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RESUMEN

En el Proyecto Avicola de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, se realizd un
estudio seroldgico para determinar y evaluar la cinética de anticuerpos frente al
virus de la bronquitis infecciosa aviar, mediante la prueba de ELISA, en gallinas
ponedoras de la linea Lohoman Brown. Las evaluaciones seroldgicas se realizaron
antes y después de la aplicacidon de una vacuna trivalente inactivada que contiene
este virus; cuando las ponedoras tenian entre 17 y 65 semanas de vida. En la
semana 26, luego de la aplicacion de la vacuna inactivada se detectd el mayor
valor en los niveles de anticuerpos, se obtuvo un promedio de 8744,35 pug/ml, el
cual descendid de forma significativa hasta la semana 44, sin dejar de ser valores
protectivos, alcanzando un promedio de 2168 pg/ml. Sin embargo, a la semana
53 se detectd un incremento en los niveles de anticuerpos que se consideré como
evidencia de circulacién viral (desafio de campo). Los niveles de inmunidad
revelados confirieron proteccion a las aves durante la fase evaluacion, con lo que
se corrobord la efectividad del plan vacunal utilizado en la etapa de levante de las
ponedoras y del efecto de la vacuna inactivada que se aplicé como refuerzo a las

22 semanas de edad de las aves.
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ABSTRACT

In The Poultry Project of Agricultural Sciences Campus, a serological study was
conducted in order to identify and evaluate the kinetic of antibody response
against Infectious Bronchitis Virus, it was evaluated by ELISA, in line Lohoman
Brown hens. The serological evaluations were performed before and after the
immunization with an inactivated trivalent vaccine, what contains the virus, when
the layers were between 17 and 65 weeks of life. At week 26, after the application
of the inactivated vaccine the highest value of antibody levels was found, we
obtained an average of 8744,35 pg/ml, which decreased significantly until week
44, but they continue being protective, reaching an average of 2168 pg/ml..
However, at weeks 53, an increased in the antibody levels was detected; it was
considered as evidence of viral circulation (field, challenge). The immunological
levels revealed, conferred protection to birds during the evaluation phase, and
they confirmed the effectiveness of the vaccination schedule used in the early
development stage of layers and also the inactivated vaccine efficacy, what was

used as a booster at week 22.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad la industria avicola provee una considerable proporcion de la
proteina de origen animal a la poblacion humana. Se encuentra en constante
crecimiento, generando y produciendo las proteinas animales para el consumo

humano en la forma mas efectiva (Vargas, 2003).

Razones por las cuales durante los ultimos afios se ha intensificado la busqueda
de programas sanitarios que permitan frenar la introduccidon y diseminaciéon de

diferentes enfermedades (Moreno, 1994).

En el Ecuador, y en especial en la region sierra, la Bronquitis Infecciosa (BI) se
constituye en un grave problema, ya que es una de las enfermedades més comunes
y mas dificiles de controlar, principalmente en aves de postura, por las
consecuencias econdémicas que acarrea, debido al dafio que causa en el tracto
reproductor, disminuyendo la produccidon de huevos en forma drastica y la calidad

interna y externa de los mismos (Moreno, 1994).

La principal forma de control preventivo es la aplicacion de medidas de
bioseguridad y la inmunizacion. Al hablar de inmunizacidn, se hace referencia a la

vacunacion (Comotto, 2000).

No existe un programa sanitario rigido e infalible que pueda ser utilizado en un
lote de aves de postura en una zona. Por lo que es importante implantar programas
sanitarios especificos para cada zona, de acuerdo con las condiciones de manejo,
el grado de desafio local, la presencia de nuevas enfermedades o serotipos de un
determinado agente y la disponibilidad de productos para inmunizar a las aves

(Cuello et al., 2004).
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Es importante que los programas de vacunacidn se encuentren avaluados por
pruebas serologicas para luego ser modificados de acuerdo con los resultados del
laboratorio o cambios en el desafio local. Cuando se administran
inapropiadamente, varias vacunas, pueden causar efectos adversos en la salud y

productividad de las aves.

La modificacion del programa de vacunacion vigente y la seleccion de vacunas,
basadas en pruebas serologicas de laboratorio es indispensable, ya que tan
importante como la aplicacién de vacunas resulta el monitoreo de la respuesta

inmunitaria frente a las mismas (Villegas, 1996).

El presente trabajo pretende evaluar los valores de titulos de anticuerpos contra
VBI que presentan las aves al llegar al Plantel Avicola IASA, y las respuestas
inmunitarias luego de la aplicacién de los refuerzos con el fin de disefiar un
programa sanitario contra Bl adecuado, para que las aves se encuentren protegidas

de la enfermedad durante la etapa de produccion.
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la cinética de los anticuerpos posvacunales contra Bronquitis
Infecciosa (BI), mediante pruebas serologicas, para el disefio de un programa

sanitario en aves de postura

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar los valores de titulos de anticuerpos posvacunales desde la semana
17ala 65 de las aves.

- Determinar los valores de titulos de anticuerpos posteriores a las aplicaciones
de los refuerzos.

- Elaborar un programa sanitario para Bl en el proyecto avicola IASA-ESPE.

- Difundir los resultados obtenidos mediante publicaciones.



20

I11. REVISION DE LITERATURA

3.1 SISTEMA INMUNE AVIAR

El sistema inmune de aves y mamiferos difieren un tanto en cuanto a las
estructuras que los conforman, pero en sintesis ambos cumplen el mismo objetivo:

resistir a enfermedades o sobrellevar infecciones.

Las aves presentan una estructura linfoepiteleal denominada Bolsa de Fabricio,
que no esta presente en mamiferos. Mientras que los mamiferos tienen un sistema
organizado de ganglios linfaticos del que carecen las aves (Echeverria y

Guanochang, 1996).

Todas las especies aviares presentan tres organos linfoides primarios donde se
producen y diferencian los linfocitos, estos son: la Bolsa de Fabricio, el Timo y la

médula 6sea (Gomez, 2006).

Ademas el sistema inmune presenta organos linfoides secundarios que son los
responsables de la captacidon y del procesamiento del antigeno (materia extrafia),
en dichos organos se crea el medio adecuado para que los linfocitos puedan
interaccionar entre si y con los antigenos. Los drganos linfoides secundarios son:
el Bazo, la glandula de Harder, las placas de Peyer, las tonsilas cecales y los

tejidos asociados a las mucosas (Robin, 2006).
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3.1.1. ORGANOS LINFOIDES PRIMARIOS

3.1.1.1. Timo

Es un 6rgano plano y lobulado que se encuentra en el cuello, a lo largo del nervio
vago paralelo a la vena yugular. Es el sitio donde se desarrollan principalmente

los linfocitos T (Weeb, 1991).

Esta dividido en corteza y médula, la corteza es rica en linfocitos. En las aves es
un d6rgano multilobulado y posee 7 a 8 lobulos a cada lado relacionado con la
inmunidad celular, se atrofia con la madurez sexual incluyéndose en la grasa

cervical pero sigue siendo funcional (Robin, 2006).

3.1.1.2. Bolsa de Fabricio

La Bolsa de Fabricio es un 6rgano exclusivo de las aves, es un saco ciego que se
encuentra en la zona de la cloaca, en su interior se forman invaginaciones en las

que la organizacion celular se presenta en forma de foliculos (Ramirez, 2008).

Es el unico sitio de maduracion y diferenciacion de las células B, estas células son
las responsables de la inmunidad humoral, es decir, de la produccion de

inmunoglobulinas (Sharma, 1999).

3.1.1.3. Médula d6sea

Las zonas hematopoyéticas de la médula dsea contienen precursores de todas las

células sanguineas, asi como macréfagos y linfocitos.
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3.1.2. ORGANOS LINFOIDES SECUNDARIOS

3.1.2.1. Bazo

El bazo, es el 6rgano donde predominan los linfocitos, es un sitio importante de
procesamiento de antigenos y produccion de anticuerpos en las aves maduras

(Ramirez, 2008).

Segiin Gutiérrez 2010 puede describirse como una especie de gran ganglio
linfatico encargado de capturar antigenos del torrente sanguineo y proporcionar el
microambiente necesario para que se desarrolle una respuesta inmune. Otra
funcion muy importante del bazo es la de servir como reserva de eritrocitos. Esta
doble funcion da lugar a sus dos componentes designados como “pulpa roja” y

“pulpa blanca”, esta ultima es la asociada con la funcidon inmunitaria.

3.1.2.2. Tejidos linfoides asociados a mucosas

Los tejidos linfoides asociados a las mucosas se encuentran en diversas partes del

cuerpo como en el tracto gastrointestinal y en la cabeza (Ramirez, 2008).

Existen un gran nimero de agentes infecciosos que penetran al huésped a través
de las mucosas de los tractos digestivo, respiratorio y genitourinario, debido a esto
es importante la presencia de tejido linfoide asociado a las mismas (Gutiérrez,

2010).

Hay dos tipos de estructuras linfoides relevantes: las Tonsilas y las Placas de

Peyer.
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3.1.2.2.1. Tonsilas cecales

Son tejido linfoide que se encuentra en forma bilateral en la cavidad orofaringea,
y por tanto pueden captar antigenos que penetre al organismo ingerido e inhalado

para iniciar una respuesta inmunitaria (Gutiérrez, 2010).

3.1.2.2.2. Placas de Peyer

Se encuentran en la parte terminal del intestino, son cumulos de tejido linfatico,
formados principalmente por linfocitos B, que sintetizan inmunoglobulinas A

(Gutiérrez, 2010).

3.1.3. CELULAS DEL SISTEMA INMUNITARIO IMPLICADAS

EN LA RESPUESTA INMUNE

3.1.3.1. Macroéfagos

Los macréfagos capturan y destruyen materias extrafias. Ademads secretan
moléculas que amplifican la respuesta inmunitaria, controlan la inflamacidn,
contribuyen directamente a la reparacion del dafio histico mediante la eliminacion
del tejido que esta en proceso de muerte y el tejido dafiado, asisten el proceso de
restauracion, transforman y presentan antigenos para la preparacion de una

respuesta inmunitaria (Tizard, 1996).

3.1.3.2. Neutrofilos

La funcidn de los neutréfilos es capturar y destruir materias extrafias a traves de la

fagocitosis (Tizard, 1996).
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3.1.3.3. Eosinofilos

Son células con capacidad fagocitica. Su principal funcidn radica en la liberacion
al exterior del contenido de sus granulos citoplasmaticos que poseen grandes
cantidades de fosfata acida y peroxidasa, particularmente importante en las

infestaciones por helmintos (Arnaiz-Villena et al., 1995).

La peroxidasa eosiofilica es efectiva en matar ciertos microorganismos y su
principal actividad bioldgica es la destruccion de parasitos invasores (Tizard,

1996).

3.1.3.4. Basofilos

Se encuentran en un nimero muy pequeflo en la circulacion (<5%) y no presentan

actividad fagocitica significativa (Gomez-Lucia et al, 2006).

Intervienen en la inflamacién de tipo agudo, siendo muy importantes en el aviso

de alarma al sistema inmune (Arnaiz-Villena et al, 1995).

3.1.3.5. Células dendriticas

Las células dendriticas captan, procesan y presentan antigenos a los linfocitos T
en combinacion con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad, las
células dendriticas son vistas como el puente entre el sistema inmune innato y el

sistema inmune adaptativo (Gomez-Lucia et al, 2006).

3.1.4.LINFOCITOS

Los linfocitos son los leucocitos responsables del reconocimiento especifico de

antigenos y de establecer respuesta inmunitaria adaptativa; en el animal adulto
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todos los linfocitos derivan de células madre hematopoyéticas existentes en la

médula 6sea (Tizard, 1996; Gdmez-Lucia et al, 2006).

En las aves existen dos tipos de linfocitos: los linfocitos B y los linfocitos T. La
letra asociada con cada tipo representa su sitio de diferenciacion: B para la bolsa

de Fabricio y T para el timo (Bermudez, 2006).

3.1.5.MOLECULAS DE SUPERFICIE DE LOS LINFOCITOS

Las células del sistema inmune y los linfocitos en particular se distinguen por sus
moléculas de superficie o marcadores CD (Cluster of Differentiation). Los
linfocitos expresan un gran numero de diferentes moléculas en su superficie
celular, lo que permite “marcar” las distintas subclases de linfocitos segin las

moléculas que expresan (Gémez-Lucia et al, 2006).

3.1.5.1. Moléculas que integran el complejo receptor de

antigeno

Las estructuras mas importantes en la superficie de los linfocitos son sus
receptores de antigenos, denominados receptores de células T, y receptores de
células B. Los anticuerpos son simplemente receptores de células B solubles

(Tizard, 1996).

3.1.6.LINFOCITOS T

Las células T son los componentes principales de la inmunidad mediada por

células (Bermudez, 2006).
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Ejercen sus funciones por medio de la secrecion de unas moléculas denominadas
citoquininas, que transmiten sefiales a otras células, asi como por contacto directo

(Gomez-Lucia et al, 2006).
3.1.6.1. Linfocitos T colaboradores (Th)
Son la subpoblacion de linfocitos T encargada de transmitir sefiales a los

linfocitos tanto T como B que haya reconocido el antigeno para activarlos y

transformarlos en células efectoras (Gémez-Lucia et al, 2006).

3.1.6.1.1. Linfocitos Th1l

Su estimulacién antigénica favorece las funciones relacionadas con citotoxicidad

y con reacciones inflamatorias (respuesta celular) (Gémez-Lucia et al, 2006).

3.1.6.1.2. Linfocitos Th2

Al estar expuestos a un antigeno promueven los procesos de inmunidad humoral.
Son efectivos en la estimulacion de linfocitos B y la consiguiente produccion de

anticuerpos (Goémez-Lucia et al, 2006).

3.1.6.2. Linfocitos T citotoxicos (Tc)

Presentan en su superficie el receptor caracteristico de los linfocitos T. Luego de
su estimulacidon s expanden gracias a las citoquininas, incrementando el nimero
de células especificas para el antigeno que desencadend el proceso (Gomez-Lucia

et al, 2006).
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3.1.7.LINFOCITOS B

Son los responsables de la produccion de inmunoglobulinas. Hacia los 6 meses de
vida la bolsa de Fabricio ha involucionado hasta el punto de que sélo queda un
remanente necrotico. Lo que sugiere que la funcion de la bolsa se traslada a otro

lugar a medida que las aves maduran (Bermudez, 2006).

3.1.8.INMUNOGLOBULINAS O ANTICUERPOS

El componente humoral comprende los anticuerpos, que son proteinas conocidas
como inmunoglobulinas, que en las aves sanas son producidas por los linfocitos B

(Rives, 1992).

Existen tres clases de anticuerpos que son producidos en el ave luego de la

exposicion a un microorganismo: Ig M, Ig G e Ig A.

3.1.8.1. IgM

Sirve como un receptor de células B, su funcidén es principalmente aglutinar.
Aparece a los 4 o 5 dias siguientes a la exposicion al antigeno, para luego

desaparecer a los 10 o 12 dias (Arnaiz-Villena et al., 1995).
3.1.8.2. IgG
La IgG de las aves se denomina IgY, debido a que es de mayor tamafio que la IgG

de los mamiferos. La IgG es detectada a los 5 dias de la exposicion al antigeno y

el pico se presenta a las 3 semanas para luego decrecer lentamente.

En serologia la principal inmunoglobulina que se monitorea es la IgG y en un

menor grado la IgM.
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Figura 1.Cantidad relativa de cada clase de inmunoglobulina producida durante las
respuestas inmunitarias primaria y secundaria. La IgM predomina en la

respuesta inmunitaria primaria y la IgG predomina en la subsecuente.

3.1.8.3. IgA

Es importante como anticuerpo secretorio en las mucosas, se encuentra en las
secreciones del ojo, intestino y tracto respiratorio confiriendo proteccion local a

estos tejidos. Aparece al quinto dia de exposicion (Sharma, 1997).
3.1.9.CELULAS ASESINAS NATURALES

Son una poblacion de linfocitos citotoxicos. Se caracterizan por su capacidad para
matar células tumorales, infectadas por virus y algunas normales sin

sensibilizacion previa (Tizard, 1996).

3.1.10. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD
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Para inducir una respuesta inmunitaria, la transformacion del antigeno requiere
ademads de la fragmentacion de sus moléculas en el interior de las células, de la
unién de estos fragmentos con una molécula correcta presentadora de antigenos.
A estas moléculas presentadoras de antigenos se las denomina moléculas de
histocompatibilidad y se localizan en un complejo genético llamado complejo

mayor de histocompatibilidad (CMH) (Tizard 1996).

Es absolutamente necesario que los antigenos se unan a dichas moléculas para que
se produzca una respuesta inmunitaria. Por lo tanto, el CMH, es el principal
componente genético de la resistencia o susceptibilidad a una enfermedad

infecciosa (Gomez-Lucia et al, 2006).

ANTIGENO

Célula
tranzformadora

de anfigenos

Molscula :131,,,/""7

CMH

Fragmento de
E = .
anfigene

Célula zenzible
al antigeno
Receptor de

antigenes

l

Reaccion
itununitaria

Fuente: Tizard, I. 1996.

Figura 2. Participacion clave de las moléculas del CMH en la presentacion del antigeno a

las células que le son sensibles.
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3.2. TIPOS DE INMUNIDAD

3.2.1.Inmunidad Inespecifica o Innata

Es la primera linea de defensa, responde a todos los antigenos, se encuentra
constituida por las barreras fisicas del organismo (mucosas, piel y factores
inespecificos como jugos gastricos, biliares y enzimas), barreras fisioldgicas
(temperatura y pH), células fagocitarias (neutréfilos y macréfagos). También
actuan los factores humorales como proteinas plasmaticas, interferones y células

asesinas naturales (Gémez, 2006).

3.2.2.Inmunidad Especifica o Adquirida

Responde siempre y cuando haya un antigeno procesado, existe la interaccion de
células especializadas que reaccionan de una manera organizada y especifica

contra dicho agente.

Ademas tiene memoria, lo que le da la capacidad de responder de manera mas
rapida en exposiciones repetidas del mismo microorganismo. En virtud de su
especificidad es mucho mas eficaz que la innata en el cumplimiento de las

funciones del sistema inmune (Gémez, 2006).

3.2.3.Respuesta inmune mediada por células

La respuesta inmune celular es especializada en la eliminacion de antigenos
intracelulares. Los ejecutadores funcionales de la respuesta inmune celular son los

linfocitos T, las células asesinas naturales y los macrofagos (Gomez, 2006).
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3.2.4.Respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos

Los anticuerpos se forman en respuesta al contacto con elementos daiiinos,
denominados antigenos. Cada tipo de anticuerpo defiende al organismo de una

clase especifica de antigeno (Rives, 1992).

3.2.5.Inmunidad activa

Las aves recién recuperadas de la enfermedad natural son resistentes al desafio
con el mismo virus (proteccidn homologa), pero el grado de proteccion al desafio

con otras cepas de VBI (proteccion heterdloga) varia (Calnek et al., 1997).

Segtin Morilla 1989 ésta puede ser:

- Natural activa: temporal y duradera, ocurre después de que el individuo sufre
una infeccion.

- Artificial activa: variable en su duracion, ocurre después de la inmunizacion
con vacunas.

3.2.6.Inmunidad pasiva en aves

Las inmunoglobulinas del suero de la gallina se transfieren facilmente a la yema,
mientras el huevo atin se encuentra en el ovario. Por lo tanto, existe IgY (IgG) en

la fase liquida de la yema, en concentraciones similares al suero de la gallina.

Cuando el huevo pasa por el oviducto se agregan la IgM y la IgA de las

secreciones de este conducto a la clara del huevo.

Mientras se desarrolla, el embrién de pollo absorbe parte de la IgY, la cual

aparece en la circulacion. La IgM y la IgA se difunden por el liquido amnidtico.

Cuando el pollo sale del cascaron cuenta con IgY en el suero y con IgM e IgA en

el intestino (Tizard, 1996).
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3.3.  BRONQUITIS INFECCIOSA (BI)

3.3.1.HISTORIA

El primer informe de esta enfermedad fue notificado en Estados unidos en el afio
de 1931. Se describio a la BI como una enfermedad respiratoria altamente

contagiosa en gallinas domésticas de cualquier edad (Jordan y Pattison, 1998).

En un principio, la BI se conocidé como una enfermedad de pollitos jovenes; sin
embargo, después se observd que era frecuente en ponedoras. Otras
manifestaciones de la BI comprenden declinacion en la produccion de huevo de
las gallinas ponedoras, que se noto después de la enfermedad respiratoria tipica en
el decenio de 1940, y lesiones en el rifion observadas en el de 1960 (Calnek ef al.,

1997).

La prevalencia e importancia economica de la enfermedad, originaron esfuerzos
para prevenir la Bl en parvadas de ponedoras controlando la exposicion de los
pollos al Virus de la Bronquitis Infecciosa (VBI) durante la etapa de crecimiento
previa al inicio de la postura. Dichos esfuerzos tuvieron cierto éxito y fueron el
paso inicial para el desarrollo de los programas de inmunizacién usados en la

actualidad (Calnek et al., 1997).

Con el pasar del tiempo se han originado nuevas variedades del virus, por lo que
las lesiones y sintomas se han extendido a otros drganos y tejidos. Asi, ademas de
afectar al aparato respiratorio, el virus también puede afectar al aparato

reproductivo y urinario, dependiendo de la cepa viral de la que se trate.
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3.3.2.DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La BI se encuentra distribuida en todo el mundo. Existen fundamentalmente tres
serotipos del virus de la BI en Norte América, los denominados Massachussets,
Connecticut y Arkansas 99. Muchos otros serotipos, diferentes a los de Norte
América, también se han aislado en Europa y Australia. En Europa, las
denominadas se han identificado variantes holandesas, designadas mediante

numeros (D-274, D-212) (Acevedo, 2010).

3.3.3.IMPORTANCIA ECONOMICA Y EN SALUD PUBLICA

La BI es una enfermedad que ocasiona un impacto socio-econémico severo en la
industria avicola mundial. La enfermedad asume caracteristicas graves
especialmente en ponedoras, con efectos desastrosos sobre los indices de postura

y en la calidad de los huevos (Jordan y Pattison, 1998).

Esta enfermedad no solo es problemadtica por las lesiones y complicaciones que
causa por si sola, sino que es comun que se presente asociada a otros patdgenos
como micoplasmas, ademas el VBI es conocido como detonador de ciertas cepas
de Escherichia coli, 1o que aumenta la gravedad y duracion de la enfermedad

resultante (Comotto, 2000).

La BI no parece tener importancia en salud publica. Los coronavirus humanos
difieren extensamente del VBI en lo que se refiere a la secuencia de proteinas y a
la antigenicidad. Se han realizado pruebas serologicas a los sueros de personas
que estuvieron en contacto con pollos proporcionando cuidados directos o
manejando procedimientos diagnosticos en aves de corral, y se encontrd6 que
dichos sueros presentaron titulos de anticuerpos neutralizantes bajos contra el VBI

(Calnek et al., 1997).
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3.3.4.ETIOLOGIA

La BI es producida por un coronavirus que tiene un tropismo especial por el tracto

respiratorio, reproductivo y renal (Moreno, 1994).

Este virus tiene la habilidad de mutar rapidamente, esto puede resultar en la
aparicion de virus variantes o nuevos serotipos. Mediante pruebas de
neutralizacion de virus en embrion de pollo y de inhibicion de hemaglutinacion se
ha demostrado, que existen muchos serotipos diferentes antigénicamente (Jordan

y Pattison, 1998).

3.3.5.CLASIFICACION

El agente etiologico de esta enfermedad es el virus de la BI aviar clasificado
dentro del género Coronavirus, familia Coronaviridae, orden Nidovirales

(Acevedo, 2010).

Las cepas mas comunes son: Massachusetts, Connecticut, JMK, Arkansas,

Georgia, Gray, Holte, y T. Australian.

La presentacion de la bronquitis varia segin la cepa; Massachusetts, Connecticut,
JMK, Arkansas, Georgia, producen mayores lesiones y signos en el sistema
respiratorio, mientras que las cepas Gray, Holte, y T. Australian, tienen mayor

tropismo renal y producen el sindrome de nefritis-nefrosis (Rojo, 1996).

3.3.6.MORFOLOGIA
El VBI es pleomorfico, pero por lo general redondeado. Posee una envoltura de
aproximadamente 120 nm de didmetro con proyecciones superficiales en forma de

palos de golf (espiculas) (Calnek et al., 1997).

El VBI contiene cuatro proteinas estructurales, las proteinas dela espicula (S), la

membrana (M), nucleocéapside (N) y pequefias proteinas de membrana (E).
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3.3.7.EPIDEMIOLOGIA

3.3.7.1. Huésped

El VBI afecta a las gallinas domésticas de cualquier edad. Aunque Ila

susceptibilidad a la enfermedad varia entre lineas o razas de pollos.

Mientras mas joven es el ave mas severos seran los sintomas. Al aumentar la
edad, las aves se vuelven mads resistentes a los efectos nefritogénicos, lesiones del

oviducto y mortalidad (Calnek et al., 1997).

Cuando la infeccion ataca a pollitas de un dia, ocasiona anormalidades en el
desarrollo del oviducto y este dafio es permanente e irreversible. En el inicio de la
postura pueden producirse excreciones del virus que tal vez haya estado latente en
la gallina durante varios meses anteriores. Cuando afecta a aves adultas produce
un descenso de la postura y afecta notablemente a la calidad del huevo (Moreno,

1994).

La susceptibilidad del huésped se encuentra directamente influenciada por la
inmunidad activa (infecciones naturales, vacunacion) o pasiva que esté presente.
Dicha inmunidad puede prevenir o reducir la enfermedad y limitar la excrecion

del virus (Jordan y Pattison, 1998).

3.3.7.2. Factores influyentes
Los brotes de BI son mas comunes en los meses de invierno. Son factores
predisponentes a la BI una ventilacién deficiente de la caseta, malas condiciones
higiénicas, calendario intensivo de vacunaciones; estados de tension; la presencia

de otros virus o patdégenos y, en general todos los agentes inmunodepresores
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predisponen a los animales a una enfermedad mas grave y prolongada (Moreno,

1994).
3.3.7.3. Difusion y transmision

El IBV se propaga con rapidez entre las aves de una parvada. Las aves
susceptibles colocadas cerca de pollos infectados pueden desarrollar sintomas
dentro de 48 horas. El virus es moderadamente sensible: pero es bastante sensible
a los desinfectantes y a los ambientes secos y, por eso no sobrevive largos

periodos en el ambiente (Villegas, 1996).

La forma mas frecuente de transmision del virus es en forma horizontal, por
transmision adrea directa a partir de exudados nasales y traqueales o de las
deyecciones de un animal enfermo o portador a otro, también puede transmitirse
por personas y equipo contaminado. Aunque es practicamente excepcional, la

enfermedad puede difundirse también a través del huevo.

La fuente de contagio mds importante son las aves en que el virus se replica y
excreta rapidamente, dentro de este grupo se encuentran los animales susceptibles
con infeccion reciente y los animales en los que la replicacion del virus se
estimula por factores como el inicio de la postura (por cambios hormonales)

(Jordan y Pattison, 1998).

Es altamente contagiosa a través del aire, pudiéndose transmitir incluso entre
granjas. No se conoce la frecuencia de propagacion por aire entre las parvadas,
pero se han registrado informes de transmision del VBI a través de una distancia

de 400 metros (Calnek et al., 1997).
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3.3.7.4. Periodo de incubacion

El periodo de incubacién de la BI varia de 18 a 36 horas, dependiendo de la dosis

infectante, de la via de inoculacion y de la cepa de que se trate (Rojo, 1996).

3.3.8. PATOGENIA

El VBI puede ingresar por dos vias:

Aerdgena: multiplicacion en traquea, sacos aéreos o pulmon, causando la pérdida
de las células protectoras que cubren los senos y la traquea. Tras una breve
viremia, el virus puede ser detectado en los rifiones, el tracto reproductor y en las
tonsilas cecales. Algunas cepas del VBI conocidas como nefropatéogenas, causan

lesiones especialmente en los rifiones.

Digestiva: multiplicacién en mucosa del proventriculo.

3.3.9. SIGNOS CLINICOS

La enfermedad puede ser asintomdtica o presentar signos en el aparato
respiratorio, reproductivo o urinario, segun la cepa de la que se trate. En su forma
mas comun suele exhibir sintomas respiratorios, aunque también lesiona los
aparatos urinario y reproductivo. En todos los casos el virus inicialmente ataca al
aparato reproductor y es el agente que con mas frecuencia desencadena la

enfermedad respiratoria cronica complicada (Comotto, 2000).

Generalmente se observa depresion, somnolencia, pérdida de peso y apetito

(Calnek et al., 1997).

3.3.9.1. Signos respiratorios
Los signos respiratorios (tos, estornudos, descargas nasales acuosas, etc.) son la

manifestacion clinica mas comun en gallinas de todas las edades, la severidad de
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los signos disminuye conforme avanza la edad de las aves. En aves de mas de 7
semanas o adultas los signos clinicos son leves, incluso la enfermedad podria

pasar desapercibida (Rojo, 1996).

3.3.9.2. Signos renales
En las aves jovenes afectadas por cepas con afinidad renal, la mortalidad puede
llegar a ser hasta del 30%, si la enfermedad no se complica puede durar de 10 a 14
dias, aunque pueden presentarse infecciones intermitentes; pueden aparentar
haberse curado de la fase respiratoria y luego empezar a mostrar sintomas
genéricos como somnolencia, plumas erizadas, excrementos humedos,
deyecciones blancas (por presencia de uratos), deshidratacion, plumas manchadas

de blanco alrededor de la cloaca (Jordan y Pattison, 1998).

En ponedoras la uroliasis asociada a la BI presenta una mortalidad moderada.
Aparentan estar sanas, pero disminuye el indice de postura y la calidad de los
huevos, y es posible que se noten problemas respiratorios. Aunque las ponedoras
pueden recuperar su nivel normal de postura, no siempre sucede asi, y ademas los
huevos disminuyen su calidad interna y externa, los huevos aparecen blandos, con
cascaras palidas, deformes o rugosos, con albumen acuosos, sin demarcaciéon con

la clara espesa (Comotto, 2000).

3.3.9.3. Signos reproductivos

El sindrome reproductivo mas frecuente se vincula con el dafio al oviducto
funcional en cualquier momento durante la postura, como resultado disminuye la
produccién y calidad del huevo. La produccion puede disminuir entre un 10 y
50% durante cuatro semanas, luego sube durante cuatro semanas, pero nunca llega

a lo normal (Rojo, 1996).
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La reanudacidon de la produccidn, puede acompafiarse por el deterioro en la
calidad interna y externa del huevo. Los huevos pueden ser mas pequefios, carecer
de simetria, presentar corrugaciones en el borde, cascarones despigmentados, con
depositos calcareos, mas delgados delo normal. En su aspecto interno la albtimina
pierde su viscosidad y a menudo la chalaza se rompe y la yema flota libremente

(Rojo, 1996).

La forma menos frecuente de la enfermedad en el aparato reproductor se refiere al
desarrollo anormal del oviducto, esto ocurre como consecuencia de la infeccidén en
aves jovenes. Estas podran desarrollarse normalmente pero no produciran huevos,
estas aves ovulan normalmente pero el oviducto malformado no acepta los
huevos, los cuales se depositan en la cavidad abdominal. Estas aves son llamadas

“falsas ponedoras” (Jordan y Pattison, 1998).

Fuente: Jordan F. y Pattison M., 1998.

Figura 3. Produccion de huevo y la reduccion en la calidad del mismo en una parvada

afectada con bronquitis infecciosa Parvada no afectada, ------ parvada

afectada.
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3.3.10. LESIONES
En la forma respiratoria se produce exceso de moco y exudado catarral. Los
pulmones pueden presentar congestion y las paredes de los sacos aéreos estar
turbias y engrosadas. Las lesiones histopatologicas del tracto respiratorio
consisten en infiltracion celular y edema de la mucosa y submucosa traqueales,

pudiendo haber hemorragia en la submucosa (Jordan y Pattison, 1998).

En la enfermedad urémica se hinchan los rifiones y los tubulos distendidos
blancos presentan uratos. Se produce infiltracion linfocitica intersticial y, al final,
necrosis del epitelio tubular con acumulacion de uratos y material necrdtico. En

algunas aves tienen lugar la gota visceral (Rojo, 1996).

La enfermedad del oviducto funcional ocasiona una regresion en tamafio con
metaplasia del epitelio, dilatacion glandular, infiltracién de tejidos subpiteleales
con monocitos y proliferacion de foliculos linfoides y fibroplasia tardia. En
pollos muy jovenes puede causar diferentes grados de desarrollo anormal, desde la

ausencia casi total del conducto, vestigios obstruidos o quistes (Moreno, 1994).

3.3.11. MORBILIDAD Y MORTALIDAD

Todas las aves de la parvada se infectan, pero la mortalidad es variable
dependiendo de la virulencia del serotipo infectante, edad, estado de inmunidad,
ya sea materna o activa y estrés por frio o infecciones bacterianas secundarias

(Calnek et al., 1997).
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3.3.12. DIAGNOSTICO
El diagnostico rapido y preciso de la enfermedad es una condicion necesaria para

estructurar programas de erradicacion y control (Peralta y Frias, 1987).

Para diagnosticar la BI se deben observar los signos clinicos y las lesiones
macroscopicas. En las etapas iniciales la BI puede confundirse facilmente con
enfermedades como: Enfermedad de Newcastle, Coriza infecciosa,
Laringotraqueitis Aviar, Enfermedad respiratoria cronica complicada, Infeccion
de la Bolsa de Fabricio, Sindrome de la Baja de Postura, Coriza, entre otras

(Rojo, 1996).

Por lo tanto, los sintomas clinicos son indicativos de BI, pero no son de valor
diagndstico, y la confirmacion requiere el aislamiento o la demostracion directa de
la presencia del VBI o de la titulacion de anticuerpos presentes en el suero de las

aves mediante técnicas de serologia (Jordan y Pattison., 1998).

El examen seroldgico constituye un método extremadamente eficaz para el
diagndstico de la bronquitis, por su especificidad y por la reproducibilidad de los

resultados.

Este diagnodstico se basa en la demostracion de un titulo ascendente de anticuerpos
en el suero de las aves infectadas, tomada la primera muestra en la fase inicial de
la enfermedad y, la segunda, dos o tres semanas después. La demostracion de un
titulo bajo o negativo en la primera muestra y un titulo mas alto en la segunda es

prueba de la enfermedad.

Para la deteccion de anticuerpos se pueden utilizar distintos métodos que
incluyen: neutralizacion del virus, inmunidifusiéon, inhibicion de Ia

hemaglutinacion, inmunoflorescencia y ELISA (Rojo, 1996).
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3.3.12.1. Deteccion de anticuerpos

Las respuestas inmunitarias de los animales pueden emplearse en dos formas
generales en el laboratorio de diagndstico. Primero, pueden usarse anticuerpos
especificos para detectar e identificar un antigeno. Segundo, la deteccién de
anticuerpos especificos en el suero permite establecer si un animal estuvo

expuesto a un antigeno en especial (Tizard, 1996).

Las técnicas de serologia caen en tres categorias generales: las pruebas de union
primaria, que miden directamente el enlace de antigenos y anticuerpos; las
pruebas de union secundaria, que miden la interaccién antigeno-anticuerpo in
vitro y las de union terciaria, que miden el efecto protector real de los anticuerpos

en un animal.
3.3.12.1.1. Titulacion de anticuerpos

La titulacién es una forma de medir la cantidad de anticuerpos especificos.
Muchas veces es suficiente la deteccion de anticuerpos en ciertas pruebas, pero en
muchas otras es necesario estimar la cantidad de anticuerpos presentes (Tizard,

1996).

3.3.12.1.2. Prueba de inmunoadsorcion ligada a enzimas

(ELISA)

Es una prueba de union primaria que detecta el enlace especifico antigeno-
anticuerpo y cuantifica los inmunocomplejos formados, su fundamento es el

empleo de enzimas "para detectar estas uniones (Gomez-Lucia et al., 2006).

La técnica ELISA es el método seroldgico mas sensible, presenta una sensibilidad

<0,0001-0,01 g de anticuerpos/ml (Fenner et al., 1993).
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Carece de especificidad de cepa o de tipo, pero es adecuada para analizar

respuestas a la vacunacion en condiciones de campo (Peralta ef a./, 1987).

Es ampliamente utilizada para identificar poblaciones infectadas por VBI

(Villegas, 1996).

Cuadro 1. Esquema secuencial de las etapas de la técnica ELISA

Etapas de la técnica ELISA
1° Tapizado del pocillo con concentraciones de antigeno anticuerpo
2° Adicion de la muestra problema que contiene el anticuerpo o antigeno a cuantificar
3° Incubacion: Unidén del antigeno o anticuerpo problema la anticuerpo o antigeno
adsorbido al pocillo
4° Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no unido
5° Adicion del anticuerpo secundario marcado con una enzima (conjugado)’
6° Incubacion: Unidn del anticuerpo secundario al antigeno o al anticuerpo

7° Lavado del pocillo para eliminar el exceso del conjugado no unido

8° Adicidn del sustrato adecuado a la enzima. Incubacion

Reaccidn del sustrato adecuado a la enzima, y formacion de un producto coloreado
Soluble
9° Valoracién colorimétrica por espectrofotometria a una determinada longitud de

onda(en un lector de microplacas)2

Fuente: Gomez-Lucia, E. ef al, 2006.

'La enzima utilizada normalmente es la peroxidasa de rabano picante (HRPO), aunque también se
emplean fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, betagalactosidasa, etc.

’La lectura de la absorbancia se expresa en valores de densidad optica (DO).
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3.3.12.1.2.1. ELISA indirecto para la cuantificacion de

anticuerpos

Permite analizar simultdneamente y en un corto periodo de tiempo a grandes
colectivos, por lo tanto es util en el sondeo serologico de poblaciones para
conocer la situacidn sanitaria frente a una infeccion determinada (Gémez-Lucia et

al, 2006).

Es una prueba muy sensible para detectar bajos niveles de anticuerpos y especifica

para los anticuerpos que se buscan (Tizard, 1996).
3.2.12.1.2.2. ELISA competitivo
Puede utilizarse para la determinacién de anticuerpos o de antigenos.

3.2.12.1.2.3. ELISA directo para la deteccion de

antigenos

La rentabilidad de esta técnica es muy limitada, pues se debe contar con tantos
tipos de anticuerpos como antigenos se quieran detectar (Gomez-Lucia et al,

20006).
3.2.12.2. Serologia- ELISA en la Avicultura

La utilizacion de pruebas seroldgicas, en especial de la técnica de ELISA
constituye una de las mas importantes herramientas en la industria avicola, para

establecer un excelente programa de medicina preventiva.

Estas determinan el nivel relativo de inmunoglobulinas IgY e IgM presentes en el

suero sanguineo (Vargas, 2003).
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Solvay A (1992), afirma que las pruebas serologicas persiguen los siguientes

objetivos:

1.

5.

Establecer valores seroldgicos estandar para regiones o granjas, que sean
factibles de utilizar como punto de referencia para realizar comparaciones.
Diagnosticar problemas de campo, evaluando los desafios de campo e
investigando los motivos de brotes de la enfermedad.

Dar seguimiento o monitorear los programas de vacunacion, es decir,
cuantificar los anticuerpos maternos, determinar la edad apropiada para la
vacunacion, y evaluar las respuestas posvacunales inducidas por las vacunas.
Evaluar la eficiencia de la aplicacién de las vacunas vivas y saber si se estad
preparando bien el sistema inmune para una buena respuesta con las vacunas
inactivadas, si no se logra una buena respuesta con las vacunas vivas, no se
podra esperar una elevacioén adecuada de los titulos de la vacuna inactivada, o
si no se ha logrado una respuesta uniforme en la vacunacion, se pueden afectar
los CV de la vacuna inactivada y verlos reflejados casi inmediatamente en el
monitoreo previo a la semana 35 de produccion.

Monitorear y comparar rutas de aplicacion en la eficiencia y uniformidad de
cubrimiento de la parvada.

3.2.12.3. Interpretacion de los resultados seroldogicos

Para interpretar los resultados obtenidos es necesario establecer previamente el

concepto de titulos altos, medios y bajos.

Los titulos altos pueden resultar como consecuencia de la exposicion de las aves a

desafios de campo o como resultado de programas vacunales con varias vacunas o

con productos emulsionados o concentrados.
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Los niveles de anticuerpos maternales pueden variar de 3000 a 5000, mientras que
los titulos resultantes de una vacunacion a temprana edad pueden ser similares y a

VECES MENores.

Los titulos mayores a 8 000 en aves vacunadas una sola vez pueden ser
interpretados como titulos muy altos y pueden resultar de una exposicidon a virus

de campo (Villegas et al., 1992).

La correlacion del rendimiento de la parvada con los parametros serologicos es

muy importante para interpretar los resultados adecuadamente.
3.2.13. CONTROL

El control de la enfermedad en todo el mundo se hace unicamente por medio de la
vacunacion, asociada a los principios basicos de desinfeccidon, aislamiento y

sanidad (Villegas, 1996).

Una vez que la enfermedad se ha manifestado no existe un tratamiento especifico,
es decir que la terapéutica farmacéutica no es util en el control de este virus,
tampoco es practico intentar excluirlo por medios higiénicos (Jordan y Pattison,

1998).

La forma mas efectiva de control, consiste en el aumento de la resistencia de las
aves. Se utilizan vacunas con virus vivos o muertos, dependiendo de la edad y
objetivos de la crianza. Las vacunas mas utilizadas en ponedoras son las vacunas
con virus muertos. Sin embargo, en cualquiera de los casos debe precederse por

una vacuna de virus vivo bien atenuado.
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La cepa Massachusetts (M41), es usada mundialmente, debido a que el
aislamiento inicial del virus de la Bronquitis Infecciosa en muchos paises

correspondia a este serotipo (Comotto, 2000).

Una elevacion de anticuerpos después de la vacunacion o la infeccidon natural
indica cierto grado de proteccion contra la cepa homodloga del VBI, pero no puede

interpretarse como proteccion contra cepas heterdlogas (Jordan y Pattison, 1998).
3.2.13.1. Vacunacion

Las cepas vacunales se seleccionan para representar el espectro antigénico de
aislamientos de un pais o region particular. La cepa Massachusetts 41 (M41) se
usa mundialmente, debido a que los aislamientos de muchos paises corresponden

a este tipo, incluyendo al Ecuador (Calnek ef al., 1997).

En ponedoras se utilizan las vacunas vivas para las primeras vacunaciones. .
Durante el periodo de produccion hay necesidad de una proteccion amplia y
duradera y para esto se utilizan por tanto las vacunas inactivadas (Calnek et al.,

1997).

La aplicacion de las vacunas se lleva a cabo desde el nacimiento hasta las 18
semanas de edad, mientras que las vacunas inactivadas se utilizan como refuerzo

en la etapa de produccion (Gutiérrez, 2010).

Generalmente se recomienda dejar 2 semanas entre dos vacunas vivas contra la
BI. Para obtener el mejor efecto de la vacuna inactivada preferiblemente se deben
dejar de 4-6 semanas entre la ultima vacuna viva y la aplicaciéon de la vacuna

inactivada.



48

3.2.13.2. Vacunas vivas
Se utilizan en pollos de engorde y para la vacunacion inicial de reproductoras y
ponedoras. Se pueden suministrar en ponedoras sin peligro a partir del primer dia
de edad. Sin embargo el uso de algunas vacunas vivas conlleva el riesgo de

patogenicidad residual asociada con el pase de la vacuna en aves (Villegas, 1996).

Puede que las vacunas vivas no protejan durante toda la vida de la poblacién
ponedora, ya que el desafio por cepas de serotipo variante es un hecho muy
comun en granjas con aves de edades multiples, y los descensos de produccion

son corrientes hacia las 40 semanas de edad (Gutiérrez, 2010).

3.2.13.3. Vacunas muertas o inactivadas
Para sacarle realmente ventaja al potencial que tiene una vacuna inactivada, las
aves deberan ser estimuladas previamente y de manera correcta con el uso de
vacunas vivas. Al menos que se haya administrado previamente una vacuna viva,

no confiere proteccion.

Se obtendréan titulos mas elevados cuando se deja un intervalo de 4-6 semanas

entre la Gltima vacuna viva y la vacuna inactivada (Calnek et al., 1997).

Solamente se consigue tener un nivel constante de anticuerpos tras el uso de la

vacuna inactivada (Alvarez, 2009).
3.2.13.4. Métodos de aplicacion

La administracion de la vacuna puede individualizarse para aplicacion con gota

ocular, intratraqueal o intranasal.

Los métodos masivos de aplicacion incluyen rociamiento aerosol y por medio del

agua de bebida. Estos métodos son muy populares por su conveniencia, pero
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pueden producirse problemas para lograr una aplicacion uniforme de la vacuna, y
el método de aerosol puede ocasionar reacciones respiratorias mas intensas

(Calnek et al., 1997).

Las vacunas aplicadas por medio del método de agua de bebida, son susceptibles
de inactivarse por sustancias para saneamiento agregadas a fin de controlar la

contaminacidn bacteriana y micdtica del sistema hidratlico (Alvarez, 2009).

Se ha observado que la incorporacion de leche descremada en polvo a una
concentracion de 1:400 estabiliza el titulo de virus durante la administracion de la

vacuna (Calnek et al., 1997).

3.2.13.5. Calendario de vacunacion
Todo el programa sanitario debe tener como objetivo la proteccion de las aves en

la fase productiva (Jordan y Pattison, 1998).

La evaluacion seroldgica periodica de los planteles durante toda su vida proveera
a los técnicos la informacién precisa y segura sobre el programa sanitario
utilizado, la uniformidad de su aplicaciéon y del nivel de proteccion del lote

(Villegas, 1996).

Los calendarios de vacunacion deben ser disefiados de acuerdo con las
necesidades propias de cada zona, y ser evaluados rutinariamente, para luego ser
modificados de acuerdo con los resultados del laboratorio o cambios en el desafio

local (Villegas, 1996).

Las pruebas de tipo ELISA son muy sensibles y adecuadas para analizar la

respuesta inmune a las vacunas (Tizard, 1996).
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3.2.14. INMUNIDAD
Las aves que se recuperan de la infeccion natural son resistentes al desafio
intratraqueal con cepas homologas, y requieren después de la exposicion, por lo
menos tres semanas para alcanzar los mas altos anticuerpos. Los huevos de
gallinas que padecieron la infeccion contienen anticuerpos pasivos, que
generalmente declinan a la cuarta semana de edad. Los anticuerpos en las aves son
muy utiles para proteger o reducir la severidad de la enfermedad, aunque no

siempre evitan la infeccion por virus de campo (Moreno, 1994).

3.2.14.1. Respuesta Inmune al VBI

En estudios realizados por Martins N., et al. (1991) se evidencid que después de la
infeccidon con una cepa vacunal del VBI, IgM es el primer anticuerpo en aparecer,
los titulos pico se logran aproximadamente entre los 7 y 8 dias de la infeccion.
IgG es el anticuerpo de mayor presencia en el suero luego de una infeccion, se
encuentra presente desde los 7 dias posteriores a la infeccion por BI y puede

persistir por algiin tiempo.

La infeccidn induce ademas, la secrecion de IgA. La IgM e IgA, pasan al liquido
amniotico del huevo, la IgY penetra en el embridn y es capaz de neutralizar el
virus. Otros autores como Pei J., ef al. (2001) han mostrado que la respuesta de
los linfocitos T citotoxicos en los pollos esta correlacionada con la disminucion

inicial de la infeccidn y signos clinicos.
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3.2.14.2. Perfil serologico en ponedoras contra la enfermedad

de BI

La figura 3 corresponde a una representacion grafica del nivel de proteccion
esperado de la parvada a través del tiempo. Los anticuerpos maternos tienen un

catabolismo acelerado hasta la semana 3 aproximadamente.

Luego de ser estimulada por los procesos de vacunacion a virus vivo el organismo
responderd con una respuesta primaria con elevacion de los anticuerpos, en tanto
que entre las 4 y 18 semanas terminado el programa de vacunacidn con vacunas
vivas, las aves responderan con una respuesta secundaria, que no es otra cosa que
la elevacion de los anticuerpos estimulada por la aplicacion de vacunas
inactivadas que le daran la proteccion necesaria durante la época de produccion

(Vasquez, 2009).

ANTCUERPOS RESPUESTA
MATERNOS SECUNDARA

VACUNAS 1
MUERTAS
VACUNAS
VNAS l l

<

RESPUESTA
PRINARW

)
-
2
=
[

20 L
SEMANAS DE EDAD

Fuente: Vasquez, 2009

Figura 4. Representacion grafica del nivel esperado de proteccion de una parvada a

través del tiempo.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL LUGAR DE INVESTIGACION

4.1.1. FASE DE CAMPO

4.1.1.1. Ubicacion Politica

La presente investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Proyecto Avicola
de la Carrera de Ciencias Agropecuarias, ubicada en la provincia de Pichincha,

Cantén Rumifiahui, Parroquia Loreto.

4.1.1.2. Ubicacion Geografica

LATITUD: 2274276 S
LONGITUD: 24’ 58,93 O

ALTITUD: 2748 msnm

4.2. MATERIALES
4.2.1. Materiales de campo
En la fase de campo se ocuparon 20 ponedoras de la linea Lohoman Brown de 17
semanas de edad, alojadas en un sistema de jaulas en pisos suspendidos que
fueron inmunizadas con la vacuna contra el Virus de Bronquitis Infecciosa

(VBI)Massachusetts 41, de virus inactivado.

Para la toma de muestras de sangre se utilizaron:

- Tubos de vidrio estériles de 5 ml sin anticoagulante.

- Libreta de campo
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- Cémara fotografica

- Jeringas estériles de 3cc

- Agujas desechables, calibre 20, de 1pulgada
- Tubos vacutainer

- Gradilla

- Cooler

—  Computadora

— Calculadora

— Camara fotografica

4.2.2. Laboratorio
- Tubos eppendorf
- Pipetas monocanal de 100 pl
- Kit Elisa
- Lector de Elisa

- Centrifugadora (5000 rpm)

4.3. METODOS

4.3.1. Calculo Tamaiio de la muestra

Z0,=0,02

d,= \/pq/n
p=0,97
q=0,03

z= 1,64 certeza del 90%
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1,64 (\/pq/n )= 0,02
pq/n=0,0122
pg/n=0,00014884; se multiplica ambos lados por n
pg= 0,00014884n
n=pq/0,001488n
n=19,55~20 ponedoras

4.3.2. Analisis Estadistico
En el andlisis estadistico se utilizo Graficas de Control Estadistico de Calidad con
el objetivo de determinar si el proceso de respuesta inmune de las aves se

mantuvo en un nivel aceptable, tomando en cuenta que en todo proceso existe una

variabilidad natural debido a fuentes de variacidn incontrolables.

Se realizd dos graficas, la primera representando la media (X) del proceso de
respuesta inmune, la segunda la desviacion estdndar (S). Los limites de control se
eligieron de manera que se esperaba que todos los puntos muestrales quedaran

cubiertos por estos limites.
Para la grafica X:
UCL = X + SA;

LCL = X — SA;

3
Donde A3 =
one3C4\/ﬁ
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C, es una constante definida para diferentes tamafios muestrales.

Para la grafica S:

UCL = SB,

LCL = SB,

Donde B; y B, son constantes definidas para diferentes tamafios muestrales.

Si uno de los valores cayera fuera de los limites de control, esto se tomaria como
evidencia de que el proceso estaba fuera de control y se pasaria a analizar las

causas y posibles soluciones.

Se utilizd el Software Estadistico R.

4.3.3. Métodos Especificos de Manejo del Experimento

En el presente experimento se monitored los titulos seroldgicos contra VBI en
2500 aves ponedoras de la linea Lohoman Brown, mismas que llegaron al Plantel
Avicola del IASA a las 12 semanas de edad. Las aves fueron inmunizadas en su
fase inicial con una plataforma de vacunas vivas contra VBI como se puede

observar en el Anexo 1.

El primer muestreo se realizo a las 17 semanas de edad de las aves, seleccionando

20 aves al azar, ya que se monitoreo la cinética de todo el lote.

A cada una de las aves se le tom6 una muestra de 1 a 2 ml de sangre por puncién

de la vena braquial en tubos de vidrio estériles de 5 ml sin anticoagulante.

La inmunizacion con la vacuna inactivada se llevo a cabo a la semana 22 de vida

de las aves. Se aplico la vacuna Triple (Bronquitis + Sindrome de Baja Postura+
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Newcastle) que contiene la cepa Massachusetts 41 (M41), virus inactivado. Se

aplicé por medio del agua de bebida.

Los 5 muestreos posteriores se realizaron siguiendo la misma metodologia. Con

un intervalo de 9 semanas entre muestreo.

Las muestras se transportaron al Laboratorio de Sanidad Animal de la Carrera de
Ciencias Agropecuarias, a una temperatura entre 2 y 7°C, y se realizd6 una
separacion completa del suero por coagulacion y centrifugacion a 5000 rpm
durante 5 minutos, congeldndose a una temperatura bajo 0°C hasta su

procesamiento.

Las muestras de sueros fueron llevadas al laboratorio especializado Lafavet, en
donde se determiné la presencia de anticuerpos especificos contra VBI mediante
la técnica de ELISA indirecto, utilizando el inmunoanalisis enzimatico IDEXX

IBV.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. INTERPRETACION RESULTADOS SEROLOGICOS

Los resultados de las titulaciones serologicas mediante la técnica de
Inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA), desde la semana 17 hasta la 65, se
pueden observar en cuadro 2.Asi, como el Titulo Promedio Aritmético (MEAN),
el Titulo Promedio Geométrico (GMT), desviacidn estandar (SD) y el coeficiente

de variacion (CV%), de las respectivas semanas de evaluacion.

Ristow, E. (2010), afirma que es importante la validacion de la respuesta
serologica general de los animales de muestra por lo que se debe calcular el
MEAN. Ademas del CV, que mide la uniformidad de los titulos de anticuerpos
detectados, por lo que es un indicativo de la efectividad de un programa de
vacunacién como se puede observar en el cuadro 3, ya que muestra lo uniforme

que fue el proceso de inmunizacion.

Segun Viasquez, C. (2009), el GMT, es un valor mas relevante que el MEAN,
para la interpretacion de resultados en cualquier situacion de CV, ya que es menos
sensible a valores extremos vs el MEAN (que solo es importante cuando se

obtiene un CV menor a 30%).
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Cuadro 2. Resumen de los resultados de las titulaciones serolégicas de la
semana 17 a la 65
VALORES TITULOS ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA VBI
MU]iSTR Semana Semana Seman(;lg/mls)emana Semana Semana
17 26 35 44 53 65
1 4551 15085 4308 1623 8876 5687
2 6081 6840 6857 1301 5790 8304
3 4895 4943 5722 1512 2853 3782
4 6415 14960 4951 1752 2474 4211
5 4736 6739 6014 3821 4456 3753
6 4792 9443 2348 4432 7224 4508
7 3414 10679 3704 2015 3528 4752
8 1180 3595 4606 1623 2645 11159
9 6712 8682 2991 1329 4179 2529
10 4999 9373 4893 2206 4334 2181
11 4043 9597 3252 1752 3504 5336
12 6597 5887 5555 5499 10164 3800
13 7675 8459 5148 1541 3319 4808
14 4728 12049 6165 4776 3811 4366
15 5261 10415 8682 1978 5362 5472
16 4054 5787 6241 1356 2968 4077
17 6807 4747 2746 3476 2358 7257
18 6263 8699 2789 1394 3740 6111
19 9204 6876 5952 2129 2166 2612
20 4561 12032 5042 2955 3072 2973
MEAN’ 53484 874435 4898,3 24235 4341,15 4883.,9
GMT? 5008 8180 4636 2168 3926 4511
SD’ 1709,00 3193,69 1604,35 128391 2173,40 2130,92
CV%° 31,1 35,6 31,9 51,6 474 42,5

Fuente: Astudillo, K. 2013.

3Titulo Promedio Aritmético
*Titulo Promedio Geométrico o Geometric Meter Titer

5 [ )
Desviacion estandar
8 Coeficiente de variacion, se expresa en porcentaje
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Cuadro 3. Criterio de interpretacion del CV en un esquema de vacunacion contra Bl

Coeficiente de variacion (CV %) Interpretacion
Menos de 30 % Excelente
30-50% Bueno
51-80% Razonable
Mas de 90% Malo

Fuente: Ristow, E. 2010.

Para realizar la interpretacion seroldgica de los resultados de los ELISAS, se
utilizaron histogramas, en el eje horizontal, cada barra se ubicara en un grupo (0,
1, 2,3...) en tanto en el eje vertical se leerd la cantidad de aves.

Cada barra en el histograma, representa la cantidad de aves con titulos dentro de
un rango determinado. Es por ello que no es muy importante leer titulos
individuales, sino como estan agrupados.

Los grupos (titer group) van del 1 hasta el 18, cada grupo tiene un rango de titulos
minimo y titulo maximo como se presenta en el cuadro 4.

La cantidad de grupos y rangos pueden variar dependiendo del kit que se utilice,
En el presente ensayo se utilizo el kit de ELISA de IDEXX Laboratories, para
este kit se establecen 18 grupos y los valores minimos y maximos para cada grupo

especificados en el cuadro 4.
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Cuadro 4.Grupos (titer group) y rangos de titulos minimo y maximo, establecidos

para la interpretacion de titulaciones seroldgicas contra Bronquitis (VBI)

mediante la técnica de ELISA indirecto.

0 0 396

1 397 999

2 1000 1999
3 2000 2999
4 3000 3999
5 4000 4999
6 5000 5999
7 6000 6999
8 7000 7999
9 10000 11999
10 12000 13999
11 14000 15999
12 16000 17999
13 18000 19999
14 20000 21999
15 22000 23999
16 24000 27999
17 28000 31999
18 > 32000

Fuente: Vasquez, C. 2009.
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A continuacion se detallan los resultados para cada semana.

5.1.1. Semana 17

Luego del andlisis estadistico de los datos obtenidos para la semana 17 (Cuadro 2)
se obtuvo un GMT de 5008 pg/ml, un MEAN de 5348 uw/ml, CV de 31,1 % y una
SD de 1709,00. Los valores de las titulaciones de todas las aves se situaron entre

1180 y 9204 pg/ml como se puede observar en el cuadro 5.

Cuadro 5. Promedios titulos de anticuerpos semana 17

Mean: 5348
GMT: 5008
SD 1709
%CV: 31,1
Min: 1180
Max: 9204

Fuente: Astudillo, K. 2013.
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Fuente: Astudillo, K. 2013.

Figura S. Histograma grafico semana 17
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Seglin Alvarez, A. (2009), los niveles de titulos mayores a 1000 u/ml, pueden

considerarse protectivos.

Ristow, E. (2010), afirma que es importante evaluar la eficiencia de la aplicacion
de las vacunas vivas, para saber si se estd preparando de manera adecuada el
sistema inmune para una buena respuesta con las vacunas inactivadas. En cambio
Vineza, C. (2005) dice que en el caso de no lograr respuestas uniformes tras el

uso de vacunas vivas, los CV de la vacuna inactivada también se veran afectados.

Por lo tanto todas las aves muestreadas en la semana 17, presentaron valores de
titulos de anticuerpo protectivos. Estos datos evidencian la existencia de la
inmunidad estimulada por las vacunas vivas, aplicadas en la fase de levante de las

aves como se especifica en el Anexo 1.

En la figura 5 se observa que 9 aves se encuentran dentro del grupo 9, 7 dentro
del grupo 7, mientras que en los grupos 2, 4, 6 y 8 se encuentra 1 ave en cada uno,

segun los rangos minimos y maximos especificados en el cuadro 4.

Asi mismo, en el histograma de la figura 5 se aprecia que las muestras estan
agrupadas, lo que representa una respuesta inmune homogénea a la vacunacion, y
que el proceso de inmunizacion se llevo a cabo de la manera correcta que se
corrobora con el valor del CV de 31,1%, como se puede apreciar en el cuadro 3

elaborado por Ristow, E. (2010).
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5.1.2. Semana 26

El estudio serologico llevado a cabo en la semana 26 luego de la aplicacion de la
vacuna inactivada oleosa contra VBI por via intramuscular, revelé un aumento
notable en los valores de los titulos de anticuerpos, respecto a la semana 17. El
GMT fue de 8180, el MEAN de 8744. La SD de 3113 y el CV de 35,6% como se

indica en el cuadro 6.

Cuadro 6. Promedios titulos de anticuerpos semana 26

Mean: 8744
GMT: 8180
SD: 3113
%CV: 35,6
Min: 3595
Max: 15085

Fuente: Astudillo, K. 2013.

N° Aves

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Titer group

Fuente: Astudillo, K. 2013

Figura 6. Histograma grafico semana 26
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Segun Alvarez, A.(2009), el uso de vacunas oleosas, estimula un alto nivel de
proteccion inmunoldgica y de larga duracidn, en especial cuando estdn precedidas

por vacunas con virus vivo.

Y Sainsbury, D. (2002) afirme que para lograra el maximo potencial de las

vacunas, es necesario inyectar a cada ave con una dosis completa.

Segtn Villegas, P. (1996), los titulos mayores a 8000 en aves vacunadas pueden
ser interpretados como titulos muy altos y pueden resultar de una exposicion a

virus de campo.

Los titulos llegaron a su nivel maximo a las 4 semanas después de la aplicaciéon de
la vacuna inctivada. Este comportamiento es de esperarse por la influencia
ejercida en la respuesta inmune, tanto por el tipo de vacuna inactivada aplicada,
como por la existencia de inmunidad previa por las vacunas vivas aplicadas en la

etapa de levante de las ponedoras.

En la figura 6 observa que los datos estan distribuidos de manera uniforme en el
centro del grafico, lo que proporciona una idea global de los resultados
estadisticos. El1 CV es de 35,6%, que se encuentra dentro del rango aceptable
como se indicd en el cuadro 3, y evidencia una respuesta inmune uniforme en el

lote.

A pesar de que para la semana 26el GMT es mayor a 8000 pg/ml, el CV refleja
una respuesta estable y segiin Vineza, C.(2005), por lo general cuando se presenta
desafio de campo, ademas de un incremento en los titulos GMT, se observa una

distorcion del CV y las barras del histograma se desplazaran hacia la derecha.
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5.1.3. Semana 35

En los resultados obtenidos en la semana 35, se aprecia una disminucion de los
valores de los titulos de anticuerpos respecto a las semanas anteriores, el GMT fue
de 4636, el MEAN de 4898, el CV de 31,9% y los titulos maximos y minimos de

8682 y 2348 ng/ml respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Promedios titulos de anticuerpos semana 35

Mean: 4898
GMT: 4636
SD: 1564
%CV: 31,9
Min: 2348
Max: 8682

Fuente: Astudillo, K. 2013.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tiiter group

Fuente: Astudillo, K. 2013

Figura 7. Histograma grafico semana 35
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Cuello, S., ef al. (2004) afirma que este comportamiento de los titulos de
anticuerpos se relaciona directamente con el comportamiento normal del
catabolismo de los anticuerpos, los titulos disminuyen porque las aves no se

encuentran expuestas al agente viral.

Como se observa en la figura 7, aunque existio homogeneidad en las frecuencias,
como lo indica el CV, hubo un desplazamiento de los datos en el histograma hacia
la izquierda, indicativo del descenso de la inmunidad, debido a que las aves no se

encontraron expuestas al antigeno.
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5.1.4. Semana 44

En contraste con las semanas 17, 26 y 35; en la semana 44 hubo un descenso del
GMT y el MEAN obteniendo un valor de 2168 y 2424 respectivamente. Por otra

parte el CV se incrementd con respecto a las anteriores semanas siendo del 51,6%

(Cuadro 8).
Cuadro 8. Promedios titulos de anticuerpos semana 44
Mean: 2424
GMT: 2168
SD: 1251
%CV: 51,6
Min: 1301
Max: 5499
Fuente: Astudillo, K. 2013.
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Fuente: Astudillo, K. 2013.

Figura 8. Histograma grafico semana 44
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Segun Cuello, S., et al., (2004), aunque la existencia de inmunidad de memoria es
capaz de prevenir la ocurrencia de un brote, se debe considerar este descenso en

la toma de decisiones sobre modificaciones al programa inmunoprofilactico.

En la figura 8 se observa claramente que los datos se encuentran agrupados hacia
la izquierda, lo que en términos generales significa un marcado descenso de los
titulos de anticuerpos con respecto a las semanas anteriores. Esta disminucion,
demuestra el comportamiento de la respuesta inmune en ausencia de una

exposicion a agente viral de campo.
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5.1.5. Semana 53

Para la semana 53, el GMT present6 un valor de 3926, un MEAN de 4301, estos
valores presentan un notable aumento en relacion a la semana 44. E1 CV fue de

47,4% como se observa en el cuadro 9.

Cuadro 9. Promedios titulos de anticuerpos semana 53

Mean: 4301
GMT: 3926
SD: 2038
%CV: 47,4
Min: 2166
Max: 10164

Fuente: Astudillo, K. 2013.

N° Aves

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Titer group

Fuente: Astudillo, K. 2010

Figura 9. Histograma grafico semana 53
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Segin Tizard, I. (1996), en la respuesta inmunitaria se generan células de
memoria que responden de manera eficaz al tener un nuevo contacto con el mismo

antigeno.

El CV muestra que la uniformidad de la respuesta inmune es aceptable. Sin
embargo en la figura 9 se puede observar indicios de que las barras se desplazaron
hacia la derecha, lo que significa un aumento en los titulos de anticuerpos, que se

confirma con el valor del GMT.

Por lo tanto este comportamiento, al no tener relaciéon con la aplicacién de
vacunas, ni sintomatologia asociada con la enfermedad, se interpreta como la

respuesta serologica frente a un desafio de campo
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5.1.6. Semana 65

Se obtuvo un GMT de 4511, MEAN de 4884, un CV de 42,5%, que expresa un
buen nivel de homogeneidad de la respuesta inmunitaria de las aves. Y los titulos
minimos y maximos fueron 2181 y 11159 respectivamente, como se muestra en el

cuadro 10.

Cuadro 10. Promedios titulos de anticuerpos semana 65

Mean: 4884
GMT: 4511
SD: 2077
%CV: 42,5
Min: 2181
Max: 11159

Fuente: Astudillo, K. 2013.

N° Aves

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tiiter group

Fuente: Astudillo, 2013.

Figura 10. Histograma grafico semana 53
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Segiin Tizard, 1. (1996), las células B que se convierten en células de
memoria forman una reserva de células sensibles al antigeno, que son
invocadas durante el siguiente contacto con el antigeno, produciendo IgM e

IgG.

El GMT de la semana 65 es mayor que el de la 53, el aumento de los titulos

sugiere que las aves continilan expuestas a un importante desafio de campo.

El contacto con el antigeno estimuld la respuesta inmune de las aves, la
produccidon de inmunoglobulinas no ceso, confiriendo proteccidn a las aves

hasta el final de su vida productiva.
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5.1.7. ANALISIS DEL CONTROLESTADISTICO DE CALIDAD

DEL PROCESO DE RESPUESTA INMUNOLOGICA DE

LAS AVES
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Fuente: Astudillo, K. 2013.

Figura 11. Promedios de las titulaciones de anticuerpos de la semana 17 a la 65

En la figurall, se observa la cinética de la respuesta inmunologica de las aves de

la semana 17 a la 65.

En el eje horizontal X se indica el tiempo (expresado en semanas de vida de las
aves), mientras que en el eje vertical Y se representan los valores promedios de

titulos de anticuerpos contra VBI (caracteristica de calidad que se esta
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monitoreando). Ademads se incluyen otras dos lineas horizontales: los limites
superior (LCL) e inferior (UCL) de control, que se calcularon tomando como
referencia las medias de los titulos de las aves, antes de la aplicacion de la vacuna

inactivada.

Se busca determinar si el proceso de respuesta inmunitaria de las aves frente al
programa sanitario contra VBI utilizado, se encuentra dentro de control

estadistico.

De ser asi, todos los valores de los resultados de las titulaciones serologicas de
cada muestreo deben caer dentro de los limites de control, de lo contrario se

asume que dicho proceso se encuentra fuera de control.

Como se observa en la figura 11, los promedios de los titulos correspondientes a
la semana 26 y 44 (8744,35 y 2423,50 ug/ml respectivamente) caen fuera de los

limites de control.

El cambio suscitado en la media de los titulos a la semana 26 se debe a la
respuesta inmunitaria generada luego de la aplicaciéon de la vacuna inactivada a la
semana 22, segin Vasquez 2009, el pico de la produccidon de anticuerpos se
alcanza en la tercera o cuarta semana postaplicacién de la vacuna. Ademas se
alcanzaron titulos mas altos por la existencia de la inmunidad estimulada por las

vacunas vivas aplicadas en la fase de levante de las ponedoras.

Mientras que el notable descenso de los titulos observado en la semana 44 segin
Alvarez, A., et al. (2009), se debe al comportamiento normal del catabolismo de

los anticuerpos.
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Cuello, S., et al. (2004), afirma que ante un drastico descenso en los titulos de
anticuerpos, debe considerarse revacunar a las aves, para eliminar la posibilidad

de un brote, a pesar de la existencia de la inmunidad de memoria.

En el presente estudio no se revacund a las aves porque aunque los titulos
descendieron a la semana 44, a la semana 53 se observo un marcado incremento,
que evidencid la presencia de un importante desafio de campo, continuando el

incremento de titulos hasta la semana 65.
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Figura 12. Desviacion estandar de respuesta inmunolégica contra VBI

En la figura 12 se representa la desviacion estandar respecto al tiempo, que indica
la medida de la dispersion del conjunto de datos, es decir, que tan lejos de la

media se encuentran los valores de los titulos de anticuerpos para cada muestreo.
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En el eje horizontal X se indica el tiempo, mientras que en el eje vertical Y se
representan los valores para la desviacion estandar. Las otras dos lineas

horizontales representan el LCL y UCL.

Segtin Villegas, P. (1982), la respuesta inmunoldgica y la curva de anticuerpos,
como toda respuesta bioldgica, sufren una variabilidad natural de individuo a

individuo.

Como se observa en la figura 12 la desviacion estandar para la semana 26 es de
3113, y sobrepasa el LCL. Este es un indicativo de que la variabilidad del proceso

de respuesta de las aves no es estable y se encuentra fuera de control estadistico.

Pero cabe resaltar que el CV para la semana 26 es de 31,9% (Cuadro 6), que
refleja que la respuesta inmune del lote de aves fue homogénea, y el proceso de
inmunizacién se realizo de manera adecuada como se muestra en el cuadro 3

elaborado por Ristow, E. (2010).

Por lo tanto el valor de la desviacion estdndar para la semana 26 es tan alto,
porque en este momento se presenta el mayor titulo de anticuerpos de los

momentos evaluados y el GMT de esta semana es el que mas se aleja de la media.



77

VI. CONCLUSIONES

El programa sanitario contra BI empleado en la granja de levante de las aves fue
adecuado. El Titulo Promedio Geométrico presentado por las aves a las 17
semanas, antes de la aplicacion de la vacuna inactivada fue de 5008 pg/ml,
ademas el Coeficiente de Variacion fue de 31,1 %, lo que demuestra la
homogeneidad de la respuesta inmune de las aves, y que el proceso de
inmunizacion se llevé a cabo de manera apropiada.

En la semana 26 se obtuvieron los titulos de anticuerpos mas altos, con un Titulo
Promedio Geométrico de 8180ug/ml, este resultado se correspondid con la
respuesta humoral esperada luego de la aplicacién de la vacuna oleosa
inactivada y con la estimulacion previa del sistema inmune con las vacunas
vivas. Ademads se obtuvo un Coeficiente de Variacion de 31,9% que refleja que
la respuesta a la inmunizacion fue uniforme.

El estudio serologico reveld que en la semana 44 se produjo una sostenida
disminucion de los valores de los titulos de anticuerpos, presentandose un Titulo
Promedio Geométrico significativamente menor a todos los periodos evaluados,
este fue de 2168ug/ml. Sin embargo, los titulos continuaron siendo protectivos.
No se revacund a las aves debido que a la semana 53 se observé que los titulos
aumentaron y se observo un Titulo Promedio Geométrico de 3926pg/ml, que al
no deberse a la aplicacion de vacunas, ni observase sintomas asociados a la BI,
evidencid la presencia de un importante desafio de campo dentro del plantel
avicola.

Posteriormente a la evaluacion seroldgica se determind que la aplicacién de la

vacuna oleosa inactivada contra BI, por via intramuscular, junto con la correcta
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estimulacion del sistema inmune de las aves con las vacunas vivas, brinda la
proteccion durante la fase productiva de las aves, a pesar de la presencia de un
agente viral de campo.

Como consecuencia de la evaluacion seroldgica de la semana 17 a la 65, se
elabor¢ el programa sanitario contra BI para el Proyecto Avicola de la Carrera
de Ciencias Agropecuarias, para conferir proteccion contra la enfermedad

durante la fase de produccion (Anexo 2).



79

VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la respuesta frente a las vacunas vivas aplicadas, con el
fin de conocer si el sistema inmune de las aves ha sido estimulado
adecuadamente y predecir los resultados que se obtendran tras la aplicacion de
las vacunas inactivadas.

Durante el periodo de produccién hay necesidad de una proteccion amplia y
duradera y para lograrlo es recomendable la utilizacidon de vacunas inactivadas.
Se recomienda la evaluacion periodica de los niveles inmunoldgicos de los
planteles durante su etapa productiva, para evaluar la respuesta frente a la
vacunacion, la uniformidad de su aplicacion y el nivel de proteccion del lote,
ademads para poder establecer cuando se hace presente un desafio de campo y
modificar los programas de vacunacion de ser necesario.

Es recomendable que los resultados obtenidos de los estudios seroldgicos, se
comparen constantemente con el fin de identificar los cambios en la respuesta
inmune relacionados con el nivel y tipo de desafio, ademds los resultados
deben interpretarse asociandolos con la situacidn particular de cada plantel, de
esta manera se establecerd si existe una respuesta inmunologica debido a un
desafio de campo o enfermedad clinica.

Dada la evidencia de actividad viral referida, es recomendable llevar un manejo
adecuado de los lotes de aves, suministrando alimento y agua en cantidades
adecuadas, controlando la ventilacion, los niveles de amoniaco y temperatura,
asi como la presencia de otros virus o patégenos y en general evitando los

agentes inmunodepresores.



80

- Dadas las condiciones de alto desafio de campo en la zona en que se encuentra
el Proyecto Avicola de la Carrera de ciencias Agropecuarias, se recomienda

realizar una vacunacién de refuerzo con fines protectivos a la semana 60.



81

VIII. BIBLIOGRAFiIA

Acevedo, A. (2010). Bronquitis infecciosa aviar: diagndstico y control (en linea).
Revista electronica de Veterinaria 1695-7504. Vol. 11, N° 03. Consultado 8 dic.
2012. Disponible en: http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n030/031025.pdf.
Alvarez, D; Usma, J; Jaime, J; Vera, V. (2009). Dinamica serologica del virus de
bronquitis infecciosa en una granja de pollos de engorde del departamento de
Cundinamarca. Revista Médica de Veterinaria y  Zootecnia 56:105-112.
Consultado 13 dic. 2012. Disponible en:
https://www.revistas.unal.edu.co/index.php/remevez/article/download
Arnaiz-Villena, A; Regueiro, JR; Loépez, C. (1995). Inmunologia. Madrid:
Editorial Complutense S.A.

Bermudez, S. (2006). Patologia Aviar (en linea). Consultado 22 nov. 2012.
Disponible en: http://patologiaaviaruptc.blogspot.com/2006/11/el-sistema-
inmune-aviar.html.

Calnek, BW; Barnes, H; Beard, C; Mc Douglald, L. (1997). Trads. A Lemus
Gamboa y A Matinez Haro.Enfermedades de las aves. México: Editorial El
Manual Moderno.

Comotto, GE. (2000). Enfermedades de las aves. Lima: S.e.

Colas, M (2010). Estudio seroldgico de agentes asociados con el sindrome
respiratorio crénico en gallinas ponedoras (en linea). Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?pid=S1027.

Colour Manual: Diseases of birds. (2000). Tokyo: Japanese Society of Poultry

Diseases.



82

Cuello, S; Noda, J; Alfonso, P; Perera, C. (2004). Bronquitis Infecciosa Aviar.
Cinética de anticuerpos posvacunales en reproductoras y su transferencia a la
progenie (en linea). Consultado 5 dic. 2012. Disponible en:
http://www.censa.edu.cu/index2.php?option=com docman&task=doc view&gid
=407&Itemid=105

Cuello, Sandra; Noda, Julia; Perera, Carmen L.; Alfonso, P.; Nufiez, Amalia y
Acosta, Isis (2006).Estandarizacién de un ELISA para la deteccion de anticuerpos
a bronquitis infecciosa aviar (en linea). Revista Salud Animal: p.131-136.
Consultado 11 dic. 2012. Disponible en:
http://www.censa.edu.cu/index2.php?option=com docman&task=doc view&gid.
Echeverria, R; Guanochang, JC. (1996). Titulacién de anticuerpos contra
Newcastle y bronquitis Infecciosa en dos razas de reproductoras para broiler tanto
en la madre como en la descendencia en tres etapas diferentes. Tesis de doctor en
medicina Veterinaria. Universidad central del Ecuador.

Fenner, F; Gibbs E; Murphy, F; White, D. (1993). Veterinary virology.2da ed.
Goémez —Lucia, E.; Blanco, M.; Domenech, A, (2006). Manual de inmunologia
Veterinaria. Madrid: Prentice Hall.

Gutiérrez, JE. (2010). Inmunologia Veterinaria. Texas: El Manual Moderno.
Jordan, F; Pattison, M. (1998). Enfermedades de las aves. Trads. AF Martinez
Haro y A Lemus Gamboa. 3 ed. México: El manual Moderno.

Majo, N.; Dolz, R (2011). Atlas de Necropsia Aviar: Diagndstico macroscopico y
toma de muestras 3 ed. Zaragoza: Servet Editorial.

Martins, N.R., Mockett, A.P., Barrett, A.D., Cook, J.K. (1991). Responses in
chicken serum to live and inactivated infectious bronchitis virus vaccines. Vol. 35.

New Yersey: Se.



83

Merck (2000). Manual de Veterinaria.5ta ed. Barcelona: Editorial Océano.
Moreno Chan, R. (1994). La Bronquitis Infecciosa de las aves y Métodos de
Genética Molecular usados para su diagnostico (en linea), Consultado 5 nov.
2012. Disponible en:
http://minnie.uab.es/BRONQUITIS/INFECCIOS/AVIAR .pdf

Morilla, A. (1989). Inmunologia Veterinaria. 2 ed. México: Editorial Diana.
Noda, J; Cuello, S; Alfonso, P. (2002). Bronquitis Infecciosa Aviar: obtencion de
antigeno y deteccion de anticuerpos por inhibicion de la hemoaglutinacion (en
linea). Consultado 4 nov. 2011. Disponible en: http://www.iia.cu/pdf/v26_89.pdf
Ossa, J. 1990. Bases de Inmunologia Aviar. Medellin: Publicaciones Politécnico
Colombiano.

Pei, J., Sekellick, M.J., Marcus, P.I., Choi, L.S., Collisson, E.-W. (2001). Chicken
interferon type I inhibit infectious bronchitis virus replication and associated
respiratory illness. Toronto: S.e.

Peralta, E; Frias, M. (1987). Manual sobre la técnica inmunoenzimatica ELISA.
Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria. La Habana.

Ramirez, A. (2008). Sistema inmune de las aves (en linea). Disponible en:
http://www.avicultura.com.mx/uploads/temp/Articulo_Sistema_inmune del pollo
%289%29.pdf.

Ricaurte, S. (2005). Bioseguridad en granjas avicolas (en linea). Espafa. Revista
Electronica de Veterinaria. ISSN 1695-7504, 6(2): 1-3. Consultado 15 dic. 2011.
Disponible en: http.www.veterinaria.org/revistas/redvet/n020205.html

Rives, D. (1992). Entendiendo a la Serologia en la Industria Avicola. Bogota: Se.
Ristow, E. 2010. Consideraciones para la interpretacion de resultados serologicos

a través de la metodologia ELISA en avicultura. (en linea). Perti. Disponible en:



84

http://www.microclin.com/archivos/interpretacion_de examenes serologicos EL
ISA D L E Ristow.pdf.

Robin, O. (2006). Sistema inmune aviar: Estrategia de proteccidon de las aves e
importancia de su buen funcionamiento (en linea). Disponible en:
http://www.wpsa-aeca.es/aeca_imgs docs/dr. oscar robin.pdf.

Rojo, E. 1984. Curso de especializacidon en produccion animal: Enfermedades de
las aves. 2da ed. México: Editorial Trillas.

Sainsbury, D. (2002). Salud y Manejo Sanitario de Aves de Corral. 4ta ed. Buenos
Aires: Editorial Inter Médica.

Sharma, JM. (1997). Estructura y funcion del sistema inmune aviar. 3 ed. México:
Se.

Solvay, A. (1992). Memorias del III Seminario Latinoamericano de Sanidad
Avicola: El Sistema Inmunologico Aviar. Bogota.

Tizard, I. 1996. Inmunologia Veterinaria. Trad. ME Aiaza. 5ta edicion. México:
Mc Graw Hill Ineramericana.

Vargas, O. (2003). Memorias VI Seminario de Actualizacion Avicola Ecuador:
Importancia del Laboratorio de diagndstico en la Avicultira. PRONACA.
Vasquez, C. (2009). Consideraciones para la interpretacion seroldgica en ELISA
Resultado  examenes ELISA  (en linea). Peru. Disponible en:
http://www.engormix.com/MA-avicultura/sanidad/articulos/algunas-
consideraciones-interpretacion-serologica-t2558/165-p0.htm.

Villegas, P. (1982). Técnicas en virologia histopatologia y micoplasmas aviares.
Universidad de Georgia, Centro de educaciéon Continua, Facultad de Medicina

Veterinaria de Georgia.



85

Villegas, P. (1996). Memorias VII Seminario Internacional de Patologia Aviar.
Trads. G Zavala y S Leal. Universidad de Georgia.

Vineza, C. (2005). Interpretacion y uso de exdmenes de ELISA en Avicultura (en
linea). Ecuador. Revista Veterinaria REDVET Vol. 6.  Disponible en:
http://www.veterinaria.org/revistas/redvet/n070705/070501.pdf.

Weeb, D. (1991). Mediators of celular Inmunity. Academic press. Roche institude

of molecular biology. New Yersey.



- 86 -

HOJA DE LEGALIZACION DE FIRMAS

ELABORADO POR

Karla Noemi Astudillo Angulo

DIRECTORA DE LA CARRERA DE INGENIERIA EN CIENCIAS

AGROPECUARIAS

Ing. Patricia Falconi

DELEGADO UNIDAD DE ADMISION Y REGISTRO

Abg. Carlos Orozco B.

Lugar y fecha: Sangolqui, 15 de febrero del 2013



-87-



