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RESUMEN

En la produccion de pollos de engorde, la salud de la parvada tiene un aspecto
primordial, en la busqueda de obtener carne en el menor tiempo posible; la bolsa de Fabricio
(BF) es el organo linfoide encargado de la diferenciacion de los linfocitos B, la injuria sobre
este drgano representa el desempefio 6ptimo o no del lote. Con el objeto de evaluar la
respuesta inmune humoral frente a la vacuna de Newcastle (ND), se realizo bursectomia
total de la bolsa de Fabricio (B) y se compararon los perfiles seroldgicos utilizando la
técnica de inhibicion de la hemaglutinacion [HI] con pollos no bursectomizados. Asi, pollos
de la linea ROSS AP fueron distribuidos en 5 tratamientos: TO= pollos sin vacuna y BF;
T1=pollos B al dia 21 y vacunados el dia 22; T2= pollos BF y vacunados el dia 22; T3=
pollos B al dia 28 y vacunados el dia 29; T4= pollos BF y vacunados el dia 29.

Los sueros fueron obtenidos por centrifugacion en el laboratorio de Ciencias Biomedicas de la
Universidad de Pamplona, y enviadas a un laboratorio comercial (SERVET S.A.S) para la prueba
de HI (8 Unidades Hemoaglutinantes [AHU]). Al analizar los resultados obtenidos, los titulos de
anticuerpos para la enfermedad de Newcastle, no existieron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos, entre las aves bursectomizadas y los controles, tomando en cuenta que las
aves Bursectomizadas a los dias 21 y 28 (T1 y T3), generaron seroconversion por la prueba de HI
en los 35, 42 y 49 dias respectivamente. Se puede concluir, que extraer la bolsa de Fabricio a
partir del dia 21 no compromete la respuesta inmune humoral para la enfermedad de Newcastle.
Este hallazgo se explica por la funcion de la bolsa de Fabricio como 6rgano de maduracién de
linfocitos B, los cuales ya maduros empiezan a migrar desde la bolsa de Fabricio a los érganos
linfoides secundarios como el bazo y a todos los agregados linfoides distribuidos en el
organismo.

Palabras clave: Bursectomia, Anticuerpos, Serologia, Pollos, Vacuna.
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ABSTRACT

In the production of broilers, the health of the flock has an essential aspect, in the search to obtain
meat in the shortest possible time; bursa of Fabricius (BF) is the lymphoid organ responsible for
the differentiation of B lymphocytes, the injury to this organ represents the optimal performance
or not of the batch. In order to assess the humoral immune response against the Newcastle
vaccine (ND), a total bursectomy of bursa of Fabricius (B) was performed and the serological
profiles were compared using the hemagglutination [HI] inhibition technique with chickens. not
bursectomized. Thus, chickens from the ROSS AP line were distributed in 5 treatments: TO =
chickens without vaccine and BF; T1 = chickens B on day 21 and vaccinated on day 22; T2 =
chickens BF and vaccinated on day 22; T3 = chickens B on day 28 and vaccinated on day 29; T4

= chickens BF and vaccinated on day 29.

The sera were obtained by centrifugation in the Biomedical Sciences laboratory of the University
of Pamplona, and sent to a commercial laboratory (SERVET S.A.S) for the HI test (8
Hemagglutinating Units [AHU]). When analyzing the results obtained, the antibody titers for
Newcastle disease, there were no significant differences between the different treatments,
between the bursectomized birds and the controls, taking into account that the birds
bursectomized on days 21 and 28 (T1 and T3), generated seroconversion by the HI test at 35, 42
and 49 days, respectively. We can conclude that removing bursa of Fabricius from day 21 does
not compromise the humoral immune response for Newcastle disease. This finding is explained
by the function of bursa of Fabricius as a maturing organ for B lymphocytes, which when mature
begin to migrate from bursa of Fabricius to secondary lymphoid organs such as the spleen and to

all lymphoid aggregates distributed in the body.

Key words: Bursectomy, Antibodies, Serology, Chickens, Vaccine.
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CAPITULO I

1.1  Planteamiento del problema y Justificacion

El sector avicola en Colombia presenta una produccion anual de aproximadamente
10.193.316.975 unidades de huevos y 887.815 toneladas de carne. Para el afio 2017 se
reporté encasetamientos correspondientes a 47.486.372 aves ponedoras comerciales y
767.442.539 pollos de engorde (FENAVI, 2018). Dentro de las enfermedades infecciosas
gue mas impactan en la productividad avicola en el pais se encuentra la enfermedad de
Newcastle (ND), causada por un virus de la familia Paramyxoviridae, género Avulavirus, de
reporte obligatorio. Entre las estrategias de prevencion y control de la enfermedad se
encuentra la vacunacion de aves reproductoras, ponedoras comerciales y pollos de engorde
que buscan generar inmunidad humoral y celular contra cepas velogénicas (altamente
virulentas), mesogeénicas (virulencia moderada) y lentogénicas (baja virulencia) (FENAVI,

2018).

Entendiendo que el pollo genera a través de sus 6rganos linfoides las células linfociticas
Ty B, dependiendo del lugar donde se formen, siendo el timo y la BF respectivamente. La
bolsa es el érgano linfoide primario donde se lleva a cabo la primera etapa de la
diferenciacion de los linfocitos B. Al menos el 98% de la poblacién de linfocitos son de tipo
B; éstos probablemente ingresan a los foliculos a través de los capilares corticales, maduran
y se diferencian en éstos. Pocas células T dispersas estan presentes en los foliculos. A
medida que las celulas B maduran, abandonan la bolsa y se reubican en tejidos linfoides
secundarios. La estimulacion de los linfocitos B causada por antigenos, su respectiva
proliferacion y diferenciacion son subsecuentes como células de memoria o células

plasmaticas productoras de anticuerpos que se producen en organos linfoides secundarios
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como: bazo, GALT, placas de Peyer entre otros (Villegas Narvaez et al., 2013).

Sin embargo, Glick et al., (1956) citado en Moticka (2016) determinaron que las tasas de
crecimiento de las células de la bolsa del pollo de engorde crecen rdpidamente durante las
primeras tres semanas de vida. De ésta manera abordaron estudios funcionales mediante la
eliminacion de la bolsa durante esta fase del crecimiento. En consecuencia, realizaron
bursectomias quirargicas en pollos poco después de la eclosién donde evaluaron su
fisiologia, centrdndose en posibles actividades endocrinas; no encontraron diferencias entre
los animales bursectomizados y los de control.

Aunque, Faragher et al. (1972), fueron los primeros investigadores en reportar los efectos
inmunosupresores del virus de la enfermedad de Gumboro de acuerdo con la edad de la
infeccion, cuando aplicaron la vacuna de la enfermedad de Newcastle concluyeron que la
supresion de la respuesta de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de Newcastle fue mayor
en las aves infectadas al dia 1 de edad. Cuando se infectaron los pollitos a los 7 dias, la
inmunosupresion fue moderada y, por ultimo, cuando la infeccion se produjo entre los 14 y 21

dias, los efectos fueron insignificantes.

Con respecto a la enfermedad de Gumboro, no existe un programa de vacunacion que pueda
ser recomendado de manera rutinaria. Los factores que influyen en la elaboracion del programa
de vacunacién incluyen:1) El tipo de ave a ser vacunada (pollo de engorde o ponedora comercial)
2) El nivel de inmunidad maternal. Cuanto mayor el valor inicial, mayor la edad de vacunacion y
3) La uniformidad de la inmunidad maternal, de la cual depende si se hace necesaria una segunda

vacunacion para inmunizar efectivamente al lote. 4) Los tipos de vacuna a utilizar (Cserep, 2002).
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Las vacunas vivas contra la Enfermedad de Gumboro pueden ser administradas “en masa”. La
aplicacion por medio del agua de bebida es el método mas comdn. La inherente patogenicidad de
las vacunas vivas es una desventaja potencial. Esto es especifico de las vacunas intermedias Plus
y mas aun para las cepas calientes, las cuales nunca deben ser aplicadas durante los primeros 10
dias de edad. El dafio en la bolsa de Fabricio (BF) puede resultar en inmunosupresion y puede

afectar la efectividad de otras vacunas como la de Newcastle (Cserep, 2008).
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1.2 Objetivos

Objetivo general.

Evaluar la respuesta inmune humoral frente a la vacuna de Newcastle en pollos

bursectomizados.

Objetivos especificos.

Determinar el perfil serolégico de pollos de engorde sometidos a bursectomia y vacunados

contra la ND mediante la prueba HI en diferentes momentos.

Comparar los perfiles seroldgicos de los pollos bursectomizados con animales control

vacunados contra la ND.

Determinar si existen diferencias significativas o no de los perfiles serolégicos en pollos de

engorde para los diferentes tratamientos (pollos bursectomizados vs pollos intactos).
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CAPITULO IlI.

2.1 Introduccion

La BF o Bursa como también se conoce es un érgano linfoepitelial presente en aves
gallinaceas como pollos, pavos, faisanes, urogallos, perdices y codornices. Aunque originalmente
se describio en el siglo XVII, la funcién de este érgano permanecio desconocida hasta bien
entrado el siglo XX. En 1956 cuando Glick y Chang, informaron que la eliminacion de la bolsa
de los pollos recién nacidos perjudicaba gravemente la produccion de anticuerpos en los pollos

adultos (Moticka, 2016).

Teniendo en cuenta la funcion de la bolsa en el desarrollo de linfocitos, aproximadamente al
mismo tiempo (1956), Jacques Miller demostro el papel del timo en las aves, estimulando las
preguntas sobre la ontogenia de la inmunocompetencia. Surgié en ese momento el concepto de

organos linfoides centrales versus periféricos (Davison, 2014).

Los 6rganos linfoides centrales son aquellos en los que los linfocitos maduran e incluyen el
timo, la fuente de los linfocitos T y la médula 6sea en mamiferos o la BF en las aves, la fuente de
los linfocitos B. Los érganos linfoides periféricos, como el bazo y los ganglios linfaticos, son
donde residen los linfocitos T y B maduros e inician respuestas inmunes adaptativas. Los pollos,
a diferencia de los mamiferos, poseen una bolsa y un timo que pueden extirparse
quirargicamente. Por lo tanto, proporcionan un modelo experimental Unico en el que los

linfocitos T y B en desarrollo pueden manipularse individualmente(Moticka, 2016).

Es por ello que la inoculacién de vacunas vivas contra el virus de la enfermedad infecciosa de
la Bolsa (VIBD) da como resultado lesiones de gravedad variable en la BF; Las lesiones incluyen
diferentes grados de deplecion / necrosis de linfocitos en los foliculos e infiltracion por células

heterofilicas, sequidas de fibrosis en los septos interfoliculares que conduce a la reduccién del
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tamanio de los foliculos y, por consiguiente, del tamafio de la bolsa. La estructura histoldgica de la
bolsa después de la aplicacion de la vacuna se recupera total o parcialmente, dependiendo de la

gravedad del dafio tisular sufrido en la fase aguda (Davison, 2014).

2.2 Revision bibliogréafica
2.2.1 Estructura del sistema linfoide aviar.

El sistema linfoide aviar muestra diferencias significativas con el sistema de los mamiferos.
Este esta formado principalmente por dos 6rganos linfoides primarios que son el Timo y la Bolsa
de Fabricio (BF). El timo conformado por varios I6bulos (6 0 7) que se encuentran intimamente
unidos a las venas yugular y el nervio vago; su funcién principal es la produccion de lo linfocitos
T. Igualmente las aves presentan un 6rgano linfoide especial llamado BF donde se desarrollan y
diferencian los linfocitos B, productores de anticuerpos. Estos dos érganos junto con la médula
Osea, constituyen los llamados 6rganos linfoides primarios. Una vez producidas las células
defensivas, estas se distribuiran en los érganos linfoides secundarios. Dentro de estos, se
encuentran la glandula de Harder (rica en linfocitos B y células plasmaticas), el tejido linfoide
asociado a mucosa intestinal (tonsilas cecales y placas de peyer), tejido linfoide asociado a
sistema respiratorio, bazo, nddulos linfaticos acapsulados tibiopopliteos, etc (Villegas Narvaez et

al., 2013).

La organizacion de estos tejidos linfoides en las aves es diferente a la de los mamiferos. Los
tejidos linfomieloides se desarrollan a partir de los angulos epiteliales (BF y timo) o
mesenquimales (bazo, ganglios linfaticos, médula 6sea), que son colonizados por células
hemopoyéticas transmitidas por la sangre. En el caso de los 6rganos linfoides centrales, las

células madre hematopoyéticas ingresan en los anlages timicos o bursales y se desarrollan para
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convertirse en células T y B inmunologicamente competentes, respectivamente. Por lo tanto, las

células T y B son de origen extrinseco, (Moore y Owen, 1965; Moore, 1967).

Teniendo en cuenta lo anterior, las células inmunoldgicamente maduras ingresan a la
circulacion y colonizan los 6rganos linfoides periféricos: bazo, ganglios linfaticos y tejidos
linfoides relacionados con el intestino, los bronquios y la piel. Este proceso de periferia puede ser
manipulado experimentalmente mediante intervenciones quirdrgicas o quimicas. El
desplazamiento de los linfocitos puede realizarse a través de las vénulas endoteliales altas (HEV),
gue se encuentran en las zonas dependientes de T de los érganos linfoides periféricos. En estos
organos, las células T y B ocupan diferentes compartimentos, llamados zonas dependientes de T

y B, respectivamente (Olah et al., 2014).

2.2.2 Desarrollo del sistema inmune aviar.

El embrién aviar ofrece varias ventajas para los estudios sobre el desarrollo del sistema
inmune. Estos incluyen la existencia de una clara demarcacion entre los sistemas de células B 'y
T, y cada poblacién se diferencia en un 6rgano linfoide primario especializado: las células T en el
timo y las células B en la BF. Debido a su importancia para la industria avicola, mucha
investigacion sobre el sistema inmune aviar ha utilizado el pollo doméstico; esto ha sido ayudado
por la disponibilidad inmediata de diferentes lineas congénitas y endogamicas, marcadores
genéticos y anticuerpos monoclonales (mAb), las herramientas esenciales para estudiar el
desarrollo del sistema inmune. Las quimeras de pollo de codorniz también han demostrado ser un
modelo especialmente informativo, particularmente para estudiar la aparicion de células madre
hematopoyéticas (HSC) y su migracion a los organos linfoides primarios durante la

embriogénesis (Fellah et al., 2014).
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2.2.2.1 Desarrollo bursal.
La BF es un organo linfoide primario en las aves que es responsable de la amplificacion y
diferenciacion de los progenitores linfoides B dentro de su microambiente folicular (Fellah et al.,

2014).

La bolsa ha sido importante gracias a su doble funcion en la respuesta inmunoldgica con un
brazo dependiente del timo y un brazo humoral (dependiente de la bolsa) (Cooper et al, 1965;
Glick et al, 1956). La extirpacion quirargica de la bolsa durante el periodo embrionario temprano
da lugar al deterioro del sistema inmune humoral. La bursectomia en embriones o pollos
neonatos en etapa tardia causa una marcada reduccién en el niamero de linfocitos B circulantes y
una incapacidad para producir anticuerpos especificos en respuesta al desafio antigénico. Esto
demuestra que la bolsa proporciona un microambiente Unico esencial para la proliferacion y

diferenciacion de las células B (Glick et al., 1956; Houssaint et al, 1976).

2.2.2.2 Anatomia e histologia de la bolsa de Fabricio.

La BF en el pollo tiene la forma y el tamafio de una castafia y se encuentra entre la cloaca y el
sacro. Un conducto bursal en forma de ranura proporciona una comunicacion continuay libre
entre el proctodeum y la luz de la bolsa. Como diverticulo de la cloaca, la bolsa esta revestida con
un epitelio cilindrico que se cree que es de origen endodérmico; sin embargo, un estudio
experimental reciente propuso un origen ectodérmico (Nagy y Olah, 2010). La bolsa alcanza su
tamafio maximo a las 8-10 semanas de edad; entonces, como el timo, sufre involucion. A los 6-7

meses, la mayoria de las bolsas estan muy involucionadas (Ciriaco et al, 2003).

Sin embargo, la bolsa, como otros 6rganos huecos, esta rodeada por una capa muscular gruesa
y lisa. Los estudios generalmente descuidan esta capa muscular, y su contractilidad no se

considera en la funcion de la bolsa. Durante la contraccion muscular, la compresion de los
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foliculos puede promover el flujo de células dentro de la médula y contribuir al vaciado de los
vasos linfaticos situados en el eje de los pliegues. En la luz de la bolsa, surgen 15-20 pliegues
longitudinales, lo que da como resultado un espacio en forma de hendidura. Durante la
contraccion muscular, las superficies de los pliegues entran en contacto entre si, por lo que la luz
de la bolsa es casi un espacio virtual. Dentro de cada pliegue, los foliculos se organizan en dos
capas separadas por estructuras axiales (arterias, venas, tejidos linfaticos y conectivos). En
consecuencia, los foliculos estan en contacto con la sangre y los vasos linfaticos, asi como con la
luz de la bolsa. En uno de los pliegues ventrales, se puede formar tejido linfoide periférico

(secundario) (Nagy y Olah, 2010)

2.2.3 Respuesta inmune de las aves
El sistema inmune no solo es critico en la defensa de las aves contra la exposicion natural de
patdgenos, sino también en la induccién de la inmunidad protectiva como respuesta a la

administracion de vacunas (Guerrero, 2015).

2.2.3.1 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata incluye una serie de componentes y mecanismos: piel y faneras
(plumas) que impiden el acceso de los patdgenos al ave, asi como mecanismos innatos a nivel de
las mucosas que permiten la identificacion e impiden el paso de los microbios. Entre las células
que llevan a cabo las respuestas de inmunidad innata destacan fagocitos como los heteréfilos, que
sustituyen a los neutrofilos presentes en los mamiferos, las plaquetas que cumplen funciones
fagociticas, los macrofagos que se constituyen en el eslabon que conecta la respuesta inmune

innata con la adquirida y las células NK (Natural Killer) (Guerrero, 2015).
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2.2.3.2 Respuesta inmune adquirida

Las células mediante la inmunidad adaptativa especifica retienen “memoria” de su encuentro
con el patdgeno aun después de la eliminacién de este del cuerpo y la finalizacion de la respuesta
inmunoldgica frente al mismo. La inmunidad adaptativa es altamente especifica para el agente
que estimulé su desarrollo y es costosa para el ave por el gasto metabdlico que conlleva. La
inmunidad adaptativa es mediada por una variedad de células de las cuales las mas importantes
son las células B y T y las presentadoras de antigeno como los macrofagos y células dendriticas

(Guerrero, 2015).

Los linfocitos B son los encargados de la produccion de anticuerpos especificos por lo que se
constituyen en el componente de la respuesta inmune mas conocido y evaluado por los técnicos
avicolas. Los linfocitos T pueden dar lugar tanto a respuestas de inmunidad celular, llamada Th1,
como de inmunidad humoral o Th2. Respuesta Th1 y Th2 A finales de la década de los ochenta
se describieron dos subgrupos de linfocitos T helper (colaboradores) atendiendo al patrén de
citoguinas que producian, y se les denomind T helper 1 (Thl) y T helper 2 (Th2). En respuesta a
la estimulacion antigénica, los linfocitos Th1 producen interleucina-2 (IL2) e interferén y (IFN-
v), estimulando la inmunidad mediada por células. Los linfocitos Th2 por su parte producen IL-4,

IL-5 e IL-10, favoreciendo la inmunidad humoral (Guerrero, 2015)

2.2.3.3 Inmunidad pasiva.

Segun Balaguer, (2008), los anticuerpos maternos (MDA), del inglés Maternal Derived
Antibodies—, o también conocidos como Inmunidad Pasiva, son la transferencia natural de
inmunoglobulinas de un individuo a otro. En las aves, los anticuerpos maternos pasan desde
reproductoras hiperinmunizadas o infectadas de manera natural a la progenie a través del huevo.

Esta inmunidad pasiva tiene relativamente corta duracion, normalmente 1 6 2 semanas y, en
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general, menos de 4 semanas y su funcion es proteger a las aves jovenes durante sus primeras
semanas de vida, mientras su sistema inmune no esta completamente desarrollado de cara a

reaccionar y protegerse frente a una exposicion temprana.

No obstante, la gallina transfiere MDA al huevo al depositar los anticuerpos IgY, IgA e IgM
en la yema y albumen. Como la molécula IgG de las aves es mas larga que la de los mamiferos,
algunos autores la denominan IgY. Sin embargo, la 1gG de las aves —o IgY—, a pesar de su
diferencia molecular, es funcionalmente homologa a la IgG de los mamiferos (Del Tordello et
al., 2016). El sistema por el cual las inmunoglobulinas se transfieren al huevo difiere entre los
diferentes tipos.

Por lo tanto, como una gallina tiene al mismo tiempo diferente huevos en diferentes fases de
desarrollo, la cantidad de IgY transferida a cada uno no es la misma. Las IgA e IgM se
encuentran principalmente en el albumen (Rose et al., 1974, citado por Balaguer, 2008) y son
transferidas al aloumen como resultado de una secrecion mucosa en el oviducto, y mas
concretamente en el Magno. La IgY es transferida desde la yema del huevo al embrion a través
de la circulacion embrionaria. La transferencia comienza desde el dia 7 del desarrollo
embrionario y alcanza el nivel maximo 3 a 4 dias antes de la eclosion.

Teniendo en cuenta que la cantidad de IgY transferida a la yema y desde ésta al embrion es
proporcional a la concentracion de 1gY en el suero de la reproductora. En un trabajo realizado
por Hamal en el afio 2006 se encontrd que entre un 27 y un 30% del nivel de IgY de la gallina es

transferido al embrion (Tabla 1).
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TABLA 1.

Concentracion de Ig en el plasma de la progenie (%) en el plasma maternal.

Tipo de anticuerpo Reproductora Linea 1 Reproductora Linea 2
lgY 31,7+ 3,79 26,2 + 3,15
IgA 0,66 + 0,13 0,90+0,11
IgM 0,74 £ 0,06 0,96 + 0,09

Nota: Hamal et al., (2006).

Los anticuerpos frente al virus de Newcastle que provienen de las reproductoras proporcionan
proteccion a las aves jovenes. Hamal et al., (2006) encontraron que el nivel de anticuerpos
especificos frente a este patdgeno. Los niveles de IgA e IgM son transferidos al embrion por la
absorcion del albumen a través del intestino embrionario y pueden tener su funcion principal en
el pollito recién nacido como inmunoglobulinas protectoras en el tracto digestivo o incluso como

fuente de proteina adicional.

No obstante, la cantidad de IgA e IgM transferida a la descendencia es menor del 1% de la
concentracion de estas inmunoglobulinas en el plasma de las gallinas (Tabla 1). Ademas de este
bajo porcentaje transferido, la IgY es transferida desde la gallina a la progenie oscila entre un 27
y un 40 % y esta relacionado directamente con los titulos en la gallina. La IgY también la
podemos encontrar en la secrecion ocular del ave de un dia con una proporcion 1:5 respecto del

nivel en el suero.

De este modo, los MDA anti- virus de ND empiezan a ser catabolizados tan pronto el pollito
nace. De acuerdo con Allan et al., (1978), cada 4,5 dias hay una reduccién a la mitad de los

titulos medidos por HI.

Es por ello, que la proteccion proporcionada por los MDA anti-NDV también interfiere con la

replicacion sistémica de las cepas vacunales si son aplicadas en presencia de un nivel alto de
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MDA. Por tanto, el objetivo de la vacunacién al dia de vida con una vacuna viva es, como se
menciono anteriormente, conseguir una primovacunacion eficiente, estimular la inmunidad
celular en el tracto respiratorio superior e inducir una proteccion temprana en aves con un bajo

nivel de MDA.

Por esto, las vacunas inactivadas de tipo oleoso han sido empleadas con éxito en pollos de 1
dia con inmunidad maternal en la prevencion de la enfermedad de Newcastle (Wood et al, 1981).
Las mayores ventajas de estas vacunas inactivadas son los bajos niveles de reacciones adversas
en aves vacunadas Y los altos niveles de anticuerpos protectores de larga duracidn que se pueden

alcanzar (Alexander et al., 2008).

Ademas, estas vacunas inactivadas de tipo oleoso no se afectan de manera tan adversa por la
inmunidad maternal como las vacunas vivas Box et al., (1976) debido a que el adyuvante oleoso
acttia como estimulante de los mecanismos de defensa y dispersa los antigenos lentamente. En
estas circunstancias, hay una estimulacién progresiva de la inmunidad activa mientras la
inmunidad pasiva disminuye y el sistema inmune alcanza "total autonomia" (Box et al., 1976,

Alexander y Jones, 2003).

2.2.4 Virus de la Enfermedad Infecciosa de la Bursa

La enfermedad infecciosa de la bursa (del inglés, infectious bursal disease o IBD) es una
enfermedad inmunosupresora de pollos jovenes de prevalencia mundial. Es causada por el virus
de la IBD (VIBD), un birnavirus de ARN bicatenario que es altamente resistente a las
condiciones ambientales adversas. Se han descrito dos serotipos del virus (serotipos 1y 2) y se
han reconocido variantes antigénicas de ambos serotipos. Sin embargo, solo los virus del serotipo
1 son patogenos y se han descrito maltiples patotipos del serotipo 1. La enfermedad podria

provocar una alta morbilidad y mortalidad. Ademas, el efecto inmunosupresor de la enfermedad
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disminuye la resistencia del ave a otras infecciones y reduce la capacidad de respuesta a las

vacunas de uso comun (Swayne, 2020).

La IBD se describio por primera vez en el afio 1962 y se denomino "nefrosis aviar" debido al
dafo renal extremo que se encontrd en las aves que sucumbieron a la infeccion. Dado que los
primeros brotes ocurrieron en el area de Gumboro, Delaware; la "enfermedad de Gumboro™ sigue
siendo un sindnimo frecuente de esta enfermedad. La importancia econdémica de esta enfermedad
se manifiesta de dos maneras. Primero, algunas cepas de virus pueden causar hasta un 60% de
mortalidad en pollos de 3 semanas de edad y mayores. La segunda manifestacion, y mas
importante, es una inmunosupresion severa y prolongada de pollos cuando se infectan a una edad
temprana. Las secuelas que se han asociado con la inmunosupresion inducida por el virus
incluyen dermatitis gangrenosa, sindrome de inclusion de hepatitis y anemia, infecciones por
Escherichia coli y fallas de vacunacion. La proteccion de los pollitos contra la infeccion
temprana es primordial. Esto generalmente se logra mediante una combinacion de transferencia
de anticuerpos maternos y la inmunizacion activa del pollito recién nacido. El virus no afecta a

los humanos y no tiene importancia para la salud pablica (Eterradossi y Saif, 2020).

Los signos clinicos no son patognomonicos, pero las lesiones macroscépicas y microscopicas
son altamente sugestivas de la enfermedad. Las lesiones macroscopicas observadas
principalmente en la BF incluyen agrandamiento, cambio de color y hemorragias seguidas de
atrofia. Otras lesiones graves pueden incluir hemorragias en los musculos de la pechuga y las
piernas. Las lesiones microscopicas de la bolsa incluyen necrosis de linfocitos seguida de
aparicion de heterdfilos. Ademas, el examen microscopico de las secciones de la bolsa infectadas
con IBD a menudo revela cavidades hemorragicas y quisticas. El virus puede propagarse en

huevos de gallina embrionados y en una variedad de lineas celulares primarias y establecidas. Sin
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embargo, el aislamiento del virus no es préactico para el diagnostico de rutina. Los homogenados
de la bolsa son el material preferido para la deteccion de virus y actualmente RT-PCR es la
prueba preferida para la deteccion de virus / ARN. Los kits comerciales de ELISA estan
disponibles para la deteccion de anticuerpos, pero la neutralizacion del virus es la Unica prueba

que puede distinguir los serotipos y sus variantes (Swayne, 2020).

2.2.4.1 Vacunas contra la IBD

La inmunizacion de los pollos es el principal método utilizado para la prevencion de la IBD en
las aves comerciales y se han revisado las vacunas contra la IBD (Mdiller et al., 2012). Hay muchas
opciones de vacunas vivas disponibles en funcion de la virulencia y la diversidad antigénica. Con
respecto a la virulencia, las vacunas disponibles en los mercados se clasifican en leves, leves
intermedias, intermedias, intermedias plus o "calientes". Las vacunas que contienen variantes, ya

sea en combinacion con cepas clasicas o solas, también estan disponibles (Swayne, 2020).

Las cepas altamente virulentas (calientes), intermedias y avirulentas rompen los titulos de
anticuerpos maternos por neutralizacion viral de 1: 500, 1: 250 y menos de 1: 100, respectivamente.
Las cepas intermedias varian en su virulencia y pueden inducir atrofia de la bolsa e
inmunosupresion en pollos SPF de 1 dia y de 3 semanas. Si los titulos de anticuerpos maternos VN
son menores de 1: 1000, los polluelos pueden vacunarse mediante inyeccion con cepas de virus
avirulentas. Algunos virus vacunales se replican en el timo, el bazo y la bolsa cloacal, donde
persisten durante dos semanas. Después de que el anticuerpo materno se cataboliza, hay una

respuesta de anticuerpo primario al virus de vacuna persistente (Eterradossi y Saif, 2020).

Las vacunas de virus muertos generalmente no son précticas o deseables para inducir una
respuesta primaria en pollos jovenes, sin embargo, a veces se ha informado la inyeccion de una

fraccion de una dosis en pollos de engorde o pollitas entre uno y diez dias de edad (Wyeth et al.,



16
EFECTO DE LA BURSECTOMIA

1992). Las vacunas oleosas son mas efectivas en pollos que han sido "cebados™ con virus vivos, ya
sea en forma de vacuna o en exposicion al virus de campo. Las vacunas oleosas actualmente pueden
contener cepas clasicas y variantes del virus IBD. Se recomienda el perfil de anticuerpos de las
parvadas reproductoras para evaluar la efectividad de la vacunacion y la persistencia de anticuerpos

(Eterradossi y Saif, 2020).

La vacunacion in ovo de pollos para la IBD y otros agentes a los 18 dias de incubacién (Gagic
et al., 1999; Whitfill et al., 1995) es una técnica que ahorra trabajo y puede proporcionar una
forma para que las vacunas eviten los efectos de los anticuerpos maternos e inicien una respuesta
inmune primaria. El material inyectado es una vacuna viva contra la IBD. La inyeccion in ovo de
una vacuna intermedia contra la IBD sola experimentalmente resulté en una recuperacion mas
rapida de las lesiones de la bolsa, en comparacidn con la vacunacion después de la eclosion, y

tuvo una proteccion similar contra el desafio (Rautenschlein y Haase, 2005).

Finalmente, se han reportado vectores vivos de virus recombinantes que expresan inmunogenos
de IBD, conocidas como vectorizadas. Estos incluyen el virus de la viruela aviar (Bayliss et al.,
1991), el Herpevirus de Pavo (HVT) (Darteil et al., 1995), el virus de la enfermedad de Marek
(Tsukamoto et al., 1999), el adenovirus de pollo (Francois et al., 2004) y el virus de la enfermedad
de Newcastle (Huang et al., 2004). Los virus vacunales recombinantes adicionales incluyen
vacunas contra la IBD que se han modificado para ampliar su espectro antigénico (Mundt et al.,
1995) o para permitir la diferenciacion de los anticuerpos inducidos por la vacuna (Boot et al.,
2002). Las vacunas recombinantes actualmente disponibles en el mercado se derivan de HVT e
inducen una respuesta activa de anticuerpos anti-IBD incluso frente a altos niveles de anticuerpos

neutralizantes derivados de la madre (Goutebroze et al., 2003).
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No se puede ofrecer un programa de vacunacion universal debido a la variabilidad en la
inmunidad materna, el manejo y las condiciones operativas que existen. Si se alcanzan altos niveles
de anticuerpos maternos y se reduce el desafio de campo, entonces la vacunacion de pollos de
engorde puede no ser necesaria. El momento de la vacunacion con vacunas atenuadas e intermedias
varia desde siete dias hasta dos o tres semanas. Si los pollos de engorde se vacunan al primer dia
de edad, la vacuna contra la IBD se puede administrar mediante inyeccion junto con la vacuna
contra la enfermedad de Marek. Puede ser necesario cebar los pollos de reemplazo de los
reproductores, y muchos productores vacunan con una vacuna viva a las 10—-14 semanas de edad.
Las vacunas oleosas muertas se administran comdnmente a las 16-18 semanas. Puede ser necesaria
la revacunacion de los reproductores si el perfil de anticuerpos indica una caida importante en los

titulos de los lotes (Swayne. 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, Camilotti et al., (2016) evaluaron la patogenicidad e
inmunogenicidad de tres tipos de vacunas contra la IBD. En total, se inmunizaron 220 pollos
libres de patdgenos especificos (SPF) de un dia de edad con vacunas recombinantes,
inmunocomplejas e intermedias, 0 no se vacunaron (55 aves por grupo) y se retaron con cepa
IBD G11 el dia 25, los dias 25, 30 y 35, la BF se someti6 a un examen general e histolégico y las
muestras de suero se sometieron a la prueba de ELISA a titulos de anticuerpos anti-1BD

determinados.

El dia 23, los pollos se sometieron a la prueba de hipersensibilidad a la fitohemaglutinina para
evaluar el efecto inmunosupresor de las vacunas en la inmunidad celular. Los resultados
indicaron que la vacuna de inmunocomplejo indujo las lesiones mas graves de bolsa, mientras
que la vacuna recombinante conservo la integridad celular y de los tejidos de la bolsa. Las tres

vacunas evaluadas indujeron inmunidad humoral de intensidad similar. La reaccion celular a la
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fitohemaglutinina de los pollos inmunizados con vacunas recombinantes e inmunocomplejas fue
menos severa en comparacion con los pollos no vacunados. En conclusion, estos resultados
indican que la vacuna del complejo inmunitario fue la mas patdgena y que todas las vacunas

fueron efectivas para proteger a los pollos SPF contra la IBD (Camilotti et al., 2016).

2.2.5 Virus de la enfermedad de Newcastle.

El virus de Newcastle pertenece a la familia Paramyxoviridae, serotipo 1 (PMV-1); es
envuelto, no segmentado, de ARN de cadena sencilla y polaridad negativa, con tres tamafios de
genomas reportados: 15.186, 15.192 y 15.198 nucledétidos. Se ha clasificado el virus en 18
genotipos con base en la variacion genética de genes conservados, lo que ha proporcionado
informacidn sobre su distribucion global y sobre las relaciones epidemioldgicas. Por medio de
diversos estudios se han caracterizado seis proteinas estructurales: nucleocapside (NP),
fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M), proteina de fusién (F), lo que ha facilitado el
desarrollo de vacunas vivas e inactivadas, para realizar la inmunizacion activa de las poblaciones

avicolas (Ganar et al., 2014; Dimitrov et al., 2017).

La ND se ha clasificado en tres grupos en funcion de su nivel de virulencia: lentogénico (baja
virulencia), mesogénico (virulencia moderada) y velogénico (alta virulencia). En la forma con
menor virulencia, la sintomatologia en las aves se caracteriza por problemas respiratorios que
conducen a infecciones bacterianas secundarias. A medida que incrementa su virulencia se
observan manifestaciones en el sistema nervioso, como paralisis, torsion de cuello; en los
sistemas gastrointestinal y reproductivo causando inmunosupresion, hemorragias, necrosis,

produccion disminuida o nula de huevos, hasta la muerte del ave (Miller et al., 2007).
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2.2.6 Experimentacion con el virus de gumboro.

Marino y Hanson, (1987) evaluaron la respuesta celular y humoral en pollos bursectomizados
in ovo frente al desafio experimental con virus velogénico de la ND; para esto, utilizaron pollos
deficientes en inmunidad humoral, bursectomizados in ovo, estos fueron vacunados dos veces
con la cepa Roakin, dejando un mes de intervalo entre las vacunaciones. Los pollos fueron luego
desafiados con virus velogénico viscerotropico por via oro nasal. Los resultados obtenidos en las
pruebas de inhibicion de la hemaglutinacién y seroneutralizacion mostraron que los pollos
bursectomizados tenian reducida la inmunidad mediada por anticuerpos a la infeccion con el
virus. En contraste, la inmunidad mediada por células fue significantemente mayor antes del
desafio. Este tipo de inmunidad se determin6 mediante la capacidad blastogénica de los linfocitos
sanguineos periféricos inducida con fitohemaglutinina y mediante la estimulacion con antigeno
especifico. Después del desafio, hubo una inhibicién transitoria de la inmunidad celular basada en

una reduccion pronunciada en los indices de estimulacion.

Esta inhibicion en la inmunidad celular fue evidenciada por la persistencia del virus por
mas tiempo en los pollos bursectomizados. Los pollos bursectomizados resistieron el
desafio a pesar de tener titulos de anticuerpos muy por debajo de los que normalmente se
consideran necesarios para resistir el desafio. Esto sugiere que la inmunidad celular provee

cierta resistencia frente al virus velogénico de la enfermedad de Newcastle.

2.2.7 Inhibicion de la hemaglutinacion (HI).
La prueba se basa en la capacidad de aglutinar glébulos rojos de algunas bacterias, virus y
micoplasma. La aglutinacion puede ser espontanea, como en el virus de ND, o con induccion

enzimatica por Fosfolipasa C, como se realiza para el virus de Bronquitis (Cruz,1999).

Esta prueba mide el titulo de anticuerpos de un suero problema, el titulo se reporta como



20
EFECTO DE LA BURSECTOMIA

la maxima dilucién del suero en la que se exhibe una completa inhibicion de la
hemaglutinacion y que corresponde a la maxima dilucion en la que se detectaron
anticuerpos, el valor obtenido no es un nimero absoluto. Normalmente, el titulo es
expresado en el factor de dilucién utilizado (6 en el logaritmo correspondiente). Por
ejemplo 4 logio, 8 log> (Moreno, 2000).

Por consiguiente, los anticuerpos humorales son detectados entre 7 y 10 dias posteriores
a la exposicion inicial de los animales con un virus y los titulos alcanzan un nivel maximo a
las 4 semanas después de la exposicion, posteriormente estos titulos comienzan a disminuir

si las aves no son expuestas nuevamente al virus de campo o vacunal (Moreno, 2000).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacidn y caracterizacion del area experimental

La investigacion se llevo a cabo en una unidad de produccién familiar, ubicada en el
barrio San Miguel en la ciudad de Cdcuta, es una zona urbana sin presencia de granjas
comerciales y sin historial de presentacion de focos de Newcastle, de fécil acceso por el
canal Bogoté y la calle 7b, Latitud 7.88758 y Longitud -72.51235 (Figura 1); en la zona se
presentaron durante la realizacion de la fase experimental temperaturas promedio entre los
23° y los 36° durante los meses de octubre y mediados de noviembre.
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Figura 1. Ubicacién de la unidad experimental.
Nota: GoogleMaps (2020)
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3.2 Caracteristicas y manejo de las unidades experimentales

Se adquirieron 102 pollitos machos sin vacunas de la linea ROSS AP de 1 dia de edad,
se procedid con su proceso zootécnico de crianza proporcionandoles las condiciones
adecuadas para su crecimiento durante los dias de duracion de la investigacion; al dia 4 de
edad, se seleccionaron al azar 26 pollitos a los cuales se les tomd muestra de sangre de la
vena ulnar con el objetivo de evaluar los anticuerpos maternos contra la enfermedad de
Newecastle; los primeros 15 dias fueron alojados en jaulas criadoras (Figura 2) y
posteriormente fueron asignados aleatoriamente en cubiculos de 50cm de ancho por 100 cm
de longitud ubicados en un galpon de 2.5 mtrs x 4 mtrs, se instalaron bebederos automaticos
de copa y comederos tipo come babys, el alimento comercial y el agua se suministro ad
libitum (Figura 3).

La distribucidn aleatoria de los tratamientos se realiz6 de la siguiente manera:

TO= pollos sin vacuna y con BF

T1=pollos B al dia 21 y vacunados el dia 22.

T2=pollos con BF y vacunados el dia 22. (Control)

T3=pollos B al dia 28 y vacunados el dia 29.

T4=pollos con BF y vacunados el dia 29. (Control)

Cada tratamiento estuvo conformado por 4 repeticiones y cada repeticion por 5 unidades

experimentales, para un total de 20 unidades experimentales por tratamiento.
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FRENTE A LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Figura 2. Criay levante de unidades experimentales.
Nota: Autores, 2020

Figura 3. A-B. Distribucion de las unidades experimentales. En A 'y B se observa la distribucion aleatoria
de las unidades experimentales segun el disefio, con 5 aves por cubiculo.
Nota: Autores, 2020
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3.3 Bursectomia
El procedimiento quirurgico para la diseccion de la bolsa se realizo6 siguiendo el
procedimiento de Glick y Olah (1984) a los 21 y 28 dias de edad para los tratamientos 1y 3

respectivamente (Figura 4).

Las aves se sedaron con pentobarbital, (20 mg/Kg, 1V). Se embroco, la parte caudal, en la
region ventral del pigostilo y dorsal a la cloaca, se procedié a retirar los primordios de las plumas.
Luego se inyecto Lidocaina al 2 %, en la zona embrocada. Con un bisturi mango N° 4, y hojilla
N° 18 se realizo la insicion con una longitud de 3 cm, en la zona insensibilizada, luego con ayuda
de una pinza de Allis, se ubico la BF, tomandola por la cara posterior de la misma, haciendo la
reversion y su exposicion para hacer la extraccion, con Vicril N° 2-0. Se anudo y se separ6. La
herida se suturd en forma de U con Vicril N° 2-0. Se aplic6 crema con sulfatiazina de plata y

neomicina en la herida. Por 3 dias se trataron con Fosfomicina (5 mg/Kg) en el agua de bebida.
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Figura 4. Bursectomia Quirurgica. A. Anestesia local con Lidocaina al 2%; B. Embrocado de la zona
quirurgica; C. Incision por encima de la cloaca; D. Exteriorizacion y ligado de la bursa con sutura monofilamento
sintética reabsorbible; E. Verificacion de ausencia de hemorragia; F. Sutura de capa muscular, tejido subcutaneo y
piel.

Nota: Autores, 2020

3.4 Metodologia de campo

Para la toma de las serologias, se criaron en la granja familiar, 102 aves de la linea Ross AP.
Se tomaron 10 aves para la toma inicial, por medio de puncion al corazdn, con una aguja calibre
25, se colectd 0,5 ml de sangre por ave, colectando en tubos eppendorf de 1 mL, después se

Ilevaron a los laboratorios Ciencias Biomedicas de la Universidad de Pamplona, donde se
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procedio a centrifugar las muestras, se obtuvo el suero para la determinacion de anticuerpos, por

medio de la prueba de HI.

El lavado de globulos rojos (GR) se determiné por medio del procedimiento descritd por
Bennington (1991), brevemente a 3 ml de sangre con anticoagulante (EDTA), se adicionaron 3
ml de NaCl 0,9 % y se centrifugd a 2500 RPM por 5 minutos (Centrifuga Dynac 111®, Becton
Dickinson, USA), el sobrenadante fué desechado quedando solo los GR (el procedimiento se
repitié por tres veces,) de alli se extrajo 30 ul y se adicionaron a 2.97 ml de suero fisiolégico

(NaCl 0,9 %) quedando una solucion de GR al 1 %.

3.4.1 Titulacion del antigeno de Newcastle por Hemaglutinacion.

Para la titulacion del antigeno se siguieron los pasos a continuacion:

a. En una microplaca de fondo “U” se adicionarén 50 microlitros de PBS 1X, pH: 7.0-7.2, desde

la celda 1 hasta la 12.

b. Se adicionaron 50 microlitros de antigeno de Newcastle en la celda 1.

c. Luego se mezclaron y con una micropipeta se pasaron 50 microlitros de la celda 1 a la celda 2

y asi sucesivamente hasta la celda 12, al final se descartaron los tltimos 50 microlitos.

d. Se adicionaron 50 microlitros de glébulos rojos de pollo al 1% a toda la microplaca.

e. En otra fila de la microplaca, se adicionaron 50 microlitros de PBS 1X, pH: 7.0-7.2 y 50

microlitros de glébulos rojos de pollo al 1%. Este fué el control de glébulos rojos.

f. Se incubo la microplaca durante 45 minutos a temperatura ambiente (25 - 28 °C).

g. Lalectura: el titulo hemaglutinante del antigeno fué determinado por el reciproco de la

dilucion més alta en donde se observa la hemaglutinacion completa.
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3.4.2 Control de Unidades Hemaglutinantes (UHA).
Una unidad hemaglutinante es la minima cantidad de antigeno que se requiere para producir
hemaglutinacion completa de los glébulos rojos. Para esta técnica se utilizan 8 unidades

hemaglutinates (UHA), se calculé mediante la siguiente formula:

V1*C1=V2*Cs

En donde:

V1: Volumen del antigeno de Newcastle.

Cu: Titulo hemoaglutinante del virus de Newcastle.

V2: Volumen a preparar de la solucion de antigeno.

C2: Unidades de hemaglutinacion.

Ejemplo: ¢Para preparar 10 ml de antigeno con 8 UHA a partir de titulo hemoaglutinante de

128?

V1: 10 mI* 8UHA = 0.625 ml de antigeno concentrado
128
PBS 1X =10 ml - 0.625 ml

PBS 1X =9.375 ml

Lo anterior equivale que para preparar 10 ml de antigeno con 8 UHA, se requiere 9.375 ml de

PBS 1X y 0.625 ml de antigeno concentrado.

3.4.3 Prueba para el control de unidades hemaglutinantes.

Para la prueba se tuvieron en cuenta los siguientes pasos:
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a. Se adicionaron 100 microlitros de la solucion de antigeno de 8 UHA en la celda 1.

b. Luego se agregaron 50 microlitros de PBS 1X desde la celda 2 hasta la celda 12.

c. Ademas, se tomaron 50 microlitros de la celda 1 a la celda 2, mezclar y pasar nuevamente 50
microlitros de la celda 2 a la 3 y asi hasta la celda 12, al final se descartaron los ultimos 50

microlitos.

d. Se afiadieron 50 microlitros de glébulos rojos de pollo al 1% a toda la microplaca.

e. Luego se incubd la microplaca durante 45 minutos a temperatura ambiente (25 — 28 °C).

f. Para la lectura: se observo la aglutinacion hasta la dilucion en donde hay un (1) UHA.

3.4.4 Técnica de la inhibicién de la hemaglutinacion.

En la técnica se continuaron los siguientes pasos:

a. En una microplaca de fondo “U” se colocaron 50 microlitros de la solucion de PBS 1 %.

b. Se adicionaron 50 microlitros del suero problema en la celda 1 y se mezcl6.

c. Luego se pasaron 50 microlitros de la celda 1 a la celda 2, se mezcld de alli se pasaron a la
celda 3 y asi sucesivamente hasta la celda 12, al final se descartaron los ultimos 50 microlitos. De

esta manera se empezd con una dilucién de 1: 2 y se continud con diluciones dobles seriadas.

d. A cada celda se le afiadio 8 UHA de virus/antigeno (50 microlitros).

e. Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente (25 —28°C).

f. Se adicionaron 50 microlitros de glébulos rojos de pollo al 1% a toda la microplaca.

g. Se procedid a incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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h. Para la lectura: el titulo de anticuerpos contra el virus de Newcastle se correspondi6 al
reciproco de la dilucion maés alta donde se observé la hemaglutinacion completa. Esta lectura se

hizo inclinando la microplaca y observando la formacion de una gota en forma de lagrima.

Adicional a las muestras problemas se incluyo un suero control negativo y un suero control
positivo, los cuales se procesaron de la misma forma que los anteriores. Ademas, se incluyé el
control de globulos rojos (50 microlitros de PBS 1X més 50 microlitros de la suspension de

gldbulos rojos al 1%).
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CAPITULO 4

RESULTADOS
Cabe destacar que a pesar de realizarse un procedimiento minimamente invasivo, los pollos

bursectomizados no presentardn infeccion postquirargica ni mortalidad.

La inmunizacién contra Newcastle se realizé con vacuna viva, cepa La Sota, aplicando una

gota en el ojo a cada pollo. Se tuvo especial cuidado con la cadena de frio de la vacuna para
garantizar su viabilidad al momento de la aplicacion.

4.1 Analisis de la inhibicion de la hemaglutinacion

Las serologias entregadas por el laboratorio SERVET S.A.S. se encuentran en los anexos, en la

Figura 5. Se observa el resumen de la evaluacion seroldgica.

Numero de aves por Titulo

18

16
14
12
10
8
6
4 | ‘
2
: St atH L o b HTHH
B EEEEERE SRR EERERENEERE RS
Ny 2RY LIRS LEenYneLYne299929923959299
16 8 16 32 64 128 8 16 32 64 128 32 64 128 256 16 64 128 256
TO control T1BX21 T2 NBX21 T3 BX28 T4 NBX28

Figura 5. Resumen de las evaluaciones seroldgicas de la prueba inhibicion de la hemaglutinacién en la
investigacion. TO control: Pollos sin vacuna 'y con BF; T1 BX21: Pollos bursectomizados al dia 21 y vacunados el

dia 22; T2 NBX21: Pollos con BF y vacunados el dia 22. (Control); T3 BX28: Pollos bursectomizados al dia 28 y
vacunados el dia 29; T4 NBX28: Pollos con BF y vacunados el dia 29. (Control).

Nota: Autores, 2020
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4.2 Andlisis estadistico de los datos

Una vez los datos fueron agrupados, se llevaron al software SPSS v 24.0, se realiz6 una
prueba de normalidad por el Test de Kolmogorv-Smirnov, los resultados sugieren un modelo de
analisis no paramétrico; por lo tanto, se utilizo el modelo de Kruskal-Wallis, con una prueba de

comparacion de medianas de Bonferroni.

La prueba de Kruskall-Wallis no mostro diferencias significativas (P>0.01) entre los
tratamientos, en la Tabla 2 se observa el rango promedio de las significancias asintéticas

ajustadas mediante la correccion de Bonferronni para las muestras.

Tabla 2.

Rango promedio de las muestras, con la prueba de comparacion de medianas por la prueba de Benferroni.

Muestras Estadistico de Error Desviacion de Sig. Sig.
contraste contraste ajust
TO control — T1 BX21 -36.39 9.212 -3.95 0.001  0.001
TO control — T2 -19.77 8.99 -2.19 0.028 0,278
NBX21
TO control — T3 BX28 -54.59 9.46 -5.76 0.000  0.000
TO control — T4 -68.70 9.212 -7.45 0.000  0.000
NBX28
T1BX21- T2 NBX21 16.62 9.30 1.786 0,074  0.740
T1BX21- T3 BX28 -18.19 0.76 -1.86 0.062 0.622
T1BX21- T4 NBX28 -32.31 9.51 3.39 0.010 0.170
T2 NBX21- T3 BX28 -34.82 9.55 -3.64 0.000  0.003
T2 NBX21- T4 NBX28 -48.93 9.30 -5.25 0.00 0.000
T3 BX28- T4 NBX28 -14.11 0.76 -1.44 0.148 1.000

TO control: Pollos sin vacuna y con BF; T1 BX21: Pollos bursectomizados al dia 21 y vacunados el dia
22; T2 NBX21: Pollos con BF y vacunados el dia 22. (Control); T3 BX28: Pollos bursectomizados al dia
28 y vacunados el dia 29; T4 NBX28: Pollos con BF y vacunados el dia 29. (Control).

Nota: Autores, 2020.
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Diagrama de cajas Agrupado de Dilucién por Tratamiento por Edad (Dias)

™
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Figura 6. Diagrama de caja. TO control: Pollos sin vacuna y con BF; T1 BX21: Pollos bursectomizados
al dia 21 y vacunados el dia 22; T2 NBX21: Pollos con BF y vacunados el dia 22. (Control); T3 BX28:
Pollos bursectomizados al dia 28 y vacunados el dia 29; T4 NBX28: Pollos con BF y vacunados el dia 29.
(Control).

Nota: Autores, 2020

En la Figura 6 se observa el diagrama de cajas donde se muestra que entre los dias (35,42 y 49
dias) no existen diferencias entre las medianas para los tratamientos: T1BX21 Vs T2NBX21 no

hubo diferencias a los 35 y 42 dias, con respecto a los titulos de la ND; de igual manera pasa con
T3BX28 vs TANBX28 a los dias 42 y 49 dias de la investigacion.
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DISCUSION

La vacunacion es una de las herramientas para la prevencion de las enfermedades y la
reduccion de las pérdidas econdmicas en la produccién aviar (Bosha y Nongo, 2012). Las
vacunas con virus vivos disminuyen la patogenicidad a través de cultivos consecutivos,
manteniendo su antigenicidad inmunogénica para estimular la respuesta inmune del ave (Ganguly
etal., 2010).

La IBD es una de las patologias inmunosupresoras mas importantes para la avicultura, los
dafios que causa sobre la BF dependen de la genética, la edad, cepa del virus, presencia de los
anticuerpos maternos y plan vacunal (Rautenschlein, et al., 2005). En el presente estudio se
simul6 el dafio que puede producir la vacunacion a la BF (hiperemia de la bolsa, edema, necrosis,
a nivel macroscopico, a nivel histopatoldgico, necrosis linfoide, deplecidn y atrofia de los
foliculos bursales, formacion de vacuolas, invaginacién del epitelio, entre otros), con una cepa
intermedia plus de IBD con la bursectomia de las aves, dejandolas sin 6rgano linfoide primario
(Babaahmady et al., 2005).

Estudios como los expuestos por Thornton y Pattison, (1975); Sharma et al., (2000);
Raustenschlein et al., (2003); Yeh et al., (2002); Raustenschlein et al., (2005) y Castro et al.,
(2005), causaron lesiones a la bolsa a través de vacunas de IBD, intermedias e intermedias plus,
encontrando lesiones en la bolsa en menor y mayor grado, las lesiones fueron comparables con
una bursectomia.

La atrofia de la BF se asocia con inmunosupresion (Marifio y Hanson, 1987), pero esto
depende de los MDA, que en la investigacion presentan un log. bajo hasta el final de la
investigacion, estando en discrepancia con lo publicado por Castro et al. (2005) que no detectaron

titulos a temprana edad en la parvada usada en la investigacion descrita por ellos.
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Al analizar los resultados obtenidos, los titulos de anticuerpos para la enfermedad de
Newcastle, no existieron diferencias significativas para los dias de la investigacion entre las aves
bursectomizadas y las que no se les realiza la bursectomia; presentando los grupos una respuesta
humoral que no se parece a lo reportado por Castro et al., (2005) y por Mazariegos et al. (1990),
que encontraron lesiones en las BF. Las aves de su estudio no presentaron una buena respuesta a
la vacunacién, por el contrario, lo reportado por Giambrone y Clay (1986) no evidenciaron dafios
en la bolsa, y los titulos seroldgicos fueron altos demostrandose una seroconversion.

En la presente investigacion la bursectomia realizada en las aves a los dias 21y 28 (T1y T3),
genero seroconversion por la prueba de HI en los 35, 42 y 49 dias respectivamente.

Esto significa que extraer la BF a partir de 21 dias no compromete la respuesta inmune
humoral para la enfermedad de Newcastle. Este hallazgo se explica por la funcion de la BF como
organo de maduracion de linfocitos B, los cuales ya maduros empiezan a migrar desde la BF a los
organos linfoides secundarios como el bazo y a todos los agregados linfoides distribuidos en el
organismo. Este proceso se sucede mayoritariamente entre el nacimiento y los 21 dias de vida. De
acuerdo a Lasher y Shane, (1994), la bolsa es un 6rgano linfoide primario, el bazo y los 6rganos
linfoides secundarios son colonizados, lo que contribuye en la elaboracién de la respuesta
humoral normal en ausencia de BF (Burkhardt y Miller, 1987). El trabajo realizado obtuvo el
mismo resultado que el de Faragher et al., en 1972, concluyendo que la infeccion por virus de
IBD 0 en este caso la bursectomia que simula el dafio producido por un virus de esta enfermedad,

no tiene efecto si la infeccidn o el proceso quirdrgico se realiza posterior a 21 dias.
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Por ello, en este estudio la bursectomia causo un efecto minimo sobre la respuesta de
anticuerpos de las aves a los 21 dias de edad, al igual que los estudios de Cullen (1982) y Palya
(2012), atn cuando este ultimo realizo la Bursectomia a los 15 dias de edad, pero el resultado fue

el mismo observado en nuestro trabajo.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo, cuando se aplico la vacuna de New Castle en las aves Control y
aquellas No Bursectomizadas y Bursectomizadas todos los grupos seroconvirtieron y no hubo
diferencias estadisticamente significativas (P> 0.01). Sin embargo, cuantitativamente, las aves
control mostraron menor seroconversion. Esta situacion podria explicarse por diseminacion

horizontal del virus vacunal desde los grupos vacunados a las aves control.

Las aves bursectomizadas tanto a los dias 21 como 28, respondieron a la vacuna de New
Castle igual que aquellas que tenian la BF. No se encontraron diferencias significativas (P> 0.01).
Esto puede deberse a que la lesion de la BF, en este caso simulada con la bursectomizacion a
partir de 21 dias de edad, no compromete la capacidad de las aves en estudio para responder a la

vacunacion para Newcastle.

El trabajo realizado permite inferir que la vacunacion con cepas intermedias plus para la
enfermedad de Gumboro, no comprometen la respuesta a la vacunacién para la enfermedad de

Newcastle, si las lesiones que produce su replicacion en la BF son posteriores a 21 dias.

Los datos obtenidos en el presente trabajo podrian ser particularmente importante para la
industria de pollo de engorde en Colombia donde alrededor del 80% de esta industria utiliza

vacunas intermedias plus para la proteccién contra la enfermedad de Gumboro.
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RECOMENDACIONES

Realizar este mismo trabajo en unidades de aislamiento que permitan asegurar que las aves
control no sean expuestas a virus vacunal de Newcastle, como quizas sucedié en este trabajo con

las aves control.

Realizar este mismo estudio, pero adicionando un grupo vacunado contra la enfermedad de
Gumboro utilizando vacuna intermedia plus, y evaluar la repuesta humoral frente a la vacunacion

para Newcastle.

Finalmente realizar el procedimiento de Bursectomia en aves de 14 dias con el objetivo de
evaluar si la ausencia de BF a esta edad compromete la respuesta inmune humoral para la

vacunacion de Newcastle.

Realizar un estudio con una vacuna de la enfermedad de Gumboro intermedia plus, para

evaluar la reaccion humoral de la BF atrofiada més no bursectomisada.
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