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RESUMEN 

GALINDO MUNIZ FELIPA. Evaluacién de la respuesta serolégica de cuatro procedimientos 

de vacunaci6n de explotaciones avicolas contra el virus de bronquitis infecciosa en pollo de 

engorda, mediante la técnica de ELISA (bajo la direccién de: MVZ, EPA Magdalena 

Escorcia Martinez; MVZ, EDPV, MC, Victor Manuel Petrone Garcia, MVZ Tamas Fehervari 

Bone y MVZ, MC, PhD Guillermo TéHez Isaias) . 

Debido a que la bronquitis infecciosa (BI) continéa siendo causa de grandes pérdidas econémicas 

en las granjas avicolas, 4 pesar del uso de vacunas de buena calidad; se evalus e] procedimiento de 

vacunacién de cuatro explotaciones avicolas de pollo de engorda, de la estirpe Peterson-Avian 

Farm que presentaban diferentes niveles de anticuerpos maternos contra (BI), en el Departamento 

de Produccién Animal: Aves. Se determind la seroconversién como respuesta a !a vacunacion y el 

porcentaje de proteccién al desafio con un virus patégeno de BI cepa Massachusetts, en pollos 

vacunados al dia de edad y revacunados a los 19 y 23 dias de edad con vacunas a virus vivo 

atenuado, mediante la obtencién de! titulo de anticuerpos circulantes utilizando la técnica de 

ELISA y sometiendo a las aves a un desafio con virus del mismo serotipo de la vacuna. Las aves 

fueron vacunadas al dia de edad en su respectiva granja de procedencia, con la vacuna y el 

procedimiento de vacunacién elegido por el propietario de cada explotacién (grupos A, B, C y D). 

Los cuatro grupos testigos (a, b, c y d) no fueron vacunados y se mantuvieron aislados bajo 

condiciones controladas. Los resultados del aislamiento viral indican que en las aves vacunadas al 

dia de edad, con media dosis via aspersién y revacunadas a los 19 y 23 dias de edad, con una dosis 

completa en agua de bebida la proteccién alcanzada fue de un 100%. Para otro grupo (B) vacunado 

al dia de edad con media dosis en agua de bebida, se observé un 82 % de proteccién, 

considerandose satisfactorio y para un cuarto grupo vacunado al dia de edad con media dosis, por 

aspersién con gota fina, se obtuvo sdlo un 8.2 % de proteccién, considerandose como no 

satisfactorio. Las medias geométricas (MG) de anticuerpos obtenidos en los grupos B, C y D 

mediante ELISA, no mostraron correlacién con la proteccién de las aves al desafio. En ej caso del 

grupo A sdlo una ave presents titulos contra el VBI existiendo correlacién con !a proteccién de fas 

aves al desafio, las que alcanzaron un porcentaje del 8.2 %. La influencia de anticuerpos maternos 

sobre la vacunacién de fas aves al dia de edad en este caso puede no ser significativa, ya que, la 

MG obtenida a partir de todos los grupos fue baja; aunque no se puede descartar su efecto sobre la 

adecuada generacién de inmunidad a nivel sérico, asi como ta inmadurez inmunoldgica presente 

 



  

en aves de un dia de edad. El titulo de la vacuna, en este caso muy influido por la dosis utilizada, 

debe tomarse en cuenta si se quiere obtener una respuesta inmune satisfactoria. Con base en los 

resultados obtenidos y de acuerdo con lo mencionado por diversos investigadores se concluye que 

de los calendarios de vacunacién utilizados en esta evaluacién, en uno de los casos, no fue efectivo 

ya que no proporcioné proteccién a las aves ante un desafio controlado con virus de bronquitis 

infecciosa, sugiriendo que el procedimiento utilizado no fue et adecuado, lo cual es discutido. 

 



  

INTRODUCCION 

Durante los 67 afios que han transcurrido desde que fue descrita por primera vez la bronquitis 

infecciosa, ha sido posible controlar e incluso erradicar muchas otras enfermedades aviares, 

mientras que la BI contimia siendo motivo de investigacién entre los médicos veterinarios 

especialistas en aves en todo ef mundo. Anualmente se invierten grandes cantidades de dinero en 

vacunas, equipo y administracién de productos, pero debido a que existen muchos subtipos 

distintos del virus de BI (VBI) y siguen surgiendo nuevos, esta enfermedad continia causando 

sae a A sng L238 
pérdidas econdémicas, ya que las vacunas no son especificas para los nuevos subtipos. 

En nuestro pais la B! se ha diagnosticado principalmente mediante aislamientos del virus, a partir 

de muestras procedentes de diversas partes del pais y por medio de monitoreos con pruebas 

serolégicas como inhibicién de la hemoaglutinacién (HI) y virus seroneutralizacién (VSN), en 

parvadas antes y después de la vacunacién o posvacunacién para evaluar su comportamiento 

inmunoldgico y determinar si su respuesta es la esperada 0 tuvieron contacto con el virus de 

campo o con un nuevo subtipo.* De esta manera se ha logrado identificar su presencia en los 

estados de Sonora, Coahuila, Durango, Nayarit, Jalisco, Aguascalientes, San Luis Potosi, 

Querétaro, Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Puebla, Veracruz, Chiapas y 

Yucatan,'* reconociéndose oficialmente !a presencia dei virus de BI tipo Massachusetts y el tipo 

wd . = . a 5 
Connecticut, pero existen informes de la presencia de otros tipds como el Arkansas. 

La bronquitis infecciosa (BI), es una enfermedad principalmente de tipo respiratorio, que afecta a 

pollos de engorda, gallinas de postura y gallinas reproductoras. Es ocasionada por un Coronavirus 

con genoma de ARN su tamajio va de 80-100 nm, posee cubierta lipoproteica en forma de corona y 

contiene tres proteinas estructurales: la S (espicula, formada por 2 glicoproteinas S} y S2) yM 

(membrana) asociadas a la cubierta viral y la N (nucleocapside) asociada con el acido nucleico del 

virus. Esta ultima proteina es relativamente estable a diferencia de las proteinas externas que 

pueden cambiar su organizacién de aminodcidos y originar lo que se conoce como puntos 

antigénicos de variacién, dando como resultado !a aparicién de nuevos subtipos del virus que 

evaden la proteccién conferida por las vacunas existentes. La proteina S ha sido objeto de 

numerosas investigaciones debido a que la mayoria de las propiedades del virus estan asociadas 

con ella” 

 



  

Para el control de la BI en nuestro pais sélo se comercializan vacunas con las cepas activas Mass 

41, Mass 48, H-52 y H-120, asi como la cepa Connecticut, con un titulo minimo de 10* DIE 

50/ml.' Et hecho de que sélo se utilicen vacunas contra estos tipos de VB] sugiere que et porcentaje 

de proteccién en aves vacunadas puede ser bajo ya que se necesitan vacunas contra cada subtipo 

que aparece.””* 

La BI infecta a las aves junto con otros agentes complicantes como Mycoplasma spp, Escherichia. 

coli, Haemophilus sp, Pasteurella sp, Ornithobacterium rhinotracheale y posiblemente 

neumovirus, provocando mortalidades de hasta 25% en pollos de engorda menores de 6 semanas.” 

Se presentan signos respiratorios clinicos caracteristicos como boqueo, tos, estornudo, estertores 

traqueobronquiales, descarga nasal, sofocacidn, lacrimaci6n y algunas veces hay inflamacién de 

senos. Las aves se observan deprimidas, agrupadas bajo la fuente de calor y la ingestion de agua y 

: . . 9,101 
alimento disminuyen. ” ” 

Cuando el VBI infecta a pollitas de reemplazo menores de 2 semanas ocasiona improductividad a 

la madurez sexual hasta en un 20%, esto debido al dajio irreversible en e! oviducto. Al infectar a 

gallinas de postura ocasiona descenso de mas de 25% en la produccién de huevo durante 6-8 

semanas, después de este tiempo vuelve a incrementarse, pero no logran recuperar el nivel que 

tenian. La calidad dei huevo (interna y externa), proveniente de aves infectadas con el VBI, 

disminuye presentandose huevos con albimina poco densa, cascarén delgado, rugoso, deforme y 

en huevos de color se pierde la pigmentaci6n. Estas alteraciones pueden persistir hasta 2 semanas 

después de desaparecer fos signos clinicos. En el caso de gailinas reproductoras se ha encontrado 

que ademés de la disminucién en 1a produccién de huevo, la cantidad de huevos infértiles puede 

incrementarse hasta un 92% y la incubabilidad reducirse al THIN 

Debido a la magnitud del problema, se han tratado de instrumentar programas de vacunacién 

capaces de prevenir la infeccién en granjas donde se manejan grandes cantidades de aves. La 

literatura sugiere la edad en que las aves deben ser vacunadas dependiendo de su fin zootécnico 

pero no siempre se obtienen los resultados esperados, ya que, cualquier vacuna puede fallar si 

existen condiciones sanitarias deplorables en las granjas avicolas y una inadecuada aplicacién o 

: : 13,14 
manejo de ésta,'?% 

 



  

La vacunacién debe cumplir con ciertos objetivos incluyendo ta prevencién de morbilidad, 

mortalidad, inmunodepresidn y efectos asociados a infecciones, como disminucién en fa 

produccién de huevo. En el caso de enfermedades que afectan a las aves jévenes, asegurar el 

desarrollo de altos niveles protectores de anticuerpos matemnos, mediante la adecuada vacunacién 

5, de las reproductoras.' "6 Hay estudios que sugieren que la inmunidad pasiva interfieren muy poco 

con ta vacunacién al dia de edad contra la BI, pero aves con altos niveles de anticuerpos maternos 

pueden tener reacciones posvacunales menos.severas.'®!9797! Et éxito de ésta depende también 

de su calidad y de Ja respuesta inmune dei ave hacia éstas. Entre los factores que afectan la 

respuesta del animal se incluyen la edad, la via de aplicacién, su estado de salud en general y la 

naturaleza del antigeno. 2517 

Un programa de vacunacién razonable debe comprender los siguientes principios: llevarse a cabo 

cuando el ave es inmunolégicamente competente, utilizar vacunas altamente inmunogénicas, evitar 

factores que impidan una adecuada respuesta inmune, como presencia de la enfermedad en la zona, 

medidas de bioseguridad, instalaciones y sistemas de explotacién, aplicacién de una dosis 

inadecuada del virus vacunal, infecciones concomitantes, inmunodepresién y la posible 

interferencia con anticuerpos maternos. 2"'"! 

La respuesta inmune al VBI depende en gran parte de la via y forma de administracién de fas 

vacunas.’ Hofstad en 1984 advierte que la exposicién de las aves a la via de aerosol induce una 

respuesta mejor de inmunidad que la administracién por el agua, debido a que, la vacuna produce 

. . . . «4. 22 
una respuesta inmune local de tipo humoral y celular en el aparato respiratorio superior. 

En estudios recientes mencionan que en la inmunidad desarrollada a nivel de mucosas, la cual se 

logra mediante la aplicacién de antigenos por via oral, nasal y ocular; las células epiteliales actian 

como células procesadoras y presentadoras de antigeno, captando polipéptidos y activando a 

células T CD8+; con la existencia de linfocitos intraepiteliales de memoria, regulados por 

receptores y contrareceptores localizados en los linfocitos y en e} endotelio de las grandes vénulas, 

 



  

gue circulan y extienden ta generacién de inmunidad en mucosas del tracto digestivo activando la 

respuesta en placas de Peyer, tonsilas cecafes y probabiemente en tas mucosas del aparato 

reproductor. Considerando este punto de vista, la vacunacién por aspersién o en agua de bebida es 

posible que promueva una respuesta inmune de tipo celular en mucosas tanto del aparato 

respiratorio, digestivo y reproductor.”* 

Debido a que aun no se tiene informacién suficiente, asi como pruebas de laboratorio aplicables 

para evaluar fa inmunidad de tipo celular, conferida por la administracién de vacunas por aspersién 

y en agua de bebida, el muestreo de anticuerpos circulantes en parvadas comerciales, continua 

siendo una de las herramientas de gran utilidad para detectar la presencia del virus y también para 

on . . . te 2,7 
disefiar, evaluar o modificar un determinado calendario de vacunacién.” 

Todas las cepas de) VBI inducen la formacién de anticuerpos que pueden ser medidos de manera 

secuencial por medio de pruebas serolégicas, las cuales son utilizadas con diferentes objetivos: 

determinar los niveles de anticuerpos resultantes de la vacunacién para establecer programas de 

control de la enfermedad, confirmar la presencia de virus de campo y diferenciar cepas virales. 

Existen diferentes pruebas serolégicas para detectar y cuantificar anticuerpos contra bronquitis y 

las de uso comin son: 

Pruebas de inmunodifusién en agar (IDA): es util para detectar anticuerpos contra virus de 

campo o vacunales, e! método es sencillo y facil de realizar, proporciona informacion sobre el 

estado inmunolégico de una parvada y permite hacer una evaluacién serolégica de aves no 

vacunadas. Sin embargo, esta prueba no es muy usada en avicuitura debido a que la deteccién de 

anticuerpos precipitantes es transitoria, ya que tienden a desaparecer al cabo de pocas semanas. En 

el caso de infecciones pueden encontrarse anticuerpos durante 3-4 meses posinfeccion. La prueba 

es cualitativa y no cuantitativa. Su sensibilidad es poca, requiéndose una alta concentracién de 

. spy Seb 1n25,26,27 
anticuerpos para obtener una respuesta positiva. 5.26.2 

Prueba de virus seroneutralizacién (VSN): es utilizada para clasificar cepas del virus de BI ya 

que tiene la capacidad de detectar anticuerpos contra el antigeno S$] dei virus donde radican las 

diferencias principales entre las cepas representantes de los distintos subtipos. Para Ja realizacién 

 



  

de la prueba se necesita trabajar con embriones libres de patégenos especificos (SPF) o con 

cultivos celulares que requieren de equipo y reactivos especiales. E! tiempo de realizacién, en 

. 9 . 

ocasiones, es mayor a una semana. 41,,25,26,2 

Prueba de inhibicion de la hemoaglutinacién (IH): Se usa para clasificar cepas del virus ya que 

detecta anticuerpos contra el antigeno $1. Cuando las muestras proceden de aves jévenes que no 

han tenido contacto con varias cepas del virus, !a prueba es altamente especifica y en algunos 

casos se puede establecer el tipo de cepa que afecta las aves analizando los resultados seroldgicos. 

Sin embargo, cuando los sueros proceden de aves adultas o que han sido vacunadas o expuestas a 

cepas del virus de B] varias veces, la prueba presenta numerosas reacciones cruzadas, es decir, 

pierde especificidad no diferenciando entre tipos comunes como Massachusetts y Connecticut y 

nuevos subtipos variantes. Esto se debe tener en cuenta pues Ja deteccién de anticuerpos contra una 

: : . : : 26,27 
cepa determinada no necesariamente implica que las aves han sido expuestas a esta cepa. 9.125 26. 

Prueba de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbentassay): 1a prueba de ELISA tiene baja 

especificidad, debido a que no identifica anticuerpos producidos como respuesta a un subtipo 

especifico, esto debe ser contrarrestado con una evaluacién serolégica frecuente y buena historia 

clinica de las parvadas. ELISA da mas reacciones cruzadas que otras pruebas debido a que las 

placas comerciales se preparan con cepa Massachusetts y contienen todos los antigenos del virus 

de BI, las proteinas N, M, S! y $2. Las ventajas principales de esta prueba radican en su rapidez 

pues se pueden obtener resultados en 3-4 horas, la capacidad de examinar un buen numero de 

muestras individuales, la automatizacién def procedimiento, la posibilidad de almacenar los 

resultados en un computador, usando programas disponibles comercialmente ademas de detectar la 

presencia de anticuerpos por un periodo prolongado de tiempo, dada su mayor 

sensibilidad 2°! !+2526.27.28,29.30.31 

Los valores obtenidos mediante ELISA tienen poca variacién mientras se utilice el mismo sistema 

comercial, La edad, el tipo de ave, los programas de vacunacién y el estado inmunoldgico del ave 

son algunos de los muchos factores que influyen sobre !os niveles de anticuerpos. Estos factores 

deben tenerse en cuenta para interpretar las cifras que establecen que fos niveles de anticuerpos 

sean altos, medianos o bajos."° La serologia con la prueba de ELISA es tnicamente una 

 



  

herramienta al evaluar programas de vacunacién o diagnosticar la enfermedad y tos resultados 

obtenidos con ésta aunados a otras evaluaciones como Ia histopatotogia, el aislamiento del virus y 

otros tipos de pruebas serolégicas a menudo completan e! resultado final 2 

Pruebas de potencia: muy comunmente utilizada en la evaluacién de la respuesta inmune, 

consiste en la observacién de signos en aves vacunadas después de desafios controlados, para 

interpretar resu!tados de proteccién conferida a las aves después de la apticaci6n de vacunas. Estos 

signos no son faciles de detectar en aves parcialmente inmunizadas y es el aislamiento del virus a 

partir de hisopos traqueales y/o cloacales, el método preferido para la evaluacién inmunoldgica 

posdesafio. La realizacién de esta prueba Ileva mas tiempo pero se obtienen resultados 

satisfactorios.” 

En este trabajo se decidié utilizar la prueba de ELISA, debido a que es una de las pruebas mas 

solicitadas a los laboratorios de diagndstico por los propietarios de explotaciones avicotas, para 

evaluar la respuesta seroldgica de las aves posterior a la introduccién de algan programa de 

vacunacién o uno ya establecido y poder determinar el grado de proteccién conferida por la vacuna 

y el método empleados. 

Debido a lo anterior y a que la BI continta causando grandes pérdidas econdmicas se determind 

evaluar los procedimientos de vacunacién de cuatro granjas comerciales de potio de engorda, 

considerando la vacuna (cepa y titulo vacunal), métodos y vias de administracién utilizados, asi 

como, fa edad del ave a fa vacunacién. 

HIPOTESIS 

Las aves que han sido vacunadas contra !a bronquitis infecciosa aviar, deben producir respuesta 

inmune suficiente para neutralizar desafios de campo. 

OBJETIVOS 

1) Identificar los niveles de anticuerpos séricos, producidos por una vacunacién a virus vivo, 

mediante la técnica de ELISA. 

2) Evatuar su capacidad de proteccién ante un desafio viral con una cepa de! mismo serotipo. 

 



  

MATERIAL Y METODOS 

AVES DE EXPERIMENTACION. Se utilizaron 80 pollos de ambos sexos de la estirpe Peterson x 

Avian Farm, originarias de 1a misma incubadora comercial y procedentes de 4 granjas diferentes. 

Se formaron cuatro grupos con 10 aves testigo cada uno y se alojaron desde el dia de edad hasta la 

sexta semana en unidades de aisiamiento del Departamento de Produccién Animal: Aves 

{DPA:Aves) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, U.N.A.M., en corrales de madera 

con cama de viruta, consumiendo alimento comercial y agua a libre acceso. Otros cuatro grupos de 

10 aves cada uno se vacunaron (A, B, C y D) y revacunaron (C y D) en su respectiva granja de 

procedencia, permaneciendo ahi hasta la sexta semana de edad en que fueron remitidas al DPA. 

Aves, para obtener fas muestras de suero y desafiarlas. 

VIRUS VACUNAL. Para el grupo A se utilizé un virus activo modificado cepa Mass 48 con titulo 

de1o°** DIEPso por ml, para el grupo B virus activo modificado cepa Mass con titulo deto** 

DIEPs9 por m!, para los grupos C y D virus activo modificado cepa Mass con titulo de 10°? 

DIEPso por mi en la vacunacién y virus activo modificado cepa Mass con titulo de 10°° DIEPso por 

ml en la revacunacién. Las vacunas procedian de distintos laboratorios. 

VIRUS DE DESAFIO. Cepa virulenta, Massachusetts M41 con titulo de 10° DIEPso por ml.” 

INOCULACION VIRAL, 

Virus vacunal: Grupo A se aplicé por aspersién con gota fina media dosis de 7 ml/100 aves 

(recomendada por el productor), al dia de edad. Grupo B se apticéd en agua de bebida a media dosis 

de 7 mi/100 aves (recomendada por el productor), al dia de edad. Grupos C y D en la 

primovacunacién se aplicé por aspersién a media dosis de 7 ml/100 aves (recomendada por el 

productor), al dia de edad y en la revacunacién se suministré en agua de bebida a dosis completa de 

14 mi/100 aves (recomendada por el productor), a los 23 y 19 dias de edad respectivamente 

(cuadro 1). 

Virus de desafio: Las aves de los 8 grupos se inocularon con el virus de desafio por via ocular con 

dosis de 0.2 ml por ave, como lo establece el Code of Federal Regulations.™* - 

* Donado por Laboratorios de Investigacion Aplicada, $.A. Tehuacdn. Puebla. 

 



  

TOMA DE MUESTRAS. 

Serologia: Se tomaron muestras de sangre a las 40 aves no vacunadas y a las 40 aves vacunadas, al 

dia de edad para determinar la tasa de anticuerpos matemnos y a los 46 (grupo A), 42 (grupo B), 42 

(grupo C) y 39 (grupo D) dias de edad para determinar 1a tasa de anticuerpos posvacunales, 

obteniendo como minimo | mi de suero por ave. 

Prueba de Potencia (aislamiento viral): A} quinto dia posdesafio se sacrificé a las aves y se 

tomaron muestras de la mucosa traquea! con hisopo, los hisopos se colocaron en tubos con 10 ml 

de caldo triptosa fosfato, segiin lo establecido por el Code of Federal Regulations.** 

PRUEBA SEROLOGICA DE ELISA. Se realizé la prueba utilizando equipo de diagnéstico y la técnica 

indirecta establecida por KPL.?** 

AISLAMIENTO VIRAL PARA BRONQUITIS INFECCIOSA. Cada muestra de hisopo traqueal se filtré 

con membranas de poro de 0.45 pm de diametro y se inoculé en cavidad alantoidea, 0.2 ml del 

filtrado por embrién de 9-11 dias de edad. 

DISENO EXPERIMENTAL. Se formaron 8 grupos de 10 aves cada uno, 4 vacunados en la granja de 

procedencia (A,B,C y D) y 4 grupos testigos sin vacunacién (a, b, c y d). Los grupos fueron 

muestreados y desafiadas de fa siguiente manera: 

Grupo No. de sueros Edad a latoma de suero Edad al desafio Edad a la toma de hisopo 

(dias) (dias) traqueal (dias) 

A 10 l y 46 47 $2 

a 10 ly 46 47 52 

B 10 1 y 42 43 48 

b 10 ly 42 43 48 

Cc 10 ly 42 43 48 

c 10 ly 42 43 48 

D 10 ly 39 40 45 

d 10 ly 39 40 45 

  

© Kirkegaard and Perry Laboratories, 2 Cessna Court. Gaithersburg, Maryland 20879. 
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EVALUACION DE LA PRUEBA. 

Prueba de ELISA. Se obtuvo la media geométrica (MG) de los titulos de anticuerpos calculados 

con el programa de cémputo PROFILE®> proporcionado por KPL. ° 

Aislamiento viral. La viabilidad de los embriones se observé mediante ovoscopio durante 7 dias 

consecutivos posinoculacién, después se sacrificaron y se les realizé estudio posmortem. Las 

lesiones que se consideraron producidas por el virus de Ja BI fueron: enanismo, falange distal 

hiperflexionada, patas comprimidas sobre !a cabeza, embrién en forma de ovillo, falta de desarrollo 

y persistencia de uratos en el mesonefros; 1as membranas embrionarias mostraban amnios 

engrosado y adherido a la cabeza, saco vitelino encogido y membrana corioalantoidea friable, con 

aumento en el volumen de liquido alantoideo, segin lo establecido por Winterfield e al en 1971, 

Gelb 1989 y King en 1995.1'7637 

ANALISIS ESTADISTICO. 

En la prueba de potencia para que el aistamiento viral se considerara satisfactorio, se cumplieron 

dos requisitos: 

1) Por lo menos el 90% de las muestras de las aves vacunadas fueron negativas al aislamiento def 

virus de BI de desafio y minimo el 90% de !as muestras de las aves no vacunadas fueron 

positivas.”* 

2) Al realizar el andlisis de proporciones mediante la prueba de Ji cuadrada sesultaron 

estadisticamente diferentes los aislamientos virales entre los grupos A, B, C y D. 

Para saber si existia diferencia estadisticamente significativa, de los resultados de la prueba de 

ELISA, se les aplicé analisis de varianza, donde ta variable de respuesta fue el titulo de anticuerpos 

detectados, mientras que la variable explicativa fueron las vacunaciones. A los datos obtenidos, se 

les realizé una transformacién mediante el calculo de raiz cuadrada, sumandoles 0.5 de unidad para 

evitar las cantidades cero. La diferencia estadistica de medias entre grupos se determiné mediante 

la prueba de Tukey, utilizando el paquete estadistico SAS. La significancia estadistica se fijé con 

una p<0.05. 

 



  

RESULTADOS 

ESTUDIO SEROLOGICO 

Se obtuvo la media de anticuerpos maternos de los cuatro grupos Ja cual fue de 661, con una 

desviacion estandar de 983. 

En la respuesta serolégica de los sueros-muestra obtenidos a los 46 (grupo A), 42 (grupo B), 42 

(grupo C) y 39 (grupo D) dias de edad de las aves, a la inmunizacién con vacunas activas 

atenuadas contra BI, aplicadas al dia de edad a diferente dosis, por diferente via y procedentes de 

laboratorios distintos, se encontré que entre los grupos B, C y D no hubo diferencia estadistica 

significativa (P>0.05), sdto el grupo A mostré diferencia estadistica significativa (P>0.05) en 

relacién con los otros grupos (cuadro 2, figura 1). 

Las medias geométricas (MG) de anticuerpos obtenidos en los grupos B, C y D mediante ELISA, 

no mostraron correlacion con la proteccién de las aves al desafio, considerando que KPL ® para BI 

maneja_un titulo de anticuerpos de $000 como protectivo. En el caso del grupo A un ave presentd 

titulos contra BI existiendo correlacién con Ia proteccién de las aves al desafio, las que alcanzaron 

un porcentaje del 8.2 %. La influencia de anticuerpos maternos sobre la vacunacién de las aves al 

dia de edad puede no ser significativa, ya que, 1a MG obtenida a partir de todos los grupos fue 

baja; aunque no se puede descartar su efecto sobre ta adecuada generacién de inmunidad a nivel 

sérico, asi como la inmadurez inmunolégica presente en aves de un dia de edad. 

Las MG de los grupos no vacunados (a, b,c y d) a la sexta semana de edad fueron de 0 en todos, lo 

cual indica que los anticuerpos maternos contra BI ya habian declinado y no fueron detectados por 

ELISA. 

ESTUDIO VIROLOGICO 

En los grupos C y D se obtuvo un 100% de proteccién al desafio, estos grupos corresponden a las 

aves revacunadas alrededor de las tres semanas de edad. Se encontré diferencia estadistica 

significativa entre el grupo A y los demas, asi como el B con el C y el D (cuadro 3, figura 2). 

 



  

Los resultados del aislamiento viral indican que en las aves vacunadas al dia de edad, con media 

dosis via aspersién y revacunadas a los 19 y 23 dias de edad, con una dosis completa en agua de 

bebida !a proteccién alcanzada fue de un 100%. Para otro grupo vacunado al dia de edad, con 

media dosis, por aspersién, se observé un 82 % de proteccién y para un cuarto grupo vacunado al 

dia de edad, con media dosis por aspersién con gota fina, se obtuvo sélo un 8.2 % de proteccién. 

En Jos grupos testigos no vacunados se aisié el virus de todas las muestras como se esperaba. 

 



  

DISCUSION 

Existen tantos calendarios de vacunacién contra la BI, como granjas avicolas, pero no con todos se 

obtienen los resultados esperados como Io es el desarrollo de un adecuado nivel de anticuerpos, capaz 

de proteger a las aves contra posibles exposiciones al vei? 

La respuesta contra una infeccién por ef VBI, es el resultado de diversos mecanismos inmunes inatos 

y adquiridos. Dentro de los adquiridos se encuentra el representado por Ja inmunidad humoral, dada 

por anticuerpos contra el VBI, como IgG, IgA e IgM, tanto a nivel sérico como a nivel focal. La cual 

puede ser determinada mediante pruebas de laboratorio como IH, VSN, AGP y ELISA entre otras. 

Pero, aunque estas han resultado ser muy utiles en ta evaluacién de la respuesta de anticuerpos de fas 

aves hacia determinada vacuna y método de vacunacidn, no han sido lo suficientemente seguras para 

evaluar la proteccién real conferida por estas, ya que aves con bajos titulos de anticuerpos han 

resistido desafios controlados demostrando estar protegidas contra e! VBI. Las pruebas de potencia, 

siguen constituyendo un método muy utilizado en la actualidad, para determinar con mayor certeza el 

indice protectivo a nivel de traquea, uno de los principales sitios de replicacién viral, conferido por la 

-. 33 
vacunacion. 

La protecci6n a nivel de traquea en aves jévenes involucra a la IgG, debido a que durante la infeccion 

existe una disminucién significativa de la permeabilidad vascular que facilita el paso de esta 

inmunoglobulina de la circulacién hacia ta traquea ocuriendo esto en vez de una secrecién local 

activa, ya que el ave es inmunolégicamente incompetente. Mientras que los anticuerpos maternos 

proveen al ave con 1gG, la sintesis local de IgA posiblemente ocurre en la primera semana de vida a 

El papel de la defensa inmune local en el tracto respiratorio del ave ha sido estudiada por Hawkes ef 

al 1983)" mencionando que en aves adultas, el anticuerpo local principalmente es la IgG. Aunque 

este aspecto de proteccién, esta atin bajo consideracion. 

Soto (1996) menciona que en el caso de BI fas aves nacen con niveles de anticuerpos promedio de 

ELISA” entre 1000-3000, al finalizar la primera semana sin vacunacién, los niveles de anticuerpos 

naturalmente descienden a niveles promedio menores de 1200. A partir de la segunda semana y sin 

vacunas, el nivel promedio de anticuerpos es menor de 350, lo cual puede mantenerse asi el resto de 

  

* IDEXX Laboratories Inc. Westbrook, Maine 04092. 
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su vida. La aplicacién de dos vacunas puede arrojar niveles promedio de entre 700 y 1500 en ELISA" 

hasta Ja salida de las aves al mercado (pollo de engorda), o de !as pollitas que van a produccién de 

huevo. 

Pero es necesario tomar en cuenta el equipo de diagnéstico utilizado en el muestreo y evaluacién de 

esta respuesta debido a que los resultados pueden variar de una marca a otra (IDEXx’, KPL®, etc). 

En el caso de KPL® es considerado un titulo de anticuerpos ELISA de 5000 como protectivo en aves 

vacunadas contra BI. 

En este trabajo se encontré que en la primera granja representada por el grupo A, del total de aves 

evaluadas solo un ave presenté titulo bajo de anticuerpos (754236), con base en lo establecido por 

KPL® , Mientras que el resto mostré un titulo de 0 a los 46 dias de edad. En este caso los resultados 

serolégicos mostraron correlacion con los obtenidos mediante la prueba de potencia, ya que, el 

porcentaje de proteccién determinado fue del 8.2%. Esto nos sugiere que las aves no se encontraban 

protegidas contra un posible desafio con el VBI y eran susceptibles a la infeccién desde la sexta 

semana de edad. 

La probable falla vacunal observada en tas aves pertenecientes a este grupo, pudo deberse a un 

inadecuado manejo y/o administracién de ta vacuna por aspersién, dando como resultado aves no 

protegidas. Hofstad (1984) obtuvo mejores resultados al vacunar aves por aspersi6n que en agua de 

bebida. La conclusién anterior se basa en que probablemente las aves no desarrollaron una adecuada 

inmunidad a nivel !oca! tanto humoral como celular en tracto respiratorio, que segiin lo mencionado 

por diversos autores es la que confiere mayor proteccién al ave atin después de que el nivel de 

anticuerpos séricos ha disminuido después de una vacunacién. Lo que indica que el virus de desafio 

no fue neutralizado a este nivel, aislandose al primer pase en embrién de pollo a partir de los hisopos 

traqueales de estas aves. 

King,” Winterfield,”® y Gelb?” mencionan que !as cepas de campo deben ser adaptadas al embrién 

para detectar el efecto de enanismo, enroscamiento, uratos en rifién, mal implante de emplume y 

engrosamiento de la membrana corion alantoidea, lo cual se manifiesta minimo al tercer pase. En 

este trabajo no fue necesario realizar numerosos pases debido a que el virus de desafio ya estaba 

adaptado al embrién y las lesiones se manifestaron al primer pase. 

 



  

Quiroz et al (1993) 3, menciona que para minimizar el riesgo de reaislar virus vacunales, en e] caso 

de aves vacunadas contra BI, las muestras deben tomarse al menos 3 semanas después de la 

aplicacién de la vacuna. Asegurando asi que el sistema inmunoldgico neutraliz6 y proceso todo e} 

virus vacunal. En nuestro caso para los grupos A y B el tiempo transcurrido entre la vacunacién y el 

desafio fue de 6 semanas y en los grupos C y D de 3 semanas, concordando con to mencionado por 

este autor. 

. : - p za 39 
Al vacunar aves por aspersion, la inmunidad se logra tanto a nivel local como sérico,~ por lo tanto, 

aunque las aves no mostraran un titulo de anticuerpos séricos protectivos deberian haber resistido el 

desafio, considerando lo mencionado por Toro y Fernandez (1994, 1996) 2040 y por Da Silva et al 

(991), quienes encontraron que en el caso de la BI la inmunidad y resistencia del ave hacia la 

infeccién, esta dada principalmente a nivel local siendo la glandula de Harder el érgano encargado de 

ésta, y sugiriendo que en infecciones por el VBI la proteccién puede estar ilevandose a cabo en 

ausencia de anticuerpos humorales. Estos mismos autores concluyen que la determinacién de los 

niveles de IgA en lagrima puede utilizarse para establecer con mayor precision el perfil inmunoldgico 

en parvadas comerciales, sin embargo, la obtencién de flufdo lagrimal de manera rutinaria no es 

practico. 

Davelaar y Kouwenhoven (1980), encontraron que aves vacunadas a la tercera semana de edad por 

aspersion, desarro!laron inmunidad protectiva a las seis semanas de edad la cual fue completa a la 

octava semana de edad, sugiriendo que el éxito de la vacunacién por aspersién depende de la edad del 

ave al ser inmunizada. Aunque esto no corresponde totalmente con lo realizado en este trabajo, puede 

indicarnos que !a edad a la cual se vacund no fue la adecuada, ta! vez por la presencia de anticuerpos 

maternos o debido a la inmadurez inmunoldgica de las aves. Cabe mencionar que las aves al dia de 

edad no poseen un sistema inmune lo suficientemente maduro para responder al estimulo vacunal, tan 

satisfactoriamente como en el caso de aves vacunadas a una edad mayor, por lo que también este 

factor pudo haber influido en el resultado. Se menciona que Jas aves son inmunolégicamente maduras 

hasta la tercera semana de edad.” 

Tomando en cuenta la edad a la vacunacién, se ha encontrado que la presencia de anticuerpos 

maternos en aves vacunadas al dia de edad, puede interferir con el desarrollo adecuado del titulo de 

 



  

anticuerpos, Raggi y Lee (1965) y por !o tanto en Ia proteccién ante desafios a una edad posterior a 

la vacunacion. En el caso de las aves utilizadas en este trabajo, sdlo se obtuvo la MG de anticuerpos 

maternos para los cuatro grupos vacunados y la de los cuatro grupos de aves no vacunadas, debido a 

que procedian de la misma incubadora comercial. 

La MG del titulo de anticuerpos ELISA para los grupos a, b, c y d al dia de edad fue de 6614983, 

considerandose baja, indicando que tal vez Ja presencia de inmunidad pasiva no fue tan significativa 

como en el caso de aves que nacen con altos titules de anticuerpos maternos, en !as cuales el efecto 

neutralizador del virus vacunal por parte de estos es mas notorio, provocando un retardo en el 

desarrollo de la respuesta inmune (titulo maximo de anticuerpos) después de la vacunacién o que las 

aves no posean un adecuado titulo protectivo de anticuerpos, permaneciendo susceptibles a la 

infeccién por el VBI, aunque por otro lado, las reacciones posvacunales son mas leves que aves con 

bajos titulos de anticuerpos maternos circulantes, segiin lo mencionado por Dufour 1992)!” y 

Butcher ef ai(1993).7 

Darbyshire y Peters (1985), encontraron que la vacunacién de aves a la primera o segunda semana 

de edad les proporcioné proteccién contra desafios a la quinta 0 sexta semana de edad y en el caso de 

aves vacunadas al dia de edad, no mostraron proteccién al desafiarlas a !a novena semana. Al igual 

que Andrade et al (1982), quienes mencionan que aves vacunadas al dia de edad con cepas tipo 

Mass permanecieron protegidas contra desafios, con virus homdlogos, hasta la cuarta semana de vida. 

Al llevar a cabo la vacunacién de las aves a la semana de edad 0 después, se evita el posible efecto 

neutralizante del virus vacunal por parte de los anticuerpos maternos, ya que, estos tienden a 

disminuir después de Ja primera semana de vida2* Davelaar y Kouwenhoven «977),"8 encontraron 

indices neutralizantes de anticuerpos maternos de 0 en aves a los 30 dias de edad y Darbyshire y 

Peters (1985) mencionan que en aves no vacunadas los anticuerpos maternos declinan linealmente, 

presentando una vida media de 5-6 dias, proporcionando proteccién contra desafios hasta la cuarta 

semana de edad. 

Por otro lado, la media dosis utilizada pudo influir en gran medida en el desarrotlo de una 

inadecuada respuesta inmune, ya que, al disminuir la dosis de la vacuna, se disminuye la carga viral o 

 



  

el titulo de ésta provocando a su vez que no cumpla con el titulo establecido oficialmente de 

4 
10 DIEP5o/ml para lograr una verdadera inmunizacién.’ Aunque el utilizar media dosis puede evitar 

que se presenten reacciones posvacunales severas,esto debido a que la carga viral que reciben las 

aves es menor y por lo tanto e} dajio a nivel tisular provocado por el virus también, considerando la 

edad de las aves al recibir la vacuna; lo mejor no es disminuir la dosis sino elegir una cepa de alto 

pasaje (como la H52 y.H120 ) procurando que sea lo suficientemente inmunogénica y estimule una 

respuesta adecuada y protectiva.”? En cuanto a la cepa vacunal, ésta se tomé en cuenta para realizar 

el desafio de las aves y evitar utilizar un virus de diferente subtipo, ya que, no existe suficiente 

proteccién cruzada entre los subtipos existentes, como lo menciona Butcher et al (1993)'”  y Perrota 

et al (1988). 

Sin embargo, no hay que olvidar la importancia de la proteccién a nivel local, tanto celular como 

humora!, que le permite al ave incrementar su resistencia contra la infeccién y que segin lo 

encontrado por Toro y Fernandez (1996),"° no se ve significativamente afectada por la presencia de 

anticuerpos maternos en las aves. No obstante, la influencia de los anticuerpos maternos sobre ta 

vacunacién de las aves al dia de edad utilizadas en este trabajo no puede descartarse, debido a que en 

la mayoria de los experimentos realizados al respecto se han utilizado aves SPF cuyo comportamiento 

inmunolégico puede ser diferente al de aves comerciales provenientes de aves reproductoras 

inmunizadas constantemente,”" como en nuestro caso. 

En el caso de la segunda, tercera y cuarta granja, representadas por los grupos B, C y D, los titulos de 

anticuerpos ELISA no mostraron correlacién con la proteccién de las aves al desafio, concordando 

con lo mencionado por Darbyshire y Peters (1985), McDonald et al (1982) y por Toro y 

Fernandez ( 1994),?° quienes encontraron que aves vacunadas que presentaban bajos indices de 

neutralizacion, resistieron el desafio con VBI, durante cuatro dias posteriores a este. Las MG 

obtenidas de los sueros-muestra en los tres grupos no mostraron diferencia significativa entre ellas, 

pero tos resultados del aislamiento viral indican que las aves se encontraban protegidas, 

determinandose porcentajes de proteccién del 82%, 100% y 100% respectivamente. 

Para la evaluacién de Ja respuesta presentada por las aves del grupo B, debe tomarse en cuenta que las 

yacunas administradas en agua de bebida son susceptibles a la inactivacién por sustancias utilizadas 

para controlar contaminacién bacteriana y micotica del sistema hidrailico. Se ha visto que la 

 



  

eliminacién de éstas sustancias antes de la vacunacién y la incorporacién de leche descremada en 

polvo a concentracién de 1:400 estabiliza el titulo de virus durante la administracién de la vacuna.'! 

Sin embargo, no puede descartarse el hecho de que en !a vacunacion de las aves pertenecientes a este 

grupo la vacuna haya disminuido su titulo debido a que no se eliminaron totalmente las sustancias 

inactivantes. Lo cual también pudo haber influido en el desarrollo adecuado de inmunidad en las aves 

y por lo tanto del porcentaje de proteccién presentado por este grupo (82%), que aunque es 

considerado como satisfactorio pudo haber sido mayor. 

En lo que respecta al titulo que presentaba la vacuna aplicada al grupo B, este se encontraba dentro de 

45 . 
lo establecido (10  DIEPs/ml), por Jo que, considerando Ja edad a la cual fueron vacunadas las aves 

se puede establecer que posiblemente la vacuna no tuvo un buen manejo 0 no se controlaron 

totalmente los factores que pueden ocasionar una disminucion del titulo o inactivacién de la vacuna. 

Tomando en cuenta que la vacuna, en este grupo, se administro a media dosis. 

Los grupos C y D vacunados por aspersién a media dosis, probablemente tuvieron un comportamiento 

serdlogico similar al del grupo A después de la primovacunacién debido a que el titulo de la vacuna 

que se les aplicé fue de 10°? DIEPs9/ml, encontrandose inferior a lo requerido oficialmente, pero el 

hecho de que las aves de estos grupos hayan sido revacunadas en agua de bebida con una dosis 

completa a los 23 y 19 respectivamente, probablemente incrementé y prolongé la activacién de su 

respuesta inmune protegiéndolas contra el] virus de desafio utilizado, lo cual se confirma con los 

resultados obtenidos en la prueba de potencia y especificamente en el aistamiento viral (100% de 

proteccién en ambos grupos). Darbyshire y Peters (1984),” encontraron resultados similares, pero 

utilizando aves Rhode island Red, primovacunadas a la segunda semana de edad (vacuna H120) y 

revacunadas a las 15 semanas de edad (vacuna H52), concluyendo que ia mejor edad para vacunar a 

las aves fue a la segunda semana de vida. 

Al comparar !os resultados obtenidos en cada uno de los grupos vacunados, con sus Tespectivos 

grupos testigos no vacunados, se encontré que en el caso de los grupos A y a, las diferencias tanto en 

el estudio serolégico y viroldgico, no fueron significativas, ya que en el grupo testigo se obtuvo una 

MG de titulos ELISA de 0 a tas 6 semanas de edad, aislandose el virus de todas las muestras (0% de 

protecccién al desafio), lo cual estadisticamente no demostré diferencia con la MG de titulos ELISA‘ 

de 75 obtenida en el grupo A, también a las 6 semanas de edad, asi como con el porcentaje de 

 



  

proteccion al desafio (8.2 %). Esto nos confirma atin mas que el grupo vacunado realmente no estaba 

protegido ya que se comporté de manera similar al grupo de aves que no recibieron la vacuna. Debido 

a esto se Hegé a 1a conclusién de que en este grupo la falla vacunal pudo haber sido consecuencia de 

un mal manejo de la vacuna y/o a Ja utilizacién de un procedimiento de vacunacion no adecuado, sin 

descartar los factores propios de las aves que pueden interferir con la respuesta inmune como la edad. 

En el caso de los grupos B, C y D, si se observaron diferencias significativas en relacién a su grupo 

testigo tanto en los resultados serolégicos como en la prueba de potencia. Las aves de los grupos 

vacunados y revacunados aunque no alcanzaron titulos ELISA’ protectivos si demostraron estar 

protegidas ante un desafio, mientras que en tos grupos testigos a las 6 semanas se obtuvo una MG de 

0, concordando con el porcentaje de protecci6n al desafio obtenido al realizar el aislamiente viral 

(0%). Toro y Fernandez (1994),”° obtuvieron resultados similares evaluando la respuesta serolégica 

de aves vacunadas al dia de edad, mediante VSN y sometiéndolas a un desafio cuatro semanas 

después. 

Aunque la inmunidad cetular representa un mecanismo de defensa considerable en la proteccién 

contra infecciones por el VBI y tiene importancia significativa, alin no existe un método practico y 

Gtil a nivel de laboratorio para mediria de manera rutinaria, todos los trabajos al respecto han sido 

realizados de manera experimental y seria conveniente la evaluacién de esta en investigaciones 

posteriores.” 

A pesar de los numerosos estudios realizados, todavia quedan aspectos por investigar en lo que 

respecta a la enfermedad de BI. Desde la influencia exacta que tiene la presencia de anticuerpos 

matemos en aves vacunadas al dia de edad sobre la carga viral de la vacuna, ta susceptibilidad del ave 

a la infeccién dependiendo de su respuesta inmune y tinea comercial, sin olvidarnos de la aparicién de 

nuevos subtipos del virus que limitan la proteccién conferida por las vacunas existentes. El campo de 

investigacién sobre BI todavia es muy amplio sobre todo en nuestro pais en donde la mayoria de los 

resultados estan basados en trabajos realizados en otros paises, bajo diferentes condiciones. 

* Fehervari T, comunicacién personal. 
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CONCLUSIONES 

Con base en los resultados obtenidos y de acuerdo con lo mencionado por diversos investigadores se 

concluye que los calendarios de vacunacién utilizados en esta evaluacién, en uno de los casos, no fue 

efectivo ya que no proporcioné proteccién a las aves ante un desafio controlado, sugiriendo que el 

procedimiento utilizado probablemente no es el adecuado. 

Un programa de vacunacién contra BI que incluya una revacunacién ofrece a las aves una mejor 

proteccién contra posibles desafios. La respuesta inmune de aves vacunadas al dia de edad, por 

aspersion a media dosis contra BI, se vid incrementada con la aplicacién de una segunda vacuna a los 

19 y 23 dias de edad, prolongando la proteccién contra infecciones por VBI cepa Massachusetts, al 

menos hasta ta sexta semana de edad en la cual se evalud en este trabajo. 

Debido a que los niveles de anticuerpos séricos, en el caso de BI, generalmente no se encuentran 

correlacionados con la susceptibilidad de las aves a desafios con cepas similares a las vacunales, la 

prueba de potencia sigue constituyendo un método de los mas empleados para evaluar la proteccién 

de aves vacunadas y revacunadas a cualquier edad, con vacunas que poseen diferente titulo y 

administradas por cualquier via y método de vacunacion. 

Al Jlevar a cabo una vacunacién mediante un método masivo, como lo son la aspersion y el agua de 

bebida, deben tomarse muy en cuenta los factores que pueden influir sobre la calidad de la vacuna, 

disminuyendo su eficacia para estimular la respuesta inmune y el porcentaje de aves protegidas 

después de su administraci6n. 

Otro aspecto importante a considerar en investigaciones posteriores es ¢} del efecto que tienen los 

anticuerpos maternos en aves vacunadas al dia de edad, ya que, no se tiene un conocimiento exacto de 

su efecto neutralizante sobre el virus vacunal y en qué proporcién disminuye ta generacién de 

anticuerpos protectores posvacunales. 

Lo recomendable es seguir evaluando los calendarios de vacunacién contra B) existentes, ya sea 

mediante la prueba de potencia, actividad ciliar de fa traquea ¢ histopatologia. Asi como, la medicién 

de inmunidad a nivel local (celular y/o humoral) que involucre el estudio de la glandula de Harder y 
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su importancia en la determinacién de 1a proteccién de las aves contra desafios y el desarrollo de 

técnicas que faciliten la evaluacién de este tipo de inmunidad, tanto a nivel de campo como en un 

laboratorio de diagnéstico. Lo anterior enfocado a brindar mas apoyo a los productores en !a 

elaboracion de calendarios de vacunacién contra B] mas adecuados para su explotacion. 
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