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Abstract

Seroconversion as the vaccination response and the protection to the challenge against infectious bronchitis
virus was determined in thirty Peterson ´  Avian Farm broilers, both sexes which were vaccinated on one-day
old chicken and three groups were formed (Groups A, B y C). Animals were revaccinated at 23 days (Group
C) with an attenuated vaccine, and antibody titers were obtained by the enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) indirect technique three weeks after prime vaccination. Chicken thereafter, were exposed to a challenge
with the Massachusetts 41 virus strain as a potency test. Thirty broilers served as the non vaccinated control
Group. Results of the virus isolation indicated that broilers vaccinated at one-day old, with half a dose, via spray
and revaccinate at age 23 days old with the complete dose in the drinking water (Group C) presented an 100%
protection. Another Group (B) vaccinated at one-day of age with only a half dose in the drinking water,
presented an 82%. This protection can be considered to be satisfactory. A third Group (A) was vaccinated at one-
day old with half dose by thin drop spray, and presented only an 8.2%, considered to be as not satisfactory. The
geometric mean (TGM) value of ELISA antibodies in groups B and C did not show relation with the protection
against the challenge. Results suggest that the vaccination procedure in group A was not effective and did not
provide protection against infectious bronchitis virus challenge performed at six weeks old.
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Resumen

Se evaluó el procedimiento de vacunación de tres explotaciones avícolas de pollo de engorda, estirpe
Peterson ´  Avian Farm, de sexo indistinto, determinándose la seroconversión como respuesta a la vacuna-
ción, mediante la obtención del título de anticuerpos circulantes utilizando la técnica del ensayo
inmunoenzimático (ELISA) y el porcentaje de protección al desafío con un virus patógeno de bronquitis
infecciosa, cepa Massachusetts 41. Treinta aves fueron vacunadas al día de edad (grupos A, B y C) y
revacunadas a los 23 días de edad (grupo C) con virus activo atenuado. Otras 30 aves fueron grupos testigos
no vacunados. Los resultados del aislamiento viral sugieren que en las aves vacunadas al día de edad, con
media dosis de la vacuna vía aspersión y revacunadas a los 23 días de edad, con una dosis completa en agua
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Introducción

La bronquitis infecciosa (BI) constituye una enferme-
dad ocasionada por un coronavirus con genoma de
ácido ribonucléico (ARN) que produce principalmente
un cuadro de tipo respiratorio en aves jóvenes, gallinas
de postura y reproductoras, aunque en estas dos últi-
mas es más evidente el daño que provoca en el tracto
reproductor debido a que disminuye la producción de
huevo, la calidad interna y externa de éste, así como su
fertilidad e incubabilidad. Algunas cepas del virus
también ocasionan lesiones en aparato urinario, lo que
produce diuresis.1-6 Anteriormente, la forma efectiva de
controlar la BI era por medio de la exposición de virus
no atenuados virulentos, posteriormente se utilizó la
vacunación con virus atenuados. En la actualidad, el
mayor obstáculo para conseguir una protección efecti-
va es el surgimiento continuo de variantes antigénicas
del virus de bronquitis infecciosa (VBI), aunque no se
debe descartar la posibilidad de que la falla sea ocasio-
nada por un protocolo inadecuado de vacunación.2,3

Dado que las vacunas de virus vivo utilizadas en la
actualidad con frecuencia no confieren inmunidad ade-
cuada contra las variantes del VBI, en otros países, las
vacunas de virus vivo contienen variantes atenuadas.
Estas vacunas son más efectivas en la prevención de la
BIA producida por la cepa variante homóloga, pero no
necesariamente confieren inmunidad contra otras va-
riantes y aumentan las posibilidades de que se generen
aún más variantes de VBI, con la introducción de nuevo
material genético. Es, por lo tanto, determinante esta-
blecer si las llamadas fallas vacunales son verdadera-
mente ocasionadas por la aparición de cepas variantes
o son debidas a otras causas, como errores de vacuna-
ción o en los protocolos utilizados, mala calidad de la
vacuna e incluso inmunodepresión.7-9

Se ha tratado de controlar la diseminación del
coronavirus por medio de la utilización de programas
de vacunación adecuados a cada granja; sin embargo,
en ocasiones las aves han manifestado la enfermedad
aun después de haber sido vacunadas, incrementando
la morbilidad y mortalidad debido a que se complica
con bacterias y otros virus.2,7,8 Una posible causa de

de bebida (grupo C), la protección alcanzada fue de 100%. Para otro grupo (B) vacunado al día de edad con
media dosis en agua de bebida, se observó 82% de protección, considerándose satisfactorio, y para un tercer
grupo vacunado al día de edad con media dosis, por aspersión con gota fina (A), se obtuvo sólo 8.2% de
protección, considerándose no satisfactorio. Las medias geométricas (MG) de anticuerpos ELISA obtenidos
en los grupos B y C, no mostraron relación con la protección de las aves al desafío. Se concluye que el
procedimiento utilizado en el grupo A no fue efectivo ya que no proporcionó protección a las aves ante un
desafío con virus de bronquitis infecciosa a las seis semanas de edad.

Palabras clave: VACUNACIÓN, BRONQUITIS INFECCIOSA, POLLOS DE ENGORDA, ELISA.

falla vacunal puede ser la presencia de cepas varian-
tes, que evaden la protección conferida por las vacu-
nas existentes, ya que no existe suficiente protección
cruzada entre serotipos.9-11

El diagnóstico y la evaluación de la respuesta inmu-
ne se realiza mediante pruebas serológicas, como
inmunodifusión en agar, virus seroneutralización, in-
hibición de la hemoaglutinación y el ensayo
inmunológico ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas
en inglés).7,12 Estas pruebas son sólo herramientas en la
evaluación de programas de vacunación o de diagnós-
tico de la enfermedad y es necesario complementar los
resultados con evaluaciones histopatológicas, aisla-
miento viral, actividad ciliar de la tráquea y pruebas
de potencia o desafío entre otras.6,13 Debido a esto y a
que la bronquitis infecciosa continúa ocasionando gran-
des pérdidas económicas a pesar del uso difundido de
vacunas de buena calidad, se decidió evaluar los pro-
tocolos de vacunación de tres granjas comerciales de
pollo de engorda, considerando la vacuna (cepa y
título vacunal), métodos y vías de administración
utilizados, así como la edad del ave a la vacunación.
Los protocolos de vacunación fueron elaborados se-
gún las enfermedades presentes en las granjas evalua-
das y aunque éstos son los más utilizados en la zona,
la prevalencia y los daños provocados por la BI conti-
núan siendo importantes. En este sentido, fue de espe-
cial relevancia evaluar la respuesta serológica de las
aves, así como la protección ante un desafío controla-
do con virus altamente patógeno.

Por lo antes expuesto, y suponiendo que las aves
vacunadas contra bronquitis infecciosa, deben produ-
cir una respuesta inmune suficiente para neutralizar al
virus de campo, se procedió a identificar los niveles de
anticuerpos séricos, producidos por una vacunación a
virus vivo, mediante ELISA y evaluar su capacidad de
protección ante un desafío viral con una cepa pertene-
ciente al mismo serotipo utilizado en la vacunación.

Material y métodos

Se utilizó un total de 60 pollos de engorda de sexo
indistinto, de la estirpe Peterson ´  Avian Farm, for-
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mándose 6 grupos de 10 aves cada uno. Tres grupos
testigo no vacunados (a, b y c), permanecieron desde
el día de edad en unidades de aislamiento bajo condi-
ciones controladas, suministrándoles alimento comer-
cial y agua a libre acceso. Dos grupos (A y C) fueron
primovacunados al día de edad vía aspersión con
media dosis de la vacuna contra el VBI; el grupo B por
vía agua de bebida, con media dosis de la vacuna,
únicamente el grupo (C) se revacunó a los 23 días de
edad vía agua de bebida, con dosis completa de la
vacuna en la granja de procedencia (Cuadro 1), donde
permanecieron hasta la sexta semana de edad, en la
cual fueron remitidas al Departamento de Producción
Animal: Aves, de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de
México, para obtener la muestra de suero y desafiarlas
junto con las aves testigo, con una cepa virulenta
Massachusetts 41* adaptada al embrión de pollo con
título de 104DIEP50/mL, a una dosis de 0.2 mL/ave por
vía ocular.14

Se obtuvo una muestra de sangre de las 60 aves, al
día de edad para determinar la media geométrica
(MG) de anticuerpos maternos y a los grupos A y a, al
día 46 de edad; grupos B y b, 42 días de edad; y grupos
C y c, a los 42 días de edad (segunda obtención de
muestras) para determinar la MG de anticuerpos
posvacunales. La prueba serológica de ELISA se reali-
zó utilizando equipo de diagnóstico y la técnica indi-
recta establecida por KPL. ** El título de anticuerpos se
obtuvo mediante el programa de cómputo PROFILEâ 15

proporcionado por el mismo laboratorio.
El desafío se realizó un día después de la segunda

toma de muestra de sangre, y al quinto día posdesafío
(dpd) se tomaron muestras de la mucosa traqueal de
manera individual con hisopos, los cuales se colocaron
en tubos con 10 mL de caldo triptosa fosfato.17 Una vez
tomada la muestra se sacrificaron e incineraron las
aves para evitar la diseminación del virus de desafío.
Posteriormente cada muestra de hisopo traqueal se
filtró con membranas de poro de 0.45 µm de diámetro
y se inoculó en la cavidad alantoidea, 0.2 mL del
filtrado por embrión de pollo ALPESâ *** de 9-11 días
de edad. La viabilidad de los embriones se observó por
medio de ovoscopio durante 7 días posinoculación
(dpi) consecutivos, al cabo de los cuales los embriones
se sacrificaron y se les realizó estudio post mortem. Las
lesiones que se consideró que eran producidas por el
virus de BI fueron: enanismo, hiperflexión falángica,

miembros pélvicos hiperflexionados y rodeando la
cabeza del embrión, dando aspecto de un ovillo, falta
de desarrollo, persistencia de uratos en el mesonefros,
membrana amniótica engrosada y adherida a la cabe-
za, saco vitelino encogido, membrana corioalantoidea
friable y aumento en el volumen de líquido alantoi-
deo.5,16,17 En la prueba de potencia el aislamiento viral
se consideró satisfactorio, cuando se cumplieron 2
requisitos: por lo menos el 90% de las muestras de las
aves vacunadas fueron negativas al aislamiento del
virus de BI y como mínimo 90% de las muestras de las
aves no vacunadas resultaron positivas.14

Para reaislar el virus de desafío de BI y se manifies-
ten las lesiones al primer pase, es necesario que esté
adaptado al embrión de pollo;5,16,17 asimismo, para
minimizar el riesgo de reaislar un virus vacunal las
muestras de hisopo traqueal deben obtenerse como
mínimo tres semanas después de aplicada la última
vacuna,10 estos criterios se tomaron en cuenta para el
presente estudio.

Estadística

Se realizó el análisis de proporciones mediante la
prueba de Ji cuadrada de los aislamientos virales a los
grupos A, B y C. Se aplicó análisis de varianza a los
resultados de ELISA, donde la variable de respuesta
fue el título de anticuerpos detectados, mientras que la
variable explicativa fueron las vacunaciones. A los
datos obtenidos se les realizó una transformación me-
diante el cálculo de raíz cuadrada, sumándoles 0.5 de
unidad para evitar las cantidades cero. La diferencia
estadística entre grupos se determinó mediante la
prueba de Tukey. La significancia estadística se fijó
con una P< 0.05.

Resultados

Las MG de anticuerpos detectados por ELISA en los
grupos B (909) y C (3140) no mostraron diferencia
estadística significativa a las 6 semanas de edad, y
tampoco hubo relación con la protección de las aves al
desafío, considerando que KPLâ  para BI maneja un
título de 5000 como protector; sin embargo, el grupo A
mostró diferencia en relación con los otros grupos
(Cuadro1).

En el estudio virológico, realizado por medio del
reaislamiento del virus de desafío o prueba de poten-
cia, se observó en el grupo C 100% de protección, estos
grupos corresponden a las aves revacunadas a los 23
días de edad (Cuadro 1). En el grupo B se observó 82%
de protección y en el A sólo 8.2%, considerándose no
satisfactorio. Hubo diferencia estadística significativa
entre los tres grupos. En los grupos testigos no vacuna-
dos se aisló el virus de todas las muestras.

* Donado por Laboratorios de Investigación Aplicada, S.A. 7 Norte
número 16, Tehuacán, Puebla, México.

** Kirkegaard and Perry Laboratories, 2 Cessna Court.
Gaithersburg, Maryland, 20879.

*** Aves Libres de Patógenos Específicos, S.A., 7 Norte número 16,
Tehuacán, Puebla, 75700, México.
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Discusión

Se ha descrito que aves con índices de neutraliza-
ción de 0 han resistido el desafío,18-20 sugiriendo que en
el caso de la BI la respuesta inmune y resistencia del
ave hacia la infección se da principalmente a nivel
local por la presencia de IgA y células de defensa como
los linfocitos T, siendo la glándula de Harder el órgano
encargado de ésta. Este tipo de inmunidad no se ve
significativamente afectada por la presencia de un
elevado título de anticuerpos maternos;21 asimismo,
se discute que la protección contra la enfermedad se
puede presentar en ausencia de una respuesta inmune
de tipo humoral.22

La influencia de inmunidad materna sobre la vacu-
nación de las aves al día de edad puede no ser signifi-
cativa; por el contrario, aves que poseen un título alto
de anticuerpos maternos, presentan reacciones
posvacunales más leves que aves con bajo título.9,23 La
MG obtenida a partir de todos los grupos al día de
edad fue baja; sin embargo, no se puede descartar su
efecto sobre la adecuada generación de inmunidad a
nivel sérico, así como la inmadurez inmunológica
presente en aves de un día de edad y procedentes de
reproductoras inmunizadas en repetidas ocasiones.24

Las MG de los grupos no vacunados (a, b y c) a la
sexta semana de edad fueron 0 en todas las aves, lo
cual indica que los anticuerpos maternos contra BI ya
habían declinado y no fueron detectados por el siste-

ma de ELISA. Se señala que la mejor edad para
primovacunar a las aves utilizando vacunas con vi-
rus vivo es entre la primera y la segunda semanas de
edad, para evitar una posible neutralización del virus
vacunal por los anticuerpos maternos circulantes. Sin
embargo, en aves no vacunadas se ha observado que
dichos anticuerpos declinan linealmente, proporcio-
nando protección contra desafíos hasta la cuarta se-
mana, pero se prefiere vacunar a las aves al día de
edad para disminuir el riesgo de una infección tem-
prana.2,11,25-27

Por otro lado, la media dosis de la vacuna utilizada
en la primovacunación al día de edad de los grupos A
y B, pudo haber influido en el desarrollo de una
adecuada respuesta inmune, ya que al disminuir la
dosis se reduce la carga viral que recibe cada ave
considerando que el título óptimo establecido oficial-
mente es de 104DIEP50/mL, lo que permitió que los
anticuerpos maternos presentes en las aves neutrali-
zaran el virus.2 Al aplicar la mitad de la dosis de la
vacuna se redujeron las reacciones posvacunales seve-
ras en aves jóvenes y la posibilidad de complicaciones
con bacterias u otros virus, pero lo más indicado es
elegir una cepa de alto pasaje que minimiza este riesgo
sin dejar desprotegidas a las aves.3, 28

Al comparar los resultados de los grupos vacuna-
dos con su respectivo grupo testigo, se encontró que
entre el grupo A y a, las diferencias tanto en el estudio
serológico y virológico no fueron significativas. Lo

Cuadro 1

TÍTULOS DE ELISA+ EN SUERO Y AISLAMIENTOS DE BRONQUITIS INFECCIOSA EN EMBRIÓN DE POLLO A PARTIR DE HISOPOS
TRAQUEALES, OBTENIDOS AL QUINTO DÍA POSDESAFÍO, DE LOS SEIS GRUPOS DE AVES UTILIZADAS EN EL EXPERIMENTO,

CON SU CORRESPONDIENTE PROTECCIÓN AL DESAFÍO

Edad a la
vacunación/ Título Embriones Protección

revacunaciónCepa vacunal Vía de evaluados al desafío
Grupo (días)   vacunal (DIEP50/mL) aplicación Tratamiento Títulos ELISA†† Positivos/Total (%)

A 1/NRV Mass 48 105.4 Aspersión V/D 75ab  ± 236 41/50a 8.2
a — — — — NV/D 0a ± 0 50/50 0
B 1/NRV Mass 104.5 Agua de bebida V/D 909bc ± 734 9/50b 82
b — — — — NV/D 0a ± 0 50/50 0
C 1/23 Mass 103.2 Aspersión* V/RV/D

103.5 Agua de bebida** 3140c ± 3076 0/50c 100
c — — — — NV/D 0a ± 0 50/50 0

+ KPLâ  títulos posvacunales, un día antes del desafío (realizado a las seis semanas de edad de las aves). NRV: No revacunado. *En la vacunación (media
dosis). **En la revacunación (dosis completa). V= Vacunación. D= Desafío. NV: No vacunación (grupos testigos). RV= Revacunación. ††Media +
desviación estándar. a,b,c Literales distintas dentro de las columnas demuestran diferencia estadística significativa para títulos de ELISA (P< 0.05) y
aislamientos(P< 0.01).
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anterior indica que la vacunación por aspersión al día
1 de edad no funcionó, lo que pudo deberse a un mal
manejo de la vacuna o a la utilización de un procedi-
miento de vacunación inadecuado. Es necesario consi-
derar que las vacunas administradas por aspersión o
en agua de bebida son susceptibles a la inactivación
por sustancias higiénicas como cloruros. Estas sustan-
cias deben ser eliminadas antes de la vacunación o
disminuir su efecto adicionando algún producto, que
estabilice el título vacunal.5,28

Por otro lado, la vacunación contra BI que incluyó
una revacunación (grupo C) protegió 100% a las aves
contra posibles desafíos de campo. Se menciona que
los niveles de anticuerpos séricos, generalmente no
están correlacionados con la resistencia o susceptibili-
dad de las aves a desafíos y que la prueba de potencia
o de desafío controlado es uno de los métodos más
seguros para evaluar la protección de aves vacunadas
y revacunadas a cualquier edad, con vacunas que
poseen diferente título y administradas por cualquier
vía y método de vacunación.6, 26

Dada la situación actual de la BI en México, es
importante mencionar que no debe descartarse la pre-
sencia de cepas variantes del VBI que evaden la protec-
ción de los anticuerpos generados por la cepa vacunal
y, por lo tanto, ocasionan falla en la respuesta inmune
de las aves hacia la vacunación. 29 Al respecto, Kusters,
en 1987, señala que el uso de vacunas atenuadas,
aunque reducen las pérdidas económicas ocasionadas
por la infección con VBI, también pueden ser respon-
sables del surgimiento de variantes antigénicas, al
darse una recombinación entre las cepas vacunales y
las cepas de campo.30
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