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RESUMIEN

BALCAZAR QUINTANA JAVIER. EFECTO DEL Aloe vera Y DEL YA TREN-CASEINA
COMO INMUNOESTIMULADORES CONTRA EL VIRUS DE LA INFECCION DE LA
BOLSA DE FABRICIO y Salmonella enteritidis EN GALLINAS REPRODUCTORAS
PESADAS Y SU PROGENIE. (Bajo la asesoria de: MVZ., MC. Ma. Teresa Casaubon
Huguenin; MVZ., EPA. José Antonio Quintana Lépez; MVZ., PhD. Guillermo Téllez Isaias).
Se utilizaron 2 adyuvantes: el acemannan, polisacarido derivado del extracto de la planta
cacticea Aloe vera y el yatrén caseina, para evaluar su efecto en la respuesta inmune activa
vacunal contra ¢l virus de la Infeccion de la Bolsa de Fabricio (IBF) ¢n gallinas
reproductoras pesadas y en la inmunidad pasiva en su progenie ante desafios tempranos de
IBF y Salmonella enteritidis. Se diseiié un experimento consistente en tres estudios: 1) se
vacunaron contra la IBF cuatro grupos de 2,200 gallinas de 18 semanas, junto coa los
siguientes adyuvantes: a) acemannan con una dosis de 0.2 ml; b) acemannan 0.4 mi; ¢)
yatrén caseina 0.2 ml y d) un grupo testigo sin adyuvante. Se cvaluo la produccion de
anticuerpos cada 4 semanas, durante 32 semanas y la fertilidad e incubabilidad a fas 40 y 50
semanas de edad. 2) En 80 pollos de un dia de cdad obtenidos de las galtinas reproductoras
del estudio 1 a las 40 y 50 semanas de edad (RIE 40 y RIE 50), se evaluaron las siguientes
variables despies de haber sido desafiados al cuarto dia de edad contra ¢l virus de la IBF:
indice bursal, indice metatarso bursal, lesion bursal y 1a inmunidad humoral contra la IBF.
3) En 80 pollos de un dia de edad obtenidos de RIE 40 y RIE 50, se¢ estudiaron los
siguientes pardmetros dos dias después de haber sido desafiados con S. enteritidis: lesion en
los ciegos ¢ invasion a 6rganos (higado, bazo y tonsilas cecales). Los resultados obtenidos
en el primer estudio indicaron que los adyuvantes empleados estimularon mayores niveles
de anticuerpos en relacion al testigo (p <0.05). Sin embargo, no se encontraron diferencias
en la fertilidad e incubabilidad. En contraste en el estudio 2, solamente se encontraron
diferencias en los titulos de anticuerpos en la progenie de RIE 40 para ambos adyuvantes.

En el estudio 3, el acemannan 2 0.2 ml y a 0.4 ml indujeron mayor quimiotaxis de



linfocitos hacia el ciego en comparacion con los grupos yatrén caseina y testigo, 1o cual
pudo haber cvitado la invasion al higado, bazo vy tonsilas cecales. Los resultados del
presente estudio, indican que ambos adyuvantes fueron igLalmente eficaces para
incrementar los titulos de anticucrpos en las reproductoras, pero en la progenie se observo
incremento solo en la progenie de las aves de 40 semanas. El efecto de la respuesta inmune
celular, Unicamente se aprecié en las aves que recibieron acemannan al disminuir la

infeccion con S. enteritidis.



SUMMARY
BALCAZAR QUINTANA JAVIER. The effect of Aloe vera and Yatren-caseina like
immune stimulators against the infectious bursal disease virus and Salmonella
enteritidis in breeder hens and their progeny. (Under the consult-ntship of: MVZ.,
MC. Ma. Teresa Casaubon Huguenin: MVZ., EPA. José Antonio Quintana Lopez;
MVZ., Ph.D.Guillermo Téllez Isaias). Two adyuvants. acemannan, a polysaccharide
derived of the extract of the Aloe vera plant and the yarren caseina, were utilized in
3 experiments, in order to evaluate their effect in the immune response against the
infectious bursal disease virus (IBDV) in breeder hens and in the passive immunity
to their progeny after an early challenge with IBDV and Salmonella enteritidis 1)
four groups of 2,200 hens of 18 weeks were vaccinated against the IBDV plus
cither of the following adyuvants: a) acemannan with a dosc of G.2 ml: b)
acemannan 0.4 ml; ¢) yatren caseina 0.2 mi or d) a control without adyuvant. The
production of antibody’s was evaluated every 4 weeks. during 32 weeks and the

fertility and hatchability at 40 and 50 old weeks. 2) On 80 one-day-old broilers

from immune stimulated breeders at 40 and 50 weeks old from study (ISB 40 and
ISB 50), the following variables were evaluated after an oral challenge with IBDV
at four days of age: bursal index, metatarsus bursal index, bursal lesion and the
humoral immune response against IBDV. Study 3) On 80 one-day-old broilers from
ISB 40 and ISB 50, organ invasion, cecal colonization and histology of the ceca,
were evaluated after on oral challenge with S. enteritidis phage type 13 at four days
of age. In study 1, both adyuvants increase significantly (p <0.05) the titles of
antibody at both 40 and 50 weeks as compared with the control group. However,
there were no effects on fertility and hatchability (p>0.05). In contrast in study 2 ,
there were only differences in the titles of antibodies on the progeny of the 1SB 40
(p <0.05) that received both immunostimulats, Finally, in study 3, only the
progeny of the ISB 40 and ISB 50 that received the acemannan at 0.2 or 0.4 mi
were able to decrease significantly the organ invasion and cecal colonization

(p<0.05) of S. enteritidis as compared with the other groups. Also in these group



of birds, a subjective increase of mononuclear cells were observed in the ceca. The
results of the present study, indicate that both adyuvants were able of increase the
titles of antibodies in breeders, yet, in their progeny, this effect was only
observable on the breeders at 40 weeks of age. The cffect of the cellular immune
response, was evident on the birds that received acemannan when challenged wath

S. enteritidis.
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IMPORTANCIA DEL SISTEMA INMUNE DE LAS AVES
EN LA INDUSTRIA AVICOLA

En las dreas de produccion de alimento de origen animal, la avicultura es la nuls
dindmica y tecnificada pero también una de ias mds susceptibles a pérdidas economicas por

factores sanitarios y de manejo (69).

Desde el nacimiento, el pollo tiene un sistema de defensa compuesto de dos formas
que le permiten protegerse contra 10s agentes infecciosos:
- La resistencia natural o innata: tiene las caracteristicas de ser inespecifica. esponténea. no
tiene memoria y ¢s hereditaria, algunos ejemplos son: ¢l pH. la flora bacteriana normal, las
enzimas, las faneras, secreciones como la saliva e integridad de epitelios.
- La inmunidad: comprende dos mecanismos de proteccion, una mediante anticuerpos
(humoral) y la otra (base celular) a traves de linfocinas y linfocitos sensibilizados. La
inmunidad tiene las caracteristicas de ser especifica, poseer memoria y ser transmitida a la

progénic (52,86).

Las principales funciones del sistema inmune son dos: la primera es la eliminacion
de células tumorales y la segunda es evitar la infeccidn por agentes patdgenos virales y
bacterianos (35).

La inmunidad en las aves tiene su origen desde su estado embrionario, siendo que la
yema o vitelo contiene una alta cantidad de inmunoglobulinas y en el higado y saco vitelino
se encuentran las células primordiales, que dardn origen a los eritrocitos, granulocites,
monocitos y linfocitos (52).

Durante el desarrollo embrionario los linfocitos al pasar por el timo o la bolsa de
Fabricio, adquirien caracteristicas particulares transformandosc en linfocitos T si pasan

primero por timo o linfocitos B si Hegan a la bolsa de Fabricio. Posteriormente los



linfocitos emigran a 6rganos linfoides periféricos como son el bazo, la glindula de Harder,

las tonsilas cecales, las placas de Peyer y los acumulos y nodulos linfoides (52).

Cuando las células del sistema inmune encuentran un antigeno, ocurre una respuesta
inmune humoral y celular. La inmunidad humoral estd dada por los linfocitos B, que
después de la estimulacién antigenica, proliferan y se diferencian en células plasmaticas
productoras de anticuerpos. La inmunidad celular estd dirigida por los linfocitos T, que al
ser activados por un antigeno, secretan varias substancias (linfocinas) que son responsables

de diversas reacciones inmunologicas (86).

Existen diversos factores que afectan al sistema inmune, provocando una
disminucion en su capacidad para proteger al ave contra la invasion de agentes patogenos.
Estos factores se pueden dividir en dos grupos.

- Factores de estrés tales como la alta densidad de poblacion, inadecuada calefaccion-
ventilacién, mal manejo de cama, presencia de altos niveles de amoniaco, fallas en los
programas de iluminacidn, deficiencia de alimentacion y agua.

- Factores infecciosos: por cjemplo, 1os virus de la Infcecion de la Bolsa de Fabricio (1BF),

de la enfermedad de Marek, de la viruela aviar y micotoxinas (52).

Entre las infecciones en las que interviene principalmente el sistema inmune
humoral estd el virus de la IBF y entre las que el sistema inmune celular es el medio de

defensa mas eficaz estd la salmonelosis (56,63,69).



INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO

Ia IBF, es una eofermedad infecciosa viral causada por un avibirnavirus que se
caracteriza por afectar y destruir los linfocitos B principaimente, en la bolsa de Fabricio y
en otros 6rganos como el timo. el bazo, las tonsilas cecales y la glandula de Harder.
provocando inmunodepresion, principalmente en aves menores de 4 semanas de cdad
(13,54,55,56,61,90). En aves de mayor edad, la enfermedad cursa con la presentacion del

Sindrome nefritico hemorragico y elevacion de la mortalidad (55.61).

HISTORIA

La bolsa de Fabricio fue descrita por primera vez en el aino 1600 por el anatomista
italiano Hyeronimus Fabricius. En 1956, Bruce Glick publicé la importancia de éste organo
en la inmunidad de las aves, pero fue hasta 1957 cuando Cosgrove reportd por primera vez
la IBF, en las cercanias de Gumboro, Delaware, EUA. Es por ésto que también se le
conoce como enfermedad de Gumboro (54,61).

En 1962, Winterfield v Hitchner lograron aislar ¢l agente causal (61). En México,
Lucio et al. confirmaron la presencia de 1a enfermedad en este pais al detetminar gue el 90

% de las parvadas posefan anticuerpos neutralizantes contra el virus de la IBF (54),

ANATOMIA DE LA BOLSA DE FABRICIO

La bolsa de Fabricio es un diverticulo del proctodeum. con forma de pera, que
ocupa una posicion meaia dorsal y cuya pared es rica en tejido linfoide (59).

Durante la vida embrionaria, las células primarias de tejido linfoide migran hacia las
dreas granulopoyéticas de la médula dsea y de aqui al timo o a la bolsa de Fabricio, donde
se diferencian como linfocitos T o B, formando lo que se conoce como tejido linfoide
primario, que posteriormente por migracién a otros tejidos, dardn origen al tejido linfoide

secundario o periférico (34,61).



En gallinas, la bolsa alcanza su tamafo miximo entre las 3-6 semanas de cdad.
midiendo entonces  alrededor de 3 cm de largo x 2 cm de ancho y pesando
aproximadamente 4 g. Entre las 8 y 12 semanas empieza su regresion, pesando a los 10
mescs tan solo 0.5 g (34,59).

Cuando la bolsa estd totalmente desarrollada consta de una pared que rodea una
cavidad principal axial. Esta cavidad conduce a fa cloaca a tra' és de una abertura en la
pared dorsal del proctodeum. La pared presenta entre 12-14 pliegues o plicas
longitudinales. Cada pliegue esta subdividido, por trabéculas de tejido conectivo, en
numerosos lobulillos en los cuales se alojan los foliculos. Cada foliculo comprende una
corteza externa con muchos linfocitos maduros y una médula interna, con cclulas

reticulares, macrdfagos, linfoblastos y escasos linfocitos (34).

AGENTE ETIOLOGICO

El agente causal de la IBF es un virus desnudo, de forma icosahédrica, con un
didmetro de 55 a 60 nm, contiene 7 a § proteinas en su cubierta externa, posee 92
capsoméros, exhibe formas filamentosas, presenta una doble cadena de ARN y doble
segmentacién, por lo cual se clasifica como birnavirus (13,61). El scgmento de ARN mas
grande contiene informacion para la sintesis de las proteinas estructurales VP2, VP3 v

VP4, de las cuales 1a VP2 induce la formacién de anticuerpos (28).

Se han reportado dos serotipos. El serotipo 2 fue aislado de pavos y aparentemente
no produce cuadros clinicos en pollo. El serotipo 1 afecta a la gallina, ¢s sumamente
resistente a los cambios de pH y a la accidn de la temperatura, siendo afectado
particularmente por ¢l yodo y el formol (13,54,57,61). Se han descrito 6 subtipos del
serotipo I, que difieren serolégicamente y de virulencia de suave a alta, causando hasta
50% de mortalidad cuando infectan a pollos susceptibles (54.57).

La mayorfa de las cepas crecen en el embrion de pollo y se¢ pucden adaptar para

crecer €n cultivo de células por medio de pases (57).
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IMPORTANCIA ECONOMICA

Sin duda, la mayor importancia econdomica de la enfermedad radica en ¢l hecho de
producir inmunodepresion con la consecuente falta de proteccion inmunologics y por ende
fallas en las respuestas vacunales, predisposicion a sufrir enfermedades, conversion
alimenticia deficiente. aumento en la morbilidad y mortalidad, incremento en fos decomisos
e incremento de costos por medicacidon y vacunaciones (13,52,57).

Entre las secuelas de un brote de IBF se reportan cuadros de dermatitis gangrenosa

y hepatitis con cuerpos de inclusion (13,54,63).

TRANSMISION

El virus de IBF es altamente contagioso v pucde transmitirse por contacto directo
(61). El ave afectada elimina el virus a través del excremento, hasta dos semanas despugs
de la infeccidn y puede permanecer infeccioso ¢n el ambiente durante al menos, cuatro
meses en materia orgdnica (57). Otras fuentes de infeccion pueden ser la contaminacion
residual de locales, el agua, los alimentos, la cama y vectores mecdnicos como los
vehiculos, el equipo, el personal, escarabajos Afphitobius diaperinus ¥ mosquitos Aedes

vexans. No hay evideneia de transmision a través de huevo de aves infectadas (13.54.61).

MORBILIDAD Y MORTALIDAD

La posibilidad de que las aves sufran IBF, esta relacionada con la concentracion de
virus patdgeno en el medio, la edad y el nivel de anticuerpos maternos (54,60).

La morbilidad en aves susceptibles puede llegar al 100% mientras que la mortalidad
es muy variable (2 a 50% aproximadamente) y depende de un gran nimcero de factores
ambientales y propios del ave. La mortalidad se inicia al tercer dia posinfeccion,
alcanzando un pico entre los dos a tres dias posteriores y tiende a bajar rapidamente en un

periodo de cinco a siete dias (54,57,61).



PATOGENESLES

El periodo de incubacion de la enfermedad puede ser corto, desde 24 horas hasta 3
dias (61). Ll virus entra en el ave por via oral al ingeriv material contaminado.
posteriormente, sufre una primera multiplicacion en macréfagos y en las células reticulares
del proventriculo, después en las placas de Peyer del yeyuno. de ahi pasa al torrente
sanguineo donde es transportado a la bolsa de Fabricio, que es el Organo blanco para su
multiplicacién (60). No obstante, el virus de la IBF también se multiplica en el timo y en ¢l
bazo donde produce lesiones (54,57).

Si las aves se infectan durante las dos primeras semanas de vida, la IBE cursa con
un cuadro subclinico causando una severa inmunodepresion. Silas aves se infectan a parur

de la tercera semana, puede o no presentarse signologia clinica (13,54.57.60).

SIGNOS CLINICOS

Los signos que suelen presentarse en las aves susceptibles son: hieces acuosas
blanquecinas, anorexia, depresion, temblores, postracion, plumas erizadas, deshidratacion,
tendencia de algunas aves a picarse cllas mismas la glandula uropigea v ¢l ano, por prurito
(13,54,57.60,01).

LESIONES

Las lesiones que se han observado son- deshidratacion, oscurecimiento de misculos
pectorales, nefritis, concentracion de uratos en ¢l rifon, hemorragias en la grasa coronaria,
musculos y en la unién del proventriculo y la molleja; &sto debido a que ¢t virus de 1BE
interfiere con ¢l mecanismo normal de coagulacion sanguinea. En la bolsa de Fabricio se
observa: hipertrofia debido a inflamacion, edema. petequias, congestion y  exudado
purulento  En estados finales de la enfermedad se observa atrotia de la bolsa de Fabricio
con hemorragias, necrosis y formacion de exudado caseoso; atrofia de timo, palidez ¢n la
médula Gsea, incremento de moco intestinal, esplenomegalia y hepatomegalia con infartos

periféricos (13.54,57.61).



La inmunodepresion que produce el virus de la IBE se debe a la necrosis de los
foliculos linfoides de la bolsa de Fabricio donde se encuentran las celulas B gue producen
inmunoglobulinas tipo M (IgM's) y G (IgG's) principalmente, asi como a la interferencia en
la maduracion de los linfocitos B. También, afecta a la glindula de Harder de donde
proviene la migracion de células B secretoras de inmunoglobulinas tipe A (JgA) 1o que
causa mayor susceptibilidad a la entrada y colonizacién por virus respiratorios (54). Los
efectos sobre la inmunidad celular son leves y transitorios (75). La necrosis del tejido
linfoide de la glandula de Harder coincide con las lesiones en el tejido hnfoide periférico

27).

DIAGNOSTICO

El diagnostico de IBF puede realizarse analizando la historia clinica de la parvada
en donde existid inmunodepresion, aunado a la presencia de las lesiones observadas en la
necropsia y mediante pruebas de laboratorio; las que se utilizan en México, bdsicamente
son seis (13,54.57):
- Prueba de Precipitacion en Agar.-

Es una prueba seroldgica cualitativa que detecta la presencia de anticuerpos contra
IBEF. Las cepas vacunales aparentemente no dan resultados positivos a esta prueba, por lo
menos después de la primera vacunacién. Cuando la prueba resulta positiva sc puede pensar

que el virus de la IBF infectd a las aves 10-12 dias antes (54,63).

- Prueba de Virus Suero Neutralizacion (VSN).-

I.a VSN es una prueba cuantitativa que detecta niveles de anticuerpos contra IBF;
utilizando virus adaptados a fibroblascos de pollo. Es una prueba que detecta antigenos
especificos de serotipo. Se emplea para cuantificar los niveles de anticuerpos séricos en

reproductoras y los anticuerpos maternos en los pollitos (54).



- Técnica de Inmuno Ensayo Lnzimdtico (ELISA).-

Es una prueba cuantitativa, de procedimiento rdpido. Cuando los niveles de
anticuerpos contra IBF son menores de 1000 unidades, los pollitos son susceptibles a un
desafio al virus de campo. Sin embargo, con niveles altos de antizuerpos maternos arriba de
2,000 unidades en la prueba de ELISA inhibirdn vacunas con cepas suaves o intermedias

(79).

- Histopatologia.-

La histopatologia puede determinar Ja severidad y el curso es decir el tiempo
aproximado de infeccion con base en las lesiones observadas en la bolsa de Fabricio. Sin
embargo, no se deben tomar como absolutas, ya que existen otras enfermedades que pucden

causar dafios muy similares (60,63,61).

- Prueba de Inmunofluorescencia.-
La inmunofluorescencia detecta la presencia del virus en ¢l (gjido de la bolsa de
Fabricio. Esta técnica es muy sensible y su especificidad va e relacion a antigenos de

serotipo. Es decir, al haber antigenicidad cruzada detecta los diversos serotipos (17).

- Prueba de Inmunoperoxidasa.-

La prueba de inmunoperoxidasa, pone de manifiesto el virus por técnicas
inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos que son marcados con enzimas y aplicados a
tejidos fijados en formalina dando una nueva dimension al diagnéstico por permitir apreciar

la distribucion del antigeno con microscopia optica (94).

TRATAMIENTO

Los agentes terapéuticos no son de valor y generalmente no son exitosos (63,56).



CONTROL Y PREVENCION

L control eficaz de la IBE en los pollos comerciales requiere la reduccion a fa
exposicion del virus de campo por medio de la Timpicza y desinfeccion entre parvadas. La
hioseguridad es ¢l factor mids importante para reducir las pérdidas debido a IBE, incluyendo
un buen programa de vacunacion de gallinas reproductoras v de su descendencia (13).

Ll criterio mds acertado para la inmunizacion en gallinas reproductoras es aplicar
una vacunacion entre 21 y 24 dias de edad con un virus vivo, posteriormente entre 6 y 8
sernanas mediante la utilizacion de una cepa intermedia y otra revacunacion antes del inicio
de la postura, con virus inactivo emulsionado para que las reproductoras tengan y

transmitan a su descendencia titulos protectores de anticuerpos maternos (13,24,54,61,90).

Con base en los anticuerpos que tenga la reproductora y un seguimiento
histopatoldgico, se pueden establecer los calendarios de vacunacion pertinentes para la
progenie. Se han hecho estudios en los que se ha demostrado que el nivel de anticuerpos en
el suero de la reproductora son el doble de los presentes en la yema de huevo (25).

I's importante conocer ¢l nivel de anticuerpos maternos en la progenic al momento
de 1a vacunacion, porque puede neutralizar al virus de la vacuna y por tanto sélo ocurrira
una himitada inmunidad activa y los pollos seran susceptibles a un desafio de campo (13).
En el pollo de engorda, el momento de la vacunacion se determina cuando los anticuerpos
maternos se encuentran en un nivel entre 1:80 a 1:100 a la prueba de VSN (24,54).

En pollos cuyo nivel de anticuerpos se desconoce, se recomienda una vacunacion
doble a los 7 y 14 dias de vida con una cepa vacunal intermedia por via agua de bebida o
por via ocular. En sujetos con anticuerpos bajos o ausentes es recomendable vacunar
durante los primeros dias de edad y realizar otra revacunacion 7 dias més tarde. Por dltimo,
en aves con una alta inmnunidad materna se debe vacunar siempre con cepas intermedias
hacia los 14 0 21 dias y si es posible no aplicar ninguna revacunacion (57).

Existen tres tipos de vacunas que se clasifican dependiendo de su patogenicidad:
suaves, intermedias y virulentas o fuertes. Las vacunas de tipo intermedio son las mis
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usadas ya que pueden estunutar al pollo de engorda a4 products anicuerpos s tagndo gue
las vacunas suaves y sin causar b dano a la bolsa de Fabricio como alpunas cepas virnlentas

(13).

EVALUACION DE LA BOLSA DE FABRICIO EN 161

Las alteraciones en la bolsa no son patognomonicas de una chiologin espectfica, ya
que hay varios agentes etiologicos que también modifican su tamanio y peso, tales como
IBF, enfermedad de Marek, infecciones bacterianas, reovirus, 1micotoxings, (ension
fisioldgica asociada a calor, frio o inanicién asi como tension social entre otros (15,163

Para evaluar ¢l estado inmuno competente de las parvadas existen diferentes
métodos macroscépicos como son el indice bursal (IB) y el indice metatarso bursal (IMB)
y microscopicos por ejemplo la evaluacion histologica de la bolsa de Fabricio. El 1B ¢ IMB
varian en funcién de las lesiones que afectan a la bolsa de Fabricio, por ejemplo la atrofia o
deplesion provocan disminucion del peso y tamafio mientras que el acumulo de exudado
Seroso incrementan estos pardmetros. Es por eso que pueden reflejar presencia de dafo
bursal. Los valores obtenidos de éstas pruebas son utilizados como una herramienta para
analizar una posible inmunosupresion y poder correlacionarlos con los titulos serologicos de

IBF (15,16,41,74).

I Evaluacion histologica :

El estudio microscopico de la bolsa permite cuantificar lesiones tales como:
congestion, hemorragia, edema, infiltraciéon de mononucleares, infiltiracion de heterdfilos,
necrosis, deplesion, hiperplasia epitelial, quistes en ¢l epitelio, hiperplasia de células
reticulares, hiperplasia de células corticomedulares. fibrosis, quistes intrafoliculares, atrofia
folicular y aspecto adenoide (16).

Los foliculos de las puntas de los pliegues bursales son los primeros afectados. Los
factores que determinan la gravedad de la infeccién incluyen la concentracidn o virulencia
de los agentes etiologicos, el nivel de inmunidad de las aves y factores de manejo (13).
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B Indice bursal :

El IB ¢s la proporcion del peso de la bolsa de Fabricio con respecto al peso
corporal. Kuney et al.(1980), mencionan que frecuentemente el IB permancce constante
durante el periodo de crecimiento del ave. Esta técnica no requiere de material sofisticado
de laboratorio y muestra répidamente un panorama general del desarrollo de {a bolsa de

Fabricio.

W Indice metatarso bursal

El IMB es la comparacion de la largura del metatarso con respecto al didmetro de la
bolsa. En estudios hechos por Rountree se utiliza una escala dei 1 al 3 para la evaluacion de
la bolsa de Fabricio. Un resultado en la prueba de IMB de 20 o mds se le asigna un valor
de 3 (normal), de 17-19 un valor de 2 (bolsa de Fabricio cn proceso de deplesion) y un

resultado de 16 0 menos se le otorga un valor 1 (bolsa de Fabricio en deplesién) (1,74).
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SALMONELOSIS AVIAR

El género Salmonella que se incluye en la Familia Enterobacteriaceae y en la tribu
Salmoneliae, comprende aproximadamente 2,200 scrotipos de los cuales, los de interés en
la industria avicola se pueden dividir en dos grupos principalmente: el primero, de las
salmonelas inméviles, representado por Salmonella gallinarum, productora de la “tifoidea
aviar” y S. pullorum productora de la “pulorosis”. Al segundo grupo pertenecen las
salmonelas moviles donde las cepas de mayor incidencia son S. typhimurium y S.
enteritidis. La salmonelosis aviar o paratifoidea producida por S. ecnferitidis, es una
enfermedad bacteriana que afecta, principalmente, el aparato digestivo de las aves y de
otros animales incluyendo al hombre, razén por la que se considera una zoonosis
(5,62,63,64,76,89).

ETIOLOGIA

8. enteritidis es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, mide
aproximadamente 0.4-0.6 x 1-3 um, no esporula, €s movil, fermenta ia glucosa, el manitol,
la maltosa, la dextrosa y el sorbitol. Por 1o general la fermentacién es con formacién de gas
y no fermenta la lactosa ni la sacarosa. Corntiene antigenos somaticos 1,9,12 y antigenos
flagelares g y m (29,44,64,68).

* Salmonella sp. crece ficilmente en agar y caldos nutritivos, a una temperatura
optima de 37°C. Las colonias en cultivos de agar son redondas, escasamente elevadas y
brillantes con bordes lisos, miden aproximadamente de 1-2 mm de didmetro dependiendo el
grado de dispersion en las placas (64).

En el medio ambiente, Salmonella es capaz de sobrevivir y multiplicarse, lo cual es
un factor muy importante en la transmision y diseminacién de la enfermedad. Sin embargo,

es susceptible al calor y a los desinfectantes mas comunes (63,64).
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EPIZOOTIOLOGIA Y TRANSMISION

Las infecciones por S. emteritidis ocurren en cualquier parte del mundo, su
transmision es de tipo horizontal, vertical o mecdnica por ingestién de alimentc o agua
contaminada por vectores como son los ratones, aves de vuelo libre, escarabajos, moscas y
gatos. La transmision de tipo vertical o transovdrica, puede deberse probablemente a
contaminacion de la membrana vitelina durante la incubacién y se debe diferenciar de la
transmision a través de la penetracion del cascaron. Cuando la bacteria logra entrar al
huevo, se multiplica rdpidamente en la yerna, infectando al embrion en desarrollo, el cual
puede morir pero en ccasiones nace y sirve de fuente de infeccion para otras aves, siendo

las heces la principal fuente de contaminacion por Salmonella (63,64,76,89).

IMPORTANCIA ECONOMICA

Desde un punto de vista econémico, la infeccion por Salmonella, es la enfermedad
bacteriana mdas importante en la industria de la incubacion (12,45,64,76). Ademis.
disminuye los pardmetros productivos de las aves como son: el indice de conversion
alimenticia, la produccién de huevo y la fertilidad, aumenta la mortalidad y retrasa el

desarrolio de las aves jovenes (45,63,64,76).

MORBILIDAD Y MORTALIDAD
El periodo de incubacién de la enfermedad es de 4-5 dias (12,45). Las aves que
muestran signos generalmente mueren durante las dos primeras semanas de vida (10-20 %)
0 son desechadas, causando mayores pérdidas entre el 6° y 10° dia. Esta infeccién
raramente causa mortalidad en aves de més de un mes de edad (63,64). No obstante, se ha
observado que las galiinas adultas en produccion o pelecha cercanas al afio de edad, son
altamente susceptibles (89).
l.as aves que sobreviven a la enfermedad, permanecen como portadoras
asintomaticas. Si son gallinas reproductoras continuardn con el ciclo de infeccidn a través
de su progenie. Cuando son polles de engorda contaminan el medio ambiente, alimento,
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cama. nidos, plumas, polvo, equipo, agua, suelos, ctc., cn donde puede sobrevivir la

Salmonella hasta por dos anos (63,64,89).

PATOGENESIS

S. enteritidis penetra al huésped generalmente por via oral con los alimentos o con
¢l agua de bebida contaminada y se adhiere a la mucosa del intestino grueso, probablemenie
debido a la baja motilidad, ph alcalino y una carencia general de enzimas digestivas
(29,30). Este microorganismo tiene la capacidad de entrar y multiplicarse en las células
eucaridticas. El mecanismo por el cual la bacteria invade la mucosa epitelial todavia no es
entendido claramente, sin embargo, hay evidencia de que intervienen factores tanto de la

bacteria como de la célula hospedera (29,30).

Salmonella sp. contiene un pldsmido de alio peso molecular que es esencial para su
virulencia, pero no asi para la penetracion del epitelio intestinal (43). Altmeyer or
al.(1993), identificaron un gene llamado invH en S. choleraesuis y S. typhimurium,
necesario para una adherencia y penetracién eficiente en el epitelio. Por otra parte. Salyers
et al.(1994), mencionan que Salmonella utiliza alrededor de 200 genes para invadir y
sobrevivir a cambios de pH, oxidacion, etc.(76).

Se ha demostrado que Salmonella causa disociacién de microvellosidades en la
superficie de las células epiteliales durante su penetracion (29). Este evento parece ser un
sistema regulado y dependiente de la tripsina y neuroaminidasa, que son estructuras
sensibles, presentes en la superficie celular del epitelio Durante este proceso, la bacteria
requiere sintetizar nuevas proteinas, que son inducidas por las células epiteliales (30). No
obstante, es conocido que la disponibilidad de oxigeno afecta la habilidad de adhesion v

penetracion de la bacteria a la célula (32).

La bacteria induce cambios en la membrana externa de la célula epitetial que forma
seudopodos que engloban a la bacteria en una vesicula y la transportan al interior de la
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célula (76). Después de pasar la barrera del epitelio intestinal, Salmonella es fagocitada,
pero no eliminada, por macréfagos que subsecuentemente la transportan a nddulos
linfoides, bazo e higado, en donde la Salmonella se multiplica répidament. y empieza a
diseminarse a otros tejidos (29). Al diseminarse la bacteria en el organismo tiene la
habilidad de resistir a la accion destructora del complemento. Una de las caracteristicas que
contribuyen a esta resistencia es la longitud de las cadenzs d= npolisacdridos que forman el
antigeno O (76).

Por otro lado, el sistema inmunolégico responde con el correcto reconocimiento del
antigeno y la induccién de la respuesta inmune mediada por Linfocitos T principalmente
(14).

Los linfocitos T después de ser estimulados responden dividiéndose repetidamente
originando células de memoria y efectoras. Estas tltimas sintetizan y secretan proteinas
llamadas linfocinas, que son importantes componenics de la inmunidad celular,
responsables de promover la proliferacién, diferenciacién y activacién de los linfocitos T
(14).

Las aves jovenes son mds susceptibles a la enfermedad; la produccién de
anticuerpos alcanza titulos mdximos entre la primera y segunda semana posinfeccion y
comienzan a disminuir en forma constante, aunque las aves siguen siendo seropositivas

(33).

SIGNOS Y SINTOMAS

I.a mayoria de las cepas de S. enteritidis se localizan en ciego sin producir signos
clinicos (89). Sin embargo, otros autores han reportado que la bacteria al entrar y
diseminarse por todo el organismo, provoca signos como: somnolencia, plumas erizadas,
deshidratacidn, diarrea, taponamiento cloacal, depresion, ceguera, anorexia, postracion y
una tendencia de las aves a agruparse junto a la fuente de calor. En las aves adultas ademas,
se observa la cresta pélida y seca, la produccién de huevo disminuye hasta 20 %
(45,63,64,70).
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LESIONES

Las lesiones que se aprecian en pollitos incluyen el saco vitelino de consistencia
acuosa o caseosa y de color rojizo o verde amarillento, peritonitis, pericarditis, focos de
necrosis en el corazén, el pulmén, el rindn y la molleja, el higado y el bazo se ven de un
color bronceado. En aves adultas, el ovario puede estar congestionado, con atrofia y
ruptura de foliculos. Cuando el curso es cronico, se puede ohscrvéu‘ pericarditis, ooforitis,
peritonitis, artritis, panoftalmitis, nefritis y enteritis hemorragica o necrdtica. La severidad
del brote depende de las condiciones ambientales, grado de exposicién y la presencia de
infecciones recurrentes (12,45,63,64,70).

Algunas factores de virulencia de Salmonella son definitivamente debidas a las
endotoxinas (asociadas con la porcién somdtica) y exotoxinas (64). En aves infectadas
artificialmente con Salmonella, se encontraron cambios hematolégicos como son:
disminucion en €l volumen del paquete celular, hemoglobina y el conteo total de eritrocitos,

pero se encontrs un aumento en el rango de sedimentacion de eritrocitos y en el conteo total

de leucocitos (78).

DIAGNOSTICO

El diagndstico presuntivo se realiza mediante la historia clinica, signos y lesiones
macroscopicas. El diagndstico definitivo se requierc del aislamiento e identificacién de la
bacteria a partir de cultivos primarios de los 6rganos afectados (36,63,89).

En estados crénicos se requiere un estudio bacteriolégico mas minucioso, mediante
la prueba de Williams, que incluye medios sclectivos diferenciales (63,64). Sin embargo,
en las primeras semanas de infeccion, el aislamiento de la bacteria no esta correlacionado
con ¢l resultado de las pruebas seroldgicas, siendo éstas la aglutinacién en tubo y la prueba

de inmunio ensayo enzimatico (ELISA) de una alta sensibilidad para Ja deteccién de aves
portadoras (19).
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TRATAMIENTO

Cualquier tratamiento que se aplique no serd 100% satisfactorio, ya que se utiliza
para disminuir las pérdidas por mortalidad, pero de ninguna manera impiden la transmision
transovdrica, ni eliminan la infeccién. La administracién de sulfas, quinolonas y

nitrofuranos dan buen resultado en el tratamiento de la enfermedad (63).

PREVENCION Y CONTROL

Para poder prevenir la salmonelosis es importante reforzar las medidas sanitarias,
como son:
- Adquirir pollitos libres de Salmonella sp. y mantener las parvadas de reproductoras y
progenitoras libres.
- Producir un minimo de huevo sucio, el huevo fértil se debe recolectar de los nidos por lo
menos seis veces al dia a horarios fijos.
- Reforzar la higiene en todo tipo de actividades en incubacioén y granjas.
- Las parvadas infectadas deben ser eliminadas, posteriormente se debe realizar una estricta
limpieza y desinfeccion de la caseta. La introduccion de nuevas parvadas solo se podra
realizar después de que los resultados de las pruebas de laboratorio de la caseta hayan
salido negativos a Salmonella.
- Control de roedores y aves de vuelo libre, ya que pueden contaminar el alimento, el agua,
asi como la cama y la misma granja.
- Deteccién de parvadas infectadas a través del monitoreo serolégico y bacterioldgico,
principalmente en aves reproductoras.
- Acelerar la maduracion de la microflora del tracto intestinal en pollitos recién nacidos,
mediante la adicién del 20 % en la dieta de la cama seca proveniente de aves adultas libres
de Salmonella. A esta prictica se le conoce actualmente como exclusion competitiva
(63,64,89).
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USO DE INMUNOESTIMULANTES EN LA AVICULTURA

Los inmunoestimulantes, inmunopotenciadores o modificadores de la respucsta
inmune son sustancias que modifican de manera positiva (estimulan) la respuesta inmune.
Sin embargo, la mayoria de las veces los inmunoestimulantes inducen un aumento en las
respuestas inmunitarias de tipo celular y del tipo humoral, aunque, este aumento puede
facilitar selectivamente el incremento de una categoria determinada de respuesta al modular
los mecanismos de regulacién, en particular la presencia de antigeno y el incremento de los

anticuerpos (6,67).

En contraste con los adyuvantes, los estimulantes de la inmunidad no necesitan

administrarse junto con los antigencs para aumentar una respuesta inmunitaria (86).

Entre los inmunoestunulantes de importancia en Medicina  Veterinaria, s¢
encuentran:
- Bacterias y productos bacterianos.- La importancia de las micobacterias en la estimulacion
de Ia respuesta inmune celular ha sido mostrada, como es ¢f caso de fa vacuna para la
prevencion de la tuberculosis humana (BCG, cepa viva alenuada de Mycobacterium bovis) y
los corineformes anaerobios en especial Corynebacterium parvum que promueven la
formacidon de anticuerpos cuando se administran en suspension de bacterias muertas (4,86).
- Derivados de levaduras y hongos.- Por ejemplo el cimozin, los glucanos y lentinanos,
aumentan la accion fagocitaria activando la fagocitosis y a los macréfagos. Pueden
funcionar como adyuvantes, y potencializar la resistencia a los agentes infecciosos (86).
- Hormonas timicas.- Varios de los factores solubles extraidos del timo tienen efectos
importantes sobre el sistema inmunitario (86).
- Vitaminas y Minerales.- Algunas vitaminas y minerales ademds de participar en la

nutricién del individuo son capaces de estimular el sistema inmune (10). Franchini ef ¢!, cn
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9T reportaron que adonmstrando DL alta tocopheral acetato (vt Foen vacuias
emulsionadas ieeeinenta fa respuesta inmune contra i enfermedad de Newcastle, por una
interaccion con fas células del sistema inmuno competente relacionadas con fa reaceion de
fa respuesta inflamatoria (31).

El dcido ascdrbico o vitamina C, es ampliamente recomendado como reforzador de
fa inmunidad en los humanos y animales. Sin embargo, los resultados en aves han sido
motivo de polémica. Se ha sefialado que sus beneficios dependen de la linca genética y de la
dosis utilizada (39,40).

En cuanto a los minerales, cuando ef selenio es administrado de modo suplementario
a cerdos y bovinos, tienen cierto efecto estimulante de la respuesta inmune (10).

- Se ha estudiado la utilidad del levamisol y el thiabendazol para estimular la respuesta
inmune principalmente en bovinos, cerdos y aves, aunque su uso es limitado (9).
- Plantas: Recientemente se detect6 que un polisacrido (Acemannan)® derivado del extracto

"

de la planta cacticea Aloe vera. cuyo nombre comin es "sibila", tiene Ia capacidad de
incrementar Ja fagocitosis ¢n los macréfagos de los pollos in vitro (48).

- Productos de origen animal.- Tales como algunas sustancias como es la caseina, que se
encuentran principalmente en la leche de los mamiferos y en algunos vegetales por ejemplo
la soya producen un aumento en la produccion de globulinas plasmadticas, especialmente de
las gamma globulinas, con lo cual iiay un reforzamiento del sistema inmunitario global

(46).

R . \ .
Acemannan .- Marca registrada de Solvay Animal, Health Inc.
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ACEMANNAN R

Es un polimero complejo de carbohidratos, que conticne manosa (ndnidtis) y guc
posee una significativa actividad inmunoestinalante cuando es administiado en amimales
(87). El mannas se une a los macrdfagos mediante receptares proteicos especificos para la
manosa. lee et al.(1988), realizaron estudios in vivo en los que el receptor de la manosa es
probablemente regulado por la ingestion de glicoproteinas de manosa terminal.

Por otra parte, estudios in vitro demostraron que el mannas en su forma libre
bloquea competitivamente los receptores en el macrofago, aumentando la fagocitosis de
levaduras (83). El mannas activa a los macrofagos provocando un aumento en la liberacion
de citoquinas, que estimulan a las células B, las células T y a los mismos macrofagos e

interattuan estimulando la actividad de la médula osea (92).

Se demostré que el efecto dei acemannan utihzado como adyuvante en la
vacunacion de pollos de engorda, depende del antigeno que se emplee (3,21). Cuando ¢l
adyuvante es aplicado a pollitos de un dia de edad no sélo mejora la proteccion contra la
enfermedad de Marek, sino que tamhién favorece la respuesta inmune contra la enfermedad
de Newcastle y la Infeccion de la bolsa de Fabricio. En contraste, pollitos vacunados
normalmente requieren varios dias antes de que la inmunidad activa se desarrolle y en
muchas veces, ésta es impedida debido a la inmunidad materna (3,21). Ademids de
intensificar la respuesta inmune, e! carbohidrato acemannan es metabolizado por el

organismo sin dejar residuos (47).

En estudios de campo, acemannan disminuyd la mortalidad de las aves, decomisos
en rastros y la conversion alimenticia, por lo que el producto demostré un retorno de

inversion de mas del 3:1, en su uso con pollos de engorda (3).



Stewart et al., mencionan que al entrar ¢l carbohidrato mannas en ¢l organismo del
pollo, s¢ une a los receptores de los macrofagos provocando que la respuesta inmune sea
efectiva a mds temprana edad (47). Por otra parte Sharma y colaboradores reportaron que cl
acemannan reduce la inhibicién mitogénica inducida por reovirus en pollos de un dia de
edad, por lo que dedujeron que el acemannan protege parcialimente a los pollos contra un
defecto funcional de las células T. Cuande se incubd el acemannan cn culti o celular,

produjo altos niveles de dxido nitrico lo cual es una indicacién de la actividad celular (30).
YATREN-CASEINA ®

Existen otros firmacos que pueden ser administrados junto con las vacunas actuando
como adyuvantes como es el caso del Yatrén-caseina, estimulante no especifico del sistema
inmune que tiene la ventaja de aumentar la capacidad defensiva del organismo, en el curso
de la infeccion (46).

El principio activo del Yatrén-caseina es el acido-7-yodo-8-quinolin-3-sulfonico.

Ademis, tiene en su molécula sal sédica, bicarbonato de sodio, un 26.5% de yodo y en su

presentacion comercial se encuentra suspendido al 3 % (38,46).

La caseina estd exenta de sustancias provocadoras de anafilaxia y el yatrén produce
su efecto mediante su contenido de iodo. En contraposici6n a las proteinas, la caseina como
elemento proteico quimico en solucién al 5% en combinacion con el yatrén posibilita una
regulacion exacta del estimulo para conseguir reacciones focales necesarias para el efecto

terapéutico (46).

Yatrén-caseina ® .- Marca registrada de Bayer de México S.A.
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El Yawén-caseing estimula a Jos Jeucocitnsis. monocitos + o los Tifodre.
aumentando asi la capacidad  defensiva inmunoldgica, incrementa Lo dimresis v i
secreciones especialmente la secrecion brongual, produce moderado descenso de ba presion
arterial y estimula ¢l metabolisimo celular (38.46). Ademas, interviene en by actuvadion de
las células T favoreciendo el reconocimicnto de los agentes infeccionos Asumiisiio, acbivg
la produccion de mterferon, la produccion de diferentes tipos de cClulas como las cetulas

NK y secreciones de interleucinas (46)

Este producto estd indicado en procesos inflamatorios agudos, subagados v cronices

v no fecorosas, enfermedades

de origen bacteriano y no baciceriano, artritis infecciosas y
infecciosas gencrales y tocales. Su via de aplicacion es intramuscular. ~ubcutanea o lecal
dependiendo la afeccion y puede ser administrado simultidneamente con anubioticos. comuo

adyuvante o inmunoestimulante. La dosis recomendada en las aves es de 0 1 a 0.5 m) ¢36)



JUSTIFICACION

Las principales causas de pérdidas economicas en la Industria Avicola son de origen
sanitario (69). En aves recién nacidas el sistema innmunoldgico no estd completamente
desarrollado y su proteccion se basa en la transferencia de la inmunidad materna por medio
de anticuerpos presentes en el vitelo (11,85).

Se desconoce el grado de proteccién que confieren las madres a su progenie al ser
vacunadas contra la IBF junto con sustancias como son €l Acemannan y el Yarrén-caseina
ante un desafio con Salmonella enteritidis o el virus de la infeccidn de la bolsa de Fabricio,
por lo que es conveniente determinar su efecto y su posible uso como adyuvantes en la

v . 3 A . .
vacunacion en gallinas reproductoras pesadas, para obtener un mayor beneficio econémico.



OBJETIVOS

- Evaluar la inmunidad contra la Infeccion de la bolsa de Fabricio en gallinas

reproductoras pesadas vacunadas contra la IBF adicionando Acemannan o Yairén-caseina.

- Determinar los pardmetros productivos de las parvadas de gallinas reproductoras y
estimar ci beneficio del Acemannan y del Yatrén-caseina como adyuvantes durante la

vacunacion.

- Evaluar mediante e} indice bursal, el indice metatarso bursal, la morbilidad,
mortalidad, serologia y cuantificacion de lesiones histologicas bursales, si las aves
vacunadas contra IBF en combinacidén con Acemannan o con Yatrén-caseina, confieren una

mayor proteccion a su progenie ante un desafio con virus de campo de IBF.

- Evaluar la inmunidad celular en pollos de un dia de edad, obtenidos de gallinas

reproductoras pesadas inmunoestimuladas, a través del desafio con Salmonella enteritidis.
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MATERIALES Y METODOS



Se utilizaron las instalaciones de una granja comercial de gallinas reproductoras
pesadas localizada en el municipio de Tepetlixpa, Edo. de México y una incubadora
comercial en Cuautla, Mor., a una altitud de 1300 msnm, entre los paralelos 18° 497
latitud Norte y 98° 57" latitud Oeste y los desatios se realizaron en unidades de aislamiento
del Departamento de Produccion Animal Aves (DPAA) de la FM.V.Z., UNAM, con las
siguientes condiciones climaticas: a una altitud de 2240 msnm, entre los paralelos 19° 15°

latitud Oeste, con una precipitacion pluvial media de 747 mm (26).

ADYUVANTES
Acemannan*:
Aloe vera 73 g
Vehiculo cbp 100 ml

Lote Nam. 60103

Yatrén-caseina**:.
Yatrén 2340 g
Caseina libre de protoalbiimina 5 g
Vehiculo cbp 100 mli

Ném. de serie 719

* Solvay Animal, Health Inc. ** Bayer de México S.A.
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EXPERIMENTO 1

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 8,800 gallinas reproductoras pesadas de 18 semanas de edad (Peterson
x Avian Farm ), con una relacion machohembra de 1:12, que fucron alojadas durante 50
semanas en una granja comercial ubicada en el Municipio de Tepetlixpa. Edo. de México

A las aves se les proporciond alimento balanceado comercial controlado y agua ad libitum.

DISENO EXPERIMENTAL.

Las parvadas fueron asignadas aleatoriamente en cuatro grupos. A las 18 semanas
de edad se les administraron los adyuvantes por via intramuscular, mezclados con la vacuna

emulsionada con virus inactivado de IBF*. Los grupos y la dosis de los adyuvantes se

muestran a continuacion:

GRUPO ADYUVANTES DOSIS
1 ACEMANNAN 0.2 ml
2 ACEMANNAN 0.4 ml
3 YATREN-CASEINA 0.2 ml
4 SIN INMUNOESTIMULANTE o

Nota: Debido a que son aves comerciales en produccion no se pudo dejar un grupo de

individuos sin vacunar contra IBF, debido al alto riesgo de no transmitir anticuerpos

maternos al pollo de engorda.

* Cepa D-78. Lab. Intervet de Mex. S.A. Lote No. 32007
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PARAMETROS PRODUCTIVOS EVALUADOS

[. Nivel de anticuerpos:
Cada 4 semanas, durante 7 meses, 15 animales de cada grupo fucton sangrados por
via vena cefilica para determinar el nivel de anticuerpos contra IBE por medio de Lo prueha

de virus suero neutralizacion (VSN) segun la técnica reportada por Wintertield ef o/ (91).

II. Fertilidad e Incubabilidad:

Se realizaron dos evaluaciones cn las gallinas reproductoras a diferentes edader. o
las 40 y 50 semanas. En adelante se mencionaran como Reproductoras Inmunoestimuladas
de 40 y 50 semanas de edad (RIE 40 y RIE 50).

En cada evaluacion se recolectd el huevo de cada grupo y se realizd un muestreo
aleatorio simple, separando 2 charolas de 162 huevos cada una, obteniendo un total de 324
huevos por grupo. Posteriormente se incubaron en una incubadora comercial localizada en
el Edo. de Morelos. Las condiciones fueron: incubadora 37.7 °C y 55 % humedad relativa
durante 18 dias, nacedora 37.2 °C y 65 % humedad relativa durante 3 dias.

il porcentaje de infertilidad se calculd con base en el nidmero de huevos sin
desarrollo embrionario y el porcentaje de incubabilidad se determind con base en el nimero

de pollitos nacidos como ¢l porcentaje de huevos colocados.

Se les realizd el embriodiagnastico a Ins huevos que desarrollaron embridn v no
nacieron, técniva mediante la cual se evaluaron las posibles causas de mortahidad
embrionaria y se determiné el porcentaje de mortalidad en los cuatro grupos. De acuerdo a
la edad de incubacion de los embriones se formaron 4 grupos: el T correspondi6 a los
embriones muertos de 0-4 dias de incubacion, el 1 a los muertos de 5-10 dias, et Ul a los
muertos de 11-17 y el IV a los muertos de 18-21 dias (7). En los pollitos nacidos se
determino segin sus caracteristicas clinicas, el porcentaje de pollos de primera y de

segunda.



EXPERIMENTO DOS

ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Se utilizaron 80 pollos de engorda de un dia de edad, Peterson x Avion Farm, sin

sexar, obtenidos de las siguientes parvadas de reproductoras del experimento unoe

GRUPO ADYUVANTES DOSIS | PROGENIE (n)
1 ACEMANNAN 0.2 ml 20
2 ACEMANNAN 0.4 ml 20
3 YATREN-CASEINA 0.2 ml 20
4 SIN INMUNOESTIMULANTE o 20

Los adyuvantes fueron administrados a las reproductoras por via intramuscular junto

con la vacuna emulsionada con virus inactivo de IBF, a las 18 semanas de edad.

CEPA VIRAL PARA DESAFIO CONTRA LA INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO.
Se utilizdé una cepa de campo de Avibirnavirus donada por el Depto. de
Microbiologia, F.M.V.Z., UNAM.., con la que se realizaron dos pases en pollos

susceptibles y se estandarizé el inoculo con un titulo de 10 32 PDICC/mi 50% an.

DISENO EXPERIMENTAL

La progenie fue evaluada cuando las gallinas reproductoras tuvieron 40 y 50
semanas de edad. En cada evaluacion se utilizaron 20 pollos de un dia de edad, de la
progenie de cada grupo y fueron alojados en baterias cléctricas de las unidades de
aislamiento del D.P.A.A., FMVZ, UNAM., en grupos de 10 aves. A los pollos se les
proporciond alimento balanceado comercial y agua ad lLibitum durante 2 semanas. Antes de
iniciar el experimento se realizaron cultivos bacterioldgicos en medios estandares, de la

paja de transporte, alimento y de 10 pollitos de cada grupo para descartar la presencia de
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bacterias patdgenas. Ademads, se obtuvicron muestias de sangre de fa vena yugular para
determinar la concentracion de anticuerpos contra IBEF mediante la téenica de VSN

Las aves de cada grupo fueron desafiadas con ¢l virus de ta IBI al cuarto dia de
edad, con una dosis de 0.3 ml en cada ojo y 0.3 ml en el orificio cloacal (un total de 09
ml/ ave). Durante los 10 dias siguientes se registrd lu morbilidad y la mortalidad Al
decimo dia post inoculacion todas las aves de cada grupo fueron pesadas, se obtuvo sangre
de vena cefilica y se sacrificaron por dislocacion cervical. Posteriormente se midio el largo
del metatarso del miembro izquierdo, asi como el didmetro y peso de las bolsas de Fabricio

que se colocaron en frascos con formalina 10%, debidamente rotulados.

ESTUDIO SEROLOGICO
Se procesaron las muestras de suero de cada grupo para determinar los niveles de
anticuerpos contra la IBF por medio de la prueba de VSN segin la técnica reportada por

Winterfield er al (91).

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO
Después de 48 horas de fijacion, se realizaron cortes transversales de las bolsas de
Fabricio y se procesaron mediante la técnica convencional de Hematoxilina-eosina, para

cuantificar 1a lesién bursal.

LESION BURSAL

Se agruparon las lesiones en agudas, subagudas y cronicas y para cada una =c
calificaron dos aspectos: distribucién y severidad. Los valores obtenidos s¢ sumaron y se
clasificaron segiin la escala reportada por Casaub6n y col. (15,16).

A continuacion se presenta la escala de la distribucion y de la severidad con su
equivalencia. a) Porcentaje de distribucion.- Con valores entre -4 scguan el arca de
distribucion.  1; 025 % 2: 26-50 %

3:51-75 % 4. 76-100%.
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B) Severidad.- Se dieron valores entre O y 3.
1. Lesiones agudas: etapa inicial del proceso inflamatorio que se caracteriza por cambios
vasculares tmuy evidentes, acumulo de exudado seroso principalmente y es muy evidente fa
presencia de detritus nucleares debido a necrosis (84).
1.1. Congestion y/o hemorragia.-
0: Ausencia.
I: Escasa congestion, principalmente en el tallo de las plicas.
2: Congestion en tallo y espacio subepitelial.
3: Congestién y hemorragias en: tallo, foliculos, espacio subepitelial, médula y
corteza de los foliculos.
1.2, Edema.- 0: Ausencia.
1: Escasa separacion entre el epitelio y los foliculos linfoides en las puntas de las
plicas.
2: Separacion moderada del estroma conjuntivo en el tallo, espacio subepitelial v
entre algunos foliculos linfoides de las plicas.
3: Separaciones amplias del estroma en toda la plica.
1.3. Infiltracion por mononucleares en el estroma conjuntivo. -
0: Ausencia.
1: Escasa infiltracion.
2: Moderada infiltracion.
3: Severa infiltracion.
1.4. Infiltracién por heter6filos en el estroma conjuntivo.-
0: Ausencia.
1: Escasa cantidad de heterdtilos.
2: Moderada cantidad de heterdfilos.

3: Abundante cantidad de heteréfilos.
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1.5. Necrosis de linfocitos y macréfagos de los foliculos linfoides. -

0: Ausencia de células afectadas.
1: Escasa cantidad de células afectadas.
2: Moderada cantidad de células afectadas.

3: Gran cantidad de células afectadas.

2. Lesiones subagudas: en general en esta ctapa de evolucion de la inflamacion disminuye

la cantidad de exudado scroso y de cambios vasculares, s¢ incrementa la cantidad de

linfocitos mononucleares y polimorfonucleares, se aprecia incremento leve de fibrositos y

ausencia de detritos nucleares por haber sido ya fagocitados (84).

2.1. Deplesion.- Es la pérdida de células linfoides en la médula o en la corteza,

generalmente s¢ hacen mas evidentes las células reticulares preexistentes o en proliferacion.

2.2.

0: Foliculo normat.

I Ausencia escasa de linfocitos, resalta poco las células reticulares.

2: Es moderada la ausencia de linfocitos y moderada la presencia de células
reticulares.

3. Ausencia severa de linfocitos.

Hiperplasia epitelial.- Fsta s manifiesta por la invaginacion del epitelio de

revestimiento de las plicas.

0: Epitelio normal.
1: La invaginacion epitelial es leve.
2: La invaginacion epitelial es moderada.

3: La invaginacion epitelial es severa.

2.3. Quistes en el epitelio.- Comprende desde la formacion de pequefias vacuolas hasta

quistes propiamente dicho.

0: Epitelio normal.

1: Formacién de pequefias y escasas vacuolas en el epitelio.

2: Union de vacuolas o formacidén de moderada cantidad de pequetios quistes.
3: Presencia de amplios y multiples quistes epiteliales.
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2.4. Hiperplasia de células reticulares.- Al presentarse la deplesion, son muy evidentes las
células reticulares y su multiplicacion.

0: Médula del foliculo normal.

1: Escasa cantidad de células reticulares.

2: Moderada cantidad de reticulares.

3: Las células ocupan la totalidad de 1a médula folicular.
3. Lesiones cronicas: en general esta etapa se caracteriza por atrofia folicular, fibroplasia y
ausencia de linfocitos en el estroma de las plicas (84).
3.1. Hiperplasia de células corticomedulares.- Al igual que las células reticulares, al
multiplicarse éstas ocupan los espacios vacios debidos a la deplesion linfoide y llegan a
sustituir todo el tejido linfoide de los foliculos.

0: Epitelio corticomedular en una hilera.

1: Evidencia de hiperplasia leve del epitelio corticomedular.

(3]

- Proliferacion moderada del epitelio corticomedular.
3: El epitelio corticomedular ocupan la mayor parte del foliculo.
3.2. Fibrosis.- Es la proliferacion del tcjido conectivo interfolicular o ¢n €l tallo de la plica.
0: Plicas normales.
1: Proliferacion leve del tejido conectivo.
2: Cantidad moderada de tejido conectivo en el tallo de las plicas, interfolicular y
subepitelial.
3: Abundante tejido conectivo interfolicular, en ¢l tallo y subepitelial.
3.3, Quistes intrafoliculares.- Al igual que en el epitelio, los quistes intrafoliculares van
desde la vacuolizacion de la zona medular folicular hasta la formacién de quistes que
ocupan iodo el foliculo.
0: Foliculo normal.
1: Vacuolizacién en la médula del foliculo.
2: Formacion de quistes pequenios que ocupan parte de 1a zona medular del
foliculo. 3: Quistes que ocupan la totalidad del foliculo.
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3.4. Atrofia folicular.- Es la pérdida del tamafo normal del foliculo
0: Foliculos normales.
1: Foliculos levemente disminuidos de tamafio.
2: Disminucién del tamafio del foliculo hasta la mitad del tamafo normal.
3: Foliculos de un tercio del tamafio o menor cantidad de foliculos por plica.
3.5. Aspecto adenoide.-
0: Folias normales.
1: Se presenta invaginacion epitelial en algunas areas formando espacios
inreguiares, recubiertos de epitelio cuboidal.
2: La invaginacién del epitelic afecta al rededor del 50 % del epitelio de las
plicas.
3: La totalidad del epitelio sufri¢ invaginacioén formandose abundantes espacios

intrafoliculares cerrados, revestidos por epitelio cuboidal.

INDICE BURSAL
Se dividio el peso de la bolsa entre ¢l peso corporal y ¢l resultado fue multiplicado

por cien. El IB e utilizd para evaluar atrofia de la bolsa, segin lo reportado por Guerrero y
col. (41).
peso de 1a bolsa
[udice Bursal = -—-ocermemmeee x 100

peso corporal
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RANGO METATARSO BURSAL.

Se dividié el didmetro de la bolsa de Fabricio entre el largo del metatarso, el
producto se multiplicd por cien. Los valores finales fueron evaluados segin la escala
reportada por Rountree (74). Este método se utilizO para evaluar la posible atrofia de la

bolsa de Fabricio causada por el virus de IBF empleado para el desafio.

diametro de la bolsa d¢ Fabricio

Rango Metatarso Bursal = x 100

largo del metatarso

EXPERIMENTO TRES

ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Se utilizaron 80 pollos de engorda de un dia de edad, Peterson x Avian Farm, sin

sexar, obtenidos de las siguientes parvadas de reproductoras del experimento uno:

GRUPO

T ~ACEMANNAN 20
2 ACEMANNAN 20
3 YATREN-CASEINA 0.2 ml 20
4 SIN INMUNOESTIMULANTE 20

Los adyuvantes fueron administrados por via intramuscular mezclados con la vacuna

emulsionada con virus inactivado de IBF, a las 18 semanas de edad.
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Salmonella enteritidi~ PARA DESAFIO

Se utiliz6 una cepa proporcionada por el Laboratorio Nacional de Servicios
Veterinarios (NVSL) en Ames, lowa, EUA . aprobada por el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) por su resistencia al Acido Nalidixico (NA) y a la
Novobiocina (NO) que se mantuvo en agar nutritivo. El medio de cultivo que se utilizo
para el aislamiento fue Agar Verde Brillante (AVB) con 25 pg/ml de NO y 200 pg/mi de
NA para evitar el crecimiento de otras bacterias El inoculo para ¢l desatio se preparé con
solucién (amortiguadora) salina fosfatada (PBS) estéril. La concentracion de células viables
del in6culo se determiné mediante espectrofotometria y conteo de colonias en placas de
AVB, la cual se estandarizé a 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml y se inoculd

segun el disefio experimental.

DISENO EXPERIMENTAL

La progenie fue evaluada cuando las gallinas reproductoras tuvieron 40 y 50
semanas de edad. Se utilizaron 20 pollos de un dia de edad de cada grupo y se alojaron en
grupos de 10 aves en baterfas eléctricas de las unidades de aislamiento del D.P.AA., de la
FMVZ, UNAM.. A los pollos se les proporciond alimento balanceado comercial y agua ad
libiturn durante ocho dias. Antes del experimento s¢ realizaron cultivos bacierioldgicos en
medios de AVB de la paja de transporte, alimento y de 10 pollitos para descartar Ia
presencia de Salmonella sp..

Al cuvarto dia de edad, todas las aves de cada grupo fueron desafiadas con
Salmonella enteritidis por via oral con una dosis de 10° UFC. Se registrd diariamente

morbilidad y mortalidad de las aves.

ESTUDIO BACTERIOLOGICO

Al segundo dia post inoculacion, las aves fueron pesadas, sacrificadas por
dislocaci6n cervical. Inmediatamente después del sacrificio de las aves se procedio a tomar
muestras asépticamente de higado, bazo y tonsilas cecales, se trabajé el higado y el bazo
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como una sola muestra, se¢ mezclaron con caldo tetrationato y se incubaron durante 18
horas a 37°C. Después de este perfodo el caldo fue homogeneizado y sembrado en placas
de AVB e incubados por un periodo adicional de 24 horas a 37°C. Posteriormente s¢

determind la presencia de colonias lactosa negativas y resistentes a NA-NO.

ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Después de la toma de muestra para bacteriologico, se tomé el tejido del ciego
derecho de cada una de las aves y se coloco en formalina al 10 %, durante 48 horas, para
su fijacion. Posteriormente se realizaron cortes transversales del tejido y se procesaron
mediante la técnica convencional de Hematoxilina-eosina para determinar el grado de

infiltracion de células del sistema inmune y lesiones en el tejido.

EVALUACION HISTOLOGICA DE LOS CIEGOS.

Se evaluaron las lesiones de acuerdo al grado de severidad en una escala de 0 a 3
donde O=sin lesién, =leve, 2=moderado y 3=severo, considerando las siguientes
cambios en ci tejido: Ausencia de pliegues, infiltracion de heterdfilos e infiltracion de
linfocitos en mucosa y en submucosa. Posteriormente se calculé el promedio de los cambios

histologicos para su anlisis estadistico.
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ANALISIS ESTADISTICO

Experimento 1.

Para evaluar el comportamiento de los niveles de anticuerpos de cada uno de los
inmunoestimulantes, se ajusté el modelo de regresion lineal multiple, el denominado raiz
cuadrada (23,72), representado en la siguiente ecuacifn:

Yit = Bo + B1 Xit + B2 Xit, + Eit
donde; para simplificar la notacion:
t = 18, 22, 206, 32, 38, 42 y 50 semanas.
Yit = es el nivel promedio de anticuerpos presentados en la i-ésima repeticion,
12.1 515, de la semana t.

Xit = es el valor de 1a semana t. Xt ¥4 = eg el raiz cuadrada de la semana t.

fo, B1. Bz = pardmetros a estimar.

Eit = es una variable aleatoria tal que Eit Y N (0, 61), 1> t <15, ¢ independiente.

El modelo raiz cuadrada de cada uno de los inmunoestimulantes fue comparado con
respecto al grupo 4 (testigo), bajo el criterio de ser ésta la practica comin de vacunacion en
la granja. Para este caso, se utiliz6 la técnica de variables binarias de Gujarati (42).

El modelo conjunto fue:
Yit = o+X1 D1 +X2D2 +x3Ds + B Xit + B2 Xiv + B3
Xity + BaDa Xit) + 5 1Xit 4 +d2(D1 Xit 15 ) +%3(D2 Xit 1)
+84(D3Xit ) + Eit.

donde; para simplificar la notacion; t = 18, 22, 20, 32, 38, 42 y 50 semanas.

Yit = es el nivel promedio de anticuerpos presentados en la i-ésima repeticion.
11 <15, de la semana {.

Xit = esel valorde lasemana t.  Xit ¥i = ¢s el raiz cuadrada de la semana t.
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Bi, B2, B3.Bs %0, % 1O g Xy B o 8 1§ 2 83 - pardmetios a estunar.
Di= 1 si la observacion es del grupo |, 0 de otro modo.
Da2= 1 sila observacion es del grupo 2, 0 de otro modo.
D3= 1 si la observacion es del grupo 3, 0 de otro modo.

Eit = es una variable aleatoria tal que Eit VN (0, 6), 121 <15, ¢ independiente.

El porcentaje de nacimientos y porcentaje de mortalidad embrionaria se evalto

mediante la prucba de Ji-cuadrada.

Experimento 11

Las diferencias ¢ntre fndice bursal v I~dice metatarso bursal se determinaron por
medio de un anilisis de var. nza. Las diferencias significativas fueron evaluadas mediante
la prueba miltiple de Duncan con ¢l paquete estadistico Staristical Analytical System
(§.A.58).

La concentracién de anticuerpos se analizé de igual manera después de su
transformacion TRAS = Log (Titulo + 1), para cumplir tos supuestos del méiodo de

cuadrados minimos (8,77,93).

Los valores de las lesiones bursales se analizaron por medio de la prucba no
paramétrica Kruskal Wallis y las diferencias entre grupos se encontraron mediante la

prueba Willcoxon con el paquete estadistico S.A.S. (93).

Experimento I1I

Se realizaron andlisis de Ji-cuadrada para determinar las diferencias significativas
para la invasion de 6rganos por Salmonella enteritidis. 1as diferencias entre las lesiones se
analizaron por medio de la prueba no paramétrica Kruskal Wallis y las diferencias entre

grupos se encontraron mediante la prueba Willcoxon con el paquete estadistico S.A.S. (93).
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RESULTADOS Y DISCUSION



EXPERIMENTO 1
Fertilidad e incubabilidad .

El mayor porcentaje de fertilidad en la evaluacion de RIE 40, fue para ¢l grupo sin
estimulante (testigo), el cual superd por 2.5 % al grupo acemannan 0 2 mi {acem 0.2), por
2.2 % al grupo yatrén caseina (ya-ca) y por 1. 6% al grupo acemannun (.4 ml (acemn 0.4y
Sin embargo, no se encontrd diferencia significativa (P> 0.05) entre los grupos (cuadro 1).

En lo referente a clasificacion de calidad de los pollos nacidos, el grupo acem 0.4
no tuvo pollo de segunda, mientras que los otros grupos acem 0.2, ya-ca y testigo
alcanzaron un porcentaje de 0.62, 0.94 y 1.25 respectivamente. £ porcemtaje de pollo de
primera en los cuatro grupos estuvo alrededor del 90 %, sin encontrarse diferencia
estadistica significativa (P> 0.05) (cuadro 1).

Varios autores han reportado que el porcentaje normal de mortalidad embrionana en
los primeros 7 dias de incubacion ¢s de hasta 2 % (66,71). Los porcentajes de mortahidad
en fos cuatro grupos no rebasaron los limites normales, a exepcion de los grupos acem 0 2
y testigo, que tuvieron un porcentaje alto en embriones muertos a los 11-17 dias de
incubacion en relacion a lo reportado por Barbosa, E.J. como normal (7). Pero este valor
no representd diferencia estadistica con los otros grupos, al ser analizados los datos con la
prueba de Ji-cuadrada.

Las muertes embrionarias por malformaciones fueron cn el grupo: acem 0.4, un
embrién con ausencia de cabeza, en el testigo, dos embriones con malposicién y uno con
ausencia de 0jos y ¢n ya-ca, dos con pico de tijera.

La presencia de embriones con deformidades es muy comin en todas las parvadas y
basicamente se debe a deficiencias nutricionales en la dieta de las gallinas reproductoras y a
inadecuadas temperaturas durante la incubacion (606,71). En nuestro estudio el mimero de
embriones con deformidades resulté minimo en relacion a los datos observados por North y
Bell (66).

Cuando se evalud RIE 50, la mortalidad embrionaria rebaso los limites normales en
los cuatro grupos (cuadro 2}, y la cantidad de huevo fértil contarninado aumento en los
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cuatro grupos con respecto a la evaluacion anterior mientras que la infertilidad solo se¢ vid
aumentada en el grupo testigo pero sin rebasar el 5 % que se considera también normal
).

Con respecto a la calidad del pollo, el porcentaje de pollo de primera fue afectada
en los 4 grupos; el grupo testigo disminuy6 6.3 % y en los grupos tratados acem 0.2, acem
0.4 y ya-ca fue de 3.5, 6.1 y 8.2 % respectivamente (cuadro 1 y 2).

El porcentaje de pollo de segunda aumentd solo en los grupos acem 0.2, acem 0.4 y
ya-ca con respecto a la evaluacion anterior (cuadro 1 y 2).

La disminucién del porcentaje de nacimientos (incubabilidad) y el aumento de
mortalidad embrionaria en RIE 50 pucde estar influenciado por la edad de las
reproductoras, ya que a medida que las gallinas envejecen, la incubabilidad disminuye
debido al aumento en el tamaiio de los huevos y a la disminucion del espesor del cascardn
(71,66).

Nivel de anticuerpos

En la grifica 1 estdn representados los titulos de VSN contra IBF de los cuatro
grupos de RIE y en las gréficas 2 y 3, se presentan los niveles de anticuerpos contra IBF
inducidos para cada uno de los grupos a partir de las {8 semanas junto con el modelo de
regresion raiz cuadrada.

Desde el primer muestreo post inmunizacion, los niveles de anticuerpos inducidos al
utilizar acem 0.2, fueron superiores al testigo. Al comparar estas observaciones con los
niveles de anticuerpos inducidos por el acem 0.4 y ya-ca, se puede apreciar un
comportamiento similar, 1o que viene a confirmar los resultados obtenidos por otros
investigadores (grifica 1) (21,47).

En efecto, Chinnan A.D. reporté que el acemannan induce un mayor titulo de
anticuerpos cuando es empleado como adyuvante en la vacunacién contra ¢l virus de la
IBF, debido a su accidn inmunoestimulante y a su poder para activar los linfocitos T,
linfocitos B, macrofagos y la medula dsea (21).
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Al comparar los titulos de anticuerpos inducidos por los grupos tratados con
respecto al grupo testigo, se puede apreciar que este iltimo tuvo niveles mds bajos en los 3
primeros muestreos, presentando un incremento a partir del cuarto muestreo y teniendo un
decremento mds rapido que los grupos tratados (grafica 1). Este efecto de estimulacion
también se ha observado con otros adyuvantes como lo reporta Naqui er al., quienes
vacunaron a gailinas reproductoras a las 18 semanas contra la IBF junto con un adyuvante
de aceite, el cual estimu!6 titulos de anticuerpos en VSN superiores a 5 log base 10, durante

10 meses de produccion (65).

El andlisis estadistico para los niveles de anticuerpos obtenidos en cada uno de los
grupos sometidos al estudio, se muestra en el cuadro 3. En este cuadro se aprecia el valor
estimado para los pardmetros Bo, B1y B2. asi como el coeficiente de determinacién R? para
cada uno de los inmunogstimulanies y el grupo testigo.

Debe recordarse que el porcentaje de variacién de R?, cuyos valores estidn

comprendidos entre 0 < Ra > 1, indica la porcién de variacion total en “Y” de la

muestra, que es explicada por la regresion de Y sobre “X” (23). Notese que el valor de R?

mds pequefio que se obtuvo con este modelo, fue el correspondiente al grupo testigo
(0.727) y el de mayor magnitud que se aproxima mds a la curva de regresion fue de 0.910,
correspondiente al grupo acem 0.2. Es decir que aproximadamente el 90 % de la variacién
total del Yi es explicada por la regresion.

El valor estimado de Bo en los 4 grupos fue negativo (cuadro 3), lo cual se puede
deber a que a las 18 semanas, cuando fueron estimuladas las gallinas. éstas ya presentaban
anticuerpos contra la IBF.

En el cuadro 4 se ilustra las comparaciones enire los adyuvantes en estudio, a través
de la técnica de variables binarias de Gujarati (42). En este mudelo cada uno de los
adyuvantes se compard con el grupo testigo como referencia, siendo el valor de R? de 0.69.
En estudios realizados por Ramirez, M.M., al utilizar esta técnica para evaluar 5 vacunas,
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logro obtener valores de R? superiores al 0.90. Sin embargo, su trabajo se realizé bajo
condiciones muy controladas en unidades de aislamiento, mientras que fa evaluacion en ¢l
presente estudio fue en casetas para aves comerciales (72).

En lo referente a las diferencias entre las curvas de regresion se puede apreciar que
el grupo de acem 0.2, muestra diferencia significativa (P <0.05), tanto en el efecto de
pendiente como en ¢l de raiz cuadrada (P <0.05), ésto nos indica que las aves vacunadas
con acemannan 0.2 ml lograron estimular y mantener mejores niveles de anticuerpos que
las aves que fueron vacunadas sin adyuvante.

En lo que respecta a la comparacion de los grupos: ya-ca y acem 0.4, mostraron una
diferencia en el efecto de raiz cuadrada, lo cual indica que las aves vacunadas con yairén
caseina o con acemannan 0.4 mi, solo en los tltimos muestreos mantuvieron mejores

niveles de anticuerpos en relacion al grupo testigo (cuadro 4).

EXPERIMENTO 2.
Evaluacién de algunos pardmetros de la progenie de RIE desafiada con el virus de IBF.

Ganancia de peso.

En el cuadro 5, se observan los promedios de peso corporal {(g) al primer dia de
edad de la progenie de RIE 40, sin detectarse diferencias significativas (P >0.03) entre los
cuatro grupos.

Sin embargo, cuando estas aves fueron sacrificadas al 15° dia, el grupo acem 0.2
obtuvo un peso promedio de 273.12 g. Este promedio resulté mayor a los promedios de los
grupos acem 0.4 y testigo, mostrando una diferencia significativa (cuadro5).

Los resultados de la progenie de RIE 50 fueron similares a los de la progenie RIE
40. En RIE 50 los promedios al dia de edad no se encontrd diferencia significativa pero
cuando las aves fueron pesadas al 15° dia, el grupo acem 0.2 obtuvo el mayor promedio,

que fue significativamente diferente solo con el grupo testigo (cuadro 6).
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Signologta.

No se observé mortalidad, ni signologia al cabo de las dos evaluaciones en ningin
grupo de la progenie de RIE, tras ser desafiadas contra el virus de ta IBF. Esto puede
deberse probablemente a la alta inmunidad pasiva de los pollos y/o a la edad en que fueron
desafiados (13,22). En aves menores de dos semanas de edad, la enfermedad se presenta en
forma subclinica, mientras que en aves de mayor edad el curso se caracteriza por una alta
morbilidad y variable mortalidad, debido a la variacién de virulencia entre algunas cepas de

IBF (8,22,54,57,61).

Andlisis del nivel de anticuerpos en contra el virus de la IBF .

El hecho de detectar en la progenie al dia de edad, titulos entre 1:4,160 y 1:10,965
en los grupos testigos de RIE 40 y 350 respectivamente (cuadro 7 y 8), indica que la
vacunacion de las reproductoras fue eficaz y suficiente ante un desafio en la etapa critica de
las primeras semanas de edad (53,81).

Solo en la progenie de RIE 40, los titulos de acemannan a diferentes dosis y Yatrén
caseina indujeron niveles significativamente mayores a los apreciados en los testigos por lo
que pudiera pensarse que los adyuvantes empleados favorecen la respuesta humoral. Sin
embargo, no es posible aseverar dicha deduccién ya que en la progenie de RIE 50 los
niveles fueron tan altos como en RIE 40 pero no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) en relacion al testigo, para lo cual no se encontrd explicacion.

Ante un desafio de la progenie de RIE 40 y 50 no hubo diferencias significativas
(p>0.05) debidas a los tratamientos y se aprecidé Gnicamente una disminucion drdstica de
los niveles de anticuerpos sin ser anulados en ninguno de los grupos (cuadros 7y 8).

Se concluye que la inmunidad pasiva inducida por los dos adyuvantes fue variable e
inpredecible lo cual coincide con lo observado por otros autores que seffalan que la funcién
inmunoestimulante de los adyuvantes no incide particularmente sobre la respuesta humoral

(6,67).



Evaluacion del indice bursal (1B).

Fl comportamiento del IB se muestra en el cuadro 9 para los 4 grupos, donde sc
aprecia que el mayor promedio fue obtenido por el grupo ya-ca (0.211), seguido por los
grupos acem 0.2, acem 0.4 y testigo de (0.203, 0.192 y 0.170 respectivamente), sin
encontrarse diferencias significativas (p >0.05). Con respecto al promedio del peso de la
bolsa de Fabricio, el grupo ya-ca logrdé obtener un mayor peso, mostrando diferencia
significativa solo con el grupo acem 0.4,

En aves sanas el IB frecuentemente permanece constante durante Ia 3° y 6° semana
de edad cuando no son desafiadas (49). Con base en lo reportado por Mazariegos, er al.
que consideran como indicadores de atrofia valores de IB=0.23, se puede deductr que en el
presente estudio la inmunoestimulacion de las reproductoras no indujo niveles de
anticuerpos suficientes ante el virus de desafio que provocd atrofia de la bolsa de Fabricio

en estos grupos en forma semejante a la sufrida por 1a progenie del grupo testigo (58).

Evaluacion del indice metatarso bursal (IMB).

En el presente estudio a pesar de encontrarse varias diferencias en el largo del
metatarso y didmetro de la bolsa, al realizar los cdlculos del indice metatarso bursal, no se
encontraron diferencias significativas entre los cuatro grupos (cuadro 10).

Rountree menciona que el tamafio de la bolsa de Fabricio no es suficiente para
evaluar el estado inmune del ave por ésto se propuso medir el largo del metatarso, para
determinar el desarrollo corporal del ave, ya que éste no se ve afectada por estados de
inmunodepresion (74).

Un resultado en la prueba de IMB de:
20 o mds se le asigna un valor de 3 (normal).
17-19 un valor de 2 (bolsa de Fabricio cn proceso de deplesion).
16 o menos, un valor 1 (bolsa de Fabricio e¢n deplesion) (1,74).
Con base en dicha escala, los valores encontrados en las tomas de muestra de todos

los grupos no se aprecid diferencia significativa (P> 0.05) y los valores se encuentran entre
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16 y 19 lo que nos indica que las bolsas se encuentran en proceso de atrofia, sin encontrar
alguna relacion con los niveles de anticuerpos, lo cual concuerda con los estudios realizados
por Sdnchez, B.C., quicn menciona que el IB y el IMB no reflejan ¢l estado imuune (titulo

de anticuerpos) de las aves (77).

Lesion bursal.

Las lesiones microscdpicas de las bolsas de Fabricio tales como: atrofia folicular,
fibrosis, infiltracion de heterdfilos en tejido interfolicular, edema, necrosis, quistes
epiteliales e intrafoliculares entre otros, observadas en la progenie de RIE 40 y RIE 50
concuerdan con las reportadas en la evolucion de IBF en la literatura (22).

En ¢l cuadro 11 se observan los grados de lesién de las bolsas de Fabricio de la
progenie de RIE 40 y 50, en donde se aprecia que solo en RIE 40 el grupo acem 0.4
mostro una mayor diferencia significativa.

En todas las bolsas de Fabricio estudiadas se observaron simultidneamente lesiones
de tipe agudo, subagudo y crénico en diferente grado de severidad entre leve y moderado
(graficas 4 y 5). La ausencia de lesiones de tipo severo pudiera deberse a la virulencia de la
cepa de desafio (54).

Aunque la inetodologia propuesta por Casaubon et al. es util para estudiar la
proteccién conferida por vacunas ante desafios de campo y establecer calendarios de
vacunacién precisos, cn el presente estudio no parece reflejar la posible proteccion
conferida por los adyuvantes (15,16). A través de dicha metodologia se puede concluir que

en el presente estudio la accién de los adyuvantes no evita la severidad de la lesién bursal.
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EXPERIMENTO 3

Evaluacién de algunos pardmetros de la progenie de RIE desafiada con S. enteritidis.

Peso corporal.

En el cuadro 12 se muestra los promedios de los pesos corporales de los cuatro
grupos de la progenie de RIE 40 y RIE 50 al primer dia de edad. Los cuatro grupos
alcanzaron un peso adecuado para ser considerados pollos de primera calidad (71).

Cuando la progenie de RIE 40 fue sacrificada al 6° dia se observé una diferencia
estadistica significativa a favor del grupo acem 0.2 (cuadro 12), pero las de RIE 50 no
muestran diferencia significativa entre los grupos (cuadro 13).

A través del presente estudio no puede aseverarse que ¢l acemannan 0.2 ml influye
en el peso de la progenie de RIE alcanzado a las 6 dias de edad ya que en Ia progenie de

RIE 50 no se apreciaron diferencias significativas entre los grupos en relacién al testigo.

Signologia.

Ni en RIE 40 ni en RIE 50 se observaron signos clinicos de Salmonelosis en
ninguno de los grupos. Esto concuerda con el trabajo reportado por Urquiza B.O., en el
que se menciona que la mayoria de las cepas de S. enteritidis s¢ localizan en los ciegos sin
producir signos clinicos (89). Snoeyendos et al. demostraron que varios serotipos de
Salmonella se pueden diseminar ripidamente en pollitos de un dia de edad, sin provocar
signologia aparente (82). En contraste algunos autores han reportado que la mortalidad
varia dependiendo del medio ambiente, cepa bacteriana y presencia de infecciones
recurrentes (37,64). Aparentemente la cepa utilizada en este estudio no tiene esta

caracteristica.

Invasion de érganos por Salmonella enteritidis.
Los resultados del estudio bacterioldgico realizado en los pollos, paja de transporte

y alimento al inicio del experimento fueron negativos a la presencia de Salmonella sp.
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A los dos dias pos inoculacion en T progenic de RIFE 0 neose aisko S enreritides
de los cultivos primarios de higado-hazo, m de tonsilias cecales, en ninguno de fos grapse
tratados. Mientras que, del grupo testigo se pudo recuperar S enteriticy o partic de dos
cultivos de la mezcla de higado y bazo (cuadro 14) Sin embarge. este 10 %0 de
aislamientos en el grupo testigo no represento diferencra sigmiticativa en relacion con of O
% de los grupos tratados.

Con el objetivo de evitar que la falta de aislamientos se deba a un oo persode de
incubacion en los pollos, con la progenie de RIE 530 se dejo evolucionar la mfeccion. Jdos
dias mas.

Los resultados de la progenic de RIE 50 se pueden observar en el cuadro 15 3
grafica 6, donde se aprecia que los grupos con acem 0.2 y acem 0.4 presentaron un
porcentaje de invasion significativamente menor (p<<0.05) que en los grupos ya-ca
testigo, a partir d¢ bazo e higado del 63 6 y 68 % contra 92.3 y 100 % respectivamente

Egta diferencia también se ve reflejada en los aislamientos a partir de ciegos. Se
obtuvieron significativamente (p < 0.03) menos porcentaje de aislamientos en los dos grupos

de acemannan en relacion con ya-ca y el testigo (cuadro 15, grifica 7).

El hecho de no haber aislado Salmonella de los ciegos en la progenie de RIE 40
pudo deberse a que la bacteria ya no se encontraba enr el lumen intestinal v se localizaba
dentro del epitelio del intestino. Turnbull er al. mencionan que en pollitos de un dia de
edad, S. enteritidis puede invadir el epitelio y hasta la lamina propia del intestino antes de
las 12 horas pos-inoculacion (88). Esta invasién se ve favorecida en aves jovenes
probablemente debido a la ausencia de flora intestinal bacteriana que se establece en la
pared intestinal (18).

En la progenie de RIE 50 la bacteria se aislo tanto del higado y bazo como de
ciegos (cuadro 15). Esto pudo ser debido a que fueron dos dias mas de evolucién de fa
infeccion en relacion a la progenie de RIE 40. El aislamiento del ciego se puede entender
analizando la patogenia de la enfermedad, ya que se sefiala que Salmonella después de
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invadir ¢l higado, es eliminada por fa bibe v secretada al duodeno pudiendose distar a parir

del lumen intestinal (18,64)

Cambios histolégicos en los ciegos.

Los promedios de los cambios histologicos que se presentaron en los ciegos en b
progenie de RIE 40 se pueden apreciar en ¢l cuadro 16, donde se aprecia que los grupo:
tratados con inmunoestimulantes tuvieron mayor infiltracion de monomicleares (linfocitos
B, T. macrdfagos) en lamina propia y mucosa en relacion con el grupc testigo

La infiltraciébn de heterofilos se vio mds marcada solo en los grupos won
acemannan, lo cual tiene su importancia debido a que estas células consiituyen el primer
mecanismo de defensa celular (73). Por lo tanto, pudiera pensarse que la quimiotaxis se vie
mis favorecida por el acemannan que por ya-ca. Sin embargo, es importante sefialar gue s
proteccion de la progenie en los primeros dias de vida esta dada basicamenie por
inmunidad conferida por la madre (66).

Asimismo, la infiltracion de linfocitos en mucosa en forma difusa y en submuce-3 o
ldmina propia se vio favorecida en los grupos tratados (figura 1 v 2). Los linfocitos son
importantes en el proceso de la respuesta inmune, ya que después de que los macrofagos
han procesado y presentado el antigeno, los linfocitos son los encargados de iniciar Ia
respuesta inmune humoral y celular (73,84). Ambas respuestas son necesarias para la
resistencia a Salmonella (18). No obstante, hay evidencias que la respuesta inmune mediada
por células es mds importante para el control de esta bacteria (50).

A pesar del alto indice de heterdfilos en el tejide, no se pude observar a las
bacterias cuando los cortes histologicos fueron teidos con Gram. Este resultado fue similar
a lo reportado por Turnbull e al. y no tiene aun, explicacion (88).

El aumento de la infiltracion de células linfoides y ausencia de necrosis concuerda
con lo reportado por Chart er al, que menciona que fa lamina propia del ciego, tleum v
colon de aves desafiadas con S. enteriridis mostraron una gran infiltracion de céhujas
linfociticas y que €l epitelio no presentd lesion alguna en todos los swios de examinacion
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(20). Sin embargo, en el presente ostudto se observe wrofin v oausencn o phiceues e

diferente grado de severidad, en fa mucosa de tos cregos en todos Jos grupos de aves por i
cual no se encontro alguna explicacion (cuadro 16).

En la progenie de RIE SO en la que se dejo evolucionar la infeccion durante dos deis
mas, en la infiltracion de hinfocitos no se observo ninguna diferencia significativa en b
cuatro grupos y la infiltracion de heterofilos fue mayor en ¢l grupo testigo {cuadro 17
Esto puede deberse a que en los grupos tratados la bacteria ya emigrd a otros organos. bn
efecto Clark er al. mencionan que después que Salmonella invadio ¢l epitelio del intestinn,
las siguientes 24 horas ésta ya no se locahza en el lumen mntestinal ni en los enterocitos.,
pero persiste en la lamina propia donde s¢ multiplica en las células fagociticas, lo cual la
protege de los anticuerpos y del complemento (18).

Sin embargo, pudiera ser que con acemannan haya sido mas mas eficazr la
quimiotaxis y por lo fanto se¢ inicio mas rapido el proceso inflamatorio por Jo que lu
infiltracion  de heter6filos desaparece en los grupos tratados al  dismimir  mas
tempranamente la cantidad de antigeno.

Por lo que se pudicra pensar que los grupos de acemannan fueron mas eficaces en

cuanto a la estimulacion del sistema inmune de base celular



CONCLUSIONES



- Los adyuvantes indujeron mayores niveles de anticuerpos contra la Infeccion de la
bolsa de Fabricio cn las gallinas reproductoras pesadas. Sin embargo, no se encontro
relacion entre los titulos de anticuerpos encontrados en Jas reproductoras y la inmunidad

transferida a la progenie.

--- El acemannan y el yatrén caseina administrados en las gallinas reproductoras
pesadas no evitaron la severidad de la lesién bursal en su progenie ante el desafio del virus

de la infeccion de l1a bolsa de Fabricio.

- La respuesta inmune de base celular fue superior solo en la progenie de las aves

vacunadas con gcemannan y no con yatrén caseina, ante un desafio con S. enteritidis.
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Cuadro 1. Porcentaje de nacimientos, fertilidad y mortalidad embrionaria

calculado mediante ¢l embriodiagnéstico de huevo obtenido de RIE 40.

Variables 1. Acemannan 2. Acemannan 3.Yairén 4. Testigo
0.2ml 0.4ml caseina

Huevos Infertiles 5.62 % 4.76 % 536% 3.12%
Mort. 2-6 dias (2 %)* 1.56 % 1.58 % 0.63 % 031 %

Mort. 7-10 dias (0.5 %) 0% 0% 031 % 0%
Mort.11-17 dias (0.5%) 1.23 % 0.31 % 031 % 1.87 %
Mort. 18-21 dias (2 %) 0.94 % 0.94 % 062% 094 %
Contaminados 0.31 % C.30 % 0% 0.31 %
Pollo de Primera 89.68 % 92.06 % 91.79 % 92.18 %
Pollo de Segunda 0.62 % 0% 0.94 % 1.25 %

Mort. = Mortalidad

( )* Porcentajes normales de mortalidad.

RIE 40= Reproductoras inmunoestimuladas de 40 semanas de edad.
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Cuadroe 2. Porcentaje de nacimientos, fertilidad y mortalidad embrionaria

calculado mediante el embriodiagndstico de huevo obtenido de RIE 50.

Variables 1.Acemannan 2. Acemannan 3 Yarrén 4 Testigo

0.2ml 0.4mi caseina
Huevos Infertiles 4.62 % 347 % 4.39 % 4.39 %
Mortalidad. 2-6 dias 393 % 3.00 % 393 % 4.16 %
Mortalidad 7-10 dias 1.38 % 092% . 1.15 % 0.69 %
Mortalidad 11-17 dias 115 % 1.85 % 1.62 % 0.92 %
Mortalidad 18-21 dias 1.15 % 2.77 % 231 % 2.08 %
Contaminados 0.69 % 0.92 % 092 % 0.69 %
Pollo de Primera 86.11 % 8587 % 8356 % 85.87 %
Pollo de Segunda 092 % 115 % 2.08 % 1.15%

RIE 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad.
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Cuadro 3. Valor estimado para los pardmetios Bo, 81, B2 y coeficiente de

. ., 2
determinacion R°,

Grupos Dosis Modelos Ajustados C.deD. R
Acemannan  0.2ml Y=-20008 + -0.948 Xi + 11.115 Xi % 0.910
e.c. (0.169)  (1.912)
Acemannan 04ml Y=-9630 + -0.590Xi + 7.193 Xi ¥ 0.815
c.e. (0.209) 2.373)
Yatrén casefna  0.2ml Y= .16.981 + -0.862 Xi + 10.076 Xi % 0.801
e.e. (0.239) (2.702)
Testigp -~ Y=-29.510 + - 1.346 Xi + 14.916 Xi % 0.727

c.e. (0.537) (2.789)

e.e. = Error estindar

C. de D. = Coeficiente de Determinacion.
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Cuadro 4. Comparaciones de los inmunoestimulantes en estudio a través de

30 sem.. Técnica de variables binarias de Gujarati.

Testigo Acemannan 0.2 Acemannan 0.4 Yatrén caseina
mi ml
o -3.358 -17.489% -6.785 -14.423%
B -0.380 -0.598* -0.233 -0.510
B2 4.763 6.677* 5.623* 2.660*

* Significativa p<0.05 en comparacion con el testigo

Bo= Intercepto u origen de la curva (18 semanas).
fi= Pendiente o coeficiente de regresion.

2= Efecto de raiz cuadrada.
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Cuadro 5. Promedios de pesos corporales (g) al dia de edad y al sacrificio

(15°¢ dia) de la progenie de gallinas reproductoras inmunoestimuladas de 40

semanas.

Grupos  Inmunoestimulantes Progenie  Pesos corporales al dia  Pesos al sacrificio
() de edad (g) ®
1 Acemannan 0.2 ml. 20 44.85 + 548 273.12a + 24.20
2 Acemannan 0.4 ml. 20 46.19 = 3.02 241.26 b + 40.22
3 Yatrén-caseina 0.2 mli 20 4474 + 3.32  259.86 ab + 33.35
4 Testigo 20 46.77 +£290 254.06b 4+ 25.29

a,b. Diferente literal denota diferencia estadistica significativa (p <0.05).
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Cuadro 6. Promedios de pesos corporales (g) al dia de edad y al sacrificio
p I g

(15° dia) de la progenie de RIE 50.

Grupos Inmunoestimulantes  Progenie  Pesos corporales al dia  Pesos al sacrificio

(n) de edad (g) ®
1 Acemannan 0.2 ml. 20 4291 + 2.15 294.39 a £+28.70
p) Acemannan 0.4 ml. 20 43,42 +2.68  202.37 ab4.34.60
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 4345 +2.69 289.4 ab+14.75
4 Testigo 20 41.89 +3.78  2764b + 1942

a,b. Diferente literal denota diferencia estadistica significativa (p <0.05).

RIE 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad.
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Cuadro 7. Promedios de titulos de VSN contra IBF de los sueros de la
progenie de RIE 40 desafiada al cuarto dia contra el virus de la IBF y

sacrificada al 15 dia de edad.

Grupos  Inmunoestimulantes Progenie VSN vs IBF al 1 dia VSN pos-

(n) de edad desafio
1 Acemannan 0.2 ml. 20 1. 5,875 ab 1; 1,045
2 Acemannan 0.4 ml. 20 1. 8,318 a 1. 888
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 1: 14,455 a 1. 830
4 Testigo 20 1: 4,160 b 1: 1,331

a,b. Diferente literal denota diferencia estadistica significativa (p <0.05)

RIE 40= Reproductoras inmunoestimuladas de 40 semanas de edad
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Cuadro 8. Promedios de titulos de VSN contra IBF de los sueros de la

progenie de RIE 50 desafiada al cuarto dia contra el virus de la IBF y

sacrificada al 15 dia de edad.

Grupos  Inmunoestimulantes Progenie VSN vs IBF al 1 dia VSN pos-
(n) de edad. desafio.

1 Acemannan 0.2 ml. 20 1: 10,965 1: 141

2 Acemannan 0.4 ml. 20 1: 12,590 1: 99

3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 1: 10,233 1: 172

4 Testigo 20 1: 10,965 1: 123

VSN = virus suero neutralizacion

RIE 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad
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Cuadro 9. Promedios de indices bursales de la progenie de RIE 40 y 50 al

sacrificio (15°dia) que fueron desafiadas al 4° dia contra el virus de la IBF.

Grupos  Inmunoestimulantes Progenic

indice bursal

Indice bursal

() (RIE 40) (RIE 50)
1 Acemannan 0.2 ml. 20 0.203 + 0.06 0.140 + 0.05
1 Acemannan 0.4 ml. 20 0.192 + 0.05 0.143 4 0.06
3 Yatrén-caseina 0.2 mi 20 0.211 + 0.06 0.144 + 0.06
4 Testigo 20 0.170 + 0.07 0.163 + 0.08

RIE 50 y 40= Reproductoras inmunoestimuiadas de 40 y 50 semanas de edad.
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Cuadro 10. Promedios de indices metatarso bursal de la progenie de RIE 40 y

50 al sacrificio (15°dia) que fueron desafiadas al 4° dia contra el virus de la

IBF.

Grupos Inmunoestimulantes Progenie IMB (RIE 40) IMB (RIE 50)
(n)

1 Acemannan 0.2 ml. 20 19.68 + 2.05 16.59 + 2.74

2 Acemannan 0.4 ml. 20 19.25 + 2.80 16.55 + 3.84

3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 19.85 + 2.60 16.51 4 3.43

4 Testigo 20 17.86 + 3.59 16.92 + 3.69

IMB = indice metatarso bursal.

RIE 50 y 40== Reproductoras inmunoestimuladas de 40 y 50 semanas de edad.
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Cuadro 11. Promedios de lesiones bursales de la progenie de RIE 40 y 50 al

sacrificio (15°ia) que fueron desafiadas al 4° dia contra el virus de la IBF.

Grupos  Inmunoestimulantes X Lesion Bursal X Lesion Bursal
(RIE 40) (RIE 50)
1 Acemannan 0.2 ml. 2218 a 2.799
2 Acemannan 0.4 ml. 2904 b 2.652
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 2.386 ab 2.532
4 Testigo 2.739 ab 2.709

a,b. Diferente literal denota diferencia estadistica significativa (p <0.05).

RIE 40 y 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 40 y 50 semanas de edad.
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Cuadro 12. Promedios de pesos corporales (g) al dia de edad y al sacrificio

(6° dia) de la progenic de RIE 40 desafiada contra Salmonella enteritidis al

cuarto dia de edad.

Grupos  Inmunoestimulantes  Progenic

Promedios de pesos

Pesos al sacrificio

(n) iniciales (g) (®)
1 Acemannan 0.2 ml. 20 44.85 + 5.48 105.64 a + 22.55
2 Acemannan 0.4 ml. 20 46.19 + 3.02 97.16 b + 17.40
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 4474 4 3.32 89.50b 4 13.39
4 Testigo 20 46.77 + 2.90 97.70b + 11.53

a,b. Diferente literal indica diferencia significativa (p <0.05), evaluado mediante la

prueba de Duncan.

RIE 40= Reproductoras inmunoestimuladas de 40 semanas de edad.
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Cuadro 13. Promedios de pesos corporales (g) al dia de edad y al sacrificio

(6° dia) de la progenie de RIE 50 desafiada contra Salmonella enteritidis al

cuarto dia de edad.

Grupos Inmunocestimulantes  Progenie

Promedio de peso

Peso al sacrificio

(n) inicial (g) ()
1 Acemannan 0.2 mi. 20 4291 £ 2.15 177.21 £+ 17.21
2 Acemannan 0.4 ml. 20 43.42 + 2.68 180.16 + 13.44
3 Yatrén-caseing 0.2 mi 20 43.45 4 2.69 185.20 + 14.75
4 Testigo 20 41.89 + 3.78 177.43 + 17.43

RIE 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad.
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Cuadro 14, Aislamicntos positivos a partir de cultivos primarios de higado,

bazo y tonsilas cecales de la progenie de RIE 40 desafiada contra Salmonella

enteritidis.

Grupos Inmunoestimulantes  Progenie Higado y bazo

Tonsilas cecales

G
1 Acemannan 0.2 ml. 20 0/ 20 (0 %) 0/20 (0 %)
2 Acemannan 0.4 mi. 20 0720 (0 %) 0/20 (0 %)
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 20 0/20 (C %) 0/20 (0 %)
4 Testigo 20 2120 (10 %) 0/20 (0 %)

RIE 40= Reproductoras inmunoestimuladas de 40 semanas de edad.
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Cuadro 15. Aislamientos positivos a partir de cultivos primarios de higado,

bazo y tonsilas cecales de la progenie de RIE 50 desafiada contra Salmonella

enteritidis.

Grupos  Inmunoestimulantes  Progenie

Higado y bazo

Tonsilas cecales

U
1 Acemannan 0.2 ml, 22
2 Acemannan 0.4 ml, 25
3 Yatrén-caseina 0.2 mi 26
4 Testigo 22

14/ 22 (63.6 %) a

17/25 (68.0 %) a

24126 (92.3 %) b

22/22 (100 %) b

12/22 (54.5 %) a

10/25 40.0 %) a

24/26 (92.3 %) b

20122 (90.9 %) b

a,b. Diferente literal indica diferencia significativa (p <0.05), evaluado mediante la

prueba de Duncan.

RIE 50= Reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad.
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Cuadro 16. Promedios de cambios histologicos observados a las 48 horas en

la progenie de RIE 40 desafiada contra S. enteritidis.

Grupos  Inmunoestimulantes AAP LH. ILFLM ILDLM

L.SUB

1 Acemannan 0.2 ml. 1.2 1.4 ab 0.4 1.1 a

2 Acemannan 0.4 ml. 1.4 222a 0.1 1.88 a

3 Yatrén-caseina 0.2 mi 1.4 13 b 0.1 1.2 a

4 Testigo 1.2 0.75b 0.33 0.1b

19 a

1.66 a

2.2 a

0.83Db

A.A.P.= Arrofia y ausencia de pliegues. 1.H.= Infiltracién de hetérofilos.
1.F.L.M. = Infiliracion focal de linfocitos en mucosa.
1.D.L.M. = Infiltracion difusa de linfocitos en mucosa.

L.SUB. = Infiltracién de linfocitos en submucosa.

a, b, ¢. Diferente literal significa diferencia estadistica significativa (p <0.03).
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Cuadro 17. Promedios de cambios histologicos observados a las 96 horas en

la progenie de RIE 50 desafiada contra S. enteritidis. .

Grupos Inmunoestimulantes AAP LH. I[LFLM ILDLM LSUB
1 Acemannan 0.2 ml. 1.2 0.35b 0.65 0.30 0.65
2 Acemannan 0.4 ml. 1.1 0.33 b 0.87 0.20 0.91
3 Yatrén-caseina 0.2 ml 0.9 0.34 b 0.52 0.13 1.0
4 Testigo 0.9 0.90a 0.52 0.57 1.09

A.A.P.= Atrofia y ausencia de pliegues.

1.F.L .M. = Infiltracién focal de linfocitos en mucosa.

[.D.L.M. = Infiltracion difusa de linfocitos en mucosa.

L.SUB= Infiltracion de linfocitos en submucosa.

1.H. = Infiltracién de hetérofilos.

a, b, ¢. Diferente literal significa diferencia estadistica significativa (p <0.05).
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Gréfica 1. Titulos de anticuerpos en VSN contra la IBF en gallinas reprocucicras

vacunadsas a las 13 sem. de edad con inmunoestimuiantes.
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Grifica 2. Titulos de VSN en gallinas vacunadas contra la IBF con
adyuvantes a las 18 semanas de edad en comparacion con su respectivo modelo

de regresion raiz cuadrada.

ACEMANNAN 0.2 ml

%tog base 10

14

Edad en semanas

ACEMANNAN 0.4 mi

3 Log base 10
14 p——
12} " -
10"f s g i .
Bl
Bl
4t
2 .
018 | 22‘ | 26v 327 38 | '42 50

Edad en semanas

" Valores observados - Modelo raiz cuadrada




Grafica 3. Titulos de VSN en gallinas vacunadas contra la IBF con
adyuvantes a las 18 seimanas de edad en comparacion con su respectivo modelo

de regresion raiz cuadrada. (('ﬁ?()NTINUACION)
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Grafica 4. Pdrcentaje de lesiones bursales de la progenie
de RIE 40 desafiada contra el virus de la IBF.
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RIE 40= Gallinas reproductoras inmuncestimuladas de 40 semanas de edad.



Grafica 5. Porcentaje de lesiones bursales de la progenie
de RIE 50 desafiadas contra el virus de la IBF.
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Grafica 6. Aislamientos positivos a S. enteritidis a partir de cultives
primarios de higado-bazo de la progenie de RIE 50.
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RIE 50= Gallinas reproductoras inmunoestimuladas de 50 semaras de edad.
a,b. Diferente literal denota diferencia estadistica significativa (P<0.05)



Grafica 7. Aislamientos positivos a S. enteritidis a partir de cultivos
primarios de tonsiias cecales de la progenie de RIE 50.
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RIE 50=Gallinas reproductoras inmunoestimuladas de 50 semanas de edad.
a,b. Diferente literal denota diferencia estad istica significativa (P<0.058)



Figura 1. Infiltracion de monomicleares observado en los ciegos de la
progenie de gallinas reproductoras de 40 semanas vacunadas con acemannan la

cual fue desafiada al cuarto dia contra S. enteritidis.
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Figura 2. Infiltracion de mononicleares observado en los ciegos de la progenice

v cual fue

~

de gallinas reproductoras de 40 semanas vacunadas sin adyuvante |

desafiada al cuarto dia contra S. enteritidis.
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