TG0 ACIOVAL TG0 O GIENGE

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

“Nguu\o.\o 0E Mr‘,L‘
(/ﬁffﬁc
AAn s A)

UWG“ PO MY 1\v’

i

H R AU

\c::"

LA PRUEBA DEL FIM EN EL CONTROL DE VA-
CUNAS CONTRA LA INFECCION DE LA BOLSA
DE FABRICIO (IBF)

U i 0 ﬂ 8

PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S E N T A

ANGEL RETANA REYES

ASRBORES: M.V.Z, AURCRA VELAZQUEZ KCHEGARAY
M.V.Z. RICARDO QUETOS GOLLADO

MEXICO, D. F 1981

TES’S DONADA POR
D.G.B. - UBAM




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENI1ODO

P&ag.
RESUMEN .......... e, e \
INTRODUCCION ........... rerer e, . 2
MATFRIAL Y METODOS ...cevivvivssoecnrvaaas 9
RESULTADOS  ovvuvevorenvacnes ereieneeree., 12
DISCUSION v .uvvrvrvevonvooaneonnnnsssenss 20

L]
CONCLUSIONFS . ....u... e retene e vee.. 2h
BIBLIOGRAFIA ........... teetenerenenea... 25



RESUMEN

Il criterio gque se sigue en el control de

vacunas contra la IBF, se basa en 1a observpcion de lesiones macros-~

copicas que produce ¢! virus virulento, proporcionando resultados

dudosos, debido a que la enfermedad no causa gran mortalidad y las

lesiones no son muy aparentes cuando no existen asociaciones del vi-

rus con otras infecciones,

El propbsito de este trabajo fué ver si 1a prue-

ba del FiM, que mide inmunidad celular podris utilizarse para comple-

mentar la prueba de potencia.

Se vacunaron 4 grupos de 20 pollos de 3 a 6 sema-
nas de edad, con diferentes cepas vacunales contra la IBF y un quinto

grupo sin vacunar ( testigo ). 21 dias desputs de 1a vacunaclon se

sangraron para efectuar la prucba del FIM, Los § grupos a los 23 dias

post vacunaclon, se expusieron al virus patoyeno, sacrificéndose nl
quinto dia despues de la exposiclon se notd una clara relacion entre

la proteccion adquirlda por la vacuna y presencia de lesiones macroscO

picas en la Bolsa de Fabricio,

La prueba del FIM revelts una clara d)ferencia

en animales vacunados y no vacunados,




INTRODUCC 11 ON

La Infecclon de la Bolsa de Fabricio { 1BF )

es una enfermedad que aferta al Gallus domesticus de etiologls

viral altamente contaglosa para pollos de 3 a 6 semanas de edad,
Recientemente se ho reportado el alslamiento del virus en el gua=

jolote ( Meliagridis qallopsvo ) ( 27 ). Sospechandose ademds su

presencia en el gorritn silvestre y en la codorniz., ( 1,3,6,14, -

35 ).

La enfermedad fué reportada por primer vez,
por Cosgrove ( 6 ) en 1962, al estudiar un brote que se presentd

en Gumboro, pobiacidtn en Delawsre EUV.A. . [1 autor te liamo

"enfermedad de Gumboro'' la cual por esa época sc confundi® con el
sindrome nefritis-nefrosis. No es sino hasta 1964, en que Wienterield

establece que esta Gltima enfermedad se debe a variantes de la Bron-

quitis infecciosa y que la signologia descrita por Cosgrove, tenis

otra etiologia ( 2,3,22,28 ). Hitchner propuso para no seguir con-

fundiendo estas dos entidodes patologicas, cambiarles la terminologia,
dandoles en nombre de Bronquitis infeccioss a las cepas causantes dei
stndrome nefritis-nefrosis e infeccion de la foisa de Fabricio

( I1BF ) a los brotes con signologia y lesiones descritas por Cosgro-
ve en 1962. ( 1.2, 3, 20 )

Esta enfermedad ha sido reportada en Inglaterra
en 1862, En Italia, lsrac)l y Alemania en 1965, En Suecia 1967, fspafa

y Rumantia 1968, Grecia, Polonia y Francia en 1969, La Enfermedad se




ha reportado también en la India y Sud-Africa. En América se ie ha de~

tectado, en Estados Unidos de Amtrica, Puerto Rico, Brasil, Venezueia,

Chile y Canada, ( 14, 22 )

Estudios estadisticos y serolegicos ( 7 ) demues~
tran que en nuestro pats, esta enfermedad vfi en aumento, alcanzando
en areas avicolas una Inclidencia del 90.5 % caracterizandose los bro-
tes por su violenta presentacion con una mortal idad del 0 al 30 %

pero con una morbilidad hasta del 100 % (6, 7, 23 ).

El agente causal de la IBF es un virus cuya clasi~-
flicacion no estd blen definida, aunque temporaimente se ha clasif icado
dentro de 1a familia Reoviridae. Es un virus icosatdrico con un dliame-
tro de 55 a 65 nm., con capside simple y dos cadenas simples de RNA

su peso moiecular es de 2X106..t|ene una densidad de flotacion de

i.344 g/ml. en cloruro de cesio ( CsC1 ) . La infectividad del virion

persiste después del calentamiento a 60°C durante 90 minutos, es re-
sistente al eter, cloroforma tripsina y pH bajos. Nc produce hemoaglu=-
tinaclion y se localiza en el cltoplasma de Vinfocltos y macrofagos,
Es inestable a un pH de 12, muere por acclon de la cloramina al 0.5 %

en 10 minutos y en contacto con la formallna ol 1 % plerde su poder

infectante. (1, 22, 25 )

Las aves adquleren el virus por via oral, pasa o
proventriculo, molleja y duodeno pudiéndose demostrar en las primeras

12 horas a nlvel entérico por 1o prueba de Inmunofluorescencia ( 34 ),
En el

intestino el virus va y se jocaliza en placas de Peyer, inmedlia-

tamante se presenta una viremia temporal Ilegando de esta mancra a bazo




Bolsa de Fabricio. La principal multiplicacion viral se efectGa en los
centros germinales linfaticos de la Bolsa de Fabricio conduciendo s que
se presente una severs necrosis, desapareciendo las télulas linfoides
y quedando Gnicamente fragmentos celulares, ademds los espacios necro-
sados son ocupados por c&lulag del sistema reticulo endotelial condu~

ciendo éste proceso a una atrofis total de este organo. A las 2b horas

post, infeccion se produce una linfocitosis y una disminuclon de hete~

rofilos: al empezar la multipiicacion viral en bazo, timo, placas de

Peyer y Bolsa de Fabricio, se produce una ltinfocitopenia, ocasionada por

la destruccion del tejldo iinfoide; en macrofagus se encuentran cuerpos

de inclusiOn intracitoplasmaticos. La destruccion de las ceélulas lin-

foides conduce a que se presente una hiperplasla compensatoria de las

vainas adenoides a nivel espla.ico y en la Rolsa de Fabriclo, llevando-

se a cabo una necrosis fibrinoide. F! virus e¢s ¢iiminado aparentemente

por las heces. ( ,6,8,19,34 ).

Todo este proceso da como resuitado que 1a destruc-
cion de la Bolsa de Fabricio, produzca Inmunosupresion y por consigulen~-

te ¢] ave se vuelve nltamente susceptible a todo tipo de infecciones.

{ Wh,15,16,19,29)

Uno de los métodos de profilaxis es la vacunacion
de pollos susceptibles de 2 a 3 semanas de cdad, en dicha practica,

se utilizan vacunas de virus activo modificado en tejido de ridon de

pollo, cepas Lukert, EVB77 y virus muerto tal es el caso de las cepas

F8 y UNO , (12, 15, 16 )



En la produccion de estas vacunas, se em -

plean embrlones de pollo de 9 dias de uvdad, 1ibres de patbgenos

especificos, que son inoculados por vin saco alantoideo con la

semilla vacunal. Posterlormente, & las LB y 72 horas son cosecha~

dos, los fluidos amniocaiantoideos vy «l producto trliturade de las

membranas coriocalantoldeas son mezclados, se estabiliza el produc-

to, se agregan antibloticos y flnalmente se procede a llof ilizar,

(12, 15, 35 ).

En el control de blologico, 1a vacuna se

somete a pruebas de esterllidad, establlldad, Inocuidad y poten-

cia. (12 )

La prueba de esterillidad consiste en el ana-

lisis bacterioltgico y virologico, usando medios selectivos y nu-
tritivos para el crecimiento de aeroblos y anaeroblos y embriones
de pollo para el caso de virus, se debe demostrar que el producto

esthd erxento de cualquier tipo de bacterias, levaduras y hongos,

as! como también de virus hemoagiutinantes de las aves como, bron-
quitls, viruela o laringotraqueitis. { 12 )

En estabillidad, el producto debera mantener
un titulo minimo de 103 Dosis fnfectante cultivo de tejidos 50 %

( D.1.£.T.50% ) por dosis ave, hasta 3 meses después de la fecha
de caducidad ( 12 )




Para probar la inocuidad. se vacunan por lc
menos 10 pollitos de | a 5 dias de edad con el doble de 1a dosis del
biologico por via subcuténea. Las aves son observadas durante un pe-~
riodo de 21 dias post= vacunaclion y no deberan morir, ni presentar
signos de anormallidad alguna atribuible a la vacuna. ( 12 )

Para la prueba de potencia se forman dos

grupos de 10 pollos de | a 2 semanas de edad, tomando el primer grupo

como control y el segundo se vacuna con el biologico en estudio, am=-
bos grupos se mantienen en alslamiento durante 21 dfas. A este tiem~
po se desafian los dos grupos aplicando 0.03 ml, por via ocular del

virus, que representa 100 dosis infectante pollo 50 % ( O0.i.P. 50 % ).

Oespués del desafio, las aves son observadas durante 5 dias }levando-

se el registro de mortalidad s! se presenta, si no se sacrifican los

animales para observar las lesiones cuando menos, en el B0 % del gru-
po control, estas lesiones son: edema peribursal y hemorraglias. Los
animales vacunados no deberan presentar este tipo de lesiones y si las

hay, no deberan exeder al 20 % de ios animales ( 12)

El criterlio para controlar las vacunas que

se describlo anteriormente, es muy subjetivo yo que la simple obser-

vacion de leslones macroscopicas pueden dar resuitados dudosos, debli-

do a que la enfermedad no causa gran mortalldad y las leslones no

son muy aparentes cuando no existen otras infecclones.




Se sabe que las aves poseen una clara separacion

en el sistema linfoide, que les d& 1la capacidad para responder efl-

cientemente al estimulo antigénico, dando uns respuesta inmune

( 31 ). La inmunidad de tlpo humoral que natd dada por linfocitos B,

diferenciados en Holsa de Fabricio, los cuales son activados para evo=-

lucionar a células plasmdticas y estas |iberan anticuerpos especificos,
La inmunidad celular que estd dada por linfocltos T diferenclados en el

timo los que al senslblilizarse liberan linfocinas que colaboran a aeli~

minar el antigeno. ( 21 )

fFstas linfocinas son proteinas con pesos mole-
culares entre 25,000 a 75,000 daltones, entre ellas se encuentran
Factor de transformacion

Linfotoxina
Factor reactivo cutaneo

Factor de agregacion de macrofagos

Factor quimiotactico

Factor inhibldor de la proliferacion

Interferon
Factor mitogenico

Factor inhibldor de la migracion ( FIM ), ( 21, 31 )

Del FIM se sobe que ms un Acido glicoprotéico

cuyo peso molecular es de 35,000 a 55,000 daltones, el cual permancce

activo desputs del calentamiento a 56°C durante 30 minutos, no en diall

zable y su actividad no se modifica por 1a DNass ni 1a RNasa paro si

por la tripsina. ( 4,9,10,11,21,31,132 )




En la actualidad se han desarroliado téc-

nicas in vitro para doterminar la respuesta Inmune, por medio de

la deteccion de las linfocinas. Estas substanclias son el iminadas

al medio de cultivo por los linfocltos sensibilizados, al ponertos

en contacto con el antfgeno que estimuld su sensibilizacion

(5.9.24,26,30,32 ).

La Tecnica del FIM permite valorar la res-

puesta inmunologica de hipersensibilidad tipo IV in vitro, siendo

altamente sensible en las investigaciones

realizadas. ( 3,11,24,30,
12 )

Morita ( 26 ) y Saldlvar ( 30 ) trabajando

an aves encontraron que con solo una pequefia cantidad de ant1geno

(0.1 m1 ), se desencadena el fentmeno de Inhibicion de la migraclion

siendo ademds bastante especifica.

El objetivo de este trabajo fue correlacionar

lo prueba de potencla descrita para tas vacunas contra la IBF -

y la pruebs del FIM para conocer la respuesta inmunologica ce-

fular inducida por este Biologleo.



MATERIAL BIOLOG!ICO ,~

METODOS

los pollos de cada uno de los grupos y

MATFRIAL Y METODDS

10D pollos de engorda de 3 a 6 semanas de edad
clinicamente sanos y no Inmunizadus a la IRF,
Vacunas contra 1a 1BF cepas Lukert, VNJO. EB,
32, y EVB 77.

Virus patogeno de la IBF,

Se formaron 5 lotes de 20 pollos cada uno y se

mantuvieron en completo aislamiento.

Grupo 1 ; Se utilizo como testigo
Grupo 2 ; Fué vacunado con ceps Lukert,
Grupo 3 ; Con vacuna VNJO

Grupo 4 : Vacunado con EB 32
Grupo 5 ; Se vacun0O con cepa FVB 77

A los 21 dias post=-vacunaciOn sc¢ sangraron todos

las muestras de sangre se soO-

metleron a la prueba del FIM. A los 23 dfas post-vacunacion se expu-

sleron a la enfermedad aplicando por via ocular 0.03 ml., del virus

patogeno ( 100 D.1.P. S0 % ) a la LBF, sc llevoel registro de mortali-

dad, as1 como de las lesiones producidas y se¢ compararon los resultados

obtenidos con la prueba del FIM.

La técnica que ase utillz6 para 1a prueba del

FIM, es 1a descrita por Saldivar ( 30 ), siendo de la sigulente forma:
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10

Tomar 10 ml. de sangre de ave usando como anti-

cuagulante Heparina 6 F.D.T.A. (2 ml. al 1.5%

en solucion sallna ).

Centrifugar a 1500 rpm en céntrifuga refrigerada
durante 20 minutos en tubos de 10 cm X12 mm,

Eliminar el plasma.

Reconstltuir el volGmen iniclial con solucibn salina

fisiologica y volver a centrifugar a 1500 rpm du~
rante 20 minutos ( hacer este mismo procedimiento

2 veces ).

Con un capilar extraer del tubo de centrifuga, ta

capa blanca llenandoio hasta las tres cuartas par-

tes vy sellar al calor,

Centrifugar a 1000 rpm de tres s cinco minutos en
una centrifuga clinica.

Cortar los capilares en la interfase ctlulas medio,
utilizando un 18plz2z de diamante & una sierra de ampo.-
lletas.

Colocar uno de los trozos del capilar que contiene los
giobulos blancos en el fondo de la camara de Bloom,

bre una gota de siiicon.,

Sellar la camara con un porta-objetos y parafina.

Llenar uno de los compartimlientaos de la chmara con

medio minimo de Eagles pH 8.2 (MME) en forme lenta con

una jeringa.

SO~



Lienar el otro compartimiento hasta la mitad, con

MME y adicionar 0.1 ml. de antigeno y terminar de lle~

nar con MME.
Sellsr los orificlos con parafina.

Mantener la camara en poslclon vertical durante

5a

10 minutos.

W~

Colocar la cémara en posicion horizontal en un caja
de Petri e incubar a 37°C durante 24 a LP horas.

Hasta este punto se sigui® la técnica descrlta por Saldi-

var, en adelante se describe una modificacion a &sta técnica.

15 .- Hacer la lectura con un amplificador, proyectando las

areas de migracion sobre un papel mllimétrico, delimitandc

éstas con un laplz.

16 .- Contar el ntmero de mm2 del ares de mlgracion.

Para obtener el pcrcentaje de migracion de Va muestra con
antigeno, se sigue la siguiente ccuacion:

No. de mmZ del ares de migracion de la

muestra _con anti 0 100
% DE MIGRACION = dene X

2
No. de mm.“ del aren de migraclon sin antigeno

17 .~ Para obtener el porcentaje de inhibicion de la migracion

se resta a 100 el porcentaje de migracion,
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RESULTADOS

Todos los grupos de aves a los 2! dias post-vacu~-

nacion se sangraron para efectuar la pruebs del FIM y a Yos 23 dias

post-vacunacion se expusieron a la enfermedad obteniendose l10s siguien~

tes resultados:

En el cuadro 2 se observa, que de 20 aves vacuna-

das con cepa Lukert, 17 fueron positivas a la prueba del FIM. A lo ~~

prueba de potencia 15 animales no presentaron tesiones macroscOpicas,
en 2 casos se encontrd hemorragias petequiales y exudado blanco ama-
ritlento. En 3 pollos solo se determin® un aumento de temafio de la

Bolsa de Fabriclo considerandose estos como sospechosos. De 1o que se

interpreta como que tGnicamente 85% de los animales. resistieron la ex-~

posicion aunque de las 5 aves que presentaron lesiones 3 de ellas eran

sospechosas . Las Bolsas de Fabriclo de &stas aves sé examinaron histo-

logicamente, encontrando lesiones en una de ellas reportandose como

positiva a 1o enfermedad y en los otros dos casos no se apreclaron cam-

blos patologicos en los tejidos,

E! lote vacunado con la cepa VNJO, (cuadro 3 ) dc

de 20 aves, 16 fueron positivas a la prueba del! FIM, A la necropsia sc

observaron 13 pollos que no presentaron leslones en la Bolsa de Fabri-

clio. De los 7 restantes en 4 sc determinaron lesiones patognombnicas

de ta IBF y 3 solo exudado blanco amarillento, por 1o que a las Rolsas

de cstas aves se les hizo el exdmen histopatologico, resultando negati-

vas .
En el cuadro U4 se exponen los resultados obtenidos

con la ccpa FB 32 slendo 14 animales de 20 positivos a la prueba del FIM,

.
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En la prueba de potencia, ecn 13 de 20 no v observaron lesiones;

2 de ellas se observaron en forma clara y 5 en forma dudosa. En

el examen histopatologico resultd un caso negativo y L positivos.
El Gltimo grupo vacunado con la cepa FVB77 se

determinb; a la preuba del FIM que 16 de 20 eran positivas., En la

prueba de potencia se observo; 16 aves sin lesiones aparentes, en

3 de ellas pctequlas, exudado blanco ameriilento, aumento de tamafo

de la Bolsa de Fabricioc y la presencia de uratos en riffon, en 1 solo

aumento de tamafio, Al examen histopatologico, la Bolsa de Fabricio

mostro lesiones de la enfermedad.

El grupo numero uno, que estaba formado por las

aves no vacunadas, el 100 % fue negatlgo a la prueba del FIM (cuadro
i y 6). En este grupo no se determint la inhibicion de la migracion
ya que no hubo inhibiciotn sino migracion, En la prueba de potencia

se ogservaron leslones caracteristicas en 5 animales, 9 de eilas mos-
traron alteraciones que se calificaron como sospechosas y 6 de ellas
no tenian aparentemente ninguna lesion. A los 9 casos sospechosos se

les hizo el examen histopatologico, dando como resultado positivo.




CUADRO )

RESULTADOS DE LA PRUEBA DF POTFNCIA Y PRUEBA DFL FiIM
EN AVES NO VACUNADAS CONTRA LA IBF(TESTIGOS)

PRUEBA DE POTENCIA

(Presencia de lesio-
nes macrcscopicas en
la Bolsa de Fabriclo)

PRUEBA DFL FIM
(% DE INHIBICION D
LA MIGRACION)

= eesecemesceasrcecsecsseetennes Ceeeean 4
o et setencteteaseseerteostentannn R L
= eiiecrtniaaes PR B |
" e essssssrecse cecensvans et esscssnseescs 10
S et ieeeeisceesescsirecssacncesseasaenss B
= it tceteesecccsesssccsactsetssacersans 7

T i iesesceecesseavesvensesnsvecnnties O

.2 U -

-

o4 R |

i T ceecsesrecsecrarsessssenrsenes O

i eieeeens Gesesasatessrssereassersanes O

TA L eieenescecscssessaresanccssssieness O

B L iierecsresvacesascssscnssrsseresces 0O

o S ¢
i ieiececstecsesrtereccesosssenssecess D
PP ¢
P
P ¢
R P ¢ ]

TOTALES
{ - ) Negativos 6 20
( +) Positivos 5 0
{ * ) Sospechosos 9 0

100 % negativos a 1 prucbs del FiM

FIM = Factor Inhibidor de 1a Migracion
IPF = Infeccion de la Bolsa de Favricio
Nota:

Las Bolsas de Fabricio de los cnsos sospechosos
men histopatologico, resultando positivos.

se fes hizo el exs-
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CUADRC 2

RESULTADOC A LA PREUBA DE POTENCIA Y PRUEBA DEL FiM EN
AVES VACUNADAS CON LA CEPA LUKERT CONTRA LA 1BF

PRUEBA DE POTFNCIA PRUFBA OFL FIM
(Presencia de lesio- ( % DF INHIBICION DY
nes macroscopicas en LA MIGRACION)

la Bolsa de Fabricio)

- L I R R I N N I I R Y X 100
- L R R R R R W N N I A R R I I Y 100
R 1 ¢
- teesteennen tescesussrocssssasrssaess 100
- cecesmsenanne cetsesesssonseassssssas 100
- Cessesesann . - 1)
P~ &
- P - ¥
- teesssesesssassrresancncsanessrsssss RO
O L1
P R PN 73
R T A
D I - X
-1
Ceecesesesesesiratcaactanseasasat a0 34
* O N 22
o= P €
et seesbeateaeraetaaeadr et artenoron b
+

L R R R R N N I I A A A A}

. Y

tetecesesroatesiesesnctanassasonsenn c

TOTALES

) Negativos 1

) Positivos

) Sospechosos
Proteccion 8

12

( 3
( 17
(

+
*

Viw N

3¢

(o}
85 % de ias muestras mostraron

Inhiblicion
Nota:

A 12 Bolsa de Fabricio sospechosos se te hizo ¢l exdmen histopatologico,
resultando 2 negativos y un caso positivo,




CUADRO 3

RESULTADOS A LA PRUEBA DE POTFNCIA Y PRUFHA DEL FIM
EN AVFS VACUNADAS CON CEPA VN.JO CONTRA LA

1BF
PRUEBA DF POTENCIA PRUEBA DFL FIM
{Presencia de lesio- (% DE INHIBICION Dt
nes macroscopicas en LA MIGRACION)
la Pulsa de Fabricio)
m i tesresets st et ses ettt aanesona {00
i erireeeesaens eeteeaen et . 93
= leeseens eeesesr s e aanse seeesen “oe 93
- cereson Cee s eesasesencas e Cee e 92
m i iieecienan cheeeeeererean . 1
m teeeeeean e eteaeaas Cereeeereaen eee 91
fetreceerereaenen teesrecrsecsess. BO
m ieeeeeaens e ttis et anaas R 1
e ieerecese e Ceeeeereer e 63
T i ieeceeierraecen cene S - 4
Ceectetierraran esesevecsereanennn 5%
Cerseeans eeeeeean eevessseasess Bl
i teetceiteiaaraeen eeeenenas teseses B
T eieiesirrs e cerresanns veteecens 35
Hem i ieteeen e esecessvanrsotestivesans 22
- cesene cesressescnne vesens veeeseon 20
2 cecsasene {0
+ tesecesssisnssaensan sesena vevee 4]
N PPN eeenen . . . 0
+ e Ceesseaneensnnns seesaees 4]
TOTALES
( - ) Negativos 13 L
( + ) Positivos L 16
( * ) Sospechosos 3 0
Proteccion 80 % 80 % de Vas muestras mostraron
Inhiblcion
Nota

A los animnles sospechosos, se les hizo el exfimen histopatologico de
la Bolsa de fabriclo, resultando negativos.
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CUADRO 4

RFSULTADOS A LA PRUEBA DF POTENCIA Y PRUFBA DFL FIM
EN AVFS VACUNADAS CON CFPA 32 CONTRA LA 1BF

PRUEBA DE POTENCIA PRUFBA DFL FIM
(Presencia de lesio- (% OF LA INHIRICION
nes macroscOpicas en DF LA MIGRACION)

la Bolsa de Fabricio)

Ssecessscses e

U 1 10
P ¢ [¢
P I« [+

- P 1+ [
ctscnccrenctsersencnssceracsoncssses I}
e -
e - 1

- Y A
Y A

T [
P 1
eesseesececrnoasssesnasseansensnssne U0

- L P ¥4

Pesescesesvecrosrsecssreacasscsasens 22
w4

I 12
e

crecesneses 1
et cescecasenae

Ceceescsesesesesserennres 7
Yiop

“PPscesnessessserrrr s

®secssescestesssas e e

cresscasasesaas 6
T O T ¥
4 ceetsnerecsaisetaccenersteseraireons 0

TOTALES

- ) HKegativos 13
{( + ) Positivos 2
() Sospechosos 5

Proteccion 70

6
14
0
% 70 % de ias muestras mostra-
ron Inhibicion,
Nota:

A las Bolsas de” Fabricio sospechosas, se les hizo el extmen histopa-
tologlico, resultando un caso negotivo v 4 positivoe




CUADRO 5

RESULTADDS DE LA PRUEBA DE POTENCIA Y PRUFBA DEL FiM
EN AVES VACUNADAS CON CEPA EVB 77 CONTRA LA {BF

PRUEBA DE POTENCIA

(Presencia de lesio-
nes macroscobpicas en
la Bolsa de Fabricio)

PRUEBA DEL FIM
(% DE INHIBICION DE
LA MIGRACION)

R P 10 1e]
- I e ¢
- cieserrecensrecas cerisecnisaess. 100
= eeeaeen crcienasarenaa cieciessas. 100
- eeeeae B - )
- P - 7
- Cerriteenensecnnssonnans ceeenes 93
- -1

Y 1 )
- Y A
S X
- D - 74
ceiseresenenns ceeesvens O -«
-
ieeerreeesiseetetteeieanassans 34
- e eaeiecsecnsscetittoenrennn 21

Wt et eceesecesete s tteceatsenann b
4+ ceeaiesrennan ceeeesetietreneenn 1
+ D Y 0
+ et erseasiesetettateanrannnnas (o]

TOTALTS

Negativos 16 4
Positivos 3 16
Sospechosos i 0
Proteccion 80 ¢ 80 % de

£

o~~~
e 4t
~—

las muestras mostraron
Inhibiclon.

Nota:

La Bolsa de Fabriclo de ta ave sospechosa se le hlzo exdmen his-
topatologico, resultondo positivo.




CUADRO 6

RESULTADOS COMPARATIVOS DE LA PRUEPA DFL FIM Y PRUFBA DE POTENCIA
EN 4 CrPAS VACUNALES CONTRA LA 1EF

PRUEPA DEL FIM

AN IMALES VACUNADOS ........... 80O

POSITIVOS

ceeene

I X
NFGAT IVOS

YRR RN YN

ceceees 17

ANIMALES ND VACUNADOS ........ 20

PDSITIVOS

ceressrsererseseenes O

NEGAT IVOS

B X ¢

RRUEGA DE POTENCIA

D R A N R N I A

Cretrsasersiesserreiaeaes, BO
(78.75%) .........SIN LESIONES ...ovvvsvese,. 63
(21.25%) .........AHIMALES COM LESIONES ..... 17

{ No protegidos )

Animales con lesiones

Francas ....eceerocarnerens 11

Animales con lesliones

SOSPeChoSas ..vsevrerrceess b
sestrressecesssasssrevesorsasssannseorssrensees 20
ereserererrsansnessSIN LESIONES .ooivivnnrenses 6
(100%) ...........ANIMALES CON LESIONES ..... 14

Anlmales con lesiones

Froncas seeeevvevncessssanens

Animales con lesiones

SospechOs8sS ceeeeerroeurssas 9

S v

(78.75%)
(21.25%)

(13.75 %)
(7.5%)
(30,0 %)
(70.0 %)
(25.0 %)

(5.0 %)
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DIsCUS I ON

Ls inmunidad producida por la vacunas se mide mediante

la prueba de potencia, En el caso de las vacunas contra la I|BF, la prueba

:onsiste en probar que Ia vacuna es capdz de evitar, en por 1o menos el

80 %, de los animales vacunados, la presentaclon de lesiones macroscopi-
cos en la Bolsa de Fabricio, cuando se exponen al virus virulento y se
infiere, que la mortalidad se evitars en un porcentaje semejante . ( 12 )
Se sabe que ¢l virus de la I8F, en forma natural y por
si solo no produce una gran mortalidad sino que tsta proviene de las infec~
ciones a las que los animales quedan muy susceptibles. (1,2,6,15,18 ),

De ahi la necesidad de detectar las lesiones que pro-

voca el virus bajo condiciones controladas de laboratorio al quinto dia

post-desafio,

En el presente trabajo los resuitados indican que no

hubo mortallidad y que las lesiones macroscOpicas fueron dificiles de deter-

minar en forma franca, ya que en ¢l grupo de animales no vacunados apenas

te detectd en J4 de 20 aves expuestas al virus virulento y de ellos 9 pre~

sentaban alteraciones que haclan sospechar de la IBF.

Sequn Faragher (13), Helmboldt (18) y Valdes (34)

las lesiones producidas por el virus en bazo, timo y Bolsa de Fabriclo
solo se apracian en los primeros 4 dias post Infecclén ya que después de
este tiempo se presenta un estado de reparacion en los organos fnvolucra-

dos. A lTas 24 horas post- infeccion se puede apreclar a nivel microscopi-

co, la presencia de nGcleos pigndticos y necrosis en los foliculos de la

Bolsade Fabricio, A las L8 horas, se pucde observar la presencia de cé-
lulas linfoldes y edems interfolicular. Macroscopicamente entre 36 y 72
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horas post-infeccitn se puede observar edema peribursal, hemorragias

petequiales y exudado blance amarillento,

De lo anterior se puede deducir que la prueba de

potencia recomendada para el control de este biologico, debers de ob-

servarse entre las 36 y 72 horas, post expusiclion ya que, al quinto

dia, 1as lesionms si se detectan corresponden tal vez a procesos en es-

tado de reparacion que no pueden distinguirse facilmente a simple vista
y que pueden ser confundlidas con lesiones producidas por otros agentes,

cosa frecuente de observar con otras noxas que se presentan en pollos de

esa edad, (4,22).

Se puede pesar y medir las bolans de Fabricio de las
aves en la pruebs para determinar la hiperplasis producida por el virus

patogeno (18), sin embargo Glick (17) y Valdes (34), Indican que tanto

en aves sanas cuno en las enfermas, presentan une qran variacion en el
peso y dimensiones de 1a Balsa de Fabricio, por lo que basandose en &s~

te criterio, no se podria conclulr que ias Bolsas mds grandes y pesadas

correspondan o los animales afectados por el virus.

Por las razones expuestas anteriormente se puede
conclulr, que en el estado actual 1a Interpretacion de la prueba de po-
tencla de las vacunas contra la IBF, tienen apreciaciones subjetivas, lo

que pucde dar como resultado una gran variacltn entre un foboratorio v

otro, Incluso entre un ohservador y otro,

fn la prueba de potencia sc ubserva que siempre se

encontrarbn animales en los que no se pudo determinar con exactitud 1»
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-presencla O ausencia de lesiones macroscopicas, guedandt como s05-
pechoscs por consiguiente, dejando un margen de incertidumbre para
determinar el titulo de Ja prueba de potencia de las vacunas.

Las bolsas de estos animales deben llevarse al

laboratcrio de Patologia para ahi deturminar s$1 hay 6 n0 tesiones
producidax por el virus, 1o que en muchas ocasiones retardara gran-
demente Ia posibiildad de dar un resuttado rapido y oportuno. Si com-

paramos la Inhibicion de la migracion cen Ja supuesta lesitn, podemos

faciimente sefialar en caso que esta sea scspechosa, qué posiblilida-

des tiene de ser positiva 6 negativa. La prueba naqui descrita, nos -

muestra una gran dgnificancia entre las dos pruebas, si tcmamos en

cuenta la lesion y el % de inhibiclon,

Varios autores han encontrado en sus Investigacio-

nes que la prueba del FiM es un indicador de la inmunidad de tipo celu-

lar y que A Vs vez es sensible y especifica. (L4,5.11,24, 33 )

En cste trabajo se observd, en todos los grupos
de pollos vpcunados, asi como los controles, una determinacion clara

y precisa del porcentaje de inhibicion de la migracion de los macrofa-

gos, conslderando como positivos una inhlbicion mayor del 15%, Los anl-

males no vacunados fueron 100 % negatives a la prueba como era de es-

perarse y ¢n los b grupos vacunados se oObservo tombién unn clara dife-

rencia entre los animales que respondieron al estimuio vacunal y los

que no reaccliounaron,




23

Los resultados de este trabajo indican que no

todas las aves vacunadas respondieron con Inhibicion de la migracion,

1o que puede atribulrse a varios factores tales como; titulos bajos de
las vacunas 0 incapacidad de los animales para responder al estimulo an-

tigeno por causas desconocidas. De cualquier modo la prueba del FIM de-

mostro que a través de elln, se pueden detectar en forma clara y obje-

tiva los animales que responden al estimulo vacunal.

En el presente trabajo se introdujo una modifica~

cibtn a la teécnica descrita pcr Saldivar (30), gue consistit en proyec-
tar el 4rea de migracion de los macrofagos sobre papél mil.lmétrico, de-

limitanto el &rca de la migraclon tanto del cultuvo con antigeno como

en el cultivo sin antigeno,
En el trabajo de Saldivor, las areas de migracion

se proyectaban sobre un papel blanco, siendo delimitadas las areas de
migracion y posteriormente pesadas en una balanza analitica. fstos dos

Gitimos procedimientos introducen una gran fucnte de variaciOn y exige

equipo soflsticodo que algunos laboratorios no pueden tenerlo.

l.La prueba del FIM pucde ser repetida varias veces

ya que no es necesario el sacriflcio de las aves y se pueden manejar

varias muestras en una sola jornada de trabajo, sin embargo es requi-

sito indispensable que las muestras sanguineas de los animales, sean

frescas, ya que muestras de 2h 6 mas horas revelan que han disminuido

un gran numerc de leucocitos viables. Se sugiere que s Investiguen

técnicas pora conscrvacion de los leucocitos viables durante més de
24 horas .



24

CONCLUS 1 ONES

La interpretacion de los resultados a la prue-

ba de potencla en el control de vacunas contra la IBF, se ba-

sa en la observacion de las leslones macroscoplicas producidas

por el virus virulento, proporcionando resultados varlables de
un laboratorio a otro, inclusive de un observador a otro.

La prueba del FiM es una ttcnica para determinar
inmunidad celular y puede complementar a la prucba de potencia

en ei control de vacunas contra la |BF, siendo muv senslble,

.

especifica y facil de cuantificar.
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