_ Hniversidad de Guadalajara

© Fueultd  de  Medicins  Meleriwin y  Zooternia

Tvaluacisn de dos Barunas conten la@ﬁnfermehah de
Gumbore en Pollo de Engorda, aplicrdas 3 2,7y 14
~ dias de edad, Bmpleanda los Pruehas de Wirus
ﬁuern }ﬂmtrahzacmn Precipitacion en Agar
~ y Anilisis Histopatoldgice.

Tesis Profesional
para obtener ef Titulo de:

Medicn WVWeterinario Zooternista

- Presenta:
Tnrigue  Vazquer  Wdzque:

Guadalajara, Pal., 1987




“EVALUACION DE DOS VACUNAS CONTRA LA ENFERMEDAD DE
GUMBORO EN POLLO DE ENGORDA,APLICADAS A 2,7 y 14
DI AS DE EDAD,EMPLEANDd LAS PRUEBAS DE VIRUS SUERO
NEUTRALIZACION,PRECIPITACION EN AGAR Y ANALISIS -

HI STOPATOLOGI CO"

TESI ST A:

ENRIQUE VAZQUEZ VAZQUEZ.



DEDICATORTIAS:



En todo trabajo escrito, por pequefio o grande
que sea, el dejar constancia de agradecimien-
to a todas aquellas personas gue directa o -
indirectamente contribuyeron a su realizacién
es una costumbre impuesta por la tradicién -
que permite a su realizador manifestar sus -

sentimientos de gratitud para con todos ellos.



-A mi padre SALVADOR VAZQUEZ ANGEL
como muestra de fespeto y carifip
a'gquien con su rectitud ejemplar
y calidad humana, ha dirigido mi

vida.

A mi madre MARIA VAZQUEZ CAMPOS
por su abnegacidn & apoyo moral
que en vida me dedicd y a quien
debo en gran parte io que ahora

soy.



A MIS HERMANOS:

Ofelia

J. Refugio

Jorge

Ma. Engracia

Ma. del Socorro

Y

Salvador



A mi esposa MONICA GUILLERMINA
por su incondicional apoyo y .
colaboracién a la conclusién

de éste pequefio trabajo.

A mi hijo ENRIQUE, de quien espero
que el dia de mafiana tenga las -
oportunidades para estudiar y desa

rrollarse como ahora yo las tengo.




Para mi Amigo y Maestro M.V.Z, JAVIER RIVERA HERNANDEZ
por su ayuda y apoyo profesional que ha hecho posible

la culminacién de este trabajo.

Al Honorable K JURADO, por todas las atenciones que tan

amablemente me brindaron.

N
A los M.V.Z. ERNESTO ZAMORA NUNO y JUAN ANTONIO GONZALEZ
MENDJZA, por su apoyo y direccidén a lo largo de mi ca-

rrera.

Al DR. JZSE QUEZADA F2X, por su desinteresada ayuda.

Al SR. JUAN MANUEL PADILLA HERNANDEZ, por permitirme

aplicar los conocimientos y continuar aprendiendo.

Un AGRADECIMIENTC ESPECIAL, a todas y cada una de las
personas que directa o indirectamente colaboraron para

mi formacidn.

v



CONTENIDO:

INTRODUCCION
MATERI AL
METODO
RESULTADOS
DI SCUSION
CONCLUSIONES
SUMARIO

BIBLIOGRAFIA



REPORTE DE ANOMALIAS

CUCBA

A LA TESIS:

LCUCBA01535

Autor:

Vazquez Vazquez Enrique

Tipo de Anomalia:

Errores de Origen: Sin folios



INTRODUCCION



- I NTRODUCCION -~

La dificil situacién econdmica por la que atravie-
zé el pais y considerando el importante papel que juega
actualmente la patologia aviar, ponen a la vista el im-
pacto tremendo a que se ve sometida la industria avico-
la, obligando tanto a los productores como al personal
especializado a buscar, Zhora mas que nunca, ser mis e-

ficientes en la produccién.

A nivel nécional se tiene la certeza, gque por las
caracteristicas especiales que presenta la cria de po--
llo de engorda, es uno de los renglones a los gue se -
tiene que dar mayor importancia debido principalmente a
la eficiencia y velocidad para transformar proteina ve-

getal en proteina animal. (1)

Actualmente se estima que a nivel nacional se cuen

ta con una poblacién avicola de:

REPRODUCTORAS LIGERAS: 888,000

REPRODUCTORAS PESADAS: 3'500,000

GALLINAS DE POSTURA: 78:752,000 )
POLLA DE REPOSIC&ON: 27'500,000 '
POLLO DE ENGORDA: 38'000,000 (Produccidn

mensual) (2)




Debido a la importancia que tiene la actividad a-
vicola y a los e%ectos‘negativos a gue se ve sometida
la misma, es necesario impiementar los mecanismos gue
permitan optimizar la produccidén, especificamente en -
pollo de engorda, manejando las alternativas con que -

se cuenta para contrarrestar la causa y los efectos -

que plantea la enfermedad de Gumboro.,

Aunque la citada enfermedad forma parte de un com
plejo de patologias que afectan a las aves, debemos su
mar a éstas la falta de uniformidad en la-plaheacién -
de las granjas y una serie de fendmenos que van desde
la inconsistente calidad de materias primas para la e-
laboracidén de los alimentos, hasta la escasa organiza-
cidén y conciencia para tomar acciones conjuntas, no -
sin antes observar las diferencias en la formacién téc
nica de los responsables del manejo de muchas granjas
gue dejan ver entre si, que el problema principal no -
es la existencia de ésta o éstas enfermedades, sino la
facilidad que se les ha brindado para perpetuarse y a-

centuar su presencia.

Por tal motivo es necesario hacer una pequefia re-
visién a los diagnésticos emitidos por el Departamento
de Produccidén Animal ( Aves ), deé la Facultad de Medi-

cina Veterinaria y Z2ootecnia de la U.N.A.M,




En los cuadros N2, 1 y N2, 2, se muestra una rela-
cién de los diagnésticos realizados en el Departamento
de Produccién Animal:; aves, de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la U.N,A.M., durante los afnos
de 1981, 1982 y 1983. De este listado se puede adquirir
una visién principalmente cualitativa de los problemas
patolégicos de orden comin en México, permitiendo tam-
bién hasta cierto punto, inferir la importancia econd-

mica de los mismos.

La enfermedad de Gumboro o Infeccién de la Bolsa -
de Fabricio ( IBF ), es una enfermedad altamente difun-
dida en México y en gran numero de paises donde la ex--

plotacién avicola se considera como industria mayor. (1)




CUADRDO

N 1

FRECUENCIA EN ORDEN DECRECIENTE DE LOS DIAGNOSTICOS
EMITIDOS EN EL DPA: A EN LOS ANOS DE 1981,1982 Y 1983+

ratoria cré

nica

rek

1981 - 1982 1983

DI AGNOSTICO % DI AGNOSTICO % DI AGNOSTICO %

Colibacilo-  27.5 1Inf. del sa- 17.5 Inf. de la 19.3

sis co vitelino/ bolsa de -
nfalitis Fabricio

Inf. del sa 21.9 1Inf. de 1la 117.3 Colibacilpo 18.6

co vitelino/ bolsa de Fa sis

onfalitis bricio

Inf., de la 16.2 Enf. respi- 16.1 Enf. respi 9.5

Bolsa de Fa ratoria crd ratoria -

bricio nica crénica

Tifoidea a- 7.5 Tifoidea a- 11.4 Tifoidea a 9.2

viar viar viar

Enf. de Ma- 4.6 Arizonosis 6.8 Enf. de - 4.8

rek Newcastle

Enf. respi- 3.9 Aspergilosis 5.4 Enf. de Ma 4.0




Necrosis de
la cabeza -

del fémur

Enf.

castle

de New

Raguitismo

Coccidiosis

Artritis vi

ral

Laringotra-

queitis
Enf. de Ma-
rek

Enf. de New

castle
Raguitismo
Encefalomie
litis

Def. nut. -

‘miltiple

Reovirosis

Intox. con

warfarina
Moniliasis
Clamidiosis
{probable)
Moniliasis

Diatesis -~

exudativa

Cdélera aviar

Inf, del sa
co vitelino

onfalitis

Sindrome -

ascitico

Bronquitis

infecciosa

Aspergilo-

sis

Micotoxico

sis

Encefalo--

mielitis

Sinovitis

infecciosa

Sarna esca

mosa

Reticuloen

doteliosis

Discondro-

plasia
Moniliasis

Def.
plejo B

com--

Septicemia

4.0

0.1



Discondro- 0.2 Ectoparasi 0.1
plasia tosis .
Sarcospori 0.2 Eritroblas 0.1
diosis tosis
Intox. me- 0.2 Tenosinovi 0.1
dicamento~ tis infec-
sa . ciosa
Acarosis - 0.2 Estafiloco 0.1
~ externa cosis

Histomonia 0.2
sis
Carcinoma 0.2
ovarico
Acuariosis 0.2
Intox. por 0.2
furazolido
na

TOTAL 100 100 100

* SOLAMENTE DE CASOS CLINICOS EN QUE FUERON PRESENTADAS

"AVES PARA SU ESTUDIO.



.

FRECUENCIA POR EDADES DE ALGUNAS ENFERMEDADES
DI AGNOSTICADAS EN EL DPA:A DURANTE LOS ANOS
DE 1981, 1982 Y 1983 EXPRESADA PORCENTUALMENTE

CUADRO Ne.

2

1981 1982 1983

- 4 5 - 20 + 20 0 -4 5 - 20 +.20 0 - 4 5 - 20 + 20
Inf. de la bol- . 47.4 52.6. 0 33.8 66.2 0 50.9 49.1 0
sa de Fabricio .
Enf. respirato- 5.5 72.2 22.3 50.7 2.0 7.2 33.3 66.7 0
ria crénica
Tifoidea Aviar 64.9 2.7 32.4 42.8 30.9 26.3 55.1 14.3 30.6
Enf. de Marek 0 63.1 36.9 0 43.7 56.3 0 44.4 S5.6
Enf. de Newcas— 182 72,7 9.1 64.3 35.7 0 55.0 45.0 0
tle
Aspergilosis 100 0 0 83.3 5.5 11.2 52.9 35.3 11.8

* EDAD EN SEMANAS.




La enfermedad de Gumboro ( IBF )} es de gran impor-

.

tancia econémica no tan solo por la mortalidad sino por
los diferentes eventos en que se ve envuelto el pollo a
lo largo de su vida, ya que el agenfe infectante presen
ta gran especificidad para atacar y destruir a las célg
las linfoides ( linfocitoé B ée la Bolsa de Fabricio y

linfocitos T del Timo ), produciendo finalmente grandes
dafios al sistema inmunoldgico, que se van a reflejar en
una disminucién de la capacidad de las aves para reaC--
cionar frente a las vacunas o antigenos a gque sean ex--

puestas. (5)

La enfermedad de Gumboro se presenta en dos formas:

a) La forma clinica:

Es comin en aves de 3 a 6 semanas de edad,
observandose una diarrea blanca, depresién,
tremores y generalmente aves debilitadas. Casi

- un 100 % de las aves afectadas pueden mostrar
estos signos, sin embargo, la mortalidad es -
usualmente baja. La recuperacién es rapida,

a menudo de 5 a 7 dias.




b) La forma sub-clinica:

El peligro real de la enfermedad de Gumbo-
ro radica en la presentacidén de ésta forma, vya
que los pollitos infectados ﬁuestran pocos sig
nos de los mencionados en la forma cliniéa,
sin embargo, la enfermedad ocasiona gran daifo
al destfuir el sistema inmune del ave. Esto a
bre la puerta a fallas en las vacunaciones y -
pérdidas econdmicas debidas a enfermedades nor

malmente controladas a través del uso de vacu-

nas. ( El fendémeno antes citado recibe el -
nombre de inmunosupresidn ). (6)
I NMUNOSUPRESION:

El término implica una disfunsidn del sistema inmu
ne ( sea temporal o permanente )}, resultante de una le-
sidén a ese sistema y acompafiado de una susceptibilidad
aumentada a las enfermedades. Ambos, los factores am--
bientales y los agentes infecciosos, han sido encontra-
dos como causa de inmunosupresién en parvadas comercia-
les. Los factores ambientales pueden influenciar la -~

respuesta inmune por dos mecanismos:




Primero, por toxiéidad directa e inhibicién de las
células inmunes, como sucede con las aflatoxinas e inmu
nosupresioén induciaa por drogas Yy segundo por la estimu
lacidén directa de las glédndulas adrenales asi como au--
mento en la produccidn de corticoesteroides, como ocu--
rre durante periodos de tensidén fisica ( temperaturas

extremas, manejo, sobrepoblacidn, etc. ).

Entre los agentes infecciosos, los virus gque inva-
den los linfocitos son especialmente propensos para in-
troducir la inmunosupresién. Por ejemplo, el VIBF re--
plica en las células B, protadoras de IgM y las destru-
ye; el virus de la leucosis linfoide convierte las célg
las B hacia células cancerosas; ; la infeccién por el -
virus de la enfermedad de Marek, ya sea gque mate répidi
mente a las células T o las transforma en cancerosas.
Actualmente la inmunosupresién inducida por el VIBF, se
considera de la mayor significacidn entre las causas in

fecciosas. (4)

LLa Bolsa de Fabricio, una parte importante del sis
tema.inmune, és blanco del virus de Gumboro, ( BIRNAVI -
RUS ). La bolsa infectada aumenta en tamafo y peso al
principio. Esta puede aumentar al doble de su tamafo -
normal al pico de la infeccién,.pero retorna rapidamen-

te a su peso normal.




Luego ocurre una rapida degeneracidén hasta llegar

a una fraccién de su tamafio original. A éste punto se

presenta un color grisiceo. Ademds de las lesiones de
la bolsa, es comin encontrar hemorragias en los miscu-
los del muslo y la pechuga. Las aves que mueren de -
Gumboro, pueden presentar serio dafio renal y grandes -

cantidades de moco en intestino. (6)

El virus de Gumboro es excretado.en las heces de:
las aves afectadas y permanece viable en las salas de
incubacién por meses. .Pollos susceptibles se infectan
facilmente por el consumo de alimento y agua contamina
dos con heces y cama. El virus se replica en los 6rgg
nos linfoides incluyeﬁdo ganglios cecales, bazo y espe
cialmente Bolsa de Fabricio, donde destruye a las célE

las B. (4)




OBJETIVO




- OBJETI VO -~

Evaluar los resﬁltados obtenidos en la aplicacién
de dos vacunas de Gumboro cepa Lukerf. Un; elaborada
en embrién de pollo y la otra en cultivo celular, apli
cadas en pollo de engorda a los 2, 7 y 14 dias de edad,

empleando las técnicas de virus suero neutralizacidn,

precipitacidén en agar y andlisis histopatoldgico.




MATERTIAL




INSTALACIONES:

Dos casetones con vna superficie de 1500 metros cua
drados, equipados con comedero tubular y bebedero automi

tico.

a) 40,000 pollitos mixtos ( comerciales ), de un -

dia de edad.

b) Vacuna " A ", contra la enfermedad de Gumboro -
{ Virus Activo Modificado ), cepa Lukert modif}
cada " Cepa Suave ", originada en embriones de
pollo, S.P.F.* y Cofal Negativos**, cosechada -
en ligquido Alantoideo, titulada y estabilizada,
mezclada con penicilina como agente bacteriosté

tico.

c) Vacuna " B ", contra la enfermedad de Gumboro,
cepa Lukert, virus originado en cultivos celula
res ( Monocapas de Fibroblastos de Embridén de -

Pollo ), S.P.F.* y Cofal Negativos*x,

d) Alimento para las etapas correspondientes, pro-
ducido en la planta de alimentos de la misma -

granja y administrado ad libitum,




LADR{CRATORIO:

e) 10 Sueros y 4 Bolsas de Fabricio, 4 Timos y 4 Ba-

20s, por parvada y por muestreo.

f) Laboratorio de Analisis Clinicos, del Departamento

de Produccién Animal. Fac. Med. Vet y Zoot. (UNAM]J.

g) Laboratorio de Analisis Clinicos Veterinarios.

CONTABLE:

Manejo de pardmetros de produccién como: Mortalidad,
Consumo de Alimento, Peso, Conversidén, Indice de Pro

duccidén y Dias al Mercado.

« LIBRES DE PIROGENJS ESPECIFICOS

**% NEGAT1V2 A LEUCOSIS LINFOIDE ( FIJACION DE COMPLE-

MENTO ).




METODO




- METODO -

Se recibieron los pollitos y se dividieron en dos
grupos de 20,000 cada uno, alojandose en condiciones si
milares, empleando equipo convenciénal; comedero y bebe
dero de preiniciacién, .rodete y criadoras inicialmente,
continuando eon comedero tubular de 8 Kgs. y bebedero
automstico. Se administrdé alimento ad libitum elabora-

-
do en la planta de alimentos de la misma granja.

Se empled en ambas parvadas vacuna contra el Gumbo

ro, cepa Lukert, elaborada una en embridén de pollo y la

otra en cultivo celular, de diferentes laboratorios, ad
ministrandose a 2, 7 y 14 dias de edad en el agua de be
bida. De igual manera se complementd el calendario de

Gumboro con vacunas de Newcastle, Bronquitis y Viruela,

disefiado para la zona.

Para determinar la efectividad de ias vacunas de
Gumboro, se tomaron muestras de sangre ( Puncidén Intra
cardiac; ), requiriendo de 3 a 4 Ml., pafa obtener de
0.5 a 0.? Ml. de suero para ser enviado al laboratorio
para su anélisist { Virus Suero Neutralizacién y Preci
pitacién en Agar ). De igual manera se procedié a sacri
ficar 5 aves ( al azar }, para obtener Bolsa de Fabri-l
cio, Timo y Bazo, mismos que fueron remitidos al labo-

ratorio para que le sea practicado el andlisis histopa

toldgico.




El muestreo se realizdé al 1, 7, 14, 21, 28 y 35

dias de edad.

Para este trabajo se aplicaron las vacunas mencio
nadas Una dosis por aplicacidén y por pollo ), de

la siguiente manera:

PRIMERA APLICACION ( 22 DIA )

Por cada 1000 dosis de vacuna, tres litros de
agua y por cada litro de agua 2.5 Grs, de leche -

en polvo.

SEGUNDA APLICACION ( 792 DIA )

Por cada 1000 dosis de vacuna, seis litros de
agua y por cada litro de agua 2.5 Grs, de leche -

en polvo.

TERCERA APLICACION ( 1492 DIA )

Por cada 1000 dosis de vacuna, doce litros de
agua y por cada litro de agua 2.5 Grs. de leche -

en polvo.




Andlisis de Laboratorio:

PRUEBA DE MICROSERCNEUTRALIZACION EN CULTIVO CELULAR
C>NTRA EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE LA BOLSA
DE FABRICIO

( METODO BETA )

PROCEDIMIENTO
~.

El método descrito a continuacién utiliza dilucio
nes dobles seriadas del suero y una cantidad constante
de virus ( 100 dosis infectantes para cultivo celular

50 %/ 0.05 M1l. ). Se utilizan B8 sueros por placa.

1. Cologue 0.05 M1l. de virus en todas las copas
de la microplaca de fondo plano para cultivo
celular, exceptuando la fila 12 que serd el

control de células,

2. Cologue 0.05 M1l. de solucién salina fosfotada

. ( SSP ) en todas las copas de la fila 12,

3. Cologue 0.05 Ml. de una muestra de suero en -
cada éopa de la fila 1 de las hileras A a H.
Este procedimiento se realiza con un microdi-
luidor de 0.05 Ml. que nos permite mezclar 1la

muestra con la SSP.




- Inmediatamente que se ha hecho la primera di-
lucidén, se transfiere con el mismo microdilui
dor 0.05 M1, a la copa de la fila 2 y asi su-
cesivamente hasta la fila 11 ( 1:2 a 1:2048 ).
Incubar las placas a 37°C durante 30 - 45 Min.
Afiadir 0.2 Ml. de fibroblastos de embrién de
pollc ( FEPD ) ( 1:600 en medio de cultivo ce
lular con 10% de suero fetal bovino ), a to--
das las celdillas de la microplaca.

Tapar la microplaca e incubar por 72 Hrs, -
aproximadamente antes de proceder a la lectu-

ra de la prueba.

El titulo del suero se considera a la méas alta di

paticos,

lucién del mismo, capaz de neutralizar la actividad vi

ral, que es detectada por la presencia de efectos cito

Cabe recordar que al realizar la prueba, de-

berdn incluirse sueros controles positivo y negativo,
asi como un control de células y de virus que nos per-

mitan hacer las ‘comparaciones pertinentes.




Las placas pueden ser leidas en un microscopio in
vertido buscando la presescia de efectos citopaticos,
o bien procediendo a fijar las monocapas presentes -
( una vez descartado el medio } con etanol 1% de cris-
tal violeta, observando un color azul palido en las di
luciones donde el virus ejercidé su efecto, en contras-
te con un c¢olor azul fuerte donde esta actividad es -
neutralizada por el suero ( igual ‘al control de célu--

las ). .




PROCEDIMIENTZ DE TITULACION DEL VIRUS DE LA

ENFERMEDAD INFECCICSA DE LA BOLSA DE FABRICID

QUE SE UTILIZA EN LAS PRUEBAS DE VIRUS SUERD

NEUTRALIZACION

Se utiliza un virus adaptado a FEP):

1.

Pfepare diluciones decimales del virus origi-
' 1 -2

nal. Por ejemplo: 10”7, 10 1073 ... hasta
10_9 é 10_10. ( Estas diluciones pueden ser

preparadas en tubos de ensaye ).

En una caja para pruebas de microteste para
cultivo celular, coloque 0.05 M1, de la dilu-

1 del virus original en las celdillas

cién 10~
de la columna N2. 1 , filas A, B, C, D y E
( 5 celdillas por cada dilucién ).

Ahora coloque 0.05 Ml. de la dilucién 102
del virus original en las celdillas de l; co-
lumna N9, 2, filas A, B, C, Dy E y asi suce-
sivamente coloque U.05 Ml. de cada dilucién -
en 5 celdillas de la columna respectiva y de
las filas A, B, €, Dy E ( Si trabajamos con

10 diluciones ocuparemos 50 celdillas, colum-

nas 1 a 10, filas A, B, C, Dy E ).




En la fila F de las columnas 1 a 12, agregue

0.05 Ml. Qdel virus driginal sin diluir.

En la fila G de las columnas 1 a 12, agregue

0.05 M1, de solucidn salina fosfatada ( SSP ).

A continuacién agregue 0.2 M1, de fibroblastos
de embridén de pollo ( 1:1600 en medio de cultiA
vo celular con un 10%¥ de suero fetal bovino ),
a cada una de las celdillas con las diluciones
del virus, a las celdillas con el virus origi-

nal 'y con la SSP.

Tapar la microplaca e incubar por 72 horas a-
proximadamente en una incubadora para cultivo

celular.

2bserve la presencia de»efectos citopaticos en
el virus original, observando la placa en un

microscopio invertido y compare con el control
de células. A continuacién observe la preseﬁ-
cia ée efectos citopdticos en las diferentes -
diluciones. Si se puede establecer una dife--
rencia marcada entre el control de células y

las celdillas que édntienen virus, se procede

a leer la placa y obtener el titulo.




10,

La placa puede ser leida en el microscopio in
vertido, bugcando efecto citopdtico hasta la

mas alta dilucién ( columnas 1 a 10 de las fi
las A, B, ¢, by E ), o bien, procediendo a -
fijar las monocapas presentes con etanol (una
vez descartado el medio) Yy aespués agregando

una solucién al 1% de cristal violeta que se

deja por uﬁos cuantos minutos antes de ser en
juagada para permitir la observacion de la mi
croplaca con la ayuda de una fuente de luz.En
este Ultimo caso, se podra ver:qu; el control
de células tendra un color azul oscuro, mien-
tras que en el caso del virus podrd verse una

monocapa destruida, que se vera de color azul

mas claro.

Para obtener el titulo.se procederd a contar
el nimero de celdillas que presentan efectcs
citopdticos ( o destruccidén ), por cada dilu-
cién y a continuacién se utiliza el método de
Reed y Muench para calcular el tftulo. Obvia-
mente el titulo tendra que ser ajustado del -
volumen de 0.05 M1, a 1 M1, De ésta manera,
el titulo se expresard.en términos de DIFEPD

50%/M1.

Ejemplo 106'4 DIFEPD 50%/M1.




De ésta forma nosotros podemos obtener después -
( como se describe en-la técnica de Virus Suero -
Neutralizacién ), el factor de dilucidn necesario
para obtener lOZDIFEPO/O.OS Ml. que son necesarios

en la prueba,




éULTIVO DE FIBROBLASTZ DE EMBRION DE POLLD

EEDCEDIMIENTO

Embriones de 9 — 11 dias de edad. Los huevos
se desinfectan apropiadamente y se procede a
romper la cdscara en el sitio de la camara de
aire. Se extrae el embridn y se coloca en u-
na caja de Petri estéril. Remover la cabeza

| decapitar ), lo mismo que las extremidades.

El embridén se lava una o dos veces con PBS o
agua destilada estéril o solucidén de lavado -

preferiblemente,

Utilizando tijeras se procede a cortar el em-
brién, tratando de obtener un producto unifor
me en tamafio, lo mas pequefio posible. Una al
ternativa a éste método es utilizar jeringa -
de 20 - 30 Ml., colocando los embriones d;n-—
tro de ella y luego expulsandolox a tra&és qe
la misma, Este pr~cedimiento es efectivo y

ahorra tiempo.




Una vez se obtiene el producto homogeinizado,
se coloca en un frasco de tripsinizacidén con
una barra magnética, =ze agregan aproximadamen
te 150 M1, de solucidn de lavado por cada 8 -
embriones y se agita durante 5 - 10 minutos.
Las_células se dejan en reposo por 5 minutos
y se decanta la solucidén de lavado, teniendo

el cuidado de no remover las células.

Agregar el volumen aprcpiado de tripsina al
0.25% en solucién de lavado. Las cantidades

aproximadas son:
. ;

Para 8 - 10 embriones 150 M1,

Para 11 - 20 embriones 300 M1,
Para 21 - 30 embriones 400 M1.

La suspensidén e$ agitada durante 20 ~ 30 Min.
a temperatura ambiente. Si se tripsiniza a -
temperatura de estufa ( 37°C }, el tiempo se

debe redurir a 15 minutos.

La suspensidén se filtra a través de un embudo
con gasa estéril. El producto se recibe en tu
bos de centrifuga que deben contener suero fe
tal bovino ( 5 M1, por 50 Ml. de suspensidén a-
proximadamente ) con el objeto de suspender la

accidén de la tripsina.




Las células se sedimentan por centrifugacién
a 400 -~ 600 RPM por 5 - 10 minutos. Si se -
encuentran muchos glébulos rojos, es necasa--
rio resuspender las células y centrifugar -

nuevamente,

Las células ya sedimentadas, se deben enton--
ces suspender en medio de crecimiento. Para

conocer el volumen de medio que se debe adi>-
cionar, es necesario conocer el ndmer; de cé-
lulas vivas presentes en la suspensién. Esto
se puede conocer contando las célu;as en una

camara cuenta gldébulos ( hemocitdmetro ). Sin
embargo, bajo condiciénes de diagnéstico y pa
ra ganar tiempo, las células se pueden suspen

der en medio de crecimiento al 0.5 %.




INMUNCSDIFUSION EN AGAR ( Pa de IBF )

La técnica mas sencilla consiste en cortar dos pozos
redondos de un didmetro de 5 mm, separados por 1 cm. apro
ximadamentg, en una capa de agar en el fondo de una caja
de Petri. Uno de los pozos se ilena con la solucidn de -
antigeno, la otra con el antisuero y los reactivos difun-
den radialmente a partir de cada pozo. Se establece asi
un gradiente circular en concentracién para cada uno de -
los reactivos, y estos gradientes terminan superponiéndose.
Se produciran asi proporciones déptimas para el fendmeno -
de precipitacion en una zona de gradientes superpuestos,

apareciendo en esta region una linea de precipitado opaco

blanco.

Si se utilizan varias mezclas antigeno-anticuerpo,
es poco probable que cada componente alcance proporciones
éptimas exactamente en la misma posicidén. Por consiguien

te, se produce una linea de precipitacidn distinta para -

.
cada conjunto de antigenos y anticuerpos presentes y su--
sceptibles de interactuar, Esta prueba también permite -
saber si existen relaciones entre varios antigeros. Si

se preparan dos pozos para antigenp, un pozo para anti---

. . . ..
cuerpos, se formardn lineas de precipitacién entre.cada -

pozo de antigeno el pozo de anticuerpos.




Si la continuidad entre estas lineas es absoluta,
se considera que los antigenos son idénticos; Pero si
las lineas se cruzan, significa que los dos antigenos
son diferentes; finalmente, si las lineas se confunden
formindose un espoldn, existe una identidad parcial y ca
da uno de los antigenos comparte con el otro ciertos de-
terminantes antigénicos. La Iinea que se continda bajo
forma de espoldn posee determinantes antigénicos que no
existen en el otro antigeno. Esta técnica de doble difu
sién permite identificar la existencia de antigenos o de

anticuerpos en los liquidos corporales.




HISTOPATCLOGIA

Este método es de gran importancia para el diagnés-
tico, ademas de gue complementado con el de sueroneutra-
lizacién, se obtiene una panoramica de gran valor. El

_andlisis histopatolégico comprende dos partes:

PRIMERO:

<
La recoleccidén o toma de muestra ( organo o par
te de éste ), continuando con la fijacidn, lavado,
aclaracién e inclusién en parafina, procediéndose a
reélizar los cortes ( microtomos ) y coloreandose,
continuando con el montado ( porta y cubre objetos ),

quedando listo para su observacidn.

SEGUNDO:

Teniendo el tejido debidamente preparado, se pro
cede a la observacidn e interpretacién de los hallaz

gos, para establecer el diagnéstico ( 13 ).



Se complementd la prueba con los registros genera-
les de produccidn, evaluando: Fecha.de inicio de la -~
parvada, granja, caseta, procedencia, raza, pollos ini-
ciados, vendidos y diferencia, kilogramos de carne ven-
didos, porciento de mortalidad, consumo de alimento por
pollo, consumo total de alimento por parvada, peso al -
mercado, conversién, indice de productividad y promedio

dias al mercado. ( Ver registros en resultados ).




RESULTADOS




RESULTADOS

Los resultados obtenidos en éste trabajo, se cla
sifican para su mejor comprensidén en catorce graficas

y dos cuadros:

GRAFICA: 1- GMT ( Media Geométrica )
GRAFICA: 2- GMT ( Media Geométrica )
GRAFICA:- 3- VSN de IBF ( 1 dia de edad )
GRAFICA: 4- VSN de IBF ( 1 dia de edad )
GRAFICA: 5- VSN de IBF ( 7 dias de edad )

GRAFICA:* 6- VSN de IBF ( 7 dias de edad )

GRAFICA: 7- VSN de IBF ( 14 dias de edad )
GRAFICA: 8- VSN de IBF ( 14 dias de edad )
GRAFICA: 9- VSN de IBF ( 21 dias de edad )

GRAFICA: 10~ VSN de IBF ( 21 dias de edad )
GRAFICA: 1l1- VSN de IBF ( 28 dias de edad )
GRAFICA: 12- VSN de IBF ( 28 dfas de edad )
GRAFICA: 13- VSN de IBF ( 35 dias de edad )

GRAFICA: 14- VSN de IBF ( 35 dias de edad )

CUADRO N2. 1 ( Resultados de Pa. de IBF. )

CUADRO N¢. 2 ( Resultados Histopatoldgicos )
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CUADRO No. 1

‘RESULTADOS DE PRECIPITACION EN AGAR DE
INFECCION DE'LA BOLSA DE FABRICIO
{ PRUEBA SEROLOGICA )

CASETA " A * CASETA * B "
{ Pa de IBF ) { Pa de IBF )

EDAD

1 DIA |POSITIVOS 0/9 SUEROS POSITIVOS 5/10 SUEROS

7 DIAS{POSITIVOS 0/10 SUEROS |[POSITIVOS 1/10 SUEROS

14 DIAS|POSITIVOS 0/10 SUEROS |POSITIVOS 0/10 SUEROS

121 DIAS |POSITIVOS 0/10 SUEROS [POSITIVOS 0/10 SUEROS

128 DIAS |POSITIVOS 0/10 SUEROS [POSITIVOS 0/10 SUEROS

35 DIAS |POSITIVOS 0/10 SUEROS -POSITIVQS 1/10 SUEROS




CUADRO N2. 2
'RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS
C A ’S E T A n A (1] C A S E T A " B " .

EDAD VACUNA ™ A " ( EMBRION DE POLLO ) VACUNA » B " ( CULTIVO CELULAR ).
7 Dias No se observaron lesiones de IBF, No se observaron lesiones de IBF.
14 Dias“No se observaron lesiones de IBF. No se observaron lesiones de IBF.

La mayor parte de los cortes son norma-

les; solamente en uno se notan lesiones
21 Dias | moderadas en un brote de infeccidén de ~-| No se observaron lesiones de IBF.

la Bolsa en su fase reparativa,en Bolsa .

de Fabricio.

Algunas Bolsas de Fabricio son normales

y otras muestran lesiones crdnicas de -
28 Dias | infeccidn de la Bolsa de Fabricio. No se observaron lesiones de IBF.

Bolsas de Fabricio.- Se notan tres ti--

pos de cambios: en unas no hay lesio-
35 Dias | nes, en otras hay lesiones en fase sub-| No se observaron lesiones de IBF.

aguda y las Gltimas con lesiones de cur
so crénico.
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DI SCUSTI ON:




-.DI SCUSION -

La discusidn se basa en los puntos gue a juicio par
ticular se consideran de mayor importancia, de acuerdo -
con los efectos, que para el tema se estima, tienen ma--

yor trascendencia:

1 REPRODUCTORAS
2¢ POLLTTO

32 CONTROL DE LA ENFERMEDAD

REPRODUCTORAS:

Es importante considerar los calendarios de vacuna-
cidn y las edades de las madres del pollito que se reci-

be en las granjas.

Recientemente se ha hecho comin la prdctica de vacu
nar a las reproductoras contra Gumboro, utilizando una -
dosis de vacuna inactivada, aplicada a las 18 - 20 sema-
nas de edad. Previamente estas aves son "' Preinmuniza--
das " coh una y hasta tres dosis de vacuna contra la in

.

feccidén de la Bolsa de Fabricio.

Como resultado de éste sistema de vacunacidén es de
esperarse que las gallinas y su progenie, presenten titg
los altos de anticuerpos contra el virus'de la Infeccién
de la Bolsa de Fabricio, los cuales van declinando paula
tinamente en relacidn inversa a la edad. Fs decir, a ma

yor edad de las aves, menores titulos.




Si se toma en cuenta ésta premisa y ademds se consi
dera que comunmente una parvada de pollitos que se reci-
be en las granjas, proviene de varias " claves " ( lotes )
de reproductoras y que ademds éstas pueden tener diferen
tes edade§, es factible suponer gue los pollitos naceran
con titulos de anticuerpos cont;a la Infeccidn de la Bol
sa de Fabricio variables; dando como resultado que ague-
llos hijos de reproductoras jovenes { 30 - 40 semanas ),
presentaran titulos mds altos gque aquellos hijos de re--

productoras de mayor ( 42 - 60 semanas ) edad.

Los programas de inmunizacidn para reproductoras se
han modificado dramaticamente durante la presente década.
En particular, se ha tenido un gran incremento en el desa
rrollo y utilizacidn de las vacunas muertas o inactivadas.
Sin embargo, recientemente han aparecido algunas contro-
versias sobre su uso. Algunos productores consideran -
ahora que los titulos altos de anticuerpos maternos gene
rados por las vacunas inactivadas, pueden afectar negati
vamente al desarrollo de la inmunidad inducida por vacu-
naciones tempranas a la progenie contra la enfermedad de
Newcastle, Bronquitis Infecciosa e Infeccién de la Bolsa

de Fabricio (9).

De acuerdo con los resultados obtenidos ( Graficas:
1l y 2 - GMT ), observamos gue los titulos maternos reba-
san la linea punteada 1:160 considerada para la aplica-- .

cién de la vacuna.




Fsto es, a un dia de edad encontramos el titulo -
243 para la Grafica: 1 - GMT y en igual fecha el de -
1810 para la Grifica: 2 - GMT. complementaria a la -
prueba, por lo que se debe considerar que los titulos
sefialados " aparentemente " pueden proteger el posible
‘desafio a que se pudiera enfrentar el polllto: { Ver -

los resultados de las Graficas: 1 y 2 GMT ). .

Se sefiala en las Graficas mencionadas gue de acuer
do con los titulos,\ﬁ aparentemente " se mantienen nive
les que deben proteger a los pollitos. Esto es en io
general y de acuerdc a la media geométrica resultante
en cada Grafica, no siendo posible que la parvada sufra
una infeccidn a muy temprana edad. Pero si observamos
las Graficas: 3 y 4 VSN de IBF, de un dia de edad, tan-
to en la parvada " A " como en la " B ", encontramos -
gue el resultado individual indica que hay niveles de -
anticuerpos de 1:80 hasta 1:1280 waré la parvada ' A "
v de 1:1320 hasta 1:10740 para la parvada " B ", por lo
que calculando en porceptaje corresponderia a un 33 %

la cantidad de pollos que pudieran guedar expuestos al

desafio de campo.

POLLITO:

Reflexionandc sobre 1o snteriormente afuntado, quc
da claro que no siempre es posible recibir pollito de -
un dia de edad con titulos maternos altos, obligando es
to a considerar la aplicacidn de vacunas a temprana edad,

ya que dicha canridad de aves preﬁérta titulos muy bajes.




Aungue por otro lado, se menciona gue si se vacuna
el pollito a muy teﬁprana edad y si hay presencia de ti
tulos altos, la accidén del antigeno ( vacuna ), sera -~
neutralizada por los anticuerpos y cuando estos se cata

bolizan, el pollito queda expuesto a sufrir la infeccidn

Paré el presente trabajo, diqha neutralizacién no
se observa, debido a que las Graficas: 1 y 2 - GMT, no
demuestran ningun repuente de titulos que pudiera indi-
carnos que el pollitq se ha;a desafiado con el virus de

campo,

CONTRZL DE LA ENFERMEDAD:

Para disefiar un programa adecuado de control de -
la Infec:idén de la Bolsa de Fabricio, es necesario te-

ner en cuenta algunos factores, como sigue:

a) Edad y Estado Inmunoldgico de la Parvada.
b} Tipo de Vacuna a Utilizar.
c) Andlisis de Laboratorio Adecuados.

Estado Inmunolégico de las Aves:

Al iniciar los intentos de control de la enferme-
dad, se observd que cuando las reproductoras transmitian
anticuerpos a la progenie, éstos anticuerpos maternales
disminuian la posibilidad de establecer una infeccién a

temprana edad, resultando una " Proteccidn Parcial " -

contra el efecto inmunosupresor causado por el virus.



En el caso contrario, cuando la progenie carecia
de anticuerpos maternales, el efecto inmunosupresor se

observa frecuentemente.

El nivel de anticuerpos maternales determina la e
dad mis apropiada en la cual se debe vacunar el lote -
de aves. 5i los niveles de anticuerpos son altos du--
rante la primera semana de vida, se considera que la -~
vacunacién debe realizarse cuando los niveles de anti-
cuerpos hayan disminuido considerablemente. Altos ni-
veles de anticuerpos maternales o bien protegen contra
la infeccién ( 10, 11 )o modifican la presentacién de

la enfermedad haciendola méds benigna ( 12 ).

Uno de los pfoblemas que existen para tomar la de

cisidén, es la presentacién de Titulos de Anticuerpos -

variables. Algunas aves pueden presentar titulos al--
tos, mientras que otras presentan titulos bajos o nega
tivos ( 5 ). Lo anteriormente citado sefiala que bajo

estas condiciones, resultaria inoper;nte aplicar una -

sola vacuna a la parvada. -

De acuerdo con los resultados de Virus Suero Neu-
tralizacién de Gumboro, en anteriores parvadas, se. to-
mé la decisidén de trabajar.un calendario de vacunacién
a 2,7 vy 14 dias de edad ( presente trabajo ), con la -
finalidad de tener el virus vacunal presente en el mo-
mento en que la inmunidad ha disminuido suficientemente
en cada pollo para que pueda permitir una respuesta ac

tiva ( 8 ).




De tal forma gue los pollos que nacieron con titg
los bajos se inmunicen con la érimera vacuna ( Segundo
dia f, los que nacieron con titulos medios se inmunicen
con la segunda aplicacién { Séptimo dia ) y los pollos
que nacieron con titulos altos se inmunicen con la ter

cer aplicacién ( 14 dias ).




CONCLUSTIONTES




- CONCLUSI ON -

En base a los resultados obtenidos se concluye gque:

La vacuna " B " ( Vacuna contra la enfermedad de -
Gumboro, elaborada en cultivo celular ) fue supe--
rior a la vacuna " A " ( Vacuna contra la enferme-
dad de Gumboro Suave , elaborada en embrién de po-
llo }, ya que en la parvada " A ", en la cual se a
plicé la_vacuna " A *, fue positiva a la Infeccidn

de la Bolsa de Fabricio.

Se pudo comprobar gue el calendario multiple -
{ tres vacunas ), aplicado a 2, 7, y 14 dias, es -
conveniente manejarlo, ya que no siempre se pueden
obtener titulos maternos parejos. Ademas de gue -
no se observa chogue ( Catabolismo ), antigeno-ant£
cuerpo, por la aplicacién de vacunas a temprana -

edad.

De igual manera los resultados de productividad

( mortalidad, conversidén, indice de productividad,
dias al mercado, etcf),fueron mejores en la parva-
da " B " ( negativa a la Infeccidn de la BolsaAée

Fabricio ), gue en la " A ",




Es de importancia seguir haciendo estudios para -
encontrar mejores sistemas de inmunizacidn de re-
productoras, paré obtener titulos maternos mas u-
niformes que permitan manejar con mayor facilidad

la mencionada enfermedad.

Hacer uso mis frecuente de los analisis de Labora
torio, ya que son la Unica herramienta que puede

conducirnos hacia resultados mejores.
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- SUMARIO -

Se realizd la evaluacién de dos vacunas contra la
enfermedad de Gumboro, aplicandose las mencionadas a

2, 7y 14 dias, evaluidndose los resultados a través de

'
andlisis seroldgicos ( virus suero neutralizacién y -
precipitacién en agar ), asi como del anadlisis histopa-

toldgico.

Se recolectaron Bolsas de Fabricio, Timo y Bazo a
los 7, 14, 21, 28 y 35 di;s, asi como también sueros,
utilizanéo la puncién intercardiaca a los 1, 7, 14, 21,
28 y 35 dias, envidndose al Laboratorio de Andlisis c1i

nicos para su diagnéstico.

Se obtuvieron resultados que indican que la vacuna
" AT, fue positiva, presentandose la enfermedad de Gum

boro a la tercer semana de edad.

Se obtuvieron también resultados en cuanto a la -
mortalidad, conversidén, indice de productividad, prome-

dio de peso y dias al mercado.
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