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RESUMEN
CABRERA LOPEZ, CAROLINA. cComparacién de los titulos de
anticuerpos vacunales contra la Infeccién de la Bolsa de
Fabricio en pollo de engorda mediante la técnica de ELISA a
partir de muestras individuales de suero y en conjunto, P.P.S.
en la modalidad de Aves (Asesorado por: MVZ, Odette Urquiza
Bravo, MVZ, Alejandro Banda Castro y MvZ. Maria Elena Rubio
Garc{a).

En este estudio se compararon los titulos de anticuerpos
contra la Infeccidén de la holsa de Fabricio (IBF),. obtenidos
mediante la técnica de ELISA indirecta, Se sangraron 10 aves
por semana para la obtencidn del suero, desde el primer dia,
hasta la séptima semana de edad. Se procesaron.?70 sueros de
manera individual por la técnica de ELISA para lérdeteccién de
anticuerpos contra IBF y también se realizarén 21 mezclas de 3
sueros cada una, que de iqual-forma se procesaron por dicha
técnica. Las medias aritméﬁicas, mediés geométricas vy
coeficienteé de variacién de los sueros individuales y de las
mezelés, se compararon éstﬁdiSticamente mgdiante lé prueba de
Mann-Whitney, no encontféndosé diferencias estadisticamente
significativés (Pﬁ0.00l)vaQ féqniere de estudios posteriores
con mayor mimero  de muestras para detgrminar de manera mds
completa, la utilidad de'realizar mezclas de sueros para el

andlisis del estado ihmunolégico de la parvada,

i | ———— e
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COMPARACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS VACUNALES CONTRA LA
INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO EN POLLO DE ENGORDA MEDTANTE

LA TECNICA DE ELISA A PARTIR DE MUESTRAS INDIVIDUALES DE

SUERO Y EN CONJUNTO.

INTRODUCCION

La infeccidn de la bolsa de Fabricio (IBF) se observé por
primera vez en las granjas aledafias al poblado de Gumboro,
Delaware, USA. En la presentacidn original, la infeccidn
aparecié en forma aguda, en parvadas de 3 a 4 semanas de edad,
en las que causé un 60% de morbilidad y de 5 a 10% de
mortalidad.(io)

Se ha especulado que el virus de . IBF surgié como una
mutacién‘ de un Birnavirus, que es el causante” de 1la
pancreatitis infecciosa necrosante de los peces, procedente de
harina de pescado mal esterilizada, el cual pudo haberse
introduéido a las parvadas, generando asi, una forma nutante
patdégena para los pollos, que se difundio rapidamente en toda
la industria avicola (16).

La enfermedad es causada por un virus perteneciente al
grupo de los Birnavirus, El virién mide aproximadamente 65 nﬁ.,
presenta cdpside de doble capa compuesta por capsdmeros,
resiste a los.desinfectantes comunes y a la temperatura. No
posee caracteristicas hemoaglutinantes o hemadsorbentes, puede

aiglarse y multiplicarse en embriones de pollo y cultivos
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celulares (7). Se han reconocido dos serotipos del virus
designados como I y II, y diferentes subtipos del serotipo I
(4). El serotipo I se ha aislado de gallinas y patos, y el
serotipo II de gallinas y pavos. (8)

S6lo los virus del serotipo I son patdgenos para los
pollos causandoles inmunodepresién cuando son afectados
tempranamente. (16}

Los pollos infectados tienen una reducida respuesta de
anticuerpos a las vacunas, fuertes reacciones post-vacunales y
mayor susceptibilidad a infecciones concurrentes o secundarias.
Las cepas variantes del serotipo I no causan un cuadro clinico
pero si una inmunodepresién grave,(2)

La importancia econdmica de esta enfermedad se manifiesta
en dos formas. Primero, algunas cepas virales pueden cauSaf
mortalidades superiores al 26 % en pollos-de 3 o més semanas de
edad.

La sequnda y mds importante, es la inmunodepresidn severa
y prolongada de los pollos que son afectados tempranamente.(4)

La IBF se caracteriza por la destruccién de linfocitos en
la bolsa de Fabricio y en menor‘grado de otros drganos
linfoides.(2) '

La transmisién es' horizontal, se efectua por’ via
digestiva y objetos contaminados que actuan como vectores
pasivos.(2) s 4 ‘

La IBF puede tener dos presentaciones dependiendo de la

edad a la cual los pollos sean afectados. Los pollos
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susceptibles expuestos dentro de la primera semana de vida,
presentan un cuadro subclinico causando inmunodepresion,
disminucién de 1a tasa de crecimiento, deficiencia en 1la
conversidn alimenticia ademds de fallas post-vacunales. Si las
aves se infectan durante la tercera semana de edad en adelante,
pueden presentar signos clinicos como diarrea blanguesina
acuosa, anorexia, depresién, temblores, postracién y muerte.
Los animales que sobreviven pueden quedar de manera parcial o
total con lesiones permanentes en la bolsa de Fabricio.(19,8)
Debido a que la enfermedad de la bolsa de Fabricio, tiene
una trascendencia clinica y econdmica muy grande, con focos
frecuentes, es importante establecer programas de control. Una
de las medidas que se utilizan para prevenir las pérdidas por
IBF, es la vacunacidn a reprdductbras con. el fin de conferir
inmunidad pasiva a los pollitos por otro lado, se realiza la
vacunacién de aves jovenes con virus vivo atenuado (14). Sin
embargo, uno de los problemas mds complejos, 'es el de
establecer esquemas adecuados de vacunaoién en presehci; de
inmunidad materna, ya que ésta depende de: diversidad
antigénica de los virus de IBF,'naturaleza patogénica de- los
virus silvestres domésticos,‘hivel de‘exposicién a virus de
campo (que puede ser'un'retlgquﬁei manejo y la bioseguridad),
as{ como del nivel } unifoimidad de los anticuerpos maternos en
las parvadas reproductoras. Ademds se sabe que del 60 al 80%
del nivel de anticuerpos de la madré se transfieren al pollito,

asi que se debe teher conociniento de la cantidad de
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anticuerpos transferidos para que al vacunar no se neutralice
la inmunidad pasiva (9).

Las vacunas de IBF que se utilizan comercialmente se
clasifican como fuertes o calientes, intermedias y suaves. Las
vacunas fuertes son producidas con cepas altamente virulentas
pudiendo danar severamente la bolsa de Fabricio, por lo cual
han desaparecido del mercado, los virus vacunales suaves, son
neutralizados por los anticuerpos maternos y por ende no
confieren una buena proteccién en presencia de estos, por
iltimo las cepas intermedias tienen la capacidad de superar la
inmunidad materna confiriendo una buena inmunidad (18).

El diagnéstico se puede confirmar mediante la historia
clinica, lesiones a la  necropsia, histopatologia,
inmunchistoquimica y pruebas serolégicas tales como: Virus
seroneutralizacién en fibroblastos de embrion de pollo,
inmunodifugsién en agar, con el ensayo con enzimés asociadas
(ELISA). (8,14,17) '

La serologia o determinacién de anticuefpos circulantesk

se utiliza principalmente con la finalidad de determinar la

respuesta post-vacunal, eVéluar la incidencia de
microorqanismos‘-especificos en -parvadas de una empresa
particular, evaluar parvadasvreproductoras y progenitoras asi
como para invesﬁlgacidh Y e&aluacidn.de brotesyinfeéciosos
(14). |

La prueba ELISA es la prueba estandar comercial para

medir la respuesta de anticuerpos, ya sea a la infeccién o a la

——— ——— o—
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vacunacion. Debido a su sensibilidad, sencillez, versatilidad
y capacidad de realizar gran némero de muestras, permite
monitorear periédicamente a las parvadas para conocer e
identificar la presencia de un antigeno ain antes de la
aparicién de los signos clinicos, o bien para detectar y
cﬁantificar los niveles de anticuerpos antes y después de
vacunar.(1,5,15)

Para realizar dicha prueba se requiere de muestras de
suero que son evaluadas individualmente. El reporte que envia
el laboratorio contiene los siguientes datos: identificacidn de
la muestra, edad de la parvada, titulo de cada uno de los
sueros, titulo promedio, media geométrica, coeficiente de
variacién, titulo miximo y bminimo, cantidad de sueros
trabajados y grdfica de perfiles de grupo (12). Sin embérgo,
debido al costo de la pruébé, los avicultores prefieren tomar
varias muestras de suero de diferentes aves y conbinar éstas en

un mismo tubo (mezcla), para que sean evaluadas como un Solo

suero, esta prictica resulta de utilidad econémica ya que se

reduce el costo cuando sé remite al laboratorio un gran nimero
de sueros, sin embargo los resultados obtenidos pueden ser no
representatiVOs del estado inmunoldgico real de la parvadé. Pof
otra parte, al trabajar un grupo de sueros como una sola
muestra no es posible considerar los datos obtenidos del
andlisis estadistico como son ﬁedia aritmética y geométrica,
desviaci&n estandaf y coeficiente de variécién que son de gran

importancia en la evaluacidén de la uniformidad de los

- —— e . .
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resultados serolégicos obtenidos mediante la técnica de ELISA.

OBJETIVQS:

-Obtener los titulos de anticuerpos vacunales, contra la
infeccidn de la holsa de Fabricio (IBF), mediante la técnica de

: ' ELISA a partir de muestras de suero individuales y en conjunto.

-Determinar si existe diferencia aritmética y estadistica, en

los resultados obtenidos con muestras individuales y en

conjunto,
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MATERIAL Y METODOS

A) Obtencidn de muestras:

Las muestras se tomaron de manera aleatoria de una
granja de pollo de engorda, ubicada en Teoloyucdn, Estado de
México, la cual tiene 9 naves de ambiente natural con un
promedio de 11,000 pollos por nave de la estirpe Arbor Acres

(AA). El esquema de vacunacién es el siguiente:

EDAD VACUNA CEPA vIA
Dia 8 'ENC y BI B1l,Homéloga ocular
VIRUELA s Intradérmica
Dia 15 IBF - g Luckerﬁ Oral
pia 16 y 17 ENC Lasota Subcutdnea
Dfa 30 ENC,BI clone 30, H120
BI-ENC Emulsidn . subcuténea

Pasteurella-E.Coli v Subcutdnea

La sangre se extréjo de 10 aves via yugulat con una
jeringa de 3 ml estéril, obteniéndose de cada ‘ave -
aproximadamente 1.5 a 2 mlvdé sangre. Este proceso‘se realizé
deéde la primera semana de edad hésta la cuarta semana de vida.
A partir de la quinta semané“de edad, la extraccién de sangré
se fealizé mediénte_puncién de la véna radial del ala. |
La priméfa extrécéién sanguinea se realizé al dia de edad

de los pollos y se repérté‘domb Muestra 1.
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La segunda extraccidn tuvo lugar a la sequnda semana de
vida y se referencié como Muestra 2, y asi sucesivamente hasta
la Muestra 7.
Se tomaron 10 sangrados en cada ocasién, permitiendo la
formacién del <codgulo a temperatura ambiente .para

posteriormente separarlo del suero.

B) Procesado de las muestras:

De las muestras obtenidas se determinaron los niveles de
anticuerpos contra la infeccién de la bolsa de Fabricio de
manera individual para los 10 sueros de cada semana mediante la
técnica de ELISA indirecta con el sistema software y los Kits
comerciales de Kirkegaad & Perry Laboratories, INC (KPL).

Para la elaboracidén de la combinacién de sueros se tomaron
9 de 10 y se mezclaron 3 sueros individuales en partes iguales,
de tal forma que se hicieron 3 combinaciones de cada una de las
muestras, para luego obtener el ti{tulo de anticuerpoéfpor la
técnica de ELISA.

c) Dgterminaci&n de'las-diferencias estadfsticas '

De los titulos obtenidos a partir de las muestras de suero

individuales y de las 3 mezclas de suero de cada una de las

semanas, se determinaron la media aritmética,  la media

_geométrica y el coeficiente de variacién, que fueron comparados

estadisticamente mediante la prueba de Mann-Whitney.(18)

ESTA TESIS MO DEBE
SR BE LA BIBLIOTEGA
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RESULTADOS

Los titulos de anticuerpos contra la IBF, tanto para los
sueros individuales como para los sueros combinados, de las 7
muestras, se reportan en el cuadro 1.

Los titulos medios obtenidos en las muestras 2, 3y
6 pertenecen al mismo perfil de grupo, no asi para las muestras
1, 4, 5y 7. ‘

Al comparar los titulos de anticuerpos contra la Infeccién
de la bolsa de Fabricio por medio de la prueba no paramétrica
de Mann-Whitney, para media aritmética, media geométrica vy
coeficiente de variacién, entre las muestras trabajadas con
sueros individuaies y las muestras trabajadas con sueros
combinados, no se ‘encontré diferencia estadistiéamente

-significativa.(P<0;001). {Cuadro 2)

Sin embargo, al analizaf cdda uno de los titulos de los 70
sueros trabajaddsr individualmente y ‘comparandolos con los
titulos de‘ las 21 mézcias,‘ si se observ6 una diferencia
'aritmética,'entre.c.v., de los sueros individuales .y de las
mezclas, siendo ﬁenor en el caso de las dltimas, tal comb se

nuestra en el cuadro 3.
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DISCUSION

No se han realizado con anterioridad estudios sobre los
resultados de titulos de la combinacién o mezclas de suero en
ELISA contra IBF, sin embargo es muy comin en la industria
avicola el realizar ésta prdactica, remitiendo éste tipo de
sueros al laboratorio por la ventaja econémica que ofrece y,
aunque en este estudio, no se encontraron diferencias
estadisticas, puede ser atribufdo a que el mimero de sueros
muestreados y comparados fué insuficiente y que ademds se
necesitan comparar entre varios lotes de aves durante varias
semanas, Se observé que muchos titulos de anticuerpos bajos o
nulos se enmascaran con los titulos altos al realizar las
combinaciones y por lo tanto, disminuye la validéz de la prueba
serolégica ELISA. _

Los resultados de coeficiente de variacidén obtenidos a
partir de la combinacién de los sueros son de tipo bueno o
excelente, ya que los tftulos altoé se pueden dilufr con los
titulos bajos o nulos, resultando en una represéntacién
estadistica ékprésadé_eh porcentaje que‘nos‘ihdica uniformidad,
cuando ésta no es_réai. ‘ | |

Los sueros en mezc;a,presentan un C;V. que va:desde la
clasificacién de bueno (menor a 50%) hasta la clasificacién de
excelente (menor a .30%), en cambio, los C.V. de los sueros
individuales van desde la clasificacién de pobre‘(mayor a 90%)
hasta 1la ciasificacién de excelentes (menor a 30%). . Sin

embargo, al correlacionar el C.V. de los sueros individuales
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con la edad y el esquema de vacunacidén, se deduce que la menor
uniformidad en este tipo de sueros puede deberse a que las aves
son jovenes y a que recibieron una primo vacunacidn, tal como
lo indica Rubio (12). El laboratorio KPL, menciona que en una
vacunacién primaria el C.V. debe ser del 60% 6 menos, mientras
que una revacunacion se espera el 45% 6 menos. Se observd que
a mayor edad de las aves, mejora el porcentaje de C.V., debido
a que la respuesta inmune del pollo a un antigeno, mejora con
la edad tal como lo indica Villegas (17).

Villegas también menciona, que los titulos superiores a
5,000 pueden ser sospechosos a una infeccién de campo. Sin
embargo, en este caso, los titulos superiores a 5,000, se deben
a una respuesta vacunal mds que a una respuesta a virus de
campo, debido a que los coeficientes de variacién en las
iltimas semanas son buenos o excelentes, lo que indica que hay
uniformidad en 1la paryada; Cuando se trata de un brote de
campo, no ésta presente esta uniformidad. Se puede decir qde,
es posible n§tar un nivelide anticuerpos protectivos en los
sueros de las aves, ya que tienen ti{tulos mayores a 2500.
Aunque KPL meﬁciona que . los titulos protectivos ‘deben ser
determinados por seguimiento del comportamiento de la parvada

y la variabilidad'deresta;*

* KPL Manual técnico, 1994.°




LR

i
@
o

13

CONCLUSIONES
diferencias

En este estudio no se observaron
estad{sticamente significativas (P<0.001), entre los titulos

obtenidos de sueros individuales y en combinacién.
Es conveniente realizar otros estudios con mayor numero de

muestras, provenientes de diferentes parvadas, mezclando sueros
para determinar de manera mds completa, la utilidad de éstos,

para el andlisis del estado inmunoldgico de las aves contra IBF

por la técnica de ELISA.

LI
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CONCLUSIONES

En  este estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.001); entre los titulos
obtenidos de sueros individuales y en combinacidn.

Es conveniente realizar otros estudios con mayor nimero de
muestfas, provenientes de diferentes parvadas, mezclando sueros
para determinar de manera mas completa, la utilidad de éstos,
para el andlisis del estado inmunolégico de las aves contra IBF

por la técnica de ELISA.
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CUADHO 1
TRALOS DE ANTICUERPQS CONTRA IBF
MUESTHA 1 MUESTRA2
SUEROS  TTAOS SUEROS  THLOS SUEROS  TITULOR SUEROS  THLQ
. INDVIDUALES WEZCLA INDMVIDUALES MEZCLA
No. 8245 ) No. ¢ 2244
No. 2 6345 No. 1 6043 No. 2 oY No. 1 809
No. 3 2074 No. 3 1678
No. 4 202 No. 4 a9
No. 8 L) No.2 @ M. 6 L] No.2 07
N8 1 No.& o
No.7 660 No. 7 70
No.@ 6400 No.9 B No. 8 #142 No.3 12
No.© 400 Ne.@ [44
No.10 ton No. 10 1206
, MUESTRAS : MUESTRA 4
SERQS  TTUCE SUEROS  TIROR SUERDS  TLLOS SUEROR  TITLLOS
NOMOUALES NEZOLA INDIVIOUALER MEZCLA
No. 245 No. 4 0
Mo.2 ] No.y 248 No. 2 o No.4 1148
No.3 ®xm No.3 a
No. 4 3408 No.4 0
.8 8108 No.2 2248 No. & 787 Na 2 i '
Ne.§ 2400 No. B o
No.7 014 No.7 2498
| No.® 1 No. 3 243 Ne.@ e L 1130
: No.§ L] . No.@ 2361 i
! Na.10 e No, 10 2007
MUESTRAS MUESTHAS .
SUERCE  TIACS SUEROS  TMAOS . SUEROS -~ TTAOS BUEROS MO i
INDMIOUALES ME2CIA NOVDUALES WEICLA
i No.A anr . No.1 R )
; ) No.2 2057 Not B9 No.2 .- No.t 2t ;
: No.3 un - Na.2 2%t .
i No.4 an i i No. 4 ags :
! No.§ a2 No.2 b ] No. 8 237 No. 2 00
: No. 8 ' ] ) : No.8 21
.7 0 S Nt ] :
1 No.8 a2 No, 3 2 Na.8 4 Na.3 02 ;
. Na@ 2@ . No,®. 217 i
| No, 10 L] No, 10 “n !
: :
; MESTRA? : ‘
3 : . )
i BUEROS  TMAOR . BUERON  TMITXOS ‘ ) . : ‘ :
3 NDIVIDUALES . NEZCLA '
: ! No.t 638 R
3 No.2 6747 Mot 2600
‘; No.2 . -2 . :
I No. 4 00
| No.B o708 No.2 . ®»77
9 No.© 063
‘z No.? oot )
A Ne.g sna N3 . 4444
No.g 4i80 S

No.1D 2

e et e\ i

b o8
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CUADRO 2

TITULOS MEDIOS, MEDIA GEOMETRICA Y COEFICIENTE DE VARIACION

PARA SUEROS INDIVIDUALES Y SUEROS EN MEZCLA.

SUEROS INDIVIDUALES

MUESTREO No.

6

7

10
10
10
10
10
10
10

M.A.
4150
2055
3302
1133
3512
3186

4676

M.G.
3379
445
2962
85
1658
3021

4520

c.v.
50.6,
99,2
44.7
105.3
45
35.1

25.9

SUEROS EN MEZCLA

No.
3

3

3

3

M.A.
5243
2412
2540
953
3525
3154
3973

M.G
5133
1876
2524
911
3285
3060

3957

c.v
25.2
66,0
14.3
33.6
48.2
28.8

10,9

*No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

(P<0.001), entre M.A,, M.G, y C.,V. de los sueros individuales

Y sueros en mezcla,

No.
M.A,
H'G.

CDVQ

Nimero de sueros.

Media aritmétich.

Media geométriea.

coeficiente de variacién.
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CUADRG 3
CLASIFICACION DE LOS COEFICIENTES DE VARIACION PARA LOS

SUEROS INDIVIDUALES Y EN MEZCLA.

MUESTRA C.V.SUEROS INDIVIDUALES C.V.SUEROS MEZCLA

1 50.6 % (Bueno) ' 25.2 % (Excelente)
2 99.2 % (Pobre) | | 66.0 % (Regular)

3 44.7 ¥ (Bueno) 14.3 % (Excelente)
4 105.3 % (Pobre) 33.6 $ (Bueno)

5 45.0 % (Bueno.). : . 48.2“% (Buenb)

6 35.1 % (Bueno). ‘ 28.8 % (Excelente)

7 25.9% (Excelente) 10.9 % (Excelente)
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