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Abstract

Three field isolates of infectious bursal disease virus (IBDV) were obtained from commercia broiler flocks in Mexico.
Their antigenic properties were determined by antigen-capture-ELISA using monoclonal antibodies. B-29, R-63, BK-9,
B-69 and 57. Virulence of the three isolates was evaluated in inoculated birds based on clinical signs, production of
neutralizing antibodies against IBDV, mortality, bursa/body weight ratio, histological lesions, IBDV antigen permanence
in lymphoid tissues and humoral response against Brucella abortus and red blood cells of sheep. Isolates P and G held the
epitopes recognized by the monoclonal antibodies B-29, R-63 and B-69. These epitopes usually appear in classical IBDV
strains, whereas isolate H was not recognized. The three isolates caused the subclinical form of IBD. Marked bursal
atrophy with severe lymphocyte depletion was observed in inoculated birds. IBDV was detected by immunofluorescence
up 14 days postinoculation, and antibody production between the first to the second week postinoculation. Although
immunosuppression was not detected by the measurement of immune response towards antigens used, the eventual
immunosuppressive effect by isolate H cannot be excluded. Finally, no difference of virulence among the three isolates
was observed.
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Resumen

Se aidaron tres virus de la infeccion de la bolsa de Fabricio (VIBF) a partir de muestras obtenidas de muestras en granjas
avicolas en México, aguéllos se denominaron H, Py G. Se determinaron sus propiedades antigénicas mediante la técnica
de ELISA por captura de antigeno, utilizando los anticuerpos monoclonales (Mab) B-29, R63, BK-9, B-69 y 57. Se
evalud su virulencia en aves inoculadas mediante la observacion de signos clinicos, mortalidad, proporcion del peso
bursal con el peso corporal, lesiones microscopicas, persistencia de los virus en tejidos linfoides, serologia contra VIBF y
medicion de la respuesta inmune hacia Brucella abortus y eritrocitos de ovino. Los virus Py G presentaron |os epitopes
reconocidos por los B29, R63 y B-69, que estan presentes en las cepas clasicas de VIBF, €l virus H no pudo ser
reconocido por ningin Mab. Los tres aislamientos indujeron la presentacion subclinica de la IBF en las aves inoculadas,
se observé marcada atrofia bursal con deplesion linfoide severa, persistencia del VIBF en bolsa hasta los catorce dias
posinoculacién y seroconversion de las aves a partir de la segunda semana después de lainoculacion. A pesar de que no se
detect6 plenamente un estado de inmunodepresién mediante la respuesta a los dos antigenos utilizados, no se puede
descartar un eventual efecto inmunodepresor por el aislamiento "H". Tampoco se detectaron diferencias en la virulencia
delostres VIBF aislados.
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Introduccién

La infeccién de la bolsa de Fabricio es una enfermedad
aguda, altamente contagiosa, de aves jévenes, causada por
un virus de la familia Birnaviridae, caracterizada por
afectar a sistema inmunocompetente, en especial a la

bolsa de Fabricio (BF), lo que ocasiona un estado de
inmunodepresion® La virulencia y los efectos
inmunodepresores del VIBF pueden variar dependiendo

de la cepa del virus? inclusive se aprecian grandes
diferencias entre | as cepas utilizadas como vacunas>*

Las cepas de dta virulencia del VIBF inducen la
presentacion clinica de la enfermedad con alta morbilidad
y mortalidad. Por otro lado, infecciones con virus menos
virulentos pueden originar la forma subclinica con baja
mortalidad.> Se describen brotes donde Gnicamente se
observa ateracion en la ganancia de peso, o inclusive
puede ocurrir la produccion de anticuerpos sin la aparicion
de signos clinicos®

Las cepas variantes antigénicas también difieren de las
cepas clasicas con relacion a sus caracteristicas
patogénicas, ya que no causan la enfermedad clinica en

aves de cuatro a seis semanas de edad, no producen la
mortalidad observada con agunas cepas clasicas, pero

tienen alta capacidad para inducir inmunodepresion en las
aves.®® | as lesiones producidas por estas variantes, se

caracterizan por una rapida y severa atrofia de la bolsa

acompariada de una minima respuestainflamatoria. 2®°

Por otro lado, en Europa, a partir de 1987 se han aislado
cepas altamente virulentas del VIBF que se han
denominado very virulent infectious bursal disease virus
(wIBDV), las cuaes han originado problemas
devastadores debido a la alta mortalidad. En la década de
los noventa se han diseminado los brotes ocasionados por
estas cepas, principalmente en Asiay Africa. Estas cepas
corresponden al tipo clésico o estandar del serotipo 1.
Al parecer, las cepas altamente virulentas del VIBF
poseen mayor capacidad de inducir inmunodepresion, lo
que alin no se ha determinado completamente. **

El presente trabajo tiene como objetivo determinar las

caracteristicas  clinico-patolégicas y los  efectos
inmunodepresores de tres aislamientos de campo del

VIBF en México.

Material y métodos

Cepade VIBF de referencia
Se utiliz6 la cepa 73688 aislada por MC Peckham a partir

de un brote de IBF en pollas de 16 semanas de edad,12
con un titulo de 10*® DLEPsgy, /ml.

Virus de campo de VIBF

Se obtuvieron tres virus de tres granjas ubicadas en

* Aves Libres de Patégenos Especificos, S. A, deC. V.,
** Proporcionados por Intervet México, S. A.deC. V.

Meéxico: Huasca de Ocampo, Hidalgo (virus H), Perote,
Veracruz (virus P) e Iguala, Guerrero (virus G), todos en
México, dicha granjas presentaron serologia positiva a la
infeccién de la bolsa de Fabricio, a pesar de que no se
aplicaba ninguna vacunacion contra dicha enfermedad. El
aislamiento viral '? se realizé mediante la inoculacién de
macerados de bolsa de Fabricio, tonsilas cecales y bazo en
embriones de pollo libres de patégenos (LPE),1
observandose mortalidad y lesiones caracteristicas del
VIBF desde el primer pase.

Para descartar la posible presencia de los virus de
Newcastle e influenza aviar, se realizé hemoaglutinacion e
inhibicion de la hemoaglutinacion a partir del liquido
alantoideo. Para el caso de reovirus y adenovirus, se
realizaron pruebas de precipitacion en agar (PA) y virus-
seroneutralizacion (VSN) con los macerados de tejidos
embrionarios, la VSN se realizd en cultivos renales de
embrién de pollo, utilizandose un antisuero de reovirus
para la cepa S1133 y de adenovirus grupo |, serotipo 1
(CELO) y serotipo 4.

La titulacion de las suspensiones virales se realizé por
inoculacion en embriones de pollo LPE de las
suspensiones virales. El nimero de DLEPsg/ml se
determind mediante el método de Reed y Miiench.®

Determinacién de las caracteristicas
antigénicas de los VIBF

Se realizd la técnica de inmunoensayo de enzimas ligadas
por captura de antigeno (AC-ELISA), utilizando cinco
anticuerpos monoclonales (Mab) especificos para epitopes
del VIBF** denominados B-29, R-63, BK-9, B-69, y 57.*

Aves de experimentacion

Para este trabajo se usaron 620 pollos de engorda Arbor
Acres X Arbor Acres no sexados, provenientes de una
incubadora comercial, con un titulo medio geométrico de
anticuegoos neutralizantes de origen materno contra VIBF
de 10?8

Caracterizacion de la virulencia de los
aislamientos de VIBF

Las aves se asignaron de manera al eatoria en cinco grupos
de 25 individuos con tres réplicas cada uno (grupo A =
testigo no inoculado, B = grupo inoculado con la cepa
73688, C = grupo inoculado con aislamiento H, D = grupo
inoculado con aislamiento P y E = grupo inoculado con
aislamiento G). Los grupos fueron aojados en diferentes
unidades de aislamiento.

Ademas del nimero de aves antes mencionado por unidad,
se incluyeron adicionalmente dos lotes de 24 aves que se
aojaron de manera separada y que se destinaron
exclusivamente para evaluar la respuesta inmune hacia
Brucella abortus y eritrocitos de ovino, se utilizd un lote
paraevaluar cada antigeno.

Lostitulos de los fluidos para desafio de los aislamientos

de VIBF H, Py G fueron 10?8, 10*° y 10*2 DLEPsge/m,



respectivamente. La inoculacién de las aves con los tres
aislamientos de campo o con la cepa 73688 fue a los 17
dias de edad por via ora y con un volumen de inéculo de
0.2 ml por ave. Al grupo testigo se le administré 0.2 ml de
caldo triptosa fosfatado. A partir de ese momento se
observé diariamente la semidtica y se registro la
mortalidad.

Se redlizaron cinco muestreos, € primer muestreo se
realiz6 un dia antes de la inoculacion alos 16 dias de edad
y después se realizaron muestreos alos 3, 7, 14, y 21 dias
posinoculacion con VIBF. En cada muestreo se
seleccionaron aleatoriamente doce aves de cada grupo
(cuatro por cada réplica) que ya no fueron reemplazadas
en el grupo correspondiente. La rutina incluyd la
identificacion individua de cada pollo, su pesge y
obtencion de sangre sin anticoagulante para la posterior
extraccion de suero. Después las aves seleccionadas se
sacrificaron mediante descarga eléctrica para redlizar la
necropsia, en primer lugar se extrgjo completamente la BF
para ser pesada, ademés se obtuvieron muestras de timo,
tonsilas cecales, bazo, rifion y BF para realizar estudios de
inmunofluorescencia e histopatologia.

Para la evaluacién de la virulencia de | os tres ai slamientos
de campo de VIBF se consideraron |os siguientes criterios.
Medicién de la respuesta inmune humoral hacia IBF por
medio de la prueba de virus-seroneutralizacion (V SN)

Se midié la respuesta de anticuerpos contra IBF a nivel
sérico por el método beta de VSN en cultivo primario de
fibroblastos de embrién de pollo, segin se describe en la
literatura. ™

Determinacion del indice bursal (IB)

Secalculé el indice bursal que esla proporcién de labolsa
de Fabricio con relacién a peso corporal, ta como se
describe en la literatura® Posteriormente, los indices
bursales de cada ave se dividieron con el indice bursal
promedio del grupo testigo no inoculado alo que se
denominé indice B:B. Se consider6 atrofia bursal cuando
se observaron en los grupos inoculados valores promedio
de B:B menores a0.70.1°

Determinacién de la persistencia del
VIBF en tejidos por inmunofluorescencia

(IF)

Se realiz6 la técnicaindirecta de inmunofluorescencia®’ en
cortes de 4 de espesor de los 6rganos congelados BF,
bazo, timo, tonsilas cecales, higado y rifi6n. Como
anticuerpo primario se utiliz6 antisuero contra VIBF
elaborado en conejos® con

* Boeringher Ingelheim, S. A.

** Rhone Merieux.

***Bursine 2 Ford Dodge Animal Health.

**** Anti-Rabbit 1gG Whole molecule FITC Conjugate. Sigma
Immunochemicals.

cada una de las tres siguientes cepas vacunales. Lukert,
325124y Sal. 5 Como antisuero secundario se utilizé anti-
IgG de conejo, elaborada en cabra y conjugada con
isotiocianato de fluoresceina.®

La cuantificacion de la inmunofluorescencia en |os cortes
sellevé acabo segun el siguiente criterio. 0 = Ausenciade
células con IF; 1 = escasas células con IF; 2 = grupos de
células con IF; 3 = abundantes del tejido con células con
IF.

Evaluacion histopatoldgica

Las porciones de drganos previamente fijadas en
formalina amortiguada al 10% se incluyeron en parafinay
se realizaron cortes de 4y de espesor, para posteriormente
ser procesadas con la técnica de hematoxilina- eosina
(HE).lg

Se hizo un estudio de las lesiones presentes en BF, bazo,
timo, tonsilas cecales y rifion, en los diferentes muestreos.
Unicamente se califico la lesion en BF utilizando el
siguiente criterio® : 0 = 9n lesién; 1 = necrosis leve en
foliculos aislados; 2 = deplesion linfoide moderada difusa
o foliculos aislados con deplesion severa; 3 = deplesion
linfoide severa en més del 50% de los foliculos; 4 =
presencia Unicamente del contorno de los foliculos
linfoides con s6lo algunos linfocitos, aumento del tejido
conectivo, presencia de quistes e hiperplasia del epitelio; 5
= pérdida completa de la arquitectura folicular con
fibroplasia.

Medicion de la respuesta humoral hacia
antigenos timo-dependientes y timo-
independientes

Las aves destinadas a la evaluacion de la respuesta
humoral timo-dependiente y timo-independiente se
sometieron al siguiente esquema: A los seis dias después
de la inoculacion con los cuatro diferentes VIBF, se
inocularon las aves de manera intraperitoneal con un ml
de suspension de eritrocitos de ovino (EO) a 7%
(inmunidad humoral timo-dependiente) o con Brucella
abortus (Ba) (inmunidad humoral timo -independiente)
cepa 19* con titulo de 3.6 x 10° bacterias viables por ml.
De esta forma en cada unidad se incluyeron dos grupos de
aves, un grupo inoculado con EOy otro con Ba.
Posteriormente, las aves se sangraron en dos ocasiones a
los 7 y 14 dias después de aplicados | os dos antigenos para
la obtencién de suero, el cual se procesd posteriormente
por microhemoaglutinacion para evaluar la respuesta
inmune por anticuerpos hacia EO y por microaglutinacion
para medir la respuesta hacia Ba. El procedimiento de
ambas técnicas se realizd conforme a lo descrito
anteriormente.’ En la microhemoaglutinacion se utilizé
como antigeno, suspension de eritrocitos de ovino al 0.5%
y para la microaglutinacién se utilizé la cepa 1119-38 de
B. abortus.
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Analisis estadistico

El porcentaje de mortalidad por grupo se evalud por la
prueba de Ji-cuadrada.?? Con los datos del indice bursal se
realiz6 andlisis de varianza para determinar el efecto en
cada grupo, se verificaron supuestos de normalidad
mediante la prueba de Shapiro y Wilks® 'y
homocedasticidad por la prueba de Bartlett?® las
comparaciones entre medias se realizaron por la prueba de
Tukey22 aun nivel de significancia de 0.05.

Las cdlificaciones de lesiones histolégicas, cantidad de
células inmunofluorescentes y niveles de anticuerpos
contra los diferentes VIBF, hacia EO y Ba, se evaluaron
por la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis?* La
diferencia entre medias se determind mediante la prueba
de Wilcoxon-Mann Whitney?, también con un nivel de
significancia de 0.05.

Previamente a andlisis estadistico, los titulos de
anticuerpos para VIBF, contra B. abortus y eritrocitos de
ovino se transformaron en Log;g (titulo + 1).

Resultados

Aislamiento viral en embriones de pollo

Durante el aislamiento en embriones de pollo libres de
patégenos especificos se observé mortalidad embrionaria
entre los tres y cinco dias posinoculacion y las lesiones
encontradas en los embriones fueron congestion y
hemorragia difusa de piel, edema en la regién abdominal,
falta de desarrollo y congestién de 6rganos internos. Para
el grupo inoculado con el aislamiento H, se obtuvo una
mortalidad de 77.78%, con el aislamiento P de 80% y con
el aislamiento G de 66.67%. La mortalidad y las lesiones
descritas anteriormente se observaron en el primer pase en
embrién de pollo.

Determinacion de las caracteristicas

antigénicas de los VIBF

La cepa 73688 y los aislamientos Py G, mostraron poseer
los epitopes reconocidos por los B29, R63 y B69. Sin
embargo, el aislamiento H no fue reconocido por ninguno
de los anticuerpos monoclonal es utilizados.

Caracteristicas clinicas de las aves

inoculadas con VIBF

No se observaron signos de enfermedad en las aves de los
cuatro grupos inoculados, asi como en las del grupo
testigo, solamente se observd desuniformidad en el
desarrollo corporal que clinicamente fue muy evidente en
el grupo inoculado con e virus H. Con relacién al
porcentaje de la mortalidad, se observaron los siguientes
valores 9.33, 8.00, 10.67, 10.67 y 16, respectivamente,
para los grupos testigo y desafiados con la cepa 73688, y
conlosvirusH, Py G, no se observé diferencia

10

estadistica significativa con la prueba de Ji-cuadrada
(P>0.05).

Proporcion entre peso bursal y peso
corporal

Los datos de indice bursal e indice B:B se muestran en el
Cuadro 1. No se observaron alteraciones en el desarrollo
de la BF en las aves del grupo testigo. La cepa 73688
indujo atrofia severa evidente desde el tercer dia (P<0.05).
Los virus H, Py G indujeron atrofia, que se evidencié a
los siete dias. En los dias 14 y 21 la atrofia bursal fue
semejante para los cuatro grupos inoculados, ya que no se
observaron diferencias estadisticas significativas.

Inmunofluorescencia

Bolsa de Fabricio

Los resultados acerca de la deteccion del antigeno viral
por inmunofluorescencia indirecta se encuentran en €
Cuadro 2. Se detecto presencia de antigeno viral desde los
tres hasta los catorce dias posinoculacion. Se observé la
mayor cantidad de células inmunofluorescentes en el
tercer dia posinoculacion en los tres aislamientos de
campo y en la cepa 73688. La inmunofluorescencia se
observé en el citoplasma de las células de la corteza y
médula de foliculos linfoides, también se observaron
células escasas distribuidas en el tejido conectivo de los
tabiquesinterfoliculares.

Bazo

Los resultados de la inmunofluorescencia en el bazo se
presentan en el Cuadro 3. Se presentaron indicios de virus
del dia tres al siete en los grupos inoculados con los
aislamientos H y Py hasta el dia 14 con la cepa 73688 y
con € adamiento G. La mayor cantidad de
inmunofluorescencia ocurri6 en el diatres.

Timo

Los resultados de inmunofluorescencia para €l timo se
muestran en el Cuadro 4. El antigeno viral fue evidente
desde el dia tres hasta el catorce en las aves inoculadas
con la cepa 73688 y con los aislamientos Py G, con el
aislamiento H se observé hasta €l dia siete. La mayor
cantidad de aves que mostraron evidencia del antigeno se
presentaron en el diatres.

Tonsilas cecales

La presencia del antigeno de VIBF abarcd del dia tres
hasta el sieteenlosgrupos A, Cy D, y hastael diacatorce
Unicamente en los grupos B (73688) y E (aislamiento
"G"). No se observaron diferencias estadisticas
significativas, tal como se puede ver en el Cuadro 5.



Cuadra 1

[NDICES BURSALES (1R) PROMEDIO" E INDICE B:B* EN AVES INOCULADAS A LOS 17 DiAS
DE EDAD CON LA GEPA T3GHE O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMPO DE VIBF

L depiids de o moculacién

* IR = Peso bursal / peso corporal (n = 12).

Grupe  VIBF Fremoculacuin™ &) 7 14 2

IR B:R 1B 15 ) IR BB j 1] BB 1B BB
A NINGLUNO 26600 (1.00°) 2.765* {1.00% 2.872" {1.00) 2687 {1,004 2610+ (100
B 73488 2383« (087 1378k {049 0.945¢ {0.32=) 0907 (0.34%) 0.815" (0:31%)
c Assl. H Thdte (0954 2580 {819 1G85 (.58 08384 (0.81%) 080Gt (0.31%)
D Anl P ST (102 64T (0850 LRST= (048 0844 (081% 0774 ([0
E Al G 2408 (0904 2,358 {0.85%) 1. 196> (0.42%) - B {0,807 0.8z (034"

*= BB = B de cada pollo desafiado / 1B promedio del grupo testigo.
sos Vilores determinidos antes de la imoculicidn, a los 16 dias de edad,
Medias dentro de la misma columnn con distinta literal son diferentes esmdisticamente (P<0.05)

Cuadro 2

NUMERO DE AVES POSTTIVAS A VIBF EN LA BOLSA DE FABRICIO Y VALORES PROMEDI(Y SOBRE CANTIDAD
E CELULAS INMUNOFLUGRESCENTES EN AVES INOOULADAS A LOS 17 DIAS DE FDAD CON LA CEPA 75688
O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMIN DE VIR

Grupe FIBF Pretnoowlaciin™ .

Dhizi despusds de by nocilaciin

A Ninguno 0712 0+ 0y12 i
B TGRS o/12 i 111100 B
C Aisl. H ¢fiz 0= 1012 |. 58"
I Al P 0/ 12 i 1 2.8
E Al G 12 - 10/10 2.8
o, Promedio de alificaciones:

| = Escasas cflulas inmnofluorescenies
2 = Grupos de células immunoffuorescentes
1 = Abundantes células mmunnfuorescentes

RiA6N

Se detect6 el antigeno del dia tres a siete en los grupos
inoculados con los virus "P' y "G", y hasta el dia catorce
en las aves inoculadas con la cepa 73688 y con el

aislamiento "H". La frecuencia de aves con células
positivas y la cantidad de las mismas en tejidos fue la
menor en comparacion con los deméas 6rganos.

Grupo A (testigo)

Lostejidos de las aves pertenecientes al grupo no

7 i 21
012 ¥ oJi2 i a/i12 i
2r12 0. = 1712 025 012 o
&/ 12 0 Bi= 42 0 44+ {1 I L (i
718 0 58 5111 045 o/l2 i
5012 041 2711 0.18- 0J/12 o

{+) { total Puntuacidn (+) / mml Ponioacitni+) | wial Puntwacidn(+) / total Puntbacidn{+) / woial Punmacidn

Valores determinados antes de la inoculacién a los 16 diss de edad.
Medias con diferente literal en la misma columna indican diferenca estadistica sigmficaova (P<0,05}

presentaron indicio de inmunofluorescencia especifica
durante el transcurso de todo el experimento.

Evaluacion del grado de lesién bursal

Las calificaciones promedio de las |esiones histol 6gicas se
presentan en el Cuadro 6. El grupo A present6 el grado de
lesion mas bajo y mostrd oscilaciones alrededor del valor
1 durante todo el experimento.

En e grupo B, inoculado con la cepa 73688, se
presentaron més rapidamente lesiones severas, ya que en
losdiastresy siete se obtuvieron las calificaciones
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Cuadro 3
MUMERC DE AVES POSTTIVAS A VIBF EN EL BAZO Y VALORES PROMEDICY SOBRE CANTIDAD
DE CELULAS INMUNOFLUORESCENTES EN AVES INOCULADAS A LOS 17 DIAS DE EDAD
CON LA CEPA TA6E8 O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMPO DE VIBF

EHax diapieds de la inaculacedn
Grupo  VIBF Preimoeaulacisn™ 3 7 I4 2!

{#+) / total Puntuacién (+) / wial Puntiacidnd &) / toml Punruacidng+) / woal Puncoacidnl+) /o total  Puptusclén

A NINGUND 0412 o )12 o o/ o {442 [ o)e o
B THhER 0yle i 518 IE 3L 3712 {25 2p02 1 LN B i
c Ausl. H HF B i i 12 HRTHY 21010 20 {12 e oriz o
D Aisl P L B 0 612 0 S Iz g /12 ¥ osg 13
E Al G 012 o 3712 0. 50 /12 .33 3712 025" L B o

. Promedio de calificaciones:
| = Escasas células inmnofluorescentes
2= Grupos de células inmunofluorescentes
3 = Abundantes ofhulas immunofluorescentes
%  Yhlores determinados antes de la inocolscdn o bos 16 dias de edad.
Mueidias con diferente literal en la misma colomnn indican diferencia estadfsica significatva (F<0.08)

Cundro 4
NUMERC DE AVES POSITIVAS A VIBF EN EL TIMCO ¥ VALORES PROMEDIO" SOBRE CANTIDAD
DE CELULAS INMUNOFLUORESCENTES EN AVES INOCULADAS A LOS 17 DiAS DE EDAD
CON LA CEPA TGRS O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMPO IDE VIBF

Ihas despuds de fa moculacien
-

Grupe VIBF Pretmoculacrin™ 3 7 4 2]
{4}/ wotal Pontuacidn (4] / iolal Puntvacidnd{+) / woial Pontvacidn(+) / woial Puntwacidni+) / wial Punisacidno
A NINGURO 0/12 o 0r13 o 0/12 o g/ 1z Ly 02 =
B 73688 gy1e {p 5712 o4l 5/12 0,25 1,12 o {1a" 012 L
C Aisl H a/12 o 3711 .27 2411 018 L | i 0/12 E
§] Adsl P o/1z i /10 0, 80e orne i 1412 .08 /12 o
E Al G nfia L 5411 0.2 oriz i 2112 0.6 018 0

. Promedio de calibicaciones:
1 = Escasas ¢élulas mmnotluorewcentes
2 = Grupos de célulay mmunoffuorescentes
5 = Abundantes céhilas mmunofluorescentes
**  Valores determinados antes de la inoculacidn a los 16 dias de édad.
Medias con diferente hireral en la misma columna indican diferencin esadistica significativa {(P<0.05)

mas altas (3.75 y 4.00, respectivamente) con diferencia grupo C (aislamiento H) con su nivel méximo en el dia
estadistica significativa Gnicamente para €l tercer dia; sin siete (3.75) y con disminucion a los dias 14 y 21 (2.83 y
embargo, el grado de lesion disminuy6 en e dia 14 (2.25),  2.66, respectivamente).

siendo el més bajo de los grupos inoculados; finalmente De la observacion histol6gica de otros 6rganos linfoides

en el dia 21 seincrementd nuevamente a 3.16. se notifica apoptosis leve en foliculos linfoides de
Las lesiones producidas por los tres virus de campo neoformacion, ubicados en timo, bazo y tonsilas cecales,
alcanzaron su méxima calificacion en e dia siete, en rifén se observé nefrosis tubular difusa leve. Estos
disminuyendo lentamente con el aislamiento G. La hallazgos fueron comunes a los cinco grupos y
severidad de lalesion seincrementé mas lentamente en el permanecieron constantes durante todo el experimento.
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Cunidra 5
NUMERG DE AVES POSTTIVAS A VIBF EN TONSILAS CECALES ¥ VALORES PROMED SORRE CANTIDAD
DECELULAS INMUNOFLUORESCENTES EN AVES INCUULADAS A 105 17 DIAS DE EDAD
COMN LA CEPA 73688 0O CON TRES AISTAMIENTOS DE CAMPO DE VIBF

Ly dexpuedy de ln ennciionion

Grupe FIBF Preinseutscion™ E 7 e 2
{+) 7 1otal Puntaacidon (+) / towal Puntuacidnl+) / waeal Puptoacidn(+) / total Puntwacidni+) ! total Puntuscdn
A NINGLUNO 0Or12 [ of12 fis o/12 o= oS13 o= L B [ig
B TAGER 0/1z o= T7/12 0. 754 4712 053+ 1/13 (. ChE* i B =
C Al H 0/r12 ir G6/11 .63 irn 027 01z L1y /12 Q=
LB Al P ayiz LF B/12 0504 xl12 .16 0412 [+ 1 U B i
E Aisl G 0/12 o 4/12 041" 1412 0, e /10 fy, S i N s £

-

Promedio de calificaciones
1 = Escasas offulas mmnofluorescentes
I = Grupos de oflulas inmunofluorescentes
5 = Abundunited oflulas inmunofluorescentes
**  Valores determimados antes de la inocolocitn a los 16 dizs de edad
Medias con diferente literal en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P<0.05)

Cuadre 6

CALIFICAUIONES PROMEDIO® DE LESTONES HISTOLOGICAS EN LA BOLSA DE FARRICIO EN AVES
INOCULADAS A LOS 17 DIAS DE EDAD CONM LA CEPA 73688 O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMIMG DE VIBF

IHas J;'Jlbuf':l de la mogulneed

Grigra. FIBF PrrifiociilaciinT 3 i 14 21

A MNINGLING 58" 1.25* 0.6E 108 128
B 15088 h.el= 3.75* 4 .00 295 318"
& M=l H |G 2. o6* T 253> 268"
D Al P | w0 291k 215 300~ 391
F Absl G 1.0 3000 .91+ .95 3.59m

* Promedio de calificacionest
0= Sin lesidn.
| = Necrosis leve en follculos aiskados.
2 = Deplesin linfmide moderada difusa o foliculos anlados con deplessin severa
4= Deplesidn linfoide severa en mds del 50% de los foliculos
4 = Presencia dnicamente del contorno de los foliculos linfoides con sélo algunes infocitos, sumeno del epdo conecuvo,
presencia de quistes e hiperplasia del epitelio
5= Pérdida completa de la arquitectura folicolar con: fibroplasa
*Valores determinados antes de la inoculacitn 4 los 16 dias de edad.
Medms dentre de la misma columna con distnea literal son diferentes estadisucamente (P<0,05}

Medicion de la respuesta inmune hacia El grupo A no inoculado presentdé una disminucion

el virus de la infeccién de bolsa de gradual en los niveles de anticuerpos a lo largo de los
diferentes muestreos, llegando a cero en el dia veintiuno.

Fabricio (VIBF) En los grupos inoculados se observé a partir del dia siete

Los titul odi ari | posinoculacion un ascenso de los anticuerpos en los
Osést' uios m | '85 ag;]jeom7 ”Xof exc[:ér | 0S eln 0010 SE grupos inoculados con los virus 73688 y G, y alos 14 dias
muestran en € Luadro 7. Antes & [a Inoculacion, N0 455 aves infectadas con los virus H y P; sin embargo, no

existieron diferencias entre los grupos A, B, Cy D. se apreciaron diferencias entre | os cuatro grupos durante

Vet. Méx., 30(1) 1999 13




Cusdro 7

TITULOS MEDIOS GEOMETRICOS DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA VIBF EN AVES INOTULADAS
A LOS 17 THAS DE EDATY CON LA CEPA T36E8 O CON THES AISLAMIENTOS DE CAMIPM DE VIEE

e e _ =

IHay degpuds de la moculogion

Grupn VIAF Premocnlacidn' i 7 I 2

A NINGUNO L1774 = 062 - 0.7719 = 0.69¢ 0.7492 = (.58 * 4573 = 57" 0.00 = 0,00 !
B 73658 L3105 = 048 01969 %= 0.46° 0.5294 + 0.69 " 1619 < 048 * 24085 2 0,79 "
C Agsl. H 1. 3853 + 0.5 = 06625 = 0.71 % O4805 = 060 ¢ 1, 7878 = 36 25570 £ 073 *
(4] Ais], P | 4475 = 0,55 ¢ 0.45900 = 0774 N45T] = 057 10811 =077 2074 = Ko
E Al G 05041 + D62 02886 2 051%™ NAD4T £ 064 1.3670 = (L7545 + S 0859 + 054

* Medin geométrica de iimlos ransformados Log, (Timle + 1) obtenidos per vimis-seronewrraleacdn n = 12)
=8 Yalores determnados antes de Ly inooalacitn o los 16 dias de ecdad,
Medias denwro de la misma codumna con distinta lteral son diferenies estadisticamente (F<0.05)

Cuadra 8
THITULOS MEDIOS GEOMETRIGOS® DE ANTICUERPOS CONTRA ERITROCTTOS DE OVING™ {ED) Y CONTRA
Bruceils abortus™" EN AVES INOCULADAS A LOS 17 DIAS DE EDAD CON LA CEPA TSGE4
O CON TRES AISLAMIENTOS DE CAMPO DE VIBF

Tifulox de anficuerpos porinsculacidn

Grupa  VIBE 7 fMng 14 Dina

EDQ i Ba fi EC 1 Ba n
A NINGUNO 056 = O048* 4 211 £0.25 * 20 026 = 030+ 21 201 = 023> 21
B T3GER 0.AQ-= (42> 21 108 =030k 20 037 = D42 21 .58 = 0.05¢ -]
C Al H (.33 + 0.33h 4 2,00 = 040+ E.e | 0,26 = 05 a3 T7T 044" 21
D Al P (.84 + 0.67 23 218 £+ 045 = 23 035 = D42 23 207 049 23
E Anl. G 0,48 = 0430 23 2 =088 *3 018 = D26 17 04 =044 n F

los diferentes muestreos posinoculacién a partir de los
sietedias.

Medicién de la respuesta a la aplicacion
de eritrocitos de ovino y de Brucella
abortus

L ostitulos medios geométricos de las aves inocul adas con
EO y con Baexpresados en Log;q Se muestran en el
Cuadro 8.

Para el caso delos anticuerpos contra EO, se observaron
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*  Media geométrica de tiles transformados Log,, (Thule 4 1) obeenides por microhemoaglutinacidn

** Las aves fueron inoculadas con 1 mb de EO al 7% seis dizs despuds de [ mooilacdn con VIBE

*o= Las aves fueron inocaladas con | md de Brwcells aborficr con tiulo de 2.6 = 10" seis dins despuds de la inoculacldn con VIBE
Medias dentrd de la misma colimna con distinta literal son diferentes estadisticamente (P<@.05),

diferencias estadisticas significativas Unicamente en el dia
siete posinmunizacion, disminuyendo los titulos al dia 14
posinoculacion. El grupo D (aislamiento "P") present6 los
titulos méas altos, con 0.84 y 0.33 para los dias siete y
catorce, respectivamente. El valor mas bajo se presentd en
el grupo C (aislamiento "H") con 0.33 en el diasiete y el
grupo E (aislamiento "G"), con 0.18 en el dia catorce.
Conrelacion alarespuesta contra Brucella abortus, en el
dia siete se observaron titulos muy parecidos entre los
grupos, inclusive no se obtuvieron diferencias estadisticas
importantes. Al dia catorce los grupos inoculados con la
cepa 73688 y con el aislamiento H fueron los més bajos,




con diferencias estadisticas significativas.
Discusion

En el presente estudio se obtuvieron tres aislamientos de
VIBF a partir de granjas sin antecedentes de vacunacion,
pero serologia positiva a la IBF por VSN y con lesiones
microscoépicas en BF de algunos animales estudiados. Las
lesiones embrionarias observadas durante el proceso de
aislamiento en este trabgjo, coinciden con lo observado
por Hitchner®, quien menciona que la mayor mortalidad
ocurre entre los tres y cinco dias después de la
inoculacion; por otra parte, describe la presencia de
congestion y hemorragias cuténeas, edema de la region
abdominal. Sin embargo, en este estudio no se observaron
palidez ni necrosis hepética.

Es posible realizar la diferenciacion entre cepas variantes
y clasicas de VIBF con e uso de anticuerpos
monoclonales con especificidad para la proteina VP2, por
medio ensayos de fijacibn primaria o por Vvirus
neutralizacion?* Snyder et al.® elaboraron un panel de
nueve anticuerpos monoclonales para epitopes del VIBF
(B29, 8, 179, BK-44, R63, B69, 42, BK-9 y 57), de los
cuales siete tienen capacidad neutralizante, siendo el R63
y e B69 los que poseen dicha propiedad con mayor
intensidad. Mediante la técnica de ELISA por captura de
antigeno se demostré que todas las cepas clésicas
examinadas poseen el sitio B69, mientras que la variante
Delaware, aislada en 1985, y la GL S carecen de |os sitios
definidos por los R63y B69.°

En el presente estudio, los aislamientos "P' y "G"
mostraron poseer los epitopes definidos por los
anticuerpos B29, R63 y B69, que estédn presentes en las
cepas clésicas de VIBF. Sin embargo, las propiedades
antigénicas del aislamiento "H" no pudieron ser
identificadas con el ensayo utilizado, por lo que se
requiere completar su identificacion. Por la falta de
reaccion ante dichos anticuerpos €l aislamiento "H" puede
tratarse de un virus diferente de los comunes. Para poder
caracterizar completamente a los aislamientos es necesario
determinar larelacién antigénica con otras cepas de VIBF,
incluyendo las cepas vacunal es.

A pesar de presentarse una atrofia bursal marcada con
deplesion severa con los aislamientos "H", "P' y "G", no
se presentd semidtica clinica sugestiva ni mortalidad, las
|esiones presentes en las aves muertas durante este estudio
no son indicativas de que €l VIBF fue la causa de la
muerte. Una condicién similar fue descrita por Weinstock
et al.?® quienes describen la presencia de lesiones
microscopicas en BF, pero sin unaateracion clinicaen las
aves durante un brote de IBF en una explotacion de pollo
de engorda de cuatro semanas.

El desarrollo de la bolsa se determiné por €l indice bursal,
en este estudio el grupo B presentd atrofia macroscépica
severa evidente desde el tercer dia con un valor de B:B de
0.49; sin embargo, es recomendable redlizar
observaciones en bolsas de aves inoculadas con dicha
cepa en los dias uno y dos después de la inoculacién para
determinar el tiempo en el cual se produce aumento de

volumen bursal por inflamacion aguda. Los tres
aislamientos indujeron atrofia a partir del séptimo dia. Las
cepas variantes de VIBF no producen inflamacion; por lo
tanto, no se observa aumento de tamafio bursal y provocan
rapidamente atrofia de la BF, caracteristicas que
mencionan varios autores®® Con la cepa 73688 se
present6 un comportamiento patol 6gico similar alas cepas
variantes de VIBF;, sin embargo, sus caracteristicas
antigénicas corresponden alos de una cepaclasica.

Lucio y Hitchner,?” utilizando aves White Leghorn,
observaron valores de B:B de 0.2 a los catorce dias
posinoculacion utilizando la cepa 73688 de VIBF. La
presentacion de atrofia se ha descrito por otros autores,
como Rosales et al.,® quienes mencionan que la atrofia
fue evidente desde el quinto diaen avesinoculadas con las
cepas Edgar, U28 y la variante A, ya que redujeron el
valor de B:B a 0.55. En aves de cuatro semanas de edad,
la cepa U-28 redujo el tamafio bursal en 75% después de
siete dias posinocul aci6n.%

El antigeno del VIBF fue detectado por
inmunofluorescencia indirecta en BF, timo, bazo, tonsilas
cecales y rifién. La mayor cantidad de antigeno se
presentd en la BF y la frecuencia e intensidad fue
considerablemente menor en otros o6rganos. Estos
resultados son similares a los descritos por Schat et al., %
quienes a inocular aves White Leghorn con la cepa 73688
observaron células positivas en la BF, bazo, tonsilas
cecales y timo. También observaron que la cantidad
maxima de antigeno en BF se presentd entre los dos y
cuatro dias posinoculacion y permanecio la presencia de
células inmunofluorescentes hasta los 18 dias.

En un estudio similar a éste, realizado por Valdez et a
utilizando la cepa 2512, se observo la presencia del
antigeno por inmunofluorescencia directa en la BF, bazo,
timo, rifdon, proventriculo, mollgga y duodeno,
detectdndose en la bolsa desde las 24 horas hasta los
nueve dias. En € bazo y el timo Unicamente se detectd
antigeno alas 24 horas 'y a los seis dias, respectivamente.
Las tonsilas cecales fueron positivas del segundo a
noveno dias, excepto 3por el diasexto.

Vindevogel et al.*> por su parte, describen que
Unicamente detectaron VIBF en la BF, donde fue
encontrado durante diez dias; las més dtas
concentraciones virales ocurrieron entre los dias cuarto y
quinto. Cheville,®® por su parte, describe que se observo
fluorescencia desde €l segundo dia hasta el dia sexto
después de lainoculacion. Por otra parte, Sharmaet al & no
pudieron detectar el antigeno viral en cortes por
congelacion de timo inoculados con la cepa IM. Sin
embargo, Inoue et al.,* detectaron antigeno en el timo a
los siete dias mediante técnicas de inmunohistoquimica.
Becht® propuso que el desarrollo de los signos clinicos de
IBF se puede relacionar con la velocidad de replicacion
del virus en los linfocitos bursales. Por otra parte,
Tanimura et al.® concluyeron que la virulencia de las
cepas de campo del VIBF se correlaciona con la
produccion de lesiones en los 6rganos linfopoyéticos
diferentes a la bolsa y que puede asociarse con la
distribucion del antigeno en esos 6rganos.
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En concordancia con lo anterior, Tsukamoto et al.,* &
inocular la cepa de ata patogenicidad Ehime/91,
observaron dtos titulos virdes en BF de 1 a 3 dias
después de la inoculacion, asi como detectaron un nimero
dto de células positivas a  antigeno  por
inmunohistoquimica en el timo, bazo y médula 6sea. Por
el contrario, con la cepa de baa patogenicidad J1,
Unicamente se determind en la bolsa de Fabricio €
antigeno viral de manera importante. Estos autores
discuten que existen diferencias en la replicacion viral en
otros tegjidos linfoides diferentes de la bolsa de Fabricio,
de acuerdo con la patogenicidad de la cepa de VIBF.
Ademéas sugieren que no solamente la bolsa sino otros
tejidos linfoides pueden modificar la virulencia de las
diferentes cepas de VIBF.

En este trabajo se observé que la cantidad de células con
inmunofluorescencia en BF fue menos abundante en las
aves inoculadas con la 73688, 1o que puede explicarse por
la deplesién linfoide severa. Sin  embargo, es
recomendable realizar estudios con muestreos mas
frecuentes.

Por otro lado, aunque no se observaron diferencias
estadisticas en la cantidad de células inmunofluorescentes
entre los grupos, el aislamiento "G" fue € que indujo
mayor cantidad de células inmunofluorescentes en BF al
tercer dia, y en bazo alos siete y catorce dias, ademas de
gue permaneci6 mas tiempo en mayor nimero de 6rganos.
Con relacion a las lesiones observadas con los
aislamientos "H", "P" y "G" no existieron diferencias en
las lesiones observadas, aunque si se observé variacion en
el desarrollo de las mismas, sin embargo, fueron
semejantes a lo que previamente han descrito otros
autores>>® En este contexto, con dichos virus el proceso
de fibroplasia fue minimo y se presentd rapidamente
repoblacién linfoide. Por otra parte, 10s mismos autores
mencionan que la hiperplasia de las células reticulares es
importante; sin embargo, en este trabgjo, la hiperplasia de
las células corticomedulares fue méas importante en
comparacion con las reticulares. Se ha detectado que las
cepas variantes de VIBF inducen répidamente atrofia
bursal y una inflamacion pasajera o ausente. Las bolsas de
las aves inoculadas con los tres aislamientos presentaron
inflamacion serosa con células mononucleares de leve a
moderada que persistié hasta e dia 21 posinoculacion,
ademas la atrofia se observé a partir del dia siete
posinoculacion, condicién similar a comportamiento de
las cepas cléasicas o estandar.

Sharma et al >® describen que ciertas cepas virulentas de
VIBF pueden causar lesiones extensivas en el timo de
aves afectadas. De igual manera, observé que la cepa IM
producia necrosis linfoide cortical de leve a moderada, y
atrofia cortical moderada en comparacion con la variante
A2 Por su parte, Inoue et al>* observaron deplesion
cortical marcada en el timo de aves inoculadas con la cepa
atamente virulenta HP-2.

La ausencia de lesiones importantes en el bazo, timo,
tonsilas cecales y rifién, ademés de la escasa presencia de
células inmunofluorescentes, puede atribuirse a la baja
virulencia de los tres aislamientos, de acuerdo con lo
propuesto por otros investigadores %
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En este trabajo se considerd el estudio de los titulos contra
B. abortus como una medida de la actividad de los
linfocitos B, ya que cierto tipo de moléculas pueden ser
inmunogénicas sin la participacién aparente de los
linfocitos T. Tales moléculas parece que estan capacitadas
para estimular de manera directa a los linfocitos B. Como
una caracteristica importante de su estructura es que estan
formados por unidades repetidas, tal como ocurre con los
polisacaridos bacterianos.®

Estudios previos han definido los  efectos
inmunodepresores del virus de VIBF sobre la respuesta
inmune hacia B. abortus Sharma et al 2 inocularon aves
LPE con la cepa IM y la variante A (VA) y midieron la
respuesta a dicho antigeno. Aungue se presentaron bajos
titulos en todos los pollos contra ese antigeno, fueron

aparentes las diferencias entre las medias, porque en las
aves infectadas los titulos medios de anticuerpos fueron

menores en comparacion con las aves no inoculadas,
aunque Unicamente en el grupo inoculado con la cepa IM
de IBF la diferencia fue estadisticamente significativa sélo
en larespuesta primaria.

En otro estudio realizado por Craftet al.,** observaron que
Unicamente la cepa Edgar produjo depresién de la
respuesta inmune contra B. abortus, condicién que no

ocurrié con la variante A. Finalmente, Hopkins et al %
informaron que la vacunacion contra la IBF deprimi6 la
respuesta a dicho antigeno; ademas sugieren que la
medicion de la respuesta humoral hacia este antigeno
puede ser Util como una prueba para medir posibles

estados de inmunodepresién en condiciones de campo

donde no es posible aplicar agentes patégenos o la
presencia de anticuerpos maternal es puede interferir con la
respuesta a patdgenos aviares. En este trabajo se observé
disminucion en la respuesta a B. abortus en € grupo B

inoculado con la cepa 73688 a los siete y catorce dias. Los
efectos inmunodepresores de esta cepa ya han sido
descritos anteriormente, en un trabgjo realizado por Lucio
y Hitchner.?’

El ensayo de anticuerpos contra EO puede indicar
indirectamente una depresion de la actividad de las células
T, pero debe considerarse que mide Gnicamente su efecto
sobre la produccién de anticuerpos.*

Por los resultados en los titulos de Ba y EO de este

trabajo, es dificil determinar completamente la induccion
de un estado de inmunodepresion en las aves por los

cuatro VIBF inoculados. Esto se debe a que los grupos D
(aislamiento "P") y E (aislamiento "G") presentaron una
respuesta de anticuerpos mayor hacia Ba en comparacion
con el grupo testigo. Para el caso de eritrocitos de ovino,

las aves inoculadas con el aislamiento "P' también
presentaron un titulo medio mayor que en el grupo testigo.

Sin embargo, no puede descartarse totalmente el posible
efecto inmunodepresor del aislamiento "H"; ya que indujo
el nivel més bajo de anticuerpos contra B. abortusde entre
los tres aislamientos de campo a los catorce dias con

diferencia estadistica significativa. En la respuesta inmune
contra eritrocitos de ovino, aunque no se determind
diferencia estadistica también se presenté el nivel mas
bajo de anticuerpos a los siete dias en las aves inoculadas
con el virus"H".



De ser cierto lo anterior, los resultados de este trabajo
parecen indicar que la respuesta humoral T independiente
resulté mas afectada en comparacion con la respuesta T
dependiente, por lo que es recomendable realizar méas
experimentos para determinar cudl de las dos respuestas
resulta con mayor afeccién.

Con base en los resultados de este trabajo, los tres
aislamientos indujeron la forma subclinica de IBF con
evidente atrofia bursal con deplesion linfoide severa e
induccion de la respuesta inmune hacia VIBF. Los tres
aislamientos mostraron mayor afinidad de replicacion a la
BF y menor en otros tejidos linfoides, lo que es
compatible con las cepas de baja virulencia. Con relacion
a sus caracteristicas antigénicas, dos resultaron
compatibles con las cepas clasicas de VIBF, fata
caracterizar completamente a virus H. Finalmente, a pesar
de no presentarse una afeccion muy evidente en la
respuesta inmune hacia los antigenos utilizados, no puede
descartarse un eventual efecto inmunodepresor con el
aislamiento H.
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