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RESUMEN

Se evalud la carga viral del virus de bronquitis infecciosa aviar
(VBIA) en una granja de pollos de engorde donde previamente
se identifico su presencia por la reaccién en cadena de la poli-
merasa de trascripcion reversa (RT-PCR). Se utilizaron aves
vacunadas con un inmunoégeno vivo atenuado Massachusetts
H120, en condiciones de campo y en condiciones de aisla-
miento y aves no vacunadas alojadas en campo. Se tomaron
muestras de hisopados traqueales cada cuatro dias, desde el
1 dia hasta el dia 40 post vacunacion. En las aves alojadas en
granja no se observaron signos clinicos compatibles con la en-
fermedad, aunque se detectd el VBIA por gRT-PCR en el gru-
po vacunado los dias 24 y 28 y el dia 24 en el grupo no vacu-
nado. En las aves en condiciones de semi-aislamiento, el virus
se detecto unicamente el dia 28. Posteriormente se realizo la
caracterizacion de las cepas detectadas mediante la secuen-
ciacion de nucleotidos de la regién S1 del VBIA donde se ob-
servd similitud con cepas de origen vacunal del serotipo
Massachusetts H120. Se pudo concluir que existe persistencia
del VBIA en la granja, en ausencia de sintomatologia clinica o
de lesiones compatibles con la enfermedad. Igualmente se
comprobd la recirculacion del virus vacunal a través de la se-
cuenciacion de nucledtidos. La ausencia de signos clinicos,
sumado a los resultados negativos en la gqRT-PCR entre los
dias 1 — 20, pudo ser consecuencia del cambio en el esquema
de vacunacion contra la enfermedad de Gumboro en la granja,
donde se remplazaron tres vacunas vivas con una vacuna re-
combinante, modificando de forma positiva la proteccion con-
tra dicha entidad y disminuyendo la susceptibilidad de las aves
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a la BIA. Los resultados de este estudio son una base para in-
vestigaciones posteriores que evaluen recirculacién e impor-
tancia de los VBIA vacunales en condiciones de campo.

Palabras clave: Virus de bronquitis infecciosa, QRT-PCR, per-
sistencia viral.

ABSTRACT

An assessment of viral charge of the infectious bronchitis virus
(IBV) was conducted in a broiler flock, where previously the vi-
rus was identified by reverse transcription - polymerase chain
reaction (RT-PCR). Presence of IBV was determined in vacci-
nated poultry with Massachusetts H120 live attenuated immu-
nogen and in non-vaccinated poultry, under field and semi iso-
lation conditions. Samples of tracheal swabs were taken for
every four days, since day 1 until 40 days post vaccination. In
poultry under the field conditions, IBV was detected by qRT-
PCR between 24 — 28 d-old. IBV was detected in vaccinated
poultry under the field conditions at 24 — 28 d and in non-
vaccinated under the field conditions at 24 d. In the case of
vaccinated poultry under the semi-isolation conditions, virus
was detected at 28 d. Characterization of the detected strains
was made by nucleotide sequencing of the hypervariable re-
gion 1 of the IBV S1 gene. Similarity was observed with vac-
cine derived strain of Massachusetts H120 serotype. It was
concluded that there is a presence of the IBV in the farm, in
absence of clinical signs or lesions, compatible with the dis-
ease. Also found the virus vaccine circulation through nucleo-
tide sequencing. The absence of clinical signs, coupled with
the negative results in the gRT-PCR between days 1 — 20,
could be a consequence of the change in the vaccination pro-
gram against Gumboro disease in the farm, where tree live
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vaccines were replaced with a recombinant vaccine, positively
modifying the protection against that entity and decreasing the
susceptibility of the birds to the IBV. The results of this study
are a basis for further research that asses the IBV vaccine cir-
culation and its role under field conditions.

Key words: Infectious bronchitis virus, gRT-PCR, viral persis-
tence.

INTRODUCCION

La bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad
causada por el virus perteneciente a la familia Coronaviridae
y género Coronavirus, el cual se encuentra entre las patolo-
gias respiratorias de mayor importancia en pollos (Gallus ga-
llus) de engorde y reproductivas en ponedoras comerciales,
siendo la causa de multiples pérdidas econdmicas debido a
efectos, tales como la disminucién en la ganancia de peso, el
aumento de conversion alimenticia, la disminucion en la pos-
tura, la mala calidad del huevo y la presencia de enfermeda-
des secundarias, causadas por bacterias como:. Escherichia
coli, Mycoplasma sinoviae y Mycoplasma gallisepticum [10].
La BIA generalmente ocasiona cuadros clinicos respiratorios,
que comienzan luego de un periodo de incubacion de 18 a 36
horas, acompanados posteriormente de tos, estornudos y rui-
dos traqueales [11].

El virus de BIA (VBIA) presenta serotipos como: Massa-
chusetts, Connecticut, Arkansas, Holte, Gray, entre otros, los
cuales estan distribuidos mundialmente y algunos de éstos se
utilizan como antigenos vacunales [13, 16, 26]. En Colombia, la
BIA se encuentra diseminada en las granjas avicolas a pesar de
los constantes programas de control y prevencion fundamenta-
dos en el uso de medidas de bioseguridad y la utilizacion de va-
cunas vivas atenuadas e inactivadas [3, 7, 15]. La situacion sani-
taria de la enfermedad en Colombia fue estudiada por Alvarado y
col. [3] determinando el surgimiento de cuatro grupos genotipicos
y confirmando por medio de la reaccién en cadena de la polime-
rasa de transcriptasa reversa (RT-PCR) la presencia de cepas de
campo que poseen alta similitud con los serotipos vacunales
Massachusetts y Connecticut, a pesar de que en el pais solo
esta autorizada la vacunacion con el primero.

Actualmente, el sector avicola colombiano cuenta con el
diagnéstico molecular mediante el uso de la técnica de RT-
PCR, la cual se realiza en laboratorios de diagnéstico del sector
publico y privado a partir de muestras de traquea e hisopos tra-
queales principalmente [3]. Empleando técnicas como la se-
cuenciacion de nucledtidos, a partir de muestras de acido ribo-
nucleico (ARN) extraido de tejidos de animales infectados natu-
ralmente se han detectado cepas que presentan alta similitud fi-
logenética con cepas de origen chino [18] y cepas que poseen
similitud con serotipos de origen portugués (datos sin publicar).
La deteccién de cepas europeas y asiaticas puede ser indicati-
va de la grave problematica sanitaria existente en el pais, lo

cual compromete la efectividad de los planes vacunales permi-
tiendo el establecimiento de la enfermedad en las granjas.

Debido a esto, los programas de vacunacion deben tener
en cuenta la determinacién de la cepa del virus causante de la
enfermedad en el campo, para asi elegir la cepa vacunal mas
adecuada. En condiciones experimentales se ha observado que,
luego de la vacunacion, un 10% de la poblaciéon vacunada no
queda protegida correctamente contra un desafio con el mismo
virus vacunal [9, 14, 29]. En los programas de inmunizacion para
pollos de engorde se emplean vacunas vivas atenuadas, las cua-
les son frecuentemente administradas al primer dia de edad en la
planta de incubacién, aunque se ha reportado el uso de revacu-
nacién alrededor del dia 15, la cual se puede realizar con diferen-
tes serotipos con el fin de proteger a las aves ante un desafio tar-
dio con el virus en granja [4, 10, 23, 27].

En relacion a la recirculacion del VBIA en granjas avico-
las se ha determinado la existencia de infecciones persistentes
en pollo de engorde y ponedora comercial [12], dado que la in-
feccion puede permanecer intacta a la accion de los anticuer-
pos recirculantes en el tracto respiratorio y digestivo [28]. Se
ha reportado la excrecion intermitente del virus en gallinas po-
nedoras vacunadas al primer dia de edad, las cuales excreta-
ron el virus a la semana 19 debido probablemente al estrés
producido por el inicio de la postura [19], asi como la excrecion
del virus vacunal en pollo de engorde, desde el dia 21 hasta el
dia 35 [28]; esto podria indicar la recirculacion del virus en la
granja generando infecciones subclinicas que podrian afectar
el tracto reproductivo de las aves de postura y permitir la ocu-
rrencia de infecciones bacterianas secundarias en el tracto
respiratorio en pollo de engorde [11].

El objetivo del presente estudio fue evaluar la dinamica
de presentacion del VBIA, desde el primer dia de edad hasta
el dia 40, mediante su cuantificacion a través de la reaccidn en
cadena de la polimerasa transcripcién reversa en tiempo real
(qRT-PCR) en una granja de pollos de engorde, donde tres
meses antes se habia detectado el agente por RT-PCR, lo
cual sugiri6 la presencia del agente en esta explotacién.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién geografica

El experimento se realizd en dos lugares diferentes: El
primer sitio fue en una granja comercial situada en el munici-
pio Fusagasuga, departamento de Cundinamarca, a una al-
tura de 1728 m.s.n.m., temperatura promedio de 19°C, don-
de se detectd previamente el virus de BIA mediante el RT-
PCR [4]. El segundo sitio fue una unidad de aislamiento don-
de las aves se encuentran aisladas de personal y aves sil-
vestres, ubicada en las instalaciones del edificio de Investi-
gaciones Avicolas de la Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogotda, D.C., a una altura de 2600 m.s.n.m. y una tempera-
tura promedio de 15,2°C [2].
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Aves

Ciento treinta y dos aves de un dia de edad, de la estir-
pe Ross 308 fueron distribuidas aleatoriamente en tres grupos
experimentales de 44 aves c¢/u, denominados grupo 1, grupo 2
y grupo 3, distribuyéndose: Grupo 1: aves vacunadas por as-
persion en planta de incubacién contra la BIA el primer dia de
edad, las cuales fueron identificadas por medio de un anillo de
color rojo en el tarso derecho. Grupo 2: aves no vacunadas
contra la BIA, a las cuales no se les colocé anillo de identifica-
cién. Las aves de los grupos 1 y 2 fueron alojadas en el mismo
galpdn de la granja avicola. Grupo 3: aves vacunadas contra
el BIA el primer dia de edad, alojadas en condiciones de aisla-
miento en la Universidad Nacional de Colombia, las cuales
fueron identificadas por medio de un anillo de color azul en el
tarso derecho. Los tres grupos recibieron concentrado y agua
a voluntad, asi como vacunas contra enfermedades de
Newcastle, Marek, Gumboro y viruela aviar. Para Gumboro se
utilizé una vacuna recombinante. El plan vacunal empleado se
relaciona en la TABLA |.

Toma de muestras

Se tomaron muestras de hisopos traqueales de cuatro
aves por grupo en los dias 1 -4-8-12-16-20-24-28 —
32 — 36 y 40. Las muestras del dia 1 fueron tomadas 6 horas
después de la vacunacidn. Los hisopos fueron sumergidos en 1
mL de solucién buffer fosfato (PBS) 1X (pH 7,4) y almacenados
a-70°C en un congelador Thermo Scientific® Revco ExF, EUA.

Extraccion de ARN

Con el fin de realizar la extraccion del ARN de las mues-
tras de hisopo traqueal se utilizo el kit de extraccién de ARN
PureLink Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Catalog
No 12183-018 Invitrogen® Corporation, CA, EUA). El procedi-
miento se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reaccién en cadena de la polimerasa transcripcion
reversa en tiempo real (QRT-PCR)

Por medio de la técnica de gqRT-PCR se detectd y cuanti-
ficd de forma absoluta el cADN del VBIA, en las muestras de hi-
sopados traqueal proveniente de las aves del experimento. Se
emplearon la pareja de iniciadores BIA5’'GU391 e BIA3'GL533,
(TABLA 1) los cuales amplifican un segmento aproximado de
143 pb entre los nucledtidos 391 — 512 donde se localiza la re-
gioén no transcrita 5 la cual es altamente conservada [8].

Con el fin de realizar la gRT-PCR se empleé el kit de gRT
— PCR: SuperScript™ Il Platinum® Sybr® Green One-Step
gRT-PCR Kit (Cat. No. 11736-059, Invitrogen® Corporation, CA,
EUA). La mezcla de RT — PCR de 20 pL contiene: 10 yL del 2X
Sybr Green Reaction Mix, 0,4 pyL SuperScript™ Il RT / Plat-
num® Tag Mix, 1 pL de cada iniciador (10 uM; Invitrogen® Cor-
poration, CA, EUA) 0,8 uL de albumina de suero bovina (BSA),
2 pL de ARN, y 4,8 uL de agua tratada con dietil pirocarbonato
(DEPC) UltraPure™ (Invitrogen® Corporation, CA, EUA).

Las condiciones de la qRT — PCR para la deteccion y
cuantificacién absoluta del VBIA [8] se describen a continuacion:
RT: 1 ciclo de 50°C por 3 minutos; hot Start: 1 ciclo de 95°C por
5 minutos; amplificacion: 40 ciclos de 94°C por 15 segundos,
60°C por 1 minutos y 80°C por 0 segundos; extension final: 1 ci-
clo de 72°C por 2 minuntos. La técnica se realizd en el equipo
LightCycler® 2.0 (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania),
con capilares de 20 L, LiightCycler® Capillaries (20 pL) (Cat. No.
04 929 292 001. Roche Applied Science, Mannheim, Alemania).
Asi mismo se realizé una curva de Melting [8] para comprobar la
especificidad de los iniciadores con la secuencia deseada para la
deteccion del virus. Las condiciones de la curva de Melting fue-
ron: 1 ciclo de 95°C por O segundo, 1 ciclo de 70°C por 15 se-
gundos y 1 ciclo de 95°C por 0 segundos (lectura continua), y fue
realizada en el mismo equipo LightCycler® 2.0.

TABLA |
PLAN VACUNAL APLICADO A LAS AVES EN EL ESTUDIO DE EVALUACION PROSPECTIVA DEL VIRUS VACUNAL
DE BRONQUITIS INFECCIOSA AVIAR.

Vacuna Tipo de Vacuna Dia Fabricante Cepa Via Titulo Dosis
vacunal aplicada
por ave
Enfermedad de Marek Virus vivo recombinante 1 Merial HVT - Subcutanea 3,6 log10 0,2 mL
Enfermedad de Gumboro Faragher UPF
52/70
Viruela Aviar Virus activo congelado 1 Merial ~ FTP-ATCC Subcutdnea 102.DICT  0,2mL
50/dosis
Enfermedad de Newcastle virus vivo atenuado 1 Merial B1 Ocular 106 DIEP 0,03 mL
50/dosis
Bronquitis infecciosa virus vivo atenuado 1 Meria  Massachuse Aspersion 102.5DIEP 0,03 mL
tts H120 50/dosis
Enfermedad de Newcastle virus vivo atenuado 8-19 Merial La Sota Ocular 10° DIEP 0,03 mL
50/mL
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TABLA Il
INICIADORES UTILIZADOS EN LA PRUEBA DE qRT-PCR.
Gen Iniciador Direccion Secuencia Tamario del producto Referencia
(Direccién 5°- 3") (pb)
BIA5'GU391 5 GCTTTTGAGCCTA 143
Regidn no transcripta 5° GCGTT Callison y col. [8]
BIA3'GL533 3 GCCATGTTGTCAC 143
TGTCTATTG
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FIGURA 1. A: CURVA PATRON LOG;, DE TRES DILUCIONES: 1:1,1:10 Y 1:100. EFICIENCIA: 2,060. ERROR: 0,0150.
ECUACION DE LA CURVA: Y = -3,185X + 30,15. R* = 0,999. B: CURVA DE MELTING PATRON LOG, DE 3 DILUCIONES.

Curvas estandar y cuantificacion absoluta del BIA

Para determinar la concentracion del virus en las mues-
tras analizadas por medio de cuantificacién absoluta con gRT-
PCR se realizd una curva patrén con diluciones logaritmicas en
base 10 (Logio), de un ARN proveniente de una vacuna contra
el VBIA (con titulo 10% DIEsps), €l cual fue cuantificado por me-
dio del kit Quant-iT™ RNA Assay Kit (Invitrogen®). Se encontrd
que el virus contenido en la vacuna se puede detectar hasta la
tercera dilucién en base 10 (diluciéon 1/1000) (FIG. 1), lo cual fue
comprobado por medio de la curva de Melting. El analisis de la
curva patron se realizé por medio del Software LightCycler®
Version 4.0 (Roche Applied Science) [8]. La ecuacioén de la cur-
va y la determinacion del coeficiente de determinacion multiple
(R?), se calcularon de acuerdo a lo reportado por Callison y col.
[B]. Posterior a la elaboracion de la curva patrén se realizo la
comparacion del punto en el cual se inicié la deteccion del pun-
to de corte (CP) de cada muestra, con la curva patrdn, por con-
siguiente una muestra se consideré como positiva cuando el CP
fue igual o inferior del CP de la ultima diluciéon de la curva pa-
trén (1/1000). Posteriormente se identifico el titulo final de virus
encontrado en cada muestra de acuerdo al titulo de cada una
de las diluciones de la curva patron.

Secuenciacion de nucleétidos y elaboracion
del dendograma

Se realizé la secuenciacion de nucleétidos de las mues-
tras positivas, los cuales fueron analizados por la técnica de
RT-PCR descrita por Moscoso y col. [25]. Estas muestras fue-

ron enviadas a Macrogen® (Seoul, Korea) para la secuencia-
cién de nucledtidos. Se elaboré el dendograma por medio del
andlisis filogenético de Neighborg-Joining utilizando el progra-
ma Bioedit Sequence Alignment Editor® [8]. Las secuencias
obtenidas se ensamblaron y editaron para ser comparadas
con secuencias de cepas vacunales y secuencias de origen
colombiano con el programa Mega® version 4.02 para
Windows® [8] (Center for Evolutionary Functional Genomics,
AZ, EUA). Los nimeros de acceso al Genbank utilizados para
el dendograma son: Aislamiento 299402: AY606324; Arkansas
99: L10384; Arkansas DPI: AF094815; Beaudette: DQ001336;
Connecticut:  L18990; CO1657T: AY604546; CO1692T:
AYB04547; CO8043 CT: AYB04550; CO8043T: AY604549;
CO1694T: AY604548;, CU510: AY561716; DEO72: AF274435;
Florida: 18288: AF274437, H120: J04329; Holte: L18988;
Massachusetts 41: X04722; Aislamiento NV M41: AY561711.

Analisis estadistico

Se utilizd la estadistica descriptiva con el fin de analizar
la variable cuantitativa: concentracion del virus obtenido por
gRT — PCR en cada grupo y cada dia de muestreo. Se realizd
la prueba de normalidad de Shapiro-Wills a las variables cuan-
titativas cuantificacidn absoluta para verificar los supuestos del
modelo [22]. El experimento se analizé utilizando un modelo
completamente al azar con arreglo de parcelas divididas en el
tiempo (3 x 11). Se realizd la prueba de normalidad de los da-
tos, la cual fue negativa analizandose posteriormente por me-
dio de una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis [22]. Los
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analisis se realizaron utilizando el programa Statistix Version
1.0 (Analytical Software, EUA) [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

La capacidad de deteccion de la técnica de qRT-PCR
fue comprobada por medio de la deteccion de un RNA prove-
niente de una vacuna comercial viva atenuada contra la BIA.
El producto de gRT-PCR fue visualizado por electroforesis en
un gel de agarosa al 2% (FIG. 2) y fue utilizado como control
positivo en todos los ensayos.

Los resultados de la qRT-PCR para la deteccion del
VBIA en los tres grupos experimentales (FIG. 3), tuvieron re-
sultados similares en los dias 1 -4-8-12-16-20-36 - 40
con un CP superior a 23, lo cual fue indicativo de una baja o
nula cantidad de virus para detectarse por la gqRT-PCR (resul-
tado negativo). En contraste, las muestras positivas presenta-
ron un CP menor a 22, como se presenta en la TABLA Ill. Me-
diante el uso de la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis no
se observaron diferencias significativas entre los grupos 1, 2 y
3 (P >0,05) aunque se observaron diferencias significativas en-
tre los dias de muestreo (P < 0,05).

El analisis filogenético de Neighborg-Joining mostré que
las cuatro muestras positivas por la técnica de qRT-PCR, prove-
nientes del grupo 1, dia 24 (ColombiaO9Unal09), grupo 1, dia
28 (Colombia09Unal10), grupo 2, dia 24 (Colombia09Unal11) y
grupo 3 dia, 28 (Colombia09Unal12) se encuentran estrecha-
mente relacionadas con la cepa Massachusetts H120, con por-
centaje de identidad del 99% el cual corresponde con la vacuna
viva atenuada aplicada a las aves (FIG. 4) [13, 21, 24].

La deteccion del virus por gqRT-PCR los dias 24 y 28 en
las aves vacunadas en campo y en el dia 28 en las aves en
condiciones de aislamiento esta relacionada con la persisten-
cia que puede inducir el VBIA en el hospedador. Este hallazgo
concuerda con lo reportado por Nagi y col. [28], quienes moni-
torearon del dia 1 al dia 175, pollitos vacunados al primer dia
de edad con una vacuna viva del serotipo Massachusetts y
mantenidos bajo condiciones de estricto aislamiento, detectan-
dose la excrecion intermitente del virus entre los dias 21 -35y
la no excrecién viral hasta el dia 74 (39 dias de no excrecién)
detectandose nuevamente el dia 75 el virus en hisopos tra-
queales, hisopos cloacales y traquea.

En este mismo estudio se analizaron por RT-PCR los
genes N y S1 de las cepas detectadas, observandose la au-
sencia de cambios genéticos. Estos autores sugieren que, el
virus puede permanecer intacto en el tracto respiratorio y di-
gestivo gracias a la pobre influencia que tienen los anticuerpos
circulantes sobre estos érganos [28].

Recientemente se han reportado eventos similares de
persistencia viral [12] como el surgimiento de infecciones persis-
tentes en pollo de engorde y ponedora comercial. Jones y col.
[19] mencionan la excrecion intermitente del virus en gallinas
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FIGURA 2. PRODUCTOS DE LA RT-PCR PARA LA DETEC-
CION DEL VIRUS DE BIA POR MEDIO DE LOS INICIADO-
RES VBIA5°'GU391 Y VBIA3'GL533: CARRIL 1) MARCA-
DOR DE PESO MOLECULAR DE 100 - 1000 BP; 2) CON-
TROL POSITIVO CEPA MASSACHUSETTS; 3) CONTROL
NEGATIVO.

1 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
1,00E+03
1,00E+02 -

1,00E+01 -

‘g 1,00E+00 - -—l] m Control

g 1,00E-01 3 [l] m Dosis aplicad:
8 100E02 | ™ Grupo 1

] m Grupo 2

< 1,00E-03

'g = Grupo 3

3 1,00E-04

E

1,00E-05 |
1,00E-06

1,00E-07
Dia de muestreo

FIGURA 3. CUANTIFICACION ABSOLUTA DEL VBIA EN LOS
HISOPOS TRAQUEALES. CONTROL: TiTULO DE VIRUS EN
LA VACUNA SIN DILUIR (1 X 10? O 1,00E+2). DOSIS APLICA-
DA: DOSIS VACUNAL APLICADA A CADA AVE (1 X 107 O
1,00E-01). NOTESE LA PRESENCIA DE VIRUS EN EL GRU-
PO 1 LOS DIiAS 24 Y 28, EN EL GRUPO 2 EL DiA 24 Y EN EL
GRUPO 3 EL DiA 28. NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICA-
TIVAS ENTRE LOS GRUPOS (P>0,05).

ponedoras posterior a la vacunacion al primer dia de edad,
donde se observa la excrecion del virus en la séptima semana
de edad, luego desaparece, y se re-excreta al comienzo de la
madurez sexual, 10 que puede asociarse con la habilidad de
los Coronavirus de establecer infecciones persistentes en el sis-
tema respiratorio y digestivo del hospedador [1]. En este experi-
mento, la persistencia encontrada puede ser el resultado de la
vacunacion contra el agente, puesto que se ha relacionado la
inmunizacion con el surgimiento de nuevos serotipos de virus y
con la infeccion persistente en las aves [28].

La falta de signos clinicos y lesiones compatibles con la
enfermedad en las aves durante el experimento en campo,
sumado a los resultados negativos en la gRT-PCR entre los
dias 1 — 20, conllevan a discutir acerca de la presencia del
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TABLA Il
MUESTRAS POSITIVAS AL VBIA POR gRT-PCR.
Grupo experimental Dia de muestra CP Cuantificacion (Titulo viral)
1 Dia 24 16 1,10E+00
Dia 28 17 1,21E+00
2 Dia 24 10 7,29E+00
3 Dia 28 15 4 11E+00

Colombial8Unal0g |
|— Colombia03Unal10 ;

Hi20

Beaudatte
Connecticut
Massachusetts 41
NV Ma1

— Colombial9UnalD1
Florida 18288
cus10
Colombia08Unal02
Colombia08Unal03
Colombia08Unal04
Colombia03Unal0s
293402

[ Colombia07Unal01
]
Holte

— DE (72
{ CO1657T

CO1682T

CO1694L
‘ CO8043CT

COB043T
|Arkansas 99

larkansas DPI

—
01

FIGURA 4. ARBOL FILOGENETICO. SE OBSERVA LA UBI-
CACION DE LAS CEPAS COLOMBIAOSUNALO9, COLOM-
BIAOSUNAL10, COLOMBIAO9UNAL11 Y COLOMBIA09U-
NAL12 Y LA ESTRECHA RELACION CON LA CEPA VACU-
NAL MASSACHUSETTS H120.

VBIA en la granja, teniendo en cuenta que, en la historia de la
misma se reportaba la presencia de cuadros clinicos de BIA.
Sin embargo, la ausencia de cuadros clinicos puede relacio-
narse con un cambio en el esquema de vacunaciéon contra la
enfermedad de Gumboro en la granja, el cual estaba com-
puesto por tres vacunas a virus vivo atenuado contra Gumbo-
ro, pero desde el lote anterior al experimento se reemplazaron
las tres vacunas vivas con una vacuna recombinante, la cual
tiene menor impacto sobre el sistema inmune de las aves [20]
modificando de forma positiva la proteccion contra dicha enti-
dad y disminuyendo la susceptibilidad de las aves a la presen-
tacion otras enfermedades [20]. En el caso de la BIA, las mani-
festaciones clinicas se han relacionado con la inmunodeficien-
cia producida por la enfermedad de Gumboro [17] y por la ane-
mia infecciosa aviar [31].

La importancia del virus de la enfermedad de Gumboro
fue demostrada por Toro y col. [32], quienes evaluaron los
efectos de la inmunodeficiencia viral en la infeccion de VBIA
en pollos de engorde observando que, los signos clinicos y las
lesiones histopatologicas fueron mayores en las aves que se
encontraban inmunosuprimidas por la enfermedad de Gumbo-
ro comparadas con aves inmunocompetentes [17, 32].

Por otro lado, el dia 24 se detectd el virus en el grupo de
aves no vacunadas (grupo 2), sin presencia de sintomatologia
clinica de la enfermedad. Este hallazgo puede sugerir que en
la granja se esta presentando una recirculacion del antigeno
vacunal, lo cual se comprobé a través de la secuenciacion de
nucledtidos [8, 24, 25]. Esta recirculacion es posible debido a
las caracteristicas de la vacuna utilizada en la granja, la cual al
ser viva atenuada, puede ser re-excretada por las aves vacu-
nadas y asi transmitirse a las aves susceptibles [24].

La respuesta a la vacunacién contra el VBIA evidenciada
gRT-PCR en los tres grupos experimentales del presente estu-
dio fue similar a la reportada por otros autores [30]. La protec-
cidén vacunal contra esta entidad es un factor importante que
esta influenciado por otros aspectos, como el tipo de inmuno-
geno utilizado, la edad de las aves y el procedimiento, los que
al ser modificados pueden cambiar la inmunidad de la pobla-
cién, tanto de forma positiva como negativa [30]. En resultados
del experimento publicados anteriormente [5, 6] se encontré
una adecuada capacidad protectiva de la vacuna utilizada, ca-
racterizada por una disminucién constante en los titulos de an-
ticuerpos desde el primer dia de edad hasta el dia 20, alcan-
zando una media geométrica (MGEQ) entre 204 - 417 y un
coeficiente de variacion (CV) entre 31 - 94%. Posteriormente,
para el dia 24 se observé un leve incremento de la MGEO, la
cual fue de 554 en el grupo 1y 381 en el grupo 2, hasta el dia
40 donde se observé un MGEO de 1653 en el grupo 1 y 323
en grupo 2, con un CV de 24,6 y 64,4%, respectivamente. En
el grupo tres, a partir del dia 20 se observé una seronegativi-
dad constante hasta el dia 40 [6].

CONCLUSIONES

La evaluacion de la dinamica del VBIA en la granja de po-
llos de engorde seleccionada, permitié determinar que, posterior
a la vacunacién con un inmunégeno vivo atenuado, la carga viral
es muy baja para ser detectada por pruebas como qRT-PCR, a
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pesar del adecuado estatus inmunologico de las aves. El ha-
llazgo del VBIA de origen vacunal en los dias 24 y 28 en los
tres grupos experimentales puede ser indicativo de la persis-
tencia del agente en aves sanas, lo cual hace necesario conti-
nuar con estudios que contribuyan a determinar los efectos de
la persistencia viral en aves que se encuentren en condiciones
de riesgo. Asi mismo se demostro el impacto que tuvo el cam-
bio en el plan vacunal contra la enfermedad de Gumboro en la
presentacion de la BIA, ya que se evidencio la desaparicién de
los signos clinicos en la granja, a pesar de la presencia del
VBIA. Los resultados obtenidos en este estudio son de interés,
tanto para la academia como para la industria avicola, y se
constituyen en una base para investigaciones posteriores en el
impacto de la vacunacion y la epidemiologia de la BIA.
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