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RESUMEN

OLIVARES HERNANDEZ TERESA. EVALUACION DE LESIONES Y RESPUESTA INMUNITARIA
HUMORAL EN AVES LIBRES DE PATOGENOS ESPECIFICOS DE 4 SEMANAS POR LA
INFECCION CONTROLADA CON IA CEPA VARIANTE UNAM2001-2 DEL VIRUS DE
BRONQUITIS INFECCIOSA (Bajo la direcd6n de MVZ. MC. Néstor Ledesma Martinez y Dr.
Tamas Fehérvari Bone)

La bronquitis infecciosa es una enfermedad viral de distribucdén mundial altamente
contagiosa que puede afectar el aparato respiratorio, urinario y reproductivo de las aves.
El termino Bl se aplica a tres sindromes de gran importancia como son la bronquitis,
nefritis y problemas en el oviducto de las gallinas, que afectan la produccién de huevo. El
propésito de este estudio fue evaluar los signos dinicos. lesiones histolégicas y
respuesta inmunitaria humoral en aves libres de patégenos espedficos de cuatro
semanas de edad que fucron inoculadas con la cepa variante UNAM2001-2 del virus de
bronquitis infecciosa. Se utilizaron 63 aves que fueron separadas en dos grupos. Grupo
A) 45 aves inoculadas intraocularmente con 0.2 ml de 10* DIEPSO%/mt del material
infectante y grupo B) con 18 aves inoculadas intraocularnente con SSF estéril y que
fucron utilizadas como grupo testigo negativo. A las 12, 24, 36, 48, 72, 96, 168, 336 y
504 horas Pl fueron sacrificadas Saves del grupo infectado y 2 del grupo testigo negativo.
Se tomaron muestras de cornetes nasales, triquea, pulmén y rifién las cuales se fijaron
en formalina amortiguada a! 10% con un pH de 7 para su posterior proceso con la témica
de inclusion en parafina y ia tindén H-E, se tomaron muestras de sangre para obtenaon
de sucro de las aves del grupo A y del grupo B y se realizé la prueba ELISA. No hubo
mortalidad ni signos en las aves del grupo B, en las aves del grupo A no se observaron
signos cifnicos aparentes durante las primeras 12 horas, sin embargo hada las 72 horas
Pl las aves mostraron depresién, plumas erizadas y tremor muscular. Al estudio
histolégico las lesiones mis relevantes que se encontraron en triquea, pulmén y rifién a
partir de las 24 horas Pl con la cepa variante UNAM2001-2 fueron pérdida de dlios y
traqueitis linfodtaria de moderada a grave, hiperplasia de células caliciformes y nefritis
intersticial hacia las 48 horas y metaplasia escamosa del epitelio respiratorio a las 96
horas Pl. La regeneracién de estas lesiones se observé a partir del dia 14 después de la
infecd6n. Estos resultados coinciden con los hallazgos desaitos previamente con las
cepas tradidonales del virus de Bl, sin embargo, las lesiones sugieren que e} virus pudiera
ser nefrotropo. Aunque la prueba ELISA detecto anticuerpos en las aves del grupo A
desde las168 horas Pl no se tiene la certeza de que estos anticuerpos sean neutralizantes
para la cepa variante UNAM2001-2. Por lo que se requieren otros estudios con esta cepa
que permitan caracterizarla con mayor predsién.




INTRODUCCION

La bronquitis infecciosa (Bl) es una enfermedad viral aguda causada por un coronavirus
de distribudén mundial altamente contagiosa que puede afectar el aparato respiratorio,
urinario, reproductivo y muscular de las aves. ' Todas las edades son susceptibles pero la
enfermedad es mds grave en pollitos recién nacidos en donde las principales pérdidas
econdémicas que se reportan son por la mortalidad debida a la formaddén de un tapén de
material caseoso en la traquea, que les produce asfixia, ademds de la presencia de signos
respiratorios que permiten la interaccién de patégenos secundarios, principalmente
Escherichia coli y Mycoplasma spp. La infeccién combinada da como resultado un cuadro
grave caracterizado por aerosaculitis, pericarditis y perihepatitis. 12 3

En aves jévenes se caracteriza por provocar un cuadro respiratorio agudo con estertores
traqueales, estornudos, lagrimeo, secrecién nasal y disnea. Las aves adultas en postura
muestran menos signos respiratorios que las aves jovenes: sin embargo. sufren un
descenso del 3 al 10 % en la produccién de huevo asf como la reduccién de la calidad
externa e interna del mismo. El virus de 1a bronquitis infecdosa no se transmite a través
del huevo, pero su difusién horizontal es ridpida. La enfermedad tiene un perfodo de
incubacién de 18 a 36 horas y los signos dinicos por lo general persisten por 14 dias
aproximadamente. '

El termino bronquitis infecciosa se aplica cuando menos a 3 sindromes de gran
importanda como son la bronquitis, nefritis y los problemas en el oviducto de las gallinas
que afectan la producdién de huevo. ™2 Los 3 varfan en su gravedad dependiendo de una

serie de factores relacionados tanto con el virus como con el huésped.




Por ejemplo, las diversas cepas del virus varian en patogeniddad y en tropismo tisular, lo
cual afecta la gravedad de la enfermedad.’ .

Los factores genéticos y el estado inmunolégico de las aves, induida la exposicdén a
agentes inmunosupresores (por ejemplo, los virus de anemia infecdosa, infeccién de la
bolsa de Fabricio, enfermedad de Marek, leucosis linfoide, y aflatoxinas como la B1) que
ejercen una influencia significativa sobre los resultados de la enfermedad.>*

La bronquitis infecciosa fue descrita por primera vez en Dakota del Norte (EUA) en 1931
por Schalk y Hawn. El agente etiol6gico de esta enfermedad fue aislado por Beaudette y
Hudson en 1937 y después de unos cuantos afios la enfermedad se reporté en muchas
otras partes de Estados Unidos y actualmente se sabe que existe en todo el mundo.’ %
El primer reporte en México del aislamiento del virus de bronquitis infecciosa fue en el
ano de 1962 por Moreno, ese mismo ano se detecta por primera vez ia presencia de
anticuerpos neutralizantes en parvadas de distintas dreas del pais. En 1969 se realiza la
detecdién y diferenciacion de subtipos de bronquitis infecciosa por medio de la prueba
de inmunofluorescenda, conodéndose desde entonces la presencia del virus tipo
Massachusetts y Connecticut. ®

Actualmente en México la bronquitis infecciosa es un problema frecuente en granjas de
pollo de engorda, reproductoras y aves de postura en las cuales se ha diagnosticado el
padecdimiento incluso en aves vacunadas, lo que le confiere una gran importanda
econémica. '*

El agente causal de la bronquitis infecdosa es un miembro de la familia coronaviridae que

incluye dos géneros, el coronavirus y el torovirus. Es un virus ARN envuelto que contiene 3




protefnas principales espedficas: la glucoproteina de la espficula (S), de membrana (M) y
la proteina de la nudeocdpside (N). La proteina S tiene 2 subunidades S1 y S2
consistentes en unos 520 a 625 aminodcidos respectivamente. !

La proteina S1 es la mas diversa y funcionalmente la mds significativa pues es la que
tiene la mayor capacidad de inducir la produccén de anticuerpos neutralizantes, los
cuales tienen una importancia particular por ser responsables en !a proteccién especifica
contra los diferentes serotipos. Esto es debido a que los cambios en los aminodddos que
componen la proteina S1 dan origen a los distintos serotipos, también existe evidenda
de que esta proteina esta involucrada en el tropismo tisular del virus, - > ¢
El andlisis molecutar de la proteina de la espicula del virus de Bl, ha mostrado que un
serotipo nuevo puede surgir como resultado de un sélo cambio en la composicién de
aminodcidos de la proteina de la espicula, particularmente si éstos cambios ocurren en
las regiones hipervariables. Esas particulas que tienen diferente la estructura de S1
tienen una ventaja selectiva y puede infectar pollos que han sido expuestos a otros virus
de BI. En consecuencia es posible cf desarrollo de la enfermedad en aves vacunadas. 3
La variacién antigénica entre los virus de B! se produce mediante dos mecanismos:
mutacién y recombinadén. La mutacion del virus de Bl es la que ocurre con mayor
frecuendia. La recombinacién, se realiza en la cadena positiva de ARN., cuando existen
dos particulas de virus de Bl diferentes en la misma célula al mismo tiempo. El virus de Bl
es muy infeccioso y se puede difundir entre los pollos en forma individual y entre grupos
de aves sidbitamente. La capacidad del virus para persistir por mucho tiempo en el ave, es

otro factor importante que facilita el surgimiento de cepas variantes. 3-°




Tradicionalmente {la identificacién del virus se ha realizado mediante métodos
serolégicos, las dos pruebas utilizadas con mayor frecuenda en laboratorios de
diagnéstico son: la prueba de virus suero neutralizacién (VSN) y la prueba de inhibicién
de la hemoaglutinacién (1H), las cuales permiten determinar el serotipo el virus. "Otra
técnica utilizada para el diagnéstico de la enfermedad es la prueba ELISA, sin embargo,
tiene la desventaja de que no diferencia entre los serotipos del virus de bronquitis
infecdosa. Actualmente el uso de técmicas relativamente nuevas como el RT-PCR
(transcriptasa reversa-reaccién en cadena de la polimerasa), RFLP (andlisis el
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccién) y secuenciacién nudleétidos
permiten tener un diagndstico mas espedfico para la identificacién de las cepas del virus
de bronquitis infecciosa. *

Recientemente en México se ha reportado la existencia de dos cepas variantes del virus
de bronquitis infecciosa: la UNAM 97 ' y BLS6 ® de las cuales, también existen informes
que describen los hallazgos histolégicos y serolégicos ocasionados por ta infecdén de
estas cepas. '% 2 En estudios realizados en el Departamento de Produccién Animal: Aves
de Ja Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia se logré amplificar un fragmento de
1720 pb correspondientes al gen de la glicoproteina S1 por medio de la prueba de RT-
PCR a partir de liquido alantoideo positivo a virus de bronquitis infeccosa. Los
fragmentos amplificados fueron digeridos con tres enzimas de restricdén (BstYl, Haelll y
Xcml) que permiten identificar las cepas del virus de Bl. Con base en los patrones de
digestion de las muestras se encontré un patrén de restriccién diferente al de las cepas

cldsicas y variantes previamente descritas, el cual fuc identificado como UNAM2001-2 .* *




Dado que se desconoce la procedencia de esta cepa asi como los efectos que tuvieron en
las aves, es necesario realizar estudios para conocer la patogenicidad de esta posible
variante del virus de bronquitis infecciosa aviar. Es de suma importancia realizar
investigaciones en nuestro pais para conocer la prevalencia de las distintas cepas que

causan enfermedad, el origen de los brotes y rastrear los caminos de la infeccién.




OBJETIVOS
1.-ldentificar y evaluar las lesiones, signos clinicos y respuesta inmunitaria humoral
provocados por la cepa variante UNAM2001-2 del virus de bronquitis infecciosa en aves
libres de patégenos espedficos de cuatro semanas de edad.
2.-Emplear la técnica RT-PCR para detectar la presencia del virus en los animales de
experimentacén.
MATERIAL Y METODOS.

& Material infectante
Se utiliz6 la cepa variante UNAM2001-2° del virus de bronquitis infecciosa que fue
propagada y titulada en embriones de pollo ALPES® de 9 dias de edad mediante técnicas
descritas previamente.'! El inoculo de desafio tuvo un titulo de 10* DIEPSO% ml.

& Disefio experimental
Se utilizaron 63 aves ALPES ® de cuatro semanas de edad separadas en 2 grupos de la

siguiente manera:

Grupo A: 45 aves inoculadas intraocular con 0.2 mi del inoculo.
Grupo B: 18 aves testigo inoculadas intraocular con 0.2 ml de SSF.
Los grupos fueron alojados por separado, en unidades de aislami > del Depar > de

Produccion Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional Autd de Meéxico, donde recibieron alimento comercial y agua a

libre acceso.

* Obtenida en el DPA: Aves FMVZ UNAM
ALPES ®: Aves Libres de PatSégenos Especificos (Grupo IDISA 7 Norte No 416, Tehuacin Puebla, 75700)




A las 12, 24, 36, 48, 72, 96, 168, 336 y 504 horas posteriores a la inoculacién se
evaluaron los signos clinicos (estornudos, secrecién nasal, lagrimeo, disnea y estertores

traqueales) y se registré el porcentaje de aves afectadas.

& Serologia

Después de cada inspeccién clinica se tomaron muestras de sangre para la obtencién de
suero de S aves del grupo A y 2 del grupo B para realizar la prueba ELISA® utilizando un
juego de reactivos comercial sensibilizado con la cepa Mass del virus de bronquitis
infecciosa.

Después de diluir los sueros 1:50 en una micaoplaca de titulacién, SO ul de cada muestra
fueron transferidos a la placa de ELISA donde previamente se colocaron 50 ul de
amortiguador de dilucion (dilucién final 1:100). Después de 30 minutos de incubadién y
un proceso de lavado de la placa. a cada pozo se agregé 100ul de conjugado (IgG de
cabra anti pollo conjugada con enzima peroxidasa); después de 30 minutos de incubacién
y otro lavado se agregé 100 ul del sustrato en cada pozo. Transcurridos 15 minutos se
colocé 100 u! de la solucion inhibidora en cada pozo para detener la reaccién. La placa
fuc leida en un lector de placas ELISA Dynatech MRGE50 con el filtro de 405 nm. Los
valores de densidad 6ptica de cada muestra fueron transferidos al programa de
computadora ProFILE for Windows®. En este sistema la intensidad del color desarrollado

es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos pr enla ra.

* 1BV ProFlock. SYNBIOTICS CORP. 11011. Via Frontera, San Diego CA 92117USA




& Histopatologifa
Después de evaiuar los signos dinicos y de la toma de muestras de suero para serologia
las aves se sacrificaron mediante una sobredosis de pentobarbital sédicovia intravenosa'?

3 y se recolectaron secciones de

Se realizé la necropsia mediante la técnica descrita
cornetes nasales, tradquea, pulmén y rifién las cuales fueron conservadas en formalina
amortiguada al 10% con un pH de 7. Se procesaron por la técnica de inclusién en parafina
y se tifieron por la técnica de hematoxilina y eosina. **

Se llevé a cabo la observacién por medio de un microscopio foténico y se registraron las
lesiones compatibles con bronquitis infecciosa aviar como: pérdida de dilios, traqueitis
coninfiltracién linfoditaria, rinitis, neaosis, hiperplasia de células caliciformes. metaplasia
escamosa, bronconeumonia y nefritis con infiltracdén linfocitaria. '* '* El grado de la
lesién en el érgano se considero leve cuando se presenté en un 10% o menos: moderado
entre un 10 y 40% y grave cuando la lesién afecto mds del 40%.

& RT-PCR

Con el objeto de verificar la infeccién en las aves por el desafio con la cepa UNAM2001-2
en cada muestreo se tomaron adicionalmente secdones de trdquea. pulmén y riiién para
realizar la técnica de RT-PCR®. Las muestras se trabajaron de manera individual y se
identificaron de acuerdo con la hora posterior a la inoculadén. El ARN fue purificado a
partir de un macerado de los Srganos recolectados en cada muestreo mediante la técnica
descrita. '7 Este ARN se utiliz6 para obtener ADN complementario mediante la técnica de
RT-PCR el cual sirvié como molde en la reaccién de PCR para amplificar un fragmento de
1720pb correspondiente al gen de la glicoproteina S1 y asi verificar la infeccién en las

aves por el virus de desafio.




Se utilizé el iniciador degenerado S~ ATTTTCAGTAAYAGAACGTCTA 3~ a 250ng/ul. En un
tubo de PCR de 2004l puesto en hielo fueron agregados 5 ul del RNA, 1ul de dntp “s 10
mM de cada base y agua cbp 8ul. La muestra fue calentada a 65° C por 5 min., despué€s se

agregsS 1x de amortiguador RT, Tul de DTT 0.1M y 1ui de inhibidor de RNAsa, la muestra

fue calentada a 42° C por 2 minutos y posterior se agrego 1ul de la enzima
Superscript U, la muestra fue calentada a 42° C por 50 minutos y posteriormente a 70° C
por 15 minutos para detener Ja reaccdén de RT.

Con el cDNA asi obtenido se llevé a cabo la reaccién de PCR mezclando en un tubo de
200ul puesto en hielo lo siguiente: S5pl de cDNA, 2ul de amortiguador D10x. 2ul de
dntp~s 2mM, 1l de iniciadores 10mM 5° GACMGACTTAGTMKTTAATTA 3 “(sentido) y 5~
ATTTTCAGTAAYAGAACGTCTA 3 “(reversa). tul de tritén 2%, 0.3ul de BSA 10mg/mi, 0.5ul
de Taq 50/ul y agua cbp 20pl.

En *termociclador las condidones fueron: Una desnaturalizacién inical a 94° C por 3
minutos. 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 44° C por 30 segundos y 72° C por 2
minutos. Finalmente un ddo a 72° por 5 minutos para extensién final.

Los productos de PCR fueron corridos en un gel de agarosa al 1% por 40 minutos a 100
volts. Fue agregado un marcador de 500 pb para determinar el tamaiio del producto de
PCR. El gel fue teilido en bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador de luz

ultravioleta.

* ThermoHybaid PCR Express
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RESULTADOS

# Evaluacion de signos clfnicos.
Durante las primeras 12 horas Pl no se observaron signos clinicos aparentes en el grupo
A. Hacia las 72 horas el 32% de las aves mostraron signos clinicos inespecificos tales
como depresién, plumas erizadas y tremor muscular. Sin embargo a partir de las 96
horas posteriores a la inoculacién y hasta el final del experimento, estos signos
desaparederon gradualmente.
E! grupo B permanecié sin cambios.

4 Hallazgos a la necropsia.
En el grupo A, en 5 aves se encontré espuma y exudado seroso escaso en los sacos
aércos abdominales a las 36 horas posteriores a la inoculacién. En el muestreo
correspondiente a la 1% semana Pl en un ave se observé neumonia y un ligero aumento
de tamafio de los rifiones, ¢l resto de las aves no mostraron cambios patolégicos
aparentes.
El grupo B se mantuvo sin cambios.

& Serologia
La prueba ELISA detectS anticuerpos contra la cepa UNAM2001-2 del virus de bronquitis
infecdosa a partir de las muestras de suero del grupo A correspondientes a las 168 horas
(1* semana). 336 horas (2* semana) y 504 horas (3 semana) posteriores a la inoculadcén.

En las aves del grupo B no se detectaron anticuerpos.

Los resultados de la prueba ELISA para bronquitis infecciosa se presentan en el cuadro 1.
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& Histologia.
Los hallazgos histopatolégicos encontrados en las muestras de cornetes nasales, triquea,
pulmén y rinén del grupo A fueron :
-12 horas Pl: Sin cambios significativos (figura 1).
-24 horas Pl: Pérdida de cilios, desprendimiento del epitelio traqueal grave y traqueitis
con infiltracién linfoditaria de moderada a grave en vias respiratorias altas (figura 2 ).
-36 horas PI: Pérdida de dlios, desprendimiento del epitelio traqueal de leve a moderado,
traqueitis con infiltracién linfocitaria grave en vias respiratorias altas (figura 3).
-48 horas Pk Rinitis con infiltracién linfocitaria moderada. Pérdida de cilios de grave a
moderada. desprendimiento de! epitelio traqueal moderado. traqueitis con infiltracién
linfocitaria grave, (figura 35) hiperplasia de células calicdformes moderada en vias
respiratorias altas y nefritis intersticial leve.
-72 horas Pl: Pérdida de dilios, traqueitis con infiltracién linfocitaria de moderada a grave,
hiperplasia de cé€lulas caliciformes y metaplasia escamosa en vias respiratorias altas. En
vias respiratorias bajas se encontré una traqueitis con infiltracién linfocitaria y pérdida
de cilios de leve a moderada (figura 6).
-96 horas PI: Traqueitis con infiltradén linfocitaria grave y metaplasia escamosa
moderada en vias respiratorias altas. Traqueitis con infiltracién linfocitaria y pérdida de
cilios modcrada en vias respiratorias bajas.
-1* semana (168 horas) Pl: Traqueitis con infiltracién linfocitaria, pérdida de cilios y
metaplasia escamosa moderada en vias respiratorias altas. Traqueitis con infiltracdén
linfodtaria leve y pérdida de cilios grave en vias respiratorias bajas. Bronconeumonia

grave y nefritis interstidal moderada (figura 7 ).
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-2° semana (336 horas) PI: Traqueitis con infiltradén linfocitaria. hiperplasia de células
caliciformes y metaplasia escamosa moderada en vias respiratorias altas. Nefritis
intersticial de moderada a grave (figura 8).

-3® semana (504 horas) PI: Hiperplasia de células caliciformes y metaplasia escamosa leve

en vias respiratorias altas. Metaplasia escamosa leve en vias respiratorias bajas.

*Los resultados del estudio histopatolégico se presentan con detalle en el cuadro 2

& RT- PCR
La prueba de RT-PCR para amplificar un fragmento del720 pares de bases
correspondiente al gen de la proteina S1 det virus de Bl resulté positiva en todas las
tomas de muestra del grupo inoculado, (figura 9) mientras que los controles resultaron

negativos.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que aunque los signos dfnicos
que se presentaron cn las aves inoculadas con la cepa variante UNAM2001-2 no fueron
los caracteristicos para la enfermedad de bronquitis infecciosa aviar. las lesiones
observadas en el aparato respiratorio y urinario de las aves coindden con las descritas
previamente con las cepas tradicionales.’ 'S 1% %® | 3 mayoria de las cepas del virus de Bl
inducen lesiones histolégicas en la trdquea sin llegar a ser causa de morntalidad, las mds
consistentemente descritas son: pérdida de cilios, degeneracién y desprendimiento del
epitelio traqueal, infiltracién de linfocitos y heterdfilos en la ldmina propia que comienza
a aparecer a las 24 horas posteriores a la inoculacién, asi como hiperplasia epitelial
evidente a partir de las 48 horas posteriores a la inoculacién.

Sin embargo. estas lesiones son reparadas casi completamente dentro de la 22 y 32
semana después de la infecdén. ' ™ ?® Lo anterior coincide con los resultados obtenidos
es este estudio en donde las aves inoculadas con la cepa variante UNAM2001-2 a las 12
horas posteriores a la inoculadén no mostraron cambios aparentes en cornetes nasales,

trdquea. pulmodn y riiién; sin embargo, hacdia las 24 horas los hall s mds rel tes

fucron pérdida de cilios y traqueitis con infiltracién linfoditaria de moderada a grave en
el 100% de las aves en vias respiratorias altas. La pérdida de dlios del epitelio traqueal
fue observada del dia 1 al 7 posterior a Ja inoculaddén y la regeneracién de las células
epiteliales comenzé a ser mds evidente a partir del dia 14 y hasta el dia 21 en vias

respiratorias altas.




La metaplasia escamosa en vias respiratorias altas aparedé al dia 3 Pl de forma leve
incrementando el grado de moderada a grave al dia 14 Pl, y mostrando una recuperacién
hacia el dfa 21 PL.

Este patrén se repitié en las vias respiratorias bajas pero con la diferencia de que la
pérdida de dlios del epitelio traqueal comenzé a las 48 horas posteriores a la
inoculacién.

Los cambios en el epitelio de la triquea observados por la técnica de H-E en este
experimento fueron similares a los descritos previamente. '™ ?° Sin embargo. la cepa
variante UNAM2001-2 bajo las condiciones de manejo de este estudio no indujo signos
clinicos, lesiones macroscépicas ni mortalidad grave en las aves desafiadas, ademds de
que las lesiones mds importantes se localizaron en vias respiratorias altas durante las
primeras horas posteriores a la inocuiacién y en las vias respiratorias bajas después de 48
horas posteriores a la inoculacién. En otros estudios ha sido descrita mortalidad elevada
pero en combinacién con otros agentes, principalmente bacterianos. %8

Reportes previos seilalan que algunas cepas como la T(N/62) (Australia), Holte y Gray
(EUA), B1648 (Bélgica) y A223-74(Italia) reconocidas como cepas nefropatégenas, son
capaces de causar lesiones histolSgicas tanto en triquea como en riiién en el que
ocasionan nefritis intersticial. degeneracién granulosa y desprendimiento del epitelio
tubular. 1.15,21,22

En este estudio se observé que la cepa variante UNAM2001-2 fue capaz de indudr

nefritis interstical leve, que fue evidente del 1° al 4° dia posterior a la inoculadcién,

incrementando el grado de moderada a grave hada el dia 7 y 14 después de la infeccién y




posterior a este dia y hasta el final del experimento continuo presente en todas las aves
aunque en un grado leve.

Estos hallazgos sugieren que la cepa UNAM2001-2 tiene la habilidad de producir lesiones
en cl aparato respiratorio y urinario de las aves, por lo cual pudiera ser agrupada dentro
de los virus nefrotropos. En México, las cepas reconoddas ofidalmente no son
nefrotropas, a excepcién de la BL-56 la cual ha sido asociada con lesiones renales en
condidones experimentales. #>2¢

En México se ha reconocddo de manera oficial la existencia de dos cepas variantes del
virus de bronquitis infecciosa, la UNAM 97 por Escorda y colaboradores en 1996 la cual,
ademds de inducir un cuadro respiratorio moderado y las lesiones ocasionadas por las
cepas tradicionales, es capaz de produdir lesiones gastricas y renales en el embrién de
pollo que no se habian reportado con otras cepas de bronquitis infecciosa, '* 22 23 |3 otra
cepa es la BL-56 reportada en 1998, la cual tiene la capacidad de producir dafio renal y
respiratorio en aves sometidas al desafio experimental.® 2* Sin embargo. hasta el
momento no existian reportes sobre los efectos producidos en las aves a consecuencia
de la infeccién con la cepa variante UNAM2001-2.

En el presente estudio, a pesar de que los resultados en la evaluacién de los signos
clinicos que presentaron las aves del grupo infectado difieren de los descritos como
caracteristicos para Bl * '* "7 las lesiones histolégicas encontradas en cornetes nasales,
trdquea y rifndn coinciden con las reportadas con las cepas tradicionales. Por ello no se
descarta la posibilidad de que el campo avicola nadional este frente a nuevas variantes
del virus de bronquitis infecciosa con caracterfsticas antigénicas diferentes a las

conocidas hasta hoy y con tendendia a ser de tipo nefrotropas.




En el estudio de la respuesta inmune humoral ha sido desaita la reactividad cauzada,
total o pardial con algunas cepas y por otra parte no siempre es en un solo sentido,* 7 en
el presente estudio, pudiera estar participando este fenémeno ya que se sabe que en el
suero de aves infectadas en forma natural con cualquier cepa de bronquitis infecciosa se
encuentran anticuerpos contra las proteinas N y M comunes entre una cepa y otra.
ademds de que hay anticuerpos contra las proteinas S1 y S2, estos anticuerpos pueden
reaccionar en forma cuzada aunque exista poca afinidad con los antigenos de la cepa
Massachussets, 71524

Y aunque la prueba ELISA fuc capaz de detectar anticuerpos a partir de las 168 horas
posteriores a la inoculacién en las aves del grupo A no se tiene la certeza de que estos
anticuerpos sean neutralizantes para la cepa variante UNAM2001-2 ya que en la prueba,
las placas se encuentran sensibilizadas con virus completo tipo Mass, de este modo los
anticuerpos indudidos por el resto de las proteinas estructurales del virus de bronquitis
infecciosa diferentes a la proteina S, pudieran haber sido detectados.

Dados los resultados de este estudio, se requiere realizar un analisis filogenético de la
cepa UNAM2001-2 para compararla con otras cepas del virus de bronquitis infecciosa
presentes en nuecstro pafs y en otras partes del mundo con la finalidad de establecer cual

fue su origen.
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De acuerdo con Lozano ?* y Quiroz, ?® aunque no se poseen datos suficientes para
conocer la forma en que surgieron estos aislamientos de cepas variantes en México, se
sefiala que la recombinacion entre distintos virus de bronquitis infeccosa, la
recombinacién entre cepas nativas, ademas de la posible introduccién ilegal, en las
granjas, de vacunas produddas con cepas de otro pafs o zona avicola, pueden ser causas
que propician un medio ambiente favorable para el desarrollo de cstas cepas variantes,
ademds de que el uso de vacunas atenuadas, aunque reducen las pérdidas econémicas
ocasionadas por la enfermedad de bronquitis infecdosa también pueden ser
responsables del surgimiento de variantes antigénicas al darse una recombinacién entre

cepas vacunales y de campo.




CONCLUSIONES

Este es el primer trabajo que proporciona informacién en México acerca de ios efectos
de otra cepa variante del virus de bronquitis infecdosa aviar ademds de la UNAM97 y la
BL56.

Las lesiones descritas en la mayoria de la literatura para el virus de bronquitis infecciosa
con las cepas tradicionales coinciden con las encontradas y evaluadas con la cepa
variante UNAM2001-2. Cabe resaltar que bajo las condiciones en las que se ltevé acabo el
estudio. esta cepa presenté una mayor capacidad para causar lesiones en el aparato
urinario de las aves infectadas que en el respiratorio, por 1o cual pudiera ser agrupada
dentro de los virus nefrotropos, y aunque la respuesta de las aves al desafio no sugirié
los signos clinicos caracteristicos de la enfermedad de bronquitis infecciosa. ni se
presentd mortalidad grave es importante continuar realizando estudios en un futuro con
esta cepa, ya sea modificando las condidones de manecjo de las aves, edad, estado

inmunolégico, combinacién del desafio con otros agentes infecdosos o bien aumentar el

periodo de observacién para analizar su comportamiento y determi si los resultados
coinciden o difieren a los descritos en el presente estudio.

El conocimiento de las caracteristicas de patogenicidad ¢ inmunogeniddad de los virus
de bronquitis variantes puede ser utilizado para desarrollar nuevas vacunas o bien
modificar los programas de vacunacién en determinadas dreas geogrificas de nuestro
pafs, para proporcionar una mayor protecdén contra la enfermedad de la bronquitis

infecdosa aviar.
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CUADRO 1

Titulo de anticuerpos contra el virus de bronquitis infecciosa
determinados mediante la técnica ELISA en aves libres de patégenos
especificos de 4 semanas inoculadas con el virus de bronquitis
infecciosa UNAM2001-2
1° semana 2°semana 3° semana
188 1828 485
282 2172 1540
753 2701 1707
1087 4115 3035
o o] 6756
Promedio 462 Promedio 2163 Promedio 2704
CUADRO 2

Frecuendia de las lesiones producidas en pollos libres de patégenos
espedificos de 4 scmanas de edad infectados con la cepa variante
UNAMZ2001-2 del virus de Bl a un titulo de 10 * DIEPSO%/0.2ml.

24 horas Pl
LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS %
TRAQUEITIS LINFOCITARIA
GRAVE 3/5 60
MODERADA 25 40
VI, PERDIDA DE CILIOS
RESPIRATORIAS CRAVE a5 o)
ALTAS MODERADA 15 20
DESPRENDIMIENTO EPITELIAL
CRAVE S5 100
RINON NEFRITIS INTERSTICIAL
MODERADA 15 20
* C ] vias pi ias bajas y pulmén sin cambi re -

»x Grado de lesion en ¢l 6rgano: Leve 10% 0 menos, moderado entre 108 y
40% y grave mas de 40%.
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36 horas P

LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS %
TRAQUEITIS
LINFOCITARIA
GRAVE a5 &0
LEVE 15 20
VIAS PERDIDA DE CILIOS
RESPIRATORIAS GRAVE S5 100
ALTAS DEPRENDIEMIENTO
EPITELIAL
GRAVE 35 60
MODERADA 25 40
RINON NEFRITIS INTERSTICIAL
LEVE S5 100
* Comnetes nasales, vias respiratorias bajas y pulmén sin cambios aparentes.
48 horas Pl
LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS *
RINITIS LINFOCITARIA
CORNETES MODERADA 35 60
NASALES LEVE 25 40
TRAQUEITIS
LINFOCITARIA
GRAVE S5 100
PERDIDA DE CILIOS
CRAVE 35 60
VIAS MODERADA 255 40
RESPIRATORIAS DESPRENDIMIENTO
ALTAS EPITELIAL
MODERADA /55 80
LEVE 5 20
HIPERPLASIA DE CELULAS
CALICIFORMES
GRAVE 25 40
MODERADA 35 60
VIAS DESPRENDIMIENTO
RESPIRATORIAS EPITELIAL
BAJAS MODERADA 15 20
NEFRITIS INTERSTICIAL
RINON LEVE S5 100

* Pulmoén sin cambios aparentes

% Grado de lesion en el 6rgano: Leve 10X o menos, moderado entre 10% y
40% y grave mas de 40%.
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72 horas P1

LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS *

TRAQUEITIS
LINFOCITARIA

GRAVE

PERDIDA DE CILIOS

35
MODERADA 25 40
45

GRAVE

VIAS
RESPIRATORIAS | HIPERPLASIA DE CELULAS
ALTAS CALICIFORMES

MODERADA 35

METAPLASIA ESCAMOSA

GRAVE 2/5

TRAQUEITIS
LINFOCITARIA

MODERADA 35 60

VIAS
RESPIRATORIAS LEVE 25 40

BAJAS
PERDIDA DE CILIOS

MODERADA 35 60

NEFRITIS INTERSTICIAL

RINON LEVE 35 60

* Cornctes y pulmon sin bios aparentes

96 horas Py

LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS %

TRAQUEITIS LINFOCITARIA

RAVE 55 100

PERDIDA DE CILIOS

GRAVE 35 &0

MODERADA 25 40

METAPLASIA ESCAMOSA

MODERADA 35 60

TRAQUEITIS LINFOCITARIA

GRAVE 25 40

VIAS
RESPIRATORIAS TAODERADA 35 co
ALTAS

PERDIDA DE CILIOS

GRAVE 35 60

MODERADA 25 40

NEFRITIS INTERSTICIAL

RINON LEVE 25 30

.« Ci les y pulmén sin P
% Grado de lesion en el 6rgano: Leve 10% o menos, moderado entre 10% y
40% y grave mis de 40%.
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168 horas Pt

LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS %
TRAQUEITIS LINFOCITARIA
GRAVE 25 40
MODERADA 35 60
PERDIDA DE CILIOS 2/5 40
VIAS GRAVE 35 G0
RESPIRATORIAS METAPLASIA ESCAMOSA
ALTAS GRAVE 5 40
MODERADA 35 60
TRAQUEITIS LINFOCITARIA
LEVE 35 60
PERDIDA DE CILIOS
GRAVE 35 GO
VIAS MODERADA 5 40
HIPERPLASIA DE CELULAS
RESP';GISRMS CALICIFORMES
MODERADA 15 20
METAPLASIA ESCAMOSA
GRAVE 15 20
MODERADA 2/5 40
BRONCONEUMONIA
PULMON LINFOCITARIA
GRAVE 15 20
NEFRITIS INTERSTICIAL
RINON RAVE 15 20
MODERADA a5 80
* Cornetes nasales sin cambios aparentes
336 horas PI
LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS 3
TRAQUEITIS LINFOCITARIA
MODERADA 35 60
LEVE 255 40
HIPERPLASIA DE CELULAS
CALICIFORMES
GRAVE 15 20
VIAS MODERADA 45 80
RESPIRATORIAS METAPLASIA ESCAMOSA
ALTAS GRAVE 25 40
MODERADA 35 60
NEFRITIS INTERSTICIAL
RINON GRAVE 25 40
MODERADA 255 40
LEVE S 20
® Cornetes nasales, vias respiratorias bajas y pulimén sin bi pa: .

x Grado de lesidn en el 6rgano: Leve 10% o menos. moderado entre 10% y
40% y grave mas de 40%.
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504 horas Pt

LOCALIZACION LESION AVES AFECTADAS %
HIPERPLASIA DE CELULAS
CALICIFORMES
LEVE 25 30
RESPIRATORIAS METAPLASIA ESCAMOSA
ALTAS LEVE 25 40
METAPLASIA ESCAMOSA )
VIAS -
RESPIRATORIAS MODETRDA e =20
BAJAS
NEFRITIS INTERSTICIAL
RINON GRAVE 5 20
MODERADA 5 20
LEVE 5 20
* Cometes les y pulmén sin ¢ aparentes.

3 Grado de lesion en el 6rgano: Leve 10% o menos, moderado entre 10X y
40% y grave mas de 40%.
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Fig.2 Traquea: Pérdida de cilios y traqueitis linfocitaria grave 24hrs. PI(H&E150 X)
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Fig. 3: Triquea: Desprendimiento de epitelio y traqueitis linfocitaria grave 36 hrs. Pl H&E 150X)
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Fig. 4 Traquea: Hiperplasia de células caliciformes moderada 48 hrs. Pl (H&E 150X)
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Fig. 6 Pulmén: Bronconeumonia grave 168 hrs. Pl (H&E 150X)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ig. 7 Rifion: Nefritis intersticial moderada a grave 168 hrs. Pl ( H&E 400 X

Fig. 8 Riiién: Nefritis intersticial moderada a grave 336 hrs. PI (H&E 150X)
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2500 pbp —»
2000 pp ——

1500 pb ——p 1720 pb

1000 pb ——— @

500 pp ————»

Fig. 9 Gel de agarosa mostrando un fragmento de1720pb

MPB: Marcador de pares de bases
( - ) Control negativo

(+ ) Control positivo

*Horas posteriores a la inoculacion con la cepa UNAM2001-2 del virus de bronquitis infecciosa aviar.
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