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RESUMEN

QUIROZBARRIOS MARCO ANTONIO. DETERMI-
NACION DE LA PRESENCIA DEL SEROTIPO ARKAN-
SAS A PARTIR DE AISLAMIENTOS DEL VIRUS DE
BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR EN MEXICO DE
ENERO A OCTUBRE DE 1992 (BAJO LA DIRECCION DE
ANGEL RETANA REYES Y MARITZA TAMAYO
SALMORAN)

De enero a octubre de 1992 se estudiaron 18 casos que
presentaban un cuadro clfnico sugestivo de' Bronquitis Infecciosa
(BI), de los cuales 16 provenfan de pollo de engorda y 2 de postura

de diferentes estados de la Repiblica Mexicana.

De las 18 muestras se obtuvieron 10 aislamientos del virus
de BI (VBI) y con las pruebas de hemoaglutinacién (HA) e
inhibicion de la hemoaglutinacién (HI), se encontré que en 5 de
estos aislamiientos también existfa la presencia de una cepa
lentogénica del virus de la enfermedad de Newcastle ( ENC) , el

cual fue neutralizado con un antisuero homélogo.



Mediante la prucba de virus suero neutralizado (VSN)
cruzada por el método alfa en embriones de pollo SPF, de todos los
aislamientos, frente a los antisueros especfficos de los serotipos
Arkansés, Massachusetts y Connecticut y la técnica de
inmunofluorescenciaindirecta con anﬁcucr?os monoclonales para
los mismos serotipos se determiné que uno de los aislamientos
correspondfa al serotipo Arkansas y los nueve restantes al serotipo

Massachusetts.
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INTRODUCCION

En la actualidad la Bronquitis Infecciosa ( BI ) es un
problema frecuente en granjas de pollo de engorda, reproductoras
y aves de postura, en las cuales se ha diagnosticado el padecimiento
atn en aves vacunadas, lo que le confiere una gran importancia
econémica debido a las pérdidas financieras que sufren los
avicultores por la presencia de esta enfermedad. A partir de estos
problemas surge la necesidad de aislary tipificaral virus de BI para
determinar si existen serotipos diferentes al Massachusetts y
Connecticut que son los comunmente usados para la elaboracién

de vacunas en nuestro pafs.
GENERALIDADES DE LA BL

La BI es una enfermedad viral, de distribucién mundial,
altamente contagiosa que afecta a pollos y a gallinas domésticas,
causando alteraciones en los aparatos respiratorio, reproductor.
Algunos seroti pos son capaces de producirlesiones renales (nefritis-
nefrosis). En aves jévenes se caracteriza por provocar un cuadro
respiratorio agudo con estornudos y disned. Las aves adultas en
postura muestran una menor signologfa respiratoria que los

individuos j6venes, sin embargo sufren un descenso brusco en la



produccién de huevo asi como reducci6n en la calidad externa e

interna del mismo ( 16, 19, 25, 36, 55, 57, 64 ).
HISTORIA:

El primer reporte de un brote de BI fue hecho por Schalk y
Hawanen 1931 en Dakota del Norte (60 ). A mediados de ladécada
de los 50’s se desarrollaron las primeras vacunas y se establecieron
calendarios de vacunacién par;i prevenir la enfermedad ( 53 ).
Winterfield y Hitchner en 1962 reportan una nefrosis asociada a

algunos casos de BI (64 ).

Durante las décadas de los 60's y 70's la BI fue controlada
gracias al empleo de vacunas a virus activo elaboradas con cepas

de los serotipos Connecticut y Massachusetts.

Algunos pafses curopeos a finales de la década de los 70°s,
empiczan a informar sobre la aparici6n de casos sospechosos de BI
en aves vacunadas adecuadamente, causados por serotipos
diferentes a Massachusetts y Connecticut, contra los cuales los

virus vacunales clédsicos no conferfan proteccién ( 53 ).

Hopkins en 1974 establece una clasificacién serol6gica del

virus de Bl empleando la técnica de reduccién en placa, habiendo



estudiado 19 cepas, logré agruparlas en 7 serotipos: I. Massachu-
setts, II. Connecticut (Florida, Clarck 333, Arkansas 99), III.
Georgia (SE 17),1V. Delaware (JMK, Holte, Gray), V.Iowa 97, V1.
Iowa 609, VIL. New Hampshire ( 27 ).

Lutticken y colaboradores, en 1981 reportaronen los Pafses
Bajos la presencia serolégica de las cepas variantes D-207, D-212,
D-3896, D-3128 ( 48 ). En 1984, Luttiken aislé y desarroll6 las
cepas vacunales hemoaglutinantes esponténeas D-274, D-1466,

para la prevencién de las variantes europeas.

Marquardty Snyder en 1985 realizaron unaclasificacién de
los serotipos norteamericanos del virus de BI, baséndose en el uso
de anticuerpos monoclonales y los agruparon de la siguiente
manera: [. Massachusetts, II. Connecticut, III. JMK, IV. MD-27,
V. MD-32, V1. 1-97, VIL I-609, VIII. Holte, IX. Clark-33, X. SE-
17, XI. Florida, XII. Arkansas-99, XIII. Arkansas-155, XIV,
Maine-209. XV. Maine-212 y XVI. Maine-246 (50).

El primer reporte de Bl en México, fue hecho por Moreno
Chan en 1962 ( 56 ). Posteriormente Aranda, Rodriguez y Salgado
en 1979 y Rivera en 1983, informan de casos clinicos de bajas de

postura en aves inmunizadas o hiperinmunizadas contra BI (54).



Maérquez en 1984 demostr6 la presencia serolégica de las variantes
europeas D-207 y D-212 del virus de Bl en las principales zonas
avicolas del pafs ( 54 ). En 1992 Pérez Mérquez menciona el
hallazgo de anticuerpos contra los serotipos Arkansas y Connect-
icut en algunas regiones del pafs*. En el mismo afio, Soto report6
que con puebas serolégicas, de HI, se habfan detectado niveles de
anticuerpos circulantes del VBI altamente sugestivas de pertenccer

a los serotipos Arkansas y Gray ( 61 ).
ETIOLOGIA

La Bl es causada por un virus del género coronavirus de la

familia Coronaviridae que posee 12 grupos serol6gicos (55,16).

Morfologfa: El virus de la Bronquitis Infecciosa ( VBI)
es pleomérfico o redondeado, posee una envoltura lipoprotéica que
mide de 90 a 200 nm de didmetro con proyecciones ( espfculas )
uniformemente distribuidas que le dan la apariencia de corona,
estas miden 20 nm de largo y en su porcion distal muestran una
dilatacién de 10 nm de diémetro ( 16, 25 ). Existen diferencias en
lamorfologfa de las proyecciones que formanlacorona(3,21 ). Su

genoma esta constituido por RNA que conticne aproximadamente

* Comunicacion Personal



27,500 nucleotidos en toda su cadena (37).

El VBI contiene tres principales p}oternas estructurales,
dos asociadas con la cubierta viral: la S ( spike = proyecci6n )y
laM (membrana ). Y otra asociada al 4cido nucleico del virus, la
N (nucleocédpside ), ésta es relativamente estable en comparacion

a las protefnas externas.

La protefna S vista en el microscopio electrénico tiene
forma de cono, consta de dos fracciones; la S1 y la S2, ambas
compuestas de oligosacaridos con aproximadamente 520 y 625

amino4cidos respectivamente (3, 6).

Con el uso de anticuerpos monoclonales se han podido
distinguir 8 epitopes en la protefna S y se’han identificado de la
S-AalaS-H,6 epitopes se localizan en la subunidad S1 (del S-A
al S-F ) y los otros dos epitopes en la subunidad S2 (S-G y S-H)
(40).

Al cambiar la organizacién de los aminodcidos en los
epitopes, originan lo que se conoce como puntos antigénicos de
variacién que resultan en la aparicién de nuevas cepas conocidas

como variantes o serotipos diferentes ( 3 ).
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Los epitopes D y E son inmunodominantes y no causan
reacciones cruzadas, estos estdn localizados en la parte terminal de
la subunidad S1 y son sumamente importantes para la induccién de
suneutralizacion por anticuerpos, lo cual contribuye ala proteccion
contra la infeccién. Los epitopes A, B y C si pﬁeden causar
reacciones cruzadas, principalmente en avf;s hiperinmunizadas o
infectadas m4s de una ocasi6n (40).

Cavanagh describid c6mo algunos serotipos son
diferenciados por pruebas de VSN como serotipos diferentes atn
cuando la subunidad S1 sea extremadamente similar uno de otro,
aunque sélo exista una diferencia del 2 al 3% o tan distintos que

difieran hasta el 50% entre los serotipos ( 6,41 ).

Esto tiene una consecuencia préctica muy importante y
muestraque lamayor producciénde anticuerpos virusneutralizantes
producidos en los pollos seguidos de una sola infeccién son
dirigidos contra un pequefifsimo nimero de ¢pitopes y un ligero
cambio en los amino4cidos que forman estos cpitopes resulta en la
produccién de anticuerpos virusneutralizantes que no neutralicen
otros serotipos que sean muy similares pero que difieran en estos

cpitopes criticos ( 40, 41 ).
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Se deducede loanterior que la protéfna Sesmuyimportante
para lainfectividad del virus, ya que la subunidad S1 de la protefna
S induce la especificidad en la virus neutralizacién especifica de
cada serotipo. Ademds, se ha demostrado que la fraccién S1
purificada induce la producci6n de anticuerpos neutralizantes en
los pollos; en cambio, virus a los que por métodos bioquimicos se

les ha removido la fraccién S1 no inducen la produccién de tales
anticuerpos ( 3 ).

Resistencia a agentes qufmicos y fsicos: La mayorfa de los
serotipos del VBI son inactivados después de 15 minutos a 56 °C

y después de 90 minutos a 45 °C.

Los virus presentes en liquido alantoideo, almacenados a -

30 °C, son viables aun después de varios afios.

Los tejidos infectados mantenidos en glicerol al 50% son
bien preservados durante varias horas sin necesidad de refrigeracion,

lo cual es qtil para el transporte de muestras al laboratorio.

Si se mantiene liofilizado y en refrigeracién, el lquido
alantoideo infectado con VBI puede permanecer viable hasta 30

afios, pero almacenado a 37 °C sc inactiva al cabo de 6 meses.



10

El VBI en cultivos es mds estable a PH de 6 a 6.5 que de 7
a8.

El VBI es sensible al éter y al cloroformo, en general es

considerado sensible a todos los desinfectantes ( 26 ).
CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE SEROTIPOS:

La clasificaci6n de los serotipos del VBI se ha basado por
mucho tiempo ¢n la prueba de virus suero neutralizacién ( VSN )
en varios sistemas. En las décadas de los 60’s y 70°s varios
serotipos distintos al Massachusets ( 62 ), fueron descritos en los
E.U. ( 10, 11, 32, 33, 34, 66 ). A partir de esto, investigaciones
exhaustivas realizadas en Holanda (48) y en Inglaterra (28), han
revelado la presencia de serotipos diferentcé alosde E.U. del VBI

en Europa.

La prueba de VSN ha sido desarrollada en explantes de
trdquea ( 6, 18, 24, 31, 34, 43 ), en cultivo de células de riiién de

pollo ( 27 ), y en embriones de pollo (17, 23, 47).

La clasificacién de serotipos con la prueba de HI ha sido
investigada también. La especificidad de una respuesta temprana

y las reacciones cruzadas limitadas, fueron la base para proceder a '
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serotipificar aislamientos del VBI por medio de esta prueba (38 ).
Pero otros investigadores han demostrado que existen reacciones
cruzadas importantes, principalmente en aves hiperinmunizadas o
infectadas por mds de una ocasién. Por o tanto, esto sugiere que la
prucbade HI para el VBI puede ser especfica para serotipos o para
antigenos de grupo, dependiendo del ndémero de infecciones o

exposiciones al virus que hayan tenido las aves ( 2, 5, 37 ).

Cook hizo una comparacién entre las pruebas de VSN en
explantes traqueales y HI, y concluyé que con HI se presentan
marcadas reacciones cruzadas y que con lﬁ VSN es posible hacer

una diferenciacién precisa de los serotipos del VBI  (29).

A partir de la década de los 80's, hasta nuestros dfas, el uso
de anticuerpos monoclonales se ve ampliamente difundido para la
identificacién de serotipos. Los anticuerpos rﬂonclonales se han
" empleado en la té_cnica de inmunofluorescencia ( 12, 50, 66 s
inniunoperoxidasa (35)yELISA (35,42) obteniendo excelentes

resultados.

La diferenciacion de los serotipos del VBI se ha logrado

también con el estudio de la secuencia de nucleotidos (6, 40).
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IMPORTANCIA ECONOMICA:

Las pérdidas econémicas debidas a la BI son dificilmente
evaluables ya que a menudo suele haber involucrados factores

secundarios.

Los productores de pollo de engorda pueden tener mala
productividad debido alabaja conversi6nalimenticia y la reduccién
en la ganancia de peso. Infecciones secundarias como por E. coli
pueden incrementar los porcentajes de decomiso, especialmente si

laenfermedad se produce enlailtimas semanas antes del sacrificio.

En pollos j6venes se puede observar mortalidad superior al
25%, en futuras ponedoras y reproductoras, las lesiones pueden
radicar en el oviducto. Estas aves pueden crecer normalmente pero
no producirdn huevos, éstas gallinas Ilamadas falsas ponedoras,
consumen alimento y ocasionan gastos de alojamiento, sin ninguna
productivided. Cuando sobrevicne un brote de BI en aves en
produccién o en el pico de postura, las pérdidas econ6micas serdn
causadas sobre todo por la cafda de la postura y la mala calidad de
los huevos. A menudo la produccién no volverd al nivel que tenfa
antes de la infeccién y las aves tendrén que ser sacrificadas antes

de tiempo.
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En general, las pérdidas dependerén de la virulencia del
serotipo implicado, el nivel de inmunidad y la edad del ave en el

momento de 1a infeccién ( 49 ).
PATOGENIA Y EPIZOOTIOLOGIA:

Se considera que los pollos y gallinas son los dnicos
huéspedes naturales para el VBI. Las aves de cualquier edad son
susceptibles pero la enfermedad es més severa en aves jévenes
donde puede causar mortalidad. Seguido a una infecci6n con el
VBI por via aérea, hay una rdpida multiplicacién del virus en el
tricto respiratorio. El virus puede ser aislado de la trdquea y de los
pulmones entre 24 horas y 8 dfas postinfeccion ( 25 ). Posterior a
1a infecci6n del trdcto respiratorio, hay una fase donde el virus pasa
al torrente sangufneo ( viremia ). El trdcto reproductivo puede ser

atacado durante esta fase. ( 36 ).

Los serotipos T australiana, Holte y Gray, afectan a los
rifiones siendo el T australiana el mds patégeno. El serotipo
Massachusetts puede o no producir cierto daiio renal pero el virus

es aislado con facilidad a partir del rifién.

La bolsa de Fabricio es otro 6rgano que se ve afectado por -
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el VBI y de la cual puede ser aislado el virus. (19, 64).

Transmisién: El VBI se difunde rdpidamente entre las
aves. Los pollos susceptibles mantenidos en casetas con aves
infectadas, usualmente desarrollan signos al cabo de 48 horas. El
virus es aislado consistentemente de la trdquea, del pulmén, del
rifién y de la bolsa de Fabricio de 24 horas a 8 dfas después de la
exposicién al virus por aerosol. La frecuencia del aislamiento
disminuye con el tiempo y con la variedad de los serotipos, pero el
VBI ha sido aislado de tonsilas cecales a las 14 semanas y de las
heces a las 20 semanas postinfeccién. Hay reportes de aislamientos
a partir de huevo a los 43 dfas posteriores a la desaparici6n de los
signos, esto demuestra que las aves aiin cuando ya se hayan
recuperado de }a enfermedad pueden seguir diseminando el virus
durante mucho tiempo y que existe el riesgo de transmitir la
enfermedad por medio de vectores mec4nicos a otras aves u otras

granjas ( 36, 55).

Periodo de incubacién: El periodode incubacién de la Bl es
de 18 a 36 horas, dependiendodeladésisy de la ruta e inoculacion
(36).
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SIGNOS:

En aves jévenes, la BI se caracteriza por presentar signos
respiratorios que consisten en: boqueo, tos, estornudos, estertores
traqueales y descargas nasales. Ocasionalmente las aves pueden

tener los senos nasales aumentados de volumen.

Los pollos se observan deprimidos, se mantienen
aglomerados bajo las fuentes de calor y en cuanto a la conversién
alimenticia y la ganancia de peso, se ven significativamente
reducidas.

En las aves adultas, los signos son similares a los descritos
para los pollos jévencs pero las descargas nasales no son tan
frecuentes y la enfermedad puede pasar desapercibida, al menos
que las aves sean examinadas cuidadosamente y escuchando la
manifestacion de los signos respiratorios por las noches cuando las

aves estdin normalmente tranquilas.

Los pollos infectados con algtin serotiponefrotropico cursan
con un cuadro respiratorio leve y posteriormente se observan
deprimidos con las plumas erizadas, deyecciones acuosas e

incrementan su consumo de agua. Cuando hay presencia de



16

urolitiasis en las aves, puede aumentar considerablemente la

mortalidad ( 36, 44, 64 ).

En las gallinas en postura declina la produccién de huevo
ademds de presentar signos respiratorios leves. La severidad en la
baja de produccién varfa dependiendo del serotipo implicado y la
etapa de producci6n en que se encuentren las aves en el momento
de la infeccion, ésta disminuci6n en la produccién de huevo llega
a durar hasta 8 semanas, posteriormente se va recuperando y en
ocasiones puede alcanzar el nivel en que se encontraba antes de la
infeccién. Ademds de la disminucién en la cantidad de huevos
producidos, después decae la calidad externa e interna del huevo,
apareciendo cascarones mal calcificados, rugosos, arenosos,
acinturonados y despigmentados asf como claras Ifquidas y pérdida
de chalazas; situacién que persiste varias . semanas después del

brote.

En aves reproductoras, ademds de todo lo descrito, se
reduce la tasa de incubabilidad y de los nacimientos, pudiéndose
encontrar lesiones caracterfsticas en los embriones con elevada

»monalidad (25,55).



17
'MORBILIDAD Y MORTALIDAD:

La morbilidad es alta, de un 80 a 160% pero la mortalidad
es variable, dependiendo del serotipo implicado, edad de las aves,
estadoinmunolégico, factoresestresantes, einfecciones bacterianas
isecundarias ( 36). El sexo, raza o especie y nutricién de los pollos
son factor& secundarios que contribuyen en la severidad de la
enfermedad ( 15, 30 ). La mortalidad puede ser del 25% o méds en
aves menores de 6 semanasde edad. En avesmayores la mortalidad

es casi nula (36).
LESIONES:

En las aves infectadas, hay presencia de exudado seroso,
catarral 0 caseoso en orificios y en senos nasales. En la triquea
puede observarse congestién y hemorragias petequiales, asf como
1a presenciade exudado que se acumula en la bifurcacién formando
un tapén. Los sacos aéreos se ven opacos o con exudado caseoso.

en pulmén pueden apreciarse pequefias dreas de neumonfa,

Cuando las aves son afectadas por serotipos nefrotropicos,
los rifiones se ven aumentados de tamafio, pdlidos con los tGbulos

y los ureteres a menudo distendidos con presencia de uratos.
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Las aves en produccién, cn ocasiones presentan yemas en
la cavidad abdominal ( postura abdominal ), Los ovarios y 6vulos

se pueden observar en proceso de involucién o atrofiados.

En oviducto y ttero se percibe edema, dilatacién y
congestién de la mucosa. Lesiones permanentes de hipoplasia en
el oviducto pueden ser consecuencia de una infeccién por el VBI
al primer dfa de edad de las aves y esto puede dar como resultado
falsas ponedoras ( 25, 36, 54 ).

LESIONES MICROSCOPICAS:

La mucosa de la trdquea en pollos con BI es edematosa y
congestionada. Hay pérdida de cilios, desprendimiento de c€lulas
epiteliales, e infiltracién de heterofilos y linfocitos. La regeneracién
del epitelio principia aproximadamente a las 48 horas. Si los sacos
aéreos estdn involucrados, se observan edematosos con descamacién
epitelial y algo de exudado fibrinoso, se incrementa la presencia de

heterofilos y la proliferaci6n de fibroblastos.

Las lesiones en rifién son principalmente una nefritis
intersticial y nefrosis. El virus causa vacuolizacién y descamacién

del epitelio tubular e infiltracién masiva de heterofilos en el
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instersticio. Areas focales de necrosis pueden ser detectadas asf

como presencia de uratos.

En el oviducto hay reduccién en la longitud de las células
epiteliales, deciliacion, dilatacién de las gldndulas, acumulo de
linfocitos e infiltracion de células plasméticas y de heterofilos en
toda la mucosa. Asi como fibroplasia y edema sobre todo en Gtero.
Todo estoexplica la alteracion en la calidad de los huevos (25, 36,
54).

DIAGNOSTICO:

El diagn6stico se basa en la historia clfnica, pruebas
serol6gicas para demostrar tftulos de anticuerpos, deteccion del

antfgeno por inmunofluorescencia y el aislamiento viral.

Para el dign6stico clfnico deben contemplarse los signos,
las lesiones, el periodode incubaci6n, lamorbilidad y Ia mortalidad
pero esto no es suficiente, ya que se puede confundir con otras
enfermedades como Enfermedad de Newcastle, Laringotraqueitis
Infecciosa, Coriza Infecciosa y Enfermedad Respiratoria Crénica
Complicada, entre otras, las nefritis obseﬁadas con cépas

nefropatégenas del VBI son semejantes a las encontradas en aves
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intoxicadas con micotoxinas o con algunas drogas antimicrobianas.
Asf que se debe confirmarel diagnéstico con prucbas de laboratorio

(36,55,57).

Aislamiento viral: la toma de muestras para realizar el
aislamiento viral se debe hacer en cuanto aparezcan los signos y los
6rganos de elecci6n son: latrdquea, el pulmé;l, el rifién, las tonsilas
cecales y el oviducto. Los hisopos cecales y cloacales son de gran
utilidad cuando se pretende realizar el ajslamiento una o dos
semanas después de que aparecieron los signos ya que el virus

tiende a permanecer mayor ticmpo en el tracto intestinal ( 36 ).

El aislamiento viral se puede hacer en embriones de pollo
( 13,~l4. 47 ).-en explantes traqueales ( 17, 43 ) y en cultivos
celulares ( 27, 47 ). En embriones de pollo se deben realizar al

menos 5 pases antes de afirmar que la muestra es negativa ( 36 ).

Inmunofluorescencia: es una prueba confiable. Los
anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluorescefna se unen
a los virus cuando estdn presentes en los frotis traqueales, de esta
formael virus ( fijadoal conjugadocon isotiocianatode fluorescefna)
se hace visible bajo el microscopio ultraviol;ata. Este método puede

ser especifico para cada serotipo. ( 44, 46, 55, 66 ).
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Virus suero neutralizacién ( VSN ): ésta prueba puede ser
realizada en embriones de pollo, explantes ti'aqueales oen cultivos
celulares y existen dos métodos; a) suero constante - virus diluido
( método alfa ) y b) suero diluido - virus constante ( método beta ).
Esta técnica es especffica para cada serotipo (11, 25, 47 ).

Inhibicién de la hemoaglutinacién ( HI ): aunque
generalmente el VBI no aglutina espontdnecamente los glébulos
rojos de pollo, puede adquirir ésta propiedad si se les trata con la

enzima fosfolipasa - C tipo 1.

Se ha podido demostrar que algunas de las cepas aisladas
en Europa ( 36 ) hemoaglutinan espontdneamente. Esta prueba
puede ser especffica para serotipos o solo para antfgenos de grupo

(2,5,37,38).

Prueba de ELISA: éste sistema mide los niveles de
anticuerpos en el suero. La prueba se basa en un inmuno ensayo
enzimético en donde los anticuerpos se fijan a un substrato ( 55,

51).

Precipitaci6n en agar: es un método simple que se usa para

identificar al antfgeno viral. Es una prueba cualitativa y no es
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especifica para cada serotipo ( 45, 59).

Fijacién decomplemento: es una prueba serolégica indirecta

muy sensible pero no es especifica para cada serotipo ( 52 ).
PREVENCION Y CONTROL

Las précticas de manejo son una parte fundamental en la
prevencion dé la BI. Lo ideal es mantener un estricto aislamiento
de las casetas, adoptar el método de crianza todo dentro - todo
fuera, tener una sola edad en la granja, lavar y desinfectar las
casetas después de cada parvada, implantar un riguroso control en
labioseguridad de la granja, evitar el contactode las aves con fauna

silvestre y fauna nociva.

En general, si no se ticne cuidado con las précticas de
manejo adecuadas, se hace mis dificil el control de la enfermedad

(36).
INMUNIZACION

Lainmunizacién se debe contemplar para la prevencién de
la BI, siempre y cuando sea necesario por estar inmersos en una

zona de alto riesgo.



23

Para obtener una respuesta inmune adecuada a la
vacunacién, es necesario contemplar varios factores antes de
formular un calendario de vacunacién: la edad de las aves al
momento dc 1a inmunizacién, el nivel de anticuerpos maternos, el
método de administracién de la vacuna, estado de salud de la
parvada, el tftulo del virus en la vacuna, y el serotipo prevalente en

la regi6n ( 26 ).

Existen 2 tipos de vacunas; las que contienen virus activo
y las de virus inactivado. Las primeras son utilizadas generalmente
para pollo de engorda y como vacunacién inicial en reproductoras
y en aves de postura. Las vacunas inactivadas emulsionadas,
generalmente se emplean en aves de postura y en reproductoras
después de al menos una vacunacién con virus activo y poco antes

de iniciar la producci6n de huevo.

Las cepas del VBI usadas para las vacunas & virus activo,
son atenuadas con pases seriados en embrién de pollo. Existe
evidencia de que algunas vacunas pueden revertir su virulencia

después de varios pases regresivos en aves.

Métodode aplicaci6n: las vacunas a virus activo pueden ser

aplicadas individualmente por vfa ocular o intranasalmente y en
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forma extensiva por el agua de bebida y por aspersién con gota

gruesa.

Las vacunas inactivadas en emulsién requieren de su

aplicacion por via intramuscular o subcutdnea ( 25, 26, 36 ).

En México, aparte de vacunas monovalentes es posible
encontrar vacunas bivalentes ( que contienen dos serotipos

diferentes) y combinaciones de virus de diferentes enfermedades.

Hoy en dfa se siguc investigando sobre el control de la BI
y se estd probando experimentalmente el uso de vacunaciones en

los embriones de pollo ( 63 ).
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HIPOTESIS

- La Bronquitis Infecciosa en México es causada por los

serotipos Massachusetts, Connecticut y Arkansas.

- El serotipo Arkansas esta presente en algunas regiones del
pafs.

OBJETIVOS

-Realizare] aislamiento y la serotipificacion del virus de BI
con los antisueros de los serotipos Arkansas, Massachusetts y
Connecticut, a partir de a;ves provenientes de distintas granjas y
- .regiones del pafs que presenten un cuadro clfnico y lesiones

sugestivas de BI.

- Determinar la presencia del serotipo Arkansas en México

a partir de los virus aislados.
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MATERIAL Y METODOS
1. Muestras.

De enero a octubre de 1992 se muestrearon 18 casos de aves
recibidas en el Departamento de Produccién Animal: Aves, de la
FMVZ,UNAM y que provenfan de granjas de pollo de engorda y
aves de postura con rangos de edad de 8 dfas a 53 semanas y que
presentaban signos y lesiones sugestivos a BI. Para minimizar el
riesgo de reaislar virus vacunales, en los casos de las aves
vacunadas contra Bl, las muestras se tomaron al menos 3 semanas

después de 1a aplicaci6n de la vacuna (ver cuadro 1).
2. Aislamiento Viral.

Muestras de trdquea, pulmén y rifién fueron removidas
asépticamente y homogenizadas para realizar la técnica de
aislamiento viral segtin Gelb (20) en embriones de pollo comerciales

Ade 9 a 11 dfas de incubacidn.

3. Hemoagjutinacién e Inhibicién de la Hemoaglutinacién para
determinar la presencia del virus de ENC como contaminante.

Lametodologia usada para la prucba de HA fué la descrita



27

" por Beard (4) y la metodologfa para la HI fue la que describi6
Alexander (1). '

4. Neutralizacién del virus contaminante de ENC.

Los aislamientos que resultaron positivos a la prueba de
HA y HI se les practic6 una VSN por el método alfa con un
antisuero contra ENC como lo describe Beard (4).

§. Serotipificacion de los virus aislados
5.1 Virus suero neutralizacién cruzada, método alfa.

Para determinar a qué serotipo co;-respondfan los virus
aislados, se realiz6 la prueba de VSN de todos los aislamientos
frente a los antisueros especificos de los serotipos Arkansas 99,
Massachusetts y Connecticut* porel métod'o alfa en embriones de

pollo SPF de 9 a 11 dfas de incubacién como lo describe Beard(d),

Comocontroles positivos se emplearon vacunas comerciales
de los serotipos Massachusetts y Connecticut, como control

negativo se utilizaron embriones SPF sin inocular.

El fndice de neutralizacién (IN) fue calculado de acuerdoal

*Antisueros comerciales (SPAFAS), donados por INTERVET
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método de Reed and Muench (58).

5.2 Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos

moneclonales.

Para confirmarlaidentificacién de los serotipos se procedi6
arealizar ]a prueba de inmunofluorescencia indirectaen membranas
corion alantoideas de embriones de pollo SPF usando anticuerpos
monoclonales espec(ﬁéos para los serotipos Arkansas 99, Massa-
chusetts, Connecticut y uno para antfgenos de grupo que comparten
todos los serotipos*. Para dicha prueba se sigui6 la metodologfa

descrita por Kisary (18) y Charles (7).

Comocontroles positivos se utilizaron vacunas comerciales
de los serotipos Massachusetts y Connecticut, como control
negativo seemplearon membranas corion alantoideasde embriones

SPF sin inocular.

lznﬁcuerpoa HIOIIOC’OIIH’ES aonazs por E !m ’ Nm z ’ﬂm M=

Aquatic Animal Medicine, New York State College of Veterinary Medicine,
Cornell University
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Como conjugado se utilizaron antiglobulinas comerciales
de rat6n preparadas en cabra y conjugadas con isotiocianato de

fluoresceina®.

—
* Antigiobwlinas de ratén. Baltimore Biological Laboratory
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RESULTADOS
1. Aislamjento Viral

El cuadro 2 muestra que después de al menos 3 pases en
embriones de pollo, 10de los casos causaron mortalidad embrionaria
y lesiones caracterfsticas del VBI, por lo que se consideraron

positivos.
2. Hemoaglutinacién e Inhibicién de la Hemoaglutinacién

El cuadro 3 muestra que de los 10 casos positivos al
aislamiento viral, 5 presentaron HA y posteriormente por mediode
1a prueba de HI, se determin6 que la hemoaglutinaci6n fue debida
aunacepa lentogénica del virusde ENC presente en los aislamientos

como contaminante,
3. Neutralizacién del Virus Contaminante de ENC

Se observé que después de la VSN, los 5 aislamientos
contaminados conel virus de ENC fucron neutralizados puesto que
en pases siguientes dejaron de hemoaglutinar pero node causar las

lesiones caracteristicas de BI.
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4. Serotipificacién de los Virus Aislados
4.1 Virus suero neutralizacién cruzada, método alfa.

Los resultados son presentados en el cuadro 4 donde
dbse‘rvamos que uno de los virus aislados correspondi6 al serotipo
Arkansas, nueve aislamientos correspondieron al serotipo Massa-
chusetts y ninguno de los aislamientos result6 positivo al serotipo

Connecticut.

El IN fue obtenido de acuerdo al método de Reed and
Muench (19). Los IN mayores e iguales a 2 son considerados como

poéitiVOS (10).

4.2 Inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos

monoclonales,

Los resultados son presentados en ‘el cuadro 5, el cual
muestra que uno de los aislamientos correspondié al serotipo
Arkansas, nueve aislamientos correspondieron al serotipo Massa-
chusetts y ninguno de los aislamientos resh!té positivo al serotipo

Connecticut.
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DISCUSION

De los 18 casos sospechosos, 10 resultaron positivos al
ajslamiento del virus de BI y los otros 8 fuecron negativos a BI pero
positivos a otras enfermedades respiratorias como a la enfermedad

de Newcastle y ala Enfermedad Respiratoria Crénica Complicada.

De los 10 casos positivos a BI, 8 manifestaban signos_
respiratorios y los otros 2 manifestaban una baja en la produccién
de huevo con problemas respiratorios. A la necropsia de éstas
muestras se observé que en las traqueas de las aves del caso B, de
donde se aisl6 el serotipo Arkansas, se presentaron hemorragias de
tipo equimosis, lesién que no fue dewcta;!a en ninguno de los

demiés casos.

Es importante hacer incapié en estas lesiones hemon;régicas
observadas en el presente trabajo, debidoa que en la enfermedad
de Laringotraqueitis ;nfecciosa, en la enfermedad de Newcastle y
en la Enfermedad Respiratoria Crénica complicada pueden

" detectarse lesiones similares y prestarse a éonfusién a Ia hora de
emitir un diagnéstico clfnico, por lo que se ‘rééomienda que si se
observa una enfermedad respi‘ratoria con lesiones hemorrégicas en

 triquea, no se descarte la posibilidad de que las hemorragias sean
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causadas por el el VBI del serotipo Arkansas.

Las lesiones observadas en los embriones de éollo de los
aislamientos realizados en esta investigaci6n, corresponden con
' 1as descritas por Hofstad (25), King (36), Gelb (9) y Winterfield
(65),quienes mencionanque las cepas de campo deben seradaptadas
al embrién para detectar el efecto de enanismo, enroscamiento,
uratos en rifidn, mal implants de plumas y enérosamiento de la
membrana corion alantoidea, tal como fue observadoenel presente

estudio.

Durante el desarrollo de 1a investigaci6n, se aislaron juntos
virus de Bl y de ENC en 5 de los casos debido a que poco antes de

latoma de 1as muestraslas aves habfan sido vacunadas contraENC.,

Como podemos observar en los resultados de las pruebas
‘de VSN con antisueros especificos e inmunofluorescencia indirecta
con anticuerpos monoclonales se logré identificar una cepa del
VBI pertenecienteal serotipo Arkansas lo que confirma laexistencia
* de dicho serotipo en nuestro pafs. Asimismo se bbsewé que el
serotipo mds frecuente en brotes de Bl es el serotipo Massgchu-

setts,
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En la investigacién no se aislé ningiin VBI correspondiente
al serotipo Connecticut, esto no quiere decir que no exista en el
campo puesto que algunas explotaciones avicolas utilizan con
frecuencia vacunas de virus activo que contienen al serotipo
" Connecticut. Con esta préctica se puede provocar la diseminacién
de dicho serotipo ya que si llega a sufrir pases en aves vivas tiene
la posibilidad de revertirse a patGgeno y causar la enfermedad (10,
25).

Los resultados demuestran que es posible realizar la
diferenciacién de los serotipos de VBI con la prueba de VSN
cuando se utilizan los antisueros especfficos para cada serotipo
como ya habfa sido demostrado por Cubillos (13,14), Cowen (9),
Herrera (22) y Winterfield (64). De la misma mancra se puede
obtener éxito en la identificacién de los serotipos con el uso de
inmunofluorescencia empleando anticuerpés monoclonales para
dicha técnica como lo repori6 Marquardt (50). Esta prueba es una
excelente alternativa en el diagnéstico y serotipificacién del VBI

por ser més rdpida y sencilla.
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CUADRO 1

CASOS MUESTREADOS DE ENERO A OCTUBRE DE 1992
RECIBIDOS EN EL DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL AVES
DE LA FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA, UNAM.

NUMERD IDENTHICACION | FiN ZOOTECNICO | TROCEDENCIA EDAD A LA TUFO Di VACUNA | EDAD A LA TOMA
. VACURACION DE MUESTRA
AL ®1AS)
QLS ]
1 A ENGORDA BDO. MEX. 6 ACTIVA “
2 ] ENGORDA EDO. MEX SIVAC® - 3
3 c PUSTURA SAN JUAN DE LOS 126 INACTIVADA %
. LAGOS,JAL .
4 D ENGORDA HIDALOO 10 ACTIVA ©
s E ENGORDA YACAPIXTLA, SIVAC - 12
' MoR.
s £ ENGORDA TELOLOAPAN, 9 ACTIVA n
GRO.
7 [ ENGORDA TELOLOAPAN, [} ACTIVA . a
GRO.
s H POSTURA PUEBLA, WUE. 140 INACTIVADA 19
9 [ ENGORDA DOAIQUILPAN, wvac - "
HOO.
10 1 ENGORDA HIDALOO SIVAC - 38
1 I3 ENGORDA HIDALOO SVAC - ]
12 L ENGORDA EDO. MEX SVAC - Ed
13 M ENGORDA EDO. MEX. : SIVAC - "
14 N ENGORDA SIVAC - ]
15 o ENGORDA SAN JUAN DE LOS 3 ACTIVA ]
LAGUS, JAL- .
16 13 ENGORDA DISTRITO FEDERAL svaC - ]
" Q ENGORDA IXMIQUILPAN, SVAC »
1 R ENGORDA TAXCO, GRO. SIVAC - &




CUADRO 2

AISLAMIENTO DEL VIRUS DE BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR EN EMBRION DE
POLLO

NUMERO

IDENTIFICACION

MORTALIDAD
EMBRIONARIA

LESIONES
EMBRIONARIAS

VROV AN

O TVOZR-R=—TONMHMOOW»

P L EE R

H

RESULTADO

NUMERO DE
PASES

B R N

NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO
POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

22T RLELELELEERRESE




CUADRO 3

PRUEBAS DE HEMOAGLUTINACION EN PLACA
E INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

FHRELONIE A

m l

"NNEFO

10




CUADRO ¢

VIRUS SUERO NEUTRALIZACION CRUZADA ENTRE LOS AISLAMIENTOS DEL
VIRUS DE BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR Y LOS ANTISUEROS ARKANSAS, MASSACHUSETTS
Y CONNECTICUT ISANDO EL METODO ALFA EN EMBRIONES DE POLLO

INDICES DE NEUTRALIZACION
IDENTIFICACION DE LOS ANTISUERO ARKANSAS ANTISUERO ANTISUERO CONNECTICUT
AISLAMIENTOS DE CAMPO MASSACHUSETTS
49 11 0.0
[+ 1.2 27 0.5
H 12 31 0.5
1 0.8 e 0.6
] 04 28 04
K 0.2 48 1.0
L 0.0 as 0.8
N 0.6 31 0.0
o 04 41 0.9
P 0.3 36 0.1
Coatrol (+) Massachuscits® 0.1 43 0.1
Cuntrol {+) connecticws*® 02 03 46
Crapiol -)*** - - -

Neta: Indices do noutralizacidn mayorat 0 iguales 2 2.0 son contideeados positivos

* Vacuns del serotipo Messachusetts
*¢ Vacuna del serotipo Connocticut
#+¢ Embrioncs sin inocular




CUADRO S

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA CON ANTICUERPOS MONOCI.ONALES
DE LOS AISLAMIENTOS DEL VIRUS DE BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR EN
MEMBRANAS CORION ALANTOIDEAS

ANTICUERPOS MONOCLONALES
NUMERO TDENTIFICACION | ANTESEROGRUPO | ANTI-ARKANSAS ANTI- ANTI-
MASSACHUSETTS CONNECTICUT
1 B + + - -
2 C + - + -
3 H + - + -
4 1 + - + -
5 3 + - + -
6 < + - + -
7 L + - + -
8 N + - + -
9 o + - + -
10 P + - + -
1 CONTROL + - + -
MASSACHUSETTS* .
12 OCONTROL + - - +
CONNECTICUT**
13 CONTROL - - - -
NEGATIVQ®e*

SVACUNA DEL SEROTIPO MASSACHUSETS
**VACUNA DEL SEROTIPO CONNECTICUT
**sMEMBRANAS CORION ALANTOIDEAS SIN INFECTAR
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