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RESUMEN

Roberto Santiago Gémez: Comparacién entre los titulos de anticuerpos contra la

infeccién de la bolsa de fabricio & nivel sérico y en glindula de Harder en pollos de
engorda vacunados por via oral u ocular en condiciones experimentales (Bajo la
supervision de M.C. Alejandro Banda Castro.: PhD. Guillermo Téllez Isaias.: PhD.
Tamas Feherbari.)

Se compararon los titulos de anticnerpos neutralizantes contra la infeccién de la bolsa
de Fabricio a nivel sérico y en macerado de glindula de Harder en pollos de eagorda
que fueron inmunizados con una vacuna con virus active replicado en cultivo celular
de embrién de pollo. La vacanacién s¢ realizd oral y ocularmente a los 7 dias y
posteriormente fueron desafiados con la cepa 73688 de virus de la infeccién de la bolsa
de Fabricio. En dicha glindula se detectaron anticuerpos por virus
seroneutralizacién, cuyos titulos medios geométricos fueron mucho menores 2 los
ohservadaos en suero, los cuales siguieron un comportamiento similar a los anticuerpos
séricos en diferentes muestreos, sin embargo se encontraron correlaciones muy bajas
entre ambos tipos de anticuerpos. Las aves vacunadas ocularmente presentaron mejor
peso corporal al final del experimento en comparacién con los grupos no vacunade y
vacunado por via oral. Ademds con la vacuna aplicada por la via ocular se observé un
retardo en Ia presentacién de atrofia de la bolsa de Fabricio y en lesiones histolégicas

en dicho frgano.
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COMPARACION ENTRE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA LA
INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO A NIVEL SERICO Y EN
GLANDULA DE HARDER EN POLLOS DE ENGORDA YACUNADOS POR ViA
ORAL U OCULAR EN CONDICIONES EXPERIMENTALES

1.0 INTRODUCCION:

1.1 Definicién

La infeccién de la bolsa de Fabricio (IBF) es una enfermedad de origen viral de las aves
JOvenes caracterizada por tener curso agudo altamente contagioso, ocasiona una atrofia de
1a bolsa de Fabricio y por ende un estado de inmunodepresién. (1).

1.2 Distribucibn geogrifica:

Después de que se presentd el primer brote en EUA (1957), esta enfermedad se ha
manifestado en Gran Bretafia, Francia, Italia, Bélgica, Alemania, Austria, Suiza, Bulgaria y
Espafia. La IBF se encuentra en todo el continente americano. En Asia ha ocurrido en
paises como Japén, Tailandia, India ¢ Isracl. Finalmente en Africa se han registrado brotes
en Chad, Zaire, Nigeria, Egipto, Senegal, Ghana y Zambia (2).

En México se presenta desde 1962, En ese aio se detectd en varias zonas del pais como
Xochimilco y Azcapotzalco, DF.; Zintepec y Cuernavaca, Mor. ; Texcoco, Cuautitldn y
Tlalnepantla, Méx. ; Pachuca, Hgo. y finalmente ¢n Sonora, localizandose en Cd. Obregén
y Guaymas (3). Por otra parte, en un muestreo serolégico realizado en México en 1971 se
demostrd la presencia de anticuerpos en el 90.5 % de las granjas localizadas en importantes
Areas avicolas (4).




1.3 Etiologia de la IBF

El virus de la infeccién de la bolsa de Fabricio (VIBF) es un miembro de la familia
Bimaviridae, esta familia tiene un solo género: Birnavirus. Los integrantes de esta familia
tienen genoma que consta de ARN de doble banda segmentada, donde se deriva el nombre
Birnavirus (1,5). El VIBF tiene simetria icosaédrica, es desnudo y presenta un didmetro que
varia de 55 a 65 nm. La densidad boyante de particulas completas en gradientes de ¢loruro
de cesio tiene un rango de 1.31 a 1.34 g/ml, se describen densidades menores para virus
incompletos (1).

El VIBF ¢s muy estable y puede permanecer en alojamientos aviares aim después de la
limpieza y desinfeccion, es resistente al éter y cloroformo, es estable a pH de 3 a 12, se
reduce su efectividad a la exposicion con formalina al 0.5 % atrededor de 6 horas (6). El
VIBF se inactiva si se expone al fenol o cresol en concentraciones de 1 % durante 1 hora
(5). Por otra parte, Benton et al., (6) encontraron que el VIBF puede permanecer infeccioso
en un local alrededor de 120 dias después de haber extraldo a las aves afectadas, también
demostraron virus infeccioso en el agua, alimento y heces obtenidos de granjas afectadas
después de 50 dias. De igual manera, Weinstock et al, (7) informaron de un brote de IBF en
pollo de engorda en condiciones comerciales de Carolina del Norte, EUA; a pesar de que la

caseta habia sido lavada y desinfectada (8).



1.4 Epizootiologia de IBF

El VIBF es altamente contagioso y puede permanecer en el medio ambiente por periodos
prolongados, la transmisién puede ser directa o indirecta. No existe evidencia de que el
VIBF pueda ser transmitido via transovérica. Por otra parte, se ha demostrado la presencia
det virus en larvas de Alphitobius diaperinus y mosquitos Adedes vexans, que fueron
atrapados en casetas afectadas, no obstante, aun no se determina claramente el papel de
estos organismos en la transmisi6n de la enfermedad (9,1,10).

1.5 Propiedades antigénicas del VIBF

Se conocen dos serotipos del VIBF denominados 1 y 2 que fueron reconocidos en EUA y
Europa (11,12,13,14). El serotipo 1 que se ha aislado de gallinas y patos, produce la
enfermedad en la primera especie (1). Entre los virus pertenecientes a este serotipo existe
cierta variacion antigénica. (13).

Las variaciones de antigenicidad més significativas se presentan en algunas cepas del
serotipo 1 denominadas variantes antigénicas, aisladas micialmente por Rosemberger ef of,
(15) en la penfnsula de Defmarva (EUA). A pesar de pertenecer al serotipo 1, dichos virus
resultaron ser muy diferentes a las cepas de VIBF previamente identificadas, que
actualmente se conocen como cepas clasicas o estandar ya que inducen un estado severo de
inmunodepresién por el proceso rapido de atrofia bursal que provocan (16).

El serotipo 2 se aislo en 1980 en gallinas y pavos, que fue identificado mediante prucbas de
VSN. Debe sefialarse que la inmunizacion contra el serotipo 2 no protege contra el serotipo
1y la situacién inversa no se puede probar ya que no existe una cepa virulenta del serotipo

2(1).



1.6 Caracteristicas clinicas

La enfermedad tiene dos formas de presentacién: clinica y subclinica, que estan
determinadas por la edad cuando ocurre la infeccién, por la virulencia de Ia cepa viral
involucrada y por el grado de inmunidad de las aves afectadas (1).

La forma clinica generalmente se presenta en aves de tres a seis semanas. Cosgrove (17)
describié como primer indicio de la presentacion clinica de la IBF, a la accidn de las aves
de picarse su propia cloaca, posteriormente se presenta diarrea acuosa y blanquecina,
anorexia, depresion, erizamiento de las plumas, tremores y postracibn; las aves en las
etapas finales muestran deshidratacién severa e hipotermia. La morbilidad puede alcanzar
€l 100 % y la mortalidad el 30 % (1).

Las cepas de alta virulencia del VIBF inducen a la presentacién clinica de la enfermedad
con alta morbilidad y mortalidad. Por otro lado, las infecciones con virus menos virulentos,
pueden originar la forma subclinica de ia enfermedad con baja mortalidad (18). Se han
descrito brotes donde \inicamente se observa alteracién en |a ganancia de peso, o inclusive
puede ocurrir la presentacién de anticuerpos sin 1a aparicién de signos clinicos (19).

La forma subclinica se presenta en aves menores de tres semanas, No se manifiestan
signos; sin embargo, tiene como grave consecuencia la presentaciéon de un cuadro de
inmuncdepresién, en donde se observa inflamacién inicial de la bolsa de Fabricio y

posteriormente atrofia de la misma (20).




1.7 Lesiones macroscépicas

Las lesiones mas importantes ocurren el la BF, en el segundo y tercer dia postinfeccion,
donde la BF aumenta de tamafio, presenta trasudado gelatinoso que cubre su serosa, para el
cuarto dia puede alcanzar el doble de su peso, al quinto dia retoma a su tamafio otiginal
pero continua con un proceso de atrofia y de esta manera la bolsa de Fabricio lega a pesar
hasta un tercio de lo normal (21).
1.8 Lesiones Histologicas:
Las lesiones histolégicamente mas importantes van desde una deplesién linfoide moderada
difusa, foliculos aislados con deplesion severa, deplesién linfoide severa en mas del 50% de
los foliculos hasta presencia tnicamente det contorno de los foliculos linfoides con sélo
algunos linfocitos, aumento del tejido conectivo, presencia de quistes e hiperplasia del
cpitelio o pérdida completa de la arquitectura folicular con fibroplasia (22).
1.9 Efectos Inmunodepresores del VIBF,
El VIBF cs un agente viral inmunodepresor para las aves, debido a su capacidad para
causar necrosis de la BF y posterior atrofia de la misma.
De acuerdo con lo descrito por Sharma er ol en (23), la inmunodepresion ocasionada por el
VIBF se debe a la destruccidn de linfocitos B y sus precursores que presentan proliferacién
activa en la BF. Por lo anterior el VIBF puede inducir una profunda disminucién de
linfocitos B que presentan en su membrana moléculas de IgM. También que la suspensién
de la funcién de las células puede ser causada por otros factores como el dafio a las células
T cooperadoras u otras células involucradas en la generacién de la respuesta inmune (20).
Se ha demostrado que son blancos particulares para el VIBF los linfocitos B que presentan

IgM en su superficie (IgMs) (20).



La inmunodepresion inducida por el VIBF, en las aves produce un incremento en la
susceptibilidad a algunas enfermedades infecciosas, como enfermedad respiratoria crénica
complicada, enfermedad de Newcastle, hepatitis con cuerpos de inclusién, laringotraqueitis
infecciosa aviar, anemia infecciosa aviar e infecciones por reovirus. También incrementa la
susceptibilidad a Salmonella sp, Escherichia coli, Staphyiococcus aureus, dermatitis
gangrenosa e infecciones por Eimeria sp. (1,20).

Debido a la IBF se afecta la respuesta inmune a las vacunaciones. Varios autores han
observade disminucién en la respuesta de anticuerpos en la vacunacién contra Ia
enfermedad de Newcastle (24) y Coriza infecciosa (25), en aves afectadas por la
enfermedad.

Por su parte, Rosemberger y Gelb (26) desafiaron pollos de un dia de edad con la cepa
estindar de desafio de VIBF (SCT) y observaron que disminuy6 la respuesta humoral 2 las
vacunaciones con los virus de Newcastle, bronquitis infecciosa y laringotraqueitis
infecciosa, ademés de incrementar ¢l nimero de aves afectadas ante el desafio de esos
mismos virus respiratorios.

La bolsa de Fabricio es un Organo primario cuya funcidn es servir como sitio de
maduracidn y diferenciacién de linfocitos B (27). La baja de defensas ocasionada por IBF
se debe a la destruccion de dichos linfocitos y sus precursores, que presentan en su
membrana moléculas de IgMs (23) provocando inicialmente un problema inflamatorio
(bursitis), y posteriormente atrofia de la bolsa (21). La severidad de la inmunodepresién
esté relacionada con la edad de las aves y patogenicidad del virus al momento en que ccurre
la infeccidn, si Ia infeccion ocurre en las primeras dos semanas de edad provoca una baja de

defensas mds severa (20).



El problema ocasionado por IBF incrementa la susceptibilidad a otras infecciones (1,20),
afecta la respuesta a vacunaciones contra varios agentes (28,25,26) y afecta los pardmetros
productivos (29).

Por otra parte, existen otros tejidos linfoides, a los que en conjunto se ha denominado
tejido linfoide periférico, que consisten de linfocitos y células plasmaéticas, asi como centros
germinales, que se encuentran en las tonsilas cecales, bazo y glindula ‘dc Harder, entre
otros organos (30).

1,10 Diagnéstico.

La enfermedad es dificil de diﬁgnosticar basada en los signos clinicos, que no son
especificos. Para el diagnodstico de IBF, se puede intentar el aislamiento en embriones de
pollo SPF, a partir de BF y de bazo, por Ia via de la membrana corioalantoidea. La muerte
embrionaria ocuire entre los tres y cinco dias, las lesiones observadas en los embrioncs
incluyen congestién y hemorragias cuténeas, esplenomegalia y necrosis hepética. La
histologia también es considerada una herramienta importante para ¢l diagnostico de IBF.
Las cepas variantes no inducen alta mortalidad al ser inoculadas (15).

Para la cuantificacién de niveles de anticuerpos contra IBF resultan utiles las técnicas de
ELISA y virus-suero neutralizacién (VSN), que tienen la finalidad de estudiar el
comportamiento de los anticuerpos a nivel sérico (15)

Se ha propuesto que ¢l rango tarso bursal puede ser un indicador util de comportamiento
del indice bursal y estos parametros son métodos sencillos para evaluar a nivel de campo el

estado general del sistema inmunocompetente de las aves (31).




1.11 La importancia inmunolégica de la glindula de Harder

La glindula de Harder fue descrita por Johann Jakob Harder el cual Ia describe como un
érgano principalmente involucrado con la respuesta inmune humoral. (32),

Otros autores describen a la glindula de Harder como un érgano linfoide situado en la
orbita ocular de las aves la cual consiste histologicamente de tubos divididos por 16bulos y
septos con un ducto central que drena la secrecidn de i glindula de Ia parte media a fa
esquina de la membrana nictitante, en el intersticio hay una acumulacién masiva de células
linfoides, particularmente células plasméticas som observadas y también material
antigénico. ( 33) -

La glandula de Harder se encuentra en la parte ventral y posteromedial al globo ocular, su
importancia funcional radica en que contiene tejido capaz de inducir una respuesta inmune
mediada por anticuerpos. (30). Esta glindula esta intimamente relacionada con 1a respuesta
inmune humoral temporal contra antigenos que tienen una via de entrada ocular, oral o
nasal. Otros estudios han demostrado que esta glindula se activa induciendo una respuesta
y reactivacion inmunolégica para una proteccidn espectfica ¢en caso de penetracion
antigénica via oral, ocular, nasal ( 34).

Dohms et al (35) estudiaron el efecto de la respuesta de anticuerpos contra Bruceila abortys
y glébulos rojos de ovino en pollos de engorda de tres semanas de edad inoculados con
IBF. La inmunidad local se evalud mediante extractos de la glindula de Harder y la
sistémica por muestras de suero. Se observé disminucién de los titulos de anticuerpos
locales y sistémicos demostrindose que ambos tipos de inmunidad resultaron

comprometidos.




Powell et al (36) detectaron anticuerpos en suero ¥ extractos salinos de la glandula de
Harder por medio de una estimulacion inmunolégica parenteral con glébulos rojos de ovino
y virus de la enfermedad de Newcastle, encontrando altos titulos en suero pero no se logré
medir la respuesta de anticuerpos en la glandula.

Powell et al (36) trabajando con aves inoculadas con Mycoplasma gallisepticum por via
ocular, determinaron la presencia de anticuerpos en glandula de Harder a los doce dias de
inoculacién, en comparacién con la medicién a nivel de suero, que se¢ encomtré un titulo
detectable'al dia 20, lo que sugiere que la medicién de anticuerpos en extractos de glinduta
de Harder, pueden brindar una evaluacién 4til de ia respuesta local.

Se ha informado que tras una administracién intranasal de virus vivo de Newcastle o
bronquitis infecciosa en pollos esta causa una elevacién de los titulos de anticuerpos
especificos de mucosa y en el tracto respiratorio alto y que esta elevacién de anticuerpos es
independiente de los anticuerpos sanguineos. (37).

La glandula de Harder jucga un rol central en la inmunidad local en los 0jos ¥ en el tracto
respiratorio pero se piensa que hay una posible migracion de linfocitos de la glandula de
Harder a tonsilas cecales principalmente.

Esto demuestra que la glandula de Harder juega un rol importante en la respuesta humoral
local en ojos y mucosa respiratoria pero también es precursora de células productoras de

IgA para la respuesta inmunitaria local en e intestino, (38).



2.0 JUSTIFICACION

Debido Ia importancia de la respuesta inmune Jocal mediada por Ia gléndula de Harder para
la resistencia a infecciones por via ocular, nasal y oral, es importante determinar el
comportamiento de esta Tespuesta ante la vacunacién contra la IBF por via ocular y oral,
asi como su papel ante el desafio con una cepa patogena de IBF.

3.0 HIPOTESIS '

No existe diferencia entre los titulos de anticuerpos contra la infeccion de la bolsa de
Fabricio determinados por virus seroneutralizacion en suero Y en macerado de glandula de
Harder.

4.0 OBJETIVQ GENERAL

Determinar la asociacion entre la respuesta inmune humoral de tipo local y sistémica en
pollos de engorda vacunados contra IBF por via oral y ocular.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar los titulos de anticuerpos contra la infeccién de la bolsa de Fabricio por
virus-seroneutralizacién en suero y en extracios de glindula de Harder.

2.- Determinar el grado de asociacion entre los titulos de anticuerpos séricos y en glandula
de Harder mediante la prueba de correlacién.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 Cepa de Virus de 1a Infeccién de la Bolsa de Fabricio (VIBF) para desaffo.

Se utilizo la cepa de referencia 73688 aislada por M.C. Peckham a partir de un brote de
IBF en pollas de 16 semanas de edad y donada por IASA (39). Esta cepa fue utilizada
anteriormente por Banda (40) logrando buenos resultados,

Antes de Ia inoculacién se realizaron tres pases en aves Leghom libres de patégenos
especificos. El titulo de la suspensién para desafio fue de 10** DLEPsy, /ml inoculando 2
ml a cada pollo.

5.2 Cepa de YIBF vacunal.

Se utilizo una vacuna virus vive modificado contra la enfermedad de Gumboro cepa Lukert
de intermedia originada en embriones de pollo SPF con un titulo entre 102 DICC 50 %
/ml * (la vacuna fue reconstitiida siguiendo las instrucciones especificadas por el

laboratorio fabricante).

5.3 Aves de experimentaci6n.

Para el estudio de virulencia, se usaron 300 pollos de engorda Hubard y provenientes de
una incubadora comercial con titulos de anticucrpos de 10°*, 10** y 10°*° para los grupos
no vacunado, vacunado ocularmente y vacunado via oral respectivamente,

Los pollos fueron alojados en unidades de aislamiento del Departamento de Produccién
Animal: Aves, (FMVZ, UNAM), la crianza se realizo en piso. El agua y ¢l alimento se
proporcionaron a libre acceso.

*laboratorio Bochringer Ingetheim.

11




5.4 Disefio experimental

Las aves se asignaron de manera aleatoria en tres grupos de 100 individuos cada uno:
Grupo A = testigo sin vacunar y solo con aplicacién de 0.03 mt de SSF via ocular.
Grupo B = que fue vacunado por via oral a los siete dias de edad.

Grupo C = que fue vacunado por via ocular a los siete dias de edad.

5.5 Evaluacién de la resistencia contra IBF;

Se realizaron seis muestreos a los dias 7, 14, 21, 28, 35 y 42 de edad. La rutina de cada
muestreo incluy6 lo siguiente: se seleccionaron aleatoriamente ocho aves de cada grupo, se
identificaron individualmente, posteriormente se peso cada pollo y se obtuvo sangre sin
anticoagulante para la posterior obtencién de suero. Las aves se sacrificaron por
electrochoque para realizar la necropsia. En primer lugar se diseco la BF para obtener su
didmetro transversal in situ, se extrajo completa para ser pesada y posteriormente fijada en
formalina amortiguada. Se realizé la perfusién de las glandulas de Harder in sity para
después realizar macerados de las mismas tal como lo describieron Dohms y Jaeger (41), y
finalmente se realizé la medicién de ambos metatarsos, para la determinacién del rango
tarso bursal. (4, 40,31).

A los 19 dias de edad (12 dias después de la vacunacién) se realiz ¢l desafio con la cepa
73688. La inoculacién fue por via oral y con un volumen de inéculo de 0.2 ml por pollo, de

la misma manera en los grupos vacunados por via oral y ocular.




5.6 Prueba de virus-suere neutralizacién (VSN}.
Para determinar el titulo de anticuerpos en suero y macerados de glandula de Harder, se
realizé el método beta de virus seroneutralizacién (VSN) en cultivo primario de
fibroblastos de embrisn de pollo (42), utilizando la cepa Lukert de VIBF con un titulo de
10 DICCs0/0.1 ml

Se considerd como titulo al reciproco de fa méxima dilucién de suero que neutralizd en un
100% el efecto citopatico provocade por el VIBF.

5.7 Procesado histolégico de tejidos.

Para determinar el grado de lesién en BF, porciones de este 6rgano previamente fijadas en
formalina amortiguada al 10% se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4p de
espesor, para posteriormente ser procesadas con la técnica de hematoxilina- eosina (HE)
43).
Para cuantificar las lesiones en bolsa de Fabricio se utilizé el criterio propuesto por Muskett
et al. (22) que es el siguiente:
0 = Sin lesién.

1 =Necrosis leve e folicules aislados.
2 = Deplesién linfoide moderada difusa o foliculos aistados con deplesion sevéra.
3 = Deplesion linfoide severa en mas del 50% de los folfculos.
4 = Presencia iinicamente del contorno de los foliculos linfoides con sélo algunos
linfocitos, aumento del tejido conectivo, presencia de quistes e hiperplasia del epitelio

5 = Pérdida completa de la arquitectura folicular con fibroplasia.




5.8 Anélisis estadistico.

Para las variables peso corporal, peso bursal, didmetro bursal, indice bursal y rango tarso
bursal se realizé anilisis de varianza para determinar el efecto en cada grupo, para realizar
comparaciones entre medias s realizb [a prueba de Tukey a un nivel de significancia de
0.05.

Para determinar el grado de asociacién entre titulos séricos y glandula de Harder se
determiné el coeficiente de correlacién de Pearson para los diferentes grupos.

Para analizar los valores de calificaciones de lesiones histolégicas y niveles de anticuerpos
se realizd la prucha no paramétrica de Kruskall-Wallis, La diferencia entre medias se
determiné por la Prueba de Wilcoxon-Mann Whitney, también con un nivel de
significancia de 0.05. Previamente al anilisis estadistico, los titulos de anticuerpos para

VIBF se transformaron en Log;, (Titulo + 1).
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6.0 RESULTADOS
6.1 Peso corporal
Los promedios de los pesos corporales de los tres grupos tratados (no vacunados, ocular y
oral) durante el experimento se observan en el cuadro 1. El grupo no vacunado presentd los
menores pesos corporales (P< 0.05) en los muestreos realizados a los 7, 14 y 42 dias.
Aunque no se observé diferencia estadistica significativa entre ambos grupos vacunados, en
el dia 42 el grupo vacunado ocularmente presenté el mayor peso promedio ya que se
observa una diferencia de 284.38 g con el grupo no vacunado y de 128.13 g con el
vacunado oralmente.

6.2 Peso de | bolsa de Fabricio.

Los pesos bursales promedio de los difetentes grupos se presentan en el cuadro 2. En el se
aprecia que existe diferencia estadisticamente significativa entre el grupo no vacunado con
los grupos que recibieron vacuna durante los muestreos de los dias 7 y 14 del experimento,
A los 9 dias postdesafio en ¢l muestreo al dia 28 el grupo vacunado ocularmente mostré el
mayor peso bursal de los 3 grupos (P< 0.05).

A pesar de no existir diferencia estadistica significativa ¢l grupo vacunado ocularmente
obtuvo los mayores pesos bursales promedio a los 35 y 42 dias (1 y 145 grs

respectivamente).

6.3 Indice bursal
Los valores promedio de los indices bursales (IB) se muestran en ¢l cuadro 3. Aunque hubo
diferencias en los pesos corporales y pesos de las bolsas en los muestreos de los dias 7 vy 14
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esto no afectd los indices bursales, sin embargo el grupo vacunado via ocular fue el que
alcanzé mayor valor al dia 28 (9 dias postdesafio) (0.208) siendo diferente estadisticamente

con los otros grupes.

6.4 Didmetros bursales

En el cuadro 4 los promedio de los didmetros bursales se encuentra diferencia
estadisticamente significativa énicamente en el muestreo del dia 28, donde s observé que
el grupo vacunado por la via ocular obtuvo los valores mas elevados que los otros dos
grupos. En los otros muestreos no hubo diferencia significativa entre los grupos pero cabe
mencionar que el grupo vacunado por via ocular obtuvo los valores mas altos en todos los

muestreos de los dias 21, 28, 35y 42.

6.5 Rangos tarso bursal.

Los promedios del rango tarso bursal se pueden observar en el cuadro 5 donde se aprecia
que no existe una diferencia estadisticamente significativa pero cabe mencionar que a
partir del dfa 21 los promedios de el grupo ocular fueron numéricamente mayores que los

valores de los otros grupos, sin mostrar diferencia estadistica significativa.

6.6 Evaluacibn histolégica;

Dentro de la evaluacién de las lesiones histoldgicas en la bolsa de Fabricio se encuentran
diferencias estadisticas de principal interés a partir del dia 14 en el cual los grupos
vacunados tienen mas grado de lesién que el no vacunado quien no presenta ningin grado
de lesién. En el dia 28 el grupo vacunado via oral presenta el mayor grado de lesion se
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pudo observar que en los subsecuentes muestreos el grupo ocular tuvo siempre ellmenor
grado de lesiones tal como se aprecian en el cuadro 6. En el muestreo al dia 7 se observaron
menores promedios en los grupos que recibieron vacuna y al final del experimento (dia 42),
a pesar de no existir diferencias estadisticas significativas el grupo no vacunado, presento
mayor promedio de lesién (3.125) y el menor promedio lo tuvo el grupo vacunado via
ocular (2.5).

6.7 Descripeitn histolégica de lesiones en la bolsa de Fabricio

Dia 7:

Grupo no vacunado: sin lesiones

Grupo ocular: se encontraron algunes érganes con calificaciones de 1 es decir hiperplasia
moderada del epitelio y quistes.

Grupo oral: se encontraron algunos érganos con calificacién de 1 es decir con hiperplasia
moderada del epitelio.

Dia 14

Grupo no vacunado: Sin lesiones.

Grupo ocular: se encontraron lesiones de uno hasta cuatro que van desde hiperplasia del
epitelio hasta edema moderado con células inflamatorias y aumento del tejido conectivo,
quistes y los foliculos con solo algunos linfocitos.

Grupo oral: se encontrd exudado moderado y células inflamatorias intrafoliculares asi como
también deplesién severa en médula y moderada en corteza con hiperplasia de células

reticulares y corticomedulares también del epitelio.



Dia 21;

Grupo no vacunado: Se observaron lesiones que van desde una necrosis moderada en
foliculos aislados hasta deplesién linfoide severa en el 95% de los foliculos con hiperplasia
del epitelio asi como presencia de adenoides.

Grupo ocular: solo se aprecié en algunos 6rganos exudado y cétulas inflamatorias,

Grupo oral: solo se apreci6 en algunos 6rganos exudado y células inflamatorias

Dia 28:

Grupo no vacunado: Se observd deplesién leve en foliculos aisiados e hiperplasia severa
del epitelio hasta necrosis de moderada a severa en los foliculos de algunos brganos.

Grupo ocular: Se observaron algunos focos de necrosis y células inflamatorias
interfoliculares.

Grupo oral: Se Encontrd deplesién severa en foliculos ¢ hiperplasia severa del epitelio
hasta necrosis de moderada a severa en los foliculos de algunos érganos y en algunos casos
se observé también presencia inicamente del contorno de los foliculos linfoides,

Dia 35:

Grupo no vacunado: Mostré deplesién severa en el 90 % de los foliculos ¥y quistes en ¢l
epitelio de algunos érganos y por el contrario en otros habia repoblacién en algunos
foliculos.

Grupo ocular: Se encontraron algunos focos de necrosis y células inflamatorias
interfoliculares,

Grupo oral: Se observaron algunos focos de necrosis y células inflamatorias
interfoliculares.
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Dia 42:

Grupo no vacunado: Habia deplesién severa en el 90 % de los foliculos y quistes en el
epitelio de algunos 6rganos.

Grupo ocular: Se observaron nédulos linfoides con regencracion.

Grupo oral: Presentd algunos focos de necrosis y células inflamatorias interfoliculares.

6.8 Titulos de anticuerpos en suero;

Los titulos medios geométricos de anticuerpos contra IBF a nivel sérico se muestran en el
cuadro 7.

En los tres grupos se detectaron anticuerpos de origen materno en el dia 7,

El grupo no vacunado ¢ inoculado al dia 19 inicié una elevacién de anticuerpos a partir de!
dia 28 y al dia 42 fue ¢l grupo con el titulo promedio geomeétrico mayor en los tres grupos,
sin embargo no se observaron diferencias estadisticas.

Los grupos vacunados iniciaron la seroconversion at dia 35 y solo se observo diferencia
estadistica significativa al dia 28, donde el grupo vacunado por via ocular mostré el més
bajo nivel de anticuerpos.

6.9 Tituios de anticuerpos en gléndula de Harder:

Los titulos medios geométricos de anticuerpos contra la infeccién de la bolsa de Fabricio en
la gléndula de Harder se observan en el cuadro 8. Los titulos de anticuerpos son menores en
comparacion con los observados en suero.

No sc observé diferencia estadistica significativa en ninguno de jos muestreos.

La fase de elevacién de los anticuerpos en el grupo no vacunado y vacunado via oral fue al
dia 28 y para ¢l ocular al dia 33.
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6.10 Correlacién de titulos de anticuerpos en glindula de Harder y suero:

Los coeficientes de correlacion entre anticuerpos séricos y en glandula de Harder para los
diferentes grupos y muestreos se pueden apreciar en el cuadro 9.

La correlacidn entre ambos titulos fue en general baja y heterogénea. Solamente el grupo

vacunado por via oral al muestreo en el dia 42 mostré un coeficiente aceptable de 0.949.
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7.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES
7.1 Peso corporal

Varios autores han discutido la importancia de la IBF sobre la ganancia de peso, por
ejemplo Van der Sluis (19) menciona que en brotes poco severos dnicamente se observa
una disminucién en la ganancia de péso, falta de uniformidad y muerte por ofras causas.
Por su parte Mcllroy et al., (29) determinaron que parvadas sanas tuvieron un peso superior
en 10% en comparacién con las parvadas afectadas por la forma subclinica de IBE. En el
presente trabajo al inicio del experimento el grupo no vacunado presents el peso menor en
los muestreos efectuados al dia siete y 14. Sin embargo los tres grupos mostraron pesos
muy similares a los 21, 28 y 35 dias debido a que se mantuvieron con las mismas
condiciones ambientales, de manejo y de alimentacidn.

Resulta normal discutir que a los 42 dias, el grupo no vacunado y desafiado mostré el peso
mis bajo teniendo una diferencia de 156 y 284 gramos con respecto a los grupos
vacunados por via oral y ocular respectivamente. En un trabajo realizado previamente
(Banda, 40} se observé alrededor de los 37 dias de edad una diferenciz de 140 gramos
entre aves inoculadas a los 16 dias de edad con un aislamiento de campo de VIBF y aves
no infectadas. Lo anterior puede sugerir que el efecto més importante de este virus sobre
la ganancia de peso se hace mis evidente a partir de la quinta semana.

7.2 Desarrollo de 12 bolsa de Fabricio
La evaluacién del desatrollo de la bolsa de Fabricio y la determinacién de atrofia bursal se
realizd mediante la observacion del comportamiento del peso bursal, didmetro bursal,
indice bursal y rango tarso bursal.
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A pesar de que en este trabajo se mostraron diferencias entre pesos bursales a los 7 y 14
dias, el indice bursal no mostré diferencias, por lo que la proporcion entre los pesos
corporal y bursal no resulté modificada, con esto se resalta la importancia de mencionar
que la utilidad del peso bursal por si solo no constituye un parfimetro exacto para evaluar el
desarrollo de la bolsa. Por ofra parte, en el presente estudio, los tres grupos presentaron
atrofia bursal en los dias 35 y 42 sin mostrar diferencias entre los grupos, sin embargo al
dia 28 la atrofia bursal fue més severa en los grupos no vacunado y vacunado oralmente.
Esto quiere decir que €l proceso de atrofia fue més lento en el grupo vacunado ocularmente
probablemente por que ¢l proceso de vacunacién retarda el desarrollo de lesiones, seria
importante determinar si esto ocurre en condiciones de campo asf como su importancia en
la condicién del sistema inmune de las aves y en su respuesta a otros antigenos.

Con relacién al didmetro bursal y al rango tarso bursal, s¢ puede afirmar que el
comportamiento de ambos durante el estudio fue similar al peso e indice bursales. Una vez
mis s¢ observé que con la vacuna ocular la atrofia bursal se retardé un poco en las aves
inoculadas por esta via.

Se ha propuesto que el rango tarso bursal puede ser un indicador Gtil del indice bursal, En
un estudio realizado por Guerrero et al. (31) se obtuvieron indices de correlacidn muy
aceptables entre ambos pardmetros. No obstante en este trabajo los indices de comelacion
para ambas variables resultaron muy bajos y heterogéneos, por lo que en condiciones de
este experimento la utilidad de usar el rango tarso bursal para estimar el comportamiento
del indice bursal resultd muy cuestionable.

7.3 Lesiones histolégicas en bolsa de Fabricio

A pesar de que las aves tenian anticuerpos maternales se pudieron observar lesiones en
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bolsa de aves vacunadas en el dia 14. Por otra parte en los muestreos de los dias 21, 35 y
42 se presentd mayor grado de lesion en las aves no vacunadas y el menor en el grupo
vacunado ocularmente; estas diferencias no fucron estadisticamente significativas, por lo
que seria recomendable realizar un trabajo similar con mayor nimero de aves. En el grupo
no vacunado se puede observar una disminucion temporal de la severidad de lesiones en el
muestreo del dia 28 en este mismo grupo. Esto puede deberse a un fenémeno de
repoblacion linfocitania de los foliculos linfoides, sin embargo esta accion es pasajera ya
que el grado de lesién aumenté considerablemente a los 35 y 42 dias. En un trabajo previo
se observé un comportamiento similar a los 14 dias después de la inoculacién, en aves
infectadas a los 16 dias de edad con la misma cepa (40),

7.4 Respuestz inmune a nivel sérico y en glindula de Harder

El establecimiento de 1a edad de vacunacién y de desafio se determinaron con ¢l fin de
simular condiciones frecuentes en campo, en la cual las aves se deben vacunar con cierto
nivel de anticuerpos matemos y con ¢l riesgo de un eventual desafio con virus patdgenos

Se ha determinado que cerca del 60 al 80% de los niveles de anticuerpos de las madres se
transfiere al pollito, Esto en términos simples significaria que una gallina con un titulo de
anticuerpos neutralizantes de 1000 en pruebas de ELISA produciria pollitos que tendrian
titulos de 600 a 800. (44).

De manera general se considera que las vacunas elaboradas con virus activo atenuado
conferirdn una proteccion adecuada cuando los titulos de anticuerpos maternales
determinados por virus-sero neutralizacion sean iguales o menores de 256 (10**) para
cepas intermedias y de 100 (10°°) para cepas suaves. Por ofra parte, un virus virulento
podré infectar cuando las aves posean un titulo igual o menor de 500 (10*7). (1),
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En este trabajo se pueden considerar que al momento de la vacunacién los titulos de
anticuerpos maternos en los diferentes grupos fue alto (10°%, 10*6? y 109 para los grupos
1o vacunado, vacunado ocularmente y oral respectivamente) sin embargo se puede afirmar
que la vacuna traspasé dichos niveles ya que se observaron lesiones histolégicas en bolsa al
dia 14, lo que indica que hubo multiplicacién del virus en dicho 6rgano,

La magnitud de la respuesta inmune por anticuerpos que presentaron las aves en este
trabaje pudieron deberse a lo expuesto en el parrafo anterior, sin embargo de acuerdo al
comportamiento del desarrollo macroscépico de la bolsa de Fabricie y las lesiones
histolégicas en este mismo érgano se puede deducir que se promovid una respuesta inmune
que retard6 en desarrollo de atrofia y de lesiones €n una semana tal Y como se muestra €n ¢l
grupo vacunado por via ocular.

Cuando se trata de aves con altos titulos de anticuerpos maternos el Dr. Lukert (44) sugiere
la instrumentacién de programas de vacunacién maltiple. La primera dosis podria aplicarse
alrededor del primer dia via inyeccion con un virus activo ya sea utilizando una cepa suave
© una intermedia, ya que esta medida podrfa estimular a una respuesta inmune ain con
niveles de anticuerpos matemnos mayores de 500 mientras que con la administracion en
agua u ocular no se podria lograr 1o anterior. Posteriormente se podra aplicar una segunda
vacunacién entre los 7 a 9 dias después de la primera vacunacién y de ser necesario una
tercera de 14 a 16 si es que el nivel de desafio en 1a granja es muy alto.

Se ha estudiado la importancia de la gléndula de Harder en la respuesta inmune local hacia
varios agentes o enfermedades principalmente agentes de tipo respiratorio. (37)

De acuerdo a lo propuesto por Akaki et al, (37) la glindula de Harder en el pollo no
solamente juega un papel central en el establecimiento de la inmunidad local en ojos y
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mucosas de tracto respiratorio superior, sino que también puede participar en la inmunidad
local a nivel de 1a mucosa del intestino. Mediante un expetimento realizado por dichos
investigadores se¢ establecié que la glandula de Harder es el sitic donde linfocitos
derivados de la bolsa de Fabricio se diferencian a células productoras de IgA, ocurriendo
en este lugar su proliferacion y posteriormente dichas células migran a tonsilas cecales.

Esta eventual migracién a intestine puede ser importante en el caso de Ia infeccién de la
bolsa de Fabricio ya que sn via de entrada es principalmente por via oral y de cuatro a
cinco horas después el virus tiene su sitio primario de replicacién en las cflulas linfoides y
macréfagos localizados en el intestino, a partir de los cuales el virus se disemina a
diferentes érganos en especial a la bolsa de Fabricio via sistema porta y circulacién general
(45).

En este estudio, los titulos de anticuerpos neutratizantes fueron més bajos en dicha glindula
que en comparacién de los determinados en suero, ya que en algunos casos se observéd una
diferencia de hasta 6 logaritmos con relacién a los anticuerpos en suero, inclusive en
algunos dias no fue posible detectar respuesta humoral por la prueba de virus sero
neutralizacién. Sin embargo en lo observado en este trabajo s= puede observar que a partir
del dia 28 los anticuerpos en suero y en glandula presentaron un comportamiento similar.
Se puede comentar que los titulos de anticuerpos iniciaron su corva de asceaso primero en
el grupo no vacunado, ya que dicha elevacitn se present6 en el dia 28 en suero y en
glandula de Harder. Después del grupo no vacunado le sigue el grupo vacunado oralmente
en donde dicho ascenso comienza a los 35 y 28 dias en suero y gléndula respectivamente.
Finalmente ¢l grupo vacunado ocularmente presenté su elevacién de anticuerpos al dfa 35
tanto en suero y en gldndula de Harder.
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Powell et al. (35) trabajando con aves inoculadas con Mycoplasma gallisepticum por via
ocular, observaron una respucsta inmune primero en gléndula de Harder y posteriormente
en suero, ya que pudieron detectar anticuerpos mediante la técnica de VSN a los doce dias
en Ia glindula de Harder y a los 20 en el caso de suero. En el presente trabajo se esperaba
un comportamiento similar, sin embargo ¢l grupo vacunado ocularmente fue &l que inicio
¢l ascenso de anticuerpos més tardiamente, inclusive al dia 28 se vio la respuesta més pobre
en ambos sitios en comparacién con los otros grupos. A pesar de lo anterior, hay que tomar
en cuenta que ocurrié un retardo en ¢l proceso de atrofia y en la severidad de las lesiones
histolégicas, que indica que las aves gozaron de cierta proteccién conferida por la vacuna
aplicada por esta via.

Enrespuesta alo acotado en el parrafo anterior, se debe de tener en mente que al momento
de realizar una evaluacion de la integridad y funcionalidad del sistema inmune de las aves,
todos los datos aportados por el examen morfolégico macro y microscopico, el
comportamiento de los anticuerpos contra IBF y otras enfermedades y asi como los
pardmetros productivos.

En este estudio a pesar de los niveles de anticuerpos maternos se observé que la vacuna si
confirié cierta inmunidad, hecho que se confirmé con la histologia y la seroconversion,
pero resultaria mas adecuado si se usaran aves SPF. Sin embargo usando aves SPF no se
tendria un panorama claro de lo que sucede en campo ya que en este caso sc explotan aves
comerciales y con altos titulos de anticuerpos, aunque para fines experimentales las aves
SPF serian de gran ayuda como lo ilustra M. Inoue et al (46) que infecto aves SPF con
VIBF para evaluar lesiones en timo obteniendo buenos resultados.

Otros autores como W. Solano et al (47) obtuvieron seroconversién detectada con pruebas
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de ELISA a los 24 y 25 dias de edad, a pesar de la existencia de anticuerpos maternos al
momento de Ja vacunacion (1 dia de edad). En el presente estudio se detectd seroconversion
a los 28 dias en los grupos no vacunado y vacunado oralmente y a los 35 dias en el grupo

vacunado via ocular.

Por todo lo antes dicho cabe mencionar que: En dicha glandula se detectaron anticuerpos
por virus seroneutralizacion, cuyos titulos medios geométricos fueron mucho menores a los
observados ¢n suero, los cuales siguieron un comportamiento similar a los anticuerpos
séricos en diferentes muestreos, sin embargo se encontraron correlaciones muy bajas entre
ambos tipos de anticuerpos. Las aves vacunadas ocularmente presentaron mejor peso
corporal al final del experimento en comparacién con los grupos no vacunado y vacunado
por via oral. Ademas con la vacuna aplicada por la via ocular s¢ observé un retardo en la

presentacion de atrofia de la bolsa de Fabricio y en lesiones histolégicas en dicho Srgano.

También cabe mencionar que es necesario hacer muestreos mas prolongados para poder
observar mejor el comportamiento de los anticuerpos v la seroconversién en glandula de
Harder y suero ya que probablemente de esta marera se hubiera podido establecer una
correlacién mas alta o terminar por confirmar que Ia inmunidad en glandula de Harder y en

suero son independientes,
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