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. SUMARIO

La industria avicola mueve anualmente grandas su-
mas de dinere por laimporiancia gue tiene el consumao
de huevos y carne de pollo en la poblacién. Debido a
las caracteristicas particulares de produccion enmasa
y mantenimiento de las aves, |a transmision de agen-
tes infecciosos es inminentey por lotanto esto permite
gue las enfermedades de origen virico o bacteriano se
diseminen en las parvadas representando uno de los
problernas més grandes en la industria avicola.

La Bronguitis Infecciosa Aviar, es una infec-
cion causada por un Coranavirus, y se manifiesta por
afecciones respiratorias y por una considerable baja
en la postura de las aves; por lo cual tiene una gran
importancia dentro de la avicultura. La profilaxis, es el
método mas adecuado para el control de esta enfer-
medad, y por ello es imprescindible que los planes de
vacunacion sean exitosos.

Enlaactualidad, la bronquitis Infecciosa Aviar
na cobrado mucha atencion, pues durante los Oltimos
=fos se han manifestado numercsos brotes de los
cuales se ha aislado el virus a partir de aves que han
zido vacunadas adecuadamente con vacunas Gomer-
cales. El presente estudio demuestra que las cepas
=sladas de estas aves son nueves serotipos, diferen-
=5 de los descritos previamente y diferentes a |os
silizados para prevenir la enfermedad.

Se anaglizaron tres virus aislados de brotes de
-=mpo de Guatemala, Bl Salvador y Costa Rica; con
= objeto de conocer si estos correspondian
=wigenicamente alas cepas vacunales Massachusetls
. Arkansas usadas en dichos paises. Y si entre elias

=roo cepas anteriormente mencionadas se produje-
on antisueros en aves libres de patogenos vy
=t cuerpos contra BIA; cada uno de los virus fueron
=*=ntados a los cinco antisueros y ademas, a un
=_=ro control negativo. Se utilizd el metodo de Suero
“eutralizacion enembriones de polio, usando latécni-
== 2= suero constante y virus diluido, Con los resulta-
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dos obienidos de las suero neutralizaciones, se obtuvo
el Indice Neutralizante en cada prugba estableciéndo-
sesiexistianeutralizacion del virus por el antisuero. De
estos resultados se concluye que el virus aislado en
Guatemala, es anligenicamente diferente a las dos
cepas vacunales usadas. Elvirus aislado en Guatema-
la, es antigénicamenta diferente a las dos cepas
vacunales usadas. El virus de El Salvador, en cambio
corresponde antigénicamente a la cepa Arkansas, En
el caso del virus de Costa Rica, se obtuvo
neutralizaciones parciales en una via, 1o cual indica
gue éste posee relacion con los demas virus; pero no
se puede concluir sobre la identidad antigenica.

La MNeutralizacion de cada virus con su Suero
homologo, evidencian la existencia de suficiente can-
tidad de anticuerpos, endichos sueros para neutralizar
a un virus antigénicamente igual; la ausencia de
anticuerpos en el suero control negativo, garantizan la
confiabilidad de |as pruebas.

Por los resullados oblenidos, se recomiendan
estudios posteriores conlos virus aislados incluyendo-
los en planes de vacunacion pileto, para poder evaluar
la proteccion que proporcionan & las aves las vacunas
experimentales, producidas con los virus locales en
cada region.

Il INTRODUCCION

La Bronquitis Infecciosa Aviar (B1A) es una
enfermedad viral da las gallinas, gue se maniliesta par
trastornos respiratorios y baja en la postura (1), Esta
enfermedad fue descrita por primera vez an el ano de
1831 y enlos anos consecutivos en distintas regionas
del mundao por diversos autores, cobrando gran impor-
tancia (2).

La BIA es causada por un Coronavirus, cons-
tituido de 3 estructuras protéicas: las nucleoproteinas,
la membrana matriz y las proteinas del peplémero (3).
El periodo de incubacion para esta enfermedad oscila
entre las 18 horas y 6 dias, y puede transmitirse
facilmante por via respiratoria y digestiva con moco
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trongueal de aves enfermas (4). Después de un perio-
do de disnea, aparecen estertores y tos gue puaden
disminuir al cabo de 8 -14 dias; ademas en las aves
jovenes de unas seis semanas se puede evidenciar un
retraso en el crecimiento. A menudo se encuentran las
llamadas "falsas ponedoras"” gue tienen aspecto nor-
mal pero no ponen; los huevos puestos por aves
afectadas son de cascara blanda o arrugada, y por |o
tarto no se consumen. (5).

La primera linea de defensa de las aves esta
compuesta por unaserie de procesos locales incluyen-
do la fagocitosis; ademas se encuentran las células
especializadas y los anticuerpos que componen el
sisterna inmune aviar (6). La defensa inmunclogica
contra el virus de la BlA, la constituyen |a sintesis de
anticuerpos locales presumiblemente |gA, que se en-
cuentran protegiendo la traquea y tracto respiratorio
superior ademas se encuentra la inmunidad humaoral,
Los anticuerpos maternos, tambien del tipo 1gG pro-
veen alos pollitos de inmunidad durante las siguientes
3 semanas después del nacimiento (7).

Para el diagndstico de la enfermedad se cuen-
ta conunmétodo directo, que cansiste en el aislamien-
to del virus de aves afectadas de BIA; esto puede
realizarse mediante inoculacion de animales suscepti-
bles alaenfermedad, inoculacidn encultivos celulares,
test de precipitacidén en agar, y el mas usado, |a
inoculacion en huevos embrionados de pollo (8). Para
efectuar este Ultimo se escogen embriones de 8 -11
dias deincubacion, alos cuales seles inocula exudado
tragueal de las aves afectas, y posteriormente se
observan los efectos patoldgicos que causa el virus en
ellos después de 5-7 dias de incubacion (9).

Dentro de métodos serologicos utilizados para
medir los niveles de anticuerpos, se encuentran la
hemaglutinacion indirecta, ELISA, y la suero
neutralizacion en embriones de polio, que es el metodo
de referencia {10).

Durante los Gltimos anos se han presentado
brotes de la enfermedad, de aves vacunadas adecua-
damente con las vacunas comerciales existentes, es-
tudios de laboratorio y de campo se han demostrado
gue éstas cepas son sercltipos diferentes a los
vacunales. Siendo la Profilaxis el método mas efectua-
do para la prevencion de la BlA, es indispensable usar
en los planes de vacunacion las cepas adecuadas,
para que estos sean efectivos,

Enel presente estudio se analizaron tres virus
de brotes de campo de la enfermedad aislados de
Guatemala, El Salvador y Costa Rica, y ademas las
cepas vacunales Arkansas y Massachusetts, esta
ultimautilizada en los planes de vacunacion en el area;

con el objetivo de ver si dichos virus pertenecian a las
cepas vacunales y para establecer si son homélogos o
o,

Faraellosedtilizo latecnica de sueroneutralizacion de
embriones de pollo, analizando los efectos patologicos
causados en los embriones,

. MATERIALES ¥ METODOS

Setomaron pollos deundiade edad, libres de vacunas
y fueron tenidos durante 3 semanas en aislamiento
para gue eliminaran los anticuerpos maternos, poste-
ricrmente fuercn divididos en seis grupos, a cada uno
de los cuales se |es inoculd uno de las cinco cepas de
BlA, vy el Ultimo grupo fue dejado sin vacunar para
control negative, Se vacunaron por via nasal,
revacunandose 2 veces conunadiferencia de 1 sema-
na entre cada vacunacion., A las seis semanas de
edad, fueron sangradas y formados los pool de cada
grupo conteniendo los anticuerpos contra cada cepa.

Cada pool de sueros fusron enfrentados a

cada uno de los virus meadiante el metodo de suero
neutralizacidon de embricnes de pollo de 3-11 dias,
usando la técnica de virus constante (diluido 1:8) v
suercdiluido. Paraesto serealizaron dilucionas desde
10-1 a 10-6 de cada virus con solucion salina esteril
mas antibidticos; y luego fueron mezclados con los
antisueros,
Se marcaron siete grupos de embriones de pollo, cada
uno constituido por cinco embricnes, alos cualesseles
inoculd 0.1 ml. Exactamente de mezcla de dilucion,
luego se incubaron durante 7 dias observandolos a
diario se descartaren los embricnes muerios durante
las 24 horas siguientes alaincubacidn, por considerar-
se contaminados con bacterias luego fueron analiza-
dos para establecer si estaban afectados par el virus
de BIA, observando los tres signos clasicos: enanismo,
encorvamiento y presencia de wratos en los rinones,
Los embriones que presentaban estos signos fueron
considerados como positivos,

Ademas fueron realizadas |as titulaciones de
los wirus, inoculando 0.1 mil. de suspension de
cadadilucion del virus puro, ¥ procediendo exactamen-
te da la misma forma.,

Los resultados obtenidos fuercn analizados
por el método de Reed Mdnch para determinar los
indices neutralizantes de cada suero neutralizacion y
los titulos de cada virus,
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I¥. RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind el titulo de cada uno de los virus en
estudio, obteniéndose como resuttados |os siguientes:
Mass 10.7.2: Ark 10 7.5, Ro-BE 10 7.3; Elsa-8910 7.2
y Cri-8910 7.2,

Las sueroc neutralizaciones realizadas con
cada uno de los virus enfrentados a cada uno de los
seis antisueros dieron como resultados las DN 50 que
aparecen en el cuadro No. 1

Cuadro No. 1; Titulo de cada virus mezclado con cada antisuero

VIRUS ANTISUEROS

Hem Titule Masza Ak Ro-E3 Elzn-83 Lr-£9 f.‘&un;_tl;-:'lr
Mass 10 73 0 1070 10rs 10T 108 1.0 72
Ark 10 ™ 10 ee 10 e foes 10se 10 22 1.078
RO-Ba 10 10 8e i02e 103 10 10T 1.072
Elsa-88 1072 1073 1042 1gne 10 ioes 1.07%
Cri-B8 1074 1078 1gre 108t 1082 10 1.074

LaDN  oenlindice neutralizante (IN) de cada
uno de los virus se determind substrayendo del expo-
nente del virus puro, el exponente del titulo del virus
cuando éste se mezcld con el antisuero en estudio. El
criterio establecido para indicar si existe neutralizacion
significativa se considerd cuando el titulo del virus bajo
enZlogaritmos omas. Silabajaes de 1-2 seconsidero

una suero neutralizacion parcial y por consiguiente no
significativa; y abajo de 1, se considerd cuando el titulo
del virus bajd en 2 logaritmos o mas. 5ila baja es de
1-2 seconsiderd unasuero neutralizacion parcial y por
consiguiente no significativa; y abajode 1, se conside-
ré que no existe neutralizacion, Cuadro No, 2

Cuadro No. 2: INDICES NEUTRALIZANTES DE CADA PRUEBA DE SUERO

NEUTRALIZACION

VIRUS ANTISUEROS

ey Mass frk Bo-E8 Elga-£4 Cri-Bg Contrel Negative
wisy an 0.2 0.1 0.4 1:7 ]

= 0.5 2.5 11 2.3 1.5 o

=C-58 1.3 1.6 a8 1.5 1.5 o

Ema-8% 0 27 1.B a.4 1.3 o

= 0.3 0.3 0.5 0.8 3.0 o

Tomando en cuenta estos ndices de
~=sralizacion, se establecid cuales de los antisueros

neutralizan a los virus vacunales y los virus aislados en
la region. Cuadro No. 3
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Cuadro No. 3;: PATRONES DE NEUTRALIZACION

VIRUS ANTISUEROS

Nom Mass firk Fio-B8 Elsa-83 Gri-Ba
Mass N : P

Ark . N 2 N P
RO-88 P P M P P
Elsa-9 . N P N L
Cri-B9 - o M

N = Neutralizacién total
P = Neulrallzacion parcial
- = No hay neutralizaclén

Puede observarse que cada antisuero pre-
senta neutralizacion con su antisuero homalago, lo
gue compruebalapresenciade suficientes anticuerpos
en cada antisuero preparado,

Como se puede observar en el Cuadro No, 1
todos los virus presentan un titulo mayor de 10.7%/ml.
Por otro lado, los titulos de |os virus obtenidos cuando
se mezolaron con &l suero contrel negativo, confirman
los titulos de los virus obtenidos cuando se mezclaron
con el suero control negativo, confirman los titulos de
cada virus s0lo, ya gue las variacionas entre ambos
tilulos sen minimas.

Delos resultados obtenidos se puede estabie-
cer que el antisuero Ro-88 correspondiente a Guate-
mala, ademéas de neutralizar a su virus homologo
también neutraliza parcialmente al virus Arkansas y al
virus Elsa-89, |o cual sugiere relacion antigénica, no
solo entre el virus vacunal Arkansas sino tambien con
gl virus aislado de El Salvador, Ademas tambien
evidenciaque elvirus vacunal Mass noguardarslacion
antigenica con el virus aislado en el campo, en Guate-
mala, pese a la neutralizacion parcial del antisuero
Mass contra e virus Ro-88 de Guatemnala.

El antisuero Elsa-8% ademas de neutralizar &
suvirus homdlogo, tambignnautralizaal virus Arkansas,
Esta neutralizacion se da en ambas vias, ya que &l
antisuero Ark. Tambiénpresentaunindice neutralizarte
alto {2,7) frente al virus Elsa-89. Esto sugiere que &l
virus Arkansas y que ambos virus Ho-B8 vy Elsa-89
estan antigénicamente relacicnades con el wvirus

Arkansas y gue ambos son distintos al virus Mass,
usado en los planes de vacunacion en ambos paises
para la prevencion de la de BlA. Estos hallazgos, por
lo menos explican en parte, el problema del
aparecimiento de brotes de asta enfermedad en di-
chos paises, pues las aves no posaen NiNguna inmu-
nidad contra las cepas causantes de los brotes,

En Guatemala, es aconsgjable ensayar

vacunaciones con la cepa local Ro-88, y segun los
resultados reestructurar los planes de vacunacion,
empleando esta cepa enlugar, o combinada con otras
cepas.
Tambien es necesario continuar estudios con la cepa
Arkansasy su relacionconla cepaRo-88, paraevaluar
el grado de inmunidad que proporciona a las aves, en
dicho pais.

Respecto a El Salvador, es recomendable s
implementacion de la cepa Arkansas enlos planes de
vacunacion, ya gue segin los trabajos realizados con
la cepa aislada en el presente estudio, corresponda
antigénicamente a dicha cepa Arkansas, y no asi con
la cepa Mass. Ademas se sugiere continuar con el
aislamiento y lipificacion de virus de campo, para
verificar gue todes son antigenicamente similares, ©
por el contrario que son diferentes.

Hay que notar gue el virus Cri-89 neutraliza
parcialmente a todos los virus, Cuadro Mo, 3) pero
ninglun antisuero neutraliza al virus Cri-89, lo cual
sugiere neutralizacion parcial en una sola via; ésto
indica que este virus tiene relacion antigénica con las
cepas utilizadas; ya que no se puede concluir que
antigenicamente pertenezca a ninguna de ellas. En
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CostaRica, se consideraba hasta hace unos cuantos
meses que no existia BIA, sin embargo, aislamientos
de aves con problemas respiratorios y otrosestudios al
respecto evidencian la presencia de ésta enfermedad
en el pais. Los resultados no son conclusivos en
cuanto ala identidad dela cepa, sin embargo sugieren
que el virus Cri-89 tiene alguna relacién con la cepas
vacunales. Es recomendable continuar estudios con
dicho virus para obtener resultados conclusivos vy la
estructuracion de planes de vacunacion que se adecuen
alas necesidades de éste pais; para ello debe intentarse
al aislamiento de otras cepas y su respectiva caracte
rizacion.

El suero control no presenté anticuerpos con
traninguno de los cinco virus analizados, de lo cual se
puede deducir que no existen anticuerpos contra nin
guno de los cinco virus analizados, de lo cual sepuede
deducir que no existen anticuerpos inespecificos que
pudiesen inducir falsas neutralizaciones.

Por ultimo, el hecho de que los cinco antisueron
neutralizan en mas de un 99% a su respectivo virus
demuestra que en efecto cada uno de ellos contenia
suficientes anticuerpos  para neutralizar un virus
antigénicamente igual.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los virus analizados ninguna corresponde
antigénicamente a la cepa Massachusetts, usada en
los planes de vacunacion para laprevencion de laBIA
en el area. Elvirus Ro-88 proveniente de Guatemala,
es antigénicamente diferente a la cepas vacunales
usadas en el presente estudio. Elvirus Elsa-89 aislado
de EIl Salvador, corresponde antigénicamente a la
cepa Arkansas. Elvirus Cri-89 corresponde a Costa
Rica, tiene relacion antigénica conlas cepas utiliza
das, pero los resultados no son suficientes para esta
blecer si pertenece a alguna de ellas. Los tres virus
analizados son antigénicamente heterélogos, aunque
se evidencia que si guardan relacién entre ellos. Enlos
tres paises es necesaria la reestructuracion de los
planes de vacunacion contra la BIA.

Por todo lo anterior se recomienda continuar
estudios con virus de BIA, aislados de nuevos brotes
de la enfermedad, y establecer si corresponden
antigénicamente  a los analizados en el presente estu
dio. Establecer el serotipo a que pertenecen los virus
Ro-88, Elsa-89 y Cry-89. ensayar vacunaciones con
las cepas locales en cada region, evaluando la inmuni
dad que proporcionan, para la posterior reestructura
cion de los planes de vacunacion. En El Salvador, es
aconsejable la implementacién de la cepaArkansas en

los planes devacunacion, evaluando la inmunidad que
provee. Continuar los estudios con virus aislados de
CostaRica, y su tipificacion, para establecer su iden
tidad antigénica; y | consecutiva estructuracion de
planes de vacunacion.
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