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RESUMEN

Se realiz6 la prueba de ELISA para evaluar la respuesta seroldgica de gallinas ponedoras
comerciales segun el plan de vacunacién contra la Bronquitis Infecciosa (BI) aplicado en un
plantel comercial, consistente en 8 vacunas vivas aplicadas al dia de edad, 4, 7, 10, 14, 17,
20 y 70 semanas de edad. Un total de 500 gallinas constituyé la muestra de 25 lotes de
gallinas de diferentes edades y nimero de vacunas aplicadas (20 sueros de cada lote).
Estos lotes de gallinas estaban alojados en distintos sectores de esta empresa. Los lotes de
gallinas con 6, 7 y 8 vacunas aplicadas, presentaron titulos de anticuerpos contra Bl con una
Media Geométrica (MG) de 1137 a 6612. El analisis estadistico segun el nimero de vacunas
aplicadas, demostré6 que hubo un incremento significativo de los titulos de anticuerpos
después de 6 vacunas, al obtenerse una Media Aritmética (MA) de 2341; y vuelve a haber un
incremento significativo a una MA de 4711 con 7 vacunas. Sin embargo, con 8 vacunas se
logra una MA de 4434, que es estadisticamente similar a la anterior. El andlisis estadistico
de los sectores de gallinas con 7 vacunas, demuestra titulos de anticuerpos contra Bl con
una MA de 2887 a 6193, que estadisticamente se puede diferenciar en dos grupos
principales. Los sectores de gallinas con 8 vacunas presentaron titulos de anticuerpos con
una MA en un rango de 3799 a 5622, que también se diferencian, en dos grupos
estadisticamente diferentes. Se concluyé que los titulos de anticuerpos obtenidos de
diferentes lotes de gallinas, son compatibles con la informacion bibliografica y manuales
técnicos de la prueba de ELISA. Ademas, la diversidad de titulos de anticuerpos obtenidos
entre los distintos lotes o sectores de gallinas, con o sin nimero de vacunas similares,
pueden estar influenciadas por las diferencias temporales de la aplicacion de las vacunas,
diferencias estructurales de los galpones y los sectores, diferencias de las vacunas,

diferencias de manejo y personal de vacunacion, entre otros factores.

Palabras clave: Bronquitis Infecciosa, vacunas, titulos de anticuerpos.



ABSTRACT

ELISA test was performed to evaluate serological response of commercial laying hens
according to a vaccination plan against Infectious Bronchitis (IB) applied in a commercial
farm. Five hundred laying hens were sampled from 25 flocks of different ages and number of
vaccines given (20 sera from each flock). Flocks were located in different sectors of the farm.
Flocks of hens with 6, 7 and 8 vaccines given, showed antibody titers against IB with a
Geometric Mean (GM) from 1137 to 6612. The statistical analysis according to the number of
applied vaccines, showed that there was a significant increase in antibody titers after 6
vaccines with an Arithmetic Mean (AM) of 2341; and again there was a significant increase of
the AM to 4711 with 7 vaccines. However, with 8 vaccines, the AM of 4434 was statistically
similar to the previous group. Statistical analysis of the hen sectors with 7 vaccines showed
antibody titers against IB with an AM of 2887 to 6193, which statistically can be differentiated
into two main groups. Sectors of hens with 8 vaccines, exhibited antibody titres with an AM in
a range of 3799 to 5622, which also differ in two statistical different groups. It was concluded
that antibody titers obtained from different flocks of hens are consistent with literature and
technical guidelines for ELISA test. In addition, the diversity of antibody titers obtained among
flocks or sectors of birds, with or without number of similar vaccines, may be influenced by
temporary differences in the application of vaccines, structural differences of the facilities and
building sectors, differences associated to vaccines, differences of management and

vaccination staff, among others.

Key words: Infectious Bronchitis, vaccines, antibody titers.



INTRODUCCION

La produccion avicola en Chile se orienta principalmente hacia dos tipos de
produccion: la de carne y la de huevos. La industria se caracteriza por tener integracion

vertical, ser altamente tecnificada y ser de tipo intensiva (Covacevic y Esnaola, 2010).

En nuestro pais, existen aproximadamente 47,7 millones de aves destinadas a fines
productivos. Del total de aves, 26,7% corresponde a productoras de huevos para consumo
(aproximadamente 12,7 millones de aves). En Chile, la industria del huevo esta conformada
por un gran sector industrial y una produccién de traspatio (pequefios productores), cuya
produccién es menos relevante para la economia, sin embargo, juega un rol socioeconémico
de importancia. El sector primario esta en manos de aproximadamente 300 productores,
dentro de los cuales destacan s6lo once grandes productores y comercializadores que se

ubican basicamente en la zona central del pais (Giacomozzi, 2014).

Hoy en dia, la industria avicola esta creciendo e intensificandose cada vez mas, por
lo que se hace necesario ser competitivo para asi obtener buenos rendimientos econémicos.
La bioseguridad es una disciplina que tiene mucho que aportar, ya que otorga directrices
para prevenir y controlar enfermedades, que son uno de los principales factores que influyen
en el éxito del rendimiento en la industria. Hay manejos practicos que aportaran
significativamente a la bioseguridad, tales como el control ambiental, el establecimiento de
zonas seguras, la medicacion, limpieza y desinfeccidén, sin embargo, uno de los manejos
mas importantes es el de la vacunacién. La vacunacion, si se entrega correctamente a traves
de un programa establecido segun la situacién epidemiol6gica de cada granja en particular,

puede prevenir y controlar la enfermedad en ese determinado lugar (Lister, 2008).

Dentro de las enfermedades que afectan las aves, la Bronquitis Infecciosa (BI) es una
de los que tienen mayor distribucion mundial y es ampliamente transmisible en pollos y
gallinas que no estan protegidas. Esta enfermedad se caracteriza porque su principal
manifestacion clinica es respiratoria. No obstante, el virus puede afectar el tracto
reproductivo de las gallinas, traduciéndose esto en alteracion de la calidad de los huevos,
tanto interna como externa, ademas de una merma en la produccion de huevos, lo que

finalmente se traduce en pérdidas econémicas para el plantel afectado (Cook et al., 2012).

El control de la Bl permite evitar las pérdidas econémicas asociadas a su
presentacion en un plantel. Este se complica ain méas en los sistemas de produccion de

huevos, debido a la crianza de multiples edades que ahi se realiza. Las medidas de
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bioseguridad han resultado ser un gran aporte para controlar la Bl, sin embargo la
vacunacion es esencial para aumentar la proteccién inmunolégica contra el desafio con
cepas del virus de la Bronquitis Infecciosa (VBI) (De Wit et al., 2011). Para saber si las
vacunas aplicadas estan efectivamente funcionando se deben medir los niveles de
anticuerpos circulantes en sangre y para esto se requiere el uso de pruebas seroldgicas. En
la literatura se recomiendan varias pruebas, pero debido a que en condiciones de campo se
requiere evaluar un gran nimero de animales y rapidamente, la prueba de ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es la alternativa ampliamente recomendada y
usada (Eterradosi y Britton, 2013).

El objetivo del presente estudio es evaluar la respuesta inmune otorgada por el plan
de vacunacion contra Bl en una empresa productora de huevos de consumo con sistema de
multiples edades, para lo cual se utilizo la prueba de ELISA, pues con esta prueba se detecta
anticuerpos contra este patégeno en los sueros de las aves pertenecientes a este plantel

productivo y su nivel de vacunacion.

REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Caracteristicas generales del Virus de la Bronquitis Infecciosa

El VBI es un virus que pertenece al orden Nidovirales, Familia Coronaviridae,
Subfamilia Coronavirinae, Género Gammacoronavirus (Jackwood y De Wit, 2013). Es un
virus envuelto, que tiene forma redondeada a pleomorfica. Tiene un diametro de
aproximadamente 120 nm con proyecciones de superficie en forma de clavo, de
aproximadamente 20 nm de longitud, que le dan su caracteristica forma de corona. Contiene
una cadena simple de RNA en sentido positivo. El virion contiene tres grandes proteinas
estructurales principales denominadas glicoproteina de la espicula (S), glicoproteina de
membrana (M) y nucleoproteina interna (N). Ademas, hay pequefias cantidades de una
cuarta proteina de la envoltura (E), la cual es esencial para el ensamblaje del virus. La
glicoproteina S contiene un receptor para la uniéon del virus a las células, una regién de
“particién” (unioén entre las subunidades S1 y S2), péptidos de fusidn y secuencias repetitivas
(denominadas “heptad”, que facilitan la entrada del virus a las células del hospedador),
region transmembranica y cola citoplasmatica (que ancla la espicula a la membrana del
virus). La porcién S1 es responsable de la unién del virus a moléculas receptoras en la célula

del hospedero y en esta subunidad se encuentran los epitopos neutralizantes de anticuerpos,
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mientras que la porcién S2 es responsable de la fusién de la membrana del virion con la
membrana de la célula huésped, para liberar el genoma viral a la célula. La fosfoproteina N
encapsula el genoma viral para formar la nucleocépside helicoidal dentro del virion e
interactda con las proteinas M y E para el ensamblaje del virus (Cavanagh, 2007; Jackwood
y De Wit, 2013; Balestrin et al., 2014).

Como ya habia sido mencionado previamente, el Coronavirus tiene un RNA de hebra
simple, en sentido positivo. Su extremo 5’ de aproximadamente 20 a 22 kb contiene el gen
de la replicasa, que codifica para las enzimas que participan en la multiplicaciéon del virus.
Los productos de la replicasa son codificados dentro de dos grandes fragmentos de lectura,
ORF la y 1b, los cuales son traducidos en dos grandes polipéptidos, ppla y pplab. Las
proteinas estructurales son codificadas desde el primer tercio del segmento 3’ del genoma
(Jackwood, 2012).

El virus es termolabil, es inactivado después de 15 minutos a 56°C y tras 30 minutos
a 60°C. Es capaz de soportar un amplio rango de pH (pH 2 - 12) dependiendo de la cepa, la
temperatura y el tiempo de exposicion. Al ser un virus envuelto, es sensible a la mayoria de

los desinfectantes comunes (Jackwood y De Wit, 2013).

2. Generalidades de lainfeccidn por el Virus de la Bronquitis Infecciosa

El VBI esta distribuido en todo el mundo, siendo Gallus gallus la principal especie
afectada. Pollos y gallinas de todas las edades son susceptibles de contraer el virus
(Jackwood y De Wit. 2013).

Hay una gran variedad de serotipos que se han reportado en los diferentes paises. El
serotipo de mas alta frecuencia de presentacion a nivelmundial es el Massachusetts (Mass),
y en menor medida el Connecticut (Conn), siendo el serotipo Mass el que se utiliza en la
preparacion de vacunas comerciales de mayor uso en la industria avicola (Jackwood, 2012;
Villegas-Narvaez, 2012). Estos dos serotipos, principalmente el Mass, han servido de
modelos de comparacion cuando se aislan nuevas cepas del virus. Todas las aves en un
galp6n se pueden infectar, pero la gravedad de la enfermedad es variable y depende de
algunos factores como la virulencia del serotipo infectante, edad del ave, estado inmunitario

o0 la presencia de infecciones bacterianas secundarias en el ave (Cavanagh y Gelb, 2008).

La patogénesis comienza como una infeccién del tracto respiratorio alto. El virus
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replica y produce lesiones en muchos tipos de células epiteliales, incluyendo aquellas del
tracto respiratorio (cornetes nasales, glandula de Harder, tragquea, pulmones y sacos
aéreos), rinones y gonadas (Cavanagh y Gelb, 2008). Después de la infeccién, sigue una
desciliacion del epitelio ciliado de la trdquea, ademas de la posibilidad de desarrollar
infecciones bacterianas secundarias. El virus puede crecer, ademas, en otros tejidos como el
rindn, en donde se asocia con nefritis de grado variable, y también en oviducto, lo que se
cree que contribuiria a disminuir la produccion de huevos (Cavanagh, 2007). Este tropismo

tisular varia segun el serotipo presente (Bezuidenhout et al., 2011).

Dependiendo de la cepa, en el caso de las gallinas ponedoras, el virus puede
encontrarse en el epitelio del oviducto entre 6 a 9 dias post infeccion (dpi). Se producen
areas de hipoplasia glandular, la que conduce a una reduccién en la sintesis de las proteinas
de la albumina, especialmente ovomucina, lisozima y otras proteinas que constituyen la
matriz estructural de la albumina gruesa. Todo lo anterior genera una albumina de aspecto
liquido, producto de la disminucion de la proporcion de la albumina delgada y gruesa. En el
caso de pollitas de menos de dos semanas que se infectan con el virus, se puede producir
en ellas un dafio permanente en su tracto reproductivo. Estas aves infectadas, al alcanzar su
madurez sexual, no entran en postura y estas gallinas se conocen como “falsas ponedoras”.
El tercio medio del oviducto es el mas afectado, produciéndose areas de hipoplasia
localizada, en el area posterior es posible encontrar quistes macroscapicos llenos de liquido
seroso. En general, se ven afectadas las células epiteliales del oviducto (Dhinakar y Jones,
1997).

3. Vias de transmisidn del Virus de la Bronquitis Infecciosa

La transmision del patégeno es soélo de tipo horizontal. El virus se disemina
rapidamente entre las aves de un lote (Cavanagh y Gelb, 2008), ya que es altamente
infeccioso y se transmite por via respiratoria y a través de las heces (De Wit et al., 2011).
Ademas, se puede transmitir indirectamente por propagacion mecanica, mediante los
utensilios para las aves de corral contaminados o el material de embalaje de huevos, visitas

a las granjas, etc. (Jackwood y De Wit, 2013).



4. Periodo de incubacion y manifestaciones clinicas del Virus de la Bronquitis

Infecciosa

La infeccion por el VBI tiene un corto periodo de incubacién, que va desde las 18 a
36 horas, mientras que la aparicién de los signos clinicos ocurre al cabo de 24 a 48 horas

post inoculacién (Cavanagh y Gelb, 2008)

Los signos clasicos de la Bl son principalmente respiratorios y comprenden
basicamente: jadeo, tos, estornudos, estertores y descarga nasal. En el caso de las gallinas
en postura los signos caracteristicos son una marcada baja en la produccién de huevos y un
incremento en la postura de huevos de mala calidad, tanto interna como externa. Esto se
manifiesta en huevos deformes o sin cascara. La albumina puede verse delgada y acuosa
sin una demarcaciéon definida entre la albimina delgada y gruesa del huevo fresco normal.
La severidad en la caida de la produccion puede variar con el periodo de la puesta y la cepa
causante. Pueden pasar de 6 a 8 semanas antes del regreso de la produccion al nivel
anterior a la infeccion, pero esto a veces nunca se logra. La infeccién por VBI en pollas de un
dia de edad puede producir dafio permanente en los oviductos, lo que lleva a reducir la
produccién de huevos y también en su calidad cuando las pollas entran en etapa de postura.
La severidad en las lesiones de oviducto es probable que sea menor en casos de que la

infeccidén aqueje a aves mas viejas (Cavanagh y Gelb, 2008; Cook et al., 2012).

Dentro de los signos que se pueden encontrar, y que son causados por el virus, son:
exudado seroso, catarral 0 caseoso en traguea, cornetes nasales y senos; también es
posible encontrar lesiones post mortem tales como: rifiones pélidos e inflamados, con
tubulos distendidos y uréteres con cristales de urato en caso de cepas nefropatogénicas
(Cook et al., 2012). En la literatura se sefiala, también, casos de “falsas ponedoras” o
ponedoras silentes, que son gallinas que al momento de iniciar su etapa de postura no
ponian huevos y que, a la necropsia, se evidenci6 la presencia de oviductos no desarrollados
0 cisticos, aunque los ovarios permanecieron normales (Cook et al, 2012). En el caso de
infecciones secundarias, se incluyen: septicemia bacteriana, aerosaculitis, pericarditis y
perihepatitis (De Wit et al., 2011).



5. Situacién mundial de la Bronquitis Infecciosa

La Bl es de distribucion mundial y, a pesar de la gran diversidad de serotipos y
genotipos, el serotipo Mass sigue siendo el méas prevalente a nivel mundial, incluyendo Chile.
Las cepas tipo Mass se han aislado en Europa, América y Asia desde los afios 40 hasta el
presente, sin embargo, en los Estados Unidos, se han identificado cepas diferentes a la cepa

Mass desde los afios 50 (Cavanagh y Gelb, 2008).

La variante conocida como 4/91 (también llamada 793B) fue reportada por primera vez en el
Reino Unido y Francia, se encuentra en varias partes del mundo, excepto Estados Unidos
(Cook, et al., 2012).

Los dos tipos mas importantes en China son QX y Q1. El virus tipo Q1 se ha reportado

en varias partes del mundo (Jackwood, 2012).

6. Situacion en Chile de la Bronquitis Infecciosa

En Chile, el primer reporte de la enfermedad data del aflo 1967, en donde Garcia y
Norambuena lograron el diagnéstico serologico del virus (Garcia y Norambuena, 1969). No
fue hasta el afio 1976 en que Hidalgo y colaboradores reportaron el primer aislamiento del
virus en pollos de engorde, aislandose el serotipo Mass (Hidalgo et al., 1976). Entre los afios
1981 y 1983 se reportan aislados de cepas del VBI que afectaron los rifiones, produciendo
un cuadro de nefritis-nefrosis (Gallardo y Olivares, 1984). Durante la década del 80, se
describieron en el pais, aislados del VBI obtenidos de pollos broilers o gallinas con
problemas respiratorios a pesar de estar vacunadas contra Bl con cepas Mass (Hidalgo et
al., 1986). En 1989 se comunica la evidencia seroldgica de algunos lotes de aves positivos al
serotipo D 207 (Hidalgo, 2010).

El afo 1991, se reporta la tipificacion de nueve aislados del VBI mediante la técnica
de seroneutralizacién cruzada, sefialando que cinco de esos aislados se relacionaban
serolégicamente con el tipo Mass y uno con el tipo Conn. Los otros tres aislados no
presentaron relacion antigénica con una gran cantidad de cepas del virus, procedentes de

diferentes paises y caracterizadas a través de varios afios (Cubillos et al., 1991).

Afos mas tarde, se logra detectar y caracterizar genéticamente aislados del VBI en
Chile y se evidencié la gran similitud de éstos con cepas de Estados Unidos, Europa,

Australia y Nueva Zelanda (L6pez et al., 2006).



Durante el afio 2009, se present6 en el pais un brote de Bl afectando la poblacion de
broilers y gallinas ponedoras, a pesar de estar vacunados con la cepa Mass. De estos casos
clinicos, se identificaron y caracterizaron nueve aislados de casos chilenos de VBI a través
de RT-PCR vy posterior secuenciacion (Rivas, 2010). Basados en el analisis filogenético,
estos aislados fueron definidos como variante chilena al serotipo Mass, y genotipicamente
similares a la cepa de origen chino Q1, y con una baja relaciéon genotipica con serotipos

comunes como Mass (Jackwood, 2012).

7. Impacto econdmico del Virus de la Bronquitis Infecciosa

Aunque el virus no tiene mayor trascendencia en salud publica, si representa un gran
factor de pérdidas econdmicas a nivel mundial. Esto se ve manifestado, en el caso de pollos
de engorde, en un deficiente rendimiento, debido a un deterioro en la conversion alimenticia
y reduccion en la ganancia de peso. Para el caso de reproductoras y gallinas ponedoras, se
registran caidas en la produccion de huevos, que pueden oscilar entre un 2% a un 70% en
los lotes afectados, y se producen ademas alteraciones tanto en su calidad externa (los
huevos estan deformes, tienen cascara rugosa o blanda) como interna, en donde la albimina
se observa delgada y acuosa, sin una clara demarcacion entre la aloimina gruesa y delgada
en comparacion a un huevo fresco normal (Ulloa et al., 1992; Cavanagh y Gelb, 2008; Cook,
etal., 2012).

8. Métodos de Diagnéstico para Bronquitis Infecciosa

Para determinar la presencia o ausencia de Bl en los planteles, se hace necesario
realizar pruebas de laboratorio. Estos métodos se pueden dividir en dos grupos: los métodos
directos (que identifican al agente) y los métodos indirectos (aquellos que demuestran una
respuesta seroldgica contra el agente). Dentro de los métodos directos, se cuenta el
aislamiento del virus en huevos embrionados, cultivo en anillos traqueales y métodos
moleculares como por ejemplo la técnica de reaccién de la polimerasa en cadena con
transcriptasa inversa (RT-PCR); mientras que en los métodos indirectos se agrupan las
pruebas que detectan anticuerpos, tales como la neutralizacién viral (NV), la inhibicién de la
hemoaglutinacion (IH), la inmunodifusién en gel de agar (AGPT) y la prueba de ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) (De Wit, 2000).



8.1. La serologia como herramienta de diagndstico para Bronquitis Infecciosa.

Las pruebas seroldgicas se pueden utilizar como método de diagnéstico propiamente
tal, como monitoreo del estado de salud del plantel y monitoreo vacunal (Aleksejuniene et al.,
2006). En el caso especifico de la BI, el serodiagnéstico permite la deteccion de exposicién
al virus o0 alguna de sus partes, y esto se refleja en un aumento en los titulos de anticuerpos.
Se han realizado muchos estudios para comparar pruebas, y, pese a que las condiciones
experimentales en los ensayos realizados varia, asi como también el rendimiento de las
pruebas, en estas publicaciones se sefiala que, en general, los anticuerpos se detectan mas
rapidamente mediante ELISA, en segundo lugar por la prueba de Inhibicion de la
Hemoaglutinacion (IH), luego por la prueba de Precipitacion en Gel de Agar (PPGA) y

finalmente por la prueba de virus neutralizacion (De Wit, 2000).

8.2. Laprueba de ELISA

La técnica ELISA es un método serologico sensible. Detecta y mide los niveles
(titulos) de anticuerpos contra Bl circulantes en sangre. Esta prueba presenta una serie de
ventajas: detecta reacciones mas rapidas y titulos de anticuerpos mas altos que otras
pruebas (Mockett y Darbyshire, 1981). Carece de especificidad de cepa o de tipo, pero es
valioso para analizar respuestas a la vacunacion en condiciones de campo, o para dar una
indicacion de posible infeccion de campo (Alvarez et al., 2009; Cook et al, 2012; Eterradosi y
Britton, 2013). Es una herramienta muy valiosa, de bajo costo y facil de usar para el
serodiagnéstico del VBI y, por ende, para descartar de manera rapida y facil otras causas
comunes de enfermedad respiratoria y que, debido a su presentacion clinica, podria
confundirse con la Bl (Gelb y Jackwood, 2008). Por todas las razones anteriormente
expuestas, la prueba de ELISA es la mas ampliamente utilizada en condiciones de campo
(Aleksejuniene et al., 2006). Hay dos formatos de ELISA: directo e indirecto, siendo el
formato de tipo indirecto el que se usé en el presente estudio. Hay que considerar que el
analisis de muestras de sueros a intervalos de tiempo, vale decir, realizar un muestreo al
momento de manifestarse la sintomatologia en caso de presentarse la enfermedad y dos a
tres semanas después, proporciona la mejor base para un diagnéstico serolégico. Lo
recientemente sefalado también es aplicable para el chequeo de la respuesta serologica a

las vacunaciones (Anén, 2013).

10



9. Aspectos basicos de la respuesta inmune a la Bronquitis Infecciosa

Todos los animales, independiente de su complejidad, deben ser capaces de excluir
a los patégenos que pudieran causar enfermedad o muerte. Los mecanismos de defensa
involucrados en la defensa de cualquier enfermedad, incluida la Bl, son de dos tipos: innato y
adquirido. La inmunidad innata incluye barreras anatomicas (piel, cilios traqueales,
membranas mucosas), barreras fisioldgicas (fiebre, enzimas, fluidos corporales, pH), células
de respuesta inflamatoria y el sistema de complemento. La inmunidad adquirida incluye los
mecanismos de respuesta celular y humoral dependiente de los 6rganos linfoides del
sistema inmune (Tizard, 2012a). Ambos sistemas estdan ampliamente integrados en la

respuesta inmune contra VBI (Jackwood y De Wit, 2013).

Uno de los primeros componentes reactivos de la inmunidad innata contra la infeccién del
VBI es la hiperplasia de células caliciformes y las glandulas mucosas alveolares, lo que
conduce a la descarga nasal seromucosa y exudado catarral en la traquea.
Aproximadamente, cinco dias después, se activan otros componentes inmunes del sistema
inmune innato como heteréfilos, macréfagos, células asesinas naturales, mastocitos,

basdtfilos y eosindfilos (Chhabra et al., 2015).

La inmunidad activa permite la activacion de los mecanismos efectores de antigenos
especificos, incluidas las células B, células T, macréfagos y la produccion de células de
memoria leucocitarias, que desempefian un papel importante en la inmunidad antiviral contra
VBI (Tizard, 2012b).

Inmunidad mediada por células: los Linfocitos T (LT) son células del sistema inmune que ya
han pasado su periodo de transformacion en el timo, y se encargan de regular
inmunorreacciones mediadas por células (Tizard, 2012b). Se reconoce el rol de los LTCD8
en la eliminacion del virus desde pulmones o rifiones (para cepas nefropatogénicas) en la
fase aguda de la infeccion (Jackwood y De Wit, 2013). La actividad de los linfocitos T
citotoxicos depende del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y la lisis del virus
depende de la actividad de los LTCD4 y LTCD8. Las células TCD8 (linfocitos T citotéxicos)
desempefian un papel dominante en las primeras etapas de la infeccion por VBI. Sin
embargo, las células T CD4 (linfocitos T colaboradores) y las células B podrian ser mas

criticas para el control de virus a largo plazo (Chhabra et al., 2015).

Inmunidad humoral: una vez producida la inmunoestimulacion, los linfocitos B se diferencian

a células plasmaticas y secretan anticuerpos, ya sea en presencia 0 en ausencia de
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LThelper. De esta manera, se desarrolla una respuesta humoral que puede ser medida en
suero, ya sea por las pruebas de ELISA, IH o VN. Cabe mencionar que los LB son células
del sistema inmune que pasaron su proceso de diferenciaciobn en la Bolsa de Fabricio
(Tizard, 2012c; Ratcliffe y Hartle., 2014; Chhabra et al., 2015). Los anticuerpos son formas
solubles secretadas por los linfocitos B en los liquidos del organismo y todos pertenecen a
una clase de proteinas denominadas inmunoglobulinas (lg) (Tizard, 2012d). En el caso de la
Bl, los anticuerpos se producen ya sea por vacunacion o infeccion (Jackwood y De Wit,
2013).

Las Ig son un tipo de glicoproteinas (Hartle et al., 2014): En las aves, se reconocen

tres tipos de Ig:

Ig Y: En los mamiferos se conoce como Ig G. Son las principales inmunoglobulinas efectoras
de la inmunidad humoral. Presente en la fase tardia de la infecciobn o de la respuesta
seroldgica, es la inmunoglobulina determinada en las pruebas serologicas (HI/ELISA). Las
IgG anti VBI se pueden detectar en suero dentro de los 4 dpi, alcanzando un maximo de
concentracion alrededor de los 21 dpi, Manteniendo un alto titulo restante por varias

semanas (Tizard, 2012e).

lg M: Primera inmunoglobulina en aparecer luego de un primer estimulo antigénico. Son
consideradas como la primera linea de defensa en caso de infeccién con el VBI. Los titulos

de anticuerpos se mantienen por menos tiempo que los de la IgG (Tizard, 2012e).

Ig A: Primer mediador de la inmunidad local. (Tizard, 2012e). Las IgA anti VBI pueden ser
detectadas en la lamina propia, lavados traqueales y entre las células epiteliales de la
traquea de aves infectadas, también en fluidos lacrimales. Los titulos detectables en este
ultimo fluido se pueden detectar a partir de las 48 horas post infeccién, detectdndose hasta
los siete dpi (Chhabra et al., 2015).

10. Métodos de control de lainfeccion por Bronquitis Infecciosa
10.1. Control

El control de la enfermedad es extremadamente dificil, debido a la ausencia de
proteccién cruzada entre los diversos serotipos y virus variantes, lo que confirma la habilidad
del virus para cambiar rapidamente y adaptarse al hospedero (Jackwood, 2012). Los

métodos actuales de produccion, que incluyen limitados tiempos de limpieza y desinfeccion
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entre lotes de pollos de engorde, y la mantencion de lotes de multiples edades en el caso de
gallinas ponedoras, hacen que el control sea mas dificil de alcanzar. Pese a lo anterior, si se
sigue un planteamiento bien coordinado entre medidas de bioseguridad e higiene, el sistema
all in- all out y un adecuado plan de vacunacion, son medidas que permiten prevenir y
controlar la enfermedad (Pena et al., 2005; Cavanagh y Gelb, 2008; De Wit et al., 2011).

10.2. Bioseguridad

Dentro de las medidas de bioseguridad, los investigadores coinciden que controlar y
limitar el acceso a las granjas, usar calzado y equipo separado por granja y el uso de
pediluvios a la entrada de granjas o galpones, ademas de medidas basicas de higiene, y
permitir un tiempo de descanso entre lotes sucesivos (sistema all in- all out), disminuyen
considerablemente el riesgo de introducir el virus. Estas medidas deben extremarse cuando

se habla de granjas de multiples edades (Di Fabio y Rossini, 2000; Cavanagh y Gelb 2008).

10.3. Vacunas

Las vacunas son el método mas eficiente y rentable para controlar enfermedades
infecciosas en los animales. Tienen como fin proteger al individuo de la enfermedad,
actuando contra los microorganismos. En el caso de un plantel de aves, es muy dificil
considerar la inmunidad de cada individuo en particular, es por ese motivo que se habla de
inmunidad de lote, que corresponde a la resistencia de todo un grupo de animales a una
enfermedad, a causa de la presencia en ese grupo de una proporcién de animales inmunes
(Tizard, 2012f). Las vacunas otorgan inmunidad adquirida, ya que como antigeno se
administra el VBI o alguna de sus partes. Hay varios tipos de vacunas, pero las que se
utilizan en las aves son las vacunas vivas modificadas y las vacunas inactivadas. Las
vacunas vivas modificadas se caracterizan por utilizar un agente infeccioso (vacunas
monovalentes) o varios (vacunas polivalentes) vivo/s y homdlogo/s al que produce la
enfermedad, pero cuya virulencia ha sido atenuada, de manera que sin producir ninguna
lesibn secundaria al animal, induzca inmunidad duradera frente al agente homdélogo
virulento. Su mecanismo de accién radica en infectar células del hospedero y experimentar
multiplicacién viral. Las células infectadas procesan antigeno enddégeno, induciendo una

reaccion dominada por linfocitos T citotoxicos. Una vacuna muerta o inactivada, en cambio,
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estad formada por el o los microorganismos completos pero inactivados por algin método
fisico o quimico, mas un coadyuvante. El mecanismo de accién de este tipo de vacunas
radica principalmente en que los virus muertos actlan como antigenos exdgenos, que
procesan y estimulan reacciones en que predominan linfocitos T de ayuda CD4. Un
coadyuvante corresponde a una sustancia que, al administrarse combinada con el antigeno,
intensifica la respuesta inmune frente a ese antigeno. Estos coadyuvantes pueden ser sales
minerales, como el hidroxido de aluminio o el fosfato de aluminio; emulsiones en agua/aceite
mas surfactante; derivados de patdgenos, tanto naturales y sintéticos y sistemas de
liberacion, como liposomas o polimeros en microparticulas, por ejemplo. En el caso de las
aves, se usan coadyuvantes del tipo emulsidon en aceite, y su mecanismo de accién radica
en modular la sefial proveniente de moléculas coestimuladoras como la CD40, CD86 y
CD80, que estan presentes en las membranas de las células presentadoras de antigenos
(Tizard, 2012f; Siel et al., 2014).

Para que los planes de vacunacion aplicados funcionen, se requiere la accion
conjunta de la inmunidad innata y la adaptativa. Esta proteccion se logra si es que el
hospedero ha generado elementos efectores inmunes facilmente disponibles, tales como los
anticuerpos, que son capaces de reconocer y neutralizar el agente patégeno pertinente
inmediatamente. Si los anticuerpos no son capaces de neutralizar el virus, porque tiene un
ciclo de vida con reacciones intracelulares, deben programarse para eliminar la célula diana
infectada antes de que la infeccion por el patégeno pueda extenderse. Lo anteriormente
dicho ocurre mediante el aumento de células T de memoria especificas de antigeno, que se
expanden rapidamente en el reconocimiento secundario de antigeno (s) del microorganismo
invasor. La memoria inmunoldgica forma la base para vacunas protectoras (Schijns et al.,
2014).

10.3.1 Vacunacién a nivel mundial contra la Bronquitis Infecciosa

El serotipo mas usado a nivel mundial es el Mass, ya que las vacunas basadas en
este serotipo, otorgan un amplio grado de proteccion contra otros serotipos (Jackwood y De
Wit, 2013). Los pollos broilers son vacunados comunmente con cepas vivas de VBI,
habitualmente una primera vacuna se aplica al primer dia de edad en la planta de
incubacién. Una segunda vacuna, que puede ser del mismo serotipo o de otro distinto, puede

aplicarse entre los 10 a 18 dias de edad (Cavanagh y Gelb, 2008).
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Para el caso de ponedoras y reproductoras se aplica vacunas vivas cuando estan en
etapa de crecimiento para lograr proteccion temprana frente al desafio, el que sera
potenciado con vacunas vivas o inactivadas después (De Wit et al., 2011). Antes del inicio de
la produccion de huevos, en un periodo que oscila entre el dia 1 de edad hasta las 20
semanas de vida, se administran tres a cuatro dosis de vacunas vivas. Durante el periodo
productivo, las aves reciben una o dos vacunas mas hasta el final del periodo productivo.
Estas vacunas se aplican por instilacion ocular o por aspersién. Estas vacunas inducen la
produccion de anticuerpos circulantes en suero (Cavanagh y Gelb, 2008). Al administrar mas
namero de vacunas contra Bl, hay un incremento en los titulos de anticuerpos (Van
Leerdman, 2008a).

10.3.2 Vacunacion en Chile contra la Bronquitis Infecciosa

En Chile, alrededor del 100% de las pollas y gallinas comerciales se vacunan contra Bl
en diversos programas. Salvo excepciones, se emplean vacunas vivas con cepas atenuadas

y vacunas inactivadas, ambas del serotipo Mass (Hidalgo, 2010).

Hay que considerar que el periodo productivo de pollos broiler es de solo 45 dias y con la
aplicacion de una o dos vacunas se alcanzan proteccion inmunolégica contra el VBI. En
contraste, las gallinas ponedoras tienen un primer periodo de crecimiento, hasta las 20
semanas, después del cual se inicia un periodo de produccion de huevos que oscila desde
las 20 hasta las 90 semanas. Durante las distintas etapas productivas en la produccién de
huevos, se aplican diferentes planes de vacunacion, vale decir, durante el periodo de
crecimiento se aplican entre 4 a 6 vacunas contra Bl, y durante el segundo periodo se
pueden aplicar varias vacunas mas contra Bl. Cada empresa productora establecera sus
propios programas de vacunacion y esto estara determinado principalmente por las
condiciones epidemioldgicas locales de la Bl. Por lo tanto, en una empresa de mudltiples

edades, hay lotes de gallinas con diferentes nimeros de vacunas aplicadas (Hidalgo, 2010).

10.4 Evaluacion de la Respuesta Inmune a las vacunas contra Bronquitis Infecciosa

La eficacia de la administracion de la vacuna y el nivel de respuesta inmunolégica en
aves vacunadas pueden ser monitoreados seroldégicamente, asi se hace un control de

calidad de la vacunacién en el campo (Marangon y Busani, 2007; Van Leerdman, 2008a).
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Esta respuesta inmune puede ser medida a través de los niveles de anticuerpos producidos
luego de una o mas inmunizaciones, los cuales pueden ser detectados por la técnica de
ELISA (Gelb, 2013). Para esto, se utilizan kits comerciales de ELISA, que permiten la
medicidn de anticuerpos circulantes producidos frente a programas vacunales o desafios de

campo con diferentes cepas del VBI (Borne y Comte, 2001; Gelb, 2013).

Hay tres componentes claves relacionados a la evaluacion de la respuesta inmune
vacunal: la intensidad de la respuesta inmunolégica, la uniformidad en la respuesta
inmunoldgica y la persistencia de la respuesta inmune en el tiempo (Van Leerdman, 2008b).
La intensidad de la respuesta inmune se expresa mediante la Media Geométrica (MG) de
anticuerpos séricos. Para evaluar si estos valores se ajustan a las MG esperadas, se deben
recurrir a puntos de referencia, que corresponden a una gama de valores de titulos de
anticuerpos que se establecieron con base en experiencias previas, que son entregados por
los fabricantes del kit usado y que también son documentados en la literatura. Los titulos de
anticuerpos varian con la edad de la gallina y el nimero de vacunas aplicadas. Estos van en
alza entre las 6 a 16 semanas, siendo los titulos medios desde 46,5 a 3000, con 1 a 3
vacunas vivas aplicadas via aspersion. Este estudio se realiz6 usando el kit diagndstico
Idexx® (Roberts et al., 2004). Otro estudio efectuado en gallinas de postura criadas en
condiciones experimentales, se midieron los titulos de anticuerpos contra Bl por medio de la
prueba de ELISA, a diferentes edades y nimero de vacunas aplicadas (2 vacunas vivas
aplicadas en etapa de crianza, y una vacuna inactivada aplicada a las 22 semanas de edad).
Al medir los anticuerpos de las aves a las 17, 26, 44, 53 y 65 semanas, los titulos medios
fueron de 5008, 8180, 4636, 2168, 3926 y 4511, respectivamente (Astudillo, 2013). El
Laboratorio de Diagnéstico de enfermedades avicolas del Ministerio de Agricultura de
Georgia (EE.UU), en una recopilacién de casos de gallinas ponedoras comerciales que
fueron criadas en condiciones de campo, concluy6 que los titulos de anticuerpos expresados
como medias geomeétricas correspondian a 8793, en gallinas con un rango de edad de 15 a
19 semanas; 8464 en gallinas de 20 a 45 semanas y de 8551 en gallinas de 46 a 70
semanas, lo que probablemente incluye la respuesta a programas vacunales y, en algunos

casos, a exposicion del VBI de campo (Anén, 2014).

La uniformidad de la respuesta inmune a la vacunacién se puede estimar mediante
los Coeficientes de Variacién (CV). Como regla general, se sefiala que aves que presenten
un CV menor al 40% tienen una excelente uniformidad en su respuesta a la vacunacion; si

tienen desde un 40 a un 60% la uniformidad en su respuesta vacunal es buena y si
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presentan mas de un 60% se necesita mejorar la uniformidad en la respuesta vacunal. Se
debe tener presente que lo anterior, pese a ser una pauta general, para el caso de la
aplicacion de vacunas vivas, pueden obtenerse respuestas de titulo variable, debido al
método de aplicacion por el que las aves reciben la vacuna, que es entregada de manera
masiva. Este tipo de vacunas, al aplicarse por aspersion, ingresan por las vias respiratorias
de las aves, generando una respuesta inmune local que no es medida por las pruebas de
ELISA (Van Leerdman, 2008b).

La persistencia de la respuesta inmunolégica en el tiempo se evalia mediante la
medicion de la respuesta de titulos de anticuerpos medios en el tiempo. Al aplicarse vacunas
vivas, se podian alcanzar titulos de 1000 a 4000, 3 a 5 semanas después de ser vacunadas,

y que paulatinamente empiezan a disminuir (Roza et al., 2013).

Es necesario tener en consideracion que los titulos de anticuerpos y el grado de
proteccion de las vacunas depende de ciertas variables, como el tipo de ave, tipo de vacuna
(vacuna viva atenuada o vacuna inactivada), programa de vacunacion aplicado, la via de
aplicacion de la vacuna y también la procedencia del kit (Sulaiman et al., 2003; Di Fabio y
Villarreal, 2009; Van Leerdman, 2008a; Jackwood y De Wit, 2013).

Es necesario aclarar, ademas, que aun cuando en un lote de aves los titulos de
anticuerpos individuales pueden ser muy diferentes, por factores inherentes al individuo, a la
dosis y aplicacién de la vacuna, etc., se han establecido rangos de titulos de anticuerpos y
de CV aceptables (Roza et al., 2013).

En Chile, el afio 2009 se produjo un brote generalizado de Bl. Una de las empresas
productoras de huevos afectada solicitd un estudio de aislamiento viral desde aves enfermas
y también se estudi6 la seroconversion de titulos de anticuerpos por la prueba de ELISA
antes y después de presentar los sintomas respiratorios. Para esto, se realizaron dos
muestreos de sangre, separadas por un lapso de tiempo de 21 dias, en dos grupos: uno de
gallinas livianas Lohman White, y otro de gallinas semipesadas Lohman Brown. La
seroconversion revel6 que las medias geométricas de titulos de anticuerpos pasaron de
2585 a 11345 en el caso de las gallinas livianas; mientras que en las gallinas semipesadas la
seroconversion fue de un titulo inicial de 7464 a un titulo final de 15197. Este estudio
demostré que los titulos de anticuerpos asociados a infecciones de campo se duplicaron, e
incluso, cuadriplicaron sobre los niveles de anticuerpos asociados al plan de vacunacién del
plantel (Hidalgo y Rivas, 2010).
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Por medio del presente estudio, se pretende evaluar la respuesta serolégica vacunal
de gallinas ponedoras de diferentes edades en un plantel comercial mediante la prueba de
ELISA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta seroldgica otorgada por un plan de vacunaciéon contra bronquitis

infecciosa en lotes de gallinas de diferentes edades en un plantel comercial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar los titulos de anticuerpos contra bronquitis infecciosa de lotes de gallinas

ponedoras en diferentes edades segun el plan de vacunacion recibido.

2) Establecer las posibles diferencias de titulos de anticuerpo contra bronquitis

infecciosa de gallinas segun su niumero de vacunas.

MATERIALES Y METODOS
1. Materiales
1.1.1. Aves

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron gallinas ponedoras de diferentes edades
provenientes de una empresa productora de huevos de consumo, ubicadas en la provincia

del Marga-Marga, region de Valparaiso, Chile.

El total de aves en produccién que conforman el plantel completo, eran alrededor de
700.000. Las aves estaban distribuidas en cinco predios denominados granjas, y, dentro de
ellas, existian diferentes areas productivas denominadas sectores. Cada sector alojaba entre
45.000 y 160.000 aves, distribuidas en galpones que albergaban lotes de gallinas de la

misma edad, las que entran y salen de cada galp6n al mismo tiempo.
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1.1.2. Granjas y sectores

Como ya se habia sefialado anteriormente, las aves estaban distribuidas en cinco

granjas, ubicadas separadamente una de la otra.

En la granja 1, se alojaban a pollas que estaban en etapa de cria y recria. En esta
granja, la crianza se realiza en piso hasta las 18 semanas de edad. Una vez cumplido este
periodo, las gallinas que estan entrando en produccion son trasladadas a las granjas de

produccién y se mantienen en jaulas.

En las granjas 2, 3 y 4 se albergaban gallinas que estaban en pleno periodo de
produccién. En la granja 5 se alojaban exclusivamente a las reproductoras, que son las que
generan las pollitas de reemplazo para el plantel. Las granjas, en general, estan separadas

unas de otras por distancias que oscilan entre 1 a 10 kilometros.

Bioseguridad del plantel avicola: la empresa cuenta con medidas de bioseguridad generales.
En todas las granjas, el ingreso esté restringido para personas y vehiculos. Los camiones y
otros vehiculos que ingresan, deben ser desinfectados mediante un arco sanitario (rodiluvio)
0 mediante aspersion con motobomba de una solucién desinfectante. El personal que
ingresa a una granja debe vestir ropa de trabajo (overall y botas) que son entregadas por la
empresa, y pasar por un pediluvio con solucién desinfectante. Ademas, antes de entrar a
cualquier pabellén, se debe pasar nuevamente por un pediluvio. En el caso de la granja N°1,
adicionalmente, las personas que ingresan deben tomar una ducha sanitaria antes de
ingresar al recinto. Por otro lado, el personal que trabaja en un sector productivo tiene
prohibicion de visitar otros sectores. Ademas, estan implementadas otras medidas, tales
como existencia de cerco perimetral, registro de visitas, prohibicién a trabajadores de tener
aves, mallas laterales en los galpones, desinfeccion de galpones, control de plagas, manejo
del agua de bebida, manejo de aves muertas y manejo del guano de acuerdo a un acuerdo
de produccion limpia (APL) suscrito con el Consejo de Produccion Limpia (Asohuevo, 2006a;
Asohuevo 2006b).

1.1.3. Muestras

Las muestras que se tomaron para llevar a cabo este estudio, correspondieron a
muestras de sangre de las gallinas, desde las cuales se obtuvo el suero para la realizacion

de la prueba seroldgica de ELISA. Fueron recolectadas en todos los sectores que conforman
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la empresa, y siguiendo el esquema de trabajo establecido para el muestreo, que se detalla
en la tabla N°1, y considerando el esquema de vacunacién aplicado en el plantel, que se
representa en la tabla N°2. Se seleccionaron las gallinas al azar desde cada uno de los lotes,
gue pertenecen a cada sector productivo. Para la toma de muestra de sangre, se uso
jeringas de 3 ml, agujas de 21G y alcohol al 70% con tintura de yodo como antiséptico en el

area de extraccion.

La poblacion de aves del estudio correspondié a pollitas y gallinas ponedoras de
huevos de consumo cuyas edades oscilan entre las 4 a 98 semanas, pertenecientes a la

raza White Leghorn.
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TABLA N°1: Distribucion de las aves en el plantel productor de huevos de consumo de

multiples edades, considerando edad y nimero de vacunas aplicadas.

GRANJA SECTORES | LOTES EDAD N° VACUNAS N°
APLICADAS AVES/LOTE
(B.1)

1 Los Copihues | C2 4 semanas 1 20
D2 11 semanas 4 20

C3 18 semanas 6 20

2 Los Boldos 1 44 semanas 7 20
2 46 semanas 7 20

Los Quillayes |1 91 semanas 8 20

2 98 semanas 8 20

Los Espinos 1 55 semanas 7 20

2 59 semanas 7 20

3 60 semanas 7 20

4 61 semanas 7 20

5 67 semanas 7 20

6 69 semanas 7 20

3 Los Ceibos 1 42 semanas 7 20
2 40 semanas 7 20

3 36 semanas 7 20

Los Peumos 1 80 semanas 8 20

2 80 semanas 8 20

3 77 semanas 8 20

4 Los Molles 1 22 semanas 7 20
2 19 semanas 6 20

3 21 semanas 7 20

7 90 semanas 8 20

8 90 semanas 8 20

5 Reproductoras | 1 25 semanas 7 20
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TABLA N°2: Plan de vacunacion contra Bl aplicado a las gallinas en el plantel de produccién

de huevos considerando su edad.

EDAD N°vacuna | VACUNA-MANEJO VIA APLICACION

1 dia 1 Bl cepa viva Mass Ocular
Ma5

4 semanas 2 Bl cepa viva Mass Ocular
M48

7 semanas 3 Bl cepaviva Mass + Ocular
ENC (mixta)

10 semanas 4 Bl cepa viva Mass Ocular
M48

14 semanas 5 Bl 4/91 Ocular

17 semanas 6 Bl cepa viva Mass Ocular
Ma5

20 semanas 7 Bl cepaviva Mass + Aspersion
ENC (mixta)

> 70 semanas 8 Bl cepaviva Mass + Aspersion
ENC (mixta)

(*): Al momento del estudio, no habian aves con tres vacunas aplicadas.

1.1.4. Prueba de diagndstico

Para evaluar la presencia de anticuerpos vacunales contra Bl se utilizé la prueba de
ELISA empleando un kit comercial (Laboratorio Idexx®, Westbrook, Maine, USA). Los
materiales empleados en la prueba de ELISA, corresponden a los especificados por el
fabricante del Kit.

1.1.4.1 Equipamiento
- Gradillas para tubos de 12x75mm.
- Micropipeta monocanal ajustable 1-10 pl.
- Micopipeta multicanal de 12 canales. (50 a 300 pl).

- Puntas amarillas desechables (200 pl).
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- Puntas blancas (350 pl).

- Puntas cristal (hasta 10 pl).

- Reloj control.

- Refrigerador (4-8°C).

- Sistema de calefaccion o enfriamiento para mantener la temperatura ambiental entre
18-25°C.

- TermOmetro para medir temperatura ambiental contrastado con termdmetro patrén.

- Espectrofotometro (650 nanémetros) TECAN® Modelo Sunrise.

- Equipo de lavado de placas TECAN® modelo hydroflex.

1.1.4.2 Reactivos

- Agua destilada o desionizada.

- Kit Elisa Idexx® para deteccion de anticuerpos frente a Bronquitis Infecciosa:

Placas tapizadas con antigeno Bronquitis Infecciosa

1 frasco de control positivo-suero pollo anti- virus de la Bronquitis Infecciosa
diluido, conservado con azida de sodio.

1 frasco de control de control negativo — suero de pollo diluido no reactivo al
virus de la Bronquitis Infecciosa, conservado con azida de sodio.

1 frasco de conjugado (de cabra) anti-pollo/anti-pavo: peroxidasa de rabano,
conservado en gentamicina y kathan.

1 frasco de diluyente de la muestra, solucién tampdn, con azida de sodio.
frasco de sustrato TMB (tetrametilbencidina).

frasco de solucién de frenado.

2. Métodos

2.1.1 Extraccién de las muestras

Las muestras se obtuvieron de 20 aves elegidas al azar desde cada uno de los lotes

gue conforman el plantel, segln la recomendacién entregada en la literatura (Borne y Comte,

2001; Jackwood et al., 2007; Thayer y Beard, 2008). De este modo, se obtuvo un total de

500 muestras de sangre. Se extrajo la muestra de sangre por medio de puncién en la vena

alar. Luego de la obtencién de la muestra de sangre, ésta fue vaciada en tubos tipo

eppendorf que fueron mantenidos a temperatura ambiente, a fin de promover una mayor

retraccion de los coagulos, y asi obtener mayor liberacién de suero. Los tubos que contenian
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los sueros se trasladaron al laboratorio donde se realizé la prueba de ELISA para la

deteccién de anticuerpos vacunales contra BI.

2.2.2 Cumplimiento de normas de Bioética
El protocolo experimental, en cuanto a manipulacion de las aves que participaron en
este estudio y la toma de muestras, fue aprobado por el Comité de Bioética Animal de la

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Anexo N°1).

2.2.3. Procesamiento de las muestras
El analisis de las muestras se llevdé a cabo en el laboratorio de Patologia Aviar de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. El laboratorio
cuenta con una sala en donde se realizan pruebas de ELISA, donde se trabaja bajo normas
de gestion de calidad auditadas por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Llegadas las
muestras de sangre, el contenido de cada tubo Eppendorf fue sometido a centrifugacion a
2.500 r.p.m. (centrifuga Mirko 20, Laboratorio Hettich) durante 15 minutos para obtener el

suero. Los sueros fueron guardados y congelados hasta efectuar la prueba de ELISA.

2.2.4. Ejecucion de la prueba de ELISA

La prueba de ELISA que se empled en este estudio fue de tipo indirecto.
Esta se hizo en una placa sensibilizada con antigenos, siendo en este caso antigenos del
VBI; se agreg6 luego el suero y, en cuando hubo anticuerpos presentes, éstos se unieron a
los antigenos que estan contenidos en la placa. Luego, se procedio a lavar la placa para
aplicar, después, el anticuerpo antiespecie conjugado con una enzima. La inmunoglobulina
conjugada se unid a los anticuerpos unidos previamente a los antigenos. Después de este
paso, se realizé un segundo lavado, y luego se adicion6 un substrato/cromé6foro que tuvo
una reaccioén colorimétrica con la enzima del anticuerpo conjugado. Finalmente, se adicion6

una solucién de frenado para detener la reaccién (Anén, 2013).

2.2.5. Entrega de resultados seroldgicos y analisis Estadistico
La reaccién antigeno-anticuerpo fue leida por un espectrofotémetro, que hizo la
lectura de absorbancia de luz a través de los pocillos de las placas y lo expres6 como
Densidad Optica (DO). Esta DO fue tomada por el programa computacional xChekPlus® de

laboratorio Idexx®. Este software realizé operaciones aritméticas y transformd estos
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resultados a titulos de anticuerpos. Al usar este software, se pudo obtener datos estadisticos
por lote de gallinas.

Los resultados de la prueba de ELISA fueron entregados en planillas elaboradas por
el programa computacional xChekPlus® de laboratorio Idexx®. Para que el ensayo sea
valido, la absorbancia media del control negativo debe ser menor o igual que 0,150 y la
diferencia entre la absorbancia media del control positivo y la absorbancia media del control
negativo debe ser menor o igual 0,075. El nivel relativo de anticuerpos en la muestra se
determina calculando el coeficiente muestra a positivo (M/P). Las muestras de suero que
tengan cocientes M/P menores o iguales a 0,20 deben considerarse negativas. Las muestras
con cocientes M/P superiores a 0,20 (titulos superiores a 396) deben considerarse positivas
e indican que ha habido inmunizaciéon u otro tipo de exposicion a Bl (ldexx laboratories,
2012).

Para llevar a cabo el analisis estadistico, se uso el programa computacional Infostat
® (Di Rienzo et al., 2015). Se realizaron las pruebas de Andlisis de la Varianza (ANOVA)
para establecer si hay posibles diferencias en los titulos de anticuerpos contra Bl segun el
nimero de vacunas aplicadas. Para esto se agruparon los datos segln aves que
presentaban 1, 4, 6, 7 y 8 vacunas. Y para establecer con cuantas vacunas se producian

estas diferencias en los titulos de anticuerpos, se realiz6 la prueba de Tukey.
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RESULTADOS

La prueba de ELISA realizada a los 500 sueros estudiados, arroj6 los resultados que se
presentan a continuacion.

En la tabla N°3 se muestran los titulos de anticuerpos presentados por los 25 diferentes
lotes de gallinas estudiados, segun edad y segin numero de vacunas que estas aves
recibieron contra Bl. La MG representa la respuesta seroldgica de 20 individuos que
representan a cada lote estudiado.

Se observa que los lotes Los Copihues C2 y Los Copihues D2, con 4 y 11 semanas de
edad y 1 y 4 vacunas respectivamente, presentaron los menores titulos de anticuerpos
contra Bl de todo el estudio, mientras que los lotes que presentaban desde 6 hasta 8
vacunas obtuvieron los titulos de anticuerpos contra Bl mas altos. El lote Los Copihues C2,
con 4 semanas de edad y con 1 vacuna, presentd una MG de titulos de 74. El lote Los
Copihues D2, con 11 semanas y con 4 vacunas, presento la MG de titulos de anticuerpos
mas baja y fue de 48. Paralelamente, el Coeficiente de Variacion (CV) en ambos casos fue
de 142 y 171,6 %, respectivamente. Los lotes de gallinas que tenian 6, 7 y 8 vacunas contra
Bl, presentaron una MG superior a 1000, a excepcién del lote Los Molles 3 que arrojoé una
MG de 877. A su vez, los CV fueron menores al 100% en todas las aves evaluadas y que
contaban con 6 a 8 vacunas, con la salvedad del lote Los Molles 3, cuyo CV fue de 105,4%.

El lote Los Espinos 3 presentd las MG de titulos de anticuerpos mas altos y fue de 6612.
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TABLA N°3: Titulos de anticuerpos contra Bl correspondientes a 25 lotes de gallinas de

diferentes edades y segun vacunas aplicadas, expresadas como MG y sus respectivos CV.

GRANJA SECTORES LOTES EDAD N° MG CVv
(semanas) | VACUNAS (%)
APLICADAS
(B.I)

1 Los Copihues Cc2 4 1 74 142,0
D2 11 4 48 171,6

C3 18 6 1137 74,5

2 Los Boldos 1 44 7 2316 82,9
2 46 7 2239 72,3

Los Quillayes 1 91 8 4358 45,4

2 98 8 5641 49,4

Los Espinos 1 55 7 6090 447

2 59 7 4430 62,4

3 60 7 6612 50,7

4 61 7 6253 47,7

5 67 7 4782 57,0

6 69 7 3756 69,3

3 Los Ceibos 1 42 7 4096 45,7
2 40 7 3211 56,7

3 36 7 3205 49,6

Los Peumos 1 80 8 4232 58,2

2 80 8 2639 73,1

3 77 8 2095 46,2

4 Los Molles 1 22 7 2738 94,1
2 19 6 2594 60,4
3 21 7 877 105,4

7 90 8 3764 68,7

8 90 8 2520 72,9

5 Reproductoras 1 25 7 4256 49,2

Del andlisis de la tabla N°3 y del grafico N°1, se desprende que los dos lotes con 6
vacunas, el lote Los Molles 2 presenta una MG de titulos de anticuerpos de 2594, mientras
gue el lote Los Copihues C3, una semana después de aplicada la sexta vacuna, presenta
una MG de 1137, un valor menor de la mitad que el del lote Los Molles 2. De los lotes con 7
vacunas contra BI, se vislumbra la presencia de dos grupos. Uno, cuyas edades oscilan
entre 20 y 46 semanas, con una MG entre 2095 (Los Ceibos 3) y 2738 (Los Molles 1). En
este grupo, se exceptua el lote Los Molles 3 (MG: 877), cuya mediciéon se hace una semana
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después de aplicada la séptima vacuna, y el lote de las Reproductoras (MG: 4256), que tiene
un manejo vacunal distinto. El segundo grupo de lotes de gallinas con 7 vacunas agrupa
gallinas de entre 55 y 69 semanas de edad y presentan MG de entre 3756 (Los Espinos 6) y
6612 (Los Espinos 3). Finalmente, los lotes de gallinas con 8 vacunas presentan titulos de
anticuerpos vacunales dispares, con un rango de MG de titulos de anticuerpos de entre 2520
y 5641, que pueden ser similares a los valores presentados por los grupos 1 o 2 con 7

vacunas.

GRAFICO N°1: Titulos de anticuerpos contra Bl de 25 lotes de gallinas de diferentes edades

y segun el nimero de vacunas, expresadas por su MG.
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En el grafico N°2, se presenta los titulos de anticuerpos que representa los 25 lotes

de gallinas, agrupados segun el sector al que éstas pertenece, siendo 8 los sectores del
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plantel. Los titulos se expresaron como las MG de cada sector. El sector de las

Reproductoras sélo hay un lote, por lo que sus titulos de anticuerpos se representd por la

MG de los 20 individuos que formaban parte de la muestra de ese lote. El sector Los

Copihues, representado por tres lotes, demuestra un valor de MG de titulos de anticuerpos

contra Bl muy bajo (159), que no representa la realidad de la situacién porque uno de los tres

lotes tenia 6 vacunas aplicadas y su MG es de 1137. Mientras que los otros dos lotes, con 1

y 4 vacunas, presentan una MG de 74 y 48, respectivamente (Tabla N°3). Los sectores de

Reproductoras, Los Ceibos, Los Boldos, Los Espinos, Los Peumos, Los Molles y Los

Quillayes, con 6, 7 u 8 vacunas, presentaron titulos de anticuerpos con una MG entre 2261y

5212. Estos 7 sectores estan representados por 22 de los 25 lotes de gallinas de este

estudio.

Gréfico N° 2: Titulos de anticuerpos contra Bl de los 25 lotes de gallinas, agrupados en los 8

sectores productivos de la empresa, expresados como MG del sector.
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En la tabla N°4, se presentan los resultados de los andlisis estadisticos realizados para
establecer si hay diferencias en cuanto a los niveles de anticuerpos séricos de gallinas segun

las vacunas aplicadas (1, 4, 6, 7y 8).

TABLA N° 4: Titulos de anticuerpos contra Bl de lotes de gallinas segin nimero de vacunas

aplicadas.
N° de vacunas N Media +/- DE p<0,0001
1 20 301 +/- 440 4
4 20 260 +/-458
6 40 2341 +/-1784
7 280 4711 +/-3337 ¢
8 140 4434 +/-2957

p < 0,05 indica que hay diferencias estadisticamente significativas.

Medias con una letra comun indica que no son significativamente diferentes (p > 0,05).

De la tabla N°4 se desprende que, a medida que las gallinas presentaban mas vacunas,
los promedios de titulos de anticuerpos mostraban diferencias significativas
estadisticamente. Las gallinas con 6 vacunas presentaron valores de titulos de anticuerpos
(2341) estadisticamente mas altos que los lotes que tenian 1 y 4 vacunas (301 y 260,
respectivamente). A su vez, los lotes de gallinas que tenian 7 y 8 vacunas tuvieron titulos de
anticuerpos (4711 y 4434, respectivamente), estadisticamente mas altos que las que
estaban con 6 vacunas. Las gallinas que tenian aplicadas 1 y 4 vacunas no presentaron
diferencias estadisticas entre ellas, asi como tampoco las aves que presentaban 7 y 8
vacunas.

En la tabla N°5 y N°6, se presentan los resultados de los andlisis estadisticos
realizados para establecer si hay diferencias en cuanto a los titulos de anticuerpos séricos de

gallinas, segun sectores que presentaban 7 y 8 vacunas.
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TABLA N°5: Titulos de anticuerpos contra Bl de sectores con gallinas que presentan siete

vacunas aplicadas.

Sector N Media +/- D.E. p=<0,0001
Los Boldos 40 3052 +/- 2420 a
Los Ceibos 60 3997 +/- 2079 ab
Los Espinos 120 6193 +/- 3560 ¢
Los Molles 40 2887 +/- 3433 a
Reproductoras 20 4924 +/- 2487 bc

p < 0,05 indica que hay diferencias estadisticamente significativas.

Medias con una letra comun indica que no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Del andlisis realizado de la tabla N°5, se observa que los sectores con 7 vacunas
aplicadas contra Bl, los sectores de Los Boldos, Los Ceibos y Los Molles presentaron Media
Aritmética (MA) de titulos de anticuerpos estadisticamente similares (3052, 3997 y 2887,
respectivamente). Por otra parte, los titulos de anticuerpos de los sectores de Los Espinos y
Reproductoras son semejantes entre si (6193 y 4924), pero estadisticamente diferentes a los

sectores anteriormente mencionados.

TABLA N°6: Titulos de anticuerpos contra Bl de sectores con gallinas que presentan ocho

vacunas aplicadas.

Sector N Media +/- D.E. p=0,0079
Los Molles 40 4198 +/- 3038 a
Los Peumos 60 3799 +/- 2760 a
Los Quillayes 40 5622 +/- 2877 b

p < 0,05 indica que hay diferencias estadisticamente significativas.

Medias con una letra comun indica que no son significativamente diferentes (p > 0,05).

La tabla N°6 muestra que de los sectores de gallinas con 8 vacunas aplicadas contra
Bl, Los Molles y Los Peumos obtuvieron titulos de anticuerpos con MA similares, de 4198 y
3799, pero ambos sectores son estadisticamente diferentes a los titulos de anticuerpos

presentados por el sector de Los Quillayes (5622).
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DISCUSION

En este estudio, se evalué la respuesta serolégica otorgada por un plan de
vacunacion contra bronquitis infecciosa en lotes de gallinas de diferentes edades en un
plantel comercial. Esto se realiz6 midiendo los titulos de anticuerpos séricos contra Bl de
gallinas ponedoras de huevo de consumo, mediante la prueba serolégica de ELISA. En
nuestro pais, no se contaba con antecedentes bibliograficos relativos a un estudio descriptivo
y de conocimiento publico relacionado con la mediciéon de la respuesta inmune vacunal
contra Bl y que, ademas, integrara a toda la poblacién de un plantel avicola con diversidad
de edades y niUmero de vacunas que éstas aves tengan, ya que las empresas avicolas que
hacen estos controles, mantienen estos datos de forma privada.

Analizando los resultados que arroj6 la prueba de ELISA (Tabla N°3), los titulos
expresados como MG en los lotes Los Copihues C2, 4 semanas edad y 1 vacuna; y D2, 11
semanas y 4 vacunas, fueron bajos e inespecificos (74 y 48, respectivamente) ya que el
manual de especificaciones de Idexx® sefiala que solo titulos superiores a 396 se
consideran positivos e indican que ha habido inmunizacién u otro tipo de exposicién al virus
de BI (Idexx laboratories, 2012). La MG de 74 del lote Los Copihues C2 no es extrafio en
términos de anticuerpos humorales, ya que la primera vacuna, al ser aplicada al dia de edad
en las pollitas, es neutralizada parcialmente por los anticuerpos maternos circulantes en
estas aves. Estas vacunas, pese a que los anticuerpos maternos influyen en la respuesta
inmune sistémica, son beneficiosas debido a que estimulan, en primera instancia, la
respuesta inmune local en el tracto respiratorio alto del pollito. Lo anteriormente dicho ya ha
sido demostrado, los anticuerpos maternos influyen en la neutralizacion de los antigenos
vacunales (Mondal y Nagi, 2001). Villegas-Narvaez (2011) sefala la importancia de los
anticuerpos maternos y que un virus vacunal tiene la capacidad de infectar al ave, a pesar de
la presencia de anticuerpos maternos, todo esto a fin de establecer una inmunidad local.
Davelaar y Kouwenhoven (1981), confirman lo beneficioso de la vacunacion al dia de edad,
debido a que generan proteccion contra Bl de manera local, especificamente en la mucosa
oculo — nasal. Dhinakar y Jones (1997) hallaron la inmunoglobulina Ig A especifica de Bl en
los fluidos lacrimales y en los 6rganos del tracto respiratorio superior en pollos vacunados al
primer dia de edad. Resultados similares en cuanto a nivel de respuesta de titulos medios
de anticuerpos, fueron obtenidos por Roberts et al., (2004), quienes vacunaron lotes de
pollitas de un dia de edad con una vacuna viva por via ocular y obtuvieron MG de

anticuerpos anti Bl del orden de 46, 57,9 y 76,4 medidos a la 4° semana de vida. De la
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misma manera, Torres (2016) obtuvo semejantes resultados de MG de titulos de anticuerpos
medidos a los 14 dias en dos lotes de pollos broilers vacunados al dia de edad con vacuna
viva, con 34,7 y 66,75. En cuanto a los CV, el lote C2 present6 142%, lo que refleja una
amplia dispersion de los titulos de anticuerpos producidos por las pollitas después de ser
vacunadas al dia de edad. Al revisar los titulos individuales de este lote, se evidencia el
amplio rango existente en cuanto a los titulos de anticuerpos (1 a 1725, dato no
documentado). Esta situacién estaria explicada, también en parte, por la influencia de los
anticuerpos pasivos en la respuesta inmune humoral (Mondal y Nagi, 2001).

El lote Los Copihues D2, de 11 semanas, mostré una MG de titulos de anticuerpos de
48, extremadamente baja, todo esto considerando que estas aves ya tenian 4 vacunas
aplicadas contra Bl. Una posible explicaciéon, no demostrada en el presente estudio, podria
ser que los sueros fueron recolectados 7 dias después de aplicada la Ultima vacuna, que
pudo determinar una baja temporal en la deteccion de los anticuerpos. Chhabra et al., (2015)
sefialan que la produccion de anticuerpos sistémicos alcanza su maxima concentracion a las
4 semanas después de aplicarse la vacuna. ElI CV de este lote, al igual que el analizado
anteriormente, también fue alto (171,6%) y al observar los resultados individuales de los 20
individuos del lote se evidencia el amplio rango de titulos de anticuerpos (1 a 1936, dato no
documentado). Esto podria explicarse por factores propios de la variabilidad en la respuesta
inmune individual, también factores asociados al manejo de la vacunacién o caracteristicas
de la vacuna que se aplico a los lotes, segun lo mencionado por diversos autores (Sulaiman
et al., 2003; Di Féabio y Villarreal, 2009; Van Leerdman, 2008a; Jackwood y De Wit, 2013). En
este estudio la respuesta seroldgica a un programa de 4 vacunas esté representada solo por
una medicion (un lote), en las circunstancias que han sido anteriormente mencionadas. Otra
evaluacion futura de este programa con mas lotes con 4 vacunas permitiria sacar
conclusiones mas realistas.

En los lotes Los Copihues C3 (con 6 vacunas) y Los Molles 3 (con 7 vacunas)
también la medicién del titulo de anticuerpos fue efectuada una semana después de aplicada
la dltima vacuna y muestran valores menores que lotes de gallinas homélogos. En estos
casos también parece haber una influencia de la proximidad de la vacunacion al momento de
la cuantificacién de anticuerpos (Chhabra et al., 2015)

En la tabla N°3 se observa que el resto de los 21 lotes de gallinas con 6, 7 u 8
vacunas presentaron titulos medios de anticuerpos contra Bl superiores a 2000 (de 2095 a

6612). La linea base del Manual Idexx® sefiala que, en un plan de vacunas vivas contra BI,
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se espera una MG de 1000 a 4000; y de 5000 a 16000 si se incorpora una vacuna inactivada
(Roza et al., 2013). Estos rangos tan amplios estan influidos por el nimero de vacunas
aplicadas, la edad de las aves, entre otros factores.

Los CV de todos los lotes de 18 semanas y mas (Tabla N°3), fueron menores de
100% (de 44,7 a 94,1), a excepcion del lote Los Molles 3, que por las razones dadas
anteriormente alcanzdé un 105,4%. Ristow (2010) sefiala que es aconsejable evaluar la
respuesta inmune a la vacunacion 2 o 3 semanas después de aplicada una vacuna, en caso
de que se desee validar un programa de vacunacion y, segun los datos de este autor, este
CV obtenido refleja una mala uniformidad en la respuesta vacunal. En efecto, esto queda en
evidencia al ver la respuesta individual de cada uno de los 20 individuos del lote, y cuyo
rango de respuesta de titulos de anticuerpos fue amplio (130-6060, dato no documentado).
El resto de los lotes, alcanzé niveles de CV que indican que la uniformidad del programa de
vacunacion es razonable. Van Leerdman (2008b) establece que un CV esperado para una
buena vacunacion en el caso de ocuparse vacunas vivas oscila en el rango de un 40-70% y
gue una cantidad menor a 30%, refleja el resultado de un excelente programa de vacunacion
0 un desafio viral de campo.

Con respecto a los demas lotes (Tabla N°3 y Grafico N°1), se puede observar que
hay una tendencia a mas altos titulos de anticuerpos mientras mas edad tienen las aves.
Astudillo (2013) midié anticuerpos vacunales en gallinas de postura de campo criadas en
condiciones de laboratorio a las 17, 26, 35, 44, 53 y 65 semanas, y sus MG fueron de 5008,
8180, 4636, 2168, 3926 y 4511, respectivamente, valores semejantes a nuestro estudio,
cuyo maximo titulo de anticuerpos (MG) fue de 6612 y se detect6 a las 60 semanas. Colas et
al., (2010) sefialan que es esperable tener un alza sostenida de MG de titulos de anticuerpos
a partir de la 32 vacunacion. En su experimento esto ocurre a partir de las 16 semanas de

vida del ave.

El Grafico N°2 permite analizar las MG de titulos de anticuerpos obtenidos por las
gallinas segun los 8 sectores a que pertenecen. El rango de titulos de anticuerpos obtenidos
fue de 159 a 5212. Aunque la MG de 159 del sector Los Copihues esta distorsionada porque
agrupa a lotes de aves que tienen entre 4 a 18 semanas, y 1, 4 y 6 vacunas, el resto de los
sectores, que tenian 6, 7 u 8 vacunas y que estaban en plena etapa de produccién de
huevos, obtuvieron un rango de MG de titulos del orden de 2261 a 5212. Valores esperables,

dado que Roza et al., (2013) sefalan que, después de que un lote de gallinas haya recibido
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tres estimulos vacunales previos y, al aplicarle una nueva vacuna viva, los titulos medios de
anticuerpos pueden ascender desde 1000 a 4000, 3 a 5 semanas después de aplicada la
vacuna. Las diferencias de valores de MG entre los distintos sectores productivos de gallinas
puede estar influidas por una serie de factores, tales como la edad, el nUumero de vacunas
gue un ave reciba, los diferentes tiempos en que estas aves han recibido sus vacunas, las
diferentes series de vacunas que se han utlizado en la vacunacién, la diversidad de
vacunadores, etc. (Sulaiman et al., 2003; Van Leerdman, 2008a; Di Fabio y Villarreal, 2009;
Jackwood y De Wit, 2013). Litke (1975) sefiala que aspectos relativos a la crianza comun de
las aves, tales como el clima en los galpones, la higiene, calidad en el agua de bebida,
radiacién solar, presencia de contaminacion, ademas de las condiciones generales de cada
gallina y de la poblacién en general, puede influir en la respuesta de anticuerpos después de
la vacunacién. Auerbach et al., (2014) sefialan que el tipo de alojamiento también puede
influir en el aumento de titulos medios de anticuerpos después de la vacunacién contra Bl.

La tabla N°4 entrega informacion sobre el andlisis estadistico de los titulos de
anticuerpos contra Bl de las gallinas, segun el N° de vacunas, y demuestra que hay un
aumento paulatino de los titulos de anticuerpos después de 6 vacunas aplicadas. El
inesperado bajo titulo promedio del lote con 4 vacunas (260), que en esta tabla se expresa
como MA fue discutido anteriormente y es estadisticamente similar al lote con 1 vacuna, con
una MA de 301 (Tabla N°4). La revacunacion marca un incremento significativo a una MA de
2341 con 6 vacunas; Yy vuelve a haber un incremento significativo a una MA de 4711 con 7
vacunas; sin embargo con 8 vacunas se logra una MA de 4434, que es estadisticamente
similar a la anterior. Lo que se podria interpretar que con 8 vacunas o mas solo se logra
mantener un adecuado nivel de anticuerpos séricos contra Bl. Pinochet y Abalos (1989)
mencionan el efecto booster, y lo define como un sistema de repeticion de un estimulo
vacunal en un periodo definido, a fin de lograr una mayor respuesta inmunitaria. En el caso
de las vacunas vivas atenuadas, éstas son administradas varias veces a lo largo de la vida
del ave, para lograr el efecto booster, vale decir, gracias a la aplicacion continua de vacunas,
se puede elevar los niveles de anticuerpos, haciéndose ademas mas duraderos (Martinez-
Aleson, 2002). Colas et al., (2010) sefialan que, mientras mas vacunas reciba un ave, hay un
incremento en los titulos de anticuerpos. Cavanagh (2003) sefiala que la proteccién de las
vias respiratorias, después de aplicar una Unica vacunacion a virus vivo atenuado, es de

corta duracién y comienza a declinar a partir de las 9 semanas post-vacunacion, lo que hace
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imprescindible la revacunaciéon en la prevencion de la Bl en aves de larga vida productiva,
como las gallinas ponedoras.

En este estudio, debe tomarse en cuenta que la 82 vacuna se aplica masivamente por
el método de aspersion, que no asegura una dosis homogénea de vacuna para las miles de
gallinas confinadas, de 4 a 10 individuos por jaula. Por otra parte, el incremento de
anticuerpos no es infinito y se estabiliza después de cierto numero de vacunas. Siegrist
(2008), sefiala que, después de la exposicién a un antigeno vacunal por revacunacion, hay
una fase de incremento de titulos de anticuerpos, se alcanza un peak que se mantiene,
aproximadamente, unas seis semanas, tras las cuales estos titulos de anticuerpos
descienden lentamente.

En las tablas N° 5 y 6, se entrega informacién sobre el analisis estadistico de los
sectores con 7 y con 8 vacunas, respectivamente. Los sectores con 7 vacunas,
representados en la tabla N°5, con un rango de titulos de anticuerpos de 2887 a 6193, se
diferencian en 2 grupos principales segun titulos promedios estadisticamente diferentes. La
tabla N°6, que representa a los sectores con 8 vacunas, con un rango de MA de 3799 a 5622
también se diferencian en 2 grupos con titulos promedios estadisticamente diferentes. Estas
diferencias, probablemente, estén influidas por las diferencias temporales de la aplicacién de
las vacunas, diferencias estructurales de los sectores, diferencias de las vacunas, diferencias
de manejos y personal de vacunacion, entre otros.

En resumen, en las gallinas con 6, 7 y 8 vacunas hay similitud entre los titulos de
anticuerpos, tanto se analicen como lotes o como sectores. Por otra parte, estos titulos
serologicos, aunque diversos en cada grupo vacunal, se consideran los esperados y
protectivos segun la bibliografia (Astudillo, 2013; Roza et al., 2013).

El corto periodo protectivo que confiere una vacuna viva atenuada contra Bl, obliga a
la vacunacion periédica y el programa bajo estudio incluia 8 vacunas. De alli que en EE.UU,
en muchos planteles de gallinas ponedoras, éstas se revacunan cada 8 a 10 meses. Este
procedimiento también se esta comenzando a aplicar en Chile.

Aungue no esta en los objetivos de este estudio, se puede comentar que, estando la
poblacion de gallinas bajo condiciones de campo, los titulos de anticuerpos obtenidos no
parecen influidos por infecciones de campo del virus de BIl, ya que el equipo técnico de la
empresa no reporté antecedentes clinicos relacionados con la BI, ni problemas productivos

asociados a esta enfermedad durante los doce meses previos al muestreo efectuado.
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CONCLUSIONES

El plan de vacunacion contra Bl de las gallinas ponedoras de esta empresa es el adecuado,
particularmente después de las 6 vacunas, ya que otorga niveles de anticuerpos aceptados y
recomendados en la literatura cientifica internacional.

Los titulos de anticuerpos contra Bl obtenidos con este plan de vacunacién con vacunas
vivas sugieren gue no hay evidencias de una infeccién de campo, en ninguno de los lotes de
gallinas analizados.

La diversidad de titulos de anticuerpos obtenidos y la amplitud de los CV entre los distintos
lotes 0 sectores de gallinas, con o sin namero de vacunas similares, podria estar
relacionadas con factores naturales e incontrolables, o parcialmente influida por la calidad
del manejo vacunal. Esto ultimo justifica recomendar una revision del manejo de la

vacunacion.
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ANEXO 1: Certificado de aprobacién del comité de Bioética Animal de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 16 de junio de 2015

CERTIFICADO N° 15-2015

En relacién con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto: “Evaluacion
serolégica del plan de vacunaciéon contra Bronquitis Infecciosa en
gallinas ponedoras de diferentes edades de un plantel comercial”.
Dicho proyecto corresponde a la Memoria de Titulo de la estudiante
Daniela Marchant C., donde el Investigador Responsable sera el Dr.
Héctor Hidalgo O., y sus detalles contenidos en el Formulario para
obtencion de certificado de Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, este Comité certifica
que el Proyecto satisface lo estipulado en la guia de principios directrices
internacionales para el uso de animales en investigacion biomédica,
elaborada por el Consejo para las Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité, y se ajusta a la
legislacion chilena vigente sobre la materia, incluida la Norma NCh 324-
2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable
trabajard con un maximo de 500 gallinas ponedoras (Gallus gallus). Todos
los individuos ser4n mantenidos en una granja comercial y solo se les
realizar4 una toma de muestra de sangre, para luego continuar su ciclo

productivo normal.
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Tamara Tadich G. Dr/ Sagtiago Urcelay V.
Director residente
Comité de Bioética Animal Comité de Bioética Animal
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