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RESUMEN

La bronquitis infecciosa aviar (BIA) es una enfermedad que ocasiona un
impacto socio-econdmico severo en la industria avicola mundial. Es una
enfermedad respiratoria aguda, altamente contagiosa, caracterizada
primariamente por signos respiratorios en los pollos en crecimiento. En las
ponedoras, la sintomatologia respiratoria es menor pero provoca una
disminucibn marcada en la produccion y calidad del huevo. El agente
etioldégico de esta enfermedad es el virus de la bronquitis infecciosa aviar,
un Coronavirus del grupo 3 de la familia Coronaviridae, orden Nidovirales.
El virus se replica en los tejidos del tracto respiratorio y en muchos tejidos
a lo largo del tracto alimentario. Este virus puede infectar otras especies de
aves ademas de los pollos. Los signos clinicos caracteristicos son tos,
estornudos, estertores tragueales, ojos acuosos, letargo y en los pollos,
especialmente los jovenes, se presentan descargas nasales. Estos signos
son indicativos pero no tienen por si solo valor diagnéstico y la
confirmacion requiere el aislamiento o la demostracion directa de la
presencia del virus aunque la serologia puede ser util en algunas
circunstancias. El diagndéstico de laboratorio requiere el aislamiento viral y
su identificaciéon. Se emplean las técnicas de reacciébn en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), inhibicibn de la hemaglutinacién (HI) y ensayos
inmunoenzimaticos (ELISA), asi como la microscopia electronica,
anticuerpos monoclonales, virus neutralizacion (VN), inmunohistoquimica,
ensayos de inmunofluorescencia y de inmunizacién desafio en pollos. Son
ampliamente usadas vacunas vivas e inactivadas en el control de la
enfermedad.
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Avian infectious bronchitis (BIA) is a disease that provokes a severe socio-
economic impact in poultry world industry. It is a breathing sharp disease,
highly contagious, characterized primarily for breathing signs in chickens in
growth. In the egg-laying, the breathing sintomatology is minor but it
causes a marked decrease in the production and quality of the egg. The
etiologic agent of this disease is the virus of the avian infectious bronchitis,
a group 3 Coronavirus in the family Coronaviridae of the Nidovirales. The
virus is replied in the tejids of the breathing tract and in many others along
the alimentary tract. This virus could infect other species of birds besides
the chickens. The clinical characteristic signs are cough, sneezes, tracheals
rales, watery eyes, lethargy and in the chickens, especially in youth ones,
nasal discharges. These signs are indicative but only they haven™t
diagnosis value and the confirmation requires the isolation or the direct
demonstration of the virus presence although serology could be useful in
some circumstances. The laboratory diagnosis requires virus isolation and
its identification. Are employed techniques as reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR), haemagglutination inhibition (HI),
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA), as well as electron
microscopy, monoclonal antibodies, virus neutralization (VN),
immunohistochemical or immunofluorescence tests, and
immunisationchallenge trials in chickens. They are thoroughly used live and
inactivated vaccines in the control of the disease.

Key words: avian infectious bronchitis | diagnosis | control.

INTRODUCCION

La industria avicola constituye la fuente proteica predominante en muchos
paises. En Cuba, dentro de las especies animales de mayor interés
econdmico se encuentran las aves, debido a que cuenta con un corto ciclo
de explotacién, buena conversion, su carne es beneficiosa para la salud y
brinda la posibilidad de disponer de productos procesados derivados de
esta carne y otros como el huevo, esencial para la alimentacion.

En Cuba, la bronquitis infecciosa aviar (BIA) se reporté asociada a la forma
respiratoria cronica de la enfermedad (Guilarte, 1985), se logré el
aislamiento viral en embrion de pollo y su identificacion por virus
neutralizacion. Para el control de la enfermedad se introdujo la vacunacion
con el empleo de vacuna viva atenuada cepa H120 con resultados
satisfactorios durante varios afios. Sin embargo, con el empleo de la
prueba ELISA en el diagndstico seroldgico, Cuello et al., en los afios 1995 y
2000 observaron un descenso marcado de anticuerpos entre tres y seis
meses post-vacunacion de la tercera dosis (Cuello, 2003; Noda, 2004)
como evidencia de una pobre inmunidad en las ponedoras. En la
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actualidad, se realiza solamente el diagnéstico por aislamiento viral, y es
dificil su identificacion por métodos convencionales.

La BIA es una enfermedad que ocasiona un impacto socio-econémico
severo en la avicultura mundial debido a que las aves infectadas se
caracterizan por tener una pobre ganancia de peso y una rapida
declinacion en la produccion y calidad de los huevos.

El agente etiolégico de esta enfermedad es el virus de la bronquitis
infecciosa aviar clasificado dentro del género Coronavirus, familia
Coronaviridae, orden Nidovirales. El virus se replica en los tejidos del tracto
respiratorio y en muchos tejidos a lo largo del tracto alimentario.

La BIA presenta una variedad de formas clinicas, una de las principales es
la enfermedad respiratoria. La infeccion del oviducto puede conducir a
danos permanentes en las aves inmaduras, en las gallinas puede producir
cese de la puesta o la produccibn de huevos con céascaras finas y
deformadas con pérdida de pigmentacion. Puede ser nefropatogénica
causando nefritis, urolitiasis y mortalidad.

El diagnostico de laboratorio requiere el aislamiento o la deteccion directa
de la presencia del virus, aunque la serologia puede ser util en algunas
circunstancias. Los ensayos de RT-PCR son comunmente usados para
identificar genotipos del virus, los de inhibicion de la hemaglutinacion para
determinar serotipos y los ensayos de ELISA para diagndéstico serolégico.
Otros ensayos son empleados como la microscopia electrénica, anticuerpos
monoclonales, virus neutralizacion, inmunohistoquimica o]
inmunofluorescencia.

Son ampliamente usadas vacunas vivas e inactivadas y el amplio uso de las
mismas puede complicar tanto el aislamiento viral como la serologia en el
diagnoéstico de la enfermedad (Manual OIE, 2008).

OBJETIVO

El presente trabajo tiene como objetivo reunir parte del nuevo
conocimiento publicado sobre la BIA, su agente etioldgico, patogénesis,
epidemiologia, signos clinicos entre otros aspectos de interés, haciendo
énfasis en el diagndstico y control de la enfermedad.

HISTORIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El virus de la BIA fue el primer coronavirus aislado. Observado por primera
vez en los Estados Unidos de Ameérica, en el norte de Dakota en 1930. Un
reporte de Schalk y Hawn en 1931 (Schalk, 1931) de los signos clinicos en
pollos afectados y estudios de laboratorio preliminares de estos casos, es
reconocido como el primer reporte de BIA. Inicialmente esta enfermedad
fue reconocida como una enfermedad respiratoria aguda principalmente de
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los pollos jovenes; sin embargo, mas tarde se observé también en
inmaduros y ponedoras.

La BIA estd ampliamente distribuida en el mundo. Existen
fundamentalmente tres serotipos del virus de la BIA en Norte América, los
denominados Massachussets, Connecticut y Arkansas 99. En Europa, las
denominadas variantes holandesas, designadas mediante numeros (D-274,
D-212).

Aun ocurren brotes en poblaciones de aves vacunadas y las cepas de virus
aislados de estos brotes a menudo son de un serotipo diferente del virus
vacunal.

La enfermedad clinica demostrada se ha reportado en un periodo de Enero
a Junio del 2008 en paises como Argentina, Australia, Bolivia, Brasil,
Burkina Faso, Canada, Chile, Colombia, Costa Rica, Dinamarca, Polinesia
francesa, Alemania, Guatemala, Iran, Israel, Japén, Libano, Nepal,
Holanda, Nueva Caledonia, Nueva Zelanda, Noruega, Paquistan, Suecia,
Tailandia, Reino Unido, Estados Unidos de Ameérica, Uruguay, Vietham y
Zimbawe (World Animal Health Information Database -WAHID, 2009-).

IMPORTANCIA ECONOMICA

La BIA se considera una de las principales enfermedades virales que causa
pérdidas econdmicas significativas a la industria avicola mundial, debido a
que afecta el desarrollo de aves de engorde y ponedoras. Las aves
infectadas se caracterizan por tener una pobre ganancia de peso y una
rapida disminucion en la produccion y calidad de los huevos (Wang, 1997;
Song, 1998).

La morbilidad es generalmente alta, 100% en la mayoria de los casos, pero
la mortalidad frecuentemente es baja (5%), ésta aumenta cuando actuan
cepas nefropatdégenas (Zanella, 2003) o cuando se presenta complicada
con otros agentes patdbgenos como Escherichia coli, micoplasmas y otros
virus (Nagi, 2001).

La naturaleza altamente transmisible de la enfermedad y la existencia de
multiples serotipos del virus han complicado e incrementado el costo de los
intentos por prevenir la enfermedad por inmunizacion.

ETIOLOGIA
El agente etioldgico es el virus de la bronquitis infecciosa aviar. Es un virus
pleomorfico pero generalmente redondeado, con envoltura de 60-200 nm

de diametro, miembro del género Coronavirus, familia Coronaviridae, orden
Nidovirales.
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El virus de la BIA y otros coronavirus aviares de pavos y faisanes estan
clasificados dentro del grupo 3 de los coronavirus. (Cavanagh, 2003).

PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

La mayoria de las cepas del virus de la BIA son inactivadas después de 15
minutos a 56°C y después de 90 minutos a 45°C. Se debe evitar almacenar
el virus a -20°C, sin embargo, el liquido alantoideo infeccioso ha
permanecido viable después de almacenado a -30°C por varios anos.

Los tejidos infectados se preservan bien conservados en glicerol al 50%.
(Otsuki, 1979).

Existe una variacion entre las cepas con respecto a la estabilidad al pH. En
estudios realizados, la reduccién en el titulo después de un tratamiento a
pH 3 a temperatura ambiente por 4 horas varié desde 1-2 logio en la
mayoria de los aislados, a 5 logip para otros (Cowen, 1975). En cultivo
celular el virus es mas estable en medio a pH 6.0 y 6.5 que a pH 7.0 a 8.0
(Alexander, 1975).

El virus de la BIA es labil al éter, sin embargo, algunos virus han
sobrevivido al éter al 20 % a 4°C por 18 horas (Otsuki, 1979).

Se considera que este virus es facilmente destruido por la luz solar, el
calor, los desinfectantes y otros factores del medio ambiente. EIl
tratamiento con una concentracion final de 0.05 (Cook, 1986) o 0.1% de
beta-propiolactona o 0.1% de formalina (King, 1984) elimina la infectividad
del virus.

ORGANIZACION DEL GENOMA VIRAL

El genoma viral es una molécula ARN de simple cadena, polaridad positiva
de 27600 nucledtidos.

Proteinas virales

El virus de la BIA contiene cuatro proteinas estructurales, las proteinas de
la espicula (S), la membrana (M), nucleocapsida (N) y pequefas proteinas
de membrana (E).

La glicoproteina S tiene un peso molecular de 150-180 KDa, posee 3
dominios estructurales, un dominio externo que se subdivide en dos
subdominios S1 y S2, (constituyen la corona que da nombre a este tipo de
virus cuando se visualizan por microscopia electronica), un dominio
transmembranal y un corto dominio C-terminal. Esta proteina es
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responsable de la union del virus a moléculas receptoras sobre las células
hospederas y la fusion de la membrana del viron con membranas de la
célula hospedera, para liberar el genoma viral dentro de la célula.

La subunidad S1 estd relacionada con la infectividad, la actividad
hemaglutinante, virus neutralizacion y lleva secuencias serotipo-especificas
(Cavanagh, 1986), mientras que la subunidad S2 es responsable de la
fusién de la membrana.

La glicoproteina M es altamente hidrofébica y variable, se encuentra
asociada a la proteina N para formar parte de la nucleocapside y en la
envoltura, se asocia ademas con la proteina E de 12 KDa. Esta es
imprescindible para el ensamblaje de la particula viral y su liberaciéon por
budding a través de las membranas del complejo de Golgi.

La proteina N es una fosfoproteina de 50-60 KDa posee 3 dominios
estructurales relativamente conservados, se fosforila rapidamente en el
citosol una vez sintetizada y juega un papel en la replicacién del ARN viral,
la transcripcion, ensamblaje y en la inmunidad a la infeccion.

La proteina E juega un papel esencial en el ensamblaje del virion (Lai,
1997).

Los genes de las proteinas estructurales (S-E-M-N), 5"UTR-gen de la
polimerasa- UTR 37, tienen aproximadamente 500 nucledtidos cada uno,
donde UTR son regiones no traducidas.

Al igual que otros virus ARN, que emplean ARN polimerasas ARN
dependientes para la replicacion del genoma sin actividad correctora de
errores, los coronavirus presentan una elevada tasa de mutaciones.
Ademas, estos virus muestran elevada frecuencia de recombinacién lo que
ha sido demostrado para los virus representativos de todos los grupos del
género.

PATOGENESIS

El curso de la enfermedad en los pollos jévenes es de 7-21 dias
dependiendo de la severidad de la infeccion.

El virus inicialmente infecta el tracto respiratorio superior, donde esta
restringido a las células ciliadas y secretoras de mucus (Dhinaker, 1997).
Los titulos de virus vivo son maximos en la nariz y trdquea en tres dias y
permanecen de dos a cinco dias después (Ambali, 1990; Bacon, 1966).

Titulos de virus similares se encuentran en pulmones y sacos aéreos.
Pequefias areas de neumonia pueden ser observadas en los pulmones,
aungue no se considera que el virus de la BIA cause neumonia (Dhinaker,
1997).
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La infeccibn es comunmente seguida por infecciones bacteriales
secundarias, las cuales pueden ser la principal causa de la enfermedad
debilitante, incluyendo la mortalidad (Vandekerchove, 2004).

Ademas de replicarse en muchos tejidos respiratorios (incluyendo nariz,
traquea, pulmones y sacos aéreos, causando enfermedad respiratoria), el
virus crece en muchas otras superficies epiteliales, incluyendo rifiones,
oviducto, testiculos y muchas partes del tracto alimentario como eséfago,
proventriculos, duodeno, yeyuno, bolsa de Fabricio, tonsilas cecales, recto,
y cloaca (Cavanagh, 2003; Dhinaker, 1997). Comunmente la infeccion de
los tejidos entéricos no se manifiesta clinicamente.

Algunas cepas del virus son intrinsecamente nefropatogénicas, ellas causan
nefritis cuando son inoculadas experimentalmente en pollos libres de
patégenos especificos, causando mortalidad (Cook, 2001; Lambrechts,
1993); Li, 2001; Pensaert, 1994).

La infeccion del oviducto se asocia con la disminucién en la produccion de
huevos. El virus puede también replicarse en los testiculos (Boltz, 2004),
en la glandula Harderiana, un pequefio o6rgano linfoide el cual contribuye
con los anticuerpos producidos localmente para proteger la mucosa 6culo-
nasal (Dhinaker, 1997) y en la bolsa de Fabricio (Ambali, 1990; Seo,
1997).

El virus puede establecer infecciones persistentes en los pollos, lo que
provoca una diseminacién del virus en las heces durante varios meses
después de la exposicion inicial.

DIVERSIDAD ANTIGENICA

El virus de la BIA es uno de los virus genéticamente mas inestables,
durante su replicacidén se producen seis ARN mensajeros por un mecanismo
de transcripcion discontinua (virus anidado), pudiendo ocurrir nuevas
recombinaciones (Cavanagh, 1997). Esto sugiere, que la poblacién de virus
de BIA estd en un estado de cambio continuo en su genoma,
especificamente en la regidon hipervariable del gen que codifica la porciéon
S1 de la proteina de la espiga (S) y son los que dan lugar a nuevos
serotipos (Shi, 2000; Lee, 2001). Esto podria ser consecuencia de presion
inmunoldgica por el amplio uso de vacunas, infecciones mixtas (varios
serotipos) o disminucidon del serotipo dominante (Lee, 2001; Zanella,
2003).

Las variaciones genéticas y antigénicas son observadas en todo el mundo
(Lee 2001, Shi, 2000). Existen quizas cientos de serotipos. Uno de otro
difieren entre 20-25% de los aminoacidos de S1 (Cavanagh, 2005;
Farsang, 2002). Los polipéptidos de S2 difieren entre un 10-15%
(Cavanagh, 2005).
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Sin embargo, algunos serotipos difieren aproximadamente en 50% de los
aminoacidos de S1 (Kuo, 2000).

Diferencias tan pequefias como de 2 a 3% en los residuos de aminoéacidos
(10 a 15 residuos) pueden resultar en un cambio de serotipo (Kant, 1992;
Cavanagh, 1992).

Analisis realizados con anticuerpos monoclonales han revelado que muchos
de los aminoéacidos involucrados en la formacion de epitopes VN estan
localizados dentro del primer y tercer cuarto del polipéptido lineal S1 (De
Wit, 2000), que es donde cepas estrechamente relacionadas también
difieren (Farsang, 2002). Estas partes de S1 son muy tolerantes en
cambios de aminoacidos, cambios que probablemente confieren ventaja
selectiva.

Nuevos serotipos pueden surgir por recombinacion (Jia, 1995) asi como
por mutaciones espontaneas (Wang, 2000). Como ellos emergen, es
importante ser capaces de identificarlos rapidamente y diferenciarlos de las
cepas vacunales en uso.

RELACION ENTRE EL VIRUS DE LA BIA Y OTROS CORONAVIRUS

Los coronavirus de pavos estan genetica (Breslin, 1999) y antigénicamente
relacionados al virus de la BIA (Guy, 2002). Han sido detectados en el
suero de pavos anticuerpos que se unen a antigenos del virus de la BIA
(Weissman, 1987).

La microscopia electronica y algunos analisis antigénicos han indicado que
los faisanes fueron infectados por un coronavirus, algunas veces asociado
con enfermedad respiratoria y algunas veces asociado con enfermedad de
los riflones (Spackman y Cameron, 1983; Pennycott, 2000). El coronavirus
de faisan ha sido detectado en muchos faisanes. El grado de relacion
genética al virus de la BIA es el mismo que entre BIA y el coronavirus de
pavo, excepto con relacién a la proteina S, donde el coronavirus de faisan y
la BIA estan mas relacionados que el coronavirus de pavo.

RANGO DE HOSPEDERO DEL VIRUS DE LA BIA

Los coronavirus genéticamente similares a BIA estan siendo cada vez mas
detectados en especies aviares. Existe evidencia de que la BIA tiene un
rango de hospedero amplio y no solo comprende aves galliformes, sino
también aves no galliformes.

En China, se han aislado coronavirus de pavo (Pavo), gallinas de Guinea

(Numida meleagris), perdices (Alectoris) y también de aves no gallinaceas,
trullos (Anas), que se criaban cerca de aves domésticas.
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Todos los coronavirus estan muy relacionados en cuanto a la organizacion
gendmica y, ademas, en la secuencia génica al virus de la BIA. La
secuencia génica y la infeccion experimental de pollos han indicado que un
aislado de pavo fue la cepa vacunal H120, mientras que un aislado de trullo
fue posiblemente una cepa de campo de un virus de la BIA
nefropatogénico. Por lo tanto, el rango de huéspedes del virus se extiende
mas alla del pollo (Cavanagh, 2005).

RESPUESTA INMUNE AL VIRUS DE LA BIA

Las bases de la inmunidad al virus de la BIA no estan bien claras aun. Los
niveles de anticuerpos en el suero no se correlacionan con la proteccion,
aunque se piensa que los anticuerpos locales juegan un papel en la
proteccion del tracto respiratorio (Ignjatovic, 1994).

Después de la infeccion de los pollos con una cepa virulenta del virus de la
BIA, se han detectado anticuerpos especificos por ELISA, ensayos de VN y
HI (Meulemans, 2001).

En estudios realizados por Martins (1991) se evidencié que después de la
infeccibn con una cepa vacunal viva del virus se detecta una buena
respuesta primaria de IgM e IgG. La infeccion induce ademas, la secrecion
de IgA. La IgM, IgA, pasan al liquido amnidético del huevo, la IgG penetra
en el embridén y es capaz de neutralizar el virus. Otros autores como Pei
(2001) han mostrado que la respuesta de las células T citotéxicas (CTL) en
los pollos esta correlacionada con la disminucién inicial de la infeccion y
signos clinicos. La actividad CTL fue mediada por las células CD8+CD4-.

Después de la infeccion de los pollos por el virus de la BIA, se ha detectado
el interferén en traquea y pulmoén y en niveles mas bajos en plasma, rifién,
higado y bazo (Otsuki, 1987). EIl interferén tipo | de pollo redujo la
replicacion del virus de la BIA en cultivo de células de rifion de pollo (Pei
,2001). Ademaés su aplicacion oral o intravenosa retardd el ataque de la
enfermedad en pollos y su severidad.

Mucho falta por hacer para dilucidar la respuesta inmune y adaptativa al
virus de la BIA. (Dhinaker, 1997)

EPIDEMIOLOGIA

La bronquitis infecciosa es una enfermedad de amplia distribucion mundial
(Cavanagh, 2005; Gelb, 1997; Liu, 2004; Mardani, 2006; Liu, 2004).

El virus es altamente infeccioso, se disemina mediante aerosoles,
directamente por el contacto de pollo a pollo e indirectamente a través de
medios mecénicos (equipamiento contaminado, vehiculos o materiales del
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embalaje de los huevos, entre otros elementos). Varios serotipos pueden
co-circular en una region (Capua, 1999).

El periodo de incubacion de la enfermedad es entre las 18-36 horas post-
infeccién dependiendo de la dosis y ruta de inoculaciéon. Los pollos de todas
las edades son susceptibles pero la enfermedad es mas severa en los
pollitos causando mortalidad (Cavanagh, 1997). Con el incremento de la
edad los pollos se hacen mas resistentes a los efectos nefropatogénicos,
lesiones en el oviducto y la mortalidad debido a la infecciéon (Albassam,
1986).

SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos caracteristicos son tos, estornudos, estertores
traqueales, ojos acuosos, letargo y en los pollos, especialmente los
jovenes, se presentan descargas nasales. Los pollos parecen deprimidos,
pueden estar agrupados bajo una fuente de calor y el consumo de
alimentos y ganancia de peso son significativamente reducidos.

En los pollos mayores de 6 semanas de edad y en aves adultas los signos
clinicos son similares a los sefialados pero las descargas nasales no ocurren
tan frecuentemente y la enfermedad puede no ser advertida a menos que
las aves sean examinadas cuidadosamente. (Cavanagh, 2003; Dhinaker,
1997).

Los pollos jovenes pueden morir directamente de la infeccion por el virus
pero un gran nidmero muere debido a infecciones bacterianas secundarias
(Cavanagh, 2003).

Las aves jovenes y maduras sufren menos de la infeccion viral aunque las
consecuencias econdmicas pueden ser altas. La infeccion en las aves de
engorde resulta en retardo del crecimiento. En ponedoras, disminucion en
la produccion y calidad de los huevos.

En los pollos pesados infectados con virus nefropatogénicos hay una
recuperacion de la fase respiratoria pero comienzan a mostrar signos de
depresion, plumas erizadas y aumenta el consumo de agua. En gallinas
ponedoras disminuye la produccién con cambios en la forma, pigmentacion
y calidad de los huevos en presencia o no de signos respiratorios (Cook,
1986).

La severidad de la produccién declina y puede variar con el periodo de la
puesta y con la cepa de virus.

LESIONES
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Las lesiones asociadas con BIA incluyen una moderada inflamacion del
tracto respiratorio superior. Las aves afectadas muestran una inflamacion
de la nariz, senos nasales y traguea. Generalmente, esta inflamacion es
relativamente suave (mucoide) comparada con otras enfermedades como
la laringotraquitis o la coriza infecciosa. Los sacos aéreos pueden estar
hdamedos, espumosos, opacos o afectados de forma secundaria con pus de
diferentes formas. Tacos caseosos en la traquea son caracteristicos,
especialmente en pollitos.

Las infecciones nefropaticas producen riflones hinchados y sin brillo con los
tumulos y uréteres a menudo distendidos con uratos (Cumming, 1963).

El material fluido de la yema puede ser encontrado en la cavidad abdominal
de los pollos que estan en produccion, pero esto también se ve en otras
enfermedades que causan una marcada disminucion en la produccion de
huevos. Lesiones permanentes en el oviducto pueden ser una consecuencia
de infeccion con el virus de la BIA en pollitos de 1 dia de edad y son una
causa de la reducida produccién de huevos.

DIAGNOSTICO

El diagndstico de la bronquitis infecciosa requiere del aislamiento o la
deteccion del acido nucleico viral. Una respuesta elevada de anticuerpos en
el suero también puede ser util.

El aislamiento viral requiere su identificacion, para ello se han empleado
técnicas como la RT-PCR/RFLP, comunmente empleada para identificar
genotipos del virus. Los ensayos de Inhibicion de la hemaglutinacion para
determinar serotipos y los ELISA para monitoreo general, son a menudo
usados para diagnéstico serolégico.

Ensayos complementarios incluyen la microscopia electronica, el uso de
anticuerpos monoclonales, la virus neutralizacion (VN), la
inmunohistoquimica o ensayos de inmunofluorescencia y tratamientos de
inmunizacion desafio en pollos.

Muestras requeridas y conservacion

En el diagnostico de la bronquitis infecciosa como en el de muchas
enfermedades la toma de muestras es el aspecto mas importante, en
dependencia de una correcta toma, conservacion y envio de la muestra
tendremos la seguridad de lograr aislar e identificar el virus, para lo cual
debemos tener en cuenta sus requerimientos de temperatura, pH y periodo
de supervivencia, aspectos criticos para tener una respuesta deseada. De
lograrlo se garantizaria una excelente efectividad y rapidez diagndstica.
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Las muestras, de acuerdo a la forma en que se presenta la enfermedad,
deben ser obtenidas tan pronto como los signos clinicos de la enfermedad
sean evidentes. Estas muestras deben ser colocadas en medio de
transporte frio y congeladas tan pronto como sea posible.

Para enfermedad respiratoria aguda, se deben tomar exudados del tracto
respiratorio superior de aves vivas o0 tejidos traqueales y pulmoéon de aves
enfermas, colocadas en medio de transporte que contenga penicilina
(10,000 Unidades Internacionales [Ul]/mL) y estreptomicina (10 mg/mL).

Para aves con nefritis o problemas en la produccion de huevos, deben ser
colectadas muestras de riflones u oviducto, ademas de muestras
respiratorias.

En situaciones donde se sospeche la nefritis inducida por bronquitis, se
deben seleccionar muestras de rifiones para examen histopatolégico asi
como aislamiento viral (Cavanagh, 1999). Muestras de sangre de aves
agudamente afectadas y de pollos convalescientes deben ser sometidas a
ensayos serologicos. Una alta proporcion de virus recuperado ha sido
reportado de tonsilas cecales o heces (Alexander, 1978). Sin embargo,
aislados del tracto intestinal puede que no tengan relevancia en la infeccién
final o enfermedad clinica.

Métodos para la identificacion

Las células presentes en el liquido alantoideo de los huevos infectados
pueden ser examinadas para deteccion de antigenos usando un ensayo con
anticuerpo fluorescente (Clarke, 1972) y microscopia electronica directa
para revelar particulas con morfologia tipica de coronavirus en el liquido
alantoideo o en concentrados liquido de cultivo de 6rganos traqueales
(TOCs).

La inmunofluorescencia directa de TOCs infectados ha sido descrita para la
deteccion rapida del virus (Bhattacharjee, 1994), asi como la
inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal grupo-especifico puede
ser usada para identificar virus en membranas corioalantoideas infectadas
(Naqi, 1990).

La serotipificacion de aislados del virus de la BIA y cepas se ha realizado
usando ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion (King, 1984) y virus
neutralizacion en embriones de pollo (Dawson, 1971), TOCs (Darbyshire,
1971) y cultivos celulares (Hopkins, 1974). La neutralizacion de focos
fluorescentes ha sido también aplicada a la diferenciacion de cepas
(Csermelyi, 1988). Los anticuerpos monoclonales, usualmente empleados
en los ELISA han sido utiles en agrupar y diferenciar cepas del virus de la
BIA (Koch, 1986).
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Todos estos métodos son laboriosos, caros, consumen tiempo y requieren
el aislamiento y cultivo de los virus (Kwon, 1993) (Kwon, 1993).

Ensayos como la reverso transcripcion acoplado al PCR (RT-PCR) en
combinacion con analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion (RT-PCR/RFLP) o con secuenciacion han sido descritos para
discriminacion de diferentes cepas del virus de la BIA o para analisis
filogenéticos (Song, 1998; Gelb, 2005). Estos métodos han reemplazado a
la inhibicibn de la hemaglutinacibn y a la virus neutralizaciéon para
determinar la identidad de una cepa de campo.

La ventaja primaria de la técnica de RT-PCR/RFLP radica en su rapidez, no
requiere del aislamiento viral y la propagaciéon de los aislados virales y
puede ser desarrollada directamente a partir de la muestra clinica asi como
de virus previamente aislados. Este procedimiento diferencia serotipos del
virus de la BIA basados en patrones de bandeo electroforético de
fragmentos digeridos con enzimas de restriccion de S1 después de la
amplificacion del gen por RT-PCR (Jackwood, 1997) y puede ser usado en
unidén con una sonda de ADN marcada con biotina para detectar el virus en
el liguido de los huevos cosechados después de la inoculacion de los huevos
con las muestras clinicas (Jackwood, 1992).

La secuenciacion de nucledtidos de un fragmento relevante para la
deteccion del gen S1 es la técnica mas util para la diferenciacion de cepas
del virus de la BIA y se ha convertido en el método de genotipaje de
eleccion en muchos laboratorios. Esta técnica ha producido evidencia de
que a menudo ocurre recombinacion entre las cepas del virus de la BIA
(Cavanagh, 1992).

Recientemente, se ha demostrado que los coronavirus aislados de pavos y
faisanes son genéticamente similares al virus de la BIA, teniendo
aproximadamente 90% de identidad de nucleétidos en la region Il
altamente conservada de la region 3’ no traducida (UTR) del genoma del
virus de la BIA. (Cavanagh, 2001).

La tipificacibn de las cepas del virus de la BIA es util para la
implementacion de medidas de control y para entender la epidemiologia y
la evolucién del virus.

Actualmente se estan empleando técnicas de amplificacion por PCR a
tiempo real o RRT-PCR que permiten diferenciar por ejemplo, las cepas
Arkansas, Connecticut, Beaudette, y Massachusetts 41 con una elevada
especificidad y sensibilidad, incluso la presencia de cuasiespecies virales
(Beaudette).

Esta técnica presenta mayores ventajas respecto a la PCR convencional,
mayor sensibilidad, especificidad y reproducibilidad, ademas de otras
ventajas adicionales como pueden ser el tiempo de realizacion de la
prueba, mucho menor y la posibilidad de cuantificar los moldes
amplificados (Sanchez, 2005; Jackwood, 2003).
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Ensayos seroldgicos

Los Kits comerciales de ELISA pueden ser usados para monitorear la
respuesta de anticuerpos del suero. Los antigenos usados en los kits tienen
reactividad cruzada entre serotipos y esto permite el monitoreo seroldgico
general de la respuesta a vacunas y desafios de campo.

El ensayo de Inhibicibn de la hemaglutinacion es usado para identificar
respuesta serotipo-especifica a la vacunacion y los desafios de campo
especialmente en pollos jévenes en crecimiento.

PREVENCION Y CONTROL

La magnitud de la infeccion dependera de muchos factores incluyendo la
cepa de virus, la edad de los animales en el momento de la infeccion, la
nutricion, el medio ambiente.

El manejo ideal incluye el estricto aislamiento y repoblacion con solo
pollitos de 1 dia de edad, seguido de la limpieza y desinfeccion de las
naves.

Las naves deben ser ventiladas con aire filtrado bajo presién positiva. Los
meétodos comunes de produccion, los que incluyen multiples edades en una
nave o multiples edades en un campo en un area avicola de alta densidad,
hace el control mas dificil.

La bioseguridad es indispensable, en ocasiones resulta insuficiente debido a
que el virus se disemina rapidamente, en consecuencia la vacunacion es
practicada comunmente.

Para el control de la BIA actualmente son disponibles tanto las vacunas
inactivadas en emulsion de aceite y vacunas vivas atenuadas.

Las vacunas vivas, atenuadas por pases seriados en embridén de pollo o por
tratamiento al calor confieren mejor inmunidad local del tracto respiratorio
que las vacunas inactivadas (Manual de la OIE, 2008).

Estas vacunas vivas son usualmente aplicadas a los pollos de engorde al
dia de edad. Algunas veces, aun en situaciones experimentales controladas,
el 10 % de los pollos vacunados no responden con una respuesta inmune
protectiva contra el desafio con la cepa homodloga (Cavanagh, 1997; Nix
2000; Picault, 1986). Esto demuestra que los pollos no son uniformes en su
respuesta a la vacunaciéon con el virus de la BIA.

Otro aspecto importante de la vacunacion es que la proteccion conferida
por estas vacunas es de corta vida (Darbyshire, 1984; Gough 1979).
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Consecuentemente, las ponedoras comerciales, las cuales son mantenidas
por mas de un afo, son vacunadas varias veces con vacuna viva, quizas
con mas de un serotipo. Aun pollos de engorde, los cuales son procesados
a solo 6 semanas de edad, pueden ser revacunados si es muy problematica
la situacion de la BIA en un area determinada (Cook, 1999).

La eficacia de la vacunacion con vacunas vivas varia entre lineas de pollos y
afecta la eficacia de la respuesta inmune (Cook, 1986; Otsuki, 1990;
Pensaert, 2004).

Las vacunas de BIA inactivadas en emulsion en aceite fueron desarrolladas
durante los 1960s y 1970s. El objetivo inicial fue hacer una vacuna que
confiriera una inmunidad de larga duracion en el ave. Una simple
inoculacion de estas vacunas no confiere proteccibn a menos que sea
precedido por una o mas vacunaciones con virus vivo (Manual de la OIE,
2008).

Estudios realizados, usando virus de la BIA inactivado purificado, han
resultado exitosos en conferir un grado de proteccion en el tracto
respiratorio, aunque ésta ha sido menor del 59 % (Song, 1998; Ignjatovic
1994; Cavanagh 1986). Una mejor proteccion con estas vacunas se ha
logrado contra la pérdida en la produccion de huevos (McDougall 1969).

En cuanto a las vacunas de subunidades, la induccion de inmunidad por la
subunidad S1 ha sido estudiada con un preparado de virus purificado
(Ignjatovic, 1994) y la expresion usando baculovirus (Song, 1998). Aunque
la respuesta inmuno protectiva fue inducida, mualtiples inoculaciones de
material subviral fueron requeridas y el porciento de pollos protegidos fue
demasiado bajo (menor del 50 %) para aplicacion comercial.

De manera general, la proteccion frente al virus de la BIA es de corta
duracion y parcialmente exitosa debido a la emergencia continua de nuevos
serotipos y a eventos de recombinacion entre cepas vacunales y de campo.

Actualmente se abren nuevas perspectivas para el desarrollo de vacunas de
la BIA con la existencia de los sistemas de la genética reversa, esto permite
modificar el genoma del virus para el desarrollo de vacunas asi como para
definir los papeles de las proteinas del virus en la patogenicidad, dos areas
de investigacion interrelacionadas (Casais, 2005).

CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

La bronquitis infecciosa aviar es una de las enfermedades mas comunes y
dificiles de controlar en la avicultura mundial y tiene un impacto econémico
severo por lo que resulta de gran utilidad estudiar y comprender el agente
etiolégico, la epidemiologia de la enfermedad y otros aspectos de interés
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que permitan enfrentar un brote de enfermedad con resultados
satisfactorios.

En este trabajo se hizo una revision actualizada del tema, haciendo énfasis
en el diagnostico y control de la enfermedad con el objetivo de dar a
conocer las herramientas que existen para aplicar un buen sistema de
vigilancia, basado en el diagnoéstico efectivo de la enfermedad.

Recomendamos que los interesados en esta temaética lean el articulo pues
este material pudiera servir como fuente de estudio para comprender mejor
esta enfermedad tan importante en la medicina veterinaria.
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