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Resumen

Objetivo. Evaluar la dindmica serolégica contra el virus de la bronquitis infecciosa aviar y su
relacién con la presentacién y/o antecedentes de signos clinicos y hallazgos patoldgicos, bajo con-
diciones de campo. Materiales y métodos. Se realizé un muestreo al azar en dos fases, en pollo
de engorde y reproductoras de granjas del Departamento de Cundinamarca. En la primera fase
se tomé muestra de sangre a un total de 224 aves, distribuidas en 7 granjas. En la segunda fase,
realizada 20 dias posteriores al primer muestreo, se tomé una segunda muestra al mismo niimero
de aves empleadas inicialmente. Las muestras de los sueros obtenidos se emplearon para la reali-
zacion del inmunoensayo ligado a enzima (ELISA), disefado para detectar anticuerpos frente al
virus de la bronquitis infecciosa aviar en suero sanguineo. Resultados. Se obtuvo que del total de
las granjas analizadas el 85.72% mostré reactividad seroldgica al virus de la Bronquitis Infecciosa
aviar (VBIA), mostrando correlacién con la presencia de los signos clinicos o antecedentes respi-
ratorios en granja.
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Abstract

Objective. To evaluate the serological dynamics against avian infectious bronchitis virus and its
relationship with the presentation and / or a history of clinical signs and pathological findings,
under field conditions. Materials and methods. A random sampling was conducted in two pha-
ses, in broiler and breeder farms located in the Department of Cundinamarca. In the first phase
blood samples were taken from a total of 224 birds, distributed over the 7 farms. In the second
phase, carried out 20 days after the first, a second sample was collected from the same number of
birds used in the first phase. The serum samples were used to carry out the enzyme linked immu-
noassay (ELISA) intended to detect antibodies against avian infectious bronchitis virus in blood
serum. Results. As a result it was found that from the total farms analyzed the 85.72% showed
serologic reactivity against Avian Infectious Bronchitis Virus (AIBV) and that this was correlated
to the presence of clinical signs or previous history of respiratory disease in the farm.
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Introduccion

La infeccién con virus de bronquitis infecciosa aviar
(VBIA) ocasiona uno de los problemas respiratorios
virales en aves mds dificiles de controlar en muchas
partes del mundo. La presencia de nuevas variantes
del virus circulando entre las aves (1), como resultado
de mutaciones espontdneas o de recombinaciones ge-
néticas del virus representa una amenaza importante
ain en explotaciones de aves inmunizadas (2). El im-
pacto econémico de la BIA se relaciona con que tiene
un efecto negativo en la ganancia de peso, afecta la
eficiencia alimenticia, ocasiona alteraciones en la pro-
duccién y calidad del huevo, a menudo favorece la
presencia de infecciones mixtas, llevando a pérdidas
incluso en el producto terminado por decomisos al
momento del sacrificio (3).

El virus causante de la Bronquitis Infecciosa aviar
(VBIA), pertenece al género Coronavirus, de la

familia Coronaviridae, y el orden Nidovirales
(4), el cual se ha clasificado en el grupo 3 ba-
sados en la antigenicidad, organizacién del ge-
noma, y similitud de su secuencia (5). El virus
tiene morfologia pleomérfica esférica, su didme-
tro varia entre los 90 a 200 nm, tiene envoltura
lipidica y proyecciones superficiales llamadas
espiculas que le dan forma de corona (6). Su ge-
noma se compone de ARN de cadena sencilla
y polaridad positiva (7); compuesto por apro-
ximadamente 27.500 nucleétidos dispuestos en
una hebra que codifica para cuatro proteinas es-
tructurales, la proteina de las proyecciones de la
superficie (S), que a su vez estd compuesta por
dos subunidades: la glicoproteina de espiga (S1)
y el sobre pequeno (S2) de proteinas, la glico-
proteina de membrana (M) vy la proteina de la
nucleocdpside (N) (8,9), Figura 1.

Figura 1. Estructura del coronavirus — VBIA. (A) Microscopia electrénica mostrando un virus pleomérfico de didmetro entre 90 y
200nm,que presenta una envoltura lipidica y estructuras que sobresalen ddndole apariencia de corona (B) Representacién esquemdtica

del ARNm que codifica para las proteinas virales (37).

El principal sitio de replicacién del virus de la
BIA es el tracto respiratorio superior, a partir
del cual se disemina logrando replicarse tam-
bién en tejido del tracto intestinal, rifones y
el oviducto, asi como en la glindula de Har-
der después de una inoculacién ocular. La en-

fermedad es altamente contagiosa, se transmite
de forma horizontal y su periodo de incubacién
va de 18-36 horas (8-10), su diseminacién es de
curso ripido dependiendo de la ruta de inocula-
cién y los signos clinicos se evidencian de 24-48
horas posteriores al inicio de la infeccién (11).
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El virus de la BIA puede persistir o permanecer
contaminando por aproximadamente 4 semanas.
Las aves se vuelven transportadoras y disemina-

doras de la enfermedad (7).

La sintomatologia de la enfermedad es variable
y depende de factores tales como la cepa de vi-
rus infectante, la edad y el estado inmunitario
de las aves (12, 13). La morbilidad es general-
mente alta, 100% en la mayorfa de los casos,
pero la mortalidad frecuentemente es baja (5%)
(12-14). El cuadro clinico de tipo respiratorio
se caracteriza por ser de curso agudo, ocasio-
nando dificultad para respirar, estornudos, tos,
descargas nasales y oculares. Las aves infectadas
tienen una pobre ganancia de peso y una rdpida
disminucién en la produccién y calidad de los
huevos. La forma de presentacién renal se rela-
ciona con el sindrome de nefritis y nefrosis (15).

El diagnéstico de la BIA generalmente se basa
en la historia clinica, la deteccién del antigeno,
el aislamiento viral, o los resultados de pruebas
como Elisa, aglutinacién rdpida en placa, inmu-
nofluorescencia e inmunoperoxidasa (13, 14).
La evaluacién seroldgica se realiza a través de
pruebas de neutralizacién viral, Elisa indirecto
e inhibicién de hemaglutinacién. La deteccién
del genoma viral la realiza a través de RT-PCR
y qRT-PCR (16), y la secuenciacién de nucleéti-
dos se emplea para identificar y caracterizar las
diferentes cepas del virus (17).

Las pruebas seroldgicas permiten evaluar los
titulos de anticuerpos, posterior a procesos va-
cunales y ante desafios de campo (4). Entre las
pruebas mds comunes se encuentra el inmu-
noensayo asociado a enzimas para captura de
antigeno (AC-Elisa, por su sigla en inglés), sien-
do una prueba de unién primaria que detecta el
enlace especifico antigeno — anticuerpo y cuan-
tifica los inmunocomplejos formados, su fun-
damento es el empleo de enzimas para detectar
éstas uniones (18). Una limitante de la prueba
de Elisa es que no permite diferenciar entre un
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serotipo y otro del virus (19), para tal caso exis-
ten otras técnicas como la neutralizacién viral
e HI (20). La prueba de Elisa se utiliza para
detectar la respuesta de anticuerpos y permite
establecer relaciones comparativas de resulta-
dos obtenidos hasta 2-3 semanas post infeccién
(21) siendo ampliamente utilizada para identifi-
car poblaciones infectadas por el virus de BIA
y respuesta de anticuerpos como resultado de
programas vacunales contra el virus de la BIA
(22). Es una prueba de fécil uso, ademds su sen-
sibilidad permite deteccién de anticuerpos tipo
Inmunoglobulina G (IgG), adn a niveles muy
bajos (18, 23). Los resultados de la lectura de la
densidad dptica se clasifican en grupos o perfiles
en un histograma (24), tales resultados deben
ser correlacionados dentro del comportamiento
de los sueros a través de valores maximos y mi-
nimos y el coeficiente de variacién, ya que esto
refleja la uniformidad de los resultados (25).

En nuestro medio, a pesar de la implementacién
de esquemas vacunales dirigidos hacia el control
del virus de la BIA y de la aplicacién de tra-
tamientos contra problemas respiratorios, se si-
guen presentando brotes en lotes de produccién
avicola, con implicaciones de sintomatologia
respiratoria de dificil tratamiento y con cuadros
clinicos compatibles con la enfermedad produ-
cida por el virus de la BIA, que afectan el ciclo
productivo de las parvadas. Por tanto es necesa-
rio el desarrollo de estudios que aporten al co-
nocimiento del comportamiento del virus de la
BIA en granjas con afeccién respiratoria. Para
tal fin el presente estudio busca determinar el
comportamiento de anticuerpos contra el VBIA
y relacionarlo con los hallazgos clinicos y/o an-
tecedentes de vacunacién del lote muestreado
contra el virus de Bronquitis infecciosa aviar en
aves de produccién bajo condiciones de campo,
mediante el uso de una técnica de deteccién de
anticuerpos (IgG), tipo Elisa indirecta a través
del kit FlockChek® (Infectious Bronchitis Virus
Antibody Test Kit del fabricante IDEXX Labo-
ratory, Inc., Westbrook, ME.)
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Materiales y métodos

Se seleccionaron aves con sintomatologfa respirato-
ria provenientes de 6 granjas de pollos de engorde
y 1 granja de ponedoras, ubicadas en el Departa-
mento de Cundinamarca, las cuales presentaban
antecedentes de problemas respiratorios.

Se realizé un muestreo al azar, empleando un
total de 224 aves a las cuales se les tomd muestra

de sangre para la deteccién de anticuerpos contra
el virus de la BIA. Se realizaron dos muestreos en
cada una de las granjas con un intervalo de 20 dias
entre el muestreo 1 y el muestreo 2. En la tabla
1 se relaciona cada una de las granjas empleadas
para la obtencién de sueros, la distribucién del
nimero de aves muestreadas, identificacién de la
granja, tipo de explotacién y ubicacién geogréfica.

Tabla 1. Resumen de granjas empleadas y nimero de muestras obtenidas en cada muestreo.

TIPO DE EX-
PLOTACION

GRANJA

UBICACION

MUESTREO1 MUESTREO 2

No. 1 SL. La Mesa Reproductoras
No. 2 L1 Villeta Engorde
No. 3 SR Valle de Tenza Engorde
No. 4 DN Sopé Engorde
No. 5 PN Villeta Engorde
No. 6 BQ Ubaque Engorde
No. 7 SC Ubagque Engorde
TOTAL 7 Granjas

No. DE AVES MUESTRA DE

SUERO MUESTRAS

OBTENIDAS: Aves
con sintomatologia
respiratoria

35 35
30 30
35 35
Hisopos traqueales,
Tejidos:
34 34 triquea,
rindn,
pulmén, y
34 34 tonsilas cecales.
Colectados al momento
del Muestreo 1
30 30
26 26
224 224

Las muestras obtenidas (riflones, triqueas, pulmo-
nes, hisopos traqueales), fueron procesadas para el
aislamiento e identificacién del virus de BIA.

Plan vacunal aplicado por granja, para el control de
la bronquitis infecciosa aviar

En la tabla 2 se presenta el esquema de vacunacién
dirigido hacia el virus de la BIA establecido en
cada granja y edad al dia de toma de las muestras.
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Tabla 2. Plan de vacunacién de las granjas muestreadas.

EDAD TOMA DE EDAD DiA TOMA
MUESTRA 1. DE MUESTRA 2.

GRANJA EDAD (Dias)

4 Mas5
21 H120
No, 1 SL. 8 semanas Mas5 33 semanas 37 semanas
18 semanas Mas5
Cada 8 semanas Mas5
5 H120
No. 2 L1 17 dias 37 dias
15 Mas5 Clone 30
No. 3 SR 14 Mas 5 29 dias 46 dias
6 M48
No. 4 DN 23 dias 45 dias
16 M5 Clon 30
6 M48
No. 5 PN 16 dias 35 dias
15 M5 Clon 30
No. 6 BQ 5 Mas5 Clone 30 17 dias 40 dias
No. 7 SC 5 Mas5 Clone 30 20 dias 43 dfas
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Toma y procesamiento de las muestras

Se tom6 muestra de sangre por puncién de la
vena braquial, colectando un volumen de 1.5 ml
de sangre por ave muestreada en tubos eppendoft
sin anticoagulante. Las muestras de sangre fueron
transportadas al laboratorio de virologfa en donde
se centrifugaron a 5.000 rpm durante 3 a 5 minu-
tos para obtener el suero sanguineo.

Asi mismo a éstas aves se les tomd muestras de
tejidos de trdquea, rindén, pulmoén, tonsilas cecales
e hisopados traqueales, las cuales fueron proce-
sadas en pooles de la siguiente manera: Se tomé
un volumen de tejido para ser macerado en solu-
cién de PBS suplementado al 1% con solucién de
antibiético-antimicético en proporcién de 1:10
(tejido:PBS). El sobrenadante obtenido fue filtra-
do, y a partir del producto obtenido se inocul6
un volumen de 200ul en la cavidad alantoidea de
huevos embrionados SPF de 9-11 dias de edad.
Los huevos fueron incubados a una temperatura
de 37°C por 72 horas para la obtencién del liqui-
do alantoideo y por 48 horas adicionales para la
observacién de cambios en el embrién. Se colectd
el liquido alantoideo de los huevos inoculados el
cual fue transferido a tubos estériles. Con las co-
sechas del liquido alantoideo obtenido se realizé
la prueba de hemoaglutinacién (HA). A aquellas
muestras que resultaron positivas a la prueba de

HA se les realizé el andlisis por RT-PCR.

Paralapruebade RT-PCR se emplearonlos primers
UTR1 (GCTCTAACTCTATACTAGCCTAT)
/ UTR2 (GCTCTAACTCTATACTAGCC-
TAT), los cuales amplifican la regién 3'UTR, y
los primers IBV-LC5 (ACTGGCAATTTTTT-
CAGA) / IBV-LC3 (ACAGATTGCTTGCAAC-
CAC), y XCEl (ACTGGTAATTTTTCAGAT-
GQG) / XCE2 (CCTCTATAAACACCCTTACA)

que amplifican una regién del gen S1 del virus de

BIA. Se empleé el kit RT-PCR Quiagen® OnS-
teep RT-PCR Kit (Quiagen® Cat No. 120212) y
se llevé a cabo la amplificaciéon bajo las siguien-
tes condiciones: Denaturacién inicial de 94°C por 5
minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 49°C por
1 minuto 72°C por 2 minutos y extensién final de
72°C por 7 minutos. Los productos obtenidos de la
RT-PCR fueron analizados por electroforesis en gel
de agarosa ultrapura al 2% en buffer TAE 10X em-
pleando GeneRuler 100 pb Plus” (Fermentas®) como
marcador de peso molecular.

Deteccion de anticuerpos por la prueba de ELISA in-
directa

Se llev6 a cabo la prueba de Elisa a cada uno de
los sueros obtenidos, empleando el kit comercial
FlockChek® Infectious Bronchitis Virus Antibo-
dy Test Kit (IDEXX Laboratory, Inc., Westbrook,
ME). Las muestras fueron preparadas realizando
una dilucién de 1ul de la muestra en 500 pl del
diluyente, se incubé la placa durante 30 minutos a
18°C a 25°C, se eliminé el contenido de la bandeja
y se lavaron los pocillos con 350pl de agua ultrapu-
rificada. Se adicioné 100p! del conjugado en cada
pocillo y se incubé durante 30 min a una tempe-
ratura de 18°C a 26°C, se eliminé el sobrenadante
y se lavé nuevamente. Se adicioné el sustrato TMB
en volumen de 100pl en cada pocillo y se incubé
durante 15 minutos a una temperatura de 18°C a
26°C, transcurrido éste tiempo se adicioné 100ul
de solucién de parada en cada pocillo. Se realizé la
lectura a una longitud de onda de 650nm (Protoco-
lo del fabricante IDEXX).

Pardmetros de referencia para la lectura de la prueba
de ELISA indirecta

Para la interpretacién de los resultados serolégicos
obtenidos se emple6 como linea base los parimetros
preestablecidos de titulos de anticuerpos de acuerdo a
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las recomendaciones del laboratorio fabricante del
kit empleado (Laboratorios IDEXX), al igual que
el reporte al que hacen referencia diferentes auto-
res, por tanto se tomaron en cuenta los siguientes
pardmetros para interpretacién de titulos de anti-
cuerpos de manera general:

- Aves sin vacunacién con titulos superiores a 690
son consideradas de exposicién positiva al virus de
la bronquitis infecciosa aviar.

- Aves con vacunacién se consideran con expo-
sicién positiva cuando sus titulos son mayores a
2.000.

Anilisis estadistico

Los titulos de anticuerpos de los grupos experi-
mentales se evaluaron realizando un soporte esta-
distico por la prueba de distribucién de T-Student,
para lo cual se plantearon dos Hipétesis (Hipétesis
nula — “Ho”, e Hipbtesis alterna — “Ha”) y se re-
chaza la Ho que plantea la no exposicién al virus
de campo interpretado a partir del nivel de anti-
cuerpos obtenidos, y aceptando la Ha la cual plan-
tea presentacion del virus de campo a través de
la obtencién de valores de titulos de anticuerpos
incrementados a partir de los valores esperados.

Ho: No se desarrollan anticuerpos a niveles que re-
presenten respuesta a exposicién de virus de cam-
po o virus vacunal.

Ha: Se desarrollan anticuerpos a niveles que repre-
senten respuesta a exposicién de virus de campo o
virus vacunal.

Se rechaza Ho, si Z calculado es mayor que el Z
critico de tabla (1.96) y por tanto se acepta la Ha,
indicando la significancia estadistica.

de produccion del Departamento de Cundinamarca

Resultados

En la tabla 3 se resumen los valores obtenidos
en la prueba de Elisa y se puede observar la
distribucién de los grupos de acuerdo al rango
de titulos de anticuerpos para cada una de las
granjas y para cada muestreo, a la vez que se
relaciona la media, el coeficiente de variacién
(CV%) como medida de dispersién de cada uno
de los conjuntos de datos, el cual estd asocia-
do a la desviacién estdndar del conjunto y su
media aritmética y se obtiene en términos de
porcentaje. Adicionalmente en la tabla se repor-
ta el nimero de muestras de cada una de las
granjas por muestreo realizado. Al analizar los
resultados por granja se encontré que el 85.72%
mostré6 positividad al virus de BIA, ya sea dada
por presencia de virus vacunal o de campo.

Los resultados agrupados por grupos de titulos
se graficaron en histogramas en los cuales, en
el eje horizontal se ubica la barra de acuerdo al
grupo que le corresponde (0,1,2,3...etc.), y en
el eje vertical se ubica la cantidad de aves. Cada
barra en el histograma, representa la cantidad
de aves con titulos dentro de un rango deter-
minado. Los grupos de distribucién van de 1
a 18, cada uno con un rango de titulos mini-
mo y mdximo, que van desde valores de 0 hasta

>30.000.

En la Grafica 1 se puede observar de manera
comparativa, para cada una de las granjas eva-
luadas, la dindmica de presentacién de los ti-
tulos de anticuerpos obtenidos en el primer
muestreo correspondiente al dia en que se pre-
sentaron sintomas respiratorios, comparados
con los resultados del muestreo dos, realizado
posteriormente a los 20 dias, permitiendo apre-
ciar la variacién de titulos entre el muestreo 1y
muestreo 2.

53



NOVA. 2015; 13 (23): 47-64

Tabla 3. Relacién de resultados consolidados de %CV y distribucién de titulos de anticuerpos en cada una de las granjas.

TABLA COMPARATIVA ENTRE % DE COEFICIENTE DE VARIACION Y MEDIA DE
TITULOS (ug/ml) DE ANTICUERPOS EN CADA DE UNA DE LAS GRANJAS.
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Med.l a(Tiealo g 0y sass 1370 2484 3040 9si 122 dods a7 2668 3825 28 600

Anticuerpos)
CV% 456 44 774 915 1492  48.6 1243 764 489 397 624 477 1616 2137

No. muestreados

Grupos de titulos 35 35 30 34 35 34 34 34 34 34 30 30 26 26
0 0-400 0 0 1 8 8 0 18 5 0 0 1 1 26 21
1 401-1000 1 0 3 10 7 3 6 10 0 0 5 0 0 2
2) 1001-2000 2 0 8 6 9 4 4 12 4 3 6 3 0 1
3 2001-3000 3 4 7 6 2 5 3 5 6 2 6 6 0 0
4 3001-4000 2 1 2 2 1 3 3 0 5 2 3 8 0 1
5 4001-5000 9 2 3 2 4 9 1 2 3 3 6 7 0 0

6 5001-6000 3 3 1 0 1 7 0 0 5 6 2 0 0 1

7 6001-7000 7 9 2 0 1 1 0 0 5 13 1 5 0 0

8 7001-8000 5 9 3 0 0 2 0 0 6 5 0 0 0 0

9 8001-9000 3 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10 9001-10000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

11 10001-11000 O 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

12 11001-12000 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Para todas las granjas, de manera paralela en estudios adicionales desarrollados, se obtuvieron resulta-
dos positivos a través de pruebas como técnica de Hemoaglutinacién (HA) y pruebas de RT-PCR para

deteccién del VBIA.
Media de Titulo de anticuerpos. Comparativo entre
el Muestreo 1 vs Muestreo 2
[F4]
a
= 8000 (7
o
= 6000
5
. 4000
=
o 2000
=
- 0
QU
= 1 2 4 5 6 7
ﬁ B Muestreo 1| 5779 | 3258 | 2484 | 954 | 4945 | 2668 28
2 |mMuestreo 2| 7720 | 1379 | 3949 | 1242 [ 5947 | 3825 | 600

Grifica 1. Dindmica de titulos de anticuerpos. Comparativo entre el muestreo 1 y muestreo 2 de cada

una de las granjas.

Los antecedentes de las granjas se evidenciaron
al momento del muestreo, en el cual el 100%
de los predios escogidos presentaba histérico o
antecedentes de problemas respiratorios y en el
momento de la toma del primer muestreo las aves
se encontraban con algin tipo de sintomatologia
respiratoria como estornudos, presencia de moco,
estertores, problemas de lotes disparejos o cual-
quier otra sintomatologia asociada a problemas
respiratorios. Ninguna de las granjas evaluadas
contaba con linea base de perfiles serolégicos que
permitiera establecer un estatus seroldgico ini-
cial.

Al revisar los resultados obtenidos en cada uno
de los grupos de las granjas procesadas se obtuvo
la siguiente informacién:

En la granja No. 1 SL, las aves habian recibido

5 dosis de vacuna viva de virus de BIA previo al

primer muestreo y una sexta dosis antes del se-
gundo muestreo. La tltima vacunacién se realizé
a la semana 26 de edad, y el primer muestreo se
realiz6 a la semana 33 de edad. Como resultado
del primer muestreo se observé un promedio de
titulos de 5.779 y para el segundo muestreo a los
20 dias de 7.720, con un CV% (Coeficiente de
variacién) de 45.6% y 44% respectivamente. Los
resultados de la prueba estadistica arrojan signifi-
cancia estadistica, indicando exposicién al virus
de campo positiva, con un CV alto, superior al
30%. El andlisis a través de la prueba de RT-PCR
arroj6 resultados positivos, para los 6rganos de
triquea y rinén. De igual manera se resalta que
al momento de toma del primer muestreo las aves
presentaban ruido respiratorio y descarga nasal,
Figura 2. Los pollos infectados mostraban un
exudado seroso, catarral o caseoso en triquea.
En el histograma de la Grifica 2 se observa el
desplazamiento de las columnas hacia la derecha.
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Figura 2. Secreciones nasales mucopurulentas

En la granja No. 2 L1, las aves fueron vacunadas
al dia 15 de edad correspondiendo a la segunda
dosis en su plan vacunal, el muestreo fue reali-
zado el dia 17 de edad. El resultado de titulos
de anticuerpos del primer muestreo fue de 3258
con un 77.4% de CV y como resultado del se-
gundo muestreo se obtuvo un promedio de titu-
lo de anticuerpos de 1359 con un 91.5% de CV.
Estadisticamente los resultados son significativos
para el primer muestreo. Al momento del mues-

Figura 3. Rifiones aumentados de tamano.
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Grifica 2. Comportamiento de anticuerpos comparados entre el
primer y segundo muestreo de la granja No. 1 SL

treo el lote presentaba ruidos respiratorios, estor-
nudos, apilamientos de las aves, y a la necropsia se
evidencié la presencia de trdquea congestionada,
rifiones aumentados de tamafo, Figura 3 y mate-
rial fibrinoso en sacos aéreos. Al realizar las pruebas
complementarias de HA y RT-PCR a partir de los
érganos aislados se obtuvo resultados positivos en
RT-PCR y HA para la muestra de rifiones. La Gra-
fica 3, muestra un comportamiento de anticuerpos
con desplazamiento hacia la izquierda.
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Grifica 3. Comportamiento de anticuerpos comparados entre el
primer y segundo muestreo de la granja No. 2 LS.
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Las granjas No. 3, 5 y 6, fueron agrupadas dada
la similitud del comportamiento en sus resultados.
La granja 3 (SR) recibi6 una tnica dosis vacunal al
dia 14 de edad y fue muestreada el dia 29 de edad.
Se obtuvieron resultados de titulos de anticuerpos
para el muestreo 1 de 2484 con un 149.2% de CV
y para el muestreo 2 se obtuvo un titulo de anti-
cuerpos de 3949 con un 48.6% de CV. La granja
No. 5 PN, fue muestreada a los 16 dias de edad,
con previa vacunacion al dia 6 y una segunda do-
sis al dia 15 de edad. Los resultados de titulos de
anticuerpos obtenidos fueron de 4945 y de 5947

Figura 4. Triquea congestionada.Or immodienia popubli ame
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para el muestreo 1y 2, con un %CV de 48.9%
y 39.7% respectivamente. La granja No. 6 BQ,
fue muestreada inicialmente a los 17 dias de
edad de las aves, posterior a ser vacunadas al dia
5 de edad. Las pruebas arrojaron resultados de
titulos de anticuerpos para VBIA de 2668 con
un CV de 62.4% en el muestreo 1y 3725 con
un CV de 47.7% en el muestreo 2. Las pruebas
estadisticas definieron significancia estadistica
a la actividad por virus de BIA. Al realizar la
prueba de HA, y RT-PCR se obtuvieron resul-

tados positivos para trdquea y rifdn.
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Grifica 4. Comportamiento de anticuerpos comparados entre el
primer y segundo muestreo de la granja No. 3 SR.
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Grifica 5. Comportamiento de anticuerpos comparados entre
el primer y segundo muestreo de la granja No. 5. PN.

Grifica 6. Comportamiento de anticuerpos comparados entre
el primer y segundo muestreo en granja No. 6. BQ.
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A la inspeccién macroscépica se observé la pre-
sencia de rifiones y trdquea congestionada, Fi-
gura 4 y 5, sacos aéreos con contenido de casei-
ficacién, y pericarditis fibrinopurulenta.

En la granja No. 4 DN, al momento del mues-
treo las aves tenian una edad de 23 difas y ha-
bian sido vacunadas al dia seis y 16 de edad.
Los resultados de anticuerpos para el muestreo
1 fueron de 954 y para el muestreo 2 de 1242,
a su vez con un 124.3% y 76.4% de CV respec-
tivamente, observando una alta dispersién de
titulos . Se destaca la situacién sanitaria del lote
de produccién al momento del muestreo, ya que

Figura 5. Pulmones congestionados.

Finalmente para la granja 7 SC, las aves fueron
muestreadas a los 20 dias de edad, las cuales con-
taban con una unica dosis de vacunacién a los 5
dias de edad. Los resultados de nivel de titulos de
anticuerpos fue de 28 en el primer muestreo y de
600 para el segundo muestreo, con un porcenta-
je de CV de 161.6% y 213.7% respectivamente.
Adicionalmente se asocia el hecho de que en la
granja se encontraban aves con presencia de muco-
sas congestionadas y secreciones oculares, Figura

se observa un lote disparejo, con gran parte de
la poblacién con presencia de dificultad respira-
toria y un peso por debajo del normal de acuer-
do a su edad. De igual manera en la Gréfica 5,
se observa dispersién de anticuerpos habiendo
desplazamiento de la poblacién hacia agrupa-
ciones con presencia de titulos de anticuerpos
mds altos comparado con el primer muestreo.
Se confirma la actividad viral del VBIA a través
de resultado de RT-PCR en donde se confirma
la presencia del virus para las muestras de pul-
mon, e hisopos traqueales. Las pruebas estadis-
ticas demuestran significancia estadistica para
exposicién al virus de campo.
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Grifica 7. Comportamiento de anticuerpos comparados entre el
primer y segundo muestreo de la granja No. 4 DN.

6, al igual que los resultados paralelos obtenidos
de HA positiva para trdquea, pulmén e hisopos y
RT-PCR positiva para hisopos traqueales.

Como se menciond previamente, los antecedentes
de las granjas se evidenciaron al momento del mues-
treo, en el cual el 100% de los predios escogidos
presentaban histérico o antecedentes de problemas
respiratorios y en el momento de la toma del primer
muestreo las aves se encontraban con algiin tipo de
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Figura 6. Congestién de mucosa ocular y cabeza hinchada.

sintomatologfa respiratoria como estornudos, presen-
cia de moco, estertores, problemas de lotes disparejos
o cualquier otra sintomatologia asociada a problemas
respiratorios. Ninguna de las granjas muestreadas
contaban con linea base de perfiles serolégicos que
permitiera establecer un estatus serolégico inicial.

Discusion

Al analizar los resultados obtenidos de acuerdo
al principio aplicado por la prueba de ELISA, se
tuvo en cuenta la asociacion con las caracteristicas
propias de cada granja en cuanto al plan vacunal y
estado de salud presentado al momento de la toma
de las muestras. El tiempo transcurrido entre la tl-
tima dosis de vacuna recibida por las aves asociado
al proceso de presentacién de cuadro respiratorio
al igual que el momento en que se tomaron las
muestras para las pruebas, son un factor funda-
mental a la hora de establecer el andlisis de las
lecturas obtenidas.

Tener en cuenta el % CV en los resultados serolé-
gicos resulta de gran importancia ya que permite
establecer la homogeneidad de la respuesta a los
planes vacunales o de la actividad del agente viral,
como también permite evidenciar la distribucién
de los grupos de titulos dejando evidenciar posi-
bles brotes de campo en las parvadas (206).
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Grifica 8. Comportamiento de anticuerpos comparados entre el
primer y segundo muestreo de la granja No. 7.5C.

Aunque existen unos pardmetros como guia referen-
cia para la interpretacién de resultados obtenidos en
la prueba de Elisa, diferentes autores realizan reportes
de estudios como guias de interpretacién. En estu-
dios realizados por Swayned, (27), se menciona que
para pollo de engorde vacunado con una vacuna de
virus vivo se esperan titulos de 500 a 2500 siendo
una condicién que no darifa indicios de una exposi-
cién al virus de campo; a su vez en aves ponedoras
con 2 o 3 aplicaciones de vacunas de virus vivos se
pueden obtener titulos hasta de 10.000 como condi-
cién normal.

En otros reportes se hace referencia a resulta-
dos obtenidos en aves con aplicacién de vacu-
nas suaves tipo Mass y que han recibido niveles
de desafio bajos en los que se esperarian titu-
los promedio de hasta 1.000 o menos. Aves con
aplicacién de vacunas fuertes, y ante niveles de
desafio de campo bajos presenta titulos prome-
dio esperados entre 1.000 y 2.500. Por otra par-
te en lotes vacunados con vacunas fuertes y ante
desafio alto de campo se pueden obtener titulos
entre 2.500 y 7.000. En lotes enfrentados ante
procesos deficientes de vacunacién o a un desa-
fio de campo heterélogo se pueden obtener per-
files de lectura mayores a 7.000, y en situaciones
en las que se evidencian aves enfermas coincide
con titulos mayores de 6.500 (27).
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En estudios en los que se tiene en cuenta el %CV,
los autores hacen referencia a pardimetros como base
para la interpretacion serolégica de la prueba de Eli-
sa entre los que se incluye como complementario el
coeficiente de variacién dado en porcentaje (%CV),
el cual expresa los porcentajes, la dispersién y distri-
bucién de los titulos de anticuerpos contra el virus.
Una baja dispersién de titulos (CV  inferior a 25%)
se interpreta como ausencia de infeccién, atin siendo
excelente un %CV de 30% o menor, reflejando una
buena respuesta a la vacunacién y por ende una bue-
na cobertura vacunal. Coeficientes de variacién entre
30% a 50% se pueden considerar como valores bue-
nos correspondiendo a vacunaciones homogéneas,
sin embargo ante brotes de campo indica una dis-
persién elevada de los titulos de anticuerpos, debido
a una infeccién aguda o procesos crénicos, causada
por un virus de campo, en ausencia de vacunacién.
Un CV mayor del 60% en una parvada indica que
en ella hay aves con muy poca o ninguna respuesta,
ademds de aves con respuesta alta o adecuada a la va-
cunacién y por tanto para fines vacunales es impor-
tante revisar los procesos de vacunacién y/6 la posibi-

lidad de infeccién viral (Laboratorios IDEXX) (28).

En la granja No. 1 SL, hay un descenso de los ti-
tulos vacunales y se observa que habia transcurrido
mds de 20 dias después de la vacunacién, lo cual es
compatible con lo tipicamente esperando dentro del
comportamiento de los titulos posteriores a procesos
vacunales. Al obtener CV% inicialmente de 45.6%
y seguido de 44%, sugiere actividad viral y de acuer-
do a los niveles de anticuerpos observados puede ser
compatible con presencia de virus de campo, ya que
en aves vacunadas que presentan titulos superiores a
2500 es indicativo de exposicién viral diferente a una
respuesta vacunal, teniendo como base los pardme-
tros de referencia IDDEX, y de acuerdo a reportes de
estudios realizados por Cuello (25) y Levrier (29). La
significancia estadistica asociada a un CV alto, supe-
rior al 30%, con dispersién de titulos se da en situa-
ciones de presencia de virus de campo, guardando
correlacién con los niveles de anticuerpos obtenidos,
y conforme a los pardmetros sefialados por Swayne
(27). Se destaca la compatibilidad de los resultados

positivos de la prueba de HA y RT-PCR que al ser
positivas confirman la presencia de actividad viral.
La sintomatologfa presentada corresponde a las des-
cripciones realizadas por Cavanagh (4), (30). El des-
plazamiento de las columnas hacia la derecha indica
la actividad de anticuerpos de manera comparativa
entre el primero y el segundo muestreo que se da
conforme avanza el desarrollo de la enfermedad y de
acuerdo a estudios reportados por Noda (16), es un
comportamiento tipico de la presentacién de virus
de campo. La presencia de virus de BIA detectada a
través de la prueba de RT-PCR confirma la actividad

viral en granja.

En la granja No. 2 L1, la actividad de anticuerpos in-
dica incremento del nivel de éstos, que sobrepasa los
limites esperados para aves vacunadas bajo las con-
diciones descritas, al estar éste valor sobrepasando el
limite de titulos de 2000, (24), que al asociarlo con
un CV de 77.4% permite considerar la presencia de
actividad de virus de campo (16), ya que se traduce
en una alta dispersién de presencia de anticuerpos
que se da en procesos de desafio de virus de campo o
proceso vacunal desuniforme (IDEXX, 30). Las le-
siones identificadas asociadas con la sintomatologfa
corresponden a las descritas por Saif (30), respaldan-
do los indicios de éstas frente a actividad viral. La
alta dispersién de titulos de anticuerpos identificada
es una situacién que cominmente se presenta en pro-
cesos de baja respuesta vacunal. Se muestra una alta
relacién con un desafio por virus de campo dados
los resultados obtenidos conforme a interpretaciones
reportadas por Noda (16). El comportamiento de
anticuerpos con desplazamiento hacia la izquierda es
evidencia de heterogeneidad, de acuerdo a las lineas
de andlisis realizadas por D" Wit, (25), siendo corres-
pondiente al descenso de los titulos de anticuerpos.
La presencia de actividad viral se logra corroborar a
través de los resultados de aislamientos virales y de las

pruebas de RT-PCR.

En las granjas No. 3, 5 y 6, los signos y lesiones ma-
croscépicas observadas en las aves son compatibles
con lesiones ocasionadas por presencia del virus de
BIA de acuerdo a reportes de diferentes autores (31).
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En éstas granjas al revisar el %CV indica desunifor-
midad en la distribucién de los anticuerpos, a la vez
que adicionalmente el nivel de anticuerpos sobrepasa
el minimo esperado para aves vacunadas (superior a
2000), esto puede indicar una posible exposicién a
virus de campo.

La presencia de un ascenso de los titulos se genera
ante una exposicién viral; en condiciones normales
se esperarfa un descenso en los anticuerpos presentes,
adicionalmente el %CV obtenido es propio de un
comportamiento de infeccién por virus de campo,
de acuerdo a los pardmetros planteados por los au-
tores, con una respuesta generalizada por parte del
lote de acuerdo al anilisis reportado por Gelb J. (31),
Mockett (32). Al observar las gréficas de los histogra-
mas y de acuerdo a los planteamientos de interpreta-
ci6én reportados por Noda (16), se puede observar la
dispersién de los anticuerpos de resultados obtenidos
del primero y segundo muestreo, lo cual se obser-
va en situaciones de infecciones por virus de campo
(Gréfica No. 4, 5y 6). Los resultados obtenidos en la
prueba de RT-PCR demostraron la presencia del vi-
rus de BIA. En los histogramas se observa que la ac-
tividad se mantiene, no muestra un desplazamiento
notorio hacia la izquierda, sin embargo no se observa
disminucién en la distribucién demostrando que la
actividad viral se mantiene; cabe notar que en cuanto
a la distribucién de individuos en las diferentes ca-
tegorfas de rangos de grupos hay un incremento de
ubicacién de individuos hacia rangos mds altos de
titulos virales. Graficas 6y 7.

En la granja No. 4 DN, Los valores de CV% ob-
tenidos reflejan alta dispersion de titulos lo cual es
compatible en situaciones de desafio de campo o po-
bre proteccién vacunal, de acuerdo a los pardmetros
de lectura planteados. Al observar los resultados del
siguiente muestreo se evidencia un incremento en los
valores de anticuerpos obtenidos y un CV inferior,
sin embargo los titulos obtenidos no sobrepasan los
limites superiores, lo que permite concluir que no
corresponde a una respuesta propia de exposicién
al virus de campo, por otra parte un alto CV% es
un indicativo que conlleva a asociar un proceso de
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desarrollo de anticuerpos ante un virus de campo
o procesos vacunales deficientes de acuerdo a lineas
base de andlisis planteadas por Gelb, (31) y por el
fabricante del kit IDEXX. Dado que el nivel de anti-
cuerpos desarrollados no sobrepasa el limite esperado
se puede pensar en una baja proteccién en los proce-
sos vacunales, sin embargo a la vez al existir una baja
proteccién se puede pensar en un proceso de suscep-
tibilidad ante agentes de campo. La situacién sanita-
ria y lesiones identificadas corresponden a reportes
realizados por Cavanagh (4) y (10). La dispersién de
anticuerpos identificada con desplazamiento hacia
agrupaciones con presencia de titulos de anticuerpos
mds altos son compatibles con problemas relaciona-
dos con virus de campo de acuerdo a la tendencia
que se presenta, guardando correlacién con los re-
sultados positivos al aislamiento del virus obtenido y

por RT-PCR.

Finalmente, para la granja 7 SC se puede observar
que los titulos de anticuerpos se conservan en un
rango bajo, mostrando exposicion negativa hacia el
virus de campo, (valores de titulo de anticuerpos se
encuentran por debajo de 2000) a pesar de que se
cuenta con CV altos, la distribucién de los titulos se
encuentra entre los grupos de 0 a 1000. En este caso,
dado el CV alto podria corresponder a una respues-
ta heterogénea a un desafio de antigeno que se da
en aves con procesos vacunales de pobre cobertura
(29). De acuerdo a los pardmetros de interpretacién
de lectura de resultados sugeridos por IDEXX y es-
tudios realizados y reportados por diferentes autores,
se resalta situaciones en las que no se vacunan las aves
en su totalidad, y la exposicién temprana al agente
puede producir resultados de éste perfil. Al observar
el comportamiento del histograma (grafica 8), que
representa los titulos agrupados hacia un pobre de-
sarrollo de anticuerpos evidencia una mala respuesta
como resultado posiblemente de una inadecuada va-
cunacién. De acuerdo a las lineas base referidas en
estudios de Witt (25) en donde llevan a deducir que
la baja proteccién y % de CV desuniforme se puede
tratar de un caso en el que se cuente con una baja
proteccién vacunal; los recuentos bajos de anticuer-
pos la pueden clasificar como negativa para respuesta
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al virus de BIA. Sin embargo, los resultados obteni-
dos en la prueba de RT-PCR demostraron la presen-
cia del VBIA. A pesar de que las pruebas estadisticas
reportan significancia estadistica negativa indicando
que no hay actividad viral, la presencia de niveles de
anticuerpos altos en algunas aves sugiere que puede
haber circulacién del agente

En conclusién, se puede observar que de un total de
7 granjas, 6 presentaron incrementos de niveles de
anticuerpos con valores superiores a los establecidos
a partir de las lineas base de andlisis sugiriendo algtin
tipo de actividad viral por el virus de BIA, correspon-
diendo a un valor de 85.71% de granjas con actividad
viral.

A nivel préictico en campo, los criterios que se tie-
nen en cuenta para el establecimiento de medidas
de accién hacia un problema respiratorio detectado
se basan en la sintomatologfa, siendo un punto de
partida para el establecimiento del plan vacunal en
la parvada. En las situaciones en que se decide reali-
zar pruebas de Elisa como base diagnéstica se puede
dar la situacién que se realice durante el momen-
to en que se evidencian los sintomas respiratorios,
caso en el cual no se espera encontrar titulos altos de
anticuerpos dado que el pico del desarrollo de anti-
cuerpos se presenta dias después de la exposicién al
virus, por tanto al no conocer este aspecto se puede
interpretar erréneamente los resultados de la prueba,
considerdndose negativa al el virus de BIA.

En cuanto al nivel de anticuerpos producidos como
resultado de la vacunacién, en donde tipicamente se
observa un incremento, sin embargo estos titulos son
inferiores a los desarrollados ante el desafio de un
virus de campo, por tanto es importante la imple-
mentacién de sistemas que permitan establecer per-
files seroldgicos para evaluar el comportamiento real
del virus en la explotacién, por otra parte el nivel de
anticuerpos vacunales va ligado al programa de va-
cunacién instaurado. Adicionalmente en las granjas
que se sugiere actividad viral de campo, se observa
que sobrepasan el limite minimo esperado en casos
de aves vacunadas, y por ende rompen la barrera de

proteccién ante desafios de campo, lo cual sugiere
que la proteccién conferida a través de los programas
vacunales no es suficiente ante la presencia de desa-
fios de campo, ya sea por deficiencia en los planes o
por la presencia de actividad viral en campo de cepas
diferentes a las empleadas en las vacunaciones y que
a partir de las cepas vacunales no se genera protec-
cién cruzada hacia otras posibles cepas ya sean nue-
vas o variantes.

Es clara la importancia de contar para cada una de
las granjas con los datos de lineas base, las cuales
deben acoger como primera medida el estableci-
miento del titulo de anticuerpos maternos con los
que ingresa el pollito a la granja, y que permita
establecer el estatus inmune y la dindmica real
de los anticuerpos en cada una de las etapas del
desarrollo del pollo y de esta manera al realizar
los chequeos seroldgicos se pueda determinar has-
ta donde los resultados obtenidos corresponden
a un comportamiento esperado o realmente hay
actividad viral de campo, ya que cada granja se
encuentra enfrentada a un estatus sanitario tinico.
Para el establecimiento de las lineas base se sugiere
realizar seguimientos para pollo de engorde a los
dias 1 y 42, para ponedoras al dia 1, semana 4 y
8, antes del pico de postura y 18 semanas, por
lo menos, sin embargo estos esquemas estardn
sujetos al programa de vacunacién implementado

(33, 34).

Al analizar el %CV es importante partir de una
base en la que en los procesos vacunales estin
bien establecidos en los cuales se esperaria %CV
idealmente hasta un 40% de acuerdo a los pari-
metros de interpretacién sefialados por laboratorio
IDEXX, y demds autores citados, indicando pro-
cesos normales, sin embargo un CV alto muestra
alta dispersién lo cual normalmente podria estar
asociado a procesos causados por virus de campo
o ser atribuido a que no todas las aves han sido va-
cunadas adecuadamente, o a una transferencia de
anticuerpos maternos de manera desuniforme lo
cual se detecta a edad temprana, o a la exposicién
temprana al agente infeccioso (26, 32).
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Entre los diferentes tipos de respuestas seroldgicas a
lo largo del andlisis de las granjas, se observé un tipo
de respuesta conocida como “Respuesta serolégica
Bimodal”, que se refiere a una respuesta anormal de
titulos, tipico de una respuesta de desafio de campo
con un %CV alto, ya que se trata de un comporta-
miento de distribucién no uniforme de los titulos de
los anticuerpos, lo que no ocurre si se compara con
una respuesta de titulos bajo en una situacién normal
acompanada por un CV de 40% o menor.

La presentacién de signos clinicos respiratorios ya sea
en el momento o como antecedente histérico fue un
factor determinante para la escogencia de la granja y
lote a muestrear, ya que al ser granjas con actividad
clinica y sin vacunaciones posteriores al muestreo
No. 1, brinda la posibilidad de que exista algin gra-
do de actividad viral debida a la presencia de virus
de campo. Se han reportado signos clinicos como
ronquera, y ruidos respiratorios, los cuales son ob-
servados a partir del primer dia después del desafio,
en lotes de aves sin éptima proteccion vacunal, éstos
signos se presentan de manera mds severa y tienden a
incrementar los titulos de anticuerpos (35, 30).
Al realizar una correlacién entre los titulos de
anticuerpos, signos clinicos, lesiones macroscé-
picas de los diferentes 6rganos afectados, el de-
sarrollo productivo, y su asociacién a resultados
de RT-PCR, se podria indicar que los niveles
de anticuerpos no siempre guardardn una rela-
cién directa con la ausencia de signos clinicos
y las lesiones en pollos desafiados con el virus
de BIA, sin embargo es una herramienta valio-
sa para deteccién de actividad viral bajo planes
acertados de seguimiento .

A pesar que la prueba de Elisa como herramien-
ta diagndstica, permite confirmar un diagnds-
tico basado en un cuadro clinico y realizar el
seguimiento de vacunaciones y resultados de
homogeneidad, es indispensable emplear he-
rramientas diagndsticas adicionales tales como
RT-PCR, con el fin de identificar cepas actuan-
tes en campo que no son identificadas a través
de otras técnicas.

de produccion del Departamento de Cundinamarca

Finalmente es importante resaltar la importancia del
uso de programas de vacunacién apropiados y de me-
didas de bioseguridad, para conocer la actividad y el
comportamiento esperado de titulos de anticuerpos
y asi lograr interpretaciones acertadas y dirigidas ha-
cia la identificacién de virus de campo actuantes o el
estatus inmunitario como resultado de la aplicacién
de cepas vacunales, al igual que el establecimiento de
programas preventivos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente
trabajo, es pertinente resaltar la importancia de rea-
lizar monitoreos asociados a toma de muestras de
tejidos con el fin de realizar aislamientos virales que
permitan su identificacion y caracterizacién y por
tanto obtener resultados que permitan la correlacién
de los mismos, de igual manera el establecimiento de
las lineas base de estatus inmunitario es fundamental
para evaluar la actividad de virus de campo o cepas
vacunales.
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