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RESUMEN

En el presente estudio se evalué la proteccion conferida por dos vacunas
conteniendo un complejo antigeno anticuerpo (Ag/Ac) conteniendo la cepa
2512 del virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa (EIBV) ligada a
anticuerpos especificos al virus, aplicadas al primer dia de edad via
subcutdanea en pollos de carne. Hubo cuatro grupos experimentales. Los
grupos A y B fueron vacunados al dia de edad con dos vacunas complejo
antigeno anticuerpo; el grupo C fue vacunado con un programa de vacunacion
tradicional con vacunas intermedias a los 10 y 18 dias de edad y el grupo D
(control) no fue vacunado. A los 35 dias de edad 45 aves de cada grupo fueron
desafiadas con la cepa estandar F52/70 de la EIB. A los 4, 7 y 10 dias post
desafio se sacrific6 15 aves respectivamente de cada grupo para su
evaluacién. La proteccién fue medida a través de los signos clinicos, indice
Bursal (1.B.), lesiones macroscopicas y microscépicas, serologia y parametros
productivos después del desafio. Todos los grupos presentaron aves con
depresion y diarrea, los cuales fueron mas severos en el grupo D y menores en
el grupo A. Se observé edema bursal en todos los grupos hasta los 10 dias
post desafio. Los valores de I.B. en los cuatro grupos evidencio atrofia bursal y
las lesiones macroscopicas y microscopicas fueron mas severas en el grupo D
que en los grupos vacunados. La seroconversion se observd solo en los grupos
con vacunas complejos antigeno anticuerpo (A y B) al fin del estudio. Los
grupos vacunados mostraron mejores parametros productivos que el grupo no
vacunado frente al desafio experimental con la cepa F52/70 de EIB. Aunque los
resultados indican que los grupos vacunados fueron mejor protegidos que el
grupo control estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>
0.05).

Palabras clave: Enfermedad infecciosa de la Bursa (EIB), complejo antigeno

anticuerpo, via subcutanea, vacunacion, proteccion.



SUMMARY

The present study evaluated the conferred protection by two imnune complex
(lex) vaccines contained a 2512 strain of Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)
linked to a virus specific antibodies of vaccination at the one day old by
subcutaneous route in broilers chickens. There were four experimental groups.
The group A and B were vaccinated at one day old with two comercial Icx
vaccines; group C was vaccinate with traditional program of vaccination with
intermediate vaccines at 10 and 18 days old age and group D (control) without
vaccination. At 35 days old 45 birds of each group were challenged with a
standard strain F 52/70 of the IBDV. At 4, 7 and 10 days post challenge 15 birds
of each challenge group was euthanazied for parameters evaluation. The
protection was measured through clinical signs, bursal index (B.l.), gross and
microscopic lesions, serology and productive parameters after challenge. All the
groups presented clinical signs, they were severe and mild in control group and
group A respectively. The bursal oedema was observe until 10 days post
challenge. The values of I.B. in the four groups were compatible with bursal
atrophy and the histopathology lesions were severe in the control group.
Seroconversion was observed only in groups with Icx vaccines (A y B) until the
end of the study. Productive parameters of the vaccinated groups were better in
vaccinates group. Although the obtained results indicated that the vaccinated
groups were better protected compared with control group there was not

observed significant statistical difference between groups (p>0.05).

Key words: Infetious bursal disease virus (IBDV), Immune complex (lcx),

subcutaneous route, vaccination, protection.



Il. INTRODUCCION

La Enfermedad Infecciosa de la Bursa (EIB) conocida como enfermedad de
Gumboro, o en ingles “Infectious Bursal Disease (IBD)”, es una infeccién viral
aguda, altamente contagiosa de pollos jévenes ocasionada por un virus de la
familia Birnaviridae que se caracteriza por ser muy contagioso y resistente a los
agentes fisicos y quimicos persistiendo en el medio ambiente e instalaciones

avicolas por largo tiempo.

La enfermedad se presenta de dos formas: la forma clinica en promedio
afecta aves entre las 3 a 6 semanas de edad, y la forma subclinica que ocurre

en aves menores de tres semanas (Lukert y Saif, 2003).

La EIB es endémica en el mundo, la Oficina Internacional de Epizootias
(OIE), estima que la enfermedad esta presente en mas del 95% de los paises
miembros, y la forma clinica con cepas muy virulentas en mas del 80% de
dichos paises (Jackwood, 2001). La EIB se conoce en el Peru desde el afno
1969, cuando Ramos y Tsunechige describieron los primeros casos (Castro —
Pozo, 1994). La caracterizacion molecular de muestras de Bursas de Fabricio
de aves de diferentes regiones del Peri mostré la presencia de cepas Clasicas
y Variantes tipo Delaware en nuestro pais (Icochea et al., 2002; Banda et al.,
2003).



El virus es considerado el principal agente inmunosupresor de las aves
(Banda y Villegas, 2004). La enfermedad se caracteriza por la destruccion de
los precursores de los linfocitos B en la Bursa de Fabricio y por causar lesiones
severas en este érgano. Como consecuencia, puede ocasionar una mortalidad
variable o diversos grados de inmunosupresion incrementando la
susceptibilidad a otras infecciones (Dolz et al., 2005). Se ha demostrado que
las aves tienen una pobre respuesta de anticuerpos a la vacunacion contra la
Enfermedad de Newcastle, Bronquitis Infecciosa entre otras (Zavala, 1999;
Genova, 2000; Villegas y Banda, 2001). La inmunosupresién es mas severa
cuanto menor es la edad del ave afectada (Sivanandan y Naheswara, 1980;
Sivanandan y Naheswara, 1981; Castro — Pozo, 1994). Por los efectos del virus
la enfermedad causa grandes pérdidas econdmicas a la industria avicola
(Villegas y Banda, 2001; Lucio, 2003).

La prevencién se realiza por medidas de bioseguridad y por vacunacién. La
vacunacion de las reproductoras es una practica de rutina para la prevencién
de la forma subclinica en la progenie. Para prevenir la forma clinica en pollos
de carne se requiere la inmunizacion activa de los mismos. Existe una amplia
gama de vacunas comerciales conteniendo virus con diferentes grados de
atenuacién, por otro lado existen diferentes niveles y uniformidad de
anticuerpos en la progenie. Se conoce que las vacunas a virus vivo aplicadas al
primer dia a pollos con bajos niveles de anticuerpos maternos pueden causar
lesiones en la Bursa de Fabricio e inmunosupresion, contrariamente en pollos
con altos niveles de inmunidad materna una inhibicién de la inmunidad activa

por neutralizacion viral (Haddad et al., 1997; Villegas y Banda, 2001).

Durante los ultimos afios se han desarrollado vacunas conteniendo
complejos de antigeno y anticuerpos especificos al virus, las cuales contienen
un virus vivo de categoria intermedia plus (cepa 2512), y son aplicadas in ovo o
al primer dia de edad. Este tipo de vacuna es capaz de proteger al virus
vacunal de su neutralizacion por los anticuerpos maternos pero no de impedir
su progresiva replicacion, de tal forma que pollos con bajos niveles de

anticuerpos seran protegidos primero y pollos con altos niveles de anticuerpos



posteriormente, entre la segunda a tercera semana de vida. Asimismo, por ser
administradas a dosis unica en la planta de incubacién tienen la ventaja de
evitar potenciales fallas en la administracion de la vacuna a nivel de campo. La
vacuna complejo antigeno anticuerpo (Ag/Ac) se presenta como una nueva
alternativa de proteccién contra la EIB cuya eficacia y seguridad requieren ser
comprobadas, por ello en el presente estudié se evalud la proteccion de dos
vacunas comerciales que contienen un complejo vacunal Ag/Ac contra el virus
de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa versus un programa de vacunacion
con una vacuna convencional a virus vivo frente a un desafio experimental con

la cepa estandar F52/70 de la EIB en pollos de carne.



lil. REVISION DE LITERATURA

SISTEMA INMUNE AVIAR

El sistema inmune aviar se divide en érganos linfoides primarios y érganos

linfoides secundarios.

Los 6rganos linfoides primarios de las aves son el Timo y la Bursa de
Fabricio, estos érganos regulan la produccion y diferenciacidén de linfocitos T y
B respectivamente, los que migraran a los érganos linfoides secundarios. Estos
6rganos se generan en etapas tempranas en la vida fetal. El timo surge de la
tercera y cuarta bolsa faringea; la Bursa de Fabricio se desarrolla de la union
cloacodérmica (Tizzard, 1998).

En etapas tempranas de la vida fetal, las células madres linfoides comienzan
a producirse en el peritoneo primitivo, después en el higado fetal y saco
vitelino, y en etapas mas avanzadas en la médula ésea. A medida que estas
células se desarrollan migran a través de la corriente sanguinea a la Bursa de
Fabricio y Timo, y es en estos lugares donde se aprecia por primera vez

linfocitos reconocibles en el feto (Tizzard, 1998).



Los o6rganos linfoides secundarios del ave son el bazo, médula Osea,
glandula de Harder (situada en la conjuntiva del parpado inferior), tejido linfoide
asociado a los bronquios (BALT), y tejido linfoide asociado al intestino (GALT).
Estos 6rganos linfoides surgen del mesodermo en una etapa tardia de la vida
fetal y persisten durante toda la vida adulta. Se encargan de la estimulacién
antigénica y por tal razon se desarrollan poco en animales libres de

microorganismos.

Las células plasmaticas derivadas de los linfocitos B son las productoras de
anticuerpos. Existen tres clases principales de anticuerpos en aves, IgM, IgY
(comunmente 1gG) e IgA (Tizzard, 1998; Zavala, 1999). El primer anticuerpo
que se forma es la IgM el cual se encuentra tempranamente en la infeccién,
conforme avanza la respuesta la IgG es el siguiente tipo de anticuerpo
producido y el mas abundante; la ultima clase de anticuerpo es la IgA que es
producida a nivel local de los tractos respiratorio y gastrointestinal (Tizzard,
1998; Zavala, 1999).

Bursa de Fabricio

La Bursa de Fabricio (BF) es un érgano linfoepitelial que se encuentra sélo
en las aves. Se origina en la unién del ectodermo y del endodermo, y se le
ubica exactamente en posicion dorsal a la cloaca (Pope, 1996; Tizzard, 1998).

Este 6rgano presenta una estructura redonda en forma de saco, en el interior
de este se extienden grandes y pequefios pliegues de epitelio y, entre los
cuales se encuentran dispersos los foliculos linfoides (Tizzard, 1998). Cada
foliculo se divide en corteza y médula, separada una de la otra por una
membrana basal que es prolongacion de la membrana basal de la superficie
epitelial (Pope, 1996; Tizzard, 1998). La corteza de los foliculos activos
contiene poblaciones compactas de linfocitos pequerios y linfoblastos, mientras
que la médula contiene linfocitos maduros, macréfagos y células epiteliales

reticulares.



La involucion de la BF se da con el inicio de la madurez sexual del ave, la
cual puede empezar de las 14 semanas a 5 meses de edad. Los foliculos
linfoides pierden su corteza seguido por la médula (Pope, 1996). Los foliculos
sufren cambios regresivos y cisticos caracterizados por fibrosis, metaplasia y

reduccién de los centros germinales.

ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BURSA

La Enfermedad Infecciosa de la Bursa (EIB) o Enfermedad de Gumboro, es
una de las enfermedades mas importantes para los productores avicolas en
todo el mundo por las grandes pérdidas econémicas que causa, tanto por la
morbilidad y mortalidad de su forma clinica, como por la inmunosupresion

producida en la forma subclinica.

La EIB es una enfermedad viral aguda, sumamente contagiosa de pollos
jovenes. Las células linfoides, en especial las células B inmaduras constituyen
el blanco celular primario, y la Bursa de Fabricio es la que se afecta con mayor
gravedad (Majo et al.,, 2002; Banda et al., 2003; Lukert y Saif, 2003). Las
mayores lesiones causadas por este virus son inflamacion y atrofia de la Bursa
de Fabricio (Majo et al., 2002).

Historia y Epidemiologia:

La enfermedad emergié en 1957, fue formalmente reportada por Gosgrove
en 1962, en lotes de pollos de carne localizados cerca del pueblo de Gumboro,
Delaware, de ahi la denominacion de “Enfermedad de Gumboro” (Lasher y
Shane, 1994).

Originalmente fue descrita como Sindrome de Nefrosis Aviar debido al dano

renal extremo que se encontr6 en las aves que murieron por la infeccién



(Lasher y Shane, 1994; Lukert y Saif, 2003). Winterfield y Hitchner en 1962,
describieron un aislamiento del virus de Bronquitis Infecciosa (Gray) que
procedi6 de un caso de campo de nefrosis similar al nuevo sindrome de
Nefrosis Aviar (Ahmed y Akhter, 2003; Lukert y Saif, 2003). Debido a las
semejanzas entre las lesiones causadas por el virus Gray vy aquellas
observadas en la Nefrosis Aviar descrita por Cosgrove, se pensd que el virus
Gray era el agente causal, sin embargo en estudios posteriores de Winterfield y
colaboradores se aislé el agente causal, el cual se conocié como Agente Bursal
Infeccioso y se determind como la causa verdadera de la EIB; el virus Gray se
identific6 como un aislamiento del virus de Bronquitis Infecciosa con tendencias
nefrotoxicas (Lukert y Saif, 2003).

En 1980 en Europa se reconocio dos serotipos de la EIB denominandoseles
1y 2 (Lasher y Shane, 1994; Lukert y Saif, 2003).

En 1984 y 1985, Rosenberg y colaboradores aislaron virus pertenecientes al
serotipo 1 de la EIB en la peninsula de Delmarva — USA, estos resultaron ser
antigénicamente muy diferentes a las cepas clasicas de la EIB previamente
identificadas, a estas nuevas variaciones se les denominé Cepas Variantes
(Villegas y Banda, 2001). Estas cepas no causaban signos clinicos tipicos de
las cepas clasicas de la EIB ya descritas, en lugar de eso, se reportaban
problemas respiratorios prolongados y repetidos, junto con un pobre
desempefio de la parvada, debido a la inmunosupresion causada por la severa
atrofia bursal.

Al final de los 1980s, se describié en Europa los primeros casos de una
forma aguda de la EIB, con altas tasas de mortalidad en pollos de carne
causando mortalidad del 30 a 70% en pollos de carne y gallinas de postura,
estos se presentaban aun en lotes vacunados contra la EIB. La caracterizacion
molecular e immunologica de esas cepas aisladas de casos agudos
demostraron la aparicion de nuevas cepas, denominadas cepas muy virulentas
de la EIB (vvEIB) (Dolz et al., 2005).



En 1987, una cepa de alta patogenicidad del serotipo 1 de la EIB emergi6 en
Holanda y Bélgica, se diseminé al Reino Unido en 1988, Medio Este y Africa en
1989, China en 1990 y Rusia en 1993 (Lasher y Shane, 1994). Posteriores
estudios identificaron esta nueva cepa, VvvEIB, en diversos paises como
Espana (Majo et al.,2002; Dolz et al., 2005), Malasia (Phong et al., 2003) y
Latinoamérica (Di Fabio et al., 1999; lkuta et al., 2001; Banda et al., 2003;
Banda y Villegas, 2004). Se identific6 también en el Sudeste de Europa
(Zorman — Rojs et al., 2003), Egipto (Abdel — Alim et al., 2003), Croacia (Lojkic
et al., 2003), Tunez (Mardassi et al., 2004).

La EIB de alta patogenicidad no ha sido reconocida en Norte América ni
Australia (Lasher y Shane, 1994; Ignjatovic y Sapats, 2001).

Etiologia

El virus de la EIB pertenece a la familia Birnaviridae, género Avibirnavirus,
que incluye también al Virus de la Necrosis Pancreatica del pez, Virus Tellina
de los moluscos bivalvos y el Virus X Drosophila de la mosca de la fruta
(Lasher y Shane, 1994; Villegas y Banda, 2001; Lukert y Saif, 2003). Estos

virus no han sido observados en mamiferos (Ceva, 2002).

El virus de la EIB es un virus no envuelto de simetria icosaédrica, con un
diametro que varia de 55 a 65 nm (Lukert y Saif, 2003). Los virus de esta
familia poseen un genoma constituido por dos segmentos de ARN de cadena
doble (ds), A y B (Hirai y Shimakura, 1974; Mueller et al., 1979; Lukert y Saif,
2003).

El segmento mayor, segmento A, mide alrededor de 3.2 kb de longitud,
codifica una poliproteina que es dividida por autoprotedlisis en proteinas virales
maduras VP2, VP3, VP4 y VP5. El segmento mas pequefo, segmento B, mide
alrededor de 2.8 kb y codifica VP1 (Phong et al., 2003). Las proteinas VP2 y

VP3, han sido identificadas como los mayores determinantes antigénicos (Majo



et al., 2002), la VP2 contiene determinantes antigénicos para especificidad de
serotipos, pudiendo ser usado para diferenciar entre los dos serotipos del virus
de la EIB, mientras que la VP3 contiene antigenos de grupo especifico comun a
los dos serotipos (Dybing y Jackwood, 1996; Lukert y Saif, 2003). La proteina
VP2 contiene tres epitopos independientes responsables de la estimulacién de
anticuerpos neutralizantes. ElI VP2 es también responsable de los
determinantes de virulencia, tropismo celular y caracteristicas patégenas de la
EIB (Brandt et al., 2001). Estudios han demostrado que cambios en la region
VP2 dan las variaciones antigénicas o patogénicas y que las propiedades
antigénicas alteradas de las cepas Variantes son causadas en parte por los
cambios en VP2 (Dormitorio et al., 1997).

El virus de la EIB es altamente contagioso y permanente en el medio
ambiente por su resistencia a las condiciones ambientales y a los

desinfectantes.

El virus de la EIB es estable a amplios rangos de pH, puede tolerar acidez
tan baja como pH 2 y es estable en pH 9, pero es inhibido en soluciones
alcalinas con un pH de 12. Es resistente al tratamiento con éter y cloroformo, y
se inactiva si se expone al fenol o cresol en concentraciones de 1% durante
una hora (Villegas y Banda, 2001; Ceva, 2002; Lukert y Saif, 2003).

La resistencia de este virus a las condiciones ambientales y la emergencia
de cepas Variantes son la mayor causa de la perpetuacion de la infeccién en

mas regiones de produccién avicola del mundo (Mohamed et al., 1996)

Serotipos

El virus de la EIB tiene dos serotipos, solo las cepas del serotipo 1 son

patogénicas para pollos, las cepas del serotipo 2 han sido aisladas también en
pavos, patos y otras aves las cuales no han mostrado patogenicidad (Sellers et



al., 1999; Banda et al., 2001; lkuta et al., 2001; Banda et al., 2003; Lukert y
Saif, 2003).

Se reporté la presencia anticuerpos contra ambos serotipos 1 y 2 en pavos;
donde sélo el serotipo 2 fue detectado en lotes de pavos naturalmente
infectados, los anticuerpos contra el serotipo 1 fueron identificados en lotes que
habian sido vacunados con vacunas comerciales que contenian dicho serotipo
(Jackwood et al., 1982).

Perelman y Heller (1982), reportaron en pavos lesiones microscopicas en la
Bursa de Fabricio junto con una disminucién de la respuesta inmune,
disminucién de los niveles de IgG, y reduccién de la respuesta mitogénica de
los linfocitos, sugiriendo que un parcial y transitorio desorden en el
funcionamiento del sistema inmune puede ocurrir en pavos infectados a muy
temprana edad, aun en la ausencia de signos clinicos o mayores cambios

patologicos.

Los dos serotipos son diferenciados por medio de pruebas de neutralizacién
viral, pero no son distinguibles por pruebas de anticuerpos fluorescentes ni
ELISA.

La Inmunizacidn contra el serotipo 2 no protege contra el serotipo 1 (Lukert y
Saif, 2003).

Subtipos del Serotipo 1
Los subtipos del serotipo 1 son los Unicos patogénicos, estos se dividen en
cepas Clasicas, cepas Variantes y cepas muy Virulentas (vwEIB). Estas difieren

en patogenicidad e inmunogenicidad.

Jackwood y Saif identificaron seis subtipos antigénicos por la prueba
neutralizacion viral (Dybing y Jackwood, 1996; Majo et al., 2002). Los grupos 1



y 2 contienen los virus de cepas Variantes, los grupos 3, 4, 5 y 6 contienen los
virus de cepas Clasicas (Jackwood, 2001).

La utilizacion de pruebas moleculares ha sido de gran utilidad en la
genotipificacion de las cepas de la EIB. Jackwood y Sommer han ajustado el
RT/PCR/RFLP (Polimorfismo en los fragmentos de restriccion —por sus siglas
en ingles “Restriction frament length polymorphism”) para clasificar los virus
dentro de 6 grupos de virus genéticamente relacionados (lkuta et al., 2001).

Existe cierto grado de inmunidad cruzada entre cepas Clasicas y Variantes.
Inmunizaciones con cepas Variantes son capaces de inducir buena proteccion
contra cepas Clasicas y Variantes; inmunizaciones con cepas Clasicas inducen
buena proteccién contra cepas Clasicas y parcial proteccién contra cepas
Variantes (Dybing y Jackwood, 1996; Jackwood et al., 1999; Lovell, 2000).

Transmision

La EIB es una enfermedad altamente contagiosa, por su gran resistencia al
medio ambiente lo que conlleva a su permanencia en las instalaciones avicolas

por largo tiempo.

El virus puede permanecer infeccioso en un local alrededor de 120 dias
después de haber extraido a las aves infectadas, también se ha demostrado
virus infeccioso en el agua, alimento y heces obtenidos de granjas afectadas
después de 50 dias (Villegas y Banda, 2001).

La transmisién del virus se da por contacto directo de aves infectadas con
aves susceptibles, por contacto con vectores o fomites, principalmente por
contaminacion de la cama, alimento, agua con la materia fecal de aves
infectadas, las cuales pueden eliminar el virus hasta 14 a 16 dias post infeccion
(Lasher y Shane, 1994).



La larva de escarabajo Alphitobious diaperinus es un vector importante de la
EIB. No existe evidencia de transmision transovarica o que exista un estado de
portador verdadero de aves recuperadas (Villegas y Banda, 2001; Ceva, 2002;
Lukert y Saif, 2003).

Se ha estudiado la posibilidad que los perros sean portadores de la EIB.
Torrents et al. (2004) obtuvieron virus viables y con capacidad infectiva en las
heces de perros infectados de manera experimental mediante la ingesta de
pollos afectados con una cepa de alta virulencia de la EIB durante dos dias
posteriores a la ingesta. La comparacién molecular del virus administrado y el
excretado mediante la técnica RT-PCR indicé que el virus mantiene las mismas

caracteristicas iniciales.

Por razones aun no claras, la incidencia de la enfermedad (nuevos brotes,
tasas de mortalidad mas alta) es mayor durante el verano (Gardin, 2003), un
hecho que usualmente relaciona los casos de la EIB con el estrés climatico
(Mardassi et al., 2004).

Patogénesis

La infeccidn es comunmente por via oral, por medio de la ingestién material
organico (alimento, agua, cama, etc.) y/o vectores (Alphitobious diaperinus)

contaminados con el virus.

Estudios secuenciales por Inmunofluorecencia de tejidos de pollos infectados
por via oral con la EIB, han demostrado que el virus se replica en los
macréfagos y células linfoides del ciego cuatro horas post inoculacién, después
de una hora se detecta en el duodeno y yeyuno. El virus llega al higado
después de cinco horas post inoculacién, penetrando al torrente sanguineo,
donde se distribuye hacia otros tejidos, incluyendo la Bursa, la infeccién de esta
es seguida de una segunda viremia masiva (Ceva, 2002; Lukert y Saif, 2003).



El virus se replica principalmente en las células linfoides de la Bursa de
Fabricio, tiene predileccion por los linfocitos B inmaduros ligados a 1gG (Ley et
al., 1983).

Las tonsilas cecales y la médula 6sea son tejidos linfoides no bursales en
donde se puede presentar replicacion viral en etapas mas tardias después de
la inoculacién de virus Variantes (Elankumaran et al., 2002).

El virus se replica y ensambla en el citoplasma de la célula, y su liberacion
ocurre via destruccion celular (Pereira et al., 1989). La destruccion de linfocitos
de la Bursa se da por efecto citopatico directo del virus de la EIB causando
necrosis; y/o induciendo apoptosis. El virus de la EIB también induce apoptosis

en linfocitos de sangre periférica (Inoue et al., 1999).

La EIB suprime la respuesta mitogénica de las células del bazo con mayor
potencia entre los 3 y 8 dias posteriores a la inoculacion (Rautenschlein et al.,
2003).

La infeccién del virus en la Bursa induce la presencia de linfocitos T
intrabursales, ambos CD4+ y CD8+, esta se encuentra relacionada a la
virulencia del virus. Los linfocitos T llegan a la Bursa de Fabricio en la fase
aguda de la infeccién durante la replicacién viral, y permanecen por varias
semanas (Kim et al, 1999). Esta acumulacién de linfocitos T intrabursales
probablemente se encuentra relacionada con la replicacién viral intrabursal del
virus de la EIB (Rautenschlein et al., 2003). El rol de los linfocitos T en la
patogénesis 0 en la recuperacion no esta clara, se especula que las células T
pueden proteger contra dafo bursal y limitar la replicacién viral (Hudson et al.,
2002) o posiblemente participan en la recuperacion de la Bursa (Kim et al.,
1999).

Los dafos causados y el grado y persistencia de inmunosupresion producida

por el virus se encuentran relacionadas con la edad del ave siendo mas



severos en aves menores de 3 semanas (Sivanandan y Naheswara, 1980;
Sivanandan y Naheswara, 1981; Castro — Pozo, 1994).

Presentacion de la enfermedad

El virus de la EIB ha mostrado diferentes grados de patogenicidad y
mortalidad en pollos. Algunas cepas han causado sélo infeccion subclinica

mientras que otras alta mortalidad (Yamaguchi et al., 1996).

Las formas de presentacién de la enfermedad, subclinica y la clinica, estan
determinadas por la edad del ave cuando ocurre la infeccidn, por la virulencia
de la cepa viral involucrada y por el grado de inmunidad de las aves infectadas
(Villegas y Banda, 2001).

Forma Clinica

El periodo de incubacion es muy breve y los signos de la enfermedad se
manifiestan a los 2 a 3 dias después de la exposicion (Lukert y Saif, 2003).
Esta presentacion se da mayormente en pollos de 3 a 6 semanas 0 mayores,
reportandose también en pollos muy jovenes hasta de 7 dias, afectados por

cepas de alta virulencia (Lojkic et al., 2003).

Los virus de alta virulencia de la EIB afectan a lotes con niveles de
anticuerpos maternales protectivos para las cepas Clasicas (Yamaguchi et al.,
1996; Gardin, 2003; Lojkic et al., 2003; Zorman — Rojs et al., 2003; Mardassi et
al., 2004).

La forma clinica tiene un inicio subito, la morbilidad puede llegar hasta un
100% y la mortalidad varia de 20 a 30% (Lukert y Saif, 2003). Las cepas muy
virulentas causan alta mortalidad reportadas desde 50 a 100% (Majo et al.,
2002; Abdel — Alim et al. 2003).



Las aves afectadas presentan depresion, picoteo de la cloaca, diarrea
acuosa y blanquecina, anorexia, deshidratacion, tremores, postracion y
temperatura subnormal (Villegas y Banda, 2001; Ceva, 2002; Lukert y Saif,
2003).

La mortalidad dura de 4 a 8 dias (excepcionalmente 10 6 12) y muestra una
tipica curva de registro en forma de campana alcanzando el pico en el 3er 6
2do dia (Gardin, 2003).

Forma Subclinica

Esta presentacion se da en animales menores de 3 semanas, mayormente
por cepas Variantes, y es el mayor problemas en areas de intensa produccién
avicola (Banda et al., 2003).

El grado de inmunosupresion depende de la virulencia del virus y de cuando
se produce la infeccién (Jackwood, 2001). A mayor edad del ave, mayor
cantidad de linfocitos B habran migrado de la Bursa de Fabricio a los 6rganos
linfoides secundarios, por lo que la inmunosupresion causada por el virus sera

transitoria.

Estas cepas Variantes no producen signos clinicos, ni mortalidad o lesiones
de tipo inflamatorio como las cepas Clasicas de la enfermedad, no obstante,
causan atrofia extremadamente rapida de la Bursa de Fabricio e
inmunosupresion (Rosales, 1994). Estas cepas antigénicamente diferentes
causan inmunosupresion en aves con adecuados niveles de anticuerpos contra

las cepas Clasicas (Banda et al., 2003).

La forma subclinica es prevalente en los Estados Unidos de América, donde
causa pobre performance, desuniformidad en el lote, pobre conversion
alimenticia e incremento de la susceptibilidad a otras enfermedades (Robinette,
2002; Banda et al., 2003)



La inmunosupresion que causa la EIB conlleva a grandes pérdidas
econdmicas en la industria avicola, por la reduccion de las defensas del ave y
el incremento de la susceptibilidad a algunas enfermedades infecciosas como
Newcastle, hepatitis adenoviricas, coccidiosis, enfermedad de Marek, anemia
aplasica — hemorragica, dermatitis gangrenosa, laringotraqueitis, bronquitis
infecciosa entre otras (Villegas y Banda, 2001; Lucio, 2003).

También incrementa la susceptibilidad a Salmonella typhimurium (Bautista et
al., 2004), Escherichia coli, Staphilococcus aureus e infecciones por Eimeria sp.
(Anderson et al., 1977; Villegas y Banda, 2001).

Las aves afectadas tempranamente con la EIB exhiben una pobre respuesta
de anticuerpos en la vacunaciéon contra la enfermedad de Newcastle (Genova,
2000), Bronquitis Infecciosa y en menor grado a Laringotraqueitis (Zavala,
1999; Villegas y Banda, 2001).

Se ha relacionado también a la EIB con la incidencia de Proventriculitis en
pollos de carne, la cual se caracteriza por el agrandamiento y debilidad del
proventriculo, microscdpicamente existe una degeneraciéon y necrosis de las
glandulas del proventriculo acompafnado de una marcada infiltracién linfocitica
del intersticio interglandular (Paitin — Jackwood et al., 2004) No se ha
comprobado que el virus de la EIB sea la causa directa de la enfermedad, no
detectandosele en el proventriculo de aves afectadas y la proventriculitis puede
presentarse en ausencia del virus de EIB (Paitin — Jackwood y Brown, 2003).
La accién del EIB en la proventriculitis puede ser indirecta, por la
inmunosupresion que causa (Paitin — Jackwood et al., 2004).

Lesiones Macroscopicas

Macroscopicamente, las lesiones a nivel de la BF se observan a los 2 a 3

dias post infecciébn. La BF se encuentra aumentada de tamano debido al

edema e hiperemia, se observa en su superficie un trasudado amarillento



gelatinoso, las estriaciones longitudinales de la superficie se vuelven
prominentes y el color cambia a crema. Al cuarto dia suele duplicar su peso y
tamafo normal y entonces comienza a decrecer, al quinto dia tiene peso y
tamafio normal pero continua atrofiandose y al octavo dia tiene alrededor de la
tercera parte de su peso original (Lasher y Shane, 1994; Ceva 2002; Lukert y
Saif, 2003).El trasudado desaparece al retornar la bolsa a su tamafio normal y
se torna gris durante y después del periodo de atrofia. La BF también puede
presentar focos necréticos y hemorragias petequiales o equimoticas sobre la
mucosa (Lukert y Saif, 2003).

Las cepas Variantes no causan reaccion Inflamatoria aguda ni
agrandamiento de la BF, pero la infeccién resulta en una rapida y profunda

atrofia de la misma. (Lasher y Shane, 1994, Elankumaran et al., 2002).

A la necropsia de pollos que mueren de forma aguda por la EIB, se observa
deshidratacion de la fascia subcutanea y musculatura pectoral, también
hemorragia en los musculos pectorales y muslos, uratos en los rifiones y
uréteres, esplenomegalia, degeneracidén hepética, ocasionalmente hemorragia
en la unién del proventriculo y molleja (Lasher y Shane, 1994; Villegas vy
Banda, 2001; Ceva, 2002; Lukert y Saif, 2003).

Lesiones Microscopicas

En la BF, al primer dia post infeccion se observa degeneracion y necrosis de
linfocitos en el area medular de los foliculos. Los linfocitos son sustituidos por
heterofilos, restos picnéticos y células reticuloendoteliales hiperplasicas,

pudiéndose observar también hemorragias.

Al 3er y 4to dia todos los foliculos estan afectados, se observa edema
severo, hiperemia y acumulacion de heterdfilos. Al declinar la reaccion
inflamatoria se desarrollan cavidades quisticas en las zonas medulares de los

foliculos, hay necrosis y fagocitosis de los heteréfilos y células plasmaticas, y



fibroplasia en el tejido conjuntivo folicular, hay hiperplasia de la capa epitelial
bursal esto produce una estructura glandular de células epiteliales cilindricas

con glébulos de mucina.

Otros o6rganos linfoides como bazo, timo, tonsilas cecales, glandula de
Harder, también sufren alteraciones similares pero en menor grado y con
recuperacién rapida (Ley et al. 1983; Lasher y Shane, 1994; Ceva, 2002; Lukert
y Saif, 2003).

Las cepas Variantes causan una severa atrofia bursal con ausencia

completa de una respuesta inflamatoria (Elankumaran et al. 2002).

En o6rganos no linfoides también se han reportado alteraciones en
infecciones con la EIB. En el higado y rifiones se observa un incremento de
focos linfoides ectopicos al 3er hasta el 10mo dia post infeccion. En el higado
se observa los acumulos de células linfoides en la regién periportal y
perivascular, también los sinusoides se observan ligeramente hiperémicos con
aparentemente incremento del numero de macréfagos y heterdéfilos. En los
rinones, se observa acumulo de células linfoides en el intersticio perivascular,

edema, necrosis tubular, y material cristalino en secciones del rifién.

En estudios realizados en pollos libres de patdgenos especificos (SPF),
infectandolos con las cepas HPS-2 y GBF-1 de la EIB, la médula ésea
evidencié lisis severa y reduccion drastica de heterofilos mielocitos con nucleos
picnéticos a los 2 y 3 dias post infeccion. La microscopia electrénica mostré
heterofilos mielocitos con encogimiento del citoplasma y condensacion
periférica de la cromatina nuclear. Las particulas del virus de la EIB no fueron
detectadas en mielocitos alterados, lo que indica que la lisis de células de la
médula éseas son selectivamente inducidas en heteréfilo mielocitos en una
etapa tempranera después de la infeccion por EIB e independiente de la
replicacion del virus (Inoue et al. 1999).



Diagnéstico

Se realiza por la sintomatologia, historia del lote, hallazgos de necropsia,
evaluacién histopatolégica, serologia, aislamiento viral y pruebas moleculares
como RT/PCR (Lukert y Saif, 2003).

El aislamiento viral se realiza por la inoculacion de muestras de Bursa de
Fabricio (BF) o bazo en huevos embrionados, cultivos celulares y aves libres de
patdgenos especificos (SPF). En huevos embrionados se realiza via saco
vitelino en embriones de 6 a 8 dias o via membrana corioalantoidea en
embriones de 9 a 11 dias. La muerte embrionaria ocurre entre 3 y 5 dias
observandose lesiones como edema y hemorragias subcutaneas, hemorragias
intracraneales, necrosis hepatica y esplenomegalia (OIE, 2004); sin embargo
las cepas variantes de la EIB no causan mortalidad embrionaria al ser
inoculadas (Villegas y Banda, 2001; Lukert y Saif, 2003). Los cultivos celulares
se realizan comunmente en fibroblastos y células renales de embrion de pollo,
asi como también en lineas celulares como células vero, QT — 35 o BGM - 70
entre otras (Banda y Villegas, 2001; Ahasan et al., 2002).

La prueba de ELISA es la empleada con mayor frecuencia para la evaluacién
de anticuerpos contra la EIB en parvadas de aves domésticas, tanto para el
diagnéstico de la enfermedad como para evaluar los programas de vacunacion
(Lukert y Saif, 2003), ya que es econdmica, confiable, sensible, y capaz de
proveer resultados rapidamente en un amplio numero de muestras (Jackwood
et al., 1999)

Las pruebas moleculares han cobrado gran importancia, estas son utilizadas
para la genotipificacion del virus las cuales analizan principalmente la proteina
viral VP2. La prueba de RT-PRC-RFLP, Polimorfismo en los fragmentos de
restriccion, por sus siglas en ingles “Restriction frament length polymorphism?”,
provee un método rapido para diferenciar y tipificar aislamientos de campo a
gran escala (Meir et al., 2001). El RT-PRC-RFLP es una herramienta usada por

muchos investigadores para genotipificar el virus presente en el campo (Banda



et al., 2001; Ikuta et al.,, 2001; Meir et al., 2001; Majo et al., 2002; Lojkic et al.,
2003; Ashraf et al., 2005).

Existe también otras pruebas moleculares para tipificar los virus de campo
como el RT-PCR-RE, Restriccion de Endonucleasas, (Dybing y Jackwood,
1996; Jackwood y Jackwood, 1997; Zorman — Rojs et al. 2003), Analisis de la
movilidad de heteroduplos — HMA por sus siglas en ingles "Heteroduplex
Movility Assay” (Banda et al., 2004), RT-PCR-ELISA (Phong et al., 2003), entre
otras.

Diagnéstico Diferencial:

En la enfermedad clinica, el inicio subito, morbilidad, plumas erizadas,
aspecto decaido de las aves y presencia de sangre en las deyecciones pueden
sugerir un brote agudo de coccidiosis. Sin embargo, en este caso no se
observa crecimiento edematoso o hemorragico de la Bursa de Fabricio ni

hemorragias musculares

La nefrosis aguda puede estar presente en las aves que mueren por la EIB,
sin embargo esto no es exclusivo de la EIB, muchos otros padecimientos
pueden provocar nefrosis, como ciertas cepas nefrotdxicas del virus de
bronquitis infecciosa, sin embargo, en este caso no existe cambios en la Bursa
de Fabricio. La privacion de agua ocasiona alteraciones del rifién y posible
atrofia y coloracion gris de la Bursa de Fabricio (Lukert y Saif, 2003).

La presencia de hemorragias musculares y petequias en la union del
proventriculo y molleja son similares a las de Enfermedad de Newcastle,
Sindrome Hemorragico tal vez por el virus de la Anemia Infecciosa (Lukert y
Saif, 2003), intoxicacién por sulfas, micotoxinas (Ceva, 2002), intoxicacion por
sal, deficiencia de vitamina K, entre otras; pero en estos casos a excepcion de
las Micotoxinas no existen cambios patolégicos en la Bursa de Fabricio.



La deficiencia de vitamina A puede llevar a la presencia de exudado caseoso
en la Bursa de Fabricio, sin embargo, las lesiones histopatolégicas se
restringen al epitelio bursal (Ceva, 2002)

La atrofia bursal no es exclusiva de la EIB, esta puede también ser causada
por Enfermedad de Marek, Anemia Infecciosa, Micotoxicosis y otros agentes
toxicos (Fernandez, 2001; Cardoso, 2002; Brown, 2003; Perozo — Marin et al.
2003), asi como condiciones de estrés (Revidatti et al., 2001; Brown, 20083;
Guimaraes, 2003)

La enfermedad de Marek, en etapa inicial causa dano bursal observandose
atrofia folicular de la Bursa de Fabricio, la cual es similar a la causada por la
EIB y Micotoxicosis (Brown, 2003). En estos casos, se recomienda anexar
nervios para examen histopatoldégico y realizar pruebas serolégicas para

confirmar el diagnéstico.

La exposicion de las aves a las micotoxinas pueden causar necrosis o atrofia
de la Bursa de Fabricio y del Timo, del mismo modo también las condiciones
adversas del medio ambiente causan cambios cronicos en los foliculos
bursales (Brown, 2003).

Prevencion y Control

La bioseguridad es una importante medida en la prevencion de las
enfermedades aviares, sin embargo, el virus de la EIB es altamente resistente
a las condiciones adversas del medio ambiente, resultando su permanencia en
las instalaciones avicolas, por lo tanto, el control de esta enfermedad esta
basada principalmente en la vacunacion (Al — Natour et al., 2004).

La limpieza apropiada y las desinfecciones son obligatorias y deben estar
dirigidas a reducir la presion de los virus, no eliminandolo, lo cual no es factible
bajo condiciones de campo. Una menor cantidad de estos retrasara la edad de



infeccion y consecuentemente mejorard las probabilidades de éxito de la
vacunacién (Gardin, 2003).

Los programas de hiperinmunizacién de los reproductores son muy usados
para proveer a la progenie de inmunidad pasiva contra la EIB. Vacunaciones de
reproductores a temprana edad con virus vivo y revacunaciones con vacunas
inactivadas oleosas a las 18 semanas, proveen a la progenie de altos niveles
de anticuerpos los cuales desaparecen a la 4ta a 5ta semana en pollos de
carne (Nagi et al., 1983; Ahmed y Akhter, 2003). Algunos avicultores han
optado por un refuerzo mas con vacuna inactivada contra la EIB a mitad de la
postura para mantener asi altos niveles de anticuerpos maternales durante
todo el ciclo de produccién y confiriendo uniformidad en la proteccién de la
progenie proveniente de parvadas de reproductoras jévenes y adultas (Lovell,
2000).

Los anticuerpos maternales protegen al pollo de infecciones tempranas con
el virus de la EIB, por desgracia estos anticuerpos maternales también
interfieren con la inmunizacion activa del pollito (Naqgi et al., 1983; Ahmed y
Akhter, 2003; Lucio, 2003; Al-Natour et al., 2004).

En pollos con altos niveles de anticuerpos maternales las cepas vacunales
de virus vivo pueden ser neutralizadas y no producir una respuesta inmune
adecuada, y en pollos con bajos niveles de inmunidad pasiva pueden sufrir de
inmunosupresiéon causada por el mismo virus vacunal (Haddad et al., 1997;
Villegas y Banda, 2001). Sin embargo, existe una desuniformidad del nivel de
anticuerpos maternales en pollos del mismo lote, aun en pollos de la misma
madre, lo que ocasiona problemas para elaborar un programa de vacunacion
adecuado (Haddad et al., 1997). Quiza lo mas serio es que los niveles de
anticuerpos maternales que interfieren con la vacuna son mas bajos que los

requeridos para proteger contra cepas de campo (Lucio, 2003).

El control de la EIB es por medio de vacunacion con vacuna a virus vivo o

inactivados pertenecientes al serotipo 1. Las vacunas a virus vivo han sido



clasificadas segun su patogenicidad, capacidad de atravesar los niveles de
anticuerpos maternales y capacidad invasiva, en vacunas suaves, vacunas

intermedia y vacunas virulentas.

Actualmente existe contra la EIB vacunas complejo Antigeno Anticuerpo
(Ag/Ac), compuestas por un virus vivo ligado a anticuerpos especificos para
este virus. Este tipo de vacunas requiere de una sola dosis y puede ser
administrada in ovo o al primer dia de edad, la cual es segura y confiere una
buena proteccién al desafio en niveles variables de anticuerpos maternales en
pollos de carne (Hadad et al.,, 1997; Corley et al., 2001; Corley y Giambrone,
2002; Whitfill et al., 2002). La cantidad anticuerpos especificos contra la EIB
protege al virus vacunal de la neutralizacién de los anticuerpos maternos pero

no impide la progresiva replicacion del virus vacunal.

Se ha desarrollado también vacunas con fracciones del virus, proteina viral
VP2, expresada en plantas transgénicas como Arabidopsis thaliana (Wu et al.,
2004) y en insectos (Pitcovski et al.,1996), las cuales han mostrado una buena
proteccioén al desafio.



IV. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Lugar de Estudio

El presente estudio se realizé en los ambientes del Laboratorio de Patologia
Aviar y del Laboratorio de Histologia, Embriologia y Patologia Veterinaria de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos durante los meses de marzo y abril del 2005.

Animales

Diseino y Tamanho muestral:
El tamano muestral se calculd usando el Teorema del Limite Central con un
“n” de 30 animales. De acuerdo a esto se usaron 264 aves, distribuidos en 4

grupo.

Se utilizaron 264 pollos de carne machos de la linea Ross 308, procedentes
del mismo lote de reproductoras de 57 semanas de edad. Las aves fueron
distribuidas en cuatro grupos de 66 pollos cada uno, A, B, C y D. Adicional a los



264 pollos, se usaron 18 pollos del mismo lote de madres para evaluacién del
nivel de inmunidad pasiva. El peso promedio inicial para todos los grupos fue
de 40 g. Las aves fueron criadas sobre piso de cemento y cama de viruta de
madera hasta los 45 dias de edad.

Alimento y Agua

El alimento y el agua se administraron Ad libitum de acuerdo a la edad y

requerimientos nutricionales. Se utilizé un alimento concentrado comercial.

Vacunas y Cepa de Desafio

Vacunas
Se utilizaron las siguientes vacunas a virus vivo:

= Cevac Transmune IBD®, Laboratorios Ceva - Francia.
Cepa 2512 (Intermedia plus) Complejo vacunal Ag/Ac

= Bursaplex®, Laboratorios Embrex- Estados Unidos.
Cepa 2512 (Intermedia plus) Complejo vacunal Ag/Ac

= Bursine® 2, Laboratorios Fort Dodge Animal Health.
Cepa Lukert (Intermedia suave)

» ViBursa-CE. Laboratorios Vineland.

Cepa CE. (Intermedia intermedia)

Adicionalmente, todas las aves fueron vacunadas contra la enfermedad de
Newcastle y Bronquitis Infecciosa en la planta de incubacion y a los 16 dias de

edad con Nobilis®Mas+Clone30 y Cevac® VitaBron L respectivamente.

Cepa de Desafio

Se utilizé la cepa F52/70 del virus de la EIB, de los Laboratorios Intervet —
Holanda, con un titulo de ELDso de 10° por ml. Se administré una dosis de 50
uL /ave, aplicada por via ocular.



Equipo y materiales para la crianza

Se utilizaron bebederos y comederos convencionales para la crianza de

pollos de carne.

» Bandejas PVC para pollo bebe

= Bebederos tonguitos

= Comederos tipo tolva

= Bebederos tipo canaleta

= Campanas de calefaccion

» Nordex plasticos de separacion

= Separadores de madera y alambre

» Jabas de plastico para el transporte de las aves

» Equipo de limpieza y desinfeccion (escobas, rastrillos, escobillas, etc.)

» Mochila de desinfeccion

= Cama de viruta

= Cortinas de polipropileno blancas y negras

= Mangueras y valvulas de gas

» Termdmetros digitales

» Balanza digital

Equipos y materiales para la toma y evaluacion de muestras

Para los examenes serologicos:
» Agujas descartables 20 x 2
» Frascos de vidrio con tapa de goma, estériles.
= Algodon
= Alcohol
» Kit de ELISA Idexx Inc.
= Espectofotometro



Para la evaluacion de Bursa de Fabricio:
» Equipo de necropsia (tijeras, pinzas, bisturi, etc.)
» Frascos de boca ancha con tapa para las muestras de histopatologia
= Formol al 10%

» Microscopio de luz marca Olympic S.A.

Materiales para el procesamiento histopatolégico:
= Parafina en escamas.
= Alcoholes etilicos al 100%, 95%, 70%.
= Xilol.
= Colorantes: Hematoxilina de Harris y Eosina.
= Neo Mount
» Laminas portaobjetos y laminillas cubreobjetos.
= Micrétomo marca Spencer
» Cuchillas.
= Bafo Maria marca Lipshaw.

» Estufa marca Memmert.
Para evaluar parametros productivos:

» Balanza mecanica marca Ohaus, para el peso corporal

» Balanza eléctrica marca Mettler, para el peso de las bursas
Para la obtencion de Material fotografico

= Microscopio Zeiss Axiostar Plus

= Camara Fotogréfica digital marca Kodak

METODOS

Disefio Experimental

En la planta de incubacién las aves fueron separadas en 4 grupos, segun se

indica:



Grupo A: Grupo de aves vacunadas al primer dia de edad con la vacuna
conteniendo el Complejo vacunal Ag/Ac (Cevac Transmune IBD®) aplicada por
via subcutanea.

Grupo B: Grupo de aves vacunadas al primer dia de edad con la vacuna
conteniendo el Complejo vacunal Ag/Ac (Bursaplex®) aplicada por via
subcutanea.

Grupo C: Grupo de aves vacunadas dos veces con un programa
tradicional contra la EIB a los 10 y 18 dias de edad con las vacunas Bursine®2
y Vi-Bursa® CE respectivamente.

Grupo D: Grupo de aves no vacunadas contra la EIB - Control
Adicionalmente todos los grupos recibieron en la planta de incubacion la

vacuna contra la enfermedad de Marek via subcutanea y la vacuna contra

Newcastle y Bronquitis infecciosa via aerosol.

Cronograma integral de Vacunacion

Edad Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Marek y Newcastle + Bronquitis Infecciosa

1 dia EIB: Complejo Ag/Ac .
EIB: Complejo

Cevac Transmune - -
BD® Ag/Ac Bursaplex®

10 dias EIB: Bursine® 2 -

16 dias Newcastle + Bronquitis Infecciosa

EIB:
18 dias -
Vi-Bursa® CE




Cronograma de Actividades a lo largo del estudio.

Dia Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
1 Toma de muestra para serologia
Vacunacién contra: Marek, Newcastle y Bronquitis Infecciosa
Vacunacioén contra EIB: | Vacunacién contra
Complejo Ag/Ac Cevac | EIB: Complejo Ag/Ac -
Transmune IBD® Bursaplex®
7 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
10 Vacunacion
contra EIB:
Bursine 2
14 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
16 Revacunacion contra Newcastle y Bronquitis Infecciosa
18 Vacunacién
contra EIB:
Vi-Bursa® CE
21 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
28 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
35 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
Necropsia de 5 aves de cada grupo
Desafio de 45 aves de cada grupo
39 Necropsia de 15 aves desafiadas de cada grupo
42 Necropsia de 15 aves desafiadas de cada grupo
Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
45 Toma de muestra Serologia (10 aves x grupo)
Necropsia de 15 aves desafiadas de cada grupo
Necropsia de las aves sin desafiar de cada grupo




Desafio Experimental

Al dia 35 de edad, 45 aves de cada grupo fueron trasladadas al galpén de
experimentacion de la FMV-UNMSM, para ser desafiadas con la cepa F52/70
del virus de la EIB a una dosis de 50 uL /ave, aplicada por via ocular. El resto
de las aves permanecié en las instalaciones de crianza para ser evaluadas

como grupos no desafiados.

Parametro de Evaluacion

A. Signos clinicos y mortalidad

Se reqistroé la mortalidad diaria y semanal durante todo el experimento, las
aves muertas fueron necropsiadas y examinadas para determinar la causa de

muerte.

Diariamente, posterior al desafio, se realizd la observacion clinica de todas
las aves en busca de depresion, diarrea y mortalidad. La severidad de la
diarrea se evalu6 por la presencia de heces acuosas en las plumas de la zona
alrededor de la cloaca, determinandose valores de 0 (sin diarrea), 1 (diarrea
leve), 2 (diarrea moderada) y 3 (diarrea severa); ver figura 1.



Figura 1. Grados de diarrea segun su severidad

Grado Cero (Sin diarrea) Grado Uno (Diarrea leve)

Grado Dos (Diarrea moderada) Grado Tres (Diarrea severa)



B. Evaluacion de lesiones Macroscopicas

Para la evaluacién de lesiones macroscopicas se sacrificaron:
= 5 aves por grupo antes del desafio a los 35 dias de edad
» 15 aves desafiadas de cada grupo experimental al 4to, 7mo y 10mo dia
post desafio (39, 42 y 45 dias de edad); y

» Las aves sin desafiar de todos los grupos a los 45 dias de edad.

En todos los casos:
= Se registraron y fotografiaron las lesiones macroscépicas de la Bursa de
Fabricio observadas a la necropsia, vy,

= Se pesaron las aves y sus bursas para la obtencién del indice Bursal.

iNDICE BURSAL (IB)

Determina la proporciéon del peso de la Bursa de Fabricio con respecto al
peso corporal, el cual es empleado para determinar la presencia o no de atrofia

de este 6rgano (Guerrero,2001).

IB = Peso de la bursa (gr.) x 1000
Peso corporal (gr.)

El IB obtenido fue evaluado para determinar los grados de atrofia del 6rgano.
Se uso el criterio de interpretacidn descrito por Giambrone, en 1982.

1.5 - 3.5 = Bursa Normal
0.5 - 1.5 = Atrofia Bursal
< a 0.5 = Severa Atrofia Bursal



C. Evaluacion de las lesiones Microscopicas

De todas las aves sacrificadas durante las fechas senaladas en el
cronograma de actividades, fueron tomadas al azar 5 bursas por grupo, las
cuales fueron fijadas en formol al 10%, procesadas bajo el método
convencional, tefidas con Hematoxilina-Eosina (H-E) y examinadas al

microscopio de luz.

Las bursas fueron examinadas histolégicamente para determinar la
severidad de lesiones como medio de evaluar el efecto patdégeno de las
vacunas aplicadas y el grado de proteccién conferida por la vacunaciéon. Los
examenes histolégicos se realizaron en el Laboratorio de Histologia,
Embriologia y Patologia Veterinaria de la FMV-UNMSM.

La evaluaciéon se realizd con una escala del 0 al 6 basada en lesiones
caracteristicas en la fase aguda de infeccion para un virus cepa estandar
serotipo 1 (STC, Faragher 52/70) adaptada segun lo descrito por Bolis et al.
(2003). Los valores del 0 a 6 se dan de acuerdo a los cambios histopatologicos
observados en foliculos linfoides de la bursa de Fabricio y el tejido conjuntivo
intersticial. Los valores de 0 y 1 fueron considerados como normales y a partir

de 2 anormales.

0  Sin alteracion.

1 Células con nucleo picnético en la region medular de los foliculos linfoides
y discreta disociacién del tejido conectivo intersticial, o deplecién linfoide
en la zona medular y/o descamaciéon del corddn coértico-medular y/o
epitelizacion central focal en la regién medular.

2 Degeneracion de células linfoepiteliales, y/o linfocitos y/o macréfagos o
plasmocitos en la regién medular y cortical del foliculo linfoide, asociado a
una discreta disociacién e infiltracién de células inflamatorias en el tejido
conectivo intersticial. Durante la fase de recuperacién, epitelio descamado
y presencia de mitosis o escasas células linfoides en la zona medular del

foliculo linfoide.



3  Deplecion linfoide en la zonas medular y cortical y/o severa degeneracidon
de células linfopiteliales del foliculo linfoide, asociado a un edema discreto
e infiltracion intersticial de células inflamatorias, ademas descamacién y/o
discreta invaginacion epitelial e hiperplasia linfoide perivascular en el
septum del tejido conjuntivo.

4  Degeneracion celular de la zona medular y cortical, con moderada
infiltracion de células inflamatorias del foliculo linfoide, intersticio y capa
epitelial, y/o deplecién folicular linfoide de células linfoides con escasas
células linfoepiteliales, fibroplasia intersticial y algunos focos de
invaginacion.

5 Necrosis medular con formaciones quisticas, severa infiltracion
granulocitica en el parénquima y/o necrosis con hemorragia en el
intersticio o foliculo linfoide y/o foliculos linfoides con invaginacién epitelial
o fibrosis y una severa fibroplasia intersticial.

6  Ausencia de foliculos linfoides debido a necrosis hemorragica, atrofia o
fibrosis.

El valor final de las lesiones bursales se obtuvo con el promedio de las
calificaciones de las bursas evaluadas.

D. Evaluacidon Serolégica

Se colectaron muestras de sangre de 18 pollos de un dia de edad (sin

vacunacioén), para determinar el nivel de anticuerpos maternales contra la EIB.

Se tomaron muestras de sangre de 10 aves por grupo a los dias 7, 14, 21,
28, 35 (antes del desafio), al dia 42 (post desafio) y al dia 45 (fin de campafna)
para la evaluacion de la respuesta seroldgica contra el virus de la EIB a lo largo

del experimento.

La titulacion de anticuerpos se realizé mediante la prueba de ELISA indirecta

usandose un kit comercial de los laboratorios IDEXX.



E. Medicion de los Parametros Productivos

Fueron registrados:
= Peso corporal semanal e individual con la ayuda de una balanza
electronica.

= Consumo de alimento semanal y acumulado.

Con estos datos fueron analizados:
= El indice de Conversién Alimenticia (I.C.A)

I.C.A = Alimento consumido

Peso corporal

e El indice de Eficiencia Productiva (I.E.P.)

I.LE.P = Viabilidad x Ganancia diaria de peso(qg) X 100
I.C.A

F. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de variables se utilizé el programa SPSS for

Windows, version 11.0.

Los titulos de anticuerpos y parametros productivos se evaluaron
estadisticamente por la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) de una sola
via. Donde se evidencié diferencia significativa (p<0,05) se realizé la prueba de

Duncan.

Los indices bursales y calificacion de lesiones microscopicas se evaluaron

estadisticamente por la prueba de Kruskal Wallis.



SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos observados en aves vacunadas y no vacunadas fueron
depresion y diarrea. Todos los grupos presentaron algunas aves con depresion
a partir del 2do dia post desafio, siendo esta mas evidente en el grupo D, grupo
control. Posteriormente se evidencié una disminucién del nimero de aves

deprimidas hasta el quinto dia post desafio donde no se observd depresidn.

(Ver cuadro1 y figura 2).

Cuadro 1. Porcentajes (%) de aves con depresion desafiados con la cepa

V.

RESULTADOS

F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Dias Post desafio
Grupo
2 3 4
A 30 25 15
B 25 25 20
C 30 25 15
D 40 25 20




Figura 2. Aves con depresion al 2do dia post desafio con la cepa
F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Igualmente, todos los grupos presentaron aves con diarrea a partir del 3er
dia post desafio siendo mayor en las aves no vacunadas (Grupo D). El
porcentaje de aves con diarrea tuvo una tendencia creciente alcanzando su
pico al 5to y 7mo dia post desafio. Al 10mo dia post desafio los casos de
diarrea disminuyeron con mayor velocidad en las aves de los grupos
vacunados con el complejo Ag/Ac (Grupo A 'y Grupo B), como se observa en el
cuadro 2y figura 3.

Se observa también que el grupo A presenta el menor porcentaje de aves
con diarrea severa (4%) desapareciendo esta al 5to dia post desafio, caso
contrario a lo que ocurre con el grupo B en donde se ve un progresivo aumento
de aves con diarrea severa (21%) hasta el 7mo dia post desafio. En las aves
del grupo C, vacunadas con el programa tradicional también aumenta los casos
de diarrea severa (27%) hasta el 7mo dia post desafio, siendo las aves del
grupo D, grupo no vacunado, las que mostraron mayor porcentaje de casos de
diarrea severa (33%) hasta el 7mo dia post desafio (Ver cuadro 3).



Cuadro 2. Porcentaje (%) aproximado de aves con diarrea desafiadas
con la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Dias post desafio
Grupo
3 4 5 7 10
A 69 76 67 73 53
B 75 87 90 86 71
C 73 84 83 93 73
D 89 98 97 80 93

Figura 3. Porcentaje (%) aproximado de aves con diarrea desafiadas
con la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad
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Cuadro 3. Porcentaje (%) aproximado de aves con diarrea desafiadas con

la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad, segun el grado de

severidad

Grupos A B C D
Dias post

desafio 3 4 5 7 10| 3 4 5 7 10| 3 | 4 71101 3 14 |57 |10
.Sm 31|24 | 33 | 27 | 47 | 25 | 11 10 14 |29 |27 |16 (17| 7 (27|11 | 4 | 3 | 0 | 7
diarrea

Leve 47 | 47 | 47 | 53 | 47 | b2 | 34 27 36 | 36 |40 |47 |47 |33 |47 |31 (40|47 |27 |33
Moderada |18 | 24 | 20 | 20 | 7 | 16| 43 | 48 | 29 |36 |24 |24 |23 33|20 |31|40|30|40 |60
Severa 4 | 4 0 0 0 7 11 14 | 21 0 9 |13|13|27| 7 |26(18|20(33| O

MORTALIDAD

No se presenté mortalidad por la EIB post desafio en ninguno de los grupos
evaluados. Sélo el grupo B registré 1 ave muerta post desafio, al dia 36 de
edad, la cual presentd un cuadro de ascitis e hidropericardio.

LESIONES MACROSCOPICAS

Todos los grupos presentaron edema de la BF hasta el 10mo dia post
desafio. Se destaca que las aves de los grupos A y B vacunadas con el
complejo Ag/Ac evidenci6 edema de la BF al 4to dia post desafio con un
incremento en el porcentaje de aves con esta lesidén al 7mo dia post desafio y
disminuyendo al 10mo dia post desafio. Contrariamente en el grupo C,
vacunado con el programa tradicional, ningun ave mostré edema al 4to dia post
desafio observandose esta lesion a partir del 7mo dia en un 60% de las aves,
observacion que continu6 aumentando hasta el final del experimento, al dia
10mo en un 67% de aves. Las aves del grupo D, aves no vacunadas,
presentaron severo edema, llegando a afectarse el 87 % de las mismas al




10mo dia post desafio. En las diversas BF se observan también otras lesiones
macroscopicas que se detallan en los cuadros 4y 5, y en los apéndices 3 al 8.

Cuadro 4. Porcentaje (%) de aves con lesiones macroscopicas de la
superficie externa de la Bursa de Fabricio desafiadas con la cepa
F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Grupo
Lesiones bursales

A B C D

Aparent. normal 80| 33 | 87 | 40

4 dias post Edema 13 | 40 0 20

desafio Tamario reducido 7 13 0 27

Aparent. normal 40 | 13 | 40 | 27

Desafiados 7 dias post Edema 33| 27 | 60 | 53
desafio Tamario reducido 27 | 60 0 20

Aparent. normal 7 7 7 0

10 dias post Edema 13| 7 67 | 87

desafio Tamario reducido 80| 8 | 27 | 13
Aparent. normal 0 0 75 | 100

No desafiados Edema 18 0 0 0

45 dias de edad
Tamarno reducido 82 | 100 | 25 0




Cuadro 5. Porcentaje (%) de aves con lesiones macroscopicas de la

superficie interna de la Bursa de Fabricio desafiadas con la cepa

F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Grupo
Lesiones bursales
A B C D
Aparent. normal 60 | 60 | 67 | 20
Edema 0 0 0 20
4 dias post Hemorragia 0|27 |0 13
desafio Hemorragia con
. 0 0 0 0
material caseoso
Aparent. normal 53 | 20 7 20
Edema 20 | 33 | 33 | 33
Desafiados 7 dias post Hemorragia 13 | 40 | 27 | 20
desafio Hemorragia con
0 0 0 0
material caseoso
Aparent. normal 27 | 14 | 20 7
Edema 0 14 | 33 | 53
10 dias post Hemorragia 7 | 29 0 | 20
desafio Hemorragia con
. 201 O 13 | 20
material caseoso
Aparent. normal 0 0 75 | 100
No desafiados ] Edema 18| 0 0
45 dias de edad
Hemorragia 0 0 0




INDICE BURSAL (IB)

Al dia 35 de edad, antes del desafio, el IB promedio de cada grupo indicé
ausencia de atrofia en todos los grupos experimentales teniendo el grupo B el
menor IB (1.79) tal como se observa en el cuadro 6. Sin embargo, la evaluacion
individual de las BF indicé que el 40% de aves del grupo B y el 20% de las
aves del grupo D sufrieron atrofia bursal antes del desafio como lo indica el
cuadro 7.

Al 4to dia post desafio, el grupo B fue el unico grupo experimental con un IB
promedio menor de 1.5 lo que indicé atrofia bursal. Este grupo tuvo 46.67% de
aves con atrofia y 6.67% con atrofia severa como se detalla en el cuadro 8. El
grupo A tuvo el mayor IB promedio y fue el Unico grupo con ausencia de aves
con atrofia bursal.

El IB fue disminuyendo a través de los dias, al 10mo dia post desafio todos
los grupos experimentales desafiados tuvieron un IB promedio menor de 1.5
indicado una atrofia bursal.

La evaluacion del IB de las aves no desafiadas al dia 45 de edad indicé al
grupo C como el Unico sin atrofia bursal con un IB promedio de 1.63 y al grupo
A como el grupo con el menor IB promedio con un valor de 0.87 como se
detalla en el cuadro 9.

El analisis estadistico no determiné diferencias significativas (p>0.05) entre
ninguno de los grupos experimentales desafiados en sus respectivas edades,
pero si se determiné una diferencia significativa (p<0.05) en las aves sin

desafiar de 45 dias de edad entre los grupos A y B frente a los grupos C y D.



Cuadro 6. indice Bursal Promedio de aves desafiadas con la cepa
F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad y de aves sin desafiar

Edad (dias)
Grupo
35 39 42 45 45 Sin desafiar
A 2.21 2.28 1.45 0.98 0.87
B 1.79 1.49 1.02 0.75 0.69
C 2.64 1.80 1.76 1.23 1.63
D 2.01 1.89 1.57 1.35 1.45

Cuadro 7. Calificacion de las Bursas de Fabricio de aves a los 35 dias de

edad (Antes del desafio) segun su IB, expresada en porcentaje (%)

Grupo Normal Atrofia :;:’c::::
A 100 0 0
B 60 40 0
C 100 0 0
D 80 20 0




Cuadro 8. Calificacion de las Bursas de Fabricio de aves desafiadas con

la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad segun su IB expresada en

porcentaje (%)

4 dias post desafio 7 dias post desafio 10 dias post desafio
Grupo Atrofia Atrofia Atrofia
Normal | Atrofia Normal | Atrofia Normal | Atrofia
severa severa severa
A 100 0 0 46.7 53.3 0 20 80 0
B 46.67 | 46.67 6.67 20 73.3 6.7 7.1 78.7 14.2
C 73.3 26.7 0 66.7 33.3 26.7 73.3 0
D 60 40 0 40 60 0 33.3 66.7 0

edad no desafiadas segun su iB, expresado en porcentaje (%)

Atrofia
Grupo Normal Atrofia
severa
A 0 100 0
B 0 63.6 31.3
C 68.75 31.25 0
D 38.5 61.5 0

Cuadro 9. Calificacion de las Bursas de Fabricio de aves de 45 dias de




LESIONES MICROSCOPICAS

La evaluacién histopatoldgica de las BF antes del desafié (35 dias de edad)
indicd presencia de lesiones en todos los grupos con calificaciones uniformes
de 2.8 con excepcién del grupo A que tuvo menor severidad de lesiones (2.6),
como se detalla en el cuadro 10 y apéndice 10.

A los 4 dias post desafio se aprecié deplecidén linfoide de moderada a
severa, zonas de necrosis e infiltracion de heterdéfilos y macroéfagos, y edema
en la mayoria de las bursas de los cuatro grupos lo cual aumento los indices de
calificacion. En los grupos B y C estas lesiones fueron mas severas (Ver
apéndices 11y 12).

Las lesiones bursales de los grupos A y D se hicieron mas severas al
transcurrir el tiempo, el grupo C mantuvo su calificacion (4.0), el grupo B
disminuyé su calificacion al dia 42 (4.0) pero volvié a aumentar al dia 45 (4.2).

La evaluacién histologica de la BF de las aves de 45 dias no desafiadas,
tuvo una marcada diferencia entre los grupos A y B frente al C y D. Los grupos
A y B mostraron severa deplecién linfoide, formaciones quisticas en diversos
foliculos y fibroplasia marcada, con calificaciones de 4.2 cada grupo,
comparado con las calificaciones de 24 y 2.2 de los grupos C y D

respectivamente.

El analisis estadistico no determiné diferencias significativas (p>0.05) entre
ninguno de los grupos experimentales desafiados, pero si se determiné una
diferencia significativa (p<0.05) en las aves sin desafiar de 45 dias de edad,

entre los grupos Ay B frente a los grupos C y D.



Cuadro 10. Promedio de la calificacion histopatoldgica de las Bursas
de Fabricio de aves desafiadas con la cepa F52/70 de la EIB a los 35

dias de edad y de aves sin desafiar (n=5)

Edad (dias)
Grupo Pre desafio Dias post desafio 45
(35 dias de edad) 39 42 45 | sin desafio
A 2.6 3.6 3.8 4.0 4.2
B 2.8 4.2 4.0 4.2 4.2
C 2.8 4.2 4.0 4.0 2.4
D 2.8 3.4 4.4 4.8 2.0

EVALUACION SEROLOGICA

El promedio de los titulos de anticuerpos al primer dia de edad, previo a la
vacunacion, fue de 6534 con un coeficiente de variacién de 20.8, indicando un
alto nivel de anticuerpos maternales y una buena uniformidad del lote lo que

fue igual para los cuatro grupos experimentales.

El nivel de anticuerpos en todos los grupos disminuy6 al pasar las semanas
mostrando distintos niveles de caida. Al dia 7 de edad, el grupo B tuvo el mayor
titulo de anticuerpos (GTM) y el menor coeficiente de variacién (%) frente a los
otros tres grupos experimentales, con valores de 4704 y 152%
respectivamente, mientras que el grupo A tuvo el menor titulo de anticuerpos y
el mayor coeficiente de variacion con valores de 3865 y 32.3%
respectivamente. Para el dia 14 de edad, el grupo B tuvo el menor titulo de
anticuerpos con 1017, frente a titulos de 2260, 2109 y 2092 de los grupos A, C
y D respectivamente. Al dia 21 de edad los titulos de los cuatro grupos
experimentales fueron similares (525 a 599) y al dia 28 de edad, el grupo A
registré el mayor titulo de anticuerpos con 306, frente a titulos de 125, 156 y



140 de los grupos B, C y D, volviendo a ser similares al dia 35 de edad.

Durante estas semanas el analisis estadistico no determind una diferencia

significativa (p>0.05) entre los titulos de anticuerpos de los cuatro grupos.

Posterior al desafio, al dia 42 de edad, el grupo B fue el grupo con mayor
nivel de anticuerpos con un titulo de 731 frente a titulos de 204, 225 y 101 de
los grupos A, C y D respectivamente. Al dia 45 de edad en las aves desafiadas
el grupo A tuvo el mayor titulo de anticuerpos con 1298 y un coeficiente de
variacion de 81%, seguido del grupo B con un titulo de 1113 y un coeficiente de
variacion de 54.8%. El grupo C y D tuvieron titulos de 7 y 10 respectivamente
(Ver cuadro 11y figura 4).

Cuadro 11. Titulos de Anticuerpos (GMT) y Coeficiente de Variacion (%)
por la prueba de ELISA, de aves desafiados con la cepa F52/70 de la EIB a
los 35 dias de edad

Dias 1 7 14 21 28 35 42 45
T |CV, T |[CV| T |[CV|T|CV | T |CV T|C |T]|CV| T Ccv
Grupo
A 6534 [20.8| 3865 [32.3| 2260 | 64 | 525 | 41.3 | 306 | 112 | 88 | 110.3 | 204 | 134 | 1298 81
B 6534 [20.8| 4704 |15.2| 1017 |47.9| 532 44 125 93 | 62 | 879 | 731(99.2| 1113 | 54.8
C 6534 | 20.8 | 4054 [25.6| 2109 |70.4|599 | 112.7 | 156 |70.1| 74 | 57.3 | 225|109 | 7 |259.5
D 6534 [20.8| 4399 (21.6| 2092 [39.5|562 | 454 | 140 |53.9| 77 | 988 | 101 |36.4| 10 | 2694

T = Titulo de anticuerpos expresado en GMT

CV = Coeficiente de Variacion




Figura 4. Titulos de Anticuerpos (GTM) por ELISA de aves desafiadas con
la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad
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En las aves no desafiadas de los cuatro grupos, los titulos de anticuerpos
aumentaron del dia 35 al dia 45 de edad, siendo mas fuerte este aumento en

los grupos A y B los cuales terminaron con mayores titulos de anticuerpos de
1951 y 2393 respectivamente frente titulos de 473 y 433 de los grupos C y D

respectivamente (Ver cuadro 12 y figura 5).



Cuadro 12. Titulos de Anticuerpos (GMT) y Coeficiente de Variacion (%)

por la prueba de ELISA, de aves sin desafiar

Dias 42 45
Grupos T Ccv T Ccv
A 356 [200.7 [1951 |72.9
B 603 | 133.9 (2393 |52
C 25 |170.6 |474 106.7
D 18 |194.7 |433 |113.3

Figura 5. Titulos de Anticuerpos (GTM) por ELISA de aves sin desafiar
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PARAMETROS PRODUCTIVOS

Los pesos corporales fueron similares en todos los grupos durante las cinco

semanas de crianza antes del desafio, teniendo siempre el grupo B el mayor

peso corporal durante este periodo de tiempo; los indices de conversién

alimenticia también fueron similares durante este tiempo como se detalla en el
cuadro 13.

Cuadro 13. Peso Corporal e I.C.A semanal de aves antes del desafio con
la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Peso corporal (gr.) I.C.A.
Semana A B C D A B C D
1 170.51 172.88 165.92 161.83 0.95 | 0.91 0.81 | 0.85
2 432.7 448.51 439.64 435.6 1.13 1.12 1.14 | 1.04
3 892.14 930.54 902.52 870.19 1.26 1.25 | 1.24 | 1.22
4 1488.89 1530.69 | 1470.61 | 1437.05 | 1.44 1.43 1.37 | 1.44
5 2325.96 2394.25 | 2281.77 | 2289.91 | 1.54 1.52 | 1.51 | 1.54

Durante el periodo de desafio (desde los 35 dias hasta los 45 dias de edad),

el grupo A tuvo una ganancia de peso mayor que todos los otros grupos,

siendo el grupo D el de menor ganancia de peso como se detalla en el cuadro
14 y figura 6.




Cuadro 14. Ganancia de peso corporal de aves desafiadas con la cepa
F52/70 de la EIB a los 35 dias de edad

Peso Promedio | Peso Promedio | Ganancia de Peso
Grupo Antes del desafio | Fin del desafio | durante el desafio
A 2325.96 3426.40 1100.44
B 2394.25 3320.43 926.18
C 2281.77 3263.60 981.83
D 2289.91 3081.73 791.82

Figura 6. Peso corporal semanal de aves desafiadas con la cepa F52/70

de la EIB a los 35 dias de edad durante todo el estudio
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A los 45 dias en las aves desafiadas el grupo A tuvo el mejor LC.Ae lLE.Py

el grupo D el peor, estos resultados se observan en el cuadro 15.




Cuadro 15. Ganancia de Peso, I.C.A e |.LE.P a los 45 dias de edad de aves
desafiadas con la cepa F52/70 de la EIB a los 35 de edad

Ganancia De
Grupo I.C.A .LE.P
Peso (g.)
A 1100.44 1.59 44418
B 926.18 1.69 392.14
C 981.83 1.65 43415
D 791.82 1.79 360.44

Durante la 5ta semana y los 45 dias de edad en las aves no desafiadas, el
grupo D tuvo una mayor ganancia de peso (1120.71 g.) que los otros grupos.
Este mismo grupo terminé con un I.C.A mejor que los otros grupos (Ver cuadro
16).

El andlisis estadistico no determiné diferencias significativas (p>0.05) en los

pesos corporales finales entre ninguno de los grupos experimentales.

Cuadro 16. Ganancia de Peso, I.C.A e |.LE.P a los 45 dias de edad de aves

sin desafiar
Ganancia de
Grupo I.C.A. I.LE.P
peso
A 848.4 1.77 369.32
B 686.84 1.72 363.12
C 936.04 1.69 417.86
D 1120.71 1.70 420.56




VI. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la capacidad protectiva de las
vacunas conteniendo el complejo antigeno anticuerpo (Ag/Ac) de la EIB en
pollos de carne desafiados con la cepa Clasica F52/70. Contrariamente a lo
que suele ocurrir en campo con los brotes de enfermedad clinica, en el
presente estudio realizado bajo condiciones experimentales, después del
desafio no se registré mortalidad por la EIB, s6lo un ave del grupo B muri6é a
los 36 dias de edad por ascitis e hidropericardio. Similares resultados han sido
reportados por Haddad et al. (1997); Bolis et al. (2003); Rautenschlein et al.
(2003); Pérez (2005), donde cepas Clasicas y cepas de alta virulencia no
causaron mortalidad en aves vacunadas. Estas diferencias en el
comportamiento clinico de las aves criadas bajo condiciones experimentales se
deben a las diferentes condiciones de crianza y manejo. En la industria, las
aves son criadas sobre piso de tierra, la densidad poblacional es muy alta y los

factores de stress son frecuentes.

Los signos clinicos observados a partir del 2do dia post desafio en las aves
desafiadas a los 35 dias de edad fueron depresion y diarrea. El corto periodo
de incubacién y las manifestaciones clinicas observadas en nuestro estudio
fueron compatibles con los signos que ocasiona la forma clinica de una cepa
clasica del EIB en pollos de entre 3 a 6 semanas de edad (Lukert y Saif, 2003).



El signo mas caracteristico de la enfermedad clinica es la diarrea (Villegas y
Banda, 2001; Lukert y Saif, 2003). Los casos de aves con diarrea se
observaron al 3er dia post desafio, viéndose el mayor porcentaje de aves
afectadas al 5to y 7mo dia post desafio, disminuyendo al 10mo dia, estas
observaciones son similares a las reportadas por Pérez (2005), lo que indica
una recuperacion natural del ave frente al dafo causado por el virus en las
células de las vellosidades del intestino donde tiene una replicacion primaria.
En el presente estudio, los casos de diarrea fueron mas severos en las aves
del grupo D, aves no vacunadas, que en las aves de los grupos vacunados y
fue posiblemente uno de los principales factores que influyeron en la diferencia
de los parametros productivos a pesar de no existir una diferencia estadistica

significativa (p>0.05).

El indice bursal (IB) es usado para determinar atrofia de Bursa que puede
ser causada por virus de Gumboro de campo, vacunales e inclusive algun otro
agente inmunosupresivo como agentes toxicos alimenticios principalmente
micotoxinas, o también factores de stress (Fernandez, 2001; Revidatti et al.
2001; Cardoso, 2002; Guimaraes, 2003; Perozo — Marin et al. 2003). Los
valores de IB promedio por grupo al dia 35 de edad, indicaron bursas normales,
mostrando el grupo B tendencia a la atrofia bursal. Esto probablemente es
consecuencia de la replicacion en la BF de la cepa vacunal de este grupo
considerada como intermedia plus la cual posee mayor grado de patogenicidad
que otras. Sin embargo, cabe destacar que el grupo A vacunado también con
un complejo vacunal antigeno anticuerpo conteniendo la misma cepa no mostré
el dafno bursal observado en las aves del grupo B, esto demostraria que las
vacunas de este tipo no son idénticas, habiendo al parecer diferencias en la
concentracion de anticuerpos en el complejo, y por lo tanto diferencias en la
proteccidon al dafo y consecuente atrofia de la BF como lo indicé el IB. Estos
resultados coinciden con estudios previos realizados por Reyes (2000) y
Guerrero (2001) quienes en aves vacunadas con cepas intermedias plus
encontraron BF con tendencia a la atrofia. En nuestro estudio en ninguno de los
dos grupos vacunados con el complejo antigeno anticuerpo se llegd a observar
un IB promedio de atrofia previo al desafio, solo se observ6 una tendencia a la



atrofia. Haddad et al. (1997) reportaron IB menores e indicativos de atrofia

bursal ocasionado por la vacuna conteniendo el complejo antigeno anticuerpo.

La evaluacién histopatologica de las BF antes del desafio mostré moderada
deplecion linfoide en todos los grupos, lo que se podria deber a una replicacion
del virus vacunal contra la EIB y dafio de la BF por esta causa. Similares
hallazgos fueron reportados por Mohamed et al. (1996), Haddad et al. (1997),
Reyes (2000), Guerrero (2001), Sellers et al. (2001) y Rautenschlein et al.
(2003). De otro lado, las BF del grupo control no vacunado mostraron
igualmente deplecion linfoide moderada con calificaciones similares a los
grupos vacunados, lo que podria deberse a una trasmisioén horizontal de una
cepa de virus, por ser ubicuo y porque las condiciones de crianza no fueron de
estricto aislamiento. También es de recalcar que esta prueba determina dano
bursal que no es exclusivo del virus de Gumboro. Factores de stress (Revidatti
et al., 2001; Guimaraes et al., 2003) o agentes téxicos alimenticios pueden
también causar este daro (Fernandez, 2001; Cardoso, 2002; Brown, 2003;
Perozo — Marin et al., 2003).

Posterior al desafio, los IB de los grupos A y B fueron menores que los otros
dos grupos, evidenciando atrofia a los 39 y a los 42 dias de edad
respectivamente, esto coincide con los lo reportado por Haddad et al. (1997)
quienes desafiando pollos vacunados y sin vacunar con una cepa clésica de la
EIB, encontraron un IB menor en pollos vacunados con la vacuna complejo
antigeno anticuerpo al primer dia de edad via subcutanea, que en pollos
vacunados con una vacuna intermedia a los 12 dias de edad y en pollos

control, no vacunados.

Aun cuando en la evaluacién histopatoldgica post desafio el grupo D no
vacunado mostré al 3er dia post desafio el menor dafo bursal, al 7mo y 10mo
dia post desafio (39 y 45 dias de edad) este grupo presentd el mayor dafno de
la BF, indicando que probablemente aves no expuestas y desafiadas con virus
patogénicos tienen una mas lenta replicacion viral primaria a nivel intestinal

tardando mas en llegar al érgano blanco que es la Bursa, esto se corrobora con



la mayor intensidad y porcentaje de aves afectadas con diarrea en las aves de
este grupo. Las severas lesiones y cambios cronicos encontradas en la Bursa
en las aves de todos los grupos a los 45 dias de edad (10mo dia post desafio)
fueron similares a las detalladas por Lukert y Saif, (2003).

A los 35 dias de edad (Antes del desafio) los niveles de anticuerpos
mostraron su minimo nivel en todos los grupos, lo que podria deberse al
catabolismo de los anticuerpos maternales y/o a la ausencia de un nivel de
seroconversion detectable de los grupos vacunados a esta edad. Similares
resultados fueron reportados por Haddad et al. (1997), Corley et al. (2001),
Corley y Giambrone (2002). Aun cuando las aves presentaban bajo nivel de
anticuerpos al momento del desafio, se observd una proteccién contra el virus
de desafio ya que los grupos vacunados tuvieron menos lesiones que el grupo
sin vacunar, lo que evidenciaria que los mecanismos de inmunidad celular
tienen una funcion importante en la proteccién contra el desafio de la EIB, tal
como fue reportado por Haddad et al. (1997), Corley y Giambrone (2002) y
Rautenschlein et al. (2003).

A los 42 dias de edad se observé un ligero incremento del nivel de
anticuerpos en todos los grupos, pero para el dia 45 de edad solo los grupos A
y B tuvieron mayores niveles de anticuerpos, siendo superior en el grupo A.
Estos resultados coinciden con los encontrados por Haddad et al. (1997),
quienes observaron también mayor titulo de anticuerpos posterior al desafio en
aves vacunadas con el complejo vacunal Ag/Ac que en aves vacunadas con
una vacuna intermedia sin anticuerpos o que en aves no vacunadas. Ademas,
ha sido sefialado que las cepas mas fuertes son mas antigénicas y dan mas
titulos de anticuerpos (Castro — Pozo, 1994; Rautenschlein et al., 2003; Pérez,
2005). De otro lado los bajos niveles de anticuerpo de los grupos C y D podrian
deberse a una replicacion tardia del virus y/o a una menor estimulacion de las
células B de memoria por parte del virus vacunal. Las vacunas complejo Ag/Ac
permanecen por largos periodos de tiempo adosadas a las células dendriticas
foliculares de la BF y bazo y en los centros germinales; esta manera de

preservacion de antigeno se cree que juega un rol importante en la generacién



de células B de memoria y en el mantenimiento por largo tiempo de la
respuesta humoral (Jeurissen et al., 1998; Corley et al. 2001), aunque el

mecanismo de accién de este complejo vacunal no esta aun claro.

En las aves no desafiadas a los 42 dias de edad también se evidenciaron un
aumento del nivel de anticuerpos en los grupos A y B, terminado la campana
con titulos de 1951 y 2393 respectivamente. Como ya se ha mencionado
anteriormente las vacunas conteniendo cepas intermedias plus son mas
patogénicas e inducen mayores niveles de anticuerpos. También fue evidente a
la evaluacién histopatolégica de las BF de las aves no desafiadas de estos dos
grupos (A y B), una severa deplecién linfoide, fibroplasia y foliculos linfoides
con formaciones quisticas en su interior, que podrian ser causadas por el EIB,
teniendo calificaciones de hasta 4.2, lo cual se deberia a transmision mecanica
de otro virus de la EIB y/o factores inmunosupresores medioambientales como
estrés por calor, que ocurri6 en ese momento en donde se encontraban estos
grupos afectando fuertemente a las aves lo cual también repercutié en el
consumo de alimento y ganancia de peso. La ausencia de anticuerpos en los
grupos C y D no desafiados evidencia que estas aves no fueron expuestas a la
cepa patogénica de desafio y esto se corrobora también con la ausencia de
signos de enfermedad clinica en las aves de este grupo.

Con respecto a los parametros productivos no se determind diferencias
estadisticas significativas (p>0.05) entre los pesos de los cuatro grupos a lo
largo del estudio, sin embargo, el grupo A vacunado con uno de los complejos
Ag/Ac mostré ser el mejor protegido de la enfermedad clinica frente a un
desafio con una cepa patogénica, ya que este mostré la mayor ganancia de
peso y el mejor I.C.A en comparacion a los otros grupos (1100.44 y 1.59
respectivamente). Resultados similares han sido reportados por Kelemen et al.
(2000) donde durante el periodo de desafio, los pollos vacunados con el
complejo Ag/Ac tuvieron mayor peso corporal que las aves vacunadas con una
vacuna convencional no ligada a anticuerpos.

El grupo A tuvo 308.62 gramos mas de ganancia que el grupo control que
fue el de menor ganancia de peso corporal durante el desafio, siendo también



el de mayor peso corporal de las aves desafiadas al término del experimento,
terminando la campafa con 344.67 gramos mas que el grupo control y 105.97
gramos mas que el grupo B, el cual tuvo el segundo mejor peso corporal del
experimento. Las diferencias encontradas entre las vacunas complejo Ag/Ac,
conteniendo ambas el mismo virus vacunal 2512, se puede deber a que las
vacunas son producidas por diferentes companias las cuales pueden contener
diferentes cantidades de anticuerpos especificos, los datos sobre composicidon
exacta de cada vacuna es informacién confidencial de las empresas (lvan et
al., 2005). Se ha demostrado que la cantidad de anticuerpos en el complejo
vacunal Ag/Ac podria ejercer una influencia en el inicio y el grado de replicacion

del virus (lvan et al., 2005).

Los resultados del presente estudio evidencian que los programas vacunales
confieren una buena proteccion a la enfermedad clinica frente al desafio
experimental con la cepa F52/70 y que dentro de los grupos vacunados las
vacunas conteniendo un complejo Ag/Ac indujeron mejor proteccion, siendo a
su vez la del grupo A la que mostré inducir mejor resistencia al desafio lo cual
fue medido por los signos clinicos, lesiones bursales y sobretodo por los

resultados de parametros productivos.



VI. CONCLUSIONES

Los grupos vacunados fueron protegidos del desafio con la cepa F52/70
de la EIB, lo cual fue evidente por que presentaron signos clinicos y
lesiones bursales macroscépicas y microscopicas menos severos, asi
como mejor peso corporal (182 a 345 gr. +) y mejor eficiencia productiva
(32 a 84 puntos +) que el grupo control no vacunado.

Los dos grupos vacunados con vacunas complejo antigeno anticuerpo al
primer dia de edad via subcutdnea mostraron mejor proteccion que el
grupo con el programa de vacunacion tradicional usando vacunas
intermedias vivas a los 10 y 18 dias de edad. De estos dos grupos
vacunados con los complejos antigeno anticuerpo, el grupo A mostro
mejor proteccion en lo referente a signos clinicos, lesiones bursales y
parametros productivos, como peso corporal (106 gr. +) y eficiencia

productiva (52 puntos +) que el grupo B.

Aun cuando se obtuvieron diferencias en signos, lesiones macroscépicas
y microscépicas y principalmente en parametros productivos entre los
grupos vacunados y no vacunado, estas diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p>0.05).
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Apéndice 1. Observacion macroscopica de la superficie externa
de las Bursas de Fabricio a los 35 dias de edad (Antes del desafio)

Proyecto GUMBORO
Antigeno- Anticuerpo
GRUPO -

Proyecto GUMBORO
Antigeno- Anticuerpo
GRUPO -B

9000‘

5

. Proyecto GUMBORO
7 Antigeno- Anticuerpo
GRUPO-C

. Proyecto GUMBORO
Antigeno- Anticuerpo
GRUPO - Control

Las Bursas de Fabricio de los cuatro grupos son macroscépicamente de
apariencia normal. Nétese la ausencia de edema y hemorragias



Apéndice 2. Observacion macroscopica de la superficie interna de las
Bursas de Fabricio a los 35 dias de edad (Antes del desafio)

Proyecto GU MBORO
Antigeno- Anticuerpo
' GRUPO -A

Proyecto GUMBORO 1
Antigeno- Anticuerpo

agd e

Proyecto GUMBORO
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GRUPO - C

XIE

Proyecto GUMBORO
Antigeno- Anticuerpo
GRUPQ - Control

Wen 3 o> 2

Las superficies internas de las Bursas de Fabricio de los cuatro grupos son de
apariencia normal. Nétese la ausencia de edema y hemorragias
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Apéndice 3. Observacion macroscopica de la superficie externa de las
Bursas de Fabricio de aves al 4to dia post desafio con la cepa F52/70 de la
EIB a los 35 dias de edad
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Bursas en su mayoria aparentemente Bursas (6) con edema de ligero a
normales. Nétese 2 Bursas con ligero moderado (Flecha roja)

edema (Flecha roja)
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Bursas aparentemente normales. Bursas en su mayoria aparentemente
Nétese la ausencia de edema. normales. Notese 3 Bursas con edema

de ligero a moderado (Flecha roja)
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Apéndice 4. Observacion macroscopica de la superficie externa de las
Bursas de Fabricio de aves al 7mo dia post desafio con la cepa F52/70 de
la EIB a los 35 dias de edad

PROYECTO IBD — 2005 PROYECTO IBD - 2005
Grupo A Grupo B @
7 Duas post duaﬁo 7 Dias post desafio

QOou

4]

Algunas Bursas aparentemente Algunas Bursas aparentemente
normales. Nétese 5 Bursas con edema normales. Notese 4 Bursas con edema
(Flacha roia) (Flecha roja)
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CONTROL
7 Dias post desafio 7 Dias post desafio
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Algunas Bursas aparentemente Algunas Bursas aparentemente
normales. Nétese 9 Bursas con edema  normales. Notese 8 Bursas con edema
(Flecha roja) (Flecha roja)



Apéndice 5. Observacion macroscopica de la superficie externa de las
Bursas de Fabricio de aves al 10mo dia post desafio con la cepa F52/70 de
la EIB a los 35 dias de edad

PROYECTO IBD - 2005 PROYECTO IBD - 2005
GRUPO A GRUPO B
.'®, 10 Dias post desafio . 10 Dias post desafio

'12345678
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Algunas Bursas aparentemente La mayoria de las Bursas reducidas de
normales, la mayoria reducidas de tamano. Notese solo una Bursas con
tamano. Nétese 2 Bursas con edema edema (Flecha roja)

(Flarha rnia)
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PROYECTO IBD - 2005
Control
10 Dias post desafio

La mayoria de las Bursas se La mayoria de las Bursas se
encuentran con edema, nétese 10 encuentran con edema, nétese 13
Bursas afectadas (Flecha roja) Bursas afectadas (Flecha roja)



Apéndice 6. Observacion macroscopica de la superficie interna de las
Bursas de Fabricio de aves al 4to dia post desafio con la cepa F52/70 de la
EIB a los 35 dias de edad

PROYECTO IBD — 2005
GRUPO B

oo
198,690

PROYECTO IBD - 2005
GRUPO A

4 Dias post desafio
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11 12 13 14 15

Bursas aparentemente normales. Bursas en su mayoria aparentemente
Notese ausencia de edemayy normales. Nétese 4 Bursas con
hemorragias hemorragia (Flecha azul)
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Algunas Bursas aparentemente
normales. Nétese 2 Bursas con
hemorragia (Flecha azul) y 3 Bursas

rnn adama (Flarha rnia)

9. XM 1 12 13 14 15

Bursas aparentemente normales.
Nétese ausencia de edemay
hemorragia



Apéndice 7. Observacion macroscopica de la superficie interna de las
Bursas de Fabricio de aves al 7mo dia post desafio con la cepa F52/70 de
la EIB a los 35 dias de edad

PROYECTO IBD - 2005
Grupo B
7 Dias post desafio

PROYECTO IBD - 2005
Grupo A

7 Dias post desafio

¥

F R i

4 5 7 8
il 1' 137 T8

Notese 2 Bursas con hemorragia Notese 6 Bursas con hemorragia
(Flecha azul) y 3 Bursas con edema (Flecha azul) y 5 Bursas con edema
(Flecha roja) (Flecha roja)

PROYECTO IBD - 2005 PROYECTO IBD - 2005
Grupo C Control
7 Dias post desafio 7 Dias post desafio

Notese 4 Bursas con hemorragia Notese 3 Bursas con hemorragia
(Flecha azul) y 5 Bursas con edema (Flecha azul) y 5 Bursas con edema
(Flecha roja) (Flecha roja)



Apéndice 8. Observacion macroscopica de la superficie interna de las
Bursas de Fabricio de aves al 10mo dia post desafio con la cepa F52/70 de
la EIB a los 35 dias de edad

PROYECTO IBD - 2005 3 PROYECTO IBD - 2005
GRUPO A GRUPO B
10 Dias post desafio J

10 Dias post desafio

I

t 2 3%+ %

Al b

Notese una Bursas con hemorragia Notese 4 Bursas con hemorragia
(Flecha aZl_") y 3 Bursas con hemorragia  (Flecha azul) y 2 Bursas con edema
y material caseoso (Flecha verde) (Flecha roja)

PROYECTO IBD — 2005
GRUPO C
10 Dias post desafio

¥

PROYECTO IBD - 2005
Control
‘%" 10 Dias post desafio

s
Il it 1 I I
II ]| '

P

Nétese 2 Bursas con hemorragia y Notese 3 Bursas con hemorragia
material caseoso (Flecha verde) y 5 (Flecha azul), 3 Bursas con hemorragia
Bursas con edema (Flecha roja) y material caseoso (Flecha verde) y 8

Bursas con edema (Flecha roja)



Apéndice 9. Calificacion de lesiones histopatologicas en Bursa de
Fabricio de aves desafiadas con la cepa F52/70 de la EIB a los 35 dias de

edad.
Edad Grupo Calificacion (5 Bursas) Promedio
A 2 3 3 3 2 2.6
35 dias
B 3 2 3 3 3 2.8
(Antes del
, C 3 3 3 2 3 2.8
desafio)
D 3 3 2 3 3 2.8
A 5 4 3 3 3 3.6
4 dias post B 4 5 4 3 5 4.2
desafio C 3 4 5 5 4 4.2
D 2 2 5 5 3 3.4
A 3 4 4 5 3 3.8
7 dias post B 4 5 4 3 4 4
desafio C 5 4 4 4 3 4
D 5 5 5 4 3 4.4
A 4 4 5 3 4 4
] B 4 4 4 5 4 4.2
10 dias post
. C 3 4 4 5 4 4
desafio
D 5 5 4 5 5 4.8
A 4 4 5 5 3 4.2
45 dias Sin B 4 4 5 4 4 4.2
Desafiar C 2 2 3 3 2 2.4
D 2 2 2 2 2 2




Apéndice 10. Lesiones microscopicas de las Bursas de Fabricio

de aves a los 35 dias de edad (Antes del desafio)

Grupo A (5X). Leve deplecién Grupo B (5X). Leve deplecién linfoide, se
linfoide, se diferencia la corteza de la diferencia la corteza de la medula del
medula del foliculo. Notese la foliculo. Ligera separacién entre algunos

ausencia de separacion interfolicular.  de los foliculos (Edema), hiperplasia del
epitelio y leve infiltracién de tejido
conectivo en el espacio intrefolicular.

Grupo C (10X) Moderada deplecion de  Grupo D (5X) Moderada deplecién de
linfocitos en la zona medular y cortical linfocitos en la zona medular y cortical
del foliculo. Se diferencia la médula de la del foliculo. Se diferencia la médula de la
corteza del foliculo. Leve separacion corteza del foliculo. Ligero separacién
entre los foliculos (edema). entre los foliculos (edema). Leve

hiperplasia epitelial



pre y post desafio con la cepa F52/70 de la EIB

Apéndice 11. Descripcion de las lesiones histopatologicas en Bursa

Dias Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Leve a moderada Moderada Moderada Moderada
deplecion linfoide deplecion linfoide deplecion linfoide deplecion linfoide
con zonas de con zonas de con zonas de con zonas de
necrosis. Moderada | necrosis. Moderada | necrosis. Moderada | necrosis. Moderada

35 hiperplasia del hiperplasia del hiperplasia del hiperplasia del
(Antes | epitelio de las epitelio de las epitelio de las epitelio de las
del plicas; algunas plicas; algunas plicas; algunas plicas; algunas
desafio) | bursas con ligera bursas con ligera bursas con ligera bursas con ligera
separacion entre separacion entre separacion entre separacion entre
los foliculos los foliculos los foliculos los foliculos
linfoides indicativo | linfoides indicativo | linfoides indicativo | linfoides indicativo
de edema. de edema. de edema. de edema.
Moderada Severa deplecion Severa deplecion Moderada
deplecidn linfoide linfoide, necrosis 'y | linfoide con deplecidn linfoide
medular y cortical formaciones necrosis Moderada | medular y cortical
con zonas de quisticas en hiperplasia del con zonas de
necrosis. Moderada | algunos de los epitelio de las necrosis. Algunas
. separacion entre foliculos. Moderada | plicas. Moderada a | bursas con severa
4 dias foliculos (edema) y | hiperplasia del severa fibroplasia deplecién y
post alguna bursas con | epitelio de las interfolicular. formaciones
desafio

fibroplasia
interfolicular.
Moderada
hiperplasia del
epitelio de las
plicas.

plicas. Moderada a
severa fibroplasia
interfolicular,
algunas de las
bursas presentaron
zonas de

hemorragia.

quisticas en
algunos de los
foliculos, otras con
fibroplasia

interfolicular.




Moderada
deplecién linfoide,

moderada a severa

Moderada a severa
deplecion linfoide;

zonas de necrosis

Moderada a severa
deplecion linfoide;

zonas de necrosis

Severa deplecion
linfoide, zonas de

necrosis y

7 dias | fibroplasia y formaciones y formaciones formaciones
post interfolicular en quisticas en una de | quisticas. Severa quisticas, algunas
desafio | algunas de las las bursas. Severa | fibroplasia bursas con zonas
bursas. fibroplasia interfolicular. de hemorragia.
interfolicular. Severa fibroplasia
interfolicular.
Moderada a severa | Severa deplecion Moderada a severa | Severa deplecion
deplecién linfoide, linfoide; zonas de deplecidn linfoide; linfoide; zonas de
zonas de necrosis, | necrosisy zonas de necrosis | necrosis y
algunas bursas con | formaciones y formaciones formaciones
10 di formaciones quisticas en una de | quisticas. Severa quisticas, con
1as quisticas y zonas las bursas. Severa | fibroplasia pérdida de foliculo
post de hemorragia. fibroplasia interfolicular e linfoide. Severa
desafio

Severa fibroplasia

interfolicular.

interfolicular e
hiperplasia del
epitelio con zonas

de invaginacion.

hiperplasia del
epitelio con zonas
de invaginacion.
Foliculos

contraidos.

fibroplasia
interfolicular e
hiperplasia del
epitelio con zonas

de invaginacion




Apéndice 12. Lesiones microscoépicas de las Bursas de Fabricio de aves

desafiadas con la cepa F52/70 de la EIB

Grupo B (5X) 4to dia post desafio. Grupo B (40X) 4to dia post desaffo.

Gran aumento de tejido conectivo Severa deplecién linfoide, nétese la

interfolicular (fibroplasia), nétese significativa disminucién de linfocitos
también algunos foliculos contraidos

v zonas de edema.

Grupo B (10X) 4to dia post desafio. Grupo B (10X) 4to dia post desafio.
Noétese las zonas de hemorragia y Gran fibroplasia y severa deplecién
foliculos contraidos con deplecién linfoide, nétese la formacion de

linfoide. cavidades en los foliculos y la pérdida
de algunos de ellos.
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Grupo C (5X) 7mo dia post desafio. Grupo C (40X) 7mo dia post desafio.
Severa deplecion linfoide, proliferacion  Severa deplecion linfoide, nétese la gran
de tejido interfolicular, nétese la pérdida de linfocitos y la formacién de
contraccioén de los foliculos linfoides cavidad en la zona medular del foliculo
linfnide
X
Grupo D (5X) 7mo dia post desafio. Grupo D (5X) 10mo dia post desafio.
Gran proliferacion de tejido interfolicular Gran proliferacion de tejido
(fibroplasia), severa deplecién linfoide interfolicular (fibroplasia), severa
con formaciones quisticas con dentritus deplecion linfoide notese la
celular en su interior, pérdida de su contraccion de los foliculos linfoides y

estructura normal. la pérdida de su estructura normal





