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RESUMEN
ORTIZ NICOLI MIREYA. Cuantificacién de granulocitos y linfocitos en embriones de pollo
libres de patbgencs especificos inoculados con una vacuna bivalente de herpesvirus aviar y un
extracto de linfocinas aviares. (bajo la direcciéa de MVZ, PhD Guillermo Téllez Isaias, MVZ, MC
Victor Manuel Petrone Garcia y DMV Tamis Febérviri). -

Los linfocitos liberan sustancias solubles o linfocinas, las cuales estimulan el sisterma inmune y son
responsables de la proliferacion, diferenciacion y activacién de la inmunidad mediada por células. Si
bien es conocido que las linfocinas estimulan el sistema inmune, dicho efecto no se ha estudiado al
aplicarlas simultdneamente con vacunas de la enfermedad de Marek aplicadas in ovo. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar células que contribuyen a la respuesta inmune celular utilizando el andlisis
histolégico de muestras de saco vitelino, bolsa de Fabricio, timo, higado y médula bsea provenientes de
100 embriones de pollos libres de patégenos especificos divididos en 5 grupos de 20 embriones cada uno
inoculados via saco vitelino al dia 10 de desarrollo embricnaric con: Grupe I) Vacuna bivalente de la
enfermedad de Marek (HVT+SB1), Grupo II) Vacuna bivalente de Ia enfermedad de Marek juato con
linfocinas, Grupe IIT) Linfocinas, Grupo 1V) Diluyente de la vacuna y Grupe V) No inocufados. Las
muestras fueron tomadas a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo embrionario y a 1 dia de edad. En los
resultados se observd un mayor (p<0.05) desarralio de foliculos linfoides en la bolsa de Fabricio de los
embriones inoculados con linfocinas que en los embriones inoculados con la vacuna bivalente aplicada
con finfocinas y que los inoculados con la vacuna bivalente sola. Se encontr6 un mayor (p<0.03)
nimero de granulocitos en ¢l saco vitelino, higado y médula ésea de los embriones inoculados con
linfocinas que en los inoculados con la vacuna bivalente aplicada con finfocinas y que en los inoculados
con la vacuna bivalente sola. Los resultados obtenidos sugieren que la aplicacién de las linfocinas
estimulé tanto la resistencia de! embrién de pollo mediante la maduracién y proliferacién de
granulocitos en el saco vitelino, higado y médula ésea, como al sistema inmune mediante la maduracién
y proliferacién de linfocitos B en la bolsa de Fabricio. La aplicacién de la vacuna bivaiente de la
enfermedad de Marek Ginicamente estimulé 1a resistencia del embrion de pollo. También se observd que
fa aplicacién de las linfocinas junto con la vacuna bivalente de la enfermedad de Marek puede llegar a
modular la posible inmunodepresion causada por la vacuna, con lo cual se puede llegar a disminuir la
incidencia de enfermedades como la bronquitis infecciosa, al encontrarse el sistema inmune en alta
capacidad de respuesta debido a la aplicacién de las linfocinas.

Palabras claves: linfocinas; enfermedad de Marek; vacuna in ovo; granulocitos; linfocitos; embriones de
poflo; HVT; $B1; histopatologia; inmunodepresién.



INTRODUCCION

Debido a que posee un sistema inmune inmaduro que no interfiere de manera
importante con el crecimiento viral, el embrién de pollo s¢ ha utilizado para el aislamiento
de virus y produccion de vacunas entre otros usos. La inmadurez del sistema intnune es
uno de los factores por los que en la actualidad se ha comenzado a utilizar Ia vacunacién in
ove de embriones de pollo de 18 dias con el fin de aumentar el intervalo de tiempo entre la
vacupacién y la exposicion al virus de campo y que el pollito desarrolle un mecanismo

precoz de resistencia hacia un desafio temprano'?.

Si bien el sistema inmune del embrién estd inmaduro, tiene un mecanismo de
resistencia que le permite la supervivencia; entre los componentes de este mecanismo se
encuentran células dendriticas, macréfagos y granulocitos’ que tienen la capacidad de
fagocitar bacterias y otras particulas; el interferén del embridn actiia entre otras cosas como
antiviral’ y el complemento actia por su via alterna para causar citolisis. El saco vitelino,

la aorta, el bazo, el intestino y el higado son sitios de actividad fagocitaria’.

Los 6rganos linfoides principales del embrién de pollo son el saco vitelino, timo y
bolsa de Fabricio (BF) que producen células precursoras de linfocitos’. El timo de las aves
es un 6rgano linfoide par, que consta de 14 16bulos formados por corteza y médula. La
corteza de los 16bulos contiene linfocitos y estd cubierta de una cédpsula de tejido
conjuntivo. La médula estd compuesta por células epitcliales, dendriticas y escasos
linfocitos*. La BF es un saco en cuyo interior existen de 11 a 14 pliegues’, los cuales se
orientan hacia la luz. Estos plicgues contienen foliculos linfotdes. Cada foliculo consta de
una corteza y una médula. En la médula de la BF se encuentran células epiteliales que son
reemplazadas por células dendriticas y linfocitos®. La corteza se desarrolla después del
nacimiento®, contiene linfocitos, células dendriticas y macr6fagos’. En el bazo y BF la
granulocitopoyesis se inicia a los 7 dias de incubacién y la eritropoyesis entre los 11y 15
dias de incubacién®. En el timo se encuentran linfocitos desde los 10 dias de incubacién,

tiempo durante el cual ! timo es activo en linfopoyesis y granufopoyesis®.



Existe evidencia de que la maduracién inmunolégica empieza antes del nacimiento.
De acuerdo a Moore y Owens®, las células germinales hematopoyéticas provienen del saco
vitelino de donde migran a la médula 6sea donde maduran. La superficie del saco vitelino
es mayor entre los 6 y 12 dias de incubacién, etapa en la cual inicia la proliferacién de
células hematopoyéticas precursoras. En la BF se inicia la diferenciacién de linfocitos B
entre Jos 7y 14 dias de incubacién. Los granulocitos son leucocitos polimorfonucleares,
forman parte del mecanismo de resistencia y en las aves y reptiles’ se dividen en
heterdfilos, baséfilos y eosinéfilos; mientras que en los mamiferos se dividen en
neutréfilos, basdfilos ¥ eosinéfilos. Los granulocitos han sido encontrados en 6rganos
hematopoyéticos desde los 12 dias de incubacién®.

Los heterSfilos maduros poseen un nicleo lobulado basofilico y granulos
eosinofilicos’; estos granulocitos son los mis numerosos de la sangre periférica de las aves
y ks primeros en llegar al sitio de inflamacién; poseen gran movilidad y capacidad
fagocitica contra cuerpos extrafios o antigenosg'm'". Estos leucocitos son Jos que en mayor

proporcién se encuentran en infecciones bacterianas®.

Los baséfilos tienen un micleo basofilico redondo, simple y excéntrico, aunque éste
frecuentemente se encuentra dividido en dos ldbulos, sus grinulos citoplidsmicos son
basofilicos, éstos no contienen peroxidasa, ni fosfatasa 4cida como en ¢l caso de los
mamiferos*>'? y actiian como mediadores quimicos en la hipersensibilidad mediada por Ig
E en el caso de los mamiferos®; y en el caso de las aves actian como mediadores quimicos
en Ia hipersensibilidad mediada por Ig Y'*".

Los eosindfilos tienen un nicleo lobulado basofilico y granulos eosinofilicos, son
células redondas cuya funcién primaria es fagocitar y destruir material extrafio, asi como
actuar como moduladores de la respuesta inflamatoria. Sus granulos citoplismicos son
eosinofilicos; se encuentran cominmente en hipersensibilidad e infecciones de neméatodos

contra los que tienen accidn citotoxica'™'%.



Los linfocites forman parte del sistema inmune. Son células redondas que varian de
7-15 pm de dimetro, contienen un micleo redondo y grande que se tifie basofilico de
manera intensa y uniforme’. En la BF toma lugar la diferenciacién de linfocitos B y se
pueden detectar células precursoras capaces de producir [gM, IgY e IgA, alos 10, 14y 16
dias de incubacién respectivamente; mientras que en el timo se lleva a cabo la
diferenciacién de linfocitos T, pudiendo detectarse linfocitos CD3 a los 9 dias de
incubacion’.

Los linfocitos T activados liberan sustancias solubles o linfocinas'*. Las linfocinas
no se unen a los antigenos ni son especificas para ellos. Estas substancias actian sobre
muchos tipos celulares diferentes e inducen cambios funcionales en ellos como la
interlecucina 2 que participa en el crecimiento y sintesis de anticuerpos de los linfocitos B,
o ¢l factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (CSF-GM) que participa en
la diferenciacion de granulocitos, entre otras céhulas'’. Dependiendo de su actividad
bioldgica las linfocinas se dividen en: a) citocinas mediadoras de la inmunidad, b) citocinas
mediadoras de la activacién, proliferacion y desarrollo de lLinfocitos, ¢} citocinas
mediadoras de 1a inflamacién y d) citocinas mediadoras del crecimiento y diferenciacion de
leucocitos inmaduros (granulocitos, macréfagos y células dendriticas)'. Hallazgos
recientes han demostrado que la administracién profilictica de linfocinas provenientes de
pollos inmunizados contra Salmonella enteritidis fagotipo 13 (SE-SLT), confiere
proteccitn significativa a la infeccion de Salmonella sp, en embriones de 18 dias, pollos y
pavos de un dia de edad’. Es posible que la proteccidn profilactica conferida por las
linfocinas no se limite a la reduccién en la infectividad de algin microorganismo
especifico, sino de otros antigénicamente distintos. En ia actualidad ha quedado
demostrada la proteccién de linfocinas para un determinado microorganismo,
observindose gran participacién de heterdfilos en la resolucidn de la infeccidn al
potencializar las actividades funcionales de la fase heterofilica'®. Esto se puede deber a que
la administracién de linfocinas estimula la eficiencia de heteréfilos para fagocitar. Ademas
la naturaleza inespecifica de la fagocitosis y la eliminacién del antigeno o agresor por los
granulocitos, sugieren que las linfocinas estimulan ambas funciones y pueden ofrecer

proteccién contra los patégenos que cominmente afectan a las aves neonatas'®,



La enfermedad de Marek (EM) es ocasionada por un Herpesvirus asociado a
ctlulas. Esta enfermedad es altamente contagiosa, la mds comin de las enfermedades
linfoproliferativas de los pollos. Inicialmente causa una infeccién litica de linfocitos B y
posteriormente infecta a los linfocitos T, causando inmunodepresién'"'®. Desde la década
de los 70's comenzé a inmunizarse con vacunas bivalentes de 1a EM (VB-EM) compuestas
por las cepas del serogrupo 3 del Herpesvirus (HVT) y de! serogrupo 2 cepa SB1 (SB1), a
pollitos en su primer dia de edad para contrarrestar las grandes pérdidas econdmicas
producidas por esta enfermedad y en la actualidad se estdn comenzando a utilizar vacunas
in ovo’. La utilizacién in ovo de vacunas de la EM ha demostrado tener eficacia contra
dicha enfermedad, ya que se incrementa el tiempo entre la vacunacién y un desafio
temprano del virus de 1a EM, tiempo durante el cual sc desarrolla una replicacién de la cepa
vacunal ¢ inmunidad contra dicha enfermedad'®?°. Sin embargo, se ha demostrado que los
pollos resultantes de los embriones vacunados in ovo presentan mayor incidencia de
bronquitis infecciosa (BI), esto se puede deber a que el virus vacunal de la EM interfiere
con la proliferacién de linfocitos en el embrién de pollo*#2.

Si bien es conocido que las linfocinas estimulan el sistema inmune por medio de la
proliferacién, diferenciacién y activacion de células' entre otros mecanismos, el efecto
de las linfocinas no se ha estudiado al aplicarlas simultAneamente con vacunas en embridn
de pollo. Este efecto pudiera dar evidencias histolégicas de inmunomodulacién, con lo que
pudiera disminuir la inmunodepresién producida por la vacuna de la EM y por lo tanto la
incidencia de enfermedades como BL.

HIPOTESIS

- La VB-EM favorece mayor caniidad de granulocitos en el higado, saco vitelino y
médula sea de embriones de pollo libres de patdgenos especificos (ELPE), inoculados
a los 10 dias de incubacion, comparado con los embriones no inoculados.



La VB-EM causa menor cantidad de foliculos linfoides bursales e hipoplasia de la
corteza timica en ELPE, inoculados a los 10 dias de incubacién, comparado con los

embriones no inoculados.

Un sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmorella
enteritidis fagotipo 13 evita que varie la cantidad de foliculos linfoides bursales y la
relacion corteza y médula timica, por aplicacion de 1a VB-EM, en ELPE, inoculados a
los 10 dias de incubacion, comparado con los embriones no inoculados.

OBJETIVOS

Cuantificar los granulocitos en higado y saco vitelino de ELPE inoculados con SE-SLT
y la VB-EM a los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de
desarrollo embrionario y en la médula 6sea de pollitos de 1 dia de edad.

Cuantificar los foliculos linfoides bursales de ELPE inoculados con SE-SLT y la VB-
EM z los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo
embrionario y 1 dia de edad.

Obtener la proporcion de corteza y médula timica de ELPE inoculados con SE-SLT y la
VB-EM 2 los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desamrollo
embrionario v 1 dia de edad.

MATERIAL Y METODOS

Embriones para experimentacién

Se utilizaron 100 ELPE de 10 dias de edad (ALPES® Tehuacén, Puebla, México).



- La VB-EM causa menor cantidad de foliculos linfoides bursales e hipoplasia de la
corteza timica en ELPE, inoculados a los 10 dias de incubacién, comparado con los

embriones no inoculados.

- Un sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmornella
enteritidis fagotipo 13 evita que varie la cantidad de foliculos linfoides bursales y la
relacién corteza y médula timica, por aplicacion de la VB-EM, en ELPE, inocutados a
los 10 dias de incubacitn, comparado con los embriones no inoculados.

OBJETIVOS

- Cuantificar los granulocitos en higado y saco vitelino de ELPE inoculados con SE-SLT
y la VB-EM a los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de
desarrollo embrionario y en la médula 6sea de pollitos de 1 dia de edad.

- Cuantificar los foliculos linfoides bursales de ELPE inoculados con SE-SLT y la VB-
EM a los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo
embrionario y 1 dia de edad.

- Obtener la proporcitn de corteza y médula timica de ELPE inoculados con SE-SLT y la
VB-EM a los 10 dias de incubacion y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo
embrionario y 1 dia de edad.

MATERIAL Y METODOS

Embriones para experimentacion

Se utilizaron 100 ELPE de 10 dias de edad {(ALPES® Tehuacan, Puebla, México).



La VB-EM causa menor cantidad de foliculos linfoides bursales e hipoplasia de la
corteza timica en ELPE, inoculados a los 10 dias de incubacién, comparado con los

embriones no inoculados.

Un sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Safmonella
enteritidis fagotipo 13 evita que varie la cantidad de foliculos linfoides bursales y la
relacién corteza y médula timica, por aplicacion de la VB-EM, en ELPE, incculados a
los 10 dias de incubacion, comparado con los embriones no inoculados.

OBJETIVOS

Cuantificar los granulocitos en higado y saco vitelino de ELPE inoculados con SE-SLT
y la VB-EM a los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de
desarrollo embrionario y en la médula dsea de pollitos de 1 dia de edad.

Cuantificar los foliculos linfoides bursales de ELPE inoculados con SE-SLT y la VB-
EM a los 10 dias de incubacibn y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo
embrionario y 1 dia de edad.

Obtener la proporcién de corteza y méduta timica de ELPE inoculados con SE-SLT y la
VB-EM a los 10 dias de incubacién y sacrificados a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo
embrionario y 1 dia de edad.

MATERIAL Y METODOS

Embriones para experimentacién

Se utilizaron 100 ELPE de 10 dias de edad (ALPES® Tehuacan, Puebla, México).



Vacuna bivalente

La VB estuvo formada por la cepa HVT y SB1 con titulos de 10° unidades
formadoras de placa (UFP) /dosis respectivamente de 200 pl cada una (INTERVET®
Toluca, Edo. de México).

Diluyente vacunal
Solucién de 200 ml compuesta por:

NaCl 800¢g

KCl 020¢g

Na;HPO, 140¢

KH,POy 0.26¢

Sacarosa 75.0g

Suero fetal bovino .02 g

Rojo de fenol 0.001 g

Preparacion de linfocinas

Las SE-SLT fueron preparadas de acuerdo a la metodologia descrita por Téllez?® y
fueron proporcionadas por el Dr. Kogut del Departamento "United States Departament of
Agriculture, Agricultural Research, Feod Animal Protection Research Laboratory, College
Station, Texas (USA USDA- ARS)".

Diseiio de tratamientos

Los ELPE se dividieron en 5 grupos de 20 embriones cada uno y fueron inoculados

via saco vitelino al 10° dia de incubacion de la siguiente manera:

Grupo I. Los embriones se inocularon con una dosis completa de 260 pl de los virus
vacunales HVT y SB1.



Grupo II. Los embriones se inocularon con una dosis completa de 200 pl de los virus
vacunales HVT y SBI junto con 100 pl de SE-SLT.

Grupo II1. Los embriones se inocularon con 100 ul de SE-SLT.
Grupo IV. Los embriones se inocularon con 200 ul del diluyente de la vacuna,

Grupe V. Los embriones no fueron inoculados.

Toma de muestras

A los embriones se les aplic6 ¢l método de eutanasia por decapitacion descrito por
Andrews y colaboradores™, como el método més conocido para embriones de aves cuando
sus 6rganos tienen que ser procesados para histologia; utilizado para evitar la autélisis de
los érganos?,

Ristolegia

Se tomé Ia cadena timica derecha, una seccidn transversal de 2 mm de espesor de la
parte media del l5bulo hepitico izquierdo, asi como una 4rea de 1 em? del saco vitelino del
pole craneal, médula ésea a partir de fémur y la bolsa de Fabricio completa. Las muestras
fueron fijadas en formalina al 10% amortiguada, pH 7.4. Una vez fijados los drganos, se

procesaron con la técnica de rutina para cortes en parafina y tefiidas con hematoxilina y

eosina’>.

Se tomd una muestra de la VB-EM equivalente a una dosis completa por embrién de
200 pl de manera aséptica y se procesé para la titulacidn del herpesvirus aviar HVT y
SB1%, A partir de! indculo de la VB-EM se realizaron diluciones decimales hasta Hegar a
la dilucién 10, Una cantidad de 50 pl por dilucién fue inoculada en 8 pozos de una placa



que contenia fibroblastos de embrién de pollo de 9 dias de desarrollo formando monocapa,
dejandose controles no inoculados y controles inoculados con el dituyente de la vacuna. La
placa fue incubada a 37° C con 5 % de CO;, observandose los efectos citopéticos durante 5
dias postinaculacién’’.

Bacterielegia

Se tomaron muestras del higado, timo, saco vitelino, médula dsea y bolsa de
Fabricio y se procesaron para aislamiento bacteriano®, para comprobar la esterilidad de los
ELPE. Se efectud una siembra directa de cada érgano antes mencionado en los medios de
cultivo de agar sangre, agar verde brillante, agar Mac Conkey y tripticasa soya agar. Los
medios de cultivo se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 37° C, con el fin de
destacar la presencia de bacterias gram (+) y gram (-) acrobias que crecen en el periodo de
incubacién utilizado®.

Calendario de Muestreo

Se realizaron 4 tomas a los 14, 17 y 20 dias de desarrollo embrionario y 1 dia de
edad. A los 14, 17 y 20 de desarrollo embrionario se tomaron el saco vitelino, higado,
bolsa de Fabricio y timo. A los pollitos de un dia de edad se les tomé médula 6sea, higado,
bolsa de Fabricio y timo.
EVALUACION HISTOLOGICA
Saco vitelino

Se seleccionaron 10 dreas perivasculares cortadas transversalmente, de las cuales se

realizé conteo de células para obtener la proporcion de granulocitos en relacién al resto de
las células hematopoyéticas.



Higado

Se tomé una seccion transversal de 2 mm de espesor de la parte media del l6bulo
hepatico izquierdo. De cada higado se realizé un corte transversal, para el contes de todas
las dreas perivasculares, de las cuales se realizd conteo de células hematopoyéticas para
obtener la proporcién de granulocitos.

Bolsa de Fabricio

Se realizb un corte transversal en la parte media de cada BF, para el conteo de
foliculos linfoides por corte de cada BF.

Timo

Se realizé un corte longitudinal de la cadena timica derecha para obtener la
proporcidn entre el grosor corteza/médula. La proporcién se expresd como el porcentaje de

la médula del timo considerando la suma en mm del grosor de la corteza y 1a médula como
el 100%.

Médula Osea

Se seleccionaron 10 campos microscopicos, de los cuales se realizd un conteo de los
granulocitos para obtener la proporcién de células hematopoyéticas con el resto de los
granulocitos, Esta muestra Gnicamente se tomé en pollitos de un dia de edad en sustitucién
del saco vitelino que se encontraba en proceso de involucion en el pollito.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de la proporcién de granulocitos en la médula dsea de la
proporcion de la corteza y médula timica, y de las dreas perivasculares del saco vitelino, se
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realiz la transformacion de los datos a través del arcoseno de la raiz cuadrada®™. A los
datos transformados se les aplico anilisis de varianza y las diferencias entre las medias
fueron evaluadas mediante ia prucba de Tukey”*.

Para la comparacién de las medianas de los espacios de la region porta o areas
periféricas a las venas centrolobulillares del higado con granulocitos y la cantidad de0
foliculos linfoides de la bolsa de Fabricio se aplicd la prucba Kruskall-Wallis. Para
comparar todos los grupos y las diferencias existentes entre cada grupo se utilizé la prueba
U de Mann-Whitney. Se fijé el nivel de significancia en p<0.05**°,

RESULTADOS
HISTOLOGIA
DE S DE SACO VI

En las muestras de saco vitelino de las tomas uno y dos s¢ encontraron porcentajes
mayores (p<0.05) de granulocitos del total de células hematopoyéticas en los embriones
inoculados con SE-SLT que en el resto de los embriones (Figura 1, Pag. 22). En los sacos
vitelinos de los ELPE inoculados con HVT+SB1 se encontré un porcentaje mayor (p<0.05)
de granulocitos del total de células hematopoyéticas que en el resto de los embriones con
excepcidn de los embriones inoculados con SE-SLT y los inmoculados con SE-
SLT+(HVT+SB!) (Figura 2, Pag. 23). En la toma tres no se observaron células
hematopoyéticas y en la toma cuatro no se realizaron conteos debido a que el saco vitelino

se encontraba involucionado dentro del pollo.

CUANTIFICACION DE GRANULOCITOS EN_1.OS ESPACIQOS PERIVASCULARES
DEL HIGADO

En las muestras de! higado de las tomas uno y dos se encontraron porcentajes

mayores (p<0.05) de granulocitos en los espacios perivasculares de los embriones
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se encontraba involucionado dentro del pollo.

U ACION DE GRANULOCITOS EN LOS ESPACIOS PERIVASCULARES
DEL HIGADO

En las muestras del higado de las tomas uno y dos se encontraron porcentajes

mayores (p<0.05) de granulocitos en los espacios perivasculares de los embriones
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inoculados con SE-SLT que en el resto de los embriones (Figura 3, Pag. 24). En los
higados de los ELPE inoculados con SE-SLTHHVT+SBI1) se encontré un porcentaje
mayor (p<0.05) de granulocitos en los espacios perivasculares que en el resto de los
embriones con excepcitn de los embriones inoculados con SE-SLT (Figura 4, P4g. 25). En
las tomas tres y cuatro se encontraron porcentajes mayores (p<0.05) de granulocitos en los
espacios perivasculares de los embriones inoculados con SE-SLT que en el resto de los
embriones. Asf mismo en los higados de los ELPE inoculados con HVT+SB1 se encontré
un porcentaje mayor (p<0.05) de granulocitos en los espacios perivasculares que en resto de
los embriones con excepcidn de los embriones inoculados con SE-SLT y los inoculados
con SE-SLTHHVT+SBI1) (Figura 4, Pag. 25).

ANTIFI i F LINFOIDES DE BOLSA DE FABRICI

En las muestras de BF de la toma uno se encontré una mediana mayor (p<0.05) de
la cantidad de foliculos linfoides de los embriones inoculados con SE-SLT que en el resto
de los embriones (Figura 5, PAg. 26). En las BF de los ELPE inoculados con HVT+SB1 y
los inoculados con SE-SLTHHVT+SB1} se encontraron medianas mayores (p<0.05) de la
cantidad de foliculos linfoides que en las BF de los ELPE inoculados con el diluyente de la
vacuna y de los no inoculados (Figura 6, Pag. 27). En la toma dos se encontrd una mediana
mayor (p<0.05) de la cantidad de foliculos linfoides de los embriones inoculados con SE-
SLT que en el resto de los embriones (Figura 6, P4g. 27). En las tomas tres y cuatro se
encontraron medianas mayores (p<0.05) de la cantidad de foliculos linfoides de los
embriones inoculados con SE-SLT que en el resto de los embriones. En las BF de los
ELPE inoculados con SE-SLTHHVT+SBI1) se encontraron medianas mayores (p<0.05) de
ia cantidad de foliculos linfoides que en el resto de los embriones con excepcién de los
ELPE inoculados con SE-SLT. En los ELPE inoculados con HVT+SB1 v diluyente de la
vacuna no se encontrd diferencia (p>0.05) en la cantidad de foliculos linfoides.
Unicamente en la toma cuatro se observd una mediana mayor (p<0.05) de la cantidad de
foliculos linfoides entre los embriones inoculados con el diluyente de la vacuna vy los no
inoculados (Figura 6, PAg. 27).



CUANTIFICACION DEL PORCENTAJE DE LA MEDULA DEL TIMO

En las muestras del timo de las tomas uno no se encontré diferencia (p>0.05) en el
porcentaje de la médula del timo entre los diferentes inbculos utilizados. En la toma cuatro
no se encontrb diferencia (p>0.05) en el porcentaje de la médula del timo entre los
diferentes indculos utilizados. En la toma dos se encontrd un porcentaje mayor (p<0.05) de
la médula del time en los embriones inoculados con SE-SLT que en el resto de los
embriones. En los ELPE inoculados con HVT+SB1, SE-SLT+HHVT+5B1} y el diluyente
de la vacuna no se encontrd diferencia (p>0.05) en el porcentaje de la médula del timo. En
Iz toma tres no se encontrd diferencia (p>0.05) en el porcentaie de la médula del timo de los
ELPE inoculados con excepcidn de los embriones no inoculados, encontrindose un mayor
porcentaje de médula del timo en esta toma con relacidn a las demas tomas realizadas
(figura 7, Pdg. 28).

Al CITOS DE LA A OSEA

En la tinica toma realizada de médula sea de pollitos de un dia de edad se encontrd
un porcentaje mayor (p<0.05) de granulocitos en los embriones inoculados con SE-
SLTHHVT+SB1) y los inoculados con SE-SLT que en los ELPE inoculados con el
diluyente de la vacuna y los no inoculados (Figura 8, Pag. 29). De la misma manerz en los
ELPE inoculados con HVT+SB1 se encontrd un porcentaje mayor (p<0.03) de granulocitos
que en los sacos vitelinos de los ELPE inoculados con el diluyente de la vacuna (figura 9,

Pég. 30).
RECOPILACION HISTOLOGICA DE LOS ORGANOS EVALUADOS

Una comparacién de los resultados obtenidos de los drganos evaluados demuestra
un porcentaje mayor (p<0.05) de granulocitos en la BF, higado, saco vitelino y médula
Osea, y un porcentaje mayor (p<0.05) de la médula del timo en los embriones inoculados
con SE-SLT que en elresto de los embriones, seguido de los ELPE inoculados con SE-
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SLTHHVT+SB1!) en las cuatro fomas realizadas siendo sus efectos mis notorios en las
tomas tres y cuatro (figuras 2, 4,6, 7y 9, Pags, 23, 25,27, 28 y 30).

VIROLOGIA

Se confirmé por aislamiento virolégico la presencia de los virus de Marek
(HVT+SB1) en una concentracién de 10° UFP/200 ul en la muestra utilizada para inocular
los ELPE. El virus alcanzé una concentracién de 10° UFP/200 pl. Las muestras de SE-
SLT y diluyente de la vacuna se encontraron libres del virus de Marek.

. BACTERIOLOGIA

Las muestras de higado, timo, saco vitelino, bolsa de Fabricio y médula dsea se
encontraron libres de bacterias.

DISCUSION

En la presente investigacion se encontré un mayor nimero de foliculos linfoides en
la BF de los ELPE inoculados con SE-SLT, con relacién a los demas grupos. Este efecto se
atribuye a la posible presencia de un factor estimulante de linfocitos en el sobrenadante de
SE-SLT utilizado, ya que existen linfocinas liberadas por los linfocitos que segiin su
actividad biolégica se dividen en citocinas mediadoras de la activacion, proliferacién y
desarrollo de linfocitos, tales como la interleucina 2 y la interleucina 4'. Si bien se
observé un ligero aumento en el niimero de foliculos linfoides en los ELPE inoculados con
HVT+SBI1, este pequeiio aumento fue similar al desarrollo de los embriones inoculados con
el diluyente de la vacuna y los no inoculados, lo cual puede explicarse debido a que los
virus vacunales de EM estimulan la resistencia mediante la formacién y movilizacién de
granulocitos''; este efecto se observa en los demés érganos evaluados en esta investigacion.
Contrario a lo observado en 1a EM, el niimero de foliculos linfoides bursales de los ELPE
inoculados con la VB-EM no disminuyd sino que se mantuvo similar al de los embriones

no inoculados®.
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virus vacunales de EM estimulan la resistencia mediante la formacién y movilizacién de
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Investigaciones realizadas por el Dr. Kogut y colaboradores'® han demostrado que la
administracidn profilictica de linfocinas procedentes de pollos inmunizados contra
Salmonella enteritidis fagotipo 13 conficre proteccién contra la infeccién de Salmonella
enteritidis y Salmonella sp mediante la proliferacién de granulocitos, principalmente el
heteréfilo, incrementando la resistencia de los polios contra infecciones de Salmonella sp.
Esta respuesta se caracteriza por granulocitopoyesis ¢ incremento de la cantidad de
heterdfilos circulantes’. En esta investigacién se observé un mayor aumento en el
mimero de granulocitos en los ELPE inoculados con HVT+SB1, SE-SLTHHVT+SB1) y
SE-SLT que en el resto de los embriones, desde la primera toma realizada. Dicho efecto
fue mayor conforme la edad de los embriones inoculades. El grupo con mayor ¢antidad de
granulocitos siempre fue el de los embriones inoculados con SE-SLT. La mayor cantidad
de granulocitos probablemente se deba a un posible CSF-GM. Dicha cantidad de
granulocitos fue observada en los érganos analizados: higado, saco vitelino y médula 6sea.
El efecto granulocitico observado en los embriones inoculades con HVT+SBI1 es menor al
de los ELPE inoculados con SE-SLTHHVT+SBI1) y SE-SLT; este efecto se puede deber a
la inmunodepresion descrita por Sharma™, causada en los embriones al replicarse los virus
de la EM intensamente en los 6rganos del embribn, empezando de esta manera una
estimulacién temprana del sistema inmune embrionario hacia la presencia de los virus de la
EM. Asi mismo se explica el por qué el nimero de granulocitos en los embriones
inoculados con SE- SLTHHVT+SB1) es mayor a los ELPE inoculados con HVT+SB1 y
menor a los embriones inoculados con SE-SLT, ya que el nimero de granulocitos se ve
afectado por el posible efecto de inmunodepresion descrito por Sharma*, provocado por
los virus en la EM y a su vez por el efecto estimulante del extracto de linfocinas aviares
utilizado. Los embriones inoculados con el diluyente de la vacuna no mostraron ningdn
cambio significativo comparado con los embriones no inoculados; este efecto fue
observado de forma constante en las cuatro tomas realizadas en los 6rganos analizados en la

presente investigacion.

En los timos no se observaron cambios significativos entre los grupos, debido a que
las linfocinas utilizadas dnicamente produjeron una activacién detectable por la técnica
histologica empleada en los linfocitos B de la BF. Unicamente se observo un aumento de
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la médula timica hacia finales de la incubacién (embriones de 19 dias), observindose que el
efecto en los embriones inoculados con HVT+SB1, SE-SLT-+HHVT+SB1) y SE-SLT fue
menos especifico comparado con Jos resultados obtenidos en los demds 4rganos analizados,
ya que este mismo efecto se observé en los ELPE inoculados con el diluyente de la vacuna.
Contrario 2 lo planteado en la hipStesis la corteza del timo de los ELPE inoculados con la
VB-EM no suffié de hipoplasia comparada con los embriones no inoculados.

Por otra parte, dentro de las hipotesis planteadas en esta investigacién se observé un
aumento en el niimero de granulocitos presentes en el higado, saco vitelino y médula 6sea
de los ELPE inoculados con la VB-EM, debido a que las cepas HVT+SBI estimularon la
resistencia de los embriones de pollo mediante la formacién y movilizacién de granulocitos
con relacién a los ELPE no inoculados. Estos mismos resultados se han observado en
investigaciones realizadas por Petrone y colaboradores!!.

Sin embargo, la cantidad de foliculos linfoides bursales se vio aumentada en los
ELPE inoculados con SE-SLT, ya que este sobrenadante de linfocinas estimulé la
proliferacién y maduracién de linfocitos B, efecto que no habia sido observado con
anterioridad, ya que al respecto no se han realizado investigaciones. Dicho efecto es
atribuible a la interleucina 2 y a la interleucina 7 que estimulan el crecimiento y
maduracién de los linfocitos B. Pero si bien la interleucina 7 estimula el crecimiento y
maduracién de linfocitos B, su presencia no ha sido demosirada en el sobrenandante de
linfocinas utilizado, a diferencia de la interleucina 2 cuya presencia fue demostrada en el
mismo sobrenadante de linfocinas utilizado por Gémez y colaboradores' en

investigaciones anteriores.

La aplicaci6n del sobrenadante de linfocitos T utilizado en la presente investigacién
al igual que la VB-EM utilizada tuvo un efecto de maduracién y proliferacién de
granulocitos. Este efecto fue observado en el saco vitelino, higado vy médula 6sea como
consecuencia de un estimulo de la resistencia de los ELPE inoculados con relacién a los
embriones no inoculados, En los ELPE inoculados con SE-SLT ademéis de haber

estimulado Ia maduracién y proliferacion de granulocitos, esta substancia también provoco
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un aumento en ¢l nimero de los foliculos linfoides bursales mediante la maduracién y
proliferacién de linfocitos B, al estimular el sistema inmune de los ELPE inoculados con

relacidn a los embriones no inoculados.

A lo largo de la investigacién se observé que ¢l sobrenadante de linfocitos T
utilizado estimulé mis el sistema inmune de los ELPE con relacién a los embriones
inoculados Gnicamente con la VB-EM, efecto que puede observarse de manera mds notoria
en el higado, saco vitelino y médula 6sea a partir de la tercera toma. Ademss, la aplicacién
simultdnea de la VB-EM con el sobrenadante de linfocitos T muestra un efecto similar a las
investigaciones realizadas por Kogut y colaboradores'® donde se aplicé en pollitos de un
dia de edad y embriones de 18 dias el mismo sobrenadante de linfocitos T junto con
Salmonella enteritidis, logrindose un estimulo de la resistencia con la correspondiente

maduracidn y proliferacién de granulocitos.

La inmunodepresion descrita por Sharma y colaboradores™ y Montiel*' en pollitos
vacunados in ovo a los 18 dias de desarrollo embrionario, debido a la replicacién de los
virus de la EM®?, pudiese ser modulada con la aplicacién simulténea del sobrenadante de
linfocitos T al momento de la vacunacién, las cuales ademds de estimular la resistencia
también estimulan el sistema inmune del embrion de pollo, con lo cual pudiese llegar a
disminuirse la incidencia de enfermedades como bronquitis infecciosa al encontrarse el

sistema inmune en alta capacidad de respuesta.
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Figura 1. A) Aumento en la cantidad de granulocitos (—) en saco vitelino de embrién de pollo libre de patégenos
especificos (ELPE) de 13 dias inoculades con SE-SLT'., B) Desarrollo de granulocitos (—) en saco
viteline de ELPE de 13 dias de desarrollo no inoculados. Tincidn de hematoxilina y eosina (460 x).

! Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonella enteritidis fagetipo 13,
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Figura 2, Media (desviacion estandar) del porcentaje de granulocitos cuantificados del
total de células hematopoyéticas de saco vitelino de embriones de pollo libres
de patégenos especificos inoculados con HVT+SB1', SE-SLT*+(HVT+SB1),

SE-SLT, diluyente de la vacuna y no inoculados

ot HVT+SB1 Bl SE-SLT+(HVT+5B1)

|l SE-SLT B V. Diluyente de la vacuna

EV. No inoculados

Tratamiento 1" Toma 2 Toma

I. HVT+SB1 ® 26.74 (6.69)" 25.75 (14.74)*
1. SE-SLT +(HVT+SBI) 37.37(9.22) 37.75 (14.86)°
Il SE-SLT 57.30 (18.98)° 55.18 (27.96)°
IV. Diluyente de la vacuna 20.73 (1.35)° 18.75 (8.20)°
V. No inoculados 20.63 (6.42)° 20.95 (5.62)°

Método estadistico utilizado: anilisis de varianza y prueba de Tukey.
Literales distintas (a, b, c y d) dentro de la misma columna muesira diferencia significativa (p<0.05)

! Cepas vacunales de la enfermedad de Marek
? Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Safmonella enteritidis tagotipo 13
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Figura 3. A) Aumento en Ia cantidad de granulocitos (=) en los espacios perivasculares* del higado de embrién de
pollo libre de patégenos especificos (ELPE) de 13 dias inoculsdos con SE-SLT'. B) Desarrolle de
granulocitos (—) em los espacies perivasculares’ det higado de ELPE de 13 dias de desarrollo no
inoculados. Tincion de hematoxilina y eosina (400 x).

! Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonella enteritidis fagotipo 13.
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Figura 4. Media (mediana) del porcentaje de granulocitos cuantificados en los
espacios perivasculares del higado de embriones de ;:ollo libres de patégenos

especificos inoculados con HVT+SB1', SE-SLT

diluyente de la vacuna y no inoculados.

+(HVT+SB1), SE-SLT,

I 1wy [ LAY LAmivy I 0omv v
1a Toma 2a Toma 3aToma 4a Toma
I HVT+SB1 T, SE-SLTHIHVI+581)
Al SE-8LT B1V. Diiuyente de la vacuna
BY. No inoculados
Tratamiento 1" Toma 2* Toma 3* Toma 4* Toma
I. HVT+SB1' 4.76 (4.26)" 7.33 (6.58)° 12.22 (10.53)" 12.75(12.90)°
II. SE-SLT* + 10.31 (10.53)b 10.81 (10.96)" | 23.05 (21.81)b 23.40 (24. 14)b
(HVT+SB1)
III. SE-SL.T 14.16 (14.52)° | 19.69(19.67)° 28.26 (26.92)° | 40.05 (41.18)°
IV. Diluyente de 4.04 (3.23¢ 7.84 (6.90) 9.78 (9.43)3 10.08 (8.33)°
la vacuna
V. No inoculados | 3.28 (3.13)" 7.05 (6.90) 9.42 (9.43)‘i 10.50 (9.38)°

Método estadistico utitizado: prueba de Kruskall-Wallis y prueba U de Maon-Whitney.

Literales distintas (a, b, c y d) dentro de |a misma columna muestra difereacia significativa (p<0.95)
! Cepas vacunates de 1a cafermedad de Marek.
* Sobreasdante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonella enteritidis fagotipo 13
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Figura 5. A) Aumento en Ia cantidad de foliculos linfoides (—) en belsa de Fabricio de embrién de pollo libre de
patégenes especificos (ELPE) de 13 dias inoculados con SE-SLT!. B) Desarrollo de foliculos linfoides
(—) en bolsa de Fabricio de ELPE de 13 dias de desarrollo no inoculados. Tincién de hematoxilina y
eosina (400 x).

! Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonelia enteritidis fagotipo 13.
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Figura 6, Media (mediana) del nimero de foliculos linfoides de la Bolsa de Fabricio
cuantificados de embriones de pollo libres de patégenos especificos inoculados
con HVT+SB1!, SE-SLT?*+(HVT+SB1), SE-SLT, diluyente de Ia vacuna y no
inoculados,

Y.

%
Z
Z
A

N

SHEELILEESIELI LY
SEEEEEE LRI SLESE

H Vv

nit Ny ETRIE

) AN YAY) |
1a Toma 2a Toma 3a Toma 4a Toma
SIS Semeen
RV, No inocutados
Tratamiento 1" Toma 2* Toma 3* Toma 4" Toma
I. HVT+SB1’ 728 (7.40)" | 21.12 (21.60)" | 65.48 (68.80)" | 69.20 (68.00)*

IL. SE-SLT> + 7.44 (7.60)" | 22.48 (22.20)" | 76.08 (76.40)" | 75.36 (72.00)"
(HVT+SB1)

II1. SE-SLT 11.24 (11.20)° | 35.04 (36.80)° | 87.04 (88.80)° | 89.88 (90.00)°

IV. Diluyente de 5.52 (5.60)° 22.00 (21.80)" | 64.48 (63.60)" | 66.08 (66.00)*
la vacuna

V. No inoculados | 6.52 (6:80)° | 18.28 (18.40)" | 52.24 (58.40)" | 64.32 (63.00)"

Método estadistico utilizado: prueba de Kruskall-Wallis y prueba U de Mann-Whitney.

Literales distintas (2, b y ) dentro de la misma columna muestra diferencia significativa (p<0.05)

- ' Cepas vacunales de Ia enfermedad de Marek.

! Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonella enteritidis fagotipo 13
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Figura 7. Media (desviacién estindar) del porcentaje de la médula del timo de
embriones libres de patégemos especificos inoculados con HVT+SB1', SE-
SLT*+{(HVT+SB1), SE-SLT, diluyente de la vacuna ¥ no inoculados

WHIVY 1l
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A2 YA
1a Toma 2a Toma 3a Toma 4a Toma
gl HvT+SB1 BHL.SE-SLTHHVT+5B1)
all. SE-SLT E1V. Diuyente de la vacuna
@V. No inoculados
Tratamiento 1* Toma 2' Toma 3* Toms 4" Toma
I HVT+S§1' 2.8 (0.84)" 5(1.22)%° 13 (4.47)" 9@4.18)"
II. SE-SLT* + 2.6 (0.55" 3.6 (1.34)*° 13 (2.74)° 10 (3.54)
(HVT+SB1)
IIE. SE-SLT 3.4 (0.55)° 6.6 (2.70)* 13.6 (2.19)" 10.4 (3.65)"
IV. Diluyente de 2.2 (0.84) 3 (1.58)*% 12 (2.74)° 10 (3.54)"
la vacuna
V. No inoculados 2 (1.00)* 2.8(1.48)° 2.4 (1.14)° 5.8 (2.59)

Método estadistico wtilizado: anilisis de varianza y prucba de Tukey.

Literales distintas (a y b) dentro de la misma columna muestra diferencia significativa (p<0.05)

' Cepas vacumales de 1a enfermedad de Marek

! Sobrenadante de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Salmonella enteritidis fagotipo 13




Figura 8. A) Aumento en la cantidad de granulocitos (—) en médula ésea de pollito de un dia de edad libre d
patégenos cspecificos inoculados con SE-SLT'. B) Desarrollo de granulocitos (—») en médula 6sea d
pollito de un dia de edad libre de patégenos especificos no inoculados. Tincion de hematoxilina y eosin
(4001x).

! Sobrenadanic de linfocitos T obtenido de aves inmunizadas contra Solmonella enteritidis fagotipo 13.
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Figura 9. Media (desviacién estindar) del porcentaje de granulocitos cuantificados en
Médula Osea de embriones libres de patégenos especificos inoculados com
HVT+SB1', SE-SLT*+(HVT+SB1), SE-SLT, diluyente de la vacuna y no

inoculados

o v
Unica Toma

Al HYT+SB1
Wi SE-SLT
®V. No inoculados

Bl SE-SLT+{HVT+SB1)
WV, Diluyente de la vacuna

Tratamiento Unica Toma: Pollites de un dia
postnacimiento
I. HVT+SB1' 96.74 (4.14)*°
Il. SE-SLT*+ (HVT+SBI) 97.82 (2.30)"
II. SE-SLT 97.49 (2.82)
IV. Diluyente de la vacuna 94.92 (5.57°
V. No inoculados 95.56 (4.47)™°

Método estadistico utilizado: anilisis de varianza y prueba de Tukey.

Literales distintas (s, b y ¢) dentro de Ia misma columna muestra diferencia significativa (p<0.05)

! Cepas vacunales de la enfermedad de Marek.

? Sobrenadante de linfocitos T abtenido de aves inmunizadas contra Safmonella enteritidis fagotipo 13




