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RESUMEN

CASCANTE PEREZ, RODRIGO. Evaluacién serolégica y morfolégica de ia
respuesta inmune humoral en pollos de engorda vacunados a los dias 1y 9
de edad con dos cepas medianamente virulentas del virus de ia infeccién
de la beolsa de Fabricio [(bajc la direccion de MVZ ML Victor Manuel Petrone
Garcia, MVZ PhD Guillermo Téllez Isaias, MVZ ML Rubén Merino Guzman y
MVZ MC Xochitl Hernandez Velasco).

La infeccién de [a bolsa de Fabriclo (IBF) es una enfermedad altamente contagiosa

causada por un virus del género Bjrpavirus. Los cuadros de inmunosupresién

originados par el VIBF causan deficiencia en la respuesta inmune por anticuerpos -

vacunales y aumentan [a susceptibilidad a enfermedades infecciosas secundarias.
La determinacidn del tiempo apropiado para la inmunizacién activa de pollos de
engorda varia desde el dia 1 hasta las 2 6 3 semanas de edad, de acuerdo con los
titulos de anticuerpos maternos, la virulencia y el subtipo de la cepa causante de
brotes en la regidén y de la cepa vacunal. El objetivo de este estudio fue evaluar [a
eficacia en la respuesta inmune humoral de la vacunacién a los dias 1 y 9 de edad
con dos cepas vacunales medianamente virulentas del VIBF en pollos de engorda
convencionales, mediante ELISA, cambios bursales macroscépicos e histopatologia.
De la Investigacidn realizada, se concluye que fa vacunacidn a los dias 1 y § de
edad con ambas vacunas empleadas fueron muy similares, ya que en ambos casos,
los titulos de anticuerpos posvacunales no se consideraron protectivos, los
hallazgos macroscdpicos fueron iguales y reflejaron lo observado en el anélisis
seroldgico, y por ultimo, de manera global {a evaluacidn de lesiones histoldgicas no
mostré que fa edad de vacunacidn o la vacuna empleada causaran mas lesiones una
u otra en la bolsa cloacal de las aves en este estudio.

Palabras claves: Virus de la infeccién de la bolsa de Fabricio, FLISA,

hallazgos macroscaopicos, histopatologia.



INTRODUCCION

La infeccidn de la bolsa de Fabricio (IBF) es una enfermedad altamente contagiosa
causada por un virus de la familia Birmaviridae, género Birnavirus. El virus de la
infeccién de la bolsa de Fabricio (VIBF) se caracteriza por presentar tropismo por
el tejido linfoide, principalmente el de la bolsa de Fabricio (bolsa cloacal). El VIBF
causa lisis de las células precursoras de linfocitos B y de los linfocitos B que
presentan moléculas IgM monomérica como receptores de membrana. Esta lisis
ocasiona inmunosupresion en aves menores de cuatro semanas de edad. Ef VIBF
afecta al sistema inmune celular, de manera transitoria y con menor magnitud que
al sistema inmune humoral. La inmunidad humoral se ve afectada con mayor
severidad, debido a que los linfocitos B con IgM monomérica come receptores de
membrana, se encuentran en su mayoria en la bolsa cloacal. Cabe mencionar, que
son los linfocitos B, los que dan origen a las células plasméticas, las cuales

producen anticuerpos.t* %

Los cuadros de inmunosupresién originados por el VIBF causan deficiencia en la
respuesta nmune por anticuerpos vacunales y aumentan la susceptibihidad a
enfermedades infecciosas secundarias, lo que ocasiona malos pardmetros
productivos, aumento en la mortalidad en las parvadas comerciales y pérdidas

econdmicas en la industria avicola, (&1 13

Con el propésito de transferir inmunidad pastva a la progenie se vacuna a las aves
reproductoras, estimulando la produccién de anticuerpos contra IBF durante todo
el periodo de produccidén de 1as reproductoras. Los calendarios de vacunacion en
las aves reproductoras se basa en el emplec de vacunas con wvirus activo
modificado al tnicio de la crianza y vacunas con virus inactivo en las ultimas etapas

de crianza y produccidn. La proporcidn de anticuerpos maternos que transfieren [as



aves reproductoras a los pollos de engorda varia del 60 al B80%
aproximadamente.’'” La vida media de los anticuerpos maternos contra IBF es de 3
a 5 dias, por lo que titulos de anticuerpos maternes de >3000 medidos mediante el
sistema convencional KPL de ELISA al momento del nacimiento, son capaces de
proteger a los pollitos durante las primeras 3 semanas de vida, que es la edad con

mayor susceptibilidad a adquirir infecciones naturales de IBF.'%!%

La inmunizacidn activa de los poltos de engorda se lleva a cabo con vacunas que
contienen virus activo modificado; las cepas virales vacunales, asi como las que
producen infecciones naturales de IBF, se clasifican en 3 grupos de acuerdo con su
virulencia: cepas de alta virulencia (“calientes”), cepas de mediana virulencia

(“intermedias”) y cepas avirulentas (“suaves”), !5 121827

Las cepas altamente virulentas producen atrofia bursal e inmunosupresién severa,
por lo que son poco utllizadas como vacunas. Las cepas medianamente virulentas
son variables respecto a su capacidad para causar atrofia bursal e
inmunosupresién, asi como para conferir buena inmunidad humoral activa a los
pollos de engorda. Las cepas avirulentas no Son InMunoOsSupresoras, pero son
facilmente neutralizadas por los anticuerpos maternos, por lo gque no confieren una

inmunidad humoral activa adecuada /3121537

Durante la inmunizacién activa de los pollos de engorda, la presencia de elevados
titulos de anticuerpos maternos puede interferir con la respuesta vacunal, pcro si
se realiza la inmunizacién actlva cuando los titulos de anticuerpos maternos son
escasos, aumenta la posibilidad de que ocurra una infeccidn natural por el VIBF

antes de que la Inmunizacién produzca titulos de anticuerpos que los protejan.t?”

Para evailuar la viruleacia del VIBF y la respuesta humoral contra el mismo, se



utiliza fa combinacién de los andlisis patoldgico y seroldgico. Las lesiones
macroscépicas de fa bolsa cloacal se evaltan indirectamente mediante la
determinacidn del indice bursal (IB), gue es la proporcidn del peso de la bolsa
cloacal con respecto al peso corporal,!-'%28-3% También, mediante ta determinacién
del rango tarso bursal (RTB), que es la proporcién de la longitud del metatarso con
respecto al didmetro de la bolsa cloacal.®t®1¢23.31) E[ andlisis histopatolégico se
utiliza para evaiuar la severidad de las lesiones bursales y asf, determinar la

viruiencia de diversas cepas vacunales del VIBF (11-1621.24,27.28)

La metodologia para cuantificar el curso, la severidad y [a distribucidn de las
lesiones bursales descrita por Casaubdn y col®®3% es la més utilizada en México.
Esta metodologfa tiene comec principales ventajas el andlisis integral y la
cuantificacién de las tesiones bursales, de tal modo que permite hacer un andlisis
aritmético y estadistico a partir de una variable cualitativa y descriptiva. Sin
embargo, esta metodologfa no hace una evaluacién por separado de las lesiones
propias del tejido linfoide y del tejldo epitehal de la bolsa cloacal; asi como
tampoco evalia por separado las lestones derivadas de necrosis, hiperplasia e

inflamacién en el tejido linfolde de la bolsa cloacal (333

La prueba de neutralizacién viral (VSN) se utiliza para identificar anticuerpos
neutralizantes contra los diferentes serotipos del VIBF, e inciuso los subtipos
antigénicos que hay dentro de cada serotipo, de tal modo gue se puedan
diferenciar e identificar los aislamientos virales a partir de infecciones naturales ¥y

cepas vacunales.(®

ELISA es la técnica estdndar comercial para medir los niveles de anticuerpos contra
el VIBF; esta prueba se prefiere porgue tiene [a ventaja de ser rdpida y adaptada a

sistemas de cdmputo, ademds de que facilita la interpretacidn de los resuttados.



ELISA se emplea para evaluar la respuesta inmune humoral contra el VIBF. La
realizacidon de perfiles de anticuerpos en pollos de un dia de edad, es util para
disefiar el programa de vacunacién durante las primeras etapas de desarrollo de fos
pollos de engorda. Los titulos minimos protectores de {a prueba ELISA varian de
acuerdo con el sistema y la marca comercial del paguete de andlisis seroldgico

empleado para su evaluacién (5491554

La determinacién del tiempo apropiado para la inmunjzacién activa de pollos de
engorda varia desde el dia 1 hasta las 2 6 3 semanas de edad, de acuerdo con los
titulos de anticuerpos maternos, la virulencia y el subtipo de la cepa causante de

brotes en la regién y de la cepa vacunal.!56t®

Con la finalidad de obtener vacunas de virus activo del VIBF; la adaptacién vy
propagacidn de diversas cepas de este virus en embrién de pollo han mostrado
cierta dificultad para la obtencidn de elevados titulos de virus dependiendo de los
antecedentes epidemioldgicos de f(a parvada de reproductores y la wvia de
inoculacidn en el embrién de pollo. Por otro lado, los titulos de virus obtenidos a
partir de cultivos celulares de origen de embrién de pollo son mas elevadas,
ademés de que dichos cultivos cefulares son mas sensibles al virus que el embrion
de pollo, pero, se debe considerar que con la replicacién Jjn vitro se eleva la

posibilidad del desarrollo de particulas virales defectuosas,'®’

Solano y col®® mostraron gque cuando se inlcio la inmunizacion contra IBF en los
dias 15 y 28 de edad, se detectaron mayores titulos de anticuerpos analizados
mediante ELISA, como parte de una respuesta inmune humoral primaria,
cemparado con la primovacunacidon al difa 1 de edad; esto pudo deberse a la
presencla de titulos de anticuerpos maternos suficientes para neutralizar al virus

vacunal, ya que después de administrar 1a vacuna, los titulos de anticuerpos



maternos en |os pollos vacunados al dia 1 de edad disminuyeron rapidamente; esto
indica, que la vacunacidn temprana en las primeras 2 semanas de edad y ante altos
titulos de anticuerpos, puede provocar la neutralizacidn del virus vacunal y una

respuesta inmune humaral primaria deficiente, %)

Giambrone y col®® mostraron gque la inmunizacién iniciada al dia 1 de edad (en
laboratorio) con virus activo modificado, seguida de una revacunacidn a los 18 dias
de edad con virus active modificado y con un desafio a los 48 dias de edad fue mas
efectiva para la prevencién de IBF en pollos de engorda que la inmunizacidn con
virus inactivo, combinacién de virus activo e inactivo, y la falta de vacunacién;
esto demuestra y confirma que la vacunacién de pollos de engerda con virus activo
modificado confiere mayores titulos de anticuerpos contra IBF Gue otros tipos de

vacunas que se prefieren para su uso en aves reproductoras,®®

Por otro lado, S&nchez®3) informd que la vacunacién al dia 9 de edad con una cepa
vacunal intermedia Lukert no produjo anticuerpos contra IBF en pollos de engorda

comerciales, 23!

JUSTIFICACION

La diferencia en la respyesta mmune humoral a la vacunacion contra el VIBF con
dos cepas medianamente virulentas en pollos de engorda convencionales a los dias
1 v 9 de edad, analizadas mediante ELISA, el indice bursal, el rango tarso bursal e
histopatologia de la bolsa cloacal, no ha sido estudiada de manera especifica. Una
investigacién especifica es importante, ya que se regulere conocer el momento
adecuado para el inicio de la inmunizacién activa contra 18F en pallos de engorda,
debido a gue pueden ser afectados por el VIBF desde las primeras semanas de
vida, mismas en las cuales los virus vacunales pueden ser neutralizados por los

antlcuerpos maternos presentes en la progenle procedente de parvadas de



reproductoras inmunizadas contra IBF.

Debido a que la metodologfa para cuantificar el curso, la severidad y Ia
distribucién de las lesiones bursales mds utilizada en México, tiene la desventaja,
de no evaluar por separado las lesiones propias del tejido linfoide y epitelial de ia
bolsa cloacal; vy tampoco evaluar por sepatado las lesiones que se producen como
consecuencia de necrosis, hiperplasia e inflamacién en el tejido linfoide de la boisa
cioacal, se hace necesario el emplec de una metodologia que analice tales
diferencias. La evaluacién de lesiones por tejido es importante, ya que los agentes
atiolégicos que lesionan la bolsa cloacal tienen distinta afinidad por los tejidos de
este drgano; diferenciar las lesiones que se producen como consecuencia de
necrosis, hiperplasia e inflamacidn, ayudard a evaluar el grado de inmunosupresidén
por el dafio en el tejido linfoide y epitelial bursal de acuerdo con la severidad y el

curso de cada tipo de lesién.

HIPOTESIS

- No existe diferencia en la respuesta inmune humoral entre ta vacunacién con dos
cepas medianamente virulentas del VIBF a los dias 1 y 9 de edad en polios de
engorda convencionales, analizados mediante ELISA, cambios bursales

macroscdpicos e histopatolegfa.

- Las dos cepas vacunales medianamente virulentas del VIBF confferen titulos de
anticuerpos similares en pollos de engorda convencionales vacunados a los dias 1y

9 de edad, analizados mediante ELISA.

- La severidad de los camblos bursales macroscépicos (indice bursal y rango tarso

bursal) y microscopicos (histopatelogla) son similares para las dos cepas vacunales



medianamente virulentas del VIBF en pollos de engorda convencionales vacunados

a fos dias 1 y 9 de edad.

OBIETIVOS

- Evaluar la eficacia en la respuesta inmune humoral de la vacunacién a los dias 1
y 9 de edad con dos cepas vacunales medianamente virulentas del VIBF en pollos
de engorda convencionales, mediante ELISA, cambios bursales macroscépicos e

histopatologia.

- Evaluar los titulos de anticuerpos que confieren dos cepas vacunales
medianamente virulentas del VIBF en pollos de engorda convencionales vacunados

a los dias 1 y 9 de edad, analizados mediante ELISA.

- Evaluar la severidad de los cambios bursales macroscépicos (indice bursal y
rango tarso bursal) y microscépicos (histopatologia) ocasionados por la infeccidn
de dos cepas vacunales medianamente virulentas del VIBF en pollos de engorda

convencionales vacunados a los dias 1 y 9 de edad.

- Instrumentar una nueva metodologia para la cuantificaclén de la severidad de las
lesiones histoldgicas bursales que evalle por separado las lesiones en el tejido
linfoide y en el tejido epitelial de la bolsa cloacal, ademas de las lesiones que se
producen como consecuencia de necrosis, hiperplasia e inflamaciéon en el tejido

linfoide de |a bolsa cloacal.



MATERIAL Y METODOS

INSTALACIONES
Se utilizaron cinco unidades de aisiamiento del Departamento de Produccidn
Animal: Aves (DPA: Aves), Facultad de Medicina Veterinaria ¥y Zootecnia (FMVZ),

Universidad Nacional Auténoma de México {UNAM}, México, D.F.

ANIMALES PARA EXPERIMENTACION
Se utilizé una parvada mixta de 70 polios de engorda convencionales de un dia de

edad. las aves fueron originarias de una incubadora comercial del Altiplano

Mexicano.

Las aves se mantuvieron bajo un sistema de crianza en Ppiso con ambiente
controlado. El agua y el alimento comercial para pollo de engorda se administraron

a libre acceso.

VACUNAS
“Vacuna ILEP”: Cepa vacunal intermedia del VIBF, Interlukert adaptada a embridn

de pollo con titulo de 10" DIEPs, (Boehringer Ingefheim vetmedica, S.A. de C.V.,

Guadalajara, Jalisco).

“Vacuna ILCC”: Cepa vacunal intermedia del VIBF, Interlukert adaptada a fa iinea
celular QT-35 con titulo de 10" DICCsy (Boehringer Ingelheim Vetmediwca, S.A. de

C.V., Guadalajara, }alisco).

tas vacunas fueron reconstituidas a partic de wvirus vacunales liofilizados vy

diluyente.
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CEPA VIRAL DE DESAFIO

Cepa Edgar del VIBF con titulo de 10%Y DIEPg, (Investigacion Aplicada, S.A. de

C.V., Tehyacan, Puebla}.

DISERO EXPERIMENTAL

Las aves se dividieron de manera aleatoria simple en 6 grupos. Los grupos 1 vy 2
fueron vacunados al dia 1 de edad con las vacunas ILEP e ILCC, respectivamente;
fueron desafiados al dia 21 de edad con la cepa Edgar del VIBF, al igual que el
grupo 3 (testigo); los pollos de los 3 grupos se les practicé ta eutanasia al dia 26
de edad. Los grupos A y B fueron vacunados al dia 9 de edad con las vacunas ILEP
e ILCC, respectivamente; fueron desafiados al dia 29 de edad con la cepa Edgar
del VIBF, al igual que el grupo C (testigo); los pollos de Ios 3 grupos se les

practicé la eutanasia al dfa 34 de edad (Cuadro 1).

Vacunacién,las vacunas fueron administradas via ocular, e! volumen de vacuna
empleado fue de 30uL por pollo; todos los pollos de los grupos 1 y 2 se vacunaron
al dia 1 de edad; por su parte, todos los pollos de |los grupos A y B se vacunarcen at
dia 9 de edad. Los pollos de los grupos 3 y C no se vacunaren, por io que se
emplearon como testigos; los potlles def grupo 3 fueron testigos de los grupos 1 y

2; los polios del grupo C fueron testigos de los grupos A y B {Cuadro 1).

Desafio. Ef virus de desafio fue administrade via ocular, el volumen de vacuna
empleado fue de 60puL por polio; todos los polios de los grupos 1, 2, Ay B fueron
desaflados 20 dias después de la vacunacidn. Los pollos del grupo 3 se desafiaron
al mismo tiempo gque los grupos 1 y 2. Los pollos del grupo C se desafiaron al

mismo tiempo que los grupos Ay B (Cuadro 1).

Eutanasia. Se realizé 5 dfas después del desafio en todos 1os pollos de todos los
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grupos. La eutanasia se realizé mediante la dislocacién de las vértebras

cervicales'*”’ (Cuadro 1),

TOMA DE MUESTRAS

Serologia

Se tomaron muestras de suero sanguineo para determinar fos titulos de anticuerpos
contra IBF mediante ELISA, se realizaron 3 tomas de sueroc en el caso de los
grupos 1, 2 y 3; para los grupos A, B v C se realizaron 4 tomas de suero. Las
tomas correspondieren a las mismas edades de la recepcidén de los pollitos en el
BPA: Aves, la vacunacidn, el desafio y la eutanasia. En el caso de los grupos 3y C
(testigos), el titulo de anticuerpos contra IBF a la vacunacidn corresponde al dia
en gue fueron vacunados los grupos de fos cuales fueron testigo, es decir, los

grupos Ly 2y los grupos A y B, respectivamente.

Toma 1. Al momento de la recepcién de los pollos de 1 dia de edad en el DPA:

Aves, fueron sangrados 15 pollos de manera aleatoria, de los 70 recibidos.

Toma 2. Para los grupos 1, 2 vy 3, el titulo de anticuerpos a Ia vacunacién es el
mismo que el obtenido a la recepcidn en los 15 pollos sangrados de manera
aleatoria. Al momento de la vacunacién, fueron sangrados todos los pollos de los

grupos A, By C,

Toma 3. Al momento del desafio de los pollos con el VIBF, fueron sangrados todos

los pollos de todos los grupos.

Toma 4. Al momento de la eutanasia de los pollos desafiados, fueron sangrados

todos fos pollos de todos los grupos.
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Las muestras de suero sanguineo fueron colectadas mediante pubcidn de la vena
yugular con jeringa de 1ml y aguja calibre 29, en pollos menores a 1 semana de
edad y mediante puncién de la vena radial con jeringa de 3ml y aguja calibre 22,

en pollos mayores a 1 semana de edad, como lo describen Rubio y Escalante.®®

Diseccién de Baolsas Cloacales
Después de la eutanasia, las bolsas cloacales fueron disecadas de los pollos de

todos los grupos can el uso de tijeras y pinzas de diseccidn.

Histopatclogia
Las bolsas cloacales de todos los pollos, se colocaron en formalina al 10%

amortiguada, pH de 7.4 y fueron procesadas por las técnicas de inclusién en

parafina y tincién de rutina H/E (hematoxilina y eosina)./?%3%!

EVALUACION DE MUESTRAS

Serologia

El suero sanguinec de los pollos fue colectado para la deteccién de anticuerpos
contra el VIBF mediante la prueba ELISA, usando el paquete comercial de andlisis
serolédgico “IBD ProFLOCK” (Synbiotics Corporation, San Diego, CA., U.S.A.),
anteriormente llamado “KPL”. Las muestras de suero sanguineo fueron procesadas

como lo describen Rubio y Escalante,3)

Hallazgos Macroscépicos
Se midid ef dldmetro de ias bolsas cloacales y el largo de los metatarsos izquierdos
utilizando un calibrador milimétrico; ademds, se mudié el peso de los pollos y de

las bolsas cloacales utilizando una bascula digltal.

£l indice bursal {IB) se catculd de acuerdo a lo descrito por Lucio y Hichtner! ™'
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con la siguiente férmuta: IB = (Peso de la Bolsa Cloacal x 100) / Peso Corporal.

El rango tarso bursal (RTB) se calculé mediante 1a técnica descrita por Rountree(??)
con la siguiente férmula: RTB = (Didmetro de la Bolsa Cloacat x 100) / Large del

Metatarso.

Histopatologia

Se evaluaran dos metodologias para (a cuantificacién de [as [esiones bursales
microscépicas; comparando [a metodologia integral (MI) descrita por Casaubdn y
col®%?* con una metodologia de evaluacién por tejido (MET), la cual evalia per
separado las lesiones en el tejido linfoide y en el tenido epitehial de la bofsa
cloacal, ademas de las lesiones derivadas de necrosis, hiperplasia e inflamacién en
et tejido linfoide de la bolsa cloacal (Cuadros 2 y 3}; la metodologia de evaluacién

por tejido se describe a continuacion.

Como ocurre con otros drganos, en una muestra de bolsa cloacal pueden
observarse lesiones de diversos cursos (agudo, subagudo y crédnico), por esta
razdn, en un principio las lesiones se evaluaron en conjunto independientemente
del curso al que pertenecen. Posteriormente, el curso Cen mayor porcentaje de
presentacién de lesiones en las bolsas cloacales evaluadas, determind el curso
presente en las lesiones bursales en todos los pollos de todos los grupos. La
severidad de las lesiones se evalud de acuerdo con su porcentaje de distribucidn

en los cartes histoldglcos.

La severidad de las lesiones se clasiflcd en: leve, leve a moderado, moderado,
moderado a severo y severg, de acuerdo con su porcentaje de distnbucién en los

cortes histoldgicos {Cuadro 4).
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Con la metodologia de evaluacién por tejido (MET) para la cuantificacién de
lesiones histoldgicas bursales, se evaituaron 5 pticas por bolsa cloacal de manera
aleatoria, de todos los pollos de todos los grupos. Con la metodologia integral (MI)
para la cuantificacién de lesiones histolégicas bursales descrita por Casaubdn vy

col®23%) ga evaluaron todas las bolsas cloacales de los pollos de todos los grupos.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico de los titulos de anticuerpos analizados mediante ELISA
se realizé anélisis de varianza y las diferencias entre las medias fueron evalvadas
mediante la prueba Tukey."*?"**) En e! andlisis estadistico del indice bursal (IB} y
del rango tarso bursal (RTB), se realizé la transformacién de los datos a través del
arcoseno de la raiz cuadrada; a los datos transformados se les aplicé andlisis de
varianza vy las diferencias entre las medias fueron evaluadas mediante la prueba
Tukey."***%) para la comparacién de las medianas de las lesiones histoldgicas
bursales evaluadas tanto por MI como por MET, se aphcé la prueba Kruskall-Waltis.
Para compatrar todos los grupos y las diferencias existentes entre cada grupo se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney.""**"? Se fij6 el nivel de significancla en

P<(.05.



RESULTADOS

SEROLOGIA

Toma 1. Se realizé al momento de la recepcidn de pollos de 1 dia de edad en el
DPA: Aves, en 15 polios de manera aleatoria, de ios 70 recibidos; los titulos de
anticuerpos contra IBF no tuvieron diferencia significativa (P>0.05) va que se traté

de un solo grupo de poilos antes de formar los & grupos. (Figura 1).

Toma 2. Para los grupos 1, 2 y 3, el titulo de anticuerpos a [a vacunacidn es el
mismo que el obtenido a la recepcién en los 15 polios sangrados de manera
aleatoria. En los grupos A, B y C, se realizd el dia 9 de edad (momento de la
vacunacion) en todos los pollos de estos grupos. En los grupos 1, 2 ¥ 3, los titulos
de anticuerpos fueron significativamente mayores (P<0.05) que en los grupos A, B
y C; los titulos de anticuerpos contra IBF en el grupo € fueron significativamente
mayores (P<0,05) que en los grupos A y B; en el grupo A fueron significativamente

mayores (P<0.05) con respecto al grupo B (Figura 1}.

Toma 3. En los grupos 1, 2 y 3, se realizd al momento del desafio, el dia 21 de
edad en todos los pollos de estos grupos; en 10s grupos A, B y C, se realizd al
moemento del desaffo, el dia 29 de edad en todos los pollos de estos grupos; los
titulos de anticuerpos contra IBF mostraron diferencia significativa (P<0.05) entre
todos los grupos; en orden de mayor a menor, los titulos de anticuerpos en los

grupos se observaron de la sigulente forma: grupos C, 2, 3, A, 1 v B (Figura 1}.

Toma 4. En los grupos 1, 2 y 3, se realizé minutos antes de la eutanasla, el dia 26
de edad en todos los pollos de estos grupos; en los grupos A, B y C, se realizé
minutos antes de !a eutanasia, el dia 34 de edad en todos los pollos de estos

qgrupos; fos titulos de anticuerpos contra 18F maostraron diferencia signlficativa
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(P<0.05) entre todos los grupos; en orden de mayor a menor, los titulos de
anticuerpos en los grupos se observaron de la sigyiente forma: grupos 3, B, A, 2, 1

y C (Figura 1).

HALLAZGOS MACROSCOPICOS

En los grupos 1, 2 y 3, las mediciones para el calculo del indice bursal y el rango
tarso bursal se realizaron minutos después de la eutanasia, el dia 26 de edad en
todos los pollos de estos grupos; ep los grupes A, B y C, se realizé minutos

después de la eutanasia, el dfa 34 de edad en todos los pollos de estos grupos.

Indice Bursal. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entie los 6

grupos.

Rango Tarso Bursal. No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre

los 6 grupos.

HISTOPATOLOGIA DE BOLSA CLOACAL
En fos grupos i, 2 y 3, se realizd minutos después de la eutanasia, el dia 26 de
edad en todos los pollos: En los grupos A, B y C, se realizé de la misma manera, el

dia 34 de edad.

METODOLOGIA INTEGRAL PARA LA _CUANTIFICACION DEL _CURSO,

SEVERIDAD Y DISTRIBUCION DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS BURSALES.

Grupo 1. Bursitis subaguda moderada (severidad de 3.41) en 51.25% de los cortes

revisados (Cuadro 5).

Grupo 2. Bursitis subaguda moderada (severidad de 3.19) en 47.50% de los cortes

revisados {Cuadro 5).
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Grupo 3. Bursitis subaguda moderada (severidad de 3.56) en 48.75% de las cortes

revisados (Cuadro 5).

Grupo A. Bursitis subaguda moderada (severidad de 3.82) en 56.25% de los cortes

revisados {Cuadro 5}.

Grupo B. Bursitis subaguda moderada {severidad de 3.35) en 45.42% de los cortes

revisados (Cuadro 5).

Grupo C. Bursitis subaguda moderada (severidad de 3.55) en 53.13% de los cortes

revisados (Cuadro 5).

SEVERIDAD TOTAL DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS

La calificacidn de severidad de las lesiones en el grupo A fue significativamente
(P<0.05) mayor que en los grupos 1 y 2; en los grupos 3 y A fue significativamente
(P<0.05} mavyor que en el grupo 2; entre el resto de los grupos, 1as lesiones
histolégicas bursales no fueron de severidad significativamente (P>(0.05) diferente

(Figura 2).

LESIONES HISTOLOGICAS DE CURSO AGUDO

La calificacidn de severidad de las leslones de curso agudo en el grupa A fue
significativamente (P<0.05) mayor que en los grupos C, 1, 2 y B; el grupo 3
también mostrd diferencia significativamente (P<0.65) mayor con los grupos 1, 2 y
B; los grupos 1, 2 y C tuvieron calificacidén de severidad de las lesiones
significativamente (P<0.05) mayor que el grupo B; entre ef resto de los grupos, las

lesiones no fuercn de severidad significativamente (P>0.05) diferente (Figura 3}.
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LESIONES HISTOLOGICAS DE CURSO SUBAGUDC Y CRONICO

No se encontrd diferencia significativa (P>0.05) entre la calificacidn de severidad

de las lesiones de los 6 grupos.

METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEJIDO PARA LA CUANTIFICACION DEL
CURSQ, SEVERIDAD Y DISTRIBUCIGN DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS
BURSALES.

Grupe 1. En el tejido linfoide de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
curso subagudo con severidad de leve a moderada y las lesiones necrdticas en
25.63 y 18.84% del tejido revisado respectivamente. En el tejido epitelial de la
bolsa cloacal predominaron las lesiones de curso subagudo con severidad de leve a

moderada en 21.10% de) tejido revisado (Cuadros 6 y 7).

Grupo 2. En el tejido linfoide de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
cursa subagudo con severidad de leve a moderada y las lesiones necréticas en
36.12 y 27.00% del tejido revisado respectivamente. En el telido epitelial de la
bolsa cloacal predominaran las lesiones de curso agudo con Sseveridad de leve a

moderada en 25.05% del tejido revisado (Cuadros 6 y 7).

Grupo 3. En el tejido linfolde de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
curso subagudo con severidad de leve a moderada y las lesiones necrdticas en
35.60 y 22.44% del tejido revisado respectivamente. En el tejido epiteliai de la
holsa cloacal predominaron las lesiones de curso agudo con severidad de leve a

moderada en 20.24% del tejido revisado (Cuwadros 6 y 7).

Grupo A. En e! tejido linfoide de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
curso subaqudo con severidad moderada y las fesiones inflamatorias en 41.87 vy

26.09% del tejido revisado respectivamente., En el tejido epitelial de la belsa
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cloacal predominaron fas lesiones de curso subagudo con severidad de leve a

moderada en 34.11% del tejido revisado (Cuadros 6 y 7).

Grupe B, En el tejido linfoide de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
curso subagudo con severidad moderada y las lesiones necroticas en 42,78 y
29.27% del tejido revisado respectivamente, En el tejido epitelial de la bolsa
cloacal predominaron las [esiones de cursa subagudo con severidad de feve a

moderada en 31.67% del tejido revisado (Cuadros 6 y 7).

Grupo C. En el tejido linfoide de la bolsa cloacal predominaron las lesiones de
curso subagudo con severidad de leve a moderada y las lesiones necrdticas en
34.24 y 25.76% del tejido revisado respectivamente. En el tejido epitelial de la
bolsa cloacal predomiparon las lesiones de curso crdnico con severidad de leve a

moderada en 28.08% del tejido revisado (Cuadros 6 y 7).

LESIONES HISTOLOGICAS EN TEJIDQ LINFOIDE.
El porcentaje de severidad de las iesiones en el grupo 1 fue significativamente
(P<0.05) menor que en et resto de los grupos; los grupos 2, 3, A, By C no

tuvieron diferencia significativa (P>0.05) entre ellos (Figura 4}.

6] T A
El porcentaje de severidad de las lesiones en el grupo 1 fue significativamente
(P<0.05) menor que en el resto de los grupoes; los grupos 2, 3, A, By C no

tuvieron diferencla significativa (P>0.05) entre ellos (Figura 4).

LESIONES HISTOLOGICAS INFLAMATORIAS EN TEJIDO LINFQIDE
El grupe A tuvo upn porcentaje de severidad de las lesiones Inflamatorias

significativamente (P<(.05) mayor que en el resto de los grupos; los grupos 1, 2,
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3, By C no tevieron diferencia significativa {P>0.05) entre elios (Figura 5).

LESIONES HISTOLOGICA RPLASICA TEIIDO

El porcentaje de severidad de las lesiones hiperplasicas en el grupo B fue
significativamente (P<0.05) mayor que en el resto de los grupos. El grupo C tuvo
un porcentaje de severidad de las lesiones significativamente (P<0.05) mayor que
en los grupos 3 y A. El grupo 1 tuvo un porcentaje de severidad de las lesiones
significativamente (P<0.05) menor que en los demds grupos. Ne se encontrd

diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de los grupos {Figura 5).

LESIONES HISTOLOGICAS NECROTICAS EN TEJIDO LINFOIDE

El porcentaje de severidad de las lesiones necréticas en el grupe 1 fue
significativamente (P<0.05) mayor que en el resto de los grupos. Los grupos 2 y B
tuvieron porcentajes de severidad de las lesiones similares entre si vy
significativamente (P<0.05) mayores que los grupos 3 y A. No se encontrd

diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de los grupos (Figura 5).

LESION HISTC AS GUDO T

El porcentaje de severidad de las lesignes de curso agudo en tejido linfoide en los
grupos 2 y A fue significativamente (P<0D.05) mayor que en el resto de los grupos,
excepto en ef grupe 3. Los grupos 1 y C tuvieron porcentajes de severidad de las
lesiones significativamente {P<0.05) mayores que el grupo B, No se encontrd

diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de [os grupos (Figura 6).

£ NES HIST G C NE
El porcentaje de severidad de las lesiones de curso subagudo en tejido linfoide en
fos grupos A y B fue significativamente (P<0.05) mayor que en el grupo 1. No se

encontrd diferencia sfgmficativa (P>0.05) entre el resto de los grupos (Figura 6).
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LESIONES HISTQLOGICAS DE CURSO CRONICO EN TEJIDO LINFOIDE

El porcentaje de severidad de las lesiones de curso crénico en tejido linfoide en el
grupo B fue significativamente (P<(.05) mayor que en ei resto de los grupos. En el
grupo C e{ porcentaje de severidad de las lesiones fue significativamente (P<0.05)
mayor que en los grupos 1, 2, 3 y A. El porcentaje de severidad de las lesiones en
los grupos 3 y A fue significativamente (P<0.05) mayor que en el grupo 1. No se

encontré diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de los grupos (Figura 6).

LESIONES HISTOLOGICAS DE CURSQ AGUDO EN TEJIDO EPITELIAL

El porcentaje de severidad de las lesiones de curso agudo en tejido epitelial en el
grupo 2 fue significativamente (P<0.05) mayor que en los grupos 1, A, By C, Los
grupos 3, 1 y A tuvieron un porcentaje de severidad de [as lesiones
significativamente (P<0.05) mayor que en los grupos B y C. No se encontrd

diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de los grupos.(Figura 7)

SION OGICAS u T
El porcentaje de severidad de las lesiones de curso subagudo en tejido epitelial en
los grupos A y B fue significativamente (P<0.05) mayor gue en los grupos 1, 2 y 3.
No se encontré diferencia significativa (P>0.05) entre el resto de los grupos

(Figura 7).

LESIONES HISTOLOGICAS DE CURSO CRONICO EN TEJIDO EPITELIAL

El porcentaje de severidad de las lesiones de curso crénico en tejido epitelial en el
grupo C fue significativamente (P<0.05) mayor que en los grupos 1, 2, Ay B. Los
grupos 2 y B tuvieron un porcentaje de severidad de las lesiones significativamente
(P<0.05) mayor que en los grupos 1 y A. El porcentaje de severidad de las lesiones
del grupo A fue significativamente (P<0.05) mayor gue en el grupo 1. No se

encontrd diferencia significativa {(P>0.05) entre el resto de los grupos {Figura 7).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

SEROLOGIA

A la recepcitén de los pollitos de 1 dia de edad, los titulos de anticuerpos maternos
contra IBF analizados mediante E£LISA, entre los 6 grupos no tuvieron diferencia
significativa, los titulos de anticuerpos se midieron en 15 pollos de manera
aleatoria de los 70 pollos recibidos; el coeficiente de variacidn de 23.14%, indica
que hubo una excelente uniformidad en los tituios de los anticuerpos maternos de

acuerdo con lo mencionade por Rubio y col.t3%

Al momento de ta vacunacién, los titulos de anticuerpos contra IBF de los grupos
vacunados al dia 1 de edad y su grupo testilgo fueron mayores a los titulos de
anticuerpos de los grupos vacunados al dia 9 de edad y su respectivo grupo
testigo; esto se debld al catabolismo que presentaron los anticuerpos maternos, los
cuales tienen una vida media de 3 a 5 dias’®, por lo que pueden proteger a los
pollitos hasta las primeras 3 semanas de vida'®). En este caso, la vida media de ios
anticuerpos maternos fue de 7 dias, aproximadamente. De acuerdo con Curslefen y
col™) 1as parvadas se infectan con el VIBF de modo natura! durante los dias 7 y 14
de edad, to cual depende del nivel de anticuerpos maternos presentes en los polios
y de los virus vacunales, ya gque Rosales™*®’ cita que aungue el virus vacunal es
paco virulento para los pollos, es capaz de causar lesiones. Entre los grupos que se
vacunaran al dia 9 de edad, ef que se vacund con ILEP, tuvo titulos de anticuerpos
previos a la vacunacién mayores que los titulos del grupo vacunado con ILCC; esta
diferencia en el titulo de anticuerpos entre 1os pollos de ambos grupos, v de estos
con las pollos de su grupo testigo, probablemente se deba a un efecto de la
aleatoriedad al momento de formar los grupos o debido a un catabolismo poco

uniforme de los antlcuerpos maternos; 1o que concuerda con Weisman y coli*?,
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guienes mencionan que [os titulos de anticuerpos maternos son poco uniformes en

pollos de engorda de una misma parvada.

Los titulos de anticuerpos observados 20 dias después de la vacunacién y al
momento del desafio, tuvieron una disminucidn estadisticamente significativa en
relacién con los titulos observados previos a la vacunacién; esto pudo deberse a
gue los titulos de anticuerpocs maternos fueron suficientemente altos para
neutrabizar al virus vacunal, y de este modo interfersr con la respuesta inmune
humoral primaria contra ambos virus vacunales intermedios de IBF. De acuerdo con
Rubio y col®®* un titulo pratector de ELISA es de 3000 ¢ més, utilizando el paquete
comercial empleado en esta investigacién. En esta investigacidn, los titulos de
anticuerpos al momento de la vacunacién fue de 8233 en los grupos 1 y 2, 2876 en

el grupo A vy 2070 en el grupo B. De acuerdo con Winterfield y col"*®

, algunas
cepas vacunales no producen una respuesta inmune adecuada en presencia de altos
niveles de anticuerpos maternos, lo cual coincide con lo encontrado en este
estudio. A los 20 dias después de la vacunacwdn, a pesar de gue se aobservaron
diferencias significativas entre los titulos de anticuerpos de los 6 grupos, de modo
practico en granja, estas diferencias no serian sigmfrcantes para proteger a los

poilos con bajos titulos de anticuerpos contra IBF como los observados en este

estudio.

Los titulos de anticuerpos observados 5 dias después del desafio y al momento de
la eutanasia, no tuvieron diferencia significativa con los titulos observados al
momento def desafio; esto podrifa deberse a que ante una segunda Inoculacién con
un virus de desafio en los grupos previamente vacunados a los dias 1 y 9 de edad
con una cepa ntermedia de IBF, no hubo tiempo suficiente para producir una
adecuada respuesta inmune secundaria. En una respuesta nmune humcoral

secundaria, la mbama produccign de anticuerpos se presenta entre los dias 2 y 7
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posinoculacién de acuerdo con Kuby*®!, En el caso de los grupos testigo, se tratd
de una respuesta inmune humoral primaria, de este modo, para el momento de la
eutanasia, aun no transcurria el tiempo suficiente para que se observara la méxima
produccién de anticuerpos contra IBF detectables por ELISA; de acuerdo con
Kuby'*®!, esta produccién méxima de anticuerpos ocurre entre los dias 10 y 17
posinoculacién. Por otio lado, al igual que o ocurrido a los 20 dias posvacunacidn;
a los 5 dias posdesafio, a pesar de que se observaron diferencias significativas
entre los titulos de anticuerpos de los 6 grupes, de modo practico en granja, estas
diferencias no serian significantes para proteger a 10s pollos con bajos titulos de

anticuerpos contra IBF como los observados en este estudio.

Los titulos de anticuerpos contra IBF detectados mediante ELISA, mostraron que la
vacunacidn a los dias 1 y 9 de edad con un virus ntermedio de IBF, produjo titulos
de anticuerpos de 235 y 62, considerados como no protectivos de acuerdo con

Rubio y col®; esto coincide con lo encontrado por Lukert™®®

, quien ante este
resultado, sugiere que para evitar la neutralizacién debido a la presencia de altos
niveles de anticuerpos maternos en pollos de engorda, se debe Hevar a ¢abo un
programa de vacunacidn multiple: la primera vacunacldn se aplicarfa al dia de edad
via parenteral con un virus de virulencia intermedia, 'a segunda vacunacién se
administraria entre los dias 7 y 9 de edad, por ultimo y en caso de que el nivel de
desafio en granja fuera muy alto, deberia aplicarse una tercera vacunacion entre
los dias 14 y 16 de edad; con este programa de vacunacién se lograria una
estimutacidn inmunoldgica e interferencia viral conira e) viTus que provoca la
infeccién natural de manera temprana con la vacunacidn al dia 1, también se
aobtendrian titulos de anticuerpos protectores después de la segunda y |a tercera
vacunacién, cuando los titulos de anticuerpos maternos son bajos. Con respecto a

esto, Merino y col® encontraron que al vacunar pollos de engorda al dia 6 de

edad, el virus vacunal Lukert ntermedio fue neutrallzado por los anticuerpos
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maternos, ai igual que como sucedid en esta investigacidn; posteriormente, Merino
y col®!) valvieron a vacunar al dia 16 de edad y se obtuvo un tftulo de anticrerpos

mediante ELISA considerado protective contra el VIBF.

De manera similar a fo ocurrido en este estudio, Solano y col®®®) mostraron gue la
respuesta inmune humoral a la vacunacién al dia t de edad no produjo anticuerpos
contra IBF en presencia de elevados titulos de anticuerpos maternos, comparado
con la vacunacién a los dias 15 y 28 de edad donde se detectaron mayores titulos
de anticuerpos analizados mediante ELISA; ademds, después de administrar la
vacuna, los titulos de anticuerpos maternos en los pollos vacunados al dia 1 de

23 epcontrd que la

edad disminuyeron rapidamente. Por su parte, Sanchez
vacunacién al dia 9 de edad con una cepa vacunal intermedia Lukert no produjo

anticuerpos contra IBF, lo cual coincide con lo encontrado en este estudio.

HALLAZGOS MACROSCOPICOS

Los hallazgos macroscdpicos en la bolsa cloacal de los grupos vacunados, se
asociaron a la interaccidn del virus vacunal y el virus de desafio; en el caso de los
grupos testigo, se asociaron sofo al virus de desafio; esto debido a que tanto fos
virus vacunales como los virus desafio y tos causantes de infecciones naturales

generan lesiones bursales y atrofia bursal 5753

En este estudic, el IB no mostrd diferencia sigmificativa entre la vacunacién a los
dias 1 y 9 de edad, con ambas vacunas; asf como tampoco se encontréd diferencia
significativa entre tos grupos vacunados y su respectivo grupo testigo. Butcher vy

"), Haffer™ y Kuney y col® coimciden al mencienar que el 1B proporciona

colt
informacién Gtil para determinar sl existe alguna atteracion en el desarrcllo de la
bolsa cloacal tomando como referencia el peso corporal. También afirman, que el

[B permanace constanle durante el pericdo de crecimiento de las aves y la
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variacidn natural en el tamafio de la bolsa cloacal se debe a factores taltes como la
estirpe, regidn de crianza de las aves, tipo de explotacidn y caracteristicas propias
en cada caso. Mazariegos y col’?”! establecen que valores de IB de 0.23 o menos,
pueden utilizarse como indicadores de atrofia; segln lo anrterior, en este estudio
los grupos vacunados presentaron atrofia, la cual pudo deberse a la interaccién del
virus vacunal y e virus de desafio, o pudo deberse a que el virus vacunal no
produjo una adecuada respuesta Inmune que neutralizara al virus de desafio y
evitara la atrofia bursal; en los grupos testigo el IB demuestra que ef virus de

desafio produjo atrofia bursal de acverdo con Mazariegos y col®?”).

Al igual que lo ocurrido cen el IB, el RTB no mostrd diferencia significativa entre la
vacupacién a los dfas 1 y § de edad, con ambas vacunas; asi como tampoco se
encontrd diferencia significativa entre los grupos vacunados y su respectivo grupo
testigo. Casaubdn y col®®) mencionan que el uso del RTB es himitado, debido a que
no permanece constante durante todo el periodo de crecimiento del ave, ademds
de que el largo del metatarso puede varlar por factores gue no reflejan la
condicion del sistema inmune de las aves como la estirpe, sexo, edad y peso
corparal. Rountree®®’! menciona que los valores de RTB de 16.2 o menos, pueden
utitizarse como indicadaores de atrofia; de acuerde con este, en este estudic los
promedios de los RTB de los pollos vacunados al dia 1 de edad con ILEP y el grupo
testigo de los pollos vacunados al dia 9 de edad tuvieran valores menores de 16.2,
es decir, los pollos de estos grupos presentaron atrofia bursal. En el grupo
vacunado al dia 1| de edad con ILEP pudo deberse a una interaccién entre el virus
vacunal y el virus de desafio, o pudo deberse a que el virus vacunal no produjo
una adecuada respuesta inmune que neutraitizara al virus de desafio y evitara la
atrofia bursal. En el grupo testigo de los polios vacunados al dia 9 de edad el RTB
muestra que 2l virus de desafio produjo atrofia bursal, ya gue este grupo no fue

vacunado
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Guerrero!?®

propone que el RTB puede ser un indicador Gtil con respecto al indice
bursal, ya que encontrd indices de correlacion altos y homogéneos entre ambos
pardmetros. Por el contrario, los indices de correlacién entre et IB y el RTB
resuttaren ser muy heterogéneos, en el estudio realizado por Banda'*!’, por lo que
cuestiona el uso limitado de! RTB. De igual maners, Santiago'®® obtuvo indices de

correlacion bajos y heterogéneos entre el IB y el RTB, por lo gque menciona que no

es Ot:l usar el RTB para estimar el comportamiento del IB resulta cuestionable.

HISTOPATOLOGIA DE BOLSA CLOACAL

Las lesiones histoldgicas de la bolsa cloacal en los grupos vacunados, se debieran
a la interaccidn del virus vacunal vy el virus de desafio; en el caso de los grupos
testigo, se debieron solo al virus de desafio; esto debido a que tanto [os virus
vacunales como los virus desafio y los causantes de infecciones naturales generan

lesiones bursales y atrofia bursal.t*"-%%

La severidad total de las lesiones histolégicas en bolsa cloacal evaluadas mediante
la MI, fue mayor en el grupo vacunado al dia 9 de edad con ILEP con respecto a
los grupos vacunados al dfa 1 de edad. En el caso de las lesiones evaluadas
mediante la MET, la vacunacién al dia 9 de edad con ambas vacunas y la
vacunacidn al dia 1 de edad con ILCC, tienen una severidad de lesiones en tejido
linfoide mayor que en el resto de los grupos; un resultado igual, se obtuvo al
evaluar el tejido epitelial de la bolsa con la MET. Ambas metodologias comciden,
por lo tanto en que la vacunacion a los 9 dias de edad provocan mayor severidad
de leslones en la bolsa cloacal; contrario a lo encontrado en este estudio, Banda®'!
menciona que conforme es mayor la edad de las aves cuando ccCurre la Infeccidn
con VIBF, son menos severas las lesiones bursales que provocan el efecto

inmunodepreser de ia enfermedad. Por su parte, Naqui®"' describe que 51 las aves



28

se infectan al dia de edad Ja inmunodepresion es severa, si ocurre a fos 7 dias de
edad es moderada y si ocurre entre los 14 v 21 dias de edad es leve; esto no
ocurrtd en esta investigacién con [a cepa vacunal intermedia, ya que en todos los
grupos, las lesiones predominantes tuvieron una severidad de leve a moderado y
moderado, evaluadas por ambas metodologias. Al igual que como ocurridé en este
estudio, Rosales y col'®® encontraron que en el quinto dia posinfeccién, la atrofia

fue evidente en aves inoculadas con la cepa Edgar.

En cuanto al curso de las lesiones en la bolsa cloacal evaluadas mediante la MI, el
curso predominante en todos los grupos fue el subagudo con severidad de leve a
moderado, La evaluacién de las lesiones bursales mediante la MET en tejide
linfoide fue similar, ya que en todos los grupos se encontraron mayores
porcentaies de lesiones subagudas con severidad leve a moderada y moderada. En
ambas metedologias, el resuftado es similar a lo observado por Merino y colf®!?,
guienes mencionan que vacunaron pollos a los dias 6 y 16 de edad, y al analizar
las bolsas a los 24 dias de edad, se observaron lesiones subagudas leves como
consecuencia de la neutralizacidn del primer virus vacunal por los anticuerpos
maternos y la posterior replicacién del segundo virus vacunal, el cual lesiond la
bolsa cloacal. En e! presente estudio el virus vacunal fue neutralizado por los
anticuerpos maternos, y posteriormente el virus de desafio lesiond fa bolsa cloacal

provocando en todos los grupos bursitis subaguda de leve a moderada.

El curso de las lesiones en tendo epitelial evaluadas mediante la MET mostré gue
el grupo vacunade al dia 1 con ILCC y su grupo testigo presentaron un mayor
porcentaje de lesiones agudas leves 2 moderadas, por el contrario, el grupo testigo
de los vacunados al dia 9 de edad presentd un mayor porcentaje de lesiones
crénicas con severidad leve a moderada, en el reste de los grupos predomunaron

las lesiones subagudas leves a moderadas. Con respecto a esto, no existen



29

informes donde se haya evaluado la severidad y el curso de las lesiones en el
tejido epitelial de la bolsa cloacal. Craig y col®® mencionan que mediante fa
observacién microscopica de la bolsa se determina el tipo de lesidén presente en el
tejido y el tiempo aproximado de infeccién, de acuerdo con esto, en este estudio
se identificd el tiempo aproximado de infeccidn de acuerdo con el porcentaje vy el
curso de las lesiones predominantes en tejido hnfoide y epitelial de la bolsa

cloacal.

En este estudio se encontrd gue la cepa de desafio Edgar, provocd de manera
predominante lesiones de curso subagudo; contrario a lo encontrado por
Sivanandan y col®”, quienes mencionan que al anélisis histopatoiégico lo maés
comin es detectar lesiones crénicas en la bolsa cloacal de pollos infectados con el
VIBF, las cuales producen cuadros ciinicos més graves debido a la inmunosupresidn

que ocasionan.

Al evaluar el tipo de lesién en tejido linfoide utilizando la MET, se encontrd que en
el caso de las lesiones inflamatorias, solo en el grupo vacunado al dia 9 de edad
con ILEP predominaron las lesiones de este tipo; a pesar de que este fue el Gnico
grupo donde predominaron este tipo de lesiones, todos los grupos presentaron
lesiones inflamatorias, De acuerdo con Shane®'’, las lesiones inflamatorias en la
bolsa cloacal se aprecian entre 18 horas y 4 dias posinfeccién, ademas Banda''®’ af
evaluar tres virus aisiados de granjas en México encontid que fas aves Inoculadas
con los tres alslamientos presentaron inflamacién de leve a moderada hasta el dfa
21 posinoculacidén; fo que concuerda con la evaluacién al dia 5 posinfeccidn,

cuando se encontraron lestones inflamatorias.

£n cuanto a las lesiones hiperptasicas en tejide linforde evaluadas mediante la

MET, en ninguno de los grupos vacunados ni en su$ grupos testigo este tipo de



lesidn fue la predominante. En este estudio, al igual que como lo mencionan
Chevillet®?) y Ridell'®™ ta hiperplasia en las células dendriticas fue la més
importante, por lo cual no se evalué la hiperplasia de las células corticomedutares
con el uso de la MET, aunque con el uso de la MI se evaluaron tanto la hiperplasia
de células dendriticas como la hiperplasia de células corticomedulares. Por su
parte, Banda''"’ encontré en su investigacién que la hiperplasia de células

corticomedulares fue mayor en comparacién con las dendriticas.

Por otro lado, las lesiones necrdticas en tejido linfoide evalwadas con la MET
fueron las de mayor percentaje en todos los grupos excepto en el vacunado al dia
9 de edad con ILEP. Lo encontrado por Banda''!) coincide con este estudio, ya que
menciona que la necrosis de la boelsa de Fabricio es la lesion principal que provoca
el VIBF, a su vez la necrosis provoca atrofia de este 6rgano. Rosales!*® menciona
que la necrosis producida por el VIBF es mds severa en las células blasticas o
precursoras que en las células maduras, esto hace suponer que l|os pollos
vacunados @ una edad mds temprana, deberian presentar lesiones necrdticas miés
severas, contrario a esto, en este estudio no se observd diferencia entre los dos
grupos vacunados al dfa 1 de edad y el grupo vacunado al dia 9 con ILCC. la
atrofia bursal es consecuencia directa de la necrosis en el tejido linfoude siendo
evidente desde el dia 1 postnfeccién de acuerdo con Cheviile'®?? y Ridell®*): por
otro lado, Rosales y cot®® mencionan que en el quinto dia posinfeccidn, la atrofia

es evidente en aves inaculadas con la cepa Edgar, como ocurrié en este estudio.

Casaubdn y col vy Ruiz!® mencionan que las lesiones microscdpicas causadas
por el VIBF no son patognoménicas, debido a que la reducCidn en la poblacién
hinforde y atrofia folicular se puede observar en la enfermedad de Marek, la
reticuloendoteliosis, ia enfermedad de Newcastle, deficiencia de 3¢1do pantotémico,

la ntoxicacién por nitrofurazena y la sntoxicacidn por aflatoxinas. Ademas
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Mazariegos y col?”)

¥ Lucio y col”*” mencionan que el IBF no es la tnica causa de
inmunodepresion por dafio a la bolsa de Fabricio, por lo que debe relacionarse la
inmunodepresién con los signos clinicos y las lesiones macroscépicas y

microscépicas.

Contrario a lo ocurrido en este estudio, en que la atrofia bursal observada
mediante 13 determipacién det IB, el RTB y la evaluacién histopatoldgica de las
holsas ciloarates de 3ns grupns vacunados y de sus respectivos grupos testigo,
*2flelaran of estade inmune humoral, ya que los titulos de anticuerpos contra IBF
no se consideran prstectivos. Sénchez!??! concluyd en su investigacién que las
lesiones bursales no reflejaron el estado inmune de las aves (titulos de
anticuerpos), por lo que sugiere gue el aspecto més importante para evaluar dicho
estado inmune sea el seguimiento seroldgico. Santiago’®®’ también coincide con
esto, al mencionar que la observacidn de lesiones microscépicas en la bolsa de
Fabricio resulta de utilidad, perc no es concluyente por que debe relacionarse con
los hatlazgos en la evaluacién seroidgica. Por su parte, Paasch(®**! agrega que la
desventaja de la evaluacién histopatoldgica de %a bolsa de Fabricio, es la baja
capacidad para determinar si las lesiones fueron causadas por IBF ¢ por otros
agentes, para lo cual se sugiere el uso de 1a MET en conjunto con el conocimiento
de la patogénesis y las lesiones provocadas en la bolsa cloacal por los diferentes

agentes etioldgicos que la afectan.

La vacunacién de pollos de engorda a los dias 1 y 9 de edad con una cepa
intermedia de VIBF, es una alternativa para el inicio de la inmunizacidn activa,
sobre tode en granjas con exposicién temprana al virus causante de Infecciones
naturales; ya que los anticuerpos maternos neutralizan a este virus y el virus
vacunal promueve fa interferencia vrral contra el mismo de acuerdo a lo

mencionade por Kuby''"'. A pesar de que no se observé une produccién de
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anticuerpos en titulos protectivos después de la vacunacidn, es muy probable gue
el sistema inmune de las aves se sensibilizd contra los antigenos del VIBF y ante
una segunda vacunacién, podrian observarse titulos de anticuerpos protectivos

como fo observaron Lukert®™ y Merino y col®*! en sus respectivas investigaciones.

De la investigacidn realizada, se puede concluir que la vacunacién de pollos de
engorda a los dias 1 y 9 de edad con una cepa internfedia de VIBF, es una
alternativa para el nicio de !a inmunizacién activa, sobre todo en granjas con
exposicidon temprana al virus causante de infecciones naturales; ya que los
anticuerpos maternos neutrallzan a este virus y el virus vacunal promueve la
interferencia viral contra el mismo de acuerdo a lo mencionado por Kuby"“®! A
pesar de que no se observd una produccidn de anticuerpos en titulos protectivos
después de la vacunacién, es muy probable que el sistema inmune de las aves se
sensibilizd contra 105 antigenos del VIBF y ante una segunda vacunacion, podrian
observarse titulos de anticuerpos protectivos como lo observaron Lukert®™ y

Merino y col*® en sus respectivas investigaciones.

En este estudio, tanto el IB como el RTB de los grupos vacunados a los dias 1y 9
de edad con cepas Lukert intermedias del VIBF, son coincidentes con el anélisis
histopatoldgico de la bolsa cioacal. Los hallazgos macroscépicos y el andlisis
histopatoldgico muestran que en el caso de los 4 grupos vacunados, las bolsas
cloacales presentaron diversos grados de atrofia, aunado a esto, el andlisis
seroldgico mostré que no hubo una respuesta inmune humoral por efecto de fa
vacunacion que pudiera constatarse por la produccién de anticuerpos contra IBF.
Los grupos testigo tuvieron hallazgos macroscépicos e histoldgicos comcidentes, ya
que ambos mostraron la presencia de atrofia bursal como resultado de las lesiones
causadas por el virus de desafio. Contrario a fo encontrado en este estudic, tanto

Banda''!’ como Sdnchezr'”’ cotnciden en mencionar que el IB, el RTB y el estudio
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de las lesiones histoldgicas en bolsa cloacal pueden ser (nsuficientes y no reflejar
el estado inmune de las aves. Banda''') menciona que aunque se observen
alteraciones importantes en el sistema linfoide, eso no significa un dafio funcional
en la respuesta inmune tanto humoral como celular; s&nchez!®®! considera que el
seguimiento seroldgico es el aspecto mas Importante para conocer el estado

inmunoldgico de las aves.

Tan fines de investigacién, la MET es una metodologia que tiene como principatl
vantaja, Lroporcionar informacion detallada y evaluar de manera especifica las
lesiones histoldgicas en la bolsa cloacal, por lo que su empleo es Gtil para conocer
la predominancia de las diversas lesiones gue se pueden observar en la bolsa
cloacal, de acuerdo con el porcentaje de presentacién de estas. La MET tiene como
principal desventaja que a diferencia de la MI, es una metodologia que puede
requerir mayor inversién de tiempo para su realizacidn, pero esta no es razén
suficiente para considerarla menos practica, ya que proporciona mayor cantidad y
variedad de informacidn. El conocimiento de los porcentajes de presentacién de las
diversas lesiones en la bolsa cloacal, permite evaluar la virulencla de los diversos

agentes etioldgicos en este drgano,

La vacunacidn a los dias 1 v 9 de edad con ambas vacunas empleadas fueron muy
similares, ya que en ambos casos, los titulos de anticuerpos posvacunales no se
consideraron protectivos, los hallazgos macroscopicos fueron iguales y reflejaren lo
observado en el analisis seroldégico, y por ultimo, de manera gleobal ia evaluacidn
de lesiones histoldgicas no mostrd que la edad de vacunacidn o la vacuna
empleada causaran mas lesiones una u otra en la bolsa cloacal de las aves en este

estudio.
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CUADROS

CUADRO 1.
DISENO EXPERIMENTAL POR GRUPOS
VACUNACION DESAFIO EUTANASIA
GRUPO | NO. DE POLLOS | VACUNA (DiA DE EDAD) | (Dia DE EDAD) | (DiA DE EDAD)
1 15 ILEP! 1 21 26
2 15 ILCCE 1 21 26
3 5 * * 21 26
A 15 ILEP g 29 34
B 15 ILCC 9 29 34
C 5 * * 29 34

ILEP = Interlukert adaptada a embnidn de polio.
 ILCC = Interlukert adaptada a 1a linea celular QT-35.

* Testigos.

CUADRO 2.

CLASIFICACION DE LESIONES HISTOLOGICAS EN TEJIDO LINFOIDE DE LA BOLSA CLOACAL

CURSO
AGUDQ

CURSO
SUBAGUDO

CURSO
CRONICO

- Atrofia folicular.

NECROSIS - Apaptosis y necrosis linfoide. | - Atrofia linfoide. - Quistes intrafoliculares
- Hiperplasia de células
HIPERPLASIA dendriticas.
- Congestién y hemorragia. - Combinacién de las
INFLAMACION |- Exudado seroso. lesiones de los cursos - Fibrosis.
- Infiltracién por linfocitos. agudo y cronico.
CUADRO 3.

CLASIFECACION DE LESIONES HISTOLOGICAS EN TEJIDO EPITELIAL DE LA BOLSA CLOACAL

CURSO CURSO CURSO
AGUDO SUBAGUDO CRONICO
_ - Hiperplasia epiteliat. | .
Necrosts epitehal. | Quistes epiteliales. Aspecto adenoide.

CUADRO 4.

PORCENTAJE DE DISTRIBUCION DE LESIONES HISTOLOGICAS BURSALES Y SU SEVERIDAD

% DE DISTRIBUCION SEVERIDAD
0 5in Cambios Patoldgicos Aparentes
1al20 Leve
21al40 Leve a Moderado
_ Al al 60 o Maoderado
"~ Blalso - Moderado a Severo
B I00 e SO0
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CUADRO 5.
METODOLOGIA INTEGRAL: DIAGNOSTICO HISTOLOGICO INTEGRAL POR GRUPO, DE
ACUERDO CON LA CALIFICACION DE SEVERIDAD DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS EN

BOLSA CLOACAL
PORCENTAJE
GRUPO | CALIFICACION | CURSO | SEVERIDAD DF LESION
1 3.41 Subagudo | Moderada 51.25
2 3.19 Subagudo | Moderada 47.50
3 3.56 Subagudo | Mederada 48.75
A 3.82 Subagudo | Moderada 56.25
B 3.35 Subagudo | Moderada 45.42
C 3.55 Subagudo | Moderada 53.13

CUADRO 6.
METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEJIDO: DIAGNOSTICO HISTOLOGICO INTEGRAL POR

PREDOMINANTES EN TEJIDO LINFOIDE DE BOLSA CLOACAL

GRUPO, DE ACUERDO CON EL PORCENTAJE DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS

GRUPO [ pop o0 | SEVERIDAD | PORCENTAJE ;ﬂggﬁlﬁfrg PORCENTAJE

1 Subagudo Leve 8 Moderada 20.63 Necréticas 18.84

2 Subagudo Leve a Moderada 36.12 Necrdéticas 27.00

3 Subagudo Leve a Moderada 35.60 Necrdticas 22.94

A Subagudo Moderada 41.87 Inflamatorias 26.09

B Subagudo Moderada 42.78 Necrdticas 29.27

C Subagudo Leve 3 Moderada 34.24 Necrdticas 25.76
CUADRO 7.

METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEIIDO: DIAGNOSTICO HISFOLOGICO INTEGRAL POR

PREDOMINANTES EN TEJIDO EPITELIAL DE BOLSA CLOACAL

CURSO
GRUPQ PREDOMINANTE SEVERIDAD PORCENTAZE

1 Subagudo Leve a Moderada 21.10
2 Agudo Leve a Moderada | 25.05
3 __Agudo Leve a Moderada | 20.24
A Subagudo Leve a Moderada 34.11

B Subagudo leveaModerada | 3167
C Cronico Leve a Moderada 28.08

GRUPO, DE ACUERDO CON EL PORCENTAJE DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS
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FIGURA 1: TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA VIBF

POR ETAPA DE MANEJO.

TITULO DE ANTICUERPOS
(ELISA)

e GRUPO 2
-+ BGRUPO 3
COGRUPO A
GRUPO B
BGRUPOC

RECEPCION VACUNACION
Edad ] 1 2 | Edad . 3
GRUPO dias) Media + S oV ()’ | dias) Mediat$ CV (%)
1 1 8233.25+190485° | 2314 1 8233.25+ 1904 85° | 23.14
2 1 B233.25+190485° | 2314 1 823325+ 1904.85° | 2314
3 1 82332511004 85°% | 23.14 * 8233 25+ 1904.85°% | 2314
A 1 823325 +1904.85° | 2314 9 2876.10 + 1466.13° | s50.98
B 1 8233.25+190485° | 2314 9 207010 +881.55¢ | 4259
c 1 8233.25 +1904.85° | 23.14 * 322014 +£1526 23° | 47.40
DESAFIO EUTANASIA
Edad i . Edad ] .
GRUPO | | dias) Media + S CV (%) (dias) Media £ S CV (%)
1 21 97.67 £ 24761° 253.52 26 2890+ 12924° 447 21
2 21 2353 £511.79° 217.45 26 39.59 + 163.23 ¢ 412.31
3 21 207 57 £ 549 18° 264,58 26 364 50 £ 577.22° 158.44
A 29 166.38 + 472.34 ° 283.90 34 17079 £ 341.95° | 200.22
B 29 6278 +182 73" 291,07 34 251.44 £ 458.39° 182.30
c 29 646 75 + 395.90 7 6121 34 020" a

Media & Desviacién Estandar
Coefimente de Vanacion

Los grupos 3 y C son grupos testigo, por o que no se vacunaron

terales distintas senaian diferencia sigmicativa dentro de un cuadro (P<0 05)
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FAGURA 2: METODOLOGIA INTEGRAL
SEVERIDAD TOTAL DE LAS LESIONES HISTOLOGICAS
ENBOLSA CLOACAL

SEVERIDAD
Q=N W AN

GRUPO Mediana

3.33°F
3.27°
3.80 ¢
4.13°
353 abe
350 abe

OTE LN =

Literales distintas sefiatan diferencia significatrva dentro de un cuadro (P<0.05).
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SEVERIDAD

CURSQ AGUDO

GRUPO i ) Mediana

1 3.13°¢
2 3.00°
3 3.80°°
A 423°
B 2.73°
C 3.38°%¢

rrales distintas sefialan diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0.05)
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AGURA 4: METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEADO
LESIONES EN TENDO LINFOIDE Y EPITELIAL
DE BOLSA CLOACAL

PORCENTAJE (%)
cdA NS AZ3IRS S

TEJIDQ LINFOIDE TEJDO EPITELIAL
GRUPO Mediana Mediana
1 30 00° 40.00°
2 §0.00° 60.00°
3 50 00° 60 00°
A 50 00° 50 00°
B 60007 60.00°
C 50.00° 60007

Literales distintas sefiaian diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0.05)
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FAGURA 5: METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEADO
TIPOS DE LESIONES EN TEXDO LINFOIDE

DE BOLSA CLOACAL
100
w0l
m_
he
L 70
} 60|
. 50
i .
! 40
y 30
2l
101
0 E——————
NECROSIS
INFLAMACION HIPERPLASIA NECROSIS
GRUPO | . Mediana Mediana Mediana
1 14 40° 2209 49.11°
2 2160° 6.50°¢ 26.00°
3 19.20° 4.80° 18.00°
A 26.40° 6.00° 19 20°
B 19 60° 12.60° 30.10°
o] 15.50° 9.00° 25.50%¢

srales distintas seftalan diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0.05)




HGURA 6: METODOLOGIA DE ANALISIS POR TENDO
CURSO DE LAS LESIONES EN TEJDO LINFOIDE

100
oo
,\? 80
SO (/]
Y el
ey .
= s
= .
S
5 @
o 20!
101
0
CURSO AGUDO CURSQ SUBAGUDO CLRSO CRONICO
GRUPO Madiana Mediana Mediana
1 15.00° 23.40° 810
2 28.00° 36.00°° 9.10°¢
3 20.40>° 38.00°° 9.80°
A 27.60° 42.50° 10.40°
B 9.60° 46.80% 28.00°
c 17 00 ° 34.502° 14.00°
Literales distintas seilalan diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0 05),
. - e TN & Sy
el A ! v‘k‘/;:\ i:’f"
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FIGURA 7: METODOLOGIA DE EVALUACION POR TEJIDO
CURSO DE LAS LESIONES EN TEARDO EPITELIAL

DE BOI SA CLOACAL
100
90|
8o}
ey .
S 70
4 !
E ®
g 40|
Vg
Q 30
o .
.1
10"
0¥
CURSO AGUDO CURSO SUBAGUDO CURSC CRONICO
3RUPO Mediana® ~ Mediana Mediana
1 18.00° 17 20° 3.80°
2 25.50" 18 8G° 11 20"
3 19 20 1440° 12 00°°
A 14.00° 30.50° 7 20°
B 800°¢ 36.60° 12.00°
c 7.20°¢ 20 40°° 3240°

Literales distintas sedalan diferencia signsficativa dentro de un cuadro (P<Q 05).
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