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“Lo que sabemos es una gota de agua;

lo que ignoramos es el océano.”
Isaac Newton
Matematico y fisico britanico

“La posibilidad de realizar un suefio

es lo que hace que la vida sea interesante.”
Paulo Coelho
Escritor brasilefio

“El mejor dia es en el que el alma tiene hambre y sed.
No olvides lo aprendido, no dejes de comprender.
Rodéate de buenos y tu lo pareceras;

rodéate de sabios y algo en ti se quedara.”
Txus Di Fellatio
Baterista de Méago de Oz
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RESUMEN

ROMERO GALLEGOS NADIA. Evaluacion de patogenicidad y virulencia de una
vacuna comercial contra anemia infecciosa en aves con anticuerpos maternos.
(Bajo la direccion del Dr. Nestor Ledesma Martinez)

Se conoce que algunos avicultores han intentado vacunar sus parvadas de 1 dia
de edad contra la anemia infecciosa del pollo; sin embargo, no existe un estudio
serio en el cual se establezca que esta practica es segura y que funcione para
proteger a las aves, ya que, como se sabe, las aves menores de 4 semanas son
muy susceptibles a la enfermedad. Los resultados de esta practica no son
consistentes y se han llevado a cabo de forma empirica, aun y cuando los
boletines técnicos de cada vacuna indican que el uso de éstas en aves menores
de 8 semanas de edad puede causar signos clinicos de anemia infecciosa aviar,
por lo que es necesario determinar el efecto de la vacunacion al dia de edad en
aves con anticuerpos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue determinar el
efecto de una vacuna comercial en dos presentaciones (una para aplicacion en el
agua de bebida y otra para aplicacion por puncion en la membrana del ala) contra
la anemia infecciosa del pollo, en aves ligeras (experimento 1) y pollo de engorda
(experimento 2) de 1 dia de edad con anticuerpos maternos, para su uso potencial
en aves comerciales. En cada experimento se emplearon 70 aves divididas en 4
grupos denominados como A (vacuna agua de bebida), B (vacuna puncion en el
ala), C (testigo positivo) y D (testigo negativo). En todos los grupos se registro el
peso de las aves y se realizd la necropsia. Se obtuvieron muestras para los
estudios de hematocrito, serologia mediante la prueba de ELISA, e histopatologia.
Durante el periodo de observacion de 28 dias no de detectaron signos clinicos ni
mortalidad en ninguna de las aves. La prueba de ELISA indicé una disminucién en
el titulo de anticuerpos, y todas las aves resultaron seronegativas a partir de la
segunda semana de edad. Los valores de hematocrito estuvieron por encima de
27%, es decir, no se presentd anemia. En el peso no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. No se aprecié atrofia de corteza del timo que
indique efecto del virus. La relacion corteza-médula no fue alterada. En cuanto a
bolsa y médula 6sea, el no encontrar lesiones, sugiere que no hubo replicacion
viral, lo cual refuerza los hallazgos clinicos y macroscépicos. En conclusion, los
resultados del presente estudio muestran que la vacunacion contra virus de
anemia infecciosa al dia de edad en aves con anticuerpos maternos no produce
signos clinicos ni lesiones en los 6rganos linfoides y médula dsea; sin embargo, la
disminucion en el nivel de anticuerpos maternos llegando a ser negativo a la
segunda semana de vida se considera riesgoso, ya que las aves se encuentran
expuestas durante mas tiempo ante los virus de campo.



Evaluacién de patogenicidad y virulencia de una vacuna comercial

contra anemia infecciosa en aves con anticuerpos maternos

INTRODUCCION

La anemia infecciosa del pollo (AIP) es una enfermedad infecciosa viral que
produce anemia e inmunodepresion en pollos jc'>venes,1 principalmente en aquellos
menores de 4 semanas de edad.” * % La enfermedad se caracteriza por anemia
aplastica y atrofia linfoide generalizada junto con inmunodepresion, en
consecuencia, AIP se encuentra a menudo complicada con infecciones virales,
bacterianas o micéticas secundarias.”®

Entre los diferentes nombres como se conoce al virus se encuentran “virus de la
anemia del pollo”, “virus de la anemia infecciosa del pollo”, “agente de la anemia

del pollo”, “chicken anemia agent o chicken anemia virus” (CAA o CAV,

respectivamente).* ®

HISTORIA

El primer aislamiento del agente causal (cepa Gifu-l) se realiz6 en Japén en 1978
por Yuasa y colaboradores a partir de una vacuna contra la enfermedad de Marek
contaminada con el agente de la reticuloendoteliosis (REV) y de la anemia del
pollo (CAV).> *>* 7 Los mismos investigadores, lograron un paso importante en
1983 al demostrar que el CAV no se replicaba en cualquiera de los cultivos

celulares monostrato convencionales, y que era citopatico para los cultivos de



ciertas lineas celulares linfoblastoides de pollo, por ejemplo, MDCC-MSB1
(MSB1).2

En México, Valle y Lucio en 1993 lograron dos aislados que compartieron
caracteristicas fisicoquimicas y serolégicas descritas para el virus de anemia
infecciosa y demostraron anticuerpos en reproductoras y pollos de engorda en
Querétaro, Puebla, Hidalgo, Veracruz, Estado de México y Morelos.* ® Ledesma et
al lograron el aislamiento del virus a partir de reproductoras pesadas y pollos de
engorda, la replicacion del cuadro clinico a partir de las cepas aisladas, asi como
la demostraciéon del virus por microscopia electronica e inmunoperoxidasa
indirecta.> * También demostraron anticuerpos contra el virus de anemia
infecciosa en todos los estados con avicultura comercial,® diferentes
comportamientos del virus en desafios en aves libres de patdégenos especificos,
ademas de la asociacién con otros virus como el de la enfermedad de Newcastle y
el de la infeccion de la bolsa de Fabricio, donde reportaron diferencias de
patogenicidad, por lo que, probablemente, las observaciones de campo en cuanto

a presentacion, morbilidad y mortalidad tengan relacién con éstas diferencias.”

INCIDENCIA Y DISTRIBUCION

El CAV es ubicuo en todos los principales paises productores de pollo a nivel
mundial. Se ha aislado de pollos en Japon, paises europeos, EUA, Sudamérica,
China, Australia, Nueva Zelanda y Sudafrica. Ademas, se ha encontrado
evidencia serologica de infeccidn diseminada en sueros de pollo a partir de varios

paises de todo el mundo.?



En México, esta enfermedad fue reconocida como enzodtica en 1999 y se
encuentra ampliamente diseminada en el pais, presentandose brotes con mayor

frecuencia.’

IMPORTANCIA

La enfermedad inducida por CAV es importante desde tres puntos de vista:

1. INMUNOLOGICO: Induce inmunodepresién que predispone a la parvada a la
infeccion por otros agentes, como virus respiratorios tales como coronavirus
(bronquitis infecciosa) o paramixovirus (enfermedad de Newcastle) y otros virus
inmunodepresores como el de la infeccidén de la bolsa de Fabricio. También
predispone a infecciones bacterianas por E. coli o Clostridium sp, o a
infecciones micadticas. Por otra parte, se reporta una respuesta deficiente ante
las vacunaciones, como por ejemplo contra la enfermedad de Marek, siendo
quiza este el efecto mas importante para la industria avicola.> * * ' Ya sea
solo o en combinacion con otros agentes, el CAV es importante por su
potencial para inducir inmunodepresién.>

2. ECONOMICO: La infeccién subclinica constituye un serio riesgo econdémico, en
particular para la industria del pollo de engorda, ya que las pérdidas dan como
resultado una conversion alimenticia mas baja, las ganancias diarias de peso
se ven reducidas,' los pollos presentan diferentes pesos, mal emplume y
pigmentacion. Las pérdidas por bajo rendimiento llegan a ser hasta de 13%.
En estos casos las aves no muestran signos de enfermedad, pero los

parametros productivos se ven alterados.* '° Todo esto se traduce en un



aumento en los costos de produccion y decomisos, lo que conlleva a

sustanciales pérdidas econdmicas para las companias y productores.> 16,17

3. ENFERMEDAD CLINICA. La forma clinica de la enfermedad resulta en
pérdidas de peso en pollos de engorda® e incremento de la mortalidad en aves
menores de 6 semanas, las cuales se han reportado que van desde el 10 y
20%, y en algunas ocasiones hasta del 60%, sobre todo en asociacién con

4,16

otras enfermedades.

Los resultados de las pruebas seroldgicas, sugieren que el virus no tiene

importancia en cuanto a salud publica.?

ETIOLOGIA

El CAV ha sido caracterizado como un virus pequefio de 23-25 nm."” Contiene
ADN desnudo de una sola cadena de sentido negativo, ligado de manera
covalente, circular. La forma replicativa del genoma viral comprende de 2298 a
2319 pb, dependiendo de la presencia o ausencia de 4 a 5 repeticiones de 21 pb.
Presenta varios segmentos de lectura abierta que codifican tres proteinas: una de
50.6 kDa (VP1), siendo esta la principal proteina de la capside; otra de 24 kDa
(VP2) la cual participa durante el ensamblaje de los nuevos viriones; y la ultima de
13.6 kDa (VP3 o apoptina), la cual se relaciona con las células infectadas, ya que
es un fuerte inductor de la apoptosis en timocitos de pollo y lineas celulares
linfoblastoides de pollo, asi como de varias lineas celulares linfoblastoides de

humanos.> > @



Actualmente se conoce que el agente de la anemia infecciosa (CAV) ha sido
clasificado en una nueva familia de virus, denominada Circoviridae."® Sin embargo,
no esta relacionado con los circovirus porcinos (PCV), ni con el virus de la
enfermedad del pico y plumas de los Psitacidos (PBFDV).2 Con base en las
diferencias moleculares que existen entre el CAV y los otros circovirus
clasificados, se aceptd el género Gyrovirus, dentro de la familia de los circovirus,

para lo cual se asigno al virus de la anemia infecciosa como la Unica especie.'® '

19

Replicacion viral

El virus transmitido verticalmente se replica en dos sitios: en los precursores
hematopoyéticos de la médula 6sea y en los precursores de las células T del timo
0

donde se ha demostrado que origina muerte celular mediante apoptosis.?

Atraviesa la membrana celular mediante adsorcion y penetracién convencionales.

Resistencia a agentes fisicos y quimicos

Por ser un virus desnudo, es resistente a los solventes organicos como éter o
cloroformo, temperaturas de 56°C a 70°C por 1 hora. También resiste el
tratamiento con acetona al 90% por 24 h, aunque puede ser inactivado si se
expone al fenol al 50% por 5 minutos.? > '

Los desinfectantes comerciales con base en detergentes invertidos, detergentes
anfotéricos u ortodiclorobenceno no resultan eficaces en contra del CAV. Los

tratamientos con yodo o hipoclorito resultan adecuados, pero requieren dos horas

a 37 °C con concentraciones finales de 10%, en vez de las concentraciones



generalmente recomendadas de 2%. La fumigacién por 24 horas con formaldehido
u 6xido de etileno no inactivan por completo al CAV. Aunque el virus de la anemia
infecciosa aviar es resistente al calentamiento a 56 o 70 °C durante una hora y a
80 °C durante 15 minutos, solo resulta parcialmente resistente al calentamiento a
80 °C durante 30 minutos y se inactiva de manera total en 15 minutos a 100 °C. La
inactivacion de este virus en los subproductos de pollos infectados requiere de una

temperatura central de 95 °C por 35 minutos o de 100 °C durante 10 minutos.?

Patogenicidad

La patogenicidad del virus esta influenciada por la edad y via de infeccién, siendo
las aves muy susceptibles al dia de edad o las infectadas por via vertical.?’ Se ha
informado de la atenuacién del virus de la anemia infecciosa de pollo por pasajes
seriados en cultivo celular; y es posible que se correlacione una disminucion en la

infectividad y en la inmunogenicidad in vivo con la atenuacion.?

Huéspedes naturales y experimentales

El pollo es el unico huésped conocido para el CAV. Resultan susceptibles a la
infeccidn todas las edades, pero la susceptibilidad a la enfermedad disminuye
rapidamente en pollitos inmunolégicamente intactos durante las primeras tres
semanas de edad. En sueros de pavo o pato no se han detectado anticuerpos
contra el CAV. Los pavipollos inoculados al dia de edad con altas dosis del virus,

resultaron resistentes a la infeccién y no desarrollaron anticuerpos hacia el CAV.?



MORBILIDAD Y MORTALIDAD

El resultado de la infeccion por el CAV, se encuentra influenciado por una cantidad
de factores del virus, el huésped y el ambiente. La anemia infecciosa sin
complicaciones, en especial aquella ocasionada mediante infeccién horizontal,
puede resultar en algo no mayor que una mortalidad aumentada de manera ligera
y un bajo desempefo pasajero de las parvadas afectadas, y por tanto, podria
pasar desapercibida en los ambientes comerciales.?

Los anticuerpos maternos contra el CAV, confieren una proteccion casi total en
contra de la enfermedad. No obstante, la resistencia debida a la inmunidad pasiva
puede ser superada por lo menos en parte, en caso de que los pollitos se
encuentren inmunodeprimidos, por ejemplo en el caso de otras infecciones virales.
La morbilidad y la mortalidad pueden ser influenciadas por la virulencia de la cepa
del CAV.?

Al mismo tiempo, la via de infeccién tiene una funcién en la infeccién experimental
dado que la infeccion por contacto no origina, por lo general, anemia en aquellos
pollitos inmunolégicamente intactos, en contraste con la situacion en las aves
inmunocomprometidas. Para inducir la enfermedad, las vias de infeccion oral,
nasal u ocular resultan mucho menos eficaces que la inoculacién parenteral.?

En pollitos inmunocompetentes, se desarrolla con rapidez la resistencia por edad
durante la primera semana de vida y se completa alrededor de las tres semanas o
aun antes, dependiendo de la virulencia de la cepa del CAV infectante.?

La mortalidad aumenta de manera considerable, en caso de que los pollitos se

encuentren infectados de manera dual con el CAV y virus de la enfermedad de



Marek (MDV), virus de la reticuloendoteliosis (REV) o virus de la infeccion de la
bolsa de Fabricio (IBDV), probablemente a causa de la inmunodepresion inducida

por estos virus.?

TRANSMISION

El CAV se transmite tanto de manera horizontal como vertical. Se considera que la
transmision a través del huevo incubable es el medio mas importante de
diseminacion, siendo la causa primaria de anemia en aves jovenes. La transmision
por el huevo ocurre desde 8-14 dias después de la infeccién de la gallina y a nivel
de campo esta se presenta por un periodo de 9 semanas. La infeccion del embrién
también puede originarse por semen de gallos infectados.?

El virus se encuentra en grandes concentraciones en las heces de pollos por 5 a
7 semanas luego de la infeccion. Es mas probable que la infeccion horizontal por
contacto directo o indirecto se desarrolle por la via oral, pero en el campo también
podria ser posible la infeccién a través de la via respiratoria. El CAV se disemina
con facilidad entre pollos en un grupo. En el campo, la seroconversién en las
parvadas expuestas de manera natural al CAV ocurre de 2 a 4 semanas en la
mayor parte de las aves. La infeccidn horizontal por contacto directo o indirecto no
causa la enfermedad aun en aves jovenes con anticuerpos, siempre y cuando no

estén inmunodeprimidas.?



PERIODO DE INCUBACION

En infecciones experimentales, se pueden detectar anemia y lesiones histologicas
distintivas a los 8 dias luego de la inoculacién parenteral del virus. Los signos
clinicos se desarrollan, por lo general, después de 10 a 14 dias y la mortalidad
comienza a los 12 a 14 dias luego de la inoculacion. Sin embargo, pueden ser
mas de 14 a 21 dias antes de que se manifieste la anemia, dependiendo de la
linea genética de los pollitos experimentales y de las propiedades de la cepa viral
inoculada. En condiciones de campo, los pollitos infectados de manera congénita
muestran signos clinicos y el inicio de una mayor mortalidad de los 10 a 12 dias de
edad, con un maximo a los 17 a 24 dias. En las infecciones de grupo muy fuertes,
puede haber un segundo pico de mortalidad a los 30 a 34 dias, probablemente

debido a la infeccion horizontal.?

PATOGENESIS

La patogénesis de la infeccion por el CAV se ha deducido mediante estudios
histopatoldgicos, ultraestructurales e inmunocitoquimicos secuenciales. De los
hallazgos morfoldgicos, se concluyd que se encuentran implicados de manera
primaria los hemocitoblastos en la médula 6sea y los linfoblastos en la corteza del
timo en la infeccion citolitica temprana a los 6 a 8 dias posinoculacién.?

Estudios inmunocitoquimicos, demostraron que el CAV se replica en los
linfoblastos de la corteza del timo, los hemocitoblastos intrasinoidales y
extrasinoidales y en las células reticulares. También se han detectado en el bazo

antigenos contra el CAV en linfocitos T maduros.?
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En el timo y en la médula 6sea, las células infectadas son mas abundantes a los 6
a 7 dias posinfeccion? y pueden detectarse hasta los 10 a 12 dias o aun mas
tarde. La infeccion del proventriculo, parte ascendente del duodeno, rifidén vy
pulmon puede aportar una explicacion para la diseminacion del virus. En estos
tejidos, por lo general, no se pueden detectar las células infectadas por mas de 22
dias después de la infeccion al dia de edad, aunque el virus puede persistir en los
tejidos hasta por 28 dias y en el contenido rectal hasta por 49 dias o mas.?

Se ha comunicado que la susceptibilidad de los pollitos a la infeccion por el CAV
depende de las propiedades de las células precursoras del timo durante el
desarrollo pre y posnacimiento. A pesar de que el CAV cuenta con un tropismo por
el tejido linfoide, en particular por la corteza del timo, la susceptibilidad de los
timocitos o de las células del bazo es independiente de la expresién de ciertos
marcadores celulares como CD4 o CD8. Sin embargo, existe una disminucion

transitoria de los linfocitos CD4.2

SIGNOS CLINICOS

Uno de los signos de la infeccion por el CAV, es la anemia, con un maximo a los
14 a 16 dias posinoculacién. Dicha anemia se caracteriza por valores de
hematocrito de 6 a 27%; las aves afectadas se encuentran deprimidas y mas o
menos palidas. La ganancia de peso se deprime dentro de los dias 10 a 21, luego
de la infeccién experimental; entre los dias 12 a 28 posinoculacion pueden morir
las aves afectadas. En caso de que se manifieste mortalidad, ésta no excede de

30 %. Los pollitos sobrevivientes se recuperan por completo de la depresién y la

11



anemia alrededor de los 20 a 28 dias posinoculacién,* aunque la recuperacion
tardia y la mayor mortalidad pueden relacionarse con infecciones bacterianas o
virales secundarias. En los casos de campo se observan con frecuencia
infecciones secundarias que originan signos clinicos mas graves, pero pueden

desarrollarse de manera inadvertida en pollitos experimentales.?

LESIONES MACROSCOPICAS

Los animales presentan anemia aplastica. La susceptibilidad a infecciones por
virus, bacterias y hongos estd marcadamente aumentada en pollos con anemia
infecciosa, lo cual frecuentemente resulta en una variedad de enfermedades
multifactoriales, como el sindrome hemorragico, dermatitis gangrenosa o hepatitis
con cuerpos de inclusion (IBH) asociada con anemia aplastica.® '8 2

La lesion mas caracteristica observada en pollos afectados es la atrofia de timo y
de médula 6sea. La médula ésea del fémur se encuentra grasosa y amarillenta o
rosada. La atrofia del timo puede resultar en una regresion casi total del érgano, el
cual tiene entonces un color pardo rojizo oscuro. Ya que los pollitos infectados
desarrollan resistencia con la edad, la atrofia del timo puede convertirse en una
lesidon mas consistente que las lesiones de la médula 6sea observables a simple
vista. La atrofia de la bolsa de Fabricio resulta menos evidente. En una pequefa
proporcion de aves, la bolsa puede encontrarse reducida de tamafo, y en muchos
casos, la pared externa de ésta puede aparecer traslucida. Las hemorragias

subcutaneas y musculares, en la mucosa del proventriculo e higado se relacionan

a veces con anemia grave. También se ha informado de hemorragias mas

12



notables o de atrofia de la bolsa y de lesiones en otros tejidos, pero es probable

que se relacionen con infecciones secundarias debidas a otros agentes.z’ 20

DIAGNOSTICO

El diagndstico esta basado en los signos clinicos, la presencia de anemia y las

lesiones macro y microscépicas. El diagnéstico puede ser confirmado por el
aislamiento del virus o la deteccion del antigeno viral o del ADN en el timo o
médula dsea.” * Otras opciones son las técnicas de hibridacion in situ, reaccién en
cadena de la polimerasa, microscopia electronica e inmunoperoxidasa. Se pueden
detectar anticuerpos contra el virus de la anemia infecciosa en suero o yema

mediante neutralizacion viral, inmunofluorescencia indirecta y ELISA®*

Histopatologia

Los cambios histopatologicos en los pollitos anémicos se han caracterizado como
panmieloptisis y atrofia linfoide generalizada. En la médula ésea, la atrofia y la
aplasia implican a todos los compartimentos y lineas hematopoyéticas. De manera
ocasional, se puede observar necrosis de pequenos focos celulares residuales.
Las células hematopoyéticas son reemplazadas por tejido adiposo o células del
estroma proliferantes. Luego de la infeccidon experimental, en aquellas aves que se
recuperan aparecen zonas de regeneracion que consisten de proeritroblastos a los
16 a 18 dias, y existe una hiperplasia de la médula 6sea entre los dias 24 y 32
posinoculacién. Se observa intensa deplecion linfoide en timo, bolsa de Fabricio,
bazo y tonsilas cecales, asi como en una variedad de otros tejidos. La corteza y la

médula del timo se atrofian por igual, con degeneracion hidrépica de las células
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residuales y de focos necréticos residuales. En los pollitos que se recuperan, se
puede distinguir la repoblacion del timo con linfocitos a los 20 a 24 dias y la
morfologia retorna a la normalidad después de 32 a 36 dias luego de la infeccion.>
21

Las lesiones en la bolsa de Fabricio consisten de atrofia de los foliculos linfoides
con pequenos focos necroéticos ocasionales, epitelio invaginado, degeneracion
epitelial hidropica y proliferacion de las células reticulares. La repoblacién por los
linfocitos hasta la recuperacion total, es similar a la del timo. En el bazo se observa
atrofia del tejido linfoide con hiperplasia de las células reticulares en los foliculos
linfoides.? 2’

Se han detectado pequefas inclusiones nucleares eosinofilicas en las grandes
células alteradas de los tejidos afectados, de manera predominante en el timo y la
médula 6sea, donde se encuentra con mayor frecuencia a los 5 a 7 dias después

de la infeccién experimental. ® %'

Hematologia

La sangre de los pollitos afectados con intensidad se encuentra mas o menos
acuosa,'® es mayor el tiempo de coagulacién y el plasma sanguineo es mas palido
de lo normal. Los valores del hematocrito empiezan a caer por debajo de 27% a
los 8 a 10 dias luego de la inoculacion, casi todos en el intervalo de 10 a 20% a los
14 a 20 dias y aun llegar a 6% en aquellas aves moribundas. En los pollitos
convalecientes, los valores del hematocrito aumentan luego de los 16 a 21 dias y

regresan a lo normal (29 a 35 %) alrededor de los 28 a 32 dias posinfeccion.?
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En aquellos pollos infectados con el CAV, los valores disminuidos del hematocrito
se deben a pancitopenia, con un notable decremento en la cantidad de eritrocitos,
leucocitos y trombocitos. Se ha observado anisocitosis tan temprano como a los
ocho dias posinfeccién. En sangre periférica, luego de 16 dias de la inoculacion,
empiezan a aparecer formas juveniles de eritrocitos, granulocitos y trombocitos, y
varios dias después, la incidencia de eritrocitos inmaduros puede ser mayor a

30%.2

Aislamiento e identificacion

El CAV puede aislarse de casi cualquier tejido de las aves infectadas, con titulos
virales maximos detectados a los siete dias después de la infeccién, pero presenta
algunas dificultades ya que no produce lesiones en embrién de pollo, no
hemaglutina y no produce efecto citopatico en cultivos celulares convencionales
de monocapa. Unicamente se puede multiplicar en pollos de un dia sin
anticuerpos y cultivos celulares especificos.? ® En pollos inoculados al dia de
edad, la presencia del virus en los tejidos y heces permanece casi constante hasta
por 21 dias y de ahi en adelante declina con rapidez. Sin embargo, el suero pierde
su infectividad luego de 14 dias.?

Para fines de aislamiento, el higado es la muestra que se utiliza con mas
frecuencia por su tamafo, ya que los timos son pequeinos debido a la atrofia. El
método disponible mas especifico para el aislamiento primario del CAV, consiste
en el bioensayo mediante la inoculacion intramuscular o intraperitoneal de pollitos

susceptibles de un dia de edad. Los pollitos se examinan ya sea a los 14 a 16
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dias o en los dias 14 y 21 después de la inoculacion, en busca de anemia, como lo
indicaria un valor de hematocrito menor a 27% y en busca de atrofia de médula
0sea. Dado que en los embriones no produce lesiones, ni se propaga en cultivos
de células renales ni fibroblastos, se prefiere el cultivo celular en lineas MDCC-
MSB1 y MDCC-JP2 que son derivadas de tumores de bazo con enfermedad de
Marek, o linea LSCC-1104B1 que deriva de tumores de leucosis linfoide. En las
células MDCC-MSB1, el efecto citopatico se manifiesta por hinchazén celular, lisis

celular y conglomeracion de células.??

Marcadores virales en tejidos

Deteccion mediante anticuerpos

Puede demostrarse la infeccion viral en pollos por medio de las tinciones de
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa. Para las pruebas de diagnéstico, por lo
general se prefiere al timo, obtenido a los 7 a 12 dias después de la infeccion. Los
frotis por impresiéon de tejido y los cortes por criostato, fijados con acetona, se
utilizan para tincién por inmunofluorescencia ya sea indirecta o directa, utilizando
suero hiperinmunitario policlonal de pollo o conejo, o anticuerpos monoclonales
hacia el CAV. Las pruebas de inmunoperoxidasa se desarrollan con cortes en

parafina y fijados con formol.?
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Sondas ADN

Se ha descrito la deteccion del CAV en cortes de timo parafina y fijados en formol,
mediante hibridacion in situ utilizando una sonda ADN biotinilada y preparada por

medio de PCR.?

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

En varios laboratorios se ha desarrollado PCR para la detecciéon del ADN del CAV
en células MSB1 infectadas, tejidos de pollo o vacunas. La prueba demuestra ser
especifica y definitivamente mas sensible que el aislamiento por cultivo celular del
virus. Sin embargo, se logra una sensibilidad muy elevada con una PCR anidado.
PCR es mas valiosa para propositos de investigacion y se espera que se convierta
en el método preferido para detectar contaminacién en las vacunas por virus de la

anemia infecciosa del pollo.?

Microscopia electronica

Las particulas del virus de la anemia infecciosa del pollo pueden encontrarse en
preparaciones muy purificadas de los cultivos celulares infectados. Sin embargo,
resultan dificiles de detectar y no se les identifica con precisién en los cortes

ultradelgados de las células cultivadas infectadas o de tejidos de pollo.?
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Serologia

Pruebas de neutralizacion de virus

En la prueba de neutralizacion de virus, se mezclan a partes iguales, diluciones
seriadas dobles de suero o yema con una suspension del CAV, que contiene 200
a 500 dosis infectantes de cultivos de tejido.? Este método es lento debido a que
requiere de varios pases en cultivo celular y por otra parte algunos virus no se

adaptan al cultivo.®

Pruebas de anticuerpos fluorescentes (AF)

En la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes se ponen células MSB1
infectadas con el CAV, obtenidas justo antes del inicio de la lisis celular, en
portaobjetos y fijados en acetona, por lo general, 36 a 42 horas luego de la
inoculacion, para utilizarse como antigenos. Las células se hacen reaccionar
primero con suero de prueba diluido apropiadamente y entonces con un antisuero
de mamifero marcado con fluoresceina en contra de IgG de pollo. Se considera
evidencia de anticuerpos en el suero prueba, la tincion fluorescente de granulos
mas bien pequefios de forma irregular en el nucleo de las células. Este patrén de
inmunofluorescencia se considera como tipico de las pruebas con anticuerpos

CAV neutralizantes.?
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Inmunoensayos enzimaticos

Por lo general, la prueba de ELISA resulta mas sensible que la neutralizacién del
virus y las pruebas de AF indirectas, y por lo menos resulta tan especifica como la
prueba AF indirecta.? Por otra parte, permite manejar un numero considerable de

sueros en poco tiempo.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagnéstico diferencial se hace con Gumboro (IBDV) y Marek (MDV). Lo que si
es definitivo es que hay afectacion de timo y de la médula 6sea en anemia
infecciosa.?

Una anemia aplastica, pero no una pancitopenia, con atrofia del timo y bolsa de
Fabricio concurrente y menor respuesta inmunitaria puede ser originada también
por el virus de la osteopetrosis. La anemia inducida por el virus de la
eritroblastosis puede diferenciarse de la anemia inducida por el CAV mediante el
examen microscopico de impresiones de sangre. Tanto MDV como IBDV, inducen
atrofia de los tejidos linfoides con lesiones histologicas tipicas, pero no origina
anemia en pollos infectados de manera natural.® La anemia aplastica que pudiera
relacionarse con IBDV aguda se desarrolla y desaparece mucho mas temprano
que la anemia inducida por elCAV. Los adenovirus constituyen una causa principal
de un sindrome de hepatitis con cuerpos de inclusibn-anemia aplastica, que se
manifiestan con mayor frecuencia entre las 5 y 10 semanas de edad. La

intoxicacion con sulfas o micotoxinas pueden producir anemia aplastica y
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sindrome hemorragico, pero se requieren de altas dosis para producir este

cuadro.>*

TRATAMIENTO

No existe algun tratamiento especifico para los pollos afectados por la infeccion
por el CAV. Podria indicarse el tratamiento con antibidticos de amplio espectro
para controlar las infecciones bacterianas, que por lo general se relacionan la

anemia infecciosa del pollo.?

PREVENCION Y CONTROL

Para su profilaxis y control actualmente se aplican dos tipos de vacunas vivas

comerciales: vacuna de virus vivo en el agua de bebida, y vacuna de virus vivo
atenuado administrado por vias parenterales (IM, SC o puncién en la membrana
del ala).?* ?* Se da una dosis en reproductoras sobre las 3-4 semanas antes de la
puesta, pero nunca mas alla de este tiempo con el fin de evitar el riesgo de
diseminacién del virus vacunal por medio del huevo. De esta forma se pretende
que el virus de la anemia infecciosa del pollo no origine inmunosupresién en aves
de esa edad y se evite la transmision vertical.? Se espera que los anticuerpos de
las reproductoras protejan a la progenie durante las 3 primeras semanas de vida.”
Basicamente, esta es una infeccion premeditada, con un virus conocido y a un
tiempo determinado.? En las reproductoras, la respuesta ante las vacunaciones
induce seroconversion en casi el 100% de las aves, sin embargo, la transmision
de anticuerpos maternos no es homogénea ni predecible. Las vacunas han sido

desarrolladas para su uso en las reproductoras, pero han sido observados brotes
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en campo en la progenie (pollos de 1 dia de edad) aun en presencia de
anticuerpos maternos, por lo que es necesario explorar la posibilidad de vacunar

a la progenie contra la enfermedad.?
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JUSTIFICACION

Se conoce que algunos avicultores han intentado vacunar sus parvadas de 1 dia
de edad; sin embargo, no existe un estudio serio en el cual se establezca que esta
practica es segura y que funcione para proteger a las aves contra la enfermedad
ya que, como se sabe, las aves menores de 4 semanas son muy susceptibles a la
enfermedad. Los resultados de esta practica por parte de los avicultores no son
consistentes y se han llevado a cabo de forma empirica,> atin y cuando los
boletines técnicos de cada vacuna indican que el uso de éstas en aves menores
de 8 semanas de edad puede causar signos clinicos de anemia infecciosa aviar,?
24 por lo que es necesario determinar el efecto de la vacunacion al dia de edad en

aves con anticuerpos.
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HIPOTESIS

1. Si se ha demostrado que la vacuna contra anemia infecciosa es inocua para
las aves cuando se aplica a las 13 semanas de edad, entonces La vacuna de
anemia infecciosa no inducira ningun efecto patoldégico ni afectara el desarrollo
de las aves ligeras y pollo de engorda de un dia de edad con presencia de
anticuerpos maternos contra el virus de la AlP.

2. Si se ha demostrado que la vacuna contra anemia infecciosa aplicada en aves
de 13 semanas de edad no disminuye el titulo de anticuerpos, entonces la
vacuna contra la AIP no disminuira el titulo de anticuerpos maternos en aves

ligeras y pollo de engorda de 1 dia de edad.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de dos vacunas comerciales de anemia infecciosa del pollo
cepa Del Rose en aves ligeras y pollo de engorda de 1 dia de edad con
anticuerpos maternos, a través de examenes serologicos, hematoldgicos y

anatomopatoldgicos, para identificar cambios por vacunacion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

Determinar los titulos de anticuerpos en aves ligeras y pollo de engorda con
anticuerpos maternos vacunadas al dia de edad, a través de la prueba de
ELISA, para identificar cambios por vacunacion.

Determinar la condicién del timo, bolsa de Fabricio y médula ésea en aves
ligeras y pollo de engorda con anticuerpos maternos vacunadas al dia de edad,
a través de los examenes histopatolégico y morfométrico para identificar
cambios por vacunacion.

Determinar el volumen de glébulos rojos en aves ligeras y pollo de engorda con
anticuerpos maternos vacunadas al dia de edad, a través del hematocrito para
identificar cambios por vacunacion.

Determinar los parametros productivos en aves ligeras y pollo de engorda con
anticuerpos maternos vacunadas al dia de edad, a través de la evaluacion del

peso, mortalidad y uniformidad para identificar cambios por vacunacion.



MATERIAL Y METODOS.
Experimento 1 Determinacion del efecto del virus en aves ligeras

ANIMALES DE EXPERIMENTACION. Se emplearon 70 aves ligeras

Leghorn de 1 dia de edad, las cuales se alojaron en las unidades de aislamiento
del DPA: Aves de la FMVZ UNAM. Se dividieron en 5 grupos: un grupo inicial de
10 aves y 4 grupos de 15 aves; estos ultimos denominados como A, B, C y D, los
cuales recibieron alimento comercial y agua a libre acceso. Se registro el % de

mortalidad.

INOCULO. Se emplearon dos vacunas comerciales para anemia infecciosa, una

para aplicacion en el agua de bebida y otra para aplicacion por puncion en el ala 'y
un aislamiento de campo muy virulento obtenido en el DPA: Aves (denominados
A, B y C, respectivamente). Se llevo a cabo la titulacién en cultivo celular para
determinar el estado de las vacunas y para ajustar el virus de campo a una dosis

10°DICCs,

TITULACION DE VIRUS. A partir de las vacunas y el virus de campo, se

procedio a la titulacién viral mediante la técnica de Yuasa et al* con las siguientes
modificaciones: A partir del in6culo original al 20%, se llevaron a cabo diluciones
décuples seriadas hasta 10" en medio RPMI. Con cada dilucién fueron
inoculados cultivos celulares MDCC-MSB1 en microplaca de 96 pozos, a razén de
100 pL por pozo; en cada pozo fueron depositados ademas 100 yL de una
suspension de células MSB1 a 0.5 X 10° células/mL. Fueron usados 5 pozos por
dilucidn y se dejaron 3 pozos sin inocular como testigos negativos. Los cultivos asi

inoculados fueron incubados a 40° C con 5% de CO.,. Se llevaron a cabo pases
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cada 48 h transfiriendo 100 pyL de cada pozo a 100 uL de medio RPMI fresco. El
numero total de pases fue de 10. Se consideraron como positivos aquellos pozos
en los que se observd efecto citopatico y las células perdieron la capacidad de
seguirse multiplicando con un color rosa en el medio de cultivo, y negativos
aquellos pozos con células sanas y un medio color amarillo. Posteriormente, el
titulo fue calculado mediante la técnica de Reed & Muench y expresado como

DICC50/mL

DISENO EXPERIMENTAL. Se tomaron 10 aves al azar antes de iniciar el

experimento para formar el grupo inicial, del cual se obtuvieron muestras de suero
para verificar la presencia de anticuerpos maternos mediante la técnica de ELISA.
Los grupos A y B recibieron las vacunas por la via y dosis indicadas por el
fabricante, mientras que el grupo C recibid por via intramuscular 200 uL de
in6culo. El grupo D sdlo recibié 200 pL de agua inyectable como testigo negativo.
Se observaron durante 28 dias, en los cuales se registraron signos y mortalidad. A
los 14 y 28 dias se sacrificaron 10 y 5 pollos respectivamente de cada grupo para
la necropsia y toma de muestras. El método de sacrificio fue por sobredosis de
ketamina de acuerdo a la NOM-033-ZO0-1995.%°

Se obtuvieron muestras para realizar los siguientes estudios:
» HEMATOCRITO

De los grupos A, B, C y D se obtuvo sangre para realizar la técnica de
microhematocrito en tubos capilares heparinizados, los cuales fueron
centrifugados a 12, 000 G durante 5 minutos.?’ Las aves se consideraron

anémicas cuando presentaron un hematocrito menor a 27%.?
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» SEROLOGIA

Para la deteccion de la presencia de anticuerpos maternos en las aves, a partir de
los sueros obtenidos se realizé la prueba de ELISA al grupo inicial de 10 aves, asi
como también a los 4 grupos denominados como A, B, C y D para determinar el
comportamiento de la curva de anticuerpos.

El procedimiento se llevdo a cabo de acuerdo a las indicaciones del fabricante
(IDEXX Laboratories, Inc.). La obtencion de los titulos de anticuerpos se realiza
mediante el software incluido en el kit de ELISA, a partir de las densidades 6pticas

y las siguientes formulas:

Promedio para el control negativo (A(650) pozo A1 + A(650) pozo A2)/ 2
(CNx)
Promedio para el control positivo (A(650) pozo A3 + A(650) pozo A4) /2
(CPx)
Cociente M/N (A(650) de la muestra) / CNx

Donde:
A(650): absorbancia a 650 nm

Pozos A1y A2: Controles negativos
Pozos A3 y A4: Controles positivos

» NECROPSIA

Se registré el peso de las aves previamente a la necropsia, la cual se llevo a cabo
mediante la técnica establecida por Perusquia y Paasch.?®

Se realizé la evaluacion del tamafio de los timos (ancho) y la bolsa de Fabricio
medidos con un vernier, asi como también el aspecto de la médula 6sea por
medio de la inspeccion visual de los tibiotarsos divididos a través de su eje

longitudinal.®
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> HISTOPATOLOGIA

Se obtuvieron muestras de timo, bolsa de Fabricio y médula 6sea en formalina
buferada al 10%. Se tomaron secciones de éstos 6rganos de 5 mm de espesor
que fueron fijadas en formalina durante 24 horas para su procesamiento con la
técnica de inclusion en parafina y tincion de hematoxilina-eosina (H&E).?

En el estudio histopatologico se llevé a cabo la medicidn con una microescala

ocular de la relacion corteza-médula y el espesor de la corteza.

Los pesos, hematocrito, medidas del timo, diametro de la bolsa de Fabricio y
espesor de la corteza timica de los pollos se compararon mediante analisis de
varianza con significancia 0.05 y la proporcion de lesiones mediante prueba de

Kruskal-Wallis con significancia 0.05.

Experimento 2 Determinacion del efecto del virus en pollo de
engorda

ANIMALES DE EXPERIMENTACION. Se emplearon 70 aves pesadas

Ross de 1 dia de edad, las cuales fueron alojadas en las unidades de aislamiento
del DPA: Aves de la FMVZ UNAM. Se dividieron en 5 grupos: un grupo inicial de
10 aves y 4 grupos de 15 aves; estos ultimos denominados como A, B, C y D, los
cuales recibieron alimento comercial y agua a libre acceso. Se registré el peso de
cada ave.

El indculo, disefio experimental y las muestras obtenidas fueron los mismos que

en el experimento 1, agregando la evaluacion de peso y % de uniformidad.
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RESULTADOS

Experimento 1.

Los resultados de la prueba de ELISA para la determinacion de anticuerpos contra
virus de anemia infecciosa en las aves del grupo inicial, indicaron que las aves
fueron positivas a anticuerpos, con un titulo medio geométrico de 6361, coeficiente
de variacion de 33.8 %. Siendo el minimo 1433 y el maximo 8661.

Durante el periodo de observacion de 28 dias, no se detectaron signos clinicos ni
mortalidad en ninguna de las aves.

Los resultados de hematocrito a los 14 y 28 dias mostraron que no hubo
diferencias estadisticamente significativas, siendo el promedio para los cuatro
grupos de 43.74 % a los 14 dias y 36.2 % para los 28 dias (Figura 1).

Los resultados para prueba de ELISA para la determinacién de anticuerpos contra
virus de anemia infecciosa, indicaron que hubo una disminucion en el titulo de
anticuerpos, independientemente del grupo, sin embargo, hubo diferencias
estadisticamente significativas en un grupo a los 14 y 28 dias, los resultados se
presentan de manera detallada en la tabla y grafica No. 1.

Los resultados de peso se presentan en la tabla y grafica No. 2. Al final del
experimento, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Y la
uniformidad fue de 60% para el grupo A y D mientras que fue de 80% para los
grupos By C.

En el ancho de los timos solo se encontraron diferencias en los 14 dias, a los 28

dias no hubo diferencia estadistica significativa (Figura 2). En cuanto a bolsa de
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Fabricio, no hubo diferencias en tamafio durante todo el experimento (Figura 3).
Los resultados detallados se presentan en las tablas y graficas No. 3 y 4.

La médula 6sea no presenté cambios durante todo el experimento (Figura 4).

En el estudio histopatoldgico, no se encontraron diferencias significativas en la
relacion corteza-médula asi como tampoco en el diametro de la bolsa de Fabricio

entre los tratamientos a los 14 y 28 dias.

Experimento 2.

Los resultados de la prueba de ELISA para la determinacion de anticuerpos contra
virus de anemia infecciosa en las aves del grupo inicial, indicaron que las aves
fueron positivas a anticuerpos, con un titulo medio geométrico de 8331, coeficiente
de variaciéon de 30.82 %, siendo el minimo 1104 y el maximo 9558.

Durante el periodo de observacion de 28 dias, tampoco se detectaron signos
clinicos ni mortalidad en ninguna de las aves.

Los resultados de hematocrito en todo el experimento no mostraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo el promedio para los cuatro grupos de
33.52 %.

Los resultados para prueba de ELISA para la determinacién de anticuerpos contra
virus de anemia infecciosa, indicaron que hubo una disminucion en el titulo de
anticuerpos, independientemente del grupo, ademas no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre grupos a los 14 y 28 dias, los resultados se

presentan de manera detallada en la tabla y grafica No. 5.
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Los resultados de peso se presentan en la tabla y grafica No. 6. En los 28 dias
de observacién no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. La
uniformidad fue de 50% par el grupo B, 60% para los grupos Ay C, y 80% par el
grupo D.

En cuanto al ancho de los timos y tamano de la bolsa de Fabricio no hubo
diferencia estadistica significativa durante todo el experimento (Figura 5, 6). Los
resultados detallados se presentan en las tablas y graficas No. 7 y 8.

La médula 6sea no presentd cambios durante todo el experimento (Figura 7).

En el estudio histopatoldgico, no se encontraron diferencias significativas en la
relacion corteza-médula asi como tampoco en el diametro de la bolsa de Fabricio

entre los tratamientos a los 14 y 28 dias.
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DISCUSION

Los anticuerpos maternos proporcionan una proteccion completa a los pollitos
jovenes en contra de la anemia inducida por el CAV, en caso de que los pollitos no
se encuentren inmunocomprometidos por otros factores.? Los pollitos al nacer con
anticuerpos maternos y ser desafiados al CAV pueden desarrollar una
inmunodepresion subclinica que se extiende hasta las 6 semanas.?® La inmunidad
derivada de la madre, incluyendo la proteccion contra los desafios experimentales,
persiste en la mayoria de los casos hasta por casi 3 semanas,” ® y en algunos
casos hasta 4.%° Sin embargo, en parvadas de reproductoras con un mal esquema
de vacunacion es posible que en la progenie se encuentre un pequefio porcentaje
de animales seronegativos.®'® En el presente estudio, los grupos testigo negativo
se comportaron de esta manera, ya que algunos animales de los evaluados
inicialmente al dia de edad fueron seronegativos. Por otra parte, a diferencia de lo
descrito anteriormente, todos los animales resultaron negativos a partir de la
segunda semana de edad, lo cual pudiera indicar que la inmunidad materna de
estas aves no es la adecuada. Esto es un fenémeno frecuente en campo.* *°

En el caso de los animales vacunados, resultaron seronegativos desde la segunda
semana de edad, permaneciendo asi hasta el final del estudio. La vacunacion al
dia de edad no incrementd el titulo de anticuerpos. Ha sido descrito que la
infeccion por el CAV en animales sin anticuerpos provoca seroconversion después
de dos semanas post-infeccion,® ** y genera lesiones y signos clinicos. Por otro
lado, se ha demostrado que los anticuerpos maternales previenen los signos

clinicos, pero no previenen la infeccidn.?’ En el presente estudio, se encontré que
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en el grupo testigo positivo las aves también resultaron seronegativas desde las
dos semanas y hasta el final del estudio, lo cual indica que los anticuerpos
maternos disminuyen en presencia del virus, y que la seroconversion no se lleva a
cabo. Esto mismo sucede en los dos experimentos. Por lo tanto, se concluye que
desde el punto de vista seroldgico, la vacunacion al dia de edad en las aves
seropositivas de este estudio no representé beneficio alguno.

La anemia en aves se define, por lo general, como un valor de hematocrito menor
o igual a 27%,% "' pero también podria considerarse como apropiado un limite de
25%.% " 32 Estos valores son comlnmente utilizados para identificar aves
clinicamente afectadas con el CAV después de una exposiciéon experimental.®® 3%
%3 Los valores de hematocrito en las aves del presente estudio, estuvieron siempre
por encima de 27 %, es decir, no se presenté anemia. Debe considerarse sin
embargo, que existen diferentes teorias acerca de la anemia, ya que algunos
autores consideran que es el unico signo especifico,? mientras que para otros, si
bien la enfermedad se llama anemia infecciosa, los valores bajos de hematocrito
no siempre se presentan, ya que esto depende de las caracteristicas de
patogenicidad, virulencia y dosis del agente.® ' 243 3% E| hecho de que las aves
del presente estudio no presentaron anemia, pudiera explicarse en primera

% o bien en el caso de los

instancia a la presencia de anticuerpos maternos,?
animales vacunados, la vacuna es con virus atenuado que, de acuerdo al
fabricante, no ocasiona anemia. Sin embargo, en el testigo positivo tampoco se

presenté anemia aun cuando el virus es considerado muy virulento.? 2 % De este

modo se concluye que el uso de las vacunas en aves ligeras y pesadas con
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anticuerpos, no produce anemia y que este fendmeno pudiera ser explicado por
neutralizacién del virus vacunal.

Los signos clinicos por infeccion del CAV incluyen anemia, ganancia de peso
disminuida, depresion, anorexia y un incremento en la mortalidad dependiendo de

d.2 % 6 10.15.20. 32 34 Fny oste estudio, al parecer las aves fueron

la severida
protegidas por los anticuerpos maternos, ya que tampoco se presentaron signos
clinicos. En el pollo de engorda no hubo diferencias en peso durante todo el
experimento, sin embargo, en el caso de las aves ligeras, pudo apreciarse
irregularidad desde el peso inicial, que no representd diferencias al final del
ensayo, por otro lado, si bien no hubo diferencias en el peso, la uniformidad se vio
alterada, se considera que las aves deben tener en forma ideal 80% de
uniformidad.>” Este hallazgo pudiera indicar una posible desventaja. Llama la
atencion, que en el caso del testigo positivo no se presentaran signos ni lesiones,
aun cuando el virus es considerado como muy virulento segtin estudios previos.?*
30. 36 3¢ puede concluir que la inmunidad materna, con niveles de anticuerpos
elevados, es capaz de proteger de manera eficiente a las aves aun con desafios
de campo muy virulentos.

En infecciones experimentales existe una atrofia de timo y disminucién en el
tamano de la bolsa de Fabricio, asi como hipoplasia o aplasia de médula 6sea, en
donde el tejido linfoide es sustituido por adipocitos, lo cual hace ver a la médula de
color rosa o amarillo.? 3®

Aunque a los 14 dias en las aves ligeras se encontraron diferencias en cuanto al

ancho del timo, no se aprecié atrofia de corteza del mismo en el estudio

histopatologico que indique efecto del virus, por lo que los timos mas pequefios en

33



el grupo C pudieran ser debido al menor tamafio y peso de los pollos registrados
desde el inicio. Cabe destacar que no hubo diferencias en el resto del experimento
y que el peso de las aves fue similar al final de este.

En cuanto a bolsa y médula ésea, el no encontrar lesiones, sugiere que no hubo
replicacion viral, y este hecho, al igual que la ausencia de signos clinicos, pudiera
deberse al efecto de los anticuerpos maternos.

En el caso de las aves pesadas, no se encontraron signos clinicos ni diferencias
en peso, hematocrito, aspecto de la médula ésea, ancho del timo y bolsa de
Fabricio, por lo que se presentd el mismo fendmeno que en las aves ligeras.

Si bien, los boletines técnicos de las vacunas disponibles en México indican que
las vacunas contra anemia infecciosa no deben ser aplicadas en aves menores de

23,24 en el

8 semanas de edad por el riesgo de inducir lesiones e inmunodepresion,
presente estudio no se encontré atrofia de corteza timica, dado que la relacion
corteza-médula no fue alterada, asi como tampoco atrofia de bolsa de Fabricio y
médula 6sea, lo cual refuerza los hallazgos clinicos y macroscoépicos.

En algunos estudios se ha encontrado en aves menores a 14 y 28 dias de edad
aumento en la variacion del tamafio folicular en la bolsa de Fabricio, asi como
deplecion de linfocitos corticales e involucion de los foliculos. En cuanto al timo,
este se encontro normal en aves menores de 28 dias de edad, sin embargo, en
aves mayores de 35 dias se encontré una atrofia de corteza y médula.?® En aves
de 18 dias de edad presentaron cambios en médula 6sea que consistieron en una

depleciéon moderada a severa de células eritroides y mieloides. En el timo, no se

distinguid la divisién entre la corteza y la médula debido a la atrofia.>*
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el comportamiento de los perfiles
serolégicos, hematocrito, lesiones macro y microscoépicas, asi como el peso, es

similar tanto en estirpes ligeras como pesadas.
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CONCLUSION

Los resultados del presente estudio muestran claramente que la vacunacion
contra virus de anemia infecciosa al dia de edad en aves con anticuerpos
maternos no produce signos clinicos ni lesiones en los drganos linfoides y médula
Osea; sin embargo, la disminucion en el nivel de anticuerpos maternos llegando a
ser negativo a la segunda semana de vida se considera riesgoso, ya que las aves
se encuentran expuestas durante mas tiempo ante los virus de campo. Por lo
tanto, la vacunacion de aves al dia de edad no se recomienda, y es una practica

que debe ser evitada en campo ya que no ofrece ninguna ventaja.
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Figura 1. Hematocrito 28 dias Figura 2. Timo 28 dias experimento 1
experimento 1 No se observa atrofia en los 4 grupos.

En los 4 grupos se demuestra la ausencia
de anemia.

Figura 3. Bolsa de Fabricio 28 dias Figura 4. Médula 6sea 28 dias
experimento 1 experimento 1
No hay diferencias de tfamano entre los 4 Se observan rojas en los 4 grupos, lo que
grupos. demuestra la ausencia de lesiones.
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24/03/2006

24/03/2006

Figura 5. Timo 14 dias experimento 2
No se observa atrofia en los 4 grupos.

24/03/2006

24/03/2006

Figura 6. Bolsa de Fabricio 14 dias experimento 2
No hay diferencias de famano entre los 4 grupos.
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24/03/2006

24/03/2006

Figura 7. Médula 6sea 14 dias experimento 2
La coloracién roja en los 4 grupos demuestra la ausencia de lesiones.
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Tabla 1. Titulos de las pruebas de ELISA en aves ligeras con anticuerpos
maternos contra CAV

14 dias 28 dias
inicial A B C D A B C D
Ave / Titulo
1 8661 999 999 1155 999 999 999 999 999
2 1433 999 999 2406 2279 999 999 999 999
3 3106 999 1551 5214 999 999 999 999 999
4 5158 1884 999 1715 1939 999 999 999 999
5 8661 2943 999 5543 2337 1055 999 999 999
6 8661 1974 999 3029 1811
7 8661 999 999 2441 999
8 8661 999 999 1480 999
9 8661 999 1210 1172 N/D
10 5603 999 999 N/D N/D
11 8661
12 6854
13 8661
Promedio 7034 1379.40 | 1075.30 | 2683.89 | 1545.25 {1010.20| 999 999 999
Desviacién
estandar |2476.169|672.140 | 179.817 | 1652.373 | 607.627 | 25.044 | 0.000 | 0.000 | 0.000
*N/D: No determinado
Tabla 2. Peso en aves ligeras con anticuerpos maternos contra CAV
inicial 14 dias 28 dias
A B C D A B C D A B C D
Ave / Peso
(9)
1 39.30 | 37.00 | 33.90 | 40.00 [123.80| 124.70 | 95.40 | 109.00 | 188.50 | 255.70 | 174.60 | 184.00
2 38.10 | 34.70 | 34.30 | 40.60 |133.50| 104.30 | 104.00 | 93.40 | 234.60 | 197.60 | 254.80 | 261.30
3 39.90 | 35.20 | 35.50 | 38.30 | 123.50| 99.20 87.10 | 115.60 | 225.20 | 247.60 | 183.00 | 218.60
4 35.50 | 34.80 | 34.80 | 37.70 |119.60| 106.80 | 102.80 | 110.60 | 206.30 | 193.70 | 185.10 | 195.80
5 37.80 | 34.70 | 34.50 | 34.50 [108.70| 101.10 | 105.30 | 117.10 | 222.20 | 173.60 | 225.10 | 232.80
6 38.90 | 34.00 | 32.60 | 38.90 [129.80| 111.00 | 100.60 | 106.10
7 43.20 | 34.60 | 32.90 | 37.80 |127.20| 102.10 | 106.20 | 115.20
8 36.20 | 32.90 | 35.70 | 38.90 | 116.10| 102.00 | 94.10 | 103.60
9 38.60 | 37.30 | 35.50 | 41.70 [ 120.70| 121.10 | 97.50 | 124.40
10 34.10 | 35.20 | 33.90 | 37.60 | 98.30 | 106.30 | 92.10 | 100.60
11 36.20 | 36.60 | 32.20 | 38.90
12 37.60 | 36.80 | 33.70 | 37.60
13 33.50 | 33.80 | 32.80 | 38.70
14 36.90 | 34.00 | 34.30 | 37.00
15 36.90 | 33.10 | 34.20 | 34.90
Promedio | 37.51 | 34.98 | 34.05 | 38.21 |120.12| 107.86 | 98.51 109.56 | 215.36 | 213.64 | 204.52 | 218.50
Desviacién
estandar | 2.402 | 1.389 | 1.083 | 1.892 | 10.388 | 8.649 6.321 9.041 18.148 | 35.988 | 34.231 | 30.585
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Tabla 3. Ancho del timo en aves ligeras con anticuerpos
maternos contra CAV

14 dias 28 dias
A B C D A B C D

Ave /| Ancho
timo (cm)

0.820 | 0.651 | 0.494 | 0.659 | 0.350 | 0.630 | 0.620 | 0.650
0.718 | 0.752 | 0.380 | 0.703 | 0.790 | 0.680 | 0.570 | 0.630
0.785 | 0.700 | 0.436 | 0.698 | 0.640 | 0.540 | 0.520 | 0.670
0.600 | 0.651 | 0.617 | 0.853 | 0.600 | 0.740 | 0.520 | 0.690
0.700 | 0.637 | 0.459 | 0.695 | 0.610 | 0.610 | 0.640 | 0.520
0.758 | 0.639 | 0.382 | 0.821
0.695 | 0.459 | 0.387 | 0.729
0.730 | 0.500 | 0.459 | 0.730
0.741 | 0.550 | 0.390 | 0.629
0.730 | 0.550 | 0.494 | 0.752

OO N |~ |W|IN|—~

-
o

Promedio 0.728 | 0.609 | 0.450 | 0.727 | 0.598 | 0.640 | 0.574 | 0.632
Desviacion
estandar 0.059 | 0.091 | 0.074 | 0.068 | 0.158 | 0.075 | 0.055 | 0.066

Tabla 4. Tamano de la bolsa de Fabricio en aves ligeras con anticuerpos
maternos contra CAV

14 dias 28 dias
A B C D A B C D
Ave /| Tamaiio
bolsa (cm)
1 1.289 | 0.944 | 0.988 | 0.896 | 1.290 | 1.350 | 1.480 | 1.130
2 1.086 | 1.550 | 0.854 | 0.841 | 1.310 | 1.200 | 1.380 | 1.080
3 1.050 | 0.943 | 0.730 | 0.866 | 1.600 | 1.320 | 1.150 | 1.480
4 0.966 | 0.931 | N/E | 0.900 | 1.440 | 1.090 | 1.380 | 1.390
5 0.864 | 0.954 | 0.730 | 1.050 | 1.370 | 1.370 | 1.120 | 1.240
6 0.923 | N/E | 0.896 | 1.090
7 1.189 | 1.132 | 0.819 | 0.900
8 0.853 | 0.704 | N/E | 0.911
9 0.896 | 0.954 | N/E | 0.500
10 1.050 | 0.843 | 1.145 | N/E
Promedio 1.017 | 0.995| 0.880 | 0.884 | 1.402 | 1.266 | 1.302 | 1.264
Desviacién
estandar 0.144 | 0.236 | 0.148 | 0.166 | 0.125 | 0.118 | 0.158 | 0.169

*N/E: No evaluable
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Tabla 5. Titulos de las pruebas de ELISA en pollo de engorda con anticuerpos
maternos contra CAV

inicial 14 dias 28 dias
A B C D A B C D
Ave |/ Titulo
1 9201 999 3386 999 999 1679 999 999 999
2 1104 999 3073 999 999 999 999 999 999
3 9558 999 999 999 3278 999 999 999 999
4 9042 999 999 3073 2890 999 999 999 999
5 8762 999 999 999 999 999 N/D 5012 999
6 9233 999 999 999 999
7 8265 999 999 999 999
8 9400 999 999 999 999
9 9312 999 999 999 999
10 9431 999 999 999 999
Promedio 8331 999 14451 1206 1416 1135 999 1801.6 999
Desviacién
estandar |2567.236| 0.000 |943.351 | 655.856 | 883.857 | 304.105 | 0.000 |1794.668 | 0.000

*N/D: No determinado

Tabla 6. Peso en pollo de engorda con anticuerpos maternos contra CAV

inicial 14 dias 28 dias
A B C D A B C D A B C D
Ave /
Peso (g)
1 59.5 | 69.2 | 69.4 69.4 | 202.3 | 263.5 | 230.1 151.3 750 900 660 885
2 66.8 | 706 | 84.9 61.6 | 216.3 | 248.6 | 206.9 | 200.7 900 790 590 830
3 76.8 | 73.2 | 62.7 55 182.5 | 214 211.7 | 243.2 710 765 770 620
4 59 62 58.9 57.8 | 155.7 | 161.3 | 209.6 | 243.6 410 850 680 800
5 60.8 | 56.8 | 66.1 614 | 2454 | 185.9 | 206 231.3 690 N/D 840 830
6 598 | 615 | 774 61.8 183 | 207.2 | 2485 | 229.8
7 60.9 | 58.7 | 58.9 705 | 251.3 | 165.2 | 203.8 | 139.3
8 717 | 594 | 65.5 60.3 | 125.2 | 2521 | 221.3 | 208.2
9 596 | 59.8 | 57.4 76.9 | 161.3 | 244.2 | 236.1 161.2
10 63.8 63 60.4 65.6 195 249 227.5 219
Promedio | 63.87 | 63.42 | 66.16 | 64.03 | 191.80|219.10 | 220.15 | 202.76 | 692.00 | 826.25| 708.00 | 793.00
Desviacion
estandar | 6.082 | 5.596 | 8.918 | 6.590 | 39.394 | 37.963 | 15.049 | 38.800 | 177.820|60.742 | 97.826 | 101.464

*N/D: No determinado
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Tabla 7. Ancho del timo en pollo de engorda con anticuerpos
maternos contra CAV

14 dias 28 dias
A B C D A B C D
Ave / Ancho
timo (cm)
1 0.5 06| 0.71]| 0.48| 1.187| 0.835| 0.792| 0.802
2 0.36| 0.63| 0.69 0.5| 0.846| 0.923| 0.87| 1.09
3 0.37| 051 0.55| 0.41] 1.143| 0.858| 0.846| 1.198
4 0.55| 0.51| 0.51| 0.49]| 0.682| 0.703| 1.039| 0.813
5 0.49| 0.39 0.5| 0.51] 0.748| N/D | 0.747| 0.725
6 0.5| 0.53| 0.65 0.5
7 0.65| 0.51 0.5| 0.59
8 045| 0.41| 0.46 0.7
9 0.51 0.5| 0.58| 0.55
10 0.5 04| 044| 0.51
Promedio 0.488 | 0.499 | 0.559 | 0.524 | 0.921 | 0.830 | 0.859 | 0.926
Desviacién
estandar 0.084 | 0.080 | 0.096 | 0.077 | 0.231 | 0.092 | 0.111 | 0.206

*N/D: No determinado

Tabla 8. Tamano de la bolsa de Fabricio en pollo de engorda con anticuerpos
maternos contra CAV

14 dias 28 dias
A B C D A B C D
Ave /| Tamaio
bolsa (cm)
1 0.71| 0.95 09| 0.69| 1.615| 1.65| 1.649| 1.572
2 0.79| 0.82| 0.78 0.7| 1.318| 1.495| 1.363| 1.417
3 0.89| 0.91| N/D 0.8| 1.562| 1.649| 1.891| 1.759
4 0.81 09| 0.88| 0.68| 1.329| 1.516| 1.275| 1.649
5 0.87| 0.79| 0.81| 0.95| 1.199| N/D | 1.725| 1.682
6 0.51| 0.64| 0.78| 0.72
7 1.01| 0.65| 0.71 1.1
8 0.99| 0.76| 0.89| 0.98
9 0.65| 0.68| 0.79 0.9
10 0.9 0.5 0.89 0.8
Promedio 0.813 | 0.760 | 0.826 | 0.832 | 1.405 | 1.578 | 1.581 | 1.616
Desviacién
estandar 0.155 | 0.143 | 0.067 | 0.144 | 0.176 | 0.084 | 0.256 | 0.130

*N/D: No determinado
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Grafica 1. Titulos de las pruebas de ELISA en aves ligeras con

anticuerpos maternos contra CAV
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Grafica 3. Ancho del timo en aves ligeras con anticuerpos

maternos contra CAV
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Grafica 4. Tamano de la bolsa de Fabricio en aves ligeras con

anticuerpos maternos contra CAV
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Grafica 5. Titulos de las pruebas de ELISA en pollo de engorda con
anticuerpos maternos contra CAV
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Grafica 7. Ancho del timo en pollo de engorda con anticuerpos
maternos contra CAV
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Grafica 8. Tamafio de la bolsa de Fabricio en pollo de engorda con

anticuerpos maternos contra CAV
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