50 ng), 1 μl de T4 DNA 

ligasa y 2 μl de H2O. A continuación, se añadió 1 μl del DNA purificado (aproximadamente 5,8 

ng) y se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. La concentración del inserto se midió 

mediante el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA), utilizando 

H2O como control negativo. 

Paso seguido, se realizó la transformación de bacterias E. coli DH5α como se describe en 

Romero (2019); y un proceso de screening mediante colony-PCR, que consiste en verificar si los 

clones transformantes contienen el plásmido más el inserto. Para ello, se preparó una mezcla de 

volumen final de 25 μl conteniendo 17,85 μl de H2O, 5 μl de buffer 5X (Promega, Madison, WI, 
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USA), 0,6 μl dNTP (100 mM), 0,75 μl primer forward y reverse (5 µM) y 0,05 μl de Go taq 

polimerasa (5 UI/µl) (Promega, Madison, WI, USA). Se picaron las colonias a evaluar (blancas) 

y se colocaron en los tubos con las mezclas de PCR. El protocolo de termociclado fue el 

siguiente: i) 95°C por 8 minutos; ii) 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 45°C y 2 

minutos a 72°C; y iii) 10 minutos a 72°C. Los productos de PCR fueron verificados mediante 

electroforesis en gel de agar (1,5%). 

Se realizaron repiques y expansiones de las colonias positivas. Para ello, se transfirieron las 

colonias a tubos de 3 ml con medio LB con ampicilina (Bagó, Bs. As., Argentina) a una 

concentración de 10000 IU/ml. Posteriormente, los tubos se incubaron a 37°C con agitación 

durante toda la noche. Una vez finalizada la incubación, se centrifugó la mezcla a 10000 g 

durante 5 minutos, eliminando el sobrenadante y conservando el sedimento para su 

procesamiento posterior. 

Finalmente, los plásmidos (con el inserto) así clonados fueron liberados de las bacterias 

mediante lisis alcalina y purificados empleando un sistema de columnas con el kit de Wizard® 

Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Madison, WI, USA), como se indica en 

Romero (2019). Para verificar la correcta inserción del fragmento deseado en los plásmidos 

clonados, se realizó el análisis de la secuencia de ellos mismos.  

Una vez obtenidos los clones, se utilizaron dos Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, 

Wilmington, Delaware, USA) distintos para estimar la concentración del plásmido más el inserto 

en solución. Con esa información se realizó el cálculo del número de copias (por unidad de 

volumen) usando la siguiente formula: 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 =  
𝐶𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝐷𝑁𝐴(𝑔/µ𝑙) ∗ 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝐴𝑣𝑜𝑔𝑎𝑑𝑟𝑜

𝐿𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝐷𝑁𝐴(𝑝𝑏) ∗ 𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑢𝑛 𝑝𝑎𝑟 𝑑𝑒 𝑏𝑎𝑠𝑒𝑠
 

 

Dónde: 

− Cantidad de DNA (g/µl) = concentración del plásmido más el inserto  

− Longitud del DNA (pb)= longitud del plásmido más el inserto 

− Peso molecular promedio de un par de bases = 660 g / mol 

− Número de Avogadro = 6,022 x 1023 moléculas/mol 
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El siguiente paso fue preparar diluciones en base 10 de la solución del clon analizado que fueron 

luego usados tanto en la puesta a punto de la PCR como en la construcción de la curva estándar. 

En la puesta a punto se usaron los primers denominados IBVdiag, cuyas características se 

detallan en la Tabla 2. Como las temperaturas de melting recomendadas para los primers 

(51,78°C y 50,32°C) no coinciden con la temperatura recomendada para el Annealing/Extensión 

del equipo StepOne™ (60°c), se llevó a cabo una PCR con gradiente para evaluar la eficiencia 

de la reacción a diferentes temperaturas de hibridación. La PCR se realizó según se indicó en el 

apartado 4.5.1, pero con gradiente de temperatura de annealing. Así, el perfil del ciclado consistió 

en 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, seguido de 50°C / 55°C / 60°C por 30 segundos, y 75°C 

por 90 segundos, con una extensión final de 72°C durante 3 minutos. El termociclador usado fue 

Mycycler BIORAD (Hércules, CA, USA). La amplificación se evaluó por electroforesis en gel de 

agarosa (1%) con un marcador de 100pb de DNA. 

La optimización del ensayo se llevó a cabo en el equipo Applied Biosystems StepOnePlus™ 

Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se utilizó como reactivo, el 

producto: Mezcla Real para Real-Time (Biodynamics, CABA, Argentina), que incluye Taq DNA 

Polimerasa, dNTPs, Mg++, conservantes, buffer e intercalante fluorescente. 

Para determinar la concentración óptima de primers se evaluó el rendimiento de la amplificación 

usando diferentes concentraciones (2,5 µM, 5 µM, 7,5 µM). El ciclado utilizado fue el 

recomendado para StepOnePlus™ que incluye 5 minutos a 95°c, para activación de la 

polimerasa y desnaturalización del DNA seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C de 

desnaturalización y 60 segundos a 60°C para Annealing/Extensión. La mezcla se preparó con: 

12,5 μl de mezcla real (Biodynamics, CABA, Argentina), 1 μl de cada concentración de los 

primers (forward y reverse) y 6,5 μl de H2O. En cada caso se agregó 4 μl de templado (26000 

copias del clon) o de H20 ultrapurificada (en el caso de los controles negativos). Cada muestra 

se ensayó por duplicado. Luego, se determinó la temperatura óptima de la hibridación. Se 

probaron 3 temperaturas distintas: 58, 60, y 62 °C con el mismo equipo y protocolo antes 

mencionado, modificando la temperatura de annealing. Una vez seleccionadas las condiciones 

óptimas de protocolo (60 °C y primers a 7,5 µM), se utilizaron diluciones del clon para la obtención 

de una curva estándar. En total se contaron con 9 diluciones, de las que se tomaron 4 μl de cada 

una y se añadieron a la mezcla, que lleva: 12,5 μl de mezcla real (Biodynamics, CABA, 

Argentina); 1 μl de primer forward y reverse; y 6,5 μl de H2O. Para los controles negativos, en 

lugar de templado, se utilizó 4 μl de H20 ultrapurificada. Cada ensayo se hizo por triplicado. El 

perfil de termociclado fue el mismo que se usó en la determinación de la concentración óptima 
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de los primers. La curva estándar, el cálculo de la pendiente y los valores de eficiencia fueron 

determinados por el mismo equipo Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-time PCR System 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

4.3.4 Determinación de la carga viral de los pasajes K12 a K20 

Como criterio para la selección del pasaje a utilizar en el ensayo de modelo de infección, se 

determinó la carga viral de los pasajes de K12 a K20 y como control negativo se usaron muestras 

de riñón de animales no infectados. Se utilizó la técnica de RT-qPCR optimizada en 4.3.3.  

4.3.5 Ensayo de modelo de infección con el inóculo K16 

Para este ensayo se utilizó el pasaje K16, el cual presentó la carga viral más elevada entre los 

pasajes en hospedador natural. El inóculo fue testeado por PCR, para corroborar la ausencia de 

otros patógenos aviares y se tituló de acuerdo con el protocolo 4.1.1.2. 

Se emplearon 28 pollos SPF de tres semanas de edad que se organizaron en dos grupos, uno 

de 20 y otro de 8 animales. El grupo de 20 animales fue inoculado mediante la aplicación en cada 

pollo de 200 µl (100 µl intratraqueal y 50 µl en cada narina) de una dosis de 104 DIE50/ml de K16. 

Los 8 animales restantes formaron parte del grupo control negativo y recibieron como inóculo 

una solución de PBS. 

Durante la experiencia los animales se observaron dos veces por día. A los 5, 10, 15 y 20 dpi se 

procedió a realizar la eutanasia y la necropsia de 5 pollos del grupo inoculado y 2 del grupo 

control. Las muestras fueron tomadas de acuerdo con el apartado 4.3.2, con la adición de 

muestras de tráquea que se conservaron en medio 199 1X (Gibco) atemperado para su posterior 

análisis en la prueba de la ciliostasis según se describe en los apartados 4.5.4 y 4.5.5.  El diseño 

de esta experiencia se esquematiza en la Figura 7. 
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4.4. Evaluación de la cepa A13 como vacuna y su comparación con otras vacunas 

comerciales 

4.4.1 Ensayo de inocuidad  

Con el objetivo de evaluar la inocuidad de A13 se inocularon pollitos SPF de 1 día de vida por 

vía intraocular e intranasal con un volumen de 50 µl cada uno. Los títulos empleados en este 

ensayo fueron de 107,375 DIE50/ml (pasaje 63) y de 109,624 DIE50/ml (pasaje 50).  

El diseño del experimento consistió en 2 ensayos, uno para evaluar A13p50, y otro para evaluar 

A13p63. En ambos casos, se usaron 40 pollitos SPF, que se dividieron en 2 grupos de 20 

animales, un grupo recibió el inóculo viral (grupo infectado), mientras que el otro recibió una dosis 

del mismo volumen de PBS (grupo control negativo). Durante 28 días, los animales fueron 

observados al menos 2 veces al día en busca de signos clínicos. A los 7, 14, 21 y 28 dpi se 

tomaron muestras de sangre (para evaluación de anticuerpos) y muestras de tráquea, riñón y 

tonsila cecal (para detección de virus). El experimento se esquematiza en la Figura 8. 

   Día 0 

Inoculación 
5 dpi 

Toma de muestra 

 

10 dpi 
Toma de muestra 

15 dpi 
Toma de muestra 

 

20 dpi 
Fin del ensayo 

Toma de muestra 

 

Figura 7. Esquema del ensayo de Modelo de infección. Estrategia utilizada para la infección y colección de 

muestras. Las muestras fueron analizadas por RT-PCR, ELISA, análisis histopatológico, y prueba de la ciliostasis. 
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4.4.2 Ensayo de inmunogenicidad de A13p50  

El diseño del experimento inmunogenicidad fue similar al de inocuidad, pero con 10 pollitos SPF 

de 1 de vida distribuidos en 2 grupos de 5. Los animales de uno de los grupos fueron inoculados 

con 100 µl de A13p50 a una dosis 105 DIE50/ml (50 µl vía intranasal y 50 µl intraocular), mientras 

que el resto de los animales (grupo control) recibieron igual volumen (por la misma vía) de PBS. 

Las muestras se tomaron a los 7, 14, 21 y 28 dpi, y consistieron en hisopados traqueales para 

detección de genoma viral por RT-PCR y sangre para evaluar presencia de anticuerpos por 

ELISA. Al finalizar el ensayo, también se tomaron muestras de tráquea, riñón y tonsila cecal para 

detección de genoma viral (por RT-PCR).  

 

  

Fase 1 

Día 1 

A13P63 

(X20) 
50µl IO 
50µl IN 

PBS 

(X20) 
50µl IT 
50µl IN 

40 

pollitos 

SPF 

Día 7 

Día 14 

Día 21 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

Inoculación 

Fase 2 

40 

pollitos 

SPF 

Día 7 

Día 14 

Día 21 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

(x5) 

Día 1 

Inoculación 

Muestras 

ELISA: 

-Sangre 

RT-PCR: 

 -Tráquea 

-Riñón 

-Tonsila cecal 

Figura 8. Ensayo de Inmunogenicidad. Estrategia utilizada para la infección y colección de muestras. En cada 

fecha se tomaron muestras de sangre (para ELISA) y de tráquea, riñón, y tonsila cecal (para RT-PCR) 

  

Día 28 

(x5) (x5) 

Día 28 

(x5) (x5) 

A13P50 

(X20) 
50µl IO 
50µl IN 

PBS 

(X20) 
50µl IT 
50µl IN 
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4.4.3 Detección de anticuerpos en fluidos traqueobronquiales 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de la cepa A13p50 para generar inmunidad en las 

mucosas, se llevó a cabo un ensayo para detectar la presencia de anticuerpos anti-IBV en fluidos 

traqueobronquiales. Para ello se emplearon 28 pollos SPF de 2 semanas de vida, que se 

dividieron en dos grupos. El primer grupo (20 pollos) recibió una dosis de A13p50, mientras que 

el segundo grupo (8 pollos) se inoculó con PBS. El volumen y dosis del inóculo fueron los mismos 

empleados en 4.4.2. Las evaluaciones se realizaron a los 7, 14, 21 y 28 dpi, momento en que se 

tomaron 5 animales al azar del grupo inoculado (mas 2 del grupo control) para toma de muestras 

de sangre y lavados traqueobronquiales para detección de anticuerpos específicos por ELISA.  

4.4.3.1 Lavajes traqueobronquiales 

Luego de la eutanasia, cada animal fue colocado en decúbito dorsal, se desinfectaron las plumas 

y piel con alcohol 70%, y con ayuda de instrumental quirúrgico se exteriorizó la tráquea. Se 

introdujo un catéter de 2,3 mm de diámetro, aproximadamente 0,5 cm dentro de la tráquea y se 

sujetó con hilo de algodón estéril. Con ayuda de una jeringa, se introdujeron de forma suave 3 

ml de PBS estéril, que se aspiraron suavemente mientras se masajeaba el tórax, este 

procedimiento se repitió 3 veces. El contenido se colectó en tubos tipo eppendorf de 1,5 ml. La 

muestra se centrifugó por 7 minutos a 400 g, a 4 °C, y el sobrenadante se almacenó a -20 °C 

hasta su posterior análisis. 

4.4.4 Test de reversión de la virulencia 

Para evaluar la estabilidad del candidato a vacunal A13p50, se llevaron a cabo 4 pasajes por 

contacto natural en hospedador natural, evaluando los cambios en las secuencias de cada 

aislamiento. 

En este ensayo se utilizaron 4 grupos (de 2 pollos SPF por grupo), de 2-3 semanas de vida. El 

procedimiento fue el siguiente. En el primer tiempo se infectó un grupo de animales con 105 

DIE50/ml de A13p50 (50 µl intraocular y 50 µl intranasal del lado contrario). Luego de 48 horas se 

introdujo un segundo grupo que se mantuvo en contacto estrecho con el primer grupo durante 

48 horas. Al finalizar este periodo se apartaron los animales del primer grupo para llevar a cabo 

la eutanasia y toma de muestra, mientras se introdujo un tercer par de animales no infectados. 

El experimento se repitió hasta obtener el pasaje 4. El esquema se observa en la Figura 9. La 

muestra para amplificación del fragmento genómico a analizar (S1) fue la tráquea, y el 

procedimiento para su obtención es idéntico al descripto en 4.2.4.1. 
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4.4.5 Prueba de ciliostasis provocada por la vacunación con diferentes cepas 

Como ensayo preliminar a la prueba de eficiencia de vacunas, se estudió la ciliostasis de las 

cepas de vacunas comerciales Ma5P, CR88 y el aislamiento atenuado A13p50.  

Para ello se tomaron 20 pollos SPF de 2 semanas vida, que se dividieron en 4 grupos: 3 de estos 

grupos fueron inoculados y el restante permaneció como control negativo. Los animales de los 

grupos vacunados recibieron 100 µl (50 µl intraocular, y 50 µl intranasal del lado contrario) con 

una dosis 105 DIE50/ml de los inóculos Ma5p3, CR88p3 y A13p50, mientras que el grupo no 

vacunado recibió el mismo volumen en PBS estéril.  

Los animales se observaron a diario en busca de signos clínicos. A los 5 dpi, se llevó a cabo la 

eutanasia y toma de muestra de órgano traqueal para evaluar la ciliostasis. Esta prueba se 

describe en el apartado 4.5.4, incluyendo su análisis estadístico, en el apartado 4.5.5. 

4.4.6 Prueba de eficiencia de vacuna 

Este ensayo se realizó con el objetivo de evaluar la eficiencia en el control de la infección con 

una cepa GI-16 de las vacunas comerciales de los serotipos Massachusetts (Ma5p3), y 793B 

(CR88p3) y el candidato vacunal A13p50.   

En total, se utilizaron 80 pollitos SPF, que se dividieron en tres grupos vacunados y un grupo no 

vacunado. Cada grupo estuvo conformado por 20 pollitos. Los pollitos en los grupos vacunados 

se inocularon al tercer día de vida. Un grupo fue inoculado con la cepa Ma5 (Massachusetts), 

  

10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 

Tiempo (dias) 

Grupo 1 

Grupo 2 

Grupo 3 

Grupo 4 

Inoculación  
A13P50  
105 DIE 

50 IT 
50 IO 

Figura 9. Diseño experimental del test de la reversión de la virulencia. Se observa los tiempos de introducción 

de cada grupo para la infección por contacto natural y los tiempos en los que se obtuvo la muestra de cada pasaje. 
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otro grupo con CR88 (793/B), otro con la cepa A13p50 y al cuarto grupo se le administro PBS. 

Todos los animales inmunizados recibieron el mismo título viral (105 DIE50/ml) y en todos los 

casos el volumen total del inóculo fue de 100 µl por animal, administrados por vía intraocular (50 

µl) e intranasal (50 µl). Cada uno de estos 4 grupos se subdividió a su vez en dos grupos de 10 

animales. Uno de esos dos grupos en que se subdividieron recibieron a la tercera semana post 

vacunación (pv) un inóculo con K16 (grupos desafiados), mientras al otro se le administro PBS 

estéril (grupos no desafiados). La inoculación se realizó con 200 µl de una dosis de 104 DIE50/ml 

de K16 que se administró del siguiente modo: 100 µl por vía intratraqueal y 50 µl en cada narina. 

Los animales no desafiados, recibieron PBS (mismo volumen y mismas vías de administración). 

Luego del desafío todos los grupos fueron observados por lo menos 2 veces diarias. A los 5 y 7 

dpi, se llevó a cabo la eutanasia y necropsia de 5 animales de cada grupo. A los 5 dpi se tomaron 

muestras de tráquea para evaluar la ciliostasis y carga viral (RT-qPCR). A los 7 dpi se tomaron 

muestras de riñones para evaluar carga viral (RT-qPCR). En ambos tiempos se tomaron 

muestras de sangre para evaluar la presencia de anticuerpos por ELISA.  

Los protocolos para la prueba de la ciliostasis, RT-qPCR y ELISA se describen en los apartados 

4.5.2.2, 4.5.4, y 4.3.3. Los resultados de la ciliostasis y carga viral fueron analizados por métodos 

estadísticos que se detallan en 4.5.5.  

El esquema del diseño del experimento se observa en la Figura 10.  

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 

54 
 

 

Todos los procedimientos que involucraron animales fueron realizados siguiendo las normas para 

el cuidado y uso de animales de laboratorios. Los protocolos fueron avalados por la Comisión 

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Cs. 

Veterinarias de la UBA y el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 

Experimentación (CICUAE) de INTA Castelar (exp. N° 14/2018, 18/2018, 31/2018, y 38/2013). 

4.5. Técnicas de uso general 

4.5.1 RT-PCR 

4.5.1.1 Extracción de RNA 

El RNA viral fue extraído con el kit comercial High Pure Isolation Kit (Roche, Mannheim, 

Alemania). El procedimiento fue el siguiente:  

  

  (x5)                       (x5)                        (x5)                      (x5)                         (x5)                      (x5)                       (x5)                       (x5) 

                 (x5)                       (x5)                        (x5)                      (x5)                        (x5)                        (x5)                       (x5)                             

80 pollitos 

SPF 

Figura 10. Diseño experimental de la prueba de eficiencia de vacunas. Muestra la estrategia empleada para 

la infección y la obtención de muestras que fueron evaluadas por RT-qPCR, ELISA y Ciliostasis. 
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1. Se mezclaron 100 µl de la muestra (líquido alantoideo/homogenato de tejido) con 400 

µl Buffer de lisis.  

2. Luego de homogeneizado, se transfirió el volumen de la mezcla (500 µl) a las columnas 

del kit (revestidas de sílica gel), que fueron centrifugadas a 800 rpm, descartándose el 

líquido recogido.  

3. A cada columna se añadió DNasa (180 UI) y se incubó por 15 minutos.  

4. Posteriormente se realizaron dos lavados empleando 500 µl de las soluciones de 

lavado provistos por el kit y centrifugando a 800 rpm por 1 minuto. 

5. Se descartó el eluido y se realizó una última centrifugación (en seco), durante 4 

minutos, a 14000 rpm para eliminar restos de las soluciones de lavado. 

6. Por último, se agregó a cada columna 50 µl de buffer de elución, se incubó por 1 a 3 

minutos y finalmente se centrifugó por 1 minuto a 800 rpm.  El líquido eluido con el RNA 

de cada muestra se almacenó a -70 ˚C hasta su uso. 

4.5.1.2 Retrotranscripción 

La retrotranscripción fue llevada a cabo con la enzima transcriptasa reversa de Moloney Murine 

Leukemia Virus (M-MLV RT) provista por Promega (Madison, WI, USA). La mezcla fue preparada 

con 0,5 µl de Random Primers (5µM), 1 µl de dNTPs (10 Mm), 5 µl de Buffer (5x), 12,5 µl de 

agua, 1 µl de M-MLV RT, y 5 µl del RNA de la muestra.  La mezcla así obtenida se incubó por 50 

minutos a 37˚C, más 5 minutos a 95˚C. El cDNA obtenido se almacenó a -20˚C hasta su uso.  

4.5.1.3 Amplificación 

Para la amplificación de la región que codifica a S1, se emplearon 2 juegos de primers según se 

indica en un trabajo previo (Marandino, 2018). Uno de los pares de primers (IBV-S1-29313-fw e 

IBV-S1-21076-rev) amplifica una región de 783 nucleótidos del extremo 5´ de S1; mientras que 

el otro par (IBV-S1-21001-fw, e IBV-S1-22008-rev) amplifica la región de 1027 nucleótidos del 

extremo 3´ (Tabla 2). La técnica diagnóstica de rutina de BI amplifica un segmento de 275 pb, 

que se encuentra en la región 5’UTR del genoma de IBV. Los primers empleados en este caso 

son IBV-Diag-126-fw e IBV-Diag-490-rev (Tabla 2). La mezcla de la reacción de en ambos casos 

se prepara con 35,5 µl de H20, 5 µl de Buffer (10x), 1 µl de dNTPs, 1,5 µl de cada primer (5µM), 

y 0,5 µl de enzima Easy Taq polimerasa (Transgen, Beijing, China). 

El termociclado para la amplificación de S1 consistió en 35 ciclos de 95 °C, 50 °C y 72 °C, por 

30, 30 y 90 segundos respectivamente, seguidos de un tiempo de extensión de 72 °C durante 3 

minutos. Mientras que, en la técnica llamada diagnóstica, el termociclado consistió en 35 ciclos 
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de 95 °C, 55 °C y 72 °C, por 30, 30 y 40 segundos respectivamente, seguidos de un tiempo y 

temperatura de extensión que son los mismos que en el caso anterior. En ambos casos los 

ensayos fueron llevados a cabo en un termociclador T18 (IVEMA, Lanús, Buenos Aires) y la 

amplificación se evaluó por electroforesis en gel de agarosa (1%) con un marcador de 100 pb de 

DNA. 

Las características de los primers se resumen en la siguiente Tabla 2. 

Tabla 2. Resume las características de los distintos primers empleados en la amplificación 

Primers Secuencia Polaridad 
Posición del 

genoma 
Tm (°C) GC% 

Tamaño del 
amplicón 

IBV-S1-20313-fw 
ACT-GAA-CAA-
AAG-ACA-GAC-

TT 
+ 20313-20332 49,3 35 

783 

IBV-S1-21076-
rev 

CCA-TCT-GAA-
AAA-TTR-CCA-GT 

- 21076-21095 49,5 35 

IBV-S1-21001-fw 
TTT-GTY-AAT-
GGT-ACT-GYA-

CA 
+ 21001-21020 49,3 30 

1027 

IBV-S1-22008-
rev 

CAT-AAC-TAA-
CAT-AAG-GGC-

AA 
- 22008-22027 47,4 35 

IBV-Diag-216-fw 
TAC-ATC-CGT-
TGC-TTG-GGC-

TA 
+ 216-235 51,78 50 

275 

IBV-Diag-490-rev 
ACC-AGA-ACC-
TGT-CAC-CTC 

- 490-507 50,32 55,56 

  

4.5.2 ELISA 

En este trabajo se usaron dos sistemas de ELISA para la evaluación de anticuerpos anti-IBV. 

Uno comercial (IDEXX IBV Ab Test, Westbrook, ME, EE. UU.) y el otro desarrollado en el 

laboratorio de aves del IVIT, CICVyA, INTA.  

4.5.2.1 ELISA comercial 

Para este kit se siguieron las instrucciones del proveedor. Brevemente, cada una de las muestras 

de suero (previamente diluidas en una proporción de 1:500) y los controles positivos y negativos 

(provistos por el kit) fueron dispensados en las placas (tapizadas con el antígeno) por duplicado. 

Luego la placa se incubó 30 minutos a 18-26°C y posteriormente fue lavada con agua destilada 

3-5 veces. A Continuación, se añadieron 100 µl de conjugado en cada pocillo, incubando luego 

por 30 minutos a 18-26°C. Seguidamente, el conjugado remanente fue eliminado mediante el 

lavado de la placa para luego agregar 100 µl de Substrato TMB por pocillo. Luego de 10 minutos 

de incubación a temperatura ambiente la reacción fue frenada mediante el agregado de 100 µl 

de Solución de frenado por pocillo. La absorbancia fue detectada por un lector de ELISA, 
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Multiskan EX (Labsystems, Vantaa, Finlandia) a 650 nm de longitud de onda. El criterio de 

verificación de los resultados fue que el promedio de los controles negativos fuera menor a 0,15 

y la diferencia entre el control positivo y negativo fuera mayor a 0,075. El nivel relativo de 

anticuerpos de las muestras se calculó con el Coeficiente muestra a positivo (M/P) cuyo valor se 

obtiene con la siguiente ecuación: 

𝑀/𝑃 =
𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝐶𝑁

𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝐶𝑃 − 𝑃𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝐶𝑁
 

Un valor de M/P mayor a 0,2 indica un resultado positivo. 

4.5.2.2 ELISA indirecto casero 

Este ensayo corresponde a un ELISA indirecto. Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 wells 

(Microlon, Greiner) con virus IBV obtenido por infección en huevos embrionados y posterior 

purificado por gradiente de sacarosa. El producto de la purificación se diluyó y cuantificó en buffer 

carbonato/bicarbonato pH 9,6, 50 mM, a modo de obtener 300 ng por cada 50 µl de Buffer. Se 

coloco 50 µl de esta mezcla en cada pocillo, las placas incubaron durante 16 horas a 4 °C y luego 

se lavaron 3 veces con PBS-Tween (PBST). Posteriormente se bloquearon las mismas con 150 

µl/pocillo de PBST más suero equino adulto (SEA) en una proporción de 5 % + 5 % Suero normal 

de cabra (SNC), durante 1 hora a 37°C. Una vez descartada la solución de bloqueo se colocaron 

las muestras de suero aviar en una dilución 1/100 en PBST 5 % SEA + 5 % SNC y se incubaron 

durante 1 hora a 37°C con agitación. Luego de tres lavados con PBST se agregó a la placa un 

anticuerpo comercial anti-IgG de pollo marcado con peroxidasa (Bethyl) en una dilución 1/10000 

en PBST 5 % SEA + 5 % SNC. Las placas se incubaron 1 hora a 37°C con agitación. 

Posteriormente se lavaron 3 veces con PBST y el revelado del ensayo se realizó con TMB 

(tabletas de 1 mg, SIGMA). La reacción se detuvo con H2SO4 2N luego de 7 minutos. Los valores 

de densidad óptica (DO) se registraron con un lector automático para microplacas Multiskan EX 

(Labsystems) utilizando una longitud de onda de 450 nm. El punto de corte de la placa se 

determinó utilizando un pool de sueros negativos, para lo cual se calculó el promedio de estos y 

se le sumó dos desvíos estándar. 

4.5.3 Análisis histopatológico 

Las muestras se procesaron para histopatología siguiendo el procedimiento estándar. Esto es, 

fueron deshidratadas en soluciones de etanol de graduaciones crecientes y colocadas en xilol 

para su posterior aclaramiento. La inclusión fue en estufa de cultivo con parafina para análisis, a 
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temperatura de fusión de 56 °C. Los tacos de parafina fueron cortados en microtomo y las láminas 

de 5 micrómetros de espesor obtenidas fueron montadas en portaobjetos. Se eliminó la parafina 

con xilol y luego los cortes de tejidos fueron hidratados por pasajes en soluciones de etanol de 

concentraciones decrecientes para finalmente ser teñidos con Hematoxilina & Eosina. 

4.5.4 Ciliostasis 

Para la prueba de ciliostasis, se extrajeron las tráqueas de los animales que se pusieron 

inmediatamente en medio MEM-D (entre 30 y 35°C). Las tráqueas fueron luego cortadas en 

secciones de no más de 1 mm de espesor. Se realizaron cortes en 3 segmentos a lo largo de la 

tráquea (tercio distal, tercio medio y tercio craneal) y la evaluación se hizo en 5 secciones (cortes) 

por segmento de cada tráquea. Los segmentos fueron examinados al microscopio óptico (400X) 

y se le asignó un puntaje de acuerdo con el porcentaje de movimiento ciliar observado: i) el 

puntaje fue 0 cuando se observó más de 75% de movimiento, ii) 1 cuando el movimiento fue de 

50 - 75%, iii) 2 cuando el movimiento fue de 25 – 50%, iv) 3 cuando el movimiento fue de menos 

de 25%, y v) 4 cuando no se observó movimiento alguno. Los valores de cada uno de los 3 

segmentos traqueales fueron promediados para asignar un score de ciliostasis a cada animal. 

4.5.5 Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos tanto de la prueba de la ciliostasis, como de la carga viral por la técnica 

de RT-qPCR, se realizaron comparando los resultados de los grupos tratados (a distintos tiempos 

pi) mediante one-way ANOVA. Cuando los resultados mostraron diferencias a un nivel de 

significancias de 5 %, las diferencias entre grupos se evaluaron con el test de comparaciones 

múltiples de Bonferroni (también con un nivel de significancia de 5 %). 
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5. Resultados 

5.1. Caracterización antigénica 

5.1.1 Virus neutralización cruzada en embrión de pollo 

5.1.1.1 Identificación, amplificación y titulación de los virus utilizados en la virus 

neutralización cruzada  

Para este análisis se amplificaron muestras virales pertenecientes a las cepas A13, Ma5, y CR88. 

Los pasajes seleccionados para el ensayo fueron A13p7, Ma5p3, A13p2 y CR88p3, cuya 

identidad fue corroborada mediante análisis de secuencia y obtuvieron los siguientes títulos: 

105,16, 105,75, 107, y 106,79 DIE50/ml, respectivamente.  

Todos los aislamientos presentaron lesiones típicas de BI (enanismo, alteraciones en las patas, 

membranas engrosadas, hemorragia y mortalidad del embrión) (Figura 11). No se encontró 

evidencia de contaminación con otros patógenos virales de las aves (ARV, IBDV, FAdV, ILTV o 

CIAV). 

 

 

 

       

Figura 11. Amplificación en EP. Muestra las lesiones típicas de los embriones en cada una de las cepas 

usadas en el ensayo. A) Ma5P3 B) A13P7 C) CR88P3 D) A13P2 E) Controles negativos. 

A B 

C 

D 

E 
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5.1.1.3 Evaluación de los sueros de referencia 

En primera instancia se chequearon los niveles de anticuerpos específicos de cada suero de 

referencia. Los sueros A13, CHu8, 793B, y Massachusetts fueron positivos a la prueba de ELISA 

(IDEXX). Los valores M/P superiores a 0,2, indican que la muestra es positiva (Tabla 3). 

Tabla 3. Niveles de anticuerpos de los sueros empleados en la VN 

Sueros muestra Absorbancia (650) M/P   

793B 0,383 0,493496557   

Mass 2,167 3,223412395   

A13 0,456 0,605202754   

CHu8 0,651 0,903596021   

 Absorbancia (650) 1 Absorbancia (650) 2 Promedio Validación 

Controles negativos 0,06 0,061 0,0605 0,6535 

Controles positivos 0,727 0,701 0,714  

Nota: M/P es el cociente entre el valor de la muestra (restado el negativo) sobre el valor del control positivo 
(restado el negativo). Valores por encima de 0,2 son considerados positivos en este kit. El criterio de verificación 
es que el promedio de los negativos debe ser < 0,15 (en este caso fue 0,0605) y el valor de validación (diferencia 
entre positivo y negativo) sea superior a 0,075 (en este caso fue de 0,6535).  

 

 

5.1.1.3 Virus neutralización 

Las relaciones antigénicas entre la cepa de campo A13 y las cepas vacunales Ma5 y CR88 fueron 

evaluadas mediante VNC en EP SPF. Para ello se enfrentaron sueros homólogos y heterólogos 

con los virus A13, Ma5 y CR88 y de esa forma se obtuvieron los títulos neutralizantes (ND50). Los 

títulos de ND50 entre el virus A13 (A13p7) enfrentado a los antisueros A13 (homólogo) y 

Massachusetts (heterólogo) fueron de 104 y 103,094 ND50/ml, respectivamente (Tablas 4 y 5). Los 

títulos de ND50 del virus Ma5 del serotipo Massachusetts (Ma5p3) enfrentado al antisuero 

Massachusetts (homólogo) fue de 102,35 y por debajo de 101,3 ND50/ml cuando se enfrentó con el 

suero A13 (heterólogo) (Tablas 6 y 7). 

Para evaluar la relación entre A13 y CR88, se obtuvieron títulos neutralizantes de 102,5 y 101,4 

ND50/ml en el enfrentamiento de A13p2 frente al suero A13 (homólogo) y 793/B (heterólogo), 

respectivamente; y de 102,2 y menor a 101,3 ND50/ml en caso de CR88p3 con el suero 793/B 

(homólogo) y A13 (heterólogo), respectivamente (Tablas 9 a 12). 
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Estos títulos neutralizantes permitieron obtener el valor r para determinar la distancia antigénica 

según Archetti & Horsfall (1950). El valor de r para la relación entre A13 y 793/B fue de 9,99 % 

(Tabla 13) y para la relación entre A13 y Massachusetts fue de 3,32% (Tabla 8). Estos resultados 

indican una falta de identidad antigénica entre la cepa A13 (GI-16) y los serotipos Massachusetts 

y 793B. En otras palabras, las cepas A13, Ma5 y CR88 pertenecen a serotipos distintos. 

Tabla 4. 
Virus neutralización homóloga: Virus A13p7 Vs. Suero A13 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:16 5 0 17 0 100 

1:64 5 0 12 0 100 

1:256 3 2 7 2 77,7 

1:1024 3 2 4 4 50 

1:4096 1 4 1 8 0 

La ND50/ml es 104 

 

Tabla 5. 
Virus neutralización heteróloga: Virus A13p7 Vs. Suero Ma5 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:16 3 1 9 1 90 

1:64 3 2 6 3 66,6 

1:256 2 3 3 6 33,3 

1:1024 1 4 1 10 9,1 

1:4096 0 5 0 15 0 

La ND50/ml es 103,094 

 

Tabla 6. 
Virus neutralización homóloga: Virus Ma5p3 Vs. Suero Ma5 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:8 4 1 7 1 87,5 

1:32 1 4 3 5 37,5 

1:128 2 3 2 8 20 

1:512 0 4 0 12 0 

1:2048 0 5 0 17 0 

La ND50/ml es 102,35 

 

Tabla 7. 
Virus neutralización heteróloga: Virus Ma5 Vs. Suero A13 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:8 0 5 0 5 0 

1:32 0 5 0 10 0 

1:128 0 5 0 15 0 

1:512 0 5 0 20 0 
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1:2048 0 5 0 25 0 

La ND50/ml es < 101,3 

 

Tabla 8. 
Resultados de las VN cruzadas entre A13 y Ma5 (Títulos en DN50/ml) 

Sueros Virus 

 A13P7 Ma5 

A13P7 104 <101,3 

Ma5 103,094 102,35 

Titer Ratio 

r1 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐴13𝑃7 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝑀𝑎5

𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐴13𝑃7 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝐴13
 

 

0,1241 

r2 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝑀𝑎5𝑃3 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝐴13

𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝑀𝑎5𝑃3 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝑀𝑎5
 

 

0,0086 

 

r = √𝑟1 𝑥 𝑟2= √0,1241 𝑥 0,0089  𝑥 100 = 3,32% 
 

 

Tabla 9. 
Virus neutralización homóloga: Virus A13p2 Vs. Suero A13 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:2 5 0 13 0 100 

1:8 5 0 8 0 100 

1:32 2 3 3 3 50 

1:128 1 4 1 7 12,5 

1:512 0 5 0 12 0 

La ND50/ml es 102,5 

 

Tabla 10. 
Virus neutralización heteróloga: Virus A13p2 Vs. Suero 793B 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:2 3 2 3 2 60 

1:8 0 5 0 7 0 

1:32 0 4 0 11 0 

1:128 0 2 0 13 0 

La ND50/ml es 101,4 

 

Tabla 11. 
Virus neutralización homóloga: Virus CR88p3 Vs. Suero 793B 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:4 4 0 7 0 100 

1:16 2 3 3 3 50 

1:64 1 4 1 7 12,5 

1:256 0 5 0 12 0 
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1:1024 0 5 0 17 0 

La ND50/ml es 102,2 

 

Tabla 12. 
Virus neutralización heteróloga: Virus CR88p3 Vs. Suero A13 

Dilución de antisueros No infectados Infectados Σ↑No infectados Σ↓ Infectados 
 

% 

1:8 0 5 0 5 0% 

1:32 0 5 0 10 0% 

1:128 0 5 0 15 0% 

1:512 0 5 0 20 0% 

1:2048 0 5 0 25 0% 

La ND50/ml es < 101,3 

 

Tabla 13. 
Resultados de las VN cruzadas entre A13 y 793B (Títulos en DN50/ml) 

Sueros Virus 

 A13P2 CR88P3 

A13 102,5 <101,3 

793B 101,4 102,2 

Titer Ratio 

r1 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐴13𝑃2 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 4/91

𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐴13𝑃2 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝐴13
 

 

0,07943 

r2 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐶𝑅88 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 𝐴13

𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠 𝐶𝑅88 𝑣𝑠 𝑆𝑒𝑟𝑢𝑚 4/91
 

 

0,12589 

 

r = √𝑟1 𝑥 𝑟2= √0,07943 𝑥 0,12589  𝑥 100 = 9,99% 
 

 

5.1.2. Virus neutralización en cultivo celular 

Para realizar este ensayo se optó por el riñón de pollo embrionario (ChEK) como cultivo primario 

de células. Dado que las cepas empleadas estaban previamente adaptadas al crecimiento en 

EP, para esta prueba se necesitaron pasos previos de adaptación al cultivo primario. Para ello 

fue necesario realizar algunos pases (ciegos) en ChEK hasta lograr la visualización de efecto 

citopático (EC). Todos los aislamientos (CHu8p10, Ma5p3, CR88p3, y A13p63) lograron ser 

adaptados (manifestaron EC), aunque, el número de pasajes necesarios fue diferente para cada 

cepa empleada. Para CHu8p10 y A13p63, se observó EC, de distinto grado, desde el primer 

pasaje. Mientras que, para CR88p3 y Ma5p3, a partir del segundo y quinto pasaje, 

respectivamente (Tabla anexo 2). El tiempo requerido para la aparición de EC fue en promedio 

3-6 días pi (dpi). En la Figura 12 se puede ver el EC inducido por cada una de las cepas en los 

pasajes más avanzados.  
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5.1.2.2 Titulación viral 

Una vez adaptadas las cepas al cultivo primario se preparó un stock con cada una de ellas que 

fue titulado. Los títulos virales fueron 1,54 x 102, 3,3 x105, 1,54 x 103, y 1,54 x 103 TCID50/ml para 

A13p63c11, Chu8p10c11, Ma5p3c11, y CR88p3c12, respectivamente.  

5.1.2.3 Evaluación de la dinámica de crecimiento en cultivo primario de riñón de embrión 

de pollo 

Para identificar el momento de mayor concentración viral, se llevaron a cabo curvas de 

crecimiento de los pasajes A13p63c11, CHu8p10c11, Ma5p3c11, y CR88p3c12. Para ello, se 

realizó la cuantificación del virus en distintos tiempos empleando la técnica de RT-qPCR 

      
 

A13p63c11 5 dpi CR88p3c12 5 dpi 

Chu8p10c11 2 dpi Massp3c11 5dpi 

C. Negativo 1 C. Negativo 2 

Figura 12. Virus neutralización en cultivo celular. Muestra el tipo de efecto citopático observado al 

microscopio óptico con las distintas cepas virales. En la etiqueta se muestra la identificación del virus 

seguida de la letra C que representa el número de pasaje en cultivo celular. 
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desarrollada por nosotros. En la Figura 13 se grafica la dinámica de la replicación viral en ChEK. 

Los picos de replicación fueron identificados entre el cuarto y quinto dpi, por lo que se determinó 

que estos eran los mejores tiempos para llevar a cabo la cosecha del stock viral. Los resultados 

se muestran en la Figura 13. 

 

Figura 13. Curva de crecimiento viral de las distintas cepas de IBV. Se observa que el mayor pico de producción 

se encuentra en el cuarto día para CHu8P10C11, y Ma5P3C11, y el quinto para CR88P3C12 y A13P63C11. 

5.1.2.4 Virus neutralización cruzada 

Se obtuvieron los títulos neutralizantes para las relaciones entre las cepas A13, CHu8, Ma5, y 

CR88 mediante VNC en ChEK (Figura 14).  

En el caso de A13p63c11 el titulo neutralizante frente el suero homólogo fue de 8,19 x 103 

ND50/ml, mientras que para los sueros heterólogos (793B, Massachusetts, y CHu8) los resultados 

fueron menores a 4 x 102 ND50/ml. Para la relación entre la cepa Ma5 (Ma5p3c11) y los sueros 

Massachusetts, A13, 793B y CHu8, los valores fueron de 1,02 x 104, 8,19 x 103, 7,94 x 102, y 1,6 

x 102 ND50/ml, respectivamente. Para la cepa CHu8 (CHu8p10c11) enfrentada a los sueros 

CHu8, A13, Massachusetts, y 793B, los títulos fueron 5,16 x 103, menor a 4 x 101, 4 x 101, y 8 x 

101 ND50/ml. Finalmente, para el virus CR88 (CR88p3c12) enfrentado a los sueros 793B, A13, 

Massachusetts, y CHu8, los valores encontrados fueron 1,02 x 104, 2,57 x 102, menor 4 x 101 y 8 

x 101 ND50/ml, respectivamente.  

Los valores r estimados para las relaciones A13 y Ma5, A13 y CR88, A13 y CHu8, Chu8 y CR88, 

CHu8 y Ma5, y CR88 y Ma5, fueron de 6,26%, 1,10%, 0,61%, 1,10%, 1,10%, y 1,74%; lo que 

indica que ninguna de estas variantes se encuentra relacionada antigénicamente entre sí (Tabla 

14).  
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Figura 14 Virus neutralización cruzada en células. Se observa el resultado de los distintos ensayos A) Virus de 

desafío A13p63c11 vs. el suero homólogo (A13) y los sueros heterólogos (Massachusetts, 793B, y CHu8). B) Virus de 

desafío Ma5p3c11 vs suero homólogo (Massachusetts) y los sueros heterólogos (A13, 793B, y CHu8). C) Virus de 

desafío CHu8p10c11 vs suero homólogo (CHu8) y los sueros heterólogos (A13, 793B, y Massachusetts). D) Virus de 

desafío CR888p3c12 vs suero homólogo (793B) y los sueros heterólogos (A13, CHu8, y Massachusetts).  

 

Tabla 14. Resultados VNC en ChEK 

VN cruzadas  Virus Suero Título Neutralizante (DN50/ml) r1 r2 r (%) 

A13 y Ma5 A13p63c11 A13 8,19x103 0,004884 0,802941 6,262243 

A13p63c11 Mass < 4x101 

MapP3c11 A13 8,19x103 

Ma5p3c11 Mass 1,02x104 

A13 y CR88 A13p63c11 A13 8,19x103 0,004884 0,025196 1,109314 

A13p63c11 793B < 4x101 

CR88p3c12 A13 2,57x102 

CR88p3c12 793B 1,02x104 

A13 y CHu8 A13p63c11 A13 8,19x103 0,004884 0,007752 0,615309 

A13p63c11 CHu8 < 4x101 

CHu8p10c11 A13 < 4x101 

CHu8p10c11 CHu8 5,16x103 

CHu8 y CR88 CHu8p10c11 CHu8 5,16x103 0,015504 0,007843 1,102719 

CHu8p10c11 793B 8x101 

CR88p3c12 CHu8 8x101 

CR88p3c12 793B 1,02x104 

CHu8 y Ma5 CHu8p10c11 CHu8 5,16x103 0,007752 0,015686 1,102719 

CHu8p10c11 Mass 4x101 

Ma5p3c11 CHu8 1,6x102 

Ma5p3c11 Mass 1,02x104 
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Títulos neutralizantes (DN50/ml): 
Virus CR88p3c12 vs. Suero 793B = 1,02x104 
Virus CR88p3c12 vs. Suero A13 = 2,57x102 
Virus CR88p3c12 vs. Suero Mass < 4x101 
Virus CR88p3c12 vs. Suero CHu8 = 8x101 
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CR88 y Ma5 CR88p3c12 793B 1,02x104 0,003922 0,077843 1,74719 

CR88p3c12 Mass < 4x101 

Ma5p3c11 793B 7,94x102 

Ma5p3c11 Mass 1,02x104 

 

5.2. Evolución viral 

5.2.1 Análisis de las secuencias S1 

5.2.1.1 Inferencia filogenética con las secuencias S1 

Para inferir las relaciones filogenéticas se conformó una base de datos con las secuencias 

obtenidas de los pasajes en serie en diferentes sistemas biológicos (EP, ChEK, hospedador 

natural) junto a secuencias de referencia tomadas del GenBank (Tabla 1 anexo). 

Todas las cepas obtenidas en este estudio formaron un grupo monofilético con las cepas de 

referencia del linaje correspondiente. Las variantes de la cepa A13 (A13 wild, A13p10, A13p20, 

A13p30, A13p40, A13p50, A13p63, A13p63c5, A13p63c10, A13p63c14, K10, K20, y KD10) 

forman un clado con las cepas de referencia del linaje GI-16 ( IZO 28/86, CK/CH/LDL/97I, T3, 

Q12992/02, CK/CH/Chongqing/0908, UY/09/CA/01); las variantes de la cepa CHu8 (CHu8 wild, 

CHu8p10, CHu8p20, CHu8p30, CHu8p40, CHu8p50, CHu8p10c5, CHu8p10c6, CHu8p10c10) 

forman un clado con las cepas de referencia del linaje GI-11 (UFMG/G, UFMG/297, UFMG/283, 

IBV/Brasil/351/1984, UFMG/12.2, UFMG/1141); las variantes de la cepa CR88 (CR88p3, y 

CR88p3c13, CR88p3c14) forman un clado con las cepas de referencia del linaje GI-13 

(Moroccan-G/83, FR-85131-85, UK/7/91, Spain/00/336, ck/CH/LSD/110857, 4/91vaccine, 

Poland/58/1998); y las variantes de la cepa Ma5 (Ma5p3 y Ma5p3c11) forman un clado con las 

cepas de referencia del linaje GI-1 (Beaudette, M41, H120, CK/CH/LLN/111169, ckZA/6743b/11, 

IBV438) (Figura 15).  

Las cepas del linaje GI-1, comparten entre un 96,9 y 99,79% de similitud en la secuencia de 

nucleótidos y 94,01 a 99,62% en la secuencia de aminoácidos. Las cepas del linaje GI-11, tienen 

entre un 92,4 a un 100% de similitud en la secuencia de nucleótidos y un 91,86 a 100% en la 

secuencia de aminoácidos. Las cepas del linaje GI-13 comparten entre un 86,08 y 99,89% de 

similitud entre sus secuencias de nucleótidos, y un 85,8 y 99,92 % de similitud en sus secuencias 

de aminoácidos. Las cepas del linaje GI-16, muestran una similitud de 96,39 y 99,95% entre sus 

secuencias de nucleótidos y de 95,24 y 99,92% entre las de aminoácidos.  

Además, se observó que los grupos de secuencias de la cepa A13 provenientes de un mismo 

soporte biológico mostraron una mayor cercanía filogenética.  Esto es, las secuencias de todas 
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las muestras adaptadas a hospedador natural formaron un cluster (K10, KD10, K20) diferente de 

las adaptadas a ChEK (A13p63c5, A13p63c10, A13p63c14) y diferente de las secuencias de los 

pasajes en EP (A13p50, A13p60 y A13p63). Esto no ocurre con CHu8, donde la secuencia 

CHu8p20 muestra mayor distancia filogenética con el resto de las secuencias de los pasajes en 

EP. 

En ningún caso se observó más de 80% de similitud entre secuencias de distinto linaje.  

 

Figura 15. Árbol filogenético de las variantes de IBV empleadas en el ensayo de evolución viral. Se observa la 

asociación entre las cepas de cada linaje. 
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5.2.1.2 Análisis de las secuencias S1 de A13 

En esta sección analizamos el fragmento S1 de las secuencias de la cepa A13 obtenidas de 

muestras pertenecientes a 12 pasajes en diferentes soportes biológicos (8 de pasajes en EP, 3 

de pasajes en ChEK y 3 de pasajes en hospedador natural). 

Las secuencias analizadas incluyen 1616 nucleótidos que codifican los 539 aminoácidos de S1. 

La similitud entre las secuencias de nucleótidos varió entre 98,64 y 100%, mientras que en la 

secuencia de aminoácidos el porcentaje de variación estuvo entre 96,85 y 100% (Tablas anexo 

3 y 4). La variabilidad mencionada corresponde a un total de 38 cambios de nucleótidos (2,35%), 

27 de los cuales (5%) fueron no sinónimos, es decir involucraron cambios de aa. 

Para el análisis de los cambios de aminoácidos en S1 se consideró (además del sistema biológico 

en el que se realizaron los pasajes), si esos cambios involucraron la sustitución por una aa de 

propiedades químicas diferentes y si los mismo se ubicaron en áreas críticas de S1. Las áreas 

críticas de S1 son aquellas que se encuentran en las regiones hipervariables: i) HVRI (38-67), ii) 

HVRII (91–141) y iii) HVR III (274–387).   

Cuando se analizaron los cambios en base a los pasajes en serie se observó que las secuencias 

de S1 de A13 obtenidas de los pasajes en EP acumularon 23 cambios no sinónimos en S1. Diez 

de estos cambios fueron estables ya que no se modificaron en los pasajes siguientes  (F16V, 

A119D, S132F, K160N, R318S, E392Q, V503I, E518V, K534N, H537R). De ellos, 3 se situaron 

en HVR II y III (A119D, S132F, R318S). Los 13 cambios restantes fueron transitorios, es decir, 

se observaron en una ocasión y revirtieron en el siguiente pasaje (R95S, N216K, T239L, S243L, 

T250N, V255D, Q482P, D497N, V504I, E518G, S535N, R536K, R538P). El 74% (17/23) fueron 

cambios radicales, es decir involucran el reemplazo de un aminoácido por otro con propiedades 

diferentes. Los cambios se observan en la Tabla 15
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Tabla 15. Cambios de aminoácidos en S1 de A13 observados a lo largo de los pasajes en serie en EP 

 HVRII  HVRIII  

Residuos 16 95 119 132 160 216 239 243 250 255 318 392 482 497 503 504 518 534 535 536 537 538 

Wild F R A S K N T S T V R E Q D V V E K N R H P 

A13p10 V R/S* A S N N T S T V R Q Q D V V E N S R R R 

A13p20 V R A F N N L S T V S Q Q D V V E N S R R R 

A13p30 V R A F N N T S T V S Q Q D V V E N S R R R 

A13p40 V R D F N K T S/L* N D S Q Q D V V E N S R R R 

A13p50 V R D F N N T S/L* T V S Q P N I I G N N K R P 

A13p60 V R D F N N T S T V S Q Q D I V V N S R R R 

A13p63 V R D F N N T S T V S Q Q D I V V N S R R R 

Nota: *indican diferencias que se observaron en la secuencia S1 como consecuencia del uso de diferentes métodos de secuenciación. Los cambios de color indican diferencias 

radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en 
naranja los ácidos hidrofílicos, y en purpura los básicos hidrofílicos. 
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En el análisis de los pasajes de A13 en ChEK, se encontraron 5 cambios de nucleótidos respecto 

de la secuencia de A13p63 (que es el aislamiento con el que se iniciaron los pasajes en serie en 

cultivo de células). De esos 5 cambios, 3 fueron no sinónimos, es decir involucran cambios en la 

secuencia de aa de S1. Dos de estos cambios fueron estables (L448F, V518E), ninguno de ellos 

se localizó en las regiones HVR. El cambio restante (S130N) está localizado en HVR II, sin 

embargo, el mismo se observó en el último pasaje, por lo cual se requieren más pasajes para 

saber si se trata de un cambio estable. El 67% (2/3) de los cambios fueron radicales, y 

corresponden a los 2 cambios estables. La información se detalla en la Tabla 16. 

Tabla 16. Posición de los cambios de aminoácidos en los pasajes por ChEK de las secuencias S1 de A13 

 HVR II  

Residuos 130 448 518 

A13p63 S L V 

A13p63c5* S F E 

A13p63c10 S F E 

A13p63c14* N F E 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 

   

El análisis de la secuencia de S1 de los pasajes en hospedador natural resultó en 7 cambios de 

nucleótidos, de los cuales 6 fueron no sinónimos, es decir cambios en la secuencia de aa. El 

análisis de la secuencia de aa deducida de la secuencia de nucleótidos mostró que 3 de los 6 

cambios fueron estables (R95S, A100V, N160K). Dos de ellos se localizaron en HVR II (R95S, 

A100V). El resto de los cambios fueron transitorios (S130R, G131E, N241I), dos de ellos en HVR 

II (S130R, G131E). A excepción de A100V, el resto de los cambios fueron radicales, esto 

corresponde a un 83% (5/6). La información se resume en la Tabla 17. 

Tabla 17. Cambios de aminoácidos en los pasajes por hospedador natural de las secuencias S1 de A13 

Regiones HVR HVRII  

Residuos 95 100 130 131 160 241 

A13p10 R A S G N N 

K10 S V R E K I 

KD10 S V R E K N 

K21 S V S G K N 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 
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5.2.1.3 Análisis de las secuencias S1 de CHu8 

En esta sección analizamos el fragmento S1 de las secuencias de la cepa CHu8 obtenidas de 

muestras pertenecientes a 9 pasajes en diferentes soportes biológicos (6 de pasajes en EP y 3 

de pasajes en ChEK). Los resultados integran los cambios de la amplificación parcial de S1 y de 

la secuenciación del genoma completo por Ilumina.  

Las secuencias analizadas corresponden a un área 1625 nucleótidos que codifican 541 

aminoácidos de S1. La similitud entre las secuencias de nucleótidos varió entre 99,63 y 100% 

mientras que en la secuencia de aminoácidos deducida el porcentaje de variación estuvo entre 

99,08 y 100% (Tablas anexo 6 y 7). La variabilidad mencionada corresponde a un total de 7 

cambios de nucleótidos (0,43 %), que se tradujeron en 6 cambios no sinónimos (1,11 %).  

Los pasajes en EP acumularon 4 cambios de aminoácidos. Solo uno de ellos fue estable (S117R) 

y se localizó en la región HVR II. El resto fueron cambios transitorios (P6L, T121K, P251L), uno 

de ellos en HVR II (T121K). El 50% del total de cambios fueron cambios radicales (2/4). Los 

resultados se observan en la Tabla 18.  

Tabla 18. Cambios de aminoácidos en los pasajes por EP de las secuencias S1 de CHu8 

Regiones HVR  HVR II  

Residuo 6 117 121 251 

Wild P S T P 

CHu8p10 P/L* S T/K* L 

CHu8p20 P S T P 

CHu8p30 P R T L 

CHu8p40 P R T P 

CHu8p50 L R T P 

Nota: *indican diferencias que se observaron en la secuencia S1 obtenida por métodos de secuenciación distintos. Los 
cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en celeste los 

neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, y en 
purpura, los básicos hidrofílicos. 

 

Las secuencias de los pasajes de CHu8 en cultivo primario de ChEK fueron comparadas con el 

CHu8p10 (que es el aislamiento de origen de los pasajes en cultivo primario),  encontrándose un 

total de 5 cambios de nucleótidos (todos no sinónimos). Dos de estos cambios se mantuvieron 

estables (L251P, A461D), ninguno de ellos se localizó en una región HVR. El resto de los cambios 

fueron transitorios (P6L, T121K, S315L), y dos se localizaron en las regiones HVR II y III (T121K, 
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S315L). El 60% de los cambios fueron radicales (3/5). Los resultados se muestran en la Tabla 

19. 

Tabla 19. Cambios de aminoácidos en los pasajes por ChEK de las secuencias S1 de CHu8 

Regiones HVR  HVR II  HVR III  

Residuo 6 121 251 315 461 

CHu8p10 P/L* T/K* L S A 

CHu8p10c5* L T P L D 

CHU8p10c6 L T P S D 

CHu8p10c10 L T P S D 

Nota: *indican diferencias que se observaron en la secuencia S1 obtenida por métodos de secuenciación distintos. Los 
cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en celeste los 

neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, y en 
purpura, los básicos hidrofílicos. 

 

5.2.1.4 Análisis de la secuencia S1 de los pasajes en cultivo primario de CR88 y Ma5 

Aquí se comparó la secuencia de S1 (1618 nucleótidos /540 aminoácidos) de la cepa CR88p3 (3 

pasajes en EP) con la secuencia (mismo fragmento) obtenida luego de 13 pasajes en cultivo 

primario de ChEK (CR88p3c13). La similitud entre las secuencias de nucleótidos fue de 99,94% 

(99,81% de aa). La diferencia corresponde a un único cambio de nucleótido, en la posición 113 

(C→T), esta mutación genera un cambio de aminoácido (P38L) en la posición 38 dentro de la 

HVRI.  

También se hizo el análisis comparativo de las secuencias de S1 (1609 nts / 537 aa)  de Ma5p3 

(3 pasajes en EP) y Ma5p3c11 (Ma5p3 luego de 11 pasajes en cultivo de ChEK). La secuencia 

de nucleótidos presentó una similitud de 97,82% y la de aminoácidos fue de 97,02%. En total se 

encontraron 35 cambios de nucleótidos, 16 de ellos resultaron no sinónimos y de estos 13 fueron 

cambios radicales (Tabla 20). De los 16 cambios de nucleótidos, 6 se hallaron en las regiones 

HVR que se distribuyeron del siguiente modo; 2 en la HVRI (N38D, N51D), 3 en la HVRII (R101Y, 

G118D, F130S) y 1 en la HVRIII (E376G). El 81,25% de los cambios (13/16) son cambios 

radicales. 

Tabla 20. Cambios de aminoácidos en los pasajes por ChEK de las secuencias S1 de Ma5 

Regiones 
HVR 

 HVR I  HVR II  HVR 
III 

 

Residuos 19 38 51 69 73 101 118 130 179 205 246 271 273 376 423 479 

Ma5p3 V N N T D R G F E K I Y S E C G 

Ma5p3c11 A D D I G Y D S A R T N T G Y S 
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Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 

5.2.2. Análisis de las secuencias del genoma completo 

5.2.2.1 Análisis de las secuencias pertenecientes a la cepa A13 

Se obtuvieron las secuencias completas (27642 nucleótidos) de 9 aislamientos. Las secuencias 

se ensamblaron en base al genoma de referencia AR/13/BA/A13 (número de acceso ON419884) 

del aislamiento de campo original, mostrando entre 99,86 a 99,99% de similitud en las secuencias 

de nucleótidos (Tablas del anexo 7 y 8). Se obtuvieron también secuencias de 9215 

aminoácidos que fueron deducidos de los marcos de lectura de la secuencia de nucleótidos. 

Tomando en cuenta las regiones codificantes, se encontraron en total 46 cambios de nucleótidos 

(Tabla del anexo 9), 37 de los cuales fueron cambios no sinónimos. De ese total, el 46, 33, 9, 9, 

y 4% se encontraron en los ORF1a, S, 1b, M y N, respectivamente. La comparación de 

secuencias de aa presentó entre 99,69 a 99,97 de similitud. Una primera observación del análisis 

indicó que A13 es la única cepa sudamericana perteneciente al linaje GI-16 que no presenta el 

ORF6b. Del total de cambios de aminoácidos el 46, 32, 11, 5 y 5% se encontraron en los ORF1a, 

S, 1b, M y N, respectivamente. En el segmento ORF1a se identificaron 21 cambios de 

nucleótidos, 17 de los cuales fueron no sinónimos. Estos cambios representan el 0,18% y 0,43%, 

respectivamente, de la secuencia total de nucleótidos y aminoácidos (11824 nt y 3941 aa) en 

este segmento. Por otro lado, en el ORF S se encontraron 15 cambios de nucleótidos 12 de los 

cuales fueron no sinónimos, lo que representa el 0,43% y el 1,04% de las secuencias 

correspondientes del ORF S (3474 nt y 1157 aa). En el caso del ORF1b, se identificaron 4 

cambios de nucleótidos, todos no sinónimos. Estos cambios representan el 0,05% y 0,15% de la 

secuencia total de nucleótidos y aminoácidos del ORF1b (7958 nt y 2652 aa). En el ORF M, se 

encontraron 4 cambios de nucleótidos (2 de ellos fueron no sinónimos), lo que representa el 

0,59% en la secuencia de nucleótidos y 0,88% de la se aminoácidos del ORF M (681 nt y 226 

aa). Por último, en el ORF N se hallaron 2 cambios de nucleótidos no sinónimos, lo que 

representa el 0,16% y 0,48% de la secuencia total de nucleótidos y aminoácidos del ORF N (1230 

nt y 409 aa). (Tabla 21). 

Tabla 21. Exhibe el número de cambios encontrados en las secuencias A13 

O
R
F 

Cambios de nucleótidos Cambios de aminoácidos 

N° 
Porcentaje del 

total de cambios 
(%) 

Porcentaje del total 
del fragmento 

(%) 
N° 

Porcentaje del 
total de cambios 

(%) 

Porcentaje del total 
del fragmento 

(%) 
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1
a 

21 45,65 0,18 17 45,9 0,43 

S 15 32,6 0,43 12 32,43 1,04 

1
b 

4 8,69 0,05 4 10,8 0,15 

M 4 8,69 0,59 2 5,4 0,88 

N 2 4,34 0,16 2 5,4 0,48 
 

Las secuencias pertenecientes a los pasajes en EP acumularon en total 28 cambios no sinónimos 

(14 en el ORF1a, 1 en el ORF1b, 9 en el ORF S y 4 en el ORF M). Del total de cambios, 8 fueron 

cambios estables (ORF 1a: P748L, ORF 1b: T1403I, ORF S1: A119D, S132F, R318S, V503I, S2: 

A1012V, y ORF M: T189I), los restantes 20 revirtieron a lo largo de los pasajes (ORF 1a: D99G, 

K222R, T852I, V920I, A946V, G1623S, A2012V, D2187G, S2294G, Y2655H, S2899F, T3062I, 

T3895I; ORF S: R95S, S243L, E518V; ORF M: F29V, V72L, Y73H). El 75% de los cambios fueron 

cambios radicales. Los cambios en la subunidad S1 coinciden con los cambios antes analizados, 

adicionalmente se encontraron dos cambios en S2 (S542F, A1012V). Los resultados se muestran 

en la Tabla 22. 
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Tabla 22. Muestra los cambios de aminoácidos del ORF 1a de las secuencias del genoma completo de los pasajes A13 en EP 

ORF 1a 1b S1 S2 M 

Residuo 99 222 748 852 920 946 1623 2013 2187 2294 2655 2899 3062 3895 1403 95 119 132 243 318 503 518 542 1012 29 72 73 189 

AR/13/BA/A13 D K P T V A G A D S Y S T T T R A S S R V E S A F V Y T 

A13p10 D K P T I A G V G S Y S I I T S A S S R V E S A F V H T 

A13p20 D K L T V A G A D S H S T T T R A F S S V E S A F V Y T 

A13p30 D K L T V A S A D S H S T T I R A F S S V E S V F V Y I 

A13p40 D K L T V A S A D S Y S T T I R D F L S V E S V F V Y I 

A13p50 D R L T V V G A D S Y S T T I R D F L S I E F V F L Y I 

A13p63 G K L I V A G A D G Y F T T I R D F S S I V S V V V Y I 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en celeste los neutros apolares, en verde los neutros 
aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, y en purpura, los básicos hidrofílicos.   
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Las secuencias de los pasajes en ChEK (A13p6c5 y A13p63c14), en comparación con el 

aislamiento de origen (A13p63) acumularon 14 cambios de nucleótidos, de los cuales 10 fueron 

cambios no sinónimos (3 en el ORF 1a, 1 en el ORF 1b, 4 en el ORF S, 2 en el ORF N). En total 

se encontraron 6 cambios estables (ORF 1a: S892F, ORF 1b: S437F, ORF S: L448F, V518E, 

L582F, ORF N: T303I), y 4 transitorios (ORF 1a: S1829R, H3116Y; ORF S: S130N; ORF N: 

A118V). El 80% de los cambios involucran una sustitución radical. Los cambios en S1 

concuerdan con los cambios antes mencionados, y se detectaron 2 cambios en S2 (V518E, 

L582F). Los resultados se observan en la Tabla 23. 

Tabla 23. Muestra los cambios de aminoácidos de las secuencias del genoma completo de los pasajes de A13 en ChEK 

ORF 1a 1b s1 s2 N 

Residuo 892 1829 3116 437 130 448 518 582 118 303 

A13p63 S S H S S L V L A T 

A13p63c5 F S H F S F E F V I 

A13p63c1
4 

F R Y F N F E F A I 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 

 

5.2.2.2 Análisis de las secuencias pertenecientes la cepa CHu8 

Se obtuvieron las secuencias completas (27634 nucleótidos) de 7 pasajes de CHu8 en las cuales 

se encuentran diferentes marcos de lectura que codifican 9211 aminoácidos. En el ensamblaje 

se usó como referencia la secuencia AR/01/BA/8Hu8. La similitud fue de 99,92 a 99,99% en las 

secuencias de nucleótidos y 99,83 a 99,88 en las secuencias de aminoácidos (Tablas anexo 10 

y 11). 

Al analizar las regiones codificantes de los pasajes CHu8, encontramos 30 cambios de 

nucleótidos, de los cuales 20 fueron cambios no sinónimos (Tabla anexo 12). Del total de 

cambios de nucleótidos el 46,7, 30, 16,7 y 6% se encontraron en los ORF1a, S, 1b y N, 

respectivamente. Del total de cambios de aminoácidos el 40, 35, 15 y 10% se encontraron en los 

ORF1a, S, 1b y N, respectivamente.  

En el segmento ORF1a se identificaron 14 cambios de nucleótidos que resultaron en 8 cambios 

de aminoácidos. Estos cambios representan el 0,12% y 0,2%, respectivamente, de la secuencia 
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total de nucleótidos y aminoácidos (11830 nt y 3943 aa) en ese segmento genómico. Por otro 

lado, en el ORF S se encontraron 9 cambios de nucleótidos, siete de los cuales fueron no 

sinónimos (7 cambios en la secuencia de aminoácidos), lo que representa el 0,26% y el 0,6% de 

las secuencias de nucleótidos y aminoácidos, respectivamente. En el caso del ORF1b, se 

identificaron 5 cambios de nucleótidos, tres de los cuales fueron no sinónimos. Estos cambios 

representan el 0,06% y 0,11% de la secuencia total de nucleótidos y aminoácidos del ORF1b 

(7958 nt y 2652 aa). Por último, en el ORF N se hallaron 2 cambios de nucleótidos que resultaron 

en 2 cambios de aminoácidos, lo que representa el 0,16% y 0,49% de la secuencia total de 

nucleótidos y aminoácidos del ORF N (1230 nt y 409 aa) (Tabla 24). 

Tabla 24. Exhibe el número de cambios encontrados en las secuencias CHu8 

O
R
F 

Cambios de nucleótidos Cambios de aminoácidos 

N° 
Porcentaje del 

total de cambios 
(%) 

Porcentaje del total 
del fragmento 

(%) 
N° 

Porcentaje del 
total de cambios 

(%) 

Porcentaje del total 
del fragmento 

(%) 

1
a 

14 46,7 0,12 8 40 0,2 

S 9 30 0,26 7 35 0,6 

1
b 

5 16,7 0,06 3 15 0,11 

N 2 6 0,16 2 10 0,49 

Entre las secuencias de los pasajes en EP, se encontraron 25 cambios de nucleótidos, aunque 

solo 14 fueron no sinónimos. Dos de estos últimos (representan cambios de aminoácidos) fueron 

observados a partir del pasaje 10 en adelante (ORF1a: S485A, ORF1b: Q1413L). Cuatro fueron 

cambios estables (ORF 1a: E788D, T852I, ORF S: Q862L, ORF N: G147R) y 8 fueron transitorios 

(ORF 1a: E945D, T1408I, S3450L, D3840N; ORF1b: L2623V; ORF S: P6L, T121K; ORF N: 

R50K). El 64% (9/14) de estos cambios fueron cambios radicales. Se encontró un solo cambio 

en S2 (Q862L). La información se visualiza en la Tabla 25. 

Tabla 25. Muestra los cambios de aminoácidos de las secuencias del genoma completo de los pasajes CHu8 en EP 

ORF 1a 1b S1 S2 N 

Residuo 485 788 852 945 140
8 

345
0 

384
0 

141
3 

262
3 

6 121 862 50 147 

AR/01/BA/8Hu
8 

S E T E T S D Q L P T Q R G 

CHu8p10 A E T E T S D L L L K Q R G 

CHu8p20 A E T D I L D L V P T Q K R 

CHu8p30 A E T E T S D L V P T L R R 

CHu8p40 A D I E T S D L V P T L R R 
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CHu8p50 A D I E T S N L L L T L R R 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 

La secuencia del pasaje 5 en ChEK (CHu8p10c5) fue comparada con el aislamiento de origen 

(CHu8p10), encontrándose 9 cambios no sinónimos (ORF1a: A485S, T1675N, ORF1b: L155I, 

L1413Q, ORF S: K121T, S315L, A461D, N647Y, Q829R). Siete de estos cambios involucran 

sustituciones radicales (77%). Los cambios en el gen que codifica a S1 coinciden con el análisis 

previo. Sumado a ello, se encontraron 2 cambios en la secuencia de S2 (N647Y, Q829R). La 

información se detalla en la Tabla 26. 

Tabla 26. Muestra los cambios de aminoácidos de las secuencias del genoma completo de los pasajes CHu8 en ChEK 

ORF 1a 1b S1 S2 

Residuos 485 1675 155 1413 121 315 461 647 829 

CHu8p10 A T L L K S A N Q 

CHu8p10c
5 

S N I Q T L D Y R 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en celeste 
los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, y en 

purpura, los básicos hidrofílicos. 

 

5.2.2.3 Análisis de las secuencias pertenecientes a la cepa CR88 

Se obtuvieron las secuencias completas (27648 nucleótidos) de CR88p3 y CR88p3c14. De las 

secuencias de nucleótidos se dedujo las secuencias de aminoácidos de las regiones codificantes 

(9217 aminoácidos). Las secuencias se ensamblaron en base al genoma de referencia CR88 

(código de acceso: MN548285.2). La similitud entre CR88p3 y CR88p3c14 fue de 99,96 las 

secuencias de nucleótidos y de 99,92% en la de aminoácidos.  

Se encontraron en total 12 cambios de nucleótidos (Tabla 13 anexo), 7 de ellos fueron no 

sinónimos (ORF1ab: E628A, E2010K, T2302M, I4425L, S5984G, ORF S: P38L, ORF N: 

I51F). Del total de cambios de nucleótidos el 83,3%, 8%, y 8% se encontraron en los ORF1ab, S 

y N, respectivamente. Del total de cambios de aminoácidos deducidos de las secuencias de 

nucleótidos, el 71,4%, 14,3% y 14,3% se encontraron en los ORF1ab, S y N, respectivamente. En 

el ORF1ab se identificaron 10 cambios de nucleótidos que resultaron en 5 cambios de 

aminoácidos. Estos cambios representan el 0,05% y 0,07%, respectivamente, de la secuencia 

total de nucleótidos y aminoácidos (19892 nt y 6629 aa) en este segmento. Por otro lado, en el 
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ORF S se encontró 1 cambio de nucleótido que se tradujo en 1 cambio de aminoácido, lo que 

representa el 0,03% y el 0,08% de las secuencias correspondientes del ORF S (3468 nt y 1155 

aa). En el ORF N se halló 1 cambio de nucleótido que resultó en 1 cambio de aminoácido, lo que 

representa el 0,08% y 0,24% de la secuencia total de nucleótidos y aminoácidos del ORF N (1213 

nt y 409 aa). Cinco de los cambios de aminoácidos involucraron sustituciones radicales. El 

cambio en el ORF S coincide con el análisis previo de la secuencia S1. (Tabla 27) 

Tabla 27. Muestra los cambios de aminoácidos de las secuencias del genoma completo de los pasajes de CR88 en ChEK 

ORF 1ab S N 

Residuo 628 2010 2302 4425 5984 38 51 

CR88p3 E E T I S P I 

CR88p3c14 A K M L G L F 

Nota: Los cambios de color indican diferencias radicales de los aminoácidos (diferencias en los grupos funcionales R): en 
celeste los neutros apolares, en verde los neutros aromáticos, en rojo, los neutros polares, en naranja los ácidos hidrofílicos, 

y en purpura, los básicos hidrofílicos. 

 

5.3. Modelo de infección 

5.3.1 Pasajes en serie en hospedador natural forzando el tropismo renal 

El ensayo de pasajes en hospedador natural se realizó con el objetivo de forzar el tropismo renal 

de la cepa A13 e incrementar la virulencia de esta. Para ello se inocularon pollos de 2 a 5 

semanas de edad cuyas muestras de riñón (tomadas 7 dpi) se usaron como inóculo del siguiente 

pasaje. Los pasajes se realizaron en hospedador natural sin tratamiento previo (grupo K) y 

tratados con dexametasona para comprometer la respuesta inmune de esos animales (grupo 

KD).  

En total se realizaron 11 pasajes KD y 20 pasajes K. Durante los primeros pasajes los animales 

no mostraron signos de enfermedad, ni se observaron lesiones durante la necropsia. En el cuarto 

pasaje en el grupo inmunodeprimido (KD4) y en el quinto en los animales sin tratamiento (K5), 

se comenzaron a observar signos clínicos durante las primeras 72 hpi (epifora, estornudos, 

disnea y depresión). Estos signos se mantuvieron constantes en los siguientes pasajes. Las 

necropsias se realizaron a los 7 dpi. A partir del pasaje 5 del grupo KD y del 6 del grupo K se 

comenzaron a observar lesiones en riñones y tracto respiratorio, aunque las mismas fueron 

inconstantes (no se observaron en todos los pasajes o en la totalidad de los animales). En riñones 

se observó palidez y tumefacción con los túbulos renales engrosados, pero sin evidencia de 

urolitiasis. En el tracto respiratorio se registró exudado catarral en tráquea y opacidad y 

engrosamiento de las paredes de los sacos aéreos con presencia de exudado seroso. En todos 
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los casos se tomaron muestras de riñón que fueron procesadas para ser usada como inóculo del 

siguiente pasaje. Previo a eso fueron evaluadas mediante RT-PCR para verificar que fueran 

positivas a IBV.  

5.3.2 Análisis de la patogenicidad de los pasajes K13 y KD11 

Debido a que la evaluación de pasajes por hospedador natural solo permitió examinar síntomas 

clínicos, lesiones macroscópicas y muestras renales en un período de tiempo limitado de 7 días, 

se llevó a cabo un experimento preliminar para determinar la patogenicidad de los pasajes KD11 

y K13 de manera más exhaustiva. Este estudio contempló la evaluación de muestras semanales 

hasta 21 días después de la infección, incluyendo tejido de tráquea, tonsila cecal, además del 

tejido renal, que fueron analizadas mediante RT-PCR e histopatología. También se tomaron 

muestras de sangre, para la obtención de suero y detección de anticuerpos específicos anti-IBV. 

De este modo, se logró obtener una comprensión más completa de la patogenicidad de los 

aislamientos seleccionados. 

Para este ensayo se usaron 18 pollos SPF de 14 días de edad que se organizaron en tres grupos 

(de seis animales cada uno) que fueron alojados en las unidades de aislamiento que el grupo de 

aves tiene en las instalaciones del CICVyA (INTA Castelar). Uno de los grupos (6 animales) fue 

inoculado con el pasaje K13, otro grupo (6 animales) fue inoculado con la cepa KD11 y un tercer 

grupo permaneció como control negativo. 

Tanto los animales infectados con K13 como aquellos infectados con KD11 presentaron signos 

tales como epifora, estornudos y distrés respiratorio leve, anorexia y depresión leve durante las 

primeras 72 hpi. A los 7, 14 y 21 dpi se realizó la eutanasia de 2 animales por grupo. Se tomaron 

muestras de tráquea, riñón y tonsila cecal para evaluación de lesiones (los dos primeros) y 

detección de material genético viral (de los tres tejidos) y también se tomaron muestras de sangre 

para evaluación de anticuerpos específicos. 

En todos los tiempos evaluados se observó en la necropsia opacidad de los sacos aéreos (con 

más o menos exudado seroso), engrosamiento de la serosa, tumefacción renal leve, con 

ocasional ensanchamiento de los túbulos renales, y palidez en los riñones. Si bien no se 

estableció un sistema de escores para cuantificar las lesiones, las mismas fueron más relevantes 

en las muestras tomadas el día 21 pi (Figura 16).  
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En la evaluación histológica, solo se encontraron lesiones microscópicas a los 7 dpi. En ambos 

grupos, las tráqueas mostraron pérdidas de cilias, sin infiltrado inflamatorio, siendo el proceso 

más severo en el grupo K13. Respecto a las muestras de riñón, las lesiones solo se observaron 

en los animales inoculados con K13. Estas lesiones fueron leves y consistieron en unos pocos 

infiltrados focales de linfocitos en el intersticio. Los resultados se resumen en la Tabla 28 y se 

observan en la Figura 17. 

   

A1 A2 

B1 B2 

C1 C2 

Figura 16. Cambios morfológicos renales 21 dpi.: A) Controles negativos. B) KD11. Se observa riñón pálido con 

túbulos renales marcados (B1) y riñón pálido (B2). C) K13. riñones pálidos y tumefactos con surcos marcados (C1) y 

riñón tumefacto protruye de la fosa renal (C2). 
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Tabla 28. Resume los resultados del análisis histopatológico de los pasajes KD11 Y K13 

Grupo Tejido 7 dpi 14 dpi 21 dpi 

Control Negativo Tráqueas S/P S/P S/P 

Riñones S/P S/P S/P 

KD11 Tráqueas Pérdida parcial de 

cilias sin infiltrado 

inflamatorio. 

S/P S/P 

Riñones S/P S/P S/P 

K13 Tráqueas Extensa perdida de 

cilias, sin infiltrado 

inflamatorio. 

S/P S/P 

Riñones Foco linfocitario 

aislado en el 

intersticio. 

S/P S/P 
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El grupo de animales infectados con el pasaje K13 demostró una mayor cantidad de muestras 

positivas mediante la técnica de RT-PCR. A los 7 dpi, todas las muestras analizadas resultaron 

positivas a excepción de una muestra de tonsila cecal. Por el contrario, en el grupo infectado con 

el pasaje KD11, la mitad de las muestras en los tres órganos analizados resultaron negativas. A 

los 14 dpi, la mitad de los animales infectados con K13 mostraron resultados positivos en tráquea 

y riñón, mientras todas las muestras de tonsila cecal fueron positivas. En el grupo inoculado con 

KD11 solamente una muestra de tonsila cecal resultó positiva a los 14 dpi. A los 21 dpi, el único 

grupo en el cual todavía fue posible detectar genoma viral fue el inoculado con K13 en una de 

tonsila cecal, mientras que no se detectó presencia viral en el grupo infectado con KD11. Las 

muestras del grupo de control negativo fueron negativas en los tres tiempos analizados. (Tabla 

29). 

A B 

C D 

Figura 17. Lesiones microscópicas a los 7dpi. A) Grupo Control Negativo, tráquea (400X). B) Grupo KD11, 

tráquea (400X). La imagen muestra pérdida parcial de cilias. C) Grupo K13, tráquea (400X). La imagen 

muestra perdida extensa de cilias.  D) Grupo K 13, riñón (100X). La imagen muestra un foco linfocitario aislado 

en el intersticio. 
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Tabla 29. Resultado de la RT-PCR 

Tiempo 7 dpi 14 dpi 21 dpi 

Tejido Tráquea Riñón Tonsila cecal tráquea Riñón Tonsila cecal tráquea Riñón Tonsila cecal 

KD11 1/2 1/2 1/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2 0/2 

K13 2/2 2/2 1/2 1/2 1/2 2/2 0/2 0/2 1/2 

CN 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

 

La presencia de anticuerpos específicos contra IBV fue evaluada mediante el uso de un ELISA 

indirecto. Todos los sueros de los animales inoculados con los pasajes KD11 y K13 fueron 

positivos al test, a excepción de un animal del pasaje KD11 a los 7 dpi. (Figura 18).   

 

 

Esta prueba se llevó a cabo como ensayo piloto de patogenicidad (empleando KD11 y K13). Los 

resultados permitieron optimizar los ensayos que se llevarían a cabo al seleccionar el aislamiento 

para el modelo de infección. Fundamentalmente nos permitió poner a punto las técnicas de 

ELISA, detección del genoma viral en tejidos y establecer el número de unidades muestrales 

adecuado para realizar análisis estadísticos.  

 

      

Figura 18. Resultado de ELISA de los pasajes KD11 y K13. Se 

observa que a partir de los 14 días todas las muestras son positivas 

a excepción de los Controles Negativo (CN). 
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Se observó que ambos pasajes fueron capaces de generar lesiones (macro y microscópicas) y 

anticuerpos específicos anti-IBV. Sin embargo, el pasaje K13 demostró una mayor virulencia, 

presentando lesiones más severas, mayor capacidad de replicación viral y buena 

inmunogenicidad al generar anticuerpos específicos (detectables por ELISA) desde la primera 

semana pi.  

En base a estos hallazgos, se decidió llevar a cabo un mayor número de pasajes sin el 

tratamiento con dexametasona, con la hipótesis de que esto consolidaría las lesiones renales 

para su cuantificación. Además, se propuso cuantificar las lesiones microscópicas mediante el 

test de la ciliostasis y se optimizó la cuantificación mediante RT-qPCR para la carga viral. 

5.3.2. Puesta a punto de la técnica de RT-PCR en tiempo real para cuantificación viral  

El primer paso fue preparar un templado adecuado para realizar los pasos de optimización de la 

prueba y posteriormente la construcción de una curva estándar. 

En nuestro laboratorio ya contábamos con un fragmento de DNA (de 275 nucleótidos) 

correspondiente a la región UTR 5’ del genoma viral (posiciones 216 a 490) obtenido de una 

amplificación de una muestra de campo de IBV. Ese fragmento ya estaba ligado a pGEM-T Easy 

Vector Systems (Promega, Madison, WI, USA) de 3016 pb. Con el objetivo de conocer el número 

de moléculas en solución (para construir la curva estándar) la concentración del plásmido (más 

inserto) en solución fue determinada empleando el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, Delaware, USA). El resultado promedio de diferentes determinaciones fue 

de 93,95 ng/µl. Ese valor fue usado para calcular el número de moléculas en solución (como fue 

explicado en materiales y métodos). El resultado fue el siguiente 

  

𝑁𝑢𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑝𝑖𝑎𝑠 =
9,395∗10−8𝑔/µ𝑙 ∗6,022∗1023 𝑚𝑜𝑙é𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠/𝑚𝑜𝑙

3291∗ 660 𝑔 / 𝑚𝑜𝑙
= 2,6 ∗ 1010 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑐𝑢𝑙𝑎𝑠 /µl 

 

Dónde: 

− Cantidad de DNA (g) = 9,395x10-8 g/µl 

− Longitud del DNA (pb)= 3291 (275pb + 3016pb del plásmido) 

− Peso molecular promedio de un par de bases = 660 g / mol 

− Número de Avogadro = 6,022x1023 moléculas/mol 
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Posteriormente se llevaron a cabo las diluciones seriadas en base 10 de los clones hasta obtener 

9 diluciones (de 10-1 a 10-9), con un número máximo de 260000000 y uno mínimo de 2,6 

moléculas/µl. 

 

Estas soluciones de clones fueron usadas para optimizar las condiciones del termociclado y para 

construir la curva estándar. En primera instancia se realizaron una serie de pruebas para 

optimizar el perfil del termociclado (fundamentalmente la temperatura de hibridación/extensión). 

Los primers seleccionados para el ensayo (IBV-Diag-216-fw, IBV-Diag-490-rev) son los mismos 

que ya se utilizaban en nuestro laboratorio para el diagnóstico de rutina de IBV empleando una 

técnica de RT-PCR regular. Dado que esta prueba se realiza con una temperatura de hibridación 

5°C menor a la recomendada para el annealing/extensión con los reactivos (master mix sistema 

Sybr green) provistos por Biosystems para trabajar en el equipo StepOnePlus™ fue necesario 

realizar las pruebas de eficiencia a 60°C.   

De modo que se realizó una RT-PCR preliminar con los primers seleccionados (5 µM) con 3 

temperaturas distintas usando como templados las diluciones del clon: 10-1 (260000000 

moléculas/µl), 10-3 (2600000 moléculas/µl), 10-5 (26000 moléculas/µl), 10-7 (260 moléculas/µl) y 

10-9 (2,6 moléculas/µl).  

Los resultados demostraron que los primers evaluados son capaces de amplificar producto con 

una temperatura de annealing/extensión de 60°C. También que esta técnica es sensible para 

detectar hasta 260 copias/µl (correspondiente a la dilución de 10-7). Además, en ninguna de las 

diluciones del clon que se probaron en esta RT-PCR convencional se observaron amplificaciones 

espurias (Figura 19). 
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Posteriormente, se realizaron los ensayos de optimización usando master mix sistema Sybr 

Green (Biodynamics, CABA, Argentina) en el equipo Applied Biosystems StepOne™ Real-time 

PCR System.  

En el primer ensayo se determinó la concentración óptima de los primers. Se probaron tres 

concentraciones distintas de los mismos (2,5, 5, y 7,5 µM). Las mejores curvas de amplificación 

se obtuvieron con las concentraciones de 5 y 7,5 µM (Figura 20.A). En ninguna de las curvas de 

disociación se encontraron dobles picos, lo que indica que el sistema fue eficiente para amplificar 

un único producto (sin amplificaciones espurias). El resultado fue similar cuando se usó como 

templado muestras provenientes de tejidos de animales infectados. La temperatura de melting 

fue estimada en 88,4 (Figura 20.B). La concentración elegida de primers fue de 7,5 µM.  

Segundo, se probó la temperatura óptima de hibridación. Los mejores resultados se obtuvieron 

con las temperaturas 60 y 62°C. A 58°C la amplificación comenzó en un ciclo más tardío, y los 

controles negativos amplificaron después del ciclo 34. (Figura 21.A). Además, a esta 

temperatura se observó, en la Curva de disociación, que los controles negativos poseen dos 

 
            

-1        -3       -5      -7      -9       -1      -3       -5      -7       -9       M       -1      -3      -5       -7       -9      C-      

     

           50°C                                            55°C                                                     60°C 

 

Figura 19. Resultado del ensayo previo de amplificación por PCR convencional. Se observa la amplificación 

del producto a las 3 temperaturas testeadas, inclusive en la dilución 10-7 (260 copias/µl de clon), y la ausencia 

de productos de amplificación inespecíficos. 
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picos inespecíficos con una temperatura de melting menor a la de las muestras positivas que se 

estima en 88,5 (Figura 21.B). La temperatura elegida fue de 60°C. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Resultados de la determinación de la concentración óptima de primers. A) Curva 

de amplificación: Se ve una amplificación en ciclos más tempranos con los primers a 5 y 7,5 µM. 

B) Curva de melting: No se observa que haya habido producto inespecífico, la Tm es estimada en 

88,4 °C. 



RESULTADOS 

 

91 
 

 

 

Con los parámetros optimizados se procedió a determinar los valores de Ct (cycle treshold) para 

diferentes concentraciones de plásmidos (clones) con el propósito de establecer una curva 

estándar. El Ct es el número de ciclos de amplificación necesarios para que la señal de 

fluorescencia emitida por el amplicón y detectada por el termociclador alcance un umbral 

específico de detección. Esta medida permite establecer una relación entre la cantidad de 

templado y la señal de fluorescencia detectada por el equipo de PCR en tiempo real. Esta relación 

responde a un modelo de regresión lineal para obtener la ecuación de la recta que a su vez 

permite cuantificar el material genético a partir de los valores de Ct.  

En este caso la curva obtenida resultó con una pendiente de -3,685 y una ordenada al origen de 

38,885: 

𝑌 =  −3,685 𝑋 + 38,885 

Donde Y, es el valor de Ct de la muestra y X es la cantidad de templado. 

Figura 21. Resultados de la determinación de la temperatura óptima de hibridación. A) Curva 

de amplificación a diferentes temperaturas, se observa mejores resultados a 60 y 62 °C. B) Curva 

de melting, se señalan picos de producto inespecífico en el control negativo (C-) de la técnica con 

una temperatura de annealing de 58 °C. 
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A partir de la pendiente, pudo calcularse el valor de Eficiencia de amplificación (E)  

𝐸 =  10
−

1
−3,685 − 1 ∗ 100 = 86,797 

 

El valor R2 fue de 0,992.  

Los valores de E y R2 obtenidos indican que la RT-qPCR implementada para cuantificar la carga 

viral amplifica el templado en cada ciclo con una eficiencia mayor al 86 % y que la curva 

construida en base a la relación Ct y cantidad de templado se ajusta muy bien a la curva ideal (el 

valor ideal es 1). 

 

 Los resultados de observan en la Figura 22 y 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Resultados de la Curva estándar. A) Curva de amplificación: muestra la amplificación 

de las diluciones del clon de -1 a -9. B) Curva de melting: Podemos observar que todas las diluciones 

produjeron un pico único especifico.  
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5.3.3 Determinación de la carga viral de los pasajes K12 a K20 

Dado que la realización de un mayor número de pasajes en hospedador natural no resultó en un 

aislamiento capaz de producir lesiones renales macroscópicas cuantificables o que aparecieran 

consistentemente en ambas unidades muestrales, se decidió seleccionar el aislamiento para el 

desarrollo del modelo de infección basándose en la carga viral en las muestras renales. 

Con ayuda de la qPCR desarrollada en 5.3.2, se determinó la carga viral de cada uno de los 

pasajes en hospedador natural desde pasaje 12 hasta el 20.  El pasaje que tuvo la mayor carga 

viral fue K16, por lo que se seleccionó para armar el modelo de infección. Los resultados se 

observan en la Figura 24.  

 

 

 

y = -3,685x + 38,885
R² = 0,992
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Figura 23. Curva estándar de referencia para la cuantificación de la carga viral de IBV. Se grafican los Ct 

obtenidos a las diferentes diluciones vs el número de copias de templado (log10). Línea Azul: Los puntos azules 

indican los valores de Ct (promedio de dos determinaciones) obtenido para cada dilución (de número de moléculas 

conocida) de plásmido con el inserto. Línea punteada: curva de regresión lineal. En el grafico se observa la 

ecuación lineal y el valor R2. 
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5.3.4 Ensayo de modelo de infección con el inóculo K16 

Este estudio se llevó a cabo con el propósito de optimizar los parámetros del modelo de infección 

a emplearse en el ensayo de eficacia de vacunas. En primer lugar, el inóculo K16 fue titulado y 

se verificó que estuviera libre de otros patógenos aviares. 

En el ensayo, se utilizaron un total de 28 pollos, de los cuales 20 fueron inoculados con K16 (con 

un título viral de 104 DIE50/ml), mientras que los otros 8 animales permanecieron como controles 

negativos. La inoculación se realizó administrando 200 µl (100 µl vía intratraqueal, 50 µl en el 

orificio nasal y 50 µl en la conjuntiva ocular). Durante las primeras 72 horas del ensayo, los 

animales fueron monitoreados dos veces al día. Durante el periodo de observación se registraron 

epífora, estornudos, secreciones nasales y letargia en los animales del grupo infectado, 

fundamentalmente entre las 36 y 48 hpi. 

Figura 24. Resultados de la cuantificación de la carga viral de los pasajes por 

hospedador natural. La carga viral se encuentra expresada en el Log10 del número de 

copias para cada uno de los pasajes desde K12- K20 y controles negativos (CN1 y 

CN2). K16 presenta el mayor valor de carga. El punto de corte se establece en 102, por 

encima las muestras son consideradas positivas al ensayo. 
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Posteriormente, a los 5, 10, 15 y 20 dpi se procedió al sacrificio y necropsia de 5 animales del 

grupo infectado y 2 del control negativo.  

Las lesiones más significativas se observaron en los animales inoculados a los 10 y 20 dpi. A los 

10 dpi, en 2 de los 5 animales evaluados se registraron lesiones leves en el tracto respiratorio 

(traqueítis catarral y opacidad de los sacos aéreos) acompañadas de exudado seroso/catarral 

con aspecto espumoso (Figura 25 A y B).  

       

A B 

C D 

E 

Figura 25.  Lesiones de macroscópicas observadas durante la infección con K16. A) Se 

observan sacos abdominales engrosados con exudado seroso de aspecto espumoso transparente 

(10 dpi). B) Opacidad de los sacos aéreos abdominales (10dpi). C) Riñón congestivo con túbulos 

renales distendidos (20 dpi). D) Riñones aumentados de tamaño, pálidos y con surcos marcados 

(20dpi). E) Control Negativo (20dpi). 
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A los 20 dpi, en 2 de 5 animales se registraron lesiones renales (congestión, distensión de los 

túbulos renales y presencia de litiasis) (Figura 25 C y D). No se observaron lesiones en el grupo 

de control en ninguno de los tiempos evaluados. 

En el análisis histopatológico, solo se encontraron lesiones microscópicas características en las 

tráqueas a los 5 dpi. Dentro del grupo inoculado, se observó pérdida de cilias e infiltrado 

inflamatorio (mononucleares) moderado en la lámina propia de la mucosa traqueal en 3 tráqueas 

de un total de 5 (Figura 26). Los resultados se presentan en la Tabla 30. 

 

Tabla 30. Resumen de las lesiones microscópicas halladas en el análisis histopatológico. 

Grupo Tejido 5 dpi 10 dpi 15 dpi 20 dpi 

Control 
Negativo 

Tráqueas 0/2 0/2 0/2 0/2 

Riñones 0/2 0/2 0/2 0/2 

Tonsilas 
cecales 

0/2 0/2 0/2 0/2 

K16 

Tráqueas 

Pérdida de las cilias en la mucosa 
respiratoria e infiltrado moderado 
linfomonohistiocitario en la lámina 

propia. (3/5) 

0/5 0/5 0/5 

Riñones 0/5 0/5 0/5 0/5 

Tonsilas 
cecales 

0/5 0/5 0/5 0/5 
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La evaluación de la presencia de IBV en tejidos se realizó mediante detección del genoma viral 

por RT-PCR. A los 5 dpi se observó que todos los animales (5 de 5) presentaron virus en tráquea, 

3 de 5 presentaron virus en riñón y 2 de 5 en tonsilas cecales. A los 10, 15 y 20 dpi el número de 

tejidos positivos fue disminuyendo progresivamente, con una particularidad, los días 15 y 20 pi 

no se detectó el virus en tejido renal de ningún animal. La Figura 27 muestra la dinámica de 

detección en los tejidos en función del tiempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Figura 26.  Análisis histopatológico – Modelo de infección con K16. A) Tráquea – Infectado con K16 (5 dpi) 

La mucosa presenta pérdida de las cilias e infiltrado moderado linfomonohistiocitario en la lámina propia, a 400X. 

B) Tráquea - Control negativo (5dpi). La mucosa presenta las cilias y ausencia de inflamación en la lámina propia, 

a 400X. 

A B 
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Los anticuerpos se detectaron en todos los animales a partir del día 10 pi. En el día 5 todos los 

animales fueron negativos, del mismo modo que los controles negativos (Figura 28). 

Figura 27.  Resultados de la RT-PCR de animales infectados con el pasaje K16. Se observa que a los 

5 dpi la totalidad de las muestras de tráquea (5/5), y 3/5 de muestras renales son positivas al ensayo. El 

número de muestras positivas se reduce en los tiempos 10, 15 y 20 pi. No se detectó presencia viral en 

tejido renal en los tiempos 15-20 pi. 

Figura 28.  Resultados del ELISA de los animales infectados con el pasaje 

K16. Se observa que los animales infectados son positivos al ensayo em todos 

los tiempos, a excepción de a los 5dpi. 
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También se realizó la prueba de la ciliostasis. A los 5, 10, 15 y 20 dpi. se evaluó la actividad ciliar. 

El valor promedio de ciliostasis fue significativamente superior (P < 0,05) a los 5 dpi (puntaje de 

3,6 ± 0,24) en comparación con los demás tiempos.  

Estos resultados se observan en la Figura 29 y los scores de ciliostasis y los resultados de 

Bonferroni se encuentran en las Tablas 14 y 15 del anexo. 

 

 

 

 

Figura 29.  Resultados de la prueba de la ciliostasis. Se observa que el puntaje a los 5 

dpi es significativamente mayor que a los 10, 15, y 20 dpi (P > 0,05 por el test de 

comparación múltiple de Bonferroni).  
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Este ensayo nos permitió establecer con mayor precisión los tiempos óptimos de toma de 

muestra y además requirió desarrollar y poner a punto una serie de técnicas para dimensionar la 

acción patógena del virus usado como desafío (ciliostasis, cuantificación de carga viral en 

diferentes tejidos y determinación de anticuerpos). Ello ha sido clave para poder implementar el 

modelo en la prueba de eficiencia de vacunas.  

5.4. Obtención de una cepa atenuada de GI-16 para ser evaluada como vacuna 

atenuada  

5.4.1 Atenuación 

Como candidato vacunal se eligió la cepa A13 (que fue aislada de un caso de campo en el año 

2013). Este aislamiento mostró en las primeras infecciones experimentales (dato no publicado) 

una baja virulencia natural que permitía conjeturar cierta aptitud de la misma como potencial 

vacuna atenuada. Con el propósito de trabajar la atenuación de la misma se realizaron pasajes 

en serie en EP SPF. A medida que avanzaron los pasajes la cepa A13 mostro mayor adaptación 

al embrión que se manifestó por las rapidez y severidad de la aparición de las lesiones 

características (enanismo, encorvamiento, alteraciones en las patas, membranas engrosadas y 

pegadas al embrión) (Figura 30). Las lesiones se volvieron cada vez más aparentes, 

incrementando la mortalidad en menor tiempo, razón por la cual, a partir del pasaje 16, las 

muestras comenzaron a colectarse a los 3 dpi (anteriormente fueron colectadas a los 7 dpi), lo 

cual redundó en un incremento significativo del título viral cosechado. 
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5.4.2 Titulación 

En primera instancia se seleccionaron (en forma arbitraria) dos pasajes de A13 para ser 

evaluados como candidatos vacunales, los aislamientos A13P50 y A13P63. Los mismos fueron 

titulados para los ensayos posteriores, presentando títulos de 109,624 DIE50/ml (A13p50) y 107,375 

DIE50/ml (el A13p63). En ambos casos no se detectó la presencia de genoma de otros patógenos 

aviares (ARV, IBDV, FadV, ILTV,y CAV). 

5.4.3 Ensayo de inocuidad  

Se evaluó la inocuidad de los aislamientos A13p63 y A13p50. En ambos casos, se infectaron 20 

pollos SPF de 1 día de vida con cada inóculo. Las muestras fueron tomadas a los 7, 14, 21, y 28 

dpi, y se analizaron los signos clínicos, lesiones, presencia viral por RT-PCR y generación de 

anticuerpos por ELISA. 

 

A13P10 
7 dpi 

A13P20 
7 dpi 

A13P30 
3 dpi 

A13P40 
3 dpi 

A13P50 
3 dpi 

A13P63 
3 dpi 

Control Negativo 
7 dpi 

Control Negativo 
3 dpi 

Figura 30. Pasajes seriados en EP de la cepa A13. Se observa las lesiones presentes en los embriones cada 

10 pasajes. A partir del pasaje 30, las lesiones se observan inclusive en embriones de 3 dpi. 
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En ningún caso se observaron manifestaciones clínicas ni lesiones en los pollitos. A excepción 

de dos muestras de tráquea durante la primera semana, el resto de las determinaciones de RT-

PCR de A13p63 fueron negativas. (Figura 31.A). Se detectó la presencia de anticuerpos anti-

IBV a partir de la primera semana. En las muestras positivas se observó un incremento de los 

valores de absorbancia en función del tiempo. Sin embargo, en ningún tiempo el 100% de los 

animales fueron positivos (Figura 31.B).  

Un escenario distinto se observó en el análisis de las muestras de A13p50. Los resultados de 

RT-PCR demostraron un 100% de muestras positivas en el grupo inoculado desde los 7 dpi. 

Además, se observó persistencia en los tres tipos de muestras tomadas (tráquea, riñón y tonsila 

cecal) hasta los 14 dpi. Inclusive se detectó virus en tonsilas cecales a los 28 dpi (Figura 32.A). 

Los resultados del ELISA demostraron una consistente presencia de anticuerpos anti-IBV desde 

la primera semana, siendo todos los animales positivos a partir de la tercera semana, tiempo que 

se determinó como el óptimo para llevar a cabo un desafío (Figura 32.B). 

Si bien este ensayo tenía como objetivo determinar la presencia de virulencia residual en el 

pasaje, que pudiera general enfermedad en los animales “vacunados”, los resultados obtenidos 

fueron la clave para usar al pasaje 50 de A13 como el candidato vacunal. 
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Figura 31. Resultados de la prueba de seguridad con A13p63. A) RT-PCR: Se observa que solo dos animales 

son positivos en tráquea, durante la primera semana. B) ELISA: Se observa animales positivos a partir de la primera 

semana, la absorbancia crece a medida que transcurre el tiempo, pero nunca se obtiene el 100% de muestras 

positivas. 

 

      

A B 

      

A B 

Figura 32. Resultados de la prueba de seguridad con A13P50. A) RT-PCR: Se observa los resultados de 

animales positivos en todos los tiempos del ensayo. B) ELISA: Se observa animales positivos a partir de la primera 

semana, en la tercera y cuarta semana todos los animales son positivos a la técnica. 
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5.4.4 Ensayo de inmunogenicidad  

En este ensayo se infectaron 5 pollos SPF de 1 día de vida, con A13p50 a una dosis de 105 

DIE50/ml.  Se tomaron muestras de hisopado de tráquea y de sangre, en los tiempos 7, 14, 21, y 

28 dpi para análisis con ELISA, y RT-PCR. Adicionalmente, a los 28 dpi se obtuvo muestras de 

riñones y tonsilas cecales. 

Los resultados de la RT-PCR mostraron presencia del virus en hisopados traqueales hasta los 

21 dpi (Figura 33.A). Todas las muestras tomadas (hisopado traqueal, riñón o tonsila cecal) 

fueron negativas a los 28 dpi. Los resultados del ELISA indicaron presencia de anticuerpos anti-

IBV desde la primera semana, a partir de la tercera semana la totalidad de los infectados fueron 

positivos al test (Figura 33.B). Durante todo el ensayo los controles negativos fueron negativos 

a ambas técnicas. 

 

 

      

B A 

Figura 33. Resultados de la prueba de inmunogenicidad con A13P50 a dosis de 105 DIE50/ml. A) RT-PCR: Se 

observa los resultados del hisopado traqueal de los animales en todos los tiempos del ensayo. B) ELISA: Se 

observa animales positivos a partir de la primera semana, en la tercera y cuarta semana todos los animales son 

positivos a la técnica. 
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5.4.5 Detección de anticuerpos en lavajes traqueobronquiales 

Para obtener información adicional sobre la presencia de anticuerpos en las mucosas, se llevó a 

cabo la infección de 20 pollos SPF de 2 semanas de vida con A13p50 a una dosis de 105 DIE50/ml. 

Se tomaron muestras de sangre y lavajes traqueobronquiales para ELISA, a los tiempos 7, 14, 

21, y 28 dpi.  

Los resultados del ELISA fueron similares en ambos tipos de muestras. A partir de los 14 dpi, la 

totalidad de los animales infectados fueron positivos a la presencia de anticuerpos (Figura 34). 

Sin embargo, las muestras de lavajes traqueobronquiales mostraron menores niveles de 

absorbancia (Figura 34.B).  

 

5.4.6 Test de reversión de la virulencia 

Se llevaron a cabo 4 pasajes por contacto natural entre pollos SPF de entre 2-3 semanas de 

vida. Para ello, 2 animales SPF fueron puestos en contacto con 2 animales infectados por 48 

horas. El experimento se diseñó para que el momento de contacto coincida con un periodo de 

alta eliminación viral (48 hpi). Durante el ensayo no se observó ningún signo clínico. A través de 

RT-PCR se detectó presencia de genoma de IBV en las muestras de tráquea de todos los 

      

A B 

Figura 34. Resultados de las pruebas de ELISA para detección de anticuerpos anti-IBV sérico y los lavajes 

traqueobronquiales: A) ELISA en muestras de sangre: Se observa presencia de anticuerpos a partir de la segunda 

semana. B) ELISA en muestras de lavajes traqueobronquiales: Se observa presencia de anticuerpos a partir de la 

segunda semana, pero con menores valores de absorbancia. 
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animales muestreados. La secuencia S1 de los pasajes 3 y 4 fueron idénticas a la de A13p50, 

demostrando que se requiere más pasajes en hospedador natural para lograr un cambio. 

5.4.7 Prueba de ciliostasis entre vacunas 

Con el objetivo de comparar la capacidad producir ciliostasis de A13p50 con otras cepas 

vacunales, se realizó un estudio utilizando 20 pollos SPF. Los animales se dividieron en 4 grupos 

de 5 individuos, y se les administró 100 μl de una dosis de 105 DIE50/ml de cada una de las 

vacunas (A13, CR88, Ma5). Como control negativo se usaron animales que recibieron PBS. Cabe 

destacar que en ningún momento del ensayo se observaron signos clínicos en los animales 

inoculados. 

Los resultados obtenidos mediante la prueba estadística de ANOVA demostraron diferencias 

significativas entre los grupos (p valor < 0,05; p = 0,000154). El análisis de comparación múltiple 

de Bonferroni reveló que los animales vacunados con CR88 presentaron un score de ciliostasis 

significativamente superior (1,9 ± 1,4) en comparación con los que recibieron A13 (0,3 ± 0,67, p 

= 0,00102) y los controles negativos (0,2 ± 0,42, p = 0,00047). Los scores de ciliostasis obtenidos 

por la vacuna Ma5 fueron comparables a los de la vacuna CR88 (1,2 ± 0,63, p = 0,44888). De 

este modo, el daño al movimiento ciliar generado por la vacuna A13 resultó estadísticamente 

menor que el generado por las vacunas CR88 y Ma5 (Figura 35).  

Los puntajes de ciliostasis y de significancia del análisis estadístico (test de comparación múltiple 

de Bonferroni) se observan en las Tablas del anexo 16 y 17. 
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5.4.8 Prueba de eficiencia de las vacunas ante el desafío 

En los ensayos previos se demostró que A13p50 es inocua y puede inducir una buena respuesta 

inmunogénica inoculada a pollitos de un día de edad, sin evidencia de reversión de la virulencia, 

lo que sugiere su potencial como vacuna. Con el propósito de complementar el estudio de A13 

como candidato vacunal se llevó a cabo un estudio de eficiencia de vacunas. Para ello se 

vacunaron animales con diferentes cepas de vacunas y se comparó la capacidad de cada cepa 

para controlar la replicación del virus de desafío.   

Además de A13, las vacunas usadas en el ensayo fueron representativas de los serotipos 

actualmente autorizados en el país: Ma5 para el serotipo Massachusetts y CR88 para el serotipo 

793B.  

En este ensayo se usaron 80 pollitos SPF divididos al azar en 4 grupos de 20, tres de los grupos 

fueron vacunados al tercer día de vida y el restante quedó como grupo control. Los grupos 

      

a 

a 

b 

ab 

Figura 35. Resultados la prueba de ciliostasis 5 dpi en la prueba de comparación entre vacunas. 

Las letras encima de cada barra indican si las diferencias fueron estadísticamente significativas, la misma 

letra indica un valor p > 0,05 entre estos grupos bajo el test de comparación múltiple de Bonferroni. 
*CN = grupo control negativo 
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vacunados recibieron mismo volumen (100 µl) y mismo título (105 DIE50/ml) de las vacunas A13 

(A13p5), Ma5 (Ma5p3) y CR88 (CR88p3). Mientras que el grupo control recibió 100 µl del medio 

que se usó para diluir las vacunas (PBS). Los animales fueron observados dos veces al día, 

luego de la inmunización sin observarse manifestación de signos clínicos en ningún grupo. 

A los 21 días de la vacunación, la mitad de los animales de cada grupo (10 animales) fue 

desafiada con K16 (según se estableció en el modelo de infección). De ese modo se 

establecieron tres grupos vacunados y desafiados, tres grupos vacunados (control de la vacuna), 

un grupo control positivo (no vacunado y desafiado) y un grupo control negativo (no vacunado no 

desafiado). Luego del desafío todos los grupos fueron observados dos veces al día durante 72 

horas. Se observaron signos respiratorios leves (estornudos, secreción nasal y conjuntivitis) en 

los animales del control positivo (no vacunado y desafiado) y en los animales desafiados y 

vacunados con CR88 y Ma5. Estos signos, indicativos de inflamación del aparato respiratorio 

superior, son característicos de la infección con IBV. En el resto de los grupos no se observaron 

particularidades. 

A los 5 y 7 dpi se realizaron las necropsias y toma de muestras para evaluación de ciliostasis 

(solo al día 5 pi), carga viral en tejidos (5 y 7 dpi) y detección de anticuerpos por ELISA (5 y 7 

dpi).  

En la evaluación de la ciliostasis se observó que el grupo vacunado con A13 presentó el puntaje 

más bajo entre los grupos desafiados (0,7 ± 0,67). Este valor fue significativamente menor que 

el puntaje de ciliostasis del grupo control positivo, que fue de 3,5 ± 0,51 (p = 8,5 x 10-16); y también 

fue menor que los puntajes de ciliostasis de los grupos desafiados y vacunados con CR88 (3,0 

± 1,24, p = 2,8 x 10-9) y Ma5 (1,8 ± 1,23, p = 0,0203). Por el contrario, el grupo desafiado y 

vacunado con CR88 presento el mayor valor de ciliostasis (3,0 ± 1,24). Este valor fue 

significativamente superior al score del grupo control negativo (0,16 ± 0,38, p = 2,8x 10-15), y a 

los de los grupos desafiados y vacunados con Ma5 (1,8 ± 1,23, p = 0,007), y A13 como se 

mencionó con anterioridad. Los valores fueron comparables al control positivo (3,55 ± 0,51, p = 

1). El score de ciliostasis del grupo desafiado y vacunado con Ma5 (1,8 ± 1,23), además de ser 

estadísticamente menor al grupo desafiado y vacunado con CR88, también lo fue respecto al 

control positivo (3,55 ± 0,51, p = 1,7 x 10-7). Sin embargo, este valor fue significativamente mayor 

al del grupo control negativo (0,16 ± 0,38, p = 1,8 x 10 -6) y como se mencionó más arriba, al del 

grupo desafiado y vacunado con A13 (0,7 ± 0,67, p = 0,02). Los scores de los grupos no 

desafiados no presentaron diferencias significativas con los del control negativo (p > 0,05). Para 
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la evaluación estadística de la ciliostasis se empleó el ANOVA one way que mostro falta de 

homogeneidad y luego para las comparaciones entre grupos se usó el test de comparación 

múltiple de Bonferroni. Los resultados de la ciliostasis se observan en la Figura 36 y en las 

Tablas 18 y 19 del material anexo. 

Los resultados de este ensayo sugieren que la vacuna A13 es más eficiente en la protección, en 

este caso entendida como la capacidad de conservar la motilidad ciliar en el epitelio traqueal 

frente al desafío, que las vacunas CR88 o Ma5. Además, la vacuna Ma5 parece inducir un nivel 

de protección parcial diferenciable del control positivo. 

La carga viral se estimó en tráquea y riñones a los 5 y 7 dpi empleando la prueba de RT-qPCR. 

El límite de detección de genoma viral (sensibilidad analítica de la técnica) se estableció en 102 

copias por reacción (2 log10 copias) Los resultados de la cuantificación viral mostraron 

diferencias significativas tanto en las muestras de tráquea (p = 4,8 x 10-16) como en las de riñones 

(p = 2,39 x 10-15). Los animales del control negativo y los de los grupos vacunados y no 
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Figura 36. Resultados la prueba de ciliostasis 5 dpi en la prueba de eficiencia de vacunas. Las 

letras encima de cada barra indican si las diferencias fueron estadísticamente significativas, la misma 

letra indica un valor p > 0,05 entre estos grupos. *NV = grupo no vacunado 
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desafiados fueron considerados negativos ya que en ningún caso alcanzaron el valor impuesto 

como límite de detección de la prueba.  

Entre los animales que fueron vacunados y desafiados, los vacunados con A13 presentaron los 

menores valores de carga viral en tráquea (1,25 log10 copias ± 0,40) y en riñón (1,15 log10 

copias ± 0,23). Estos valores son significativamente menores que los del grupo control positivo 

(4,13 log10 copias ± 0,46 en tráquea y 3,76 log10 copias ± 0,63 en riñón), los del grupo vacunado 

con Ma5 y desafiado (3,82 log10 copias ± 0,47 en tráquea y 3,81 log10 copias ± 0,56 en riñón) y 

los del grupo vacunado con CR88 y desafiado (3,32 log10 copias ± 0,25 en tráquea y 2,76 log10 

copias ± 0,39 en riñón). Las comparaciones entre tratamientos (para establecer significancia de 

las diferencias) se realizaron usando el test de comparaciones múltiples de Bonferroni. Los 

valores de la cuantificación viral en tráquea del grupo A13 desafiado fue significativamente menor 

que el control positivo (p = 7,5 x 10-16), Ma5 desafiado (p = 3,5 x 10-12) y CR88 desafiado (p = 1,8 

x 10-9). Del mismo modo, la carga viral medida en tejido renal en los animales vacunados con 

A13 desafiados fue menor que la determinada en control positivo (p = 4,5 x 10-13), Ma5 desafiado 

(p = 1,1 x 10 -11) y CR88 desafiado (p = 3,3 x 10-6). El grupo vacunado con Ma5 y desafiado fue 

el que presentó mayores valores de carga viral en tráquea (3,82 log10 copias ± 0,47), y en riñón 

(3,81 log10 copias ± 0,56). Los valores de carga viral no fueron significativamente diferenciables 

de los valores de los animales vacunados con CR88 y desafiados para las muestras de tráquea 

(p = 1), pero si para las muestras de riñón (p = 4,2 x 10-3). En el caso de los animales vacunados 

con CR88 y desafiados, la carga viral fue 3,32 log10 copias ± 0,25 en tráquea y 2,76 log10 copias 

± 0,39 en riñón. Estos valores fueron estadísticamente menores a los del control positivo (p = 7,7 

x 10-3 para las muestras de tráquea y p = 1,5 x 10-3 para las muestras de riñón), pero a su vez, 

significativamente superior a la carga viral de los controles negativos (p = 5,1 x 10-13 para las 

muestras de tráquea y p = 7,1 x 10-8 para las muestras de riñón) y a la del grupo vacunado con 

A13 y desafiado, como se especificó anteriormente. A pesar de que los animales del control 

negativo, los vacunados y no desafiados y los vacunados con A13 desafiados fueron negativos, 

los valores (que estuvieron por debajo del límite de detección de la prueba) fueron estimados y 

empleados para incluirlos en el análisis estadístico mediante ANOVA one way y la prueba de 

Bonferroni. 

Por lo antes expuesto, este ensayo sugiere que el candidato vacunal A13 genera mejor 

“protección” a que las vacunas comerciales ante un desafío con un virus del linaje GI-16. En este 

caso, el término "protección" se refiere a que la vacuna logro reducir la replicación viral, lo que 

se manifiesto en una disminución de la cantidad de material genético viral cuantificado. Los 
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animales desafiados y vacunados con las vacunas CR88 y Ma5, no presentaron diferencias 

estadísticas entre sus valores de carga viral en tráquea, pero si lo hicieron en riñón, donde los 

vacunados con CR88 obtuvieron valores de carga viral significativamente menores al control 

positivo y a los vacunados con Ma5. Sin embargo, ambos grupos (los vacunados con CR88 y 

Ma5) fueron positivos a la técnica, por lo que se puede inferir que producen protección 

insuficiente. Entre las distintas alternativas de vacunación, la vacuna Ma5 fue la que generó 

menor protección. A diferencia de la vacuna CR88, los valores de carga viral del grupo vacunado 

con Ma5 y desafiado, no mostraron diferencia estadística con el grupo control positivo (p = 1 en 

tejido traqueal y renal). Todos estos resultados se encuentran ilustrados en la Figura 37. Los 

valores de carga viral y de significancia del análisis estadístico (test de comparaciones múltiples 

de Bonferroni) se encuentran en las Tablas del anexo 20-22. 
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Por otro lado, los resultados del ELISA demostraron la presencia de anticuerpos anti-IBV en 

todos los grupos vacunados a los 5 y 7 dpi. La detección de anticuerpos en los animales 

vacunados y no desafiados fue de fundamental importancia porque demuestra la correcta 

inmunización. A los 5 dpi, los animales del control positivo (desafiados y no vacunados) fueron 

negativos a la prueba, observándose anticuerpos recién a los 7 dpi, esto indica una fuerte 

respuesta inmunológica temprana luego del desafío. En general, se observó mayor absorbancia 

en los resultados de los animales vacunados y desafiados, lo cual es esperable debido a la 

exposición previa (vacunación) al virus. Los controles negativos se mantuvieron siempre 

negativos (Figura 38). 
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Figura 37. Resultados del análisis por RT-qPCR en la prueba de eficiencia de vacunas. La carga viral 

esta expresada en Log
10

 del número de copias. Las letras encima de cada barra indican si las diferencias 

fueron estadísticamente significativas, la misma letra indica un valor p > 0,05 entre estos grupos bajo el 

test de comparación múltiple de Bonferroni. Las líneas horizontales indican el punto de corte establecido. 

A) Muestras de tráquea tomadas a los 5 dpi. B) Muestras de riñón tomadas a los 7 dpi. *NV = Grupo no 

vacunado 
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Figura 38. Resultados del test de ELISA de la prueba de eficiencia de vacunas. A) Muestra los resultados a 

los 5 dpi. B) Muestra los resultados a los 7 dpi. CP = Controles positivos. CN = Controles negativos  
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6. Discusión 

BI es probablemente la enfermedad viral avícola de mayor prevalencia en los planteles 

argentinos. Una razón de ello es la elevada variabilidad de su genoma que a su vez es la principal 

causa de la continua emergencia de variantes que escapan a las estrategias de prevención 

(Hanada et al., 2004; Jordan, 2017). Estudios previos han determinado que en Argentina existen 

dos variantes de IBV que pertenecen a linajes distintos de los incluidos en las vacunas 

licenciadas en el país (Marandino et al., 2015; Rimondi et al., 2009). En la actualidad, la 

caracterización de IBV se realiza mediante el análisis de secuencia de la región del genoma que 

codifica a S1 debido a que esta región contiene amplia información filogenética (Valastro et al., 

2016). S1 expresa la mayoría de los determinantes de inmunogenicidad por lo que juega un rol 

importante como blanco de anticuerpos neutralizantes (Cavanagh et al., 1988; Jackwood & de 

Wit, 2020; Jia et al., 1996; Niesters et al., 1987). Variaciones en su secuencia no solo están 

relacionados a cambios antigénicos sino también a diferencias en virulencia y tropismo 

(Belouzard et al., 2012; Binns et al., 1986; Cavanagh et al., 1992; Li et al., 2005). 

El análisis de secuencia de S1 indica que las variantes argentinas de campo difieren en más del 

10% con las secuencias de las vacunas autorizadas en el país (serotipos Massachusetts y 

793/B). Una diferencia de tal magnitud suele relacionarse a falta de identidad antigénica 

(Jackwood & de Wit, 2020). Siendo así, los brotes locales de BI podrían ser consecuencia del 

escape del virus de desafío a la protección conferida por las vacunas. Sin embargo, esa 

asociación entre distancia genética y diferencia antigénica no es tan lineal y requiere de una 

prueba empírica que la valide. Ello ayudaría a establecer si la aparición de los brotes de BI en 

planteles vacunados es ciertamente debida a diferencias antigénicas entre las cepas de campo 

y las cepas vacunales o bien a otros motivos (ej.; fallas en el procedimiento de la vacunación, 

inmunosupresión, etc.).  

Caracterización antigénica 

Por lo expuesto, en esta tesis se propuso realizar la caracterización antigénica de las variantes 

regionales, estableciendo su relación con las vacunas comerciales. Una primera caracterización 

antigénica fue realizada mediante ensayos de VNC en EP. De ese modo, se estableció que la 

cepa de campo A13 (usada como representante del linaje GI-16) no está relacionada 

antigénicamente a las vacunas Ma5 (serotipo Massachusetts) y CR88 (serotipo 793/B), 

caracterizadas como genotipos GI-1 y GI-13 respectivamente por Valastro y colaboradores 



DISCUSIÓN 

115 
 

(Valastro et al., 2016). De hecho, las distancias antigénicas calculadas como valor r (Archetti & 

Horsfall, 1950) mostraron porcentajes de similitud antigénica muy bajos entre A13 y Ma5 (3,32 

%) y entre A13 y CR88 (9,99 %). Este resultado es relevante ya que indica que la principal cepa 

de campo en Argentina y las vacunas empleadas para controlarla no solo son genotipos y linajes 

diferentes, sino que pertenecen a serotipos distintos. En un estudio similar, pero llevado a cabo 

con aislamientos chilenos, también se determinó una diferencia antigénica entre variantes del 

linaje GI-16 y los serotipos Massachusetts y 793B, aunque la distancia entre serotipos fue menor 

a las observadas aquí (Guzmán et al., 2019). En dicho trabajo el valor r calculado entre 2 

aislamientos pertenecientes a GI-16 y una vacuna de serotipo Massachusetts (en el trabajo no 

se indica la cepa) resultó del orden del 41 y 42 %. La similitud antigénica fue ligeramente menor 

(33 y 34%) cuando se compararon dichos aislamientos con la cepa 4/91 (serotipo 793/B). Si bien, 

los valores de r mencionados (por debajo de 50%) indican falta de identidad antigénica entre los 

aislamientos chilenos y las vacunas, los valores reportados son considerablemente mayores que 

los determinados en este trabajo. Una probable explicación para esta discordancia puede ser 

que la misma sea debida a pequeñas diferencias en la secuencia de S1 de los aislamientos 

chilenos y la cepa A13 argentina (de Wit et al., 2017).   

Por otro lado, también logramos implementar un sistema de VNC alternativo (más económico y 

menos laborioso) al uso de EP. El primer paso fue adecuar un modelo de infección en cultivo de 

células conveniente para los ensayos de VNC. Para hacerlo fue necesario contar tanto con un 

cultivo de células apropiado como con cepas de los diferentes serotipos adaptadas a ese cultivo. 

El cultivo de células elegido fue el de riñón de embrión de pollo (ChEK), debido a que reportes 

previos indicaban que la adaptación al mismo presentaba mayor facilidad y rapidez (Chomiak et 

al., 1958; Cowen & Hitchner, 1975; Lukert, 1966). Al mismo tiempo se seleccionaron pasajes de 

las diferentes cepas de referencia de IBV para realizar el proceso de adaptación a ChEK, que 

consistió fundamentalmente en la realización de pasajes ciegos hasta la aparición de EC. Cada 

cepa requirió un número variable de pasajes para la adaptación que se verificó por la aparición 

de EC. Los aislamientos CHu8p10 (10 pasajes previos en EP), y A13p63 (63 pasajes previos en 

EP) mostraron diferentes grados de EC desde el primer pasaje en ChEK. Mientras que CR88p3 

y Ma5p3 (ambos con 3 pasajes previos en EP), mostraron EC a partir del segundo y quinto 

pasaje, respectivamente.  

De este modo, los aislamientos que tenían un mayor número de pasajes en EP (CHu8p10 y 

A13p63) fueron los que se adaptaron más fácilmente al cultivo primario. Esto probablemente se 

deba a que el embrión de pollo aporta un ambiente rico en células indiferenciadas con una baja 
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(o inexistente) respuesta inmune. Este ambiente, prácticamente sin presión de selección, 

favorece la diversificación de las poblaciones virales inoculadas. incrementando las chances de 

adaptación posterior al cultivo celular (Estola, 1966; Gillette, 1973; Oade et al., 2019). 

En tal sentido resulta interesante que al comparar las secuencias de aminoácidos de S1 de las 

cepas, antes y después de ser adaptadas a ChEK, se observan cambios que pueden estar 

asociados al proceso de adaptación. Es así como A13p63 y CHu8p10, que no requirieron más 

que un pasaje para inducir EC en ChEK, tuvieron en S1 solo 3 y 5 cambios de aminoácidos, 

respectivamente. Mientras que la cepa Ma5p3, que requirió el mayor número de pasajes para su 

adaptación, mostró también el mayor número de cambios de aminoácidos en S1 (16 en total). 

Sin embargo, la adaptación de CR88p3 a ChEK fue atípica, ya que a pesar de tener pocos 

pasajes en EP (solo 3) requirió no más de dos pasajes ciegos para exhibir EC (con solo 1 cambio 

de aminoácidos en S1). Una probable explicación a este “comportamiento” atípico podría ser 

debido a que la cepa CR88 usada en este trabajo fue obtenida directamente de una vacuna 

comercial, de la que desconocemos su historia de pasajes en EP previo a la comercialización. 

Entonces no sería inapropiado suponer que la rápida adaptación a ChEK pudo haber sido 

facilitada a un elevado número de pasajes en EP en la planta elaboradora.  

Con todas las cepas de referencia adaptadas a ChEK fue posible llevar a cabo el ensayo de VNC 

entre todas ellas. Los resultados obtenidos corroboraron lo observado previamente en EP. Esto 

es, se verificó la falta de identidad antigénica entre A13 y las cepas vacunales Ma5 y CR88, 

discutido previamente. Pero también se corroboró la diferencia antigénica entre las cepas de 

campo CHu8 (GI-11) y A13 (GI-16), que fuera reportado en un trabajo anterior (Marandino, 2018). 

De este modo, los resultados de la VNC obtenidos en ChEK sirven de confirmación para lo 

observado en los ensayos en EP. Ambas pruebas han servido para determinar que todas las 

cepas (de campo y vacunas) presentes en el país no solo pertenecen a linajes genéticos 

diferentes, sino que también son serotipos distintos. Recíprocamente, la coincidencia de 

resultados sirve de validación para la técnica en cultivo de tejidos, la cual será empleada en 

futuros estudios del laboratorio de enfermedades virales de las aves.  

La relevancia de este resultado se aprecia mejor a la hora de evaluar la eficacia de los planes de 

vacunación como se explicará posteriormente.  

Está claro que la forma apropiada de prevención de IBV es mediante el uso de una vacuna de 

un serotipo homólogo al de la cepa de campo (Jackwood & de Wit, 2020; Jordan, 2017). Sin 
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embargo, debido a la elevada variabilidad de IBV hay un número significativo de variantes 

genéticas (con diferencias antigénicas) en todo el mundo para las que no siempre se cuenta con 

vacunas comerciales que sean homólogas (Jackwood, 2012; Jackwood & de Wit, 2020).  

Para resolver este obstáculo se ha propuesto que la inmunización de los planteles se realice 

combinando dos serotipos diferentes, ya que mediante ese procedimiento se logra incrementar 

significativamente el espectro antigénico de cobertura otorgando “protección” contra un serotipo 

heterólogo (Cook et al., 1999). De hecho, en nuestro país en el año 2013 se hizo uso de esta 

estrategia para contener un brote de BI. En esa oportunidad se autorizó el ingreso de vacunas 

del serotipo 793/B (serotipo inédito en nuestro país) para ser usada en combinación con vacunas 

de serotipo Massachusetts. Con esta estrategia se logró controlar inicialmente el problema, al 

menos se logró disminuir la mortalidad provocada por IBV en los primeros años. Sin embargo, 

con el paso del tiempo la frecuencia de detección de virus de campo perteneciente al linaje GI-

16 en casos de Bronquitis Infecciosa ocurridos en planteles vacunados con la combinación 

Massachusetts + 793/B se ha incrementado en forma notable (dato no publicado de nuestro 

laboratorio). Ello está vinculado con la indicación de que la estrategia basada en “protectotipos” 

no es universal y que deberían realizarse pruebas de eficiencia para cada variante heteróloga 

antes de autorizar cepas no presentes en la región para ser usadas como vacunas (de Wit et al., 

2017). Este tipo de ensayos se llevaron a cabo en nuestro país (posteriormente al ingreso de la 

nueva cepa vacunal), demostrándose que la combinación Massachusetts + 793/B no inhibe la 

replicación del virus GI-16 usado como desafío (Geréz et al., 2021). En otras palabras, el virus 

de campo puede replicar en animales vacunados lo que promueve la aparición de variantes de 

escape (Toro et al., 2012). Sumado a lo anterior, en Argentina desde el año 2013 prácticamente 

todos los brotes de BI se encuentran asociados a variantes del linaje GI-16 (a pesar del uso de 

las vacunas combinadas).  

Estos hallazgos indican que sería oportuno contar con una vacuna del linaje GI-16, y que lo más 

pertinente sería obtenerla a partir de una cepa atenuada de un aislamiento de campo de dicho 

linaje. Para ello seleccionamos la cepa A13 que fue originalmente aislada de un caso de campo 

en el año 2013 y la sometimos a pasajes en serie en EPs SPF con el propósito de atenuarla.  

Adaptación a diferentes soportes biológicos. 

El fundamento de este procedimiento es que tal como se ha indicado, las poblaciones de virus 

altamente variables (como es el caso de IBV) están constituidas por subpoblaciones presentes 

en diferentes proporciones (Eigen, 1993; Eigen, 1996; Enjuanes et al., 2007; Lai & Cavanagh, 
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1997; Toro et al., 2012). Esas subpoblaciones se reconocen por diferencias más o menos 

significativas en la secuencia de nucleótidos que pueden ser portadoras de atributos relacionados 

a la patogénesis viral (p. ej.: vinculados a tropismo, virulencia y/o antigenicidad). La subpoblación 

(o subpoblaciones) predominante es la más influyente en el otorgamiento del fitness (adaptación) 

a determinado hospedador (o soporte biológico en el cual el virus replica) (Van Santen & Toro, 

2008; Elena et al., 2009; Toro et al., 2012). Por consiguiente, el proceso de adaptación desde un 

hospedador (o soporte biológico) a otro está vinculado a cambios en la proporción (espectro) en 

que una subpoblación contribuye a la conformación de la población viral (Domingo & Gomez, 

2007). Esto sugiere que es posible manipular (seleccionar) atributos tales como 

atenuación/virulencia viral (o tropismo) forzando la adaptación del virus a un soporte biológico 

determinado y esa adaptación puede ser asociada a un cambio genético. Tal procedimiento ha 

sido muy utilizado en la elaboración de las primeras vacunas, y a pesar del paso del tiempo y el 

desarrollo y aplicación de tecnologías novedosas en la obtención de vacunas de nueva 

generación, en la actualidad se encuentra plenamente vigente ya que todas las vacunas 

atenuadas usadas para el control de BI han sido obtenidas de este modo. 

Durante el proceso de atenuación de la cepa A13 se observaron dos eventos que han sido 

identificados como evidencia de adaptación del virus a EP. Por un lado, se notó ya en los 

primeros pasajes un incremento en la severidad de las lesiones en los embriones inoculados 

(hemorragias, malformaciones y mortalidad más temprana), y por el otro, un incremento 

significativo de los títulos virales. Como ejemplo de esto último los títulos virales de los pasajes 

A13p63 y A13p50 (107,375 y 109,624 DIE50/ml), fueron 3 a 5 logaritmos más elevados que el 

aislamiento adaptado a hospedador natural (104,21 DIE50/ml). 

Los pasajes en EP se extendieron hasta el número 63, momento en que se consideró oportuno 

realizar las pruebas necesarias para validar la condición de candidato vacunal de la cepa A13 

atenuada.  

En simultaneo a la técnica de atenuación, se realizaron pasajes en serie de A13 en pollos de 2 

a 5 semanas de edad. Este procedimiento fue llevado a cabo con la finalidad de incrementar la 

patogenicidad de la cepa en hospedador natural y de ese modo contar con un inóculo adecuado 

para emplearlo como virus de desafío en pruebas de eficiencia de vacunas (Sutton & Subbarao, 

2015). Asimismo, estos pasajes nos han permitido tener insumo para estudiar cambios genéticos 

asociados a la adaptación al hospedador.  
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Las inoculaciones para estos pasajes se realizaron por vía intratraqueal y las muestras para el 

siguiente pasaje se obtuvo del tejido renal. El propósito fue el de asegurar la infección 

introduciendo el inóculo directamente en el tracto respiratorio profundo (como se indica en los 

protocolos de infección) y para intentar “forzar” el tropismo renal de la cepa (Domingo et al., 

2008). Además, se emplearon dos estrategias diferentes, se inocularon animales con y sin un 

tratamiento previo con dexametasona. El objetivo fue probar si el pasaje en animales 

inmunodeprimidos (tratamiento con dexametasona) tenía alguna consecuencia en la 

patogenicidad del inóculo. También para probar si la respuesta inmune puede ser un elemento 

para considerar como factor de selección de la cepa en el proceso de evolución viral (Novella et 

al., 2005). Lamentablemente, los pasajes de A13 en animales con y sin tratamiento 

inmunodepresor no ha mostrado en este trabajo ningún resultado concluyente. Al menos en los 

primeros 11 pasajes en hospedador natural no se observó que el tratamiento previo con 

dexametasona proporcione una ventaja replicativa al virus, por lo que se descartó la hipótesis y 

se continuó hasta obtener 20 pasajes (sin tratamiento previo) para incrementar la patogenicidad 

de la cepa. 

Análisis de secuencia 

Con el material obtenido de los pasajes en diferentes soportes biológicos (embriones, cultivo 

celular y pollos) se llevó a cabo un estudio de evolución viral. Fundamentalmente se analizaron 

los cambios genéticos asociados a cada uno de los procedimientos de adaptación. Una gran 

parte de los cambios nucleotídicos (50-75 %), tanto sinónimos como no sinónimos, observados 

en la región que codifica a S1, resultaron ser transitorios, es decir que revierten en el siguiente 

pasaje. Esto se debe a que son resultado de la selección de subpoblaciones con mutaciones que 

resultan en la incorporación de aminoácidos que interaccionan en forma negativa con el resto de 

los aminoácidos codificados por el genoma o simplemente son cambios “neutros” que no otorgan 

una verdadera ventaja adaptativa y por tanto pueden dejar de estar presentes en un pasaje 

posterior (Marandino, 2018). De todos modos, el 20-66 % de los cambios no sinónimos 

observados fueron estables (una vez que se produjeron estuvieron presentes hasta el final del 

experimento). Interesantemente algunos de esos cambios fueron detectados en las regiones 

hipervariables de (HVR) de S1. Estas regiones codifican áreas de S1 que son críticas para la 

patogénesis viral, ya que allí residen los dominios de unión al receptor (RBD) y los determinantes 

antigénicos (Belouzard et al., 2012; Li et al., 2005; Cavanagh et. al, 1988; Moore et al., 1997).   
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En la región HVRI se detectaron cambios relacionados solo con la adaptación al cultivo celular. 

Se encontró un cambio en la posición P38L en la adaptación de la cepa CR88, mientras que en 

la cepa Ma5 se encontraron cambios en las posiciones N38D y N51D. El dominio HVRI contiene 

el RBD que determina la interacción entre el virus y la célula hospedadora (Promkuntod et al., 

2014, Rohaim et al., 2020), por lo cual es posible que estos cambios favorezcan el tropismo por 

ChEK. 

Una mayor cantidad de cambios se hallaron en HVRII, estos cambios incluyeron la posición 95 

en los pasajes de A13, en EP y en hospedador natural. Esta posición ha sido descripta 

anteriormente como un determinante de predilección al hospedador (Callison et al., 2001; 

Cavanagh et al., 2005). Los autores sugieren que una Serina, en esa posición, favorece la 

replicación en hospedador natural (Cavanagh et al., 2005), esto concuerda con nuestro análisis, 

en donde la mayoría de los pasajes en EP cuentan con una Arginina (R), mientras que los pasajes 

en hospedador natural poseen una Serina (S). 

Además, en HVRII se encontraron cambios en: i) posición 117, adaptación de CHu8 a EP 

(S117R), ii) posición 118, adaptación de Ma5 a ChEK, (G118D) y iii) 130, adaptación de A13 a 

ChEK, (S130N) y a hospedador natural (S130R) y adaptación de Ma5 a ChEK, (F130S). Estas 

posiciones fueron antes descriptas en ensayos de adaptación de una cepa de 3 pasajes en EP 

a cultivo primario de riñón y células vero (Yamada et.al 2009; Fang et al., 2005). Sin embargo, 

los cambios contrastan con los encontrados en nuestros pasajes, ya que en estos estudios se 

reportan Y117H, D118G y F130L. Abdel-Monein et al. (2006) estudiaron las diferencias entre la 

cepa Egypt/F/03, procedente de un aislamiento nefropatogeno, y la cepa H120 (vacuna). En la 

posición 130, la cepa H120 contiene una serina, mientras que Egypt/F/03 posee una fenilalanina. 

En este caso, se observó que los pasajes de adaptación a células en Ma5 presentaban el mismo 

cambio (F130S). Sin embargo, el trabajo de Gallardo et al. (2016) en la misma posición, después 

de 15 pasajes de adaptación a embriones de pollo, muestra una sustitución de un aminoácido 

polar por uno no polar (Q130P). Por lo tanto, este cambio puede estar más relacionado con el 

tropismo celular que con la atenuación. 

Otros cambios estables en HVRII fueron detectados en la cepa A13 en EP (A119D y S132F) y 

en hospedador natural (A100V). Los cambios en esta región también le deben su importancia, a 

que la misma (incluyendo a los aminoácidos en la posición 99 a 159) ha sido relacionada a la 

afinidad por receptores renales (Bouwman et al. 2020). 
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En HVRIII, se encontraron 3 cambios en: i) posición 315, en la adaptación de CHu8 a ChEK 

(S315L), ii) posición 318, en la adaptación de A13 en EP (R318S) y iii) posición 376, en la 

adaptación de Ma5 a ChEK (E376G). De todas ellas, la posición 315 fue descripta anteriormente 

en un estudio de polimorfismo entre vacunas comerciales atenuadas de la cepa QX (linaje GI-

19) (Jung et al., 2022). En aquel trabajo, 2 de las variantes atenuadas presentaron el aminoácido 

cisteína en 315, mientras que la tercera presentó una serina, del mismo modo que la A13 

adaptada a EP de nuestro trabajo.  

La gran mayoría de los cambios encontrados en las regiones HVR (13/15) implicaron la 

sustitución de un aminoácido por otro de propiedades distintas, lo que podría resultar en una 

alteración estructural en un sitio de alta importancia funcional. Sin embargo, no contamos con 

evidencia suficiente que nos permita afirmar que ello haya acontecido en algunos de los pasajes 

estudiados aquí.   

Los determinantes antigénicos, son de alta importancia debido a la inmunogenicidad, mientras 

que los RBD son importantes para la determinación del tropismo. En otras especies de 

coronavirus se ha demostrado que se requiere pocas sustituciones de aminoácidos en el RBD 

de la S1 para que exista un cambio en el tropismo (Belouzard et al., 2012; Li et al., 2005). Lo 

mismo fue descripto por Bickerton y colaboradores en la subunidad S2, donde tan solo 3 cambios 

de aminoácidos permitieron que IBV se adaptara a cultivo en células VERO (Bickerton et al., 

2018). Los residuos que permitieron esos cambios (R688, K690, y L693) no se encuentran 

relacionados a los cambios encontrados en la adaptación de nuestras cepas a ChEK. Sin 

embargo, en nuestras secuencias se hallaron otros 2 cambios de aminoácidos en S2 en la cepa 

A13 (V518E y L582F) y en la cepa CHu8 (N647Y y Q829R). La dilucidación de la importancia de 

estos cambios en la adaptación al cultivo de células requeriría mayor investigación futura.  

El análisis del genoma completo de los pasajes en EP y en ChEK reveló la presencia de cambios 

de nucleótidos en todo el genoma. Algunos de esos cambios fueron sinónimos (20 y 33,3% para 

A13 y CHu8, respectivamente), aunque la mayoría resultaron ser no sinónimos (80 y 66,7% para 

A13 y CHu8, respectivamente). Estos cambios se encontraron fundamentalmente en los marcos 

de lectura (ORF) de 1a y de S. En el caso de A13, el 46% de los cambios de nucleótidos se 

localizó en el ORF1a y el 33% en el ORF S; mientras que en CHu8, el 47% se encontró en el 

ORF1a y el 30% en el ORF S. Estos hallazgos son consistentes con otros estudios de variabilidad 

viral que también encontraron que la mayoría de los cambios se ubican en estos ORF 

(Ammayappan et al., 2008; Feng et al., 2015; Marandino, 2018). 
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El ORF1a es un gen crítico para la infección de IBV, cambios de aminoácidos producidos en este 

segmento pueden tener importantes implicancias en su virulencia y patogenicidad (Cavanagh, 

2007; Zhao et al., 2020). En el análisis de las secuencias de aminoácidos de este trabajo se 

encontró en este segmento el 45,9% y el 40% de los cambios para A13 y CHu8, respectivamente.  

La región codificante de nsp3 del ORF1a ha sido descrito por varios autores como uno de los 

segmentos donde ocurren los cambios de la atenuación (Ammayappan et al., 2008; Phillips et 

al., 2012). La proteína nsp3 ha demostrado tener un efecto inmunomodulador que facilita la 

evasión de la respuesta inmune del hospedador (Peng et al., 2022; Sun et al., 2022), además de 

jugar un rol critico en la replicación viral, tener un rol en la interacción proteína-proteína y ser un 

sitio blanco potencial para el desarrollo de drogas antivirales (Peng et al., 2022; Philips et al., 

2012; Neuman et al., 2008). Philips y colaboradores estudiaron los cambios de aminoácidos de 

nsp3 entre cepas patógenas y atenuadas de 3 tipos distintos de IBV y encontraron que el 34,75 

a 43,66% de los cambios se situaban en la secuencia codificante de esta proteína (Phillips et al., 

2012). En este trabajo, el 24 y 25% de los cambios de aminoácidos se situaron en esta posición 

para A13 y CHu8 respectivamente. La mayoría de estos cambios corresponden a las cepas 

adaptadas a embrión de pollo (atenuadas), donde se encontraron 7 cambios en este segmento 

en A13 (P748L, T852I, V290I, A946V, G1623S, D2187G) y 4 en CHu8 (E788D, T852I, E945D, 

T1408I). Las cepas adaptas a cultivo celular solo mostraron 2 cambios en A13 (S892F, S1829R) 

y 1 en CHu8 (T1675). Los cambios en este segmento genómico sugieren atenuación, sin 

embargo, es importante recalcar que la mayoría de estos cambios fueron inestables, a excepción 

de P748L en A13 y E788D, T852I en CHu8, por lo que no es posible afirmarlo con certeza.   

Además, se encontraron cambios de aminoácidos en menor proporción en el ORF1b (10,8% en 

A13 y 15% en CHu8), en M (5,4% en A13) y en N (5,4% en A13 y 10% en CHu8). Si bien estos 

genes no han sido relacionados a la atenuación, se conoce que la proteína N es un inductor 

mayor de inmunogenicidad, pudiendo influenciar la respuesta inmune humoral y celular del 

hospedador (Cavanagh, 2007; de Wit et al., 2011). 

El hallazgo más importante de este análisis está relacionado a la ausencia del ORF6 en el 

genoma de A13. Esta condición (la falta de ORF6b) parece ser una característica de otros otras 

cepas de GI-16 regionales (Marandino et al., 2017). Si bien se desconoce la función específica 

de este gen en IBV, se sabe que su homólogo en SARS-II posee una acción bloqueando la 

respuesta antiviral, al impedir la expresión de genes activados por STAT1 en respuesta a la señal 

de interferón (Frieman et al., 2007). 
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A pesar de los cambios nucleotídicos registrados en las secuencias de nucleótidos de los pasajes 

en diferentes hospedadores, no hemos logrado en esta tesis asociar esos cambios a 

modificaciones en el fenotipo viral (virulencia o tropismo). Probablemente, lograr ese tipo de 

conocimiento requerirán un mayor trabajo de investigación empleando fundamentalmente 

técnicas de genética reversa y pruebas in vivo más extensas.   

Modelo de infección 

Con la cepa A13 adaptada a hospedador natural (pasaje K16), se realizó la puesta a punto del 

modelo de infección, estableciendo no solo las variables a evaluar sino también los tiempos de 

toma de muestra más convenientes para caracterizar la infección.   

Con el objetivo de seleccionar el inóculo para implementar el modelo de infección, en primera 

instancia se llevó a cabo un estudio preliminar de patogenicidad en animales con el aislamiento 

KD11 (11 pasajes en hospedador natural con tratamiento inmunodepresor) y K13 (13 pasajes en 

hospedador natural sin tratamiento previo). En ambos casos se observaron signos clínicos leves 

(estornudos y depresión) y en las necropsias, lesiones ocasionales en tracto respiratorio y renal. 

El tratamiento inmunodepresor no representó una ventaja para la virulencia del inóculo y al ser 

las lesiones renales leves y ocasionales, se planteó seguir con los pasajes sin tratamiento 

inmunodepresor previo para obtener un aislamiento más adaptado al riñón.  

Desafortunadamente, alcanzamos el pasaje 20 en hospedador natural sin que la cepa exhiba el 

grado de patogenicidad necesario para provocar signos clínicos y lesiones macroscópicas que 

no dejen dudas respecto a la infección y de ese modo emplearlos para estimar grado de 

“protección” en un ensayo de eficiencia de vacunas. Esta dificultad en obtener un inóculo que 

genere signos clínicos y lesiones cuya severidad permitan ser de alguna forma cuantificadas 

(mediante un sistema de escores) no es una situación infrecuente en IBV (de Wit et al., 2014). 

No obstante, si se observó que las lesiones microscópicas en tráquea (sobre todo la ciliostasis) 

fueron consistentes en todos los animales infectados. Sumado a ello, la detección molecular del 

virus en tráquea y riñón representan variables cuantificables confiables para categorizar el 

desafío viral (Jackwood et al., 2015). Por tal motivo se trabajó en la normalización de un test de 

evaluación de la ciliostasis y en el desarrollo de un sistema de cuantificación viral mediante el 

uso de una técnica de RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR). El desarrollo y puesta a punto de la 

RT-qPCR requirió en primera instancia de la selección de primers adecuados y posteriormente 

la prueba de los mismos para determinar concentración de uso y temperatura de hibridación 
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optimas. El resultado fue una técnica muy sensible (límite de detección de 102 moléculas), sin 

reactividad en muestras negativas (específica) y cuya evaluación de la curva estándar fue 

cercana al ideal (un índice R2 de 0,992 y una eficiencia de 86%).  

Esta técnica fue determinante para la elección del inóculo a emplear en el modelo de infección. 

Ello se debió a que al no haber obtenido (luego de 20 pasajes en hospedador natural) un inóculo 

que fuera capaz de generar manifestaciones clínicas (o lesiones macroscópicas) consistentes e 

inequívocas de infección se hizo uso de la cuantificación viral como elemento de valoración. De 

ese modo, se eligió el pasaje con la carga viral más elevada post-infección. El pasaje elegido fue 

el K16.  

El ensayo de optimización del modelo de infección se realizó con pollos SPF que fueron 

inoculados (vía intra-traqueal) a los 21 días de edad. Cada 5 días, a partir del día 5 hasta el 20 

pi se realizó la eutanasia y necropsia de 5 animales y se tomaron muestras para evaluación de: 

i) ciliostasis; ii) lesiones microscópicas (tráquea y riñón); ii) detección de material genético de IBV 

(tráquea, riñón y tonsila cecal) y iv) anticuerpos séricos. Entre las 24 y 72 hpi se observó en este 

nuevo ensayo (usando K16) la aparición de signos clínicos (estornudos y depresión del sensorio) 

leves y transitorios que no pudieron ser cuantificados en el grupo inoculado. En la necropsia se 

observaron lesiones en algunos animales, fundamentalmente en tracto respiratorio 

(engrosamiento con presencia de exudado en los sacos aéreos) y renal (tumefacción y “palidez” 

de los riñones) entre los días 10 y 20 pi. Tampoco hubo consistencia en estos hallazgos, algo 

que ya se había observado (con un número menor de animales y en un periodo de evaluación 

más reducido) en los pasajes en serie. De modo que el uso de las lesiones como una variable 

de evaluación de la infección fue descartado ya que ello requeriría incrementar el número de 

animales y además se debería elaborar (y probar) un sistema cuantificable. En oposición, tanto 

la evaluación de la ciliostasis como la detección de material genético viral mostraron ser robustas, 

observándose el pico de ciliostasis (menor movimiento ciliar) coincidiendo con el pico de 

detección viral en tráquea al día 5 pi. Esto concuerda con trabajos previos que indican la 

presencia de IBV en tráquea a partir de las 21 hpi y la ausencia de movimiento ciliar hasta los 7-

8 dpi (Hoerr, 2021; Jackwood & de Wit, 2020). Por otro lado, la detección de material genético 

en riñón solo fue observada en los días 5 y 10 pi, ya que en las muestras tomadas los días 15 y 

20 pi fueron negativas. De todos modos, en los ensayos de pasajes por hospedador natural, se 

observó un 100% de las muestras positivas a los 7 dpi, por lo que se seleccionó este tiempo 

(intermedio entre 5 y 10 dpi) para evaluar la presencia de material genético viral en riñón en los 

ensayos de eficiencia.  La respuesta de anticuerpos (medido mediante el ELISA) indicó que todos 
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los animales inoculados fueron positivos ya desde el día 10 pi. Este ensayo de infección resultó 

clave, ya que nos permitió no solo establecer las variables adecuadas a evaluar sino también 

identificar los tiempos óptimos para tomar las muestras.  

Así, se estableció que la cuantificación de la carga viral se realice a los 5 y 7 dpi, en tráquea y 

riñón respectivamente; y que la prueba de ciliostasis sea a los 5 dpi. Ambas determinaciones 

tienen un valor extra ya que suelen ser requeridas en los ensayos de eficacia solicitados para la 

autorización de vacunas en diferentes países (C.F.R, 2021; Pharmacopoeia, 2013). 

A los fines de este trabajo, la puesta a punto del modelo de infección fue el requisito para poder 

evaluar la eficiencia como vacuna del aislamiento atenuado de la cepa A13 (GI-16), 

comparándolo con las vacunas autorizadas. 

Prueba de A13 como vacuna 

El siguiente paso fue evaluar a la cepa A13 como candidato vacunal. Se evaluó la inocuidad, la 

inmunogenicidad, la seguridad y por último la capacidad de protección ante un desafío viral. Esto 

último comparado con otras vacunas (prueba de eficiencia).  

Para evaluar la inocuidad se inocularon pollitos SPF de 1 día de vida. En primer término, se probó 

el pasaje 63 de A13 (A13p63). Se utilizó la dosis más elevada posible (107,375 DIE50/ml) con el 

objeto de generar las condiciones más favorables para el desarrollo de reacciones post-

vacunales (a mayor título de virus inoculado, mayor reacción post-vacunal). Se evaluó también 

la presencia de virus en tráquea, riñón y tonsilas cecales a los 7, 14, 21 y 28 dpi, observándose 

muy baja replicación viral del inóculo ya que solo a los 7 dpi, 2 animales de 5 evidenciaron la 

presencia del virus en la tráquea (el resto de los tejidos evaluados en el resto de los tiempos 

muestreados resultaron negativos). Por otro lado, la evaluación de anticuerpos mostro pobre 

inmunogenicidad de este pasaje ya que en ninguno de los tiempos evaluados se logró el 100 % 

de animales positivos por el ELISA. Esta baja replicación viral y baja inmunogenicidad puede ser 

debida a un excesivo proceso de atenuación y excluyen a A13p63 como candidato vacunal. 

Hallazgos similares han sido reportados con diferentes aislamientos de IBV que, como 

consecuencia de un número desmedido de pasajes en EP, disminuyeron la capacidad replicativa, 

la inmunogenicidad y el grado de protección (Feng et al., 2015; Geilhausen et al., 1973; Liu et 

al., 2009). 
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Por ello, se descartó el pasaje 63 y se decidió evaluar un pasaje más bajo de A13 como candidato 

vacunal. El elegido fue el pasaje 50 de A13. En la prueba de inocuidad (al igual que lo realizado 

con A13p63) se inocularon pollitos de un día con una dosis elevada (109,624 DIE50/ml) sin que se 

hayan observado signos clínicos ni lesiones de ningún tipo en los animales durante el periodo de 

evaluación (hasta el día 28 pi). Sin embargo, a diferencia de A13p63, el pasaje 50 de A13 fue 

capaz de replicar en los distintos tejidos, y generar anticuerpos detectables, convirtiéndose en el 

pasaje de A13 seleccionado para las siguientes pruebas.  

Para probar la inmunogenicidad de la cepa se inocularon pollos de 1 día de edad con una dosis 

de 104 DIE50/pollo (105 DIE50/ml). En ese ensayo se tomaron muestras de sangre y tráquea a los 

7, 14, 21 y 28 dpi. La detección de virus en tejido traqueal se extendió hasta el día 21 pi (cuando 

4 de 5 pollos fueron positivos). A los 28 dpi las tráqueas de todos los pollos resultaron negativas 

a IBV (por RT-PCR). Por otro lado, la prueba de ELISA reveló una óptima respuesta inmune 

humoral ya que desde los 7 dpi hubo pollos (2 de 5) positivos por ELISA, y desde los 21 dpi todos 

los pollos evaluados mostraron buenos niveles de anticuerpos en sangre. De este modo, A13p50 

resultó ser un inóculo que puede ser administrado a pollos de 1 día de edad, replica en los tejidos 

de los animales sin generar daño (inocuo) pero generando una buena respuesta inmune humoral 

(inmunogénico). 

Dado el rol de la inmunidad de las mucosas en la prevención de BI, se diseñó un experimento 

para detectar inmunoglobulinas en tracto respiratorio (Lamm, 1997; Cook et al., Otsuki, 1992; 

Thompson et al., 1997). Con ese fin adaptamos una técnica de lavaje traqueobronquial (LTB) 

para emplearla en pollos y luego detectar en dicho lavado la presencia de inmunoglobulinas 

mediante ELISA. El experimento consistió en la inoculación de pollos SPF de 2 semanas de vida 

con 105 DIE50/ml del candidato vacunal A13p50. Los LTBs y las muestras de sangre se tomaron 

los días 7, 14, 21, y 28 pi. Los resultados del ELISA mostraron cierta correlación (no estadística) 

entre las muestras de suero y los LTBs. A partir de los 14 dpi todos los animales presentaron 

anticuerpos anti-IBV, aunque los ELISAs de las muestras LTBs presentaron una absorbancia 

menor. De todos modos, logramos mediante este procedimiento confirmar que A13p50 no solo 

induce la producción de anticuerpos en sangre, sino también en la mucosa del tracto respiratorio.  

Asimismo, se probó la estabilidad del inóculo con un ensayo de infección por contacto natural 

para evaluar potenciales eventos de reversión de la virulencia. Una característica de las vacunas 

atenuadas por pasajes en serie es que la atenuación se produce por cambios en la secuencia 

nucleotídica del genoma en determinantes de virulencia (que no son del todo conocidos). Esos 
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cambios pueden revertir más o menos rápidamente cuando se llevan a cabo pasajes (back 

passages) en el hospedador natural (Hanley, 2011; Yadav et al., 2014). Para evaluar la 

estabilidad de A13p50 se realizaron 4 pasajes en pollos (infección por contacto natural). En cada 

pasaje se evaluó la aparición de signos clínicos y también se detectó, amplifico y analizó la región 

de S1.  El análisis se hizo comparando la secuencia de S1 de estos aislamientos con la secuencia 

del pasaje A13p50. No hubo manifestaciones clínicas que pudieran indicar incremento de la 

patogenicidad de la cepa ni se encontraron diferencias en la secuencia de nucleótidos, lo que 

sugiere que el inóculo es estable. 

Por otro lado, también se evaluó el grado de ciliostasis generado por las vacunas CR88, y Ma5, 

y el candidato vacunal A13. Los resultados indicaron que a diferencia de A13 y Ma5, la vacuna 

CR88 genera un grado significativamente superior de ciliostasis que el control negativo (p = 

0,00047). Además, el grupo de animales inoculados con la cepa Ma5 presentó valores de 

ciliostasis comparables con CR88 (p = 0,44). Esto demuestra que las cepas vacunales Ma5, y 

por sobre todo CR88 conservan cierta virulencia residual, a pesar de estar atenuadas. Esto es 

importante, ya que la reducción o falta de la actividad ciliar provoca mayor susceptibilidad a la 

infección con patógenos secundarios (Jackwood & de Wit, 2020; Jackwood et al., 2015). No 

obstante, hay trabajos que sugieren que la inflamación que se desarrolla en el tejido traqueal 

luego de la vacunación con IBV es inevitable e inclusive que la misma puede ser beneficiosa 

para el desarrollo de la respuesta inmune local (Jackwood et al., 2003). Esto representa un dilema 

ya que no puede haber inflamación en la mucosa y submucosa traqueal, que favorece la 

respuesta inmune, sin ciliostasis, la cual aumenta la susceptibilidad a la invasión de patógenos 

oportunistas. De todos modos, la evidencia aportada por este trabajo indica que A13p50 induce 

una mínima ciliostasis (menor que la generada por las cepas Ma5 y CR88), pero con una 

respuesta inmune (determinada por la presencia de anticuerpos específicos) similar a la medida 

en los animales inmunizados con las otras cepas.  

Prueba de eficiencia 

Por último, se llevó a cabo la prueba de eficiencia de vacunas con desafío. En la misma se 

comparó la capacidad de los animales inoculados con vacunas de IBV de diferentes serotipos de 

responder al desafío viral. Para ello se usaron 80 pollitos SPF que fueron organizados en 4 

grupos. Al tercer día de edad uno de los grupos recibió la vacuna CR88, otro grupo la Ma5 y un 

tercer grupo fue inoculado con A13p50. La dosis administrada fue similar para todos los 

tratamientos (105 DIE50/pollo). Un cuarto grupo recibió PBS por la misma vía que los vacunados. 
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La mitad de los animales en cada uno de los grupos fue desafiada en la tercera semana de vida, 

siguiendo el protocolo del modelo de infección descripto en el previamente (materiales y 

métodos). De ese modo se conformaron tres grupos de animales vacunados y desafiados y un 

grupo como control positivo (no vacunado y desafiado). La otra mitad de cada grupo fue separada 

de los desafiados para conformar los grupos de control de animales vacunados (sin desafiar) y 

control negativo.  

La prueba de ELISA indicó que todos los animales vacunados presentaron adecuados niveles 

de anticuerpos lo cual fue considerado como evidencia de la correcta inmunización.  

En la evaluación clínica, se registraron en los primeros 3 días post-desafío la aparición de signos 

respiratorios leves (estornudos) en los animales del grupo control positivo (como se presuponía). 

Es interesante mencionar que también se observaron manifestaciones clínicas (signos 

respiratorios leves) en algunos animales de los grupos desafiados y vacunados con CR88 y Ma5. 

Lamentablemente, como se mencionó previamente las características de las presentaciones 

clínicas no fueron las adecuadas para poder cuantificarlas (y de ese modo poder realizar una 

comparación entre tratamientos). De modo que la evaluación clínica se realizó fundamentalmente 

como un elemento extra de valoración de la infección de los controles positivos. 

En este sentido, las pruebas más importantes con relación a la comparación de tratamientos 

fueron la ciliostasis y la cuantificación viral. 

En la evaluación de los resultados de la prueba de ciliostasis se observó un nivel creciente de 

los valores nominales, comenzando con el control negativo (0,16 ± 0,38), seguido del grupo 

A13p50 (0,7 ± 0,67), seguido de Ma5 (1,8 +/- 1,22), seguido de CR88 (3,0 +/- 1,25) seguido del 

control positivo (3,5 +/- 0,51). El análisis estadístico indica que existen diferencias significativas 

entre los grupos vacunados con A13, Ma5 y CR88 (p < 0,05). Sin observarse diferencias 

significativas entre CR88 y el control positivo (p > 0,05) (Figura 36).  

Los resultados de la cuantificación viral son coincidentes con la ciliostasis. La cuantificación viral 

en tráquea mostró una mayor carga viral (p < 0,05) en los animales vacunados con Ma5 y con 

CR88 comparado con los que recibieron A13p50. De la misma forma, la carga viral en riñón fue 

significativamente mayor en los animales desafiados y vacunados con Ma5 y CR88 que en los 

vacunados con A13p50. Esto indica que la inmunización con A13p50 se traduce en una mayor 

eficiencia en la inhibición de la replicación viral del virus de desafío en tráquea y en riñón (Fig. 

37 A y B). 
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Estos resultados sugieren que el candidato vacunal A13p50 es capaz de impedir la replicación 

viral y de proteger el epitelio respiratorio frente al desafío homólogo. Más aún, confirman la 

sospecha de que las vacunas Ma5 y CR88, además de pertenecer a un genotipo y serotipo 

distinto, pertenecen a un protectotipo distinto, y son incapaces de proporcionar una protección 

completa frente al desafío heterólogo con el inóculo K16 (GI-16).  

En el pasado, la introducción de las vacunas del serotipo 793B (al que pertenece CR88) generó 

un amplio debate en la comunidad científica, por la falta de ensayos de caracterización serológica 

y pruebas de protección que justificaran la entrada de estas variantes de genotipo foráneo. Las 

vacunas fueron introducidas como parte de estrategia preventiva que se basa en el uso de dos 

serotipos heterólogos para incrementar el espectro de prevención frente a la infección con 

cualquier serotipo viral (Cook et al., 1999). Sin embargo, al momento de la autorización se 

desconocía la eficiencia de vacunación y se subestimaron las potenciales consecuencias a futuro 

en relación con el potencial evolutivo del virus introducido (Toro et al., 2012). 

Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio demostraron que la vacunación doble 

combinando cepas heterólogas, logran reducir la carga viral y la ciliostasis ante el desafío con 

GI-16; sin embargo, no producen inmunidad de tipo esterilizante. Eso significa que, si bien la 

vacunación (doble) combinando serotipos puede conferir una respuesta inmune capaz de mitigar 

las consecuencias de la infección con un virus heterólogo, la replicación viral no es eliminada y 

ello representa un potencial problema debido a la capacidad del IBV de evolucionar (Geréz et al., 

2021).  

Una de las posibles consecuencias de aplicar vacunaciones “imperfectas” es contribuir a la 

selección de variantes de escape capaces de replicar y persistir en el ambiente (Jackwood & 

Lee, 2017). La producción intensiva, que abarca alta densidad animal, sumada al manejo 

deficiente, facilita la transmisión en el lote y favorece los pasajes continuos de adaptación al 

hospedador natural de forma natural. Un ejemplo de esto ha sido reportado en un estudio donde 

se evaluaron las tasas de mutaciones y polimorfismos de variantes de la cepa californiana de 

IBV aisladas en una región donde se vacuna con Massachusetts y Connecticut. De acuerdo con 

ese estudio el rango de mutaciones de la cepa californiana es 10 veces mayor que el de las 

variantes derivadas de la vacuna (McKinley et al., 2011).  Este aumento de la tasa de mutaciones 

de la variante de campo en una población vacunada con cepas heterólogas genera un ambiente 

favorable a la aparición de variantes de escape, lo cual provoca mayores problemas en la salud 

productiva de las aves. Por otro lado, no solo las mutaciones puntuales contribuyen a la aparición 
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de variantes de escape, otro evento que contribuye a la aparición de las mismas es el fenómeno 

de recombinación, que ocurre por la co-circulación en los planteles avícolas de múltiples cepas 

de IBV (vacunales y de campo). La recombinación es un evento que empieza a ser reportado 

con mayor frecuencia al disponerse de mayores y mejores herramientas de secuenciación 

(Marandino et al., 2022). Hasta el momento, en Argentina no se han reportado recombinantes de 

las cepas locales con cepas vacunales, aunque a nivel global existen varios ejemplos (Ganapathy 

& Forrester, 2015; Hosseini et al., 2015; Naguib et al., 2016; Ovchinnikova et al., 2011; Rohaim 

et al., 2020; T. Zhang et al., 2015). Quizás el más pertinente sea el hallazgo en Chile de variantes 

recombinantes de una variante de campo (linaje GI-16) con vacuna serotipo 793/B (linaje GI-13) 

reportado en 2019 (Guzmán, 2019). Las vacunas de serotipo 793/B fueron introducidas en Chile 

en el año 2009, sin reportes previos de variantes del mismo linaje. En nuestro país, el ejemplo 

más importante de recombinación es el encontrado entre variantes de los linajes GI-11 y GI-16, 

exitosamente adaptado y distribuido en el territorio (Marandino et al., 2017).  

Todas estas razones fundamentan la necesidad de implementar un programa de prevención 

adaptado a las necesidades locales. En Argentina, la realidad indica que la mayoría de los brotes 

se producen por variantes del linaje GI-16, por lo tanto, lo más adecuado para reducir la 

circulación viral es la aplicación de una vacuna homóloga.  

Los experimentos realizados en esta tesis indican que la cepa A13 (p50) presenta un adecuado 

grado de atenuación sin afectar la inmunogenicidad y no se detectaron evidencias de reversión 

en ensayos de pasajes por contacto natural. Además, en el ensayo de eficiencia los animales 

vacunados con A13 presentaron mayor inhibición de la replicación viral y un menor grado de 

ciliostasis con niveles comparables de anticuerpos séricos que los animales vacunados con 

cepas de los serotipos Massachusetts y 793/B.   

Basado en estos resultados, entendemos que la cepa A13 (p50) cumple con los requisitos para 

ser considerada como candidata a vacuna en el control de las variantes de IBV pertenecientes 

al linaje GI-16. 
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7. Conclusiones 

 

En esta tesis se alcanzaron los siguientes logros 

• La VN en EP permitió establecer que la cepa de campo A13 pertenece a un serotipo 

distinto al de las vacunas comerciales Ma5 (serotipo Massachusetts) y CR88 (serotipo 

793B). 

• Luego de una serie de pasajes las cepas A13, CHu8, Ma5 y CR88 fueron adaptadas 

exitosamente a cultivo primario de riñón de embrión de pollo (produciendo en todos los 

casos efecto citopático), lo que permitió su empleo como sistema alternativo para llevar 

a cabo ensayos de virus neutralización.  

• Con este sistema, se completó la caracterización antigénica de todas las variantes de IBV 

presentes en el país, determinándose que las cepas A13 y CHu8 (pertenecientes a los 

linajes GI-16 y GI-11, respectivamente) difieren antigénicamente entre sí y con los 

serotipos vacunales Massachusetts (GI-I) y 793/B (linaje GI-13). 

• A través del proceso de pasajes en serie en diferentes sistemas biológicos se han 

registrado una serie de cambios en la secuencia de nucleótidos (eventualmente de 

aminoácidos) en diferentes regiones del genoma de IBV, pero concentrados 

fundamentalmente en las regiones codificantes del gen 1a y gen S, que podrían estar 

relacionadas al proceso de adaptación al hospedador.  

• Se determinó que el tratamiento inmunodepresor en pollos no fue determinante para 

incrementar la patogenicidad de la cepa A13 en el proceso de adaptación mediante 

pasajes en serie en hospedador natural (al menos en los primeros 11 pasajes).  

• Se logró implementar un modelo de infección experimental con la cepa K16 (16 pasajes 

en serie en hospedador natural). Esta cepa resultó capaz de replicar en tráquea y riñón 

en niveles cuantificables. Para ello:  

− Se desarrolló, optimizó e implementó una prueba de RT-PCR en tiempo real (RT-

qPCR) para la cuantificación de la carga viral en diferentes tejidos.  

− Se optimizó e implementó un sistema de evaluación de ciliostasis.  

• Se alcanzó la atenuación de la cepa A13 mediante pasajes en serie en embrión de pollo 

• Mediante pruebas de seguridad de la cepa A13 (pasaje 50), se logró establecer que: 

− A13 es un inóculo atenuado, inocuo e inmunógeno, aun en dosis elevadas (109 

DIE50/ml) 
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− A una dosis de 105 DIE50/ml conserva su inmunogenicidad, siendo capaz de 

producir respuesta inmune humoral sistémica y local (tracto respiratorio). 

− Es un inóculo estable, la virulencia no revierte luego de 4 pasajes en hospedador 

natural, no se observan cambios en la secuencia genómica de S1, ni 

manifestaciones clínicas.  

− Induce ciliostasis mínima, a diferencia de las cepas vacunales Ma5 y en particular 

CR88, que conservan virulencia residual. 

• Se implementó un ensayo de eficiencia de vacunas administradas a pollitos de 3 días de 

edad con desafío posterior (con K16). Las inmunizaciones se realizaron con las cepas 

A13 (GI-16), Ma5 (serotipo Massachusetts) y CR88 (serotipo 793/B), observándose lo 

siguiente: 

− La cepa A13 (p50) induce una respuesta inmune que inhibe la replicación viral del 

virus de desafío (homólogo), sin evidencia de ciliostasis.   

− Las cepas vacunales Ma5 y CR88 no impiden la replicación viral o ciliostasis frente 

a la infección con K16 (heterólogo). 

− La respuesta inmune conferida por Ma5 es la más pobre en cuanto a la replicación 

viral en tejidos y la de CR88 en cuanto a ciliostasis. 
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9. Anexo 

Tabla 1. Secuencias empleadas en la obtención del árbol filogenético 

Linaje Cepa País de origen Número de acceso 

GI-1 Beaudette USA M95169* 

M41 USA AY561711* 

H120 The Netherlands FJ888351* 

CK/CH/LLN/111169 China KF411040* 

ckZA/6743b/11 South Africa KJ200289* 

IBV438 India KF809793* 

Ma5p3 Argentina - 

Ma5p3c11 Argentina - 

GI-11 UFMG/G Brazil JX182775* 

UFMG/297 Brazil JX182785* 

UFMG/283 Brazil JX182787* 

IBV/Brasil/351/1984 Brazil GU393339* 

UFMG/12.2 Brazil JX182777* 

UFMG/1141 Brazil JX182783* 

CHu8_wild Argentina - 

CHu8p10 Argentina - 

CHu8p20 Argentina - 

CHu8p30 Argentina - 

CHu8p40 Argentina - 

CHu8p50 Argentina - 

CHu8p10c5 Argentina - 

CHu8p10c6 Argentina - 

CHu8p10c10 Argentina - 

GI-13 Moroccan-G/83 Morocco EU914938* 

FR-85131-85 France AJ618985* 

UK/7/91 United Kingdom Z83975* 

Poland/58/1998 Poland KT886449 

Spain/00/336 Spain DQ386098* 

4/91 vaccine China KF377577 

CR88p3 Argentina - 

CR88p3c13 Argentina - 

CR88p3c14 Argentina - 

GI-16 ck/CH/LSD/110857 China JQ739375* 

IZO 28/86 Italy KJ941019* 

CK/CH/LDL/97I China EF030995* 

T3 China AF227438* 

Q1 China AF286302* 

2992/02 Taiwan AY606323* 

CK/CH/Chongqing/0908 China GU938413* 

A13_wild Argentina - 

A13p10 Argentina - 

A13p20 Argentina - 

A13p30 Argentina - 

A13p40 Argentina - 

A13p50 Argentina - 

A13p63c5 Argentina - 

A13p63c10 Argentina - 

A13p63c14 Argentina - 

KD10 Argentina - 
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K10 Argentina - 

K20 Argentina - 

 SARS-CoV_2 China  OQ449439.1** 

Nota: *Secuencias de Referencia (Valastro et al., 2016) 
** Secuencia outgroup 

 

Tabla 2. Resume el efecto citopático a lo largo de los pasajes celulares con las diferentes cepas. 

N° Pasaje Diluciones A13p63 CR88p3 Ma5p3 Chu8p10 

0 

1/10 ++ - - ++++ 

1/100 - - - +++ 

1/1000 - - - +++ 

1 

1/10 + + - - ++++ 

1/100 + + - - +++ 

1/1000 + - - +++ 

2 

1/10 + + + + - ++++ 

1/100 + + - - +++ 

1/1000 + + - - +++ 

3 

1/10 + + + + - ++++ 

1/100 + + - - +++ 

1/1000 + + - - +++ 

4 

1/10 + + + + + - ++++ 

1/100 + + + - +++ 

1/1000 + + - - +++ 

5 

1/10 + + + + + + ++++ 

1/100 + + + + + +++ 

1/1000 + + + - - +++ 

6 

1/10 + + + ++ + + ++++ 

1/100 + + + + + + +++ 

1/1000 + + - + +++ 

7 

1/10 + + + + + + + ++++ 

1/100 + + + - + + +++ 

1/1000 + + + - + + +++ 

8 

1/10 + + + + + + + + ++++ 

1/100 + + + + +++ +++ 

1/1000 + + + - +++ +++ 

9 

1/10 + + + + + +++ ++++ 

1/100 + + + - +++ +++ 

1/1000 + + + - +++ +++ 

10 

1/10 + + + + + +++ ++++ 

1/100 + + + - +++ +++ 

1/1000 + + + - +++ +++ 

11 

1/10 + + + + + + +++ ++++ 

1/100 + + + + + +++ +++ 

1/1000 + + + - +++ +++ 

12 

1/10  + + +   

1/100  + +   

1/1000  +   

Nota: El número de cruces representa la magnitud del efecto citopático observado: 

+ + + + + = Desprendimiento de toda la monocapa 

+ + + = Áreas de desprendimiento a lo largo de toda la monocapa 

+ + = Áreas localizadas con desprendimiento o sincicios 

+= Al menos un área de desprendimiento o sincicio 

- = Sin Efecto Citopático 
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Tabla 3. Porcentaje de similitud entre nucleótidos de las secuencias S1 de A13 

Secuencias wild A13p10 A13p20 A13p30 A13p40 A13p50 A13p60 A13p63 K10 KD10 K21 A13p63c5 A13p63c10 A13p63c14 

wild 100 99,57 99,13 99,38 99,13 99,01 99,13 99,13 99,13 99,38 99,5 99,2 99,2 99,07 

A13p10 99,57 100 99,57 99,81 99,57 99,2 99,57 99,57 99,44 99,69 99,81 99,63 99,63 99,5 

A13p20 99,13 99,57 100 99,63 99,38 99,01 99,38 99,38 99,07 99,26 99,38 99,44 99,44 99,32 

A13p30 99,38 99,81 99,63 100 99,75 99,38 99,75 99,75 99,26 99,5 99,63 99,81 99,81 99,69 

A13p40 99,13 99,57 99,38 99,75 100 99,26 99,63 99,63 99,01 99,26 99,38 99,69 99,69 99,57 

A13p50 99,01 99,2 99,01 99,38 99,26 100 99,44 99,44 98,64 98,89 99,01 99,44 99,44 99,32 

A13p60 99,13 99,57 99,38 99,75 99,63 99,44 100 100 99,01 99,26 99,38 99,81 99,81 99,69 

A13p63 99,13 99,57 99,38 99,75 99,63 99,44 100 100 99,01 99,26 99,38 99,81 99,81 99,69 

K10 99,13 99,44 99,07 99,26 99,01 98,64 99,01 99,01 100 99,75 99,63 99,07 99,07 98,95 

KD10 99,38 99,69 99,26 99,5 99,26 98,89 99,26 99,26 99,75 100 99,88 99,32 99,32 99,2 

K21 99,5 99,81 99,38 99,63 99,38 99,01 99,38 99,38 99,63 99,88 100 99,44 99,44 99,32 

A13p63c5 99,2 99,63 99,44 99,81 99,69 99,44 99,81 99,81 99,07 99,32 99,44 100 100 99,88 

S1A13p63c10 99,2 99,63 99,44 99,81 99,69 99,44 99,81 99,81 99,07 99,32 99,44 100 100 99,88 

A13p63c14 99,07 99,5 99,32 99,69 99,57 99,32 99,69 99,69 98,95 99,2 99,32 99,88 99,88 100 

 

 

Tabla 4. Porcentaje de similitud entre aminoácidos de las secuencias S1 de A13 

Secuencias wild A13p10 A13p20 A13p30 A13p40 A13p50 A13p60 A13p63 K10 KD10 K21 A13p63c5 S1A13p63c10 A13p63c14 

wild 100 98,52 97,96 98,14 97,4 97,22 97,59 97,59 97,77 97,96 98,33 97,59 97,59 97,4 

A13p10 98,52 100 99,44 99,63 98,89 97,96 99,07 99,07 98,89 99,07 99,44 99,07 99,07 98,89 

A13p20 97,96 99,44 100 99,81 99,07 98,14 99,26 99,26 98,33 98,52 98,89 99,26 99,26 99,07 

A13p30 98,14 99,63 99,81 100 99,26 98,33 99,44 99,44 98,52 98,7 99,07 99,44 99,44 99,26 

A13p40 97,4 98,89 99,07 99,26 100 97,96 99,07 99,07 97,77 97,96 98,33 99,07 99,07 98,89 

A13p50 97,22 97,96 98,14 98,33 97,96 100 98,7 98,7 96,85 97,03 97,4 98,52 98,52 98,33 

A13p60 97,59 99,07 99,26 99,44 99,07 98,7 100 100 97,96 98,14 98,52 99,63 99,63 99,44 

A13p63 97,59 99,07 99,26 99,44 99,07 98,7 100 100 97,96 98,14 98,52 99,63 99,63 99,44 

K10 97,77 98,89 98,33 98,52 97,77 96,85 97,96 97,96 100 99,81 99,44 97,96 97,96 97,96 

KD10 97,96 99,07 98,52 98,7 97,96 97,03 98,14 98,14 99,81 100 99,63 98,14 98,14 98,14 

K21 98,33 99,44 98,89 99,07 98,33 97,4 98,52 98,52 99,44 99,63 100 98,52 98,52 98,33 

A13p63c5 97,59 99,07 99,26 99,44 99,07 98,52 99,63 99,63 97,96 98,14 98,52 100 100 99,81 

S1A13p63c10 97,59 99,07 99,26 99,44 99,07 98,52 99,63 99,63 97,96 98,14 98,52 100 100 99,81 

A13p63c14 97,4 98,89 99,07 99,26 98,89 98,33 99,44 99,44 97,96 98,14 98,33 99,81 99,81 100 
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Tabla 5. Porcentaje de similitud entre nucleótidos de las secuencias S1 de CHu8 

Secuencias Wild CHu8p10 CHu8p20 CHu8p30 CHu8p40 CHu8p50 CHu8p10c5 CHU8p10c6 CHu8p10c10 

Wild 100 99,94 99,88 99,88 99,94 99,88 99,75 99,88 99,88 

CHu8p10 99,94 100 99,82 99,94 99,88 99,82 99,69 99,82 99,82 

CHu8p20 99,88 99,82 100 99,75 99,82 99,75 99,63 99,75 99,75 

CHu8p30 99,88 99,94 99,75 100 99,94 99,88 99,69 99,75 99,75 

CHu8p40 99,94 99,88 99,82 99,94 100 99,94 99,75 99,82 99,82 

CHu8p50 99,88 99,82 99,75 99,88 99,94 100 99,82 99,88 99,88 

CHu8p10c5 99,75 99,69 99,63 99,69 99,75 99,82 100 99,88 99,88 

CHU8p10c6 99,88 99,82 99,75 99,75 99,82 99,88 99,88 100 100 

CHu8p10c10 99,88 99,82 99,75 99,75 99,82 99,88 99,88 100 100 

 

 

 

Tabla 6. Porcentaje de similitud entre aminoácidos de las secuencias S1 de CHu8 

Secuencias Wild CHu8p10 CHu8p20 CHu8p30 CHu8p40 CHu8p50 CHu8p10c5 CHU8p10c6 CHu8p10c10 

Wild 100 99,82 100 99,63 99,82 99,63 99,26 99,63 99,63 

CHu8p10 99,82 100 99,82 99,82 99,63 99,45 99,08 99,45 99,45 

CHu8p20 100 99,82 100 99,63 99,82 99,63 99,26 99,63 99,63 

CHu8p30 99,63 99,82 99,63 100 99,82 99,63 99,08 99,26 99,26 

CHu8p40 99,82 99,63 99,82 99,82 100 99,82 99,26 99,45 99,45 

CHu8p50 99,63 99,45 99,63 99,63 99,82 100 99,45 99,63 99,63 

CHu8p10c5 99,26 99,08 99,26 99,08 99,26 99,45 100 99,63 99,63 

CHU8p10c6 99,63 99,45 99,63 99,26 99,45 99,63 99,63 100 100 

CHu8p10c10 99,63 99,45 99,63 99,26 99,45 99,63 99,63 100 100 

 

Tabla 7. Porcentaje de similitud entre nucleótidos de las secuencias del genoma completo de las variantes 
A13 

Secuencias AR/13/BA/A13 A13p10 A13p20 A13p30 A13p40 A13p50 A13p63 A13p63c5 A13p63c14 

AR/13/BA/A13 100 99,94 99,94 99,93 99,92 99,9 99,9 99,87 99,86 

A13p10 99,94 100 99,95 99,93 99,93 99,91 99,9 99,88 99,87 

A13p20 99,94 99,95 100 99,98 99,96 99,95 99,94 99,92 99,91 

A13p30 99,93 99,93 99,98 100 99,99 99,96 99,96 99,93 99,92 

A13p40 99,92 99,93 99,96 99,99 100 99,98 99,96 99,94 99,93 

A13p50 99,9 99,91 99,95 99,96 99,98 100 99,96 99,93 99,92 

A13p63 99,9 99,9 99,94 99,96 99,96 99,96 100 99,96 99,95 

A13p63c5 99,87 99,88 99,92 99,93 99,94 99,93 99,96 100 99,98 

A13p63c14 99,86 99,87 99,91 99,92 99,93 99,92 99,95 99,98 100 
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Tabla 8. Porcentaje de similitud entre aminoácidos de las secuencias del genoma completo de las 
variantes A13 

Secuencias AR/13/BA/A13 A13p10 A13p20 A13p30 A13p40 A13p50 A13p63 A13p63c5 A13p63c14 

AR/13/BA/A13 100 99,92 99,96 99,91 99,9 99,85 99,84 99,79 99,76 

A13p10 99,92 100 99,88 99,83 99,82 99,78 99,76 99,71 99,69 

A13p20 99,96 99,88 100 99,96 99,92 99,88 99,87 99,81 99,79 

A13p30 99,91 99,83 99,96 100 99,97 99,9 99,89 99,83 99,81 

A13p40 99,9 99,82 99,92 99,97 100 99,93 99,9 99,84 99,82 

A13p50 99,85 99,78 99,88 99,9 99,93 100 99,88 99,82 99,8 

A13p63 99,84 99,76 99,87 99,89 99,9 99,88 100 99,92 99,9 

A13p63c5 99,79 99,71 99,81 99,83 99,84 99,82 99,92 100 99,96 

A13p63c14 99,76 99,69 99,79 99,81 99,82 99,8 99,9 99,96 100 

 

 

Tabla 9. Cambios en las secuencias de nucleótidos A13 

POS ORF AR/13/BA/A1
3 

A13P1
0 

A13P2
0 

A13P3
0 

A13P4
0 

A13P5
0 

A13P6
3 

A13P63C
5 

A13P63C1
4 

296 ORF1a A A A A A A G G G 

665 A A A A A G A A A 

1503 C C T C C C C C C 

1899 C C T T T T T T T 

2243 C C T T T T T T T 

2555 C C C C C C T T T 

2675 C C C C C C C T T 

2758 G A G G G G G G G 

2837 C C C C C T C C C 

4867 G G G A A G G G G 

5229 T T T T C C C C C 

5487 T T T T T T T T G 

6038 C T C C C C C C C 

6560 A G A A A A A A A 

6594 T T G G G G G G G 

6880 A A A A A A G G G 

7963 T T C C T T T T T 

8696 C C C C C C T T T 

9185 C T C C C C C C C 

9346 C C C C C C C C T 

1168
4 

C T C C C C C C C 

1310 ORF1b C C C C C C C T T 

2544 A A A A A A A G G 

4208 C C C T T T T T T 



ANEXO 

 

161 
 

4770 C C C C C C C T T 

225 Proteína S T T T T T T T T C 

285 G T G G G G G G G 

356 C C C C A A A A A 

389 G G G G G G G G A 

395 C C T T T T T T T 

645 C C C T T T T T T 

693 C C C C C C T C C 

728 C C C C T T C C C 

952 C C A A A A A A A 

1342 C C C C C C C T T 

1507 G G G G G A A A A 

1553 A A A A A A T A A 

1625 C C C C C T C C C 

1744 C C C C C C C T T 

3035 C C C T T T T T T 

85 Proteína 
M 

T T T T T T G G G 

214 G G G G G T G G G 

217 T C T T T T T T T 

566 C C C T T T T T T 

353 Proteína 
N 

C C C C C C C T C 

908 C C C C C C C T T 

 

Tabla 10. Porcentaje de similitud entre nucleótidos de las secuencias del genoma completo de las 
variantes CHu8 

Secuencias AR/01/BA/8Hu8 CHu8p10 CHu8p20 CHu8p30 CHu8p40 CHu8p50 CHu8p10c5 

AR/01/BA/8Hu8 100 99,96 99,94 99,95 99,94 99,94 99,95 

CHu8p10 99,96 100 99,95 99,96 99,94 99,96 99,96 

CHu8p20 99,94 99,95 100 99,96 99,94 99,93 99,92 

CHu8p30 99,95 99,96 99,96 100 99,99 99,97 99,94 

CHu8p40 99,94 99,94 99,94 99,99 100 99,97 99,92 

CHu8p50 99,94 99,96 99,93 99,97 99,97 100 99,94 

CHu8p10c5 99,95 99,96 99,92 99,94 99,92 99,94 100 

 

Tabla 11. Porcentaje de similitud entre aminoácidos de las secuencias del genoma completo de las 
variantes CHu8 

Secuencias AR/01/BA/8Hu8 CHu8p10 CHu8p20 CHu8p30 CHu8p40 CHu8p50 CHu8p10c5 

AR/01/BA/8Hu8 100 99,96 99,91 99,93 99,91 99,9 99,92 

CHu8p10 99,96 100 99,91 99,93 99,91 99,92 99,9 

CHu8p20 99,91 99,91 100 99,93 99,91 99,88 99,83 

CHu8p30 99,93 99,93 99,93 100 99,98 99,94 99,86 
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CHu8p40 99,91 99,91 99,91 99,98 100 99,97 99,83 

CHu8p50 99,9 99,92 99,88 99,94 99,97 100 99,84 

CHu8p10c5 99,92 99,9 99,83 99,86 99,83 99,84 100 

 

 

Tabla 12. Cambios en las secuencias de nucleótidos CHu8 

POS ORF AR/01/BA/8Hu8 CHu8P10 CHu8P20 CHu8P30 CHu8P40 CHu8P50 CHu8P10C5 

1176 ORF1a C T C C C C C 

1453 T G G G G G T 

1911 C C C C C C T 

2364 A A A A C C A 

2555 C C C C T T C 

2835 A A C A A A A 

3888 A A G A A A A 

4223 C C T C C C C 

5024 C C C C C C A 

5583 C C C C T C C 

9522 C C C T T T T 

10349 C C T C C C C 

11076 A A A G G A A 

11518 G G G G G A G 

463 ORF1b C C C C C C A 

2481 G G T G G G G 

4238 A T T T T T A 

7867 T T G G G T T 

7926 C T C C C T T 

17 Proteína S C T C C C T T 

362 C A C C C C C 

944 C C C C C C T 

1382 C C C C C C A 

1939 A A A A A A T 

2088 T T T C C C T 

2486 A A A A A A G 

2585 A A A T T T A 

3481 G G G T T T G 

85 ORF3b C C C C C T C 

267 Proteína E C C T C C C C 

149 Proteína N G G A G G G G 

439 G G C C C C G 
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Tabla 13. Cambios en las secuencias de nucleótidos CR88 

POS ORF CR88P3 CR88C14 

774 ORF1ab C A 

1883 A C 

4230 C T 

6028 G A 

6905 C T 

12419 T A 

12467 C T 

13275 A T 

14069 T C 

17952 A G 

113 Proteína S C T 

151 Proteína N A T 

 

Tabla 14. Score de ciliostasis – Modelo de infección 

Días post-infección Puntaje promedio Desvío estándar 

5 3,6 0,5477226 

10 0,4 0,5477226 

15 0 0 

20 0,2 0,4472136 

 

Tabla 15. Resultados de la prueba de Bonferroni para los scores de ciliostasis - Modelo de infección 

Días post-infección 5 10 15 

10 2,90E-08 - - 

15 5,20E-09 1 - 

20 1,20E-08 1 1 

Nota: Los resultados en rojo exhiben diferencias estadísticas significativas. 
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Tabla 16. Prueba de ciliostasis entre vacunas 

Grupos Puntajes de ciliostasis promedio Desvío estándar 

A13 0,3 0,6749486 

CN 0,2 0,421637 

CR88 1,9 1,3703203 

Ma5 1,2 0,6324555 

 

Tabla 17. Resultados de la prueba de Bonferroni para la prueba de ciliostasis entre vacunas 

 A13 CN CR88 

CN 1 - - 

CR88 0,00102 0,00047 - 

Ma5 0,14322 0,07655 0,44888 

Nota: Los resultados en rojo exhiben diferencias estadísticas significativas. 

 

Tabla 18. Puntaje de ciliostasis - Prueba de eficiencia de vacunas 

Grupos Estado Promedio Desvío estándar 

A13 No desafiado 0,3 0,4830459 

A13 Desafiado 0,7 0,6749486 

CN No desafiado 0,1666667 0,3834825 

CP Desafiado 3,55 0,5104178 

CR88 No desafiado 0,8 0,421637 

CR88 Desafiado 3 1,2472191 

Ma5 No desafiado 0,2 0,421637 

Ma5 Desafiado 1,8 1,2292726 

 

Tabla 19. Resultados de la prueba de Bonferroni para las muestras de ciliostasis - Prueba de eficiencia de 
vacunas  

A13 A13D CN CP CR88 CR88D Ma5 

A13D 1 - - - - - - 

CN 1 1 - - - - - 

CP 2,00E-16 8,50E-16 2,00E-16 - - - - 

CR88 1 1 0,6907 4,90E-15 - - - 

CR88D 6,80E-12 2,80E-09 2,80E-15 1 1,20E-08 - - 

Ma5 1 1 1 2,00E-16 1 1,50E-12 - 

Ma5D 0,0002 0,0203 1,80E-06 1,70E-07 0,0493 0,0069 5,40E-05 
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Nota: Los resultados en rojo exhiben diferencias estadísticas significativas. 
La letra D en cada grupo indica que es el grupo desafiado. 

 

Tabla 20. Carga viral - Prueba de eficiencia de vacunación 

Grupos Tejido Estado Promedio Desvío estándar 

CN Tráquea No desafiado 0,9162704 0,3519235 

CP Tráquea Desafiado 4,1336361 0,4570422 

A13 Tráquea No desafiado 1,4273124 0,3187202 

A13 Tráquea Desafiado 1,2554318 0,4041862 

CR88 Tráquea No desafiado 1,445408 0,3268292 

CR88 Tráquea Desafiado 3,3200992 0,2521787 

Ma5 Tráquea No desafiado 1,127638 0,2288493 

Ma5 Tráquea Desafiado 3,8181418 0,4713786 

A13 Riñón No desafiado 1,246736 0,1594662 

A13 Riñón Desafiado 1,148 0,2316881 

CN Riñón No desafiado 1,070365 0,264187 

CP Riñón Desafiado 3,762436 0,6318019 

CR88 Riñón No desafiado 1,176965 0,1857054 

CR88 Riñón Desafiado 2,76299 0,3916044 

Ma5 Riñón No desafiado 1,053843 0,1021415 

Ma5 Riñón Desafiado 3,811932 0,5606182 

Nota: El valor promedio por grupo se encuentra expresado en número de copias (Log10) 

 

Tabla 21. Resultados de la prueba de Bonferroni para las muestras de tráquea de la prueba de eficiencia 
de vacuna  

CN CP A13 A13D CR88 CR88D Ma5 

CP 2,00E-16 -       -       -        -       -       -       

A13 0,5157 6,00E-15 -       -        -       -       -       

A13D 1 7,50E-16 1 -        -       -       -       

CR88 0,4172 7,50E-15 1 1 -       -       -       

CR88D 5,10E-13 7,70E-03 1,70E-08 1,80E-09 2,20E-08 -       -       

Ma5 1 2,00E-16 1 1 1 3,40E-10 -       

Ma5D 1,10E-15 1 2,80E-11 3,50E-12 3,50E-11 1 7,70E-13 

Nota: Los resultados en rojo exhiben diferencias estadísticas significativas. 
La letra D en cada grupo indica que es el grupo desafiado. 
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Tabla 22. Resultados de la prueba de Bonferroni para las muestras de riñón de la prueba de eficiencia de 
vacuna  

A13 A13D CN CP CR88 CR88D Ma5 

A13D 1 -       -        -       -       -       -       

CN 1 1 -        -       -       -       -       

CP 1,50E-12 4,50E-13 8,30E-16  -       -       -       -       

CR88 1 1 1 6,00E-12 -       -       -       

CR88D 1,20E-05 3,30E-06 7,10E-08 1,50E-03 1,50E-05 -       -       

Ma5 1 1 1 1,50E-13 1 9,90E-07 -       

Ma5D 3,40E-11 1,10E-11 1,00E-13 1 8,40E-11 4,20E-03 4,00E-12 

Nota: Los resultados en rojo exhiben diferencias estadísticas significativas. 
La letra D en cada grupo indica que es el grupo desafiado. 

 

 

 

 


