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RESUMEN

LIMA MELO ARACELI: PATOGENESIS DE LAS HEMORRAGIAS EN AVES
LEGHORN INFECTADAS CON LA CEPA 73688 DEL VIBF. Tutor principal: Norma
Calderéon Apodaca. Comité tutoral: Teresa Imelda Fortoul van der Goes, Tamas
Fehervari Bone.

Debido a la poca informacion que existe acerca de la patogenia de las
hemorragias en la infeccion de la bolsa de Fabricio, se realizaron estudios en aves
Leghorn, libres de patégenos especificos de 2 semanas de edad. Las aves fueron
divididas en dos grupos, grupo 1: 21 aves infectadas con una dosis de 0.2 ml de la
cepa 73688 del virus de IBF y grupo 2: 21 aves control, se les administré 0.2 ml de
solucion salina fisioldgica, via oral. Ambos grupos fueron divididos en 7 subgrupos,
a los cuales se les realizaron muestreos a las 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas
posinfeccion (hpi). Para el estudio hematoldgico, se obtuvo sangre completa con
EDTA y para la evaluacion del tiempo de protrombina se utilizé citrato de sodio. El
estudio histopatologico, se realizé de muestras de médula ésea, rifion, bazo,
higado y bolsa de Fabricio, para microscopia electronica de transmision se evalué
médula 6sea, rifidn, higado y bazo. No se encontraron alteraciones en eritrograma
y trombocitos en las aves infectadas con el VIBF. En el leucograma, se observa
una leucocitosis por heterofilia de las 24 a las 60 hpi, encontrandose diferencias
significativas (P<0.01) de las 24 a las 48 hpi. Con respecto a la determinacion del
tiempo de protrombina, se incrementd a partir de las 72 hpi en el grupo de aves
infectadas con el VIBF, encontrandose diferencia significativa (P<0.01) hasta las
96 hpi. Las lesiones en bolsa de Fabricio se presentaron desde las 24 hpi, quistes
epiteliales multifocales, zonas de necrosis intrafolicular, infiltracion de células
mononucleares, necrosis linfocitaria y proliferacion de tejido conectivo fibroso. En
riidn se observd un infiltrado intersticial multifocal ligero de células
mononucleares, principalmente en zonas perilobulares. En microscopia electrénica
en rindn a partir de las 24 hpi se observo degeneracion de células endoteliales de
vasos peritubulares. A las 48 hpi se observé una intensa vacuolizacion de las
células epiteliales en la zona basal adyacente al capilar peritubular. En glomerulo

renal, se observo una fusion de los procesos citoplasmaticos de los podocitos y



degeneracion hidropica de las células endoteliales. Los demas organos no
presentaron cambios relevantes. Con el tiempo de protrombina prolongado, se
concluye que existe un agotamiento en los factores de la coagulacion, lo cual
conlleva a una alteracion en la hemostasia secundaria. Con los cambios que se
presentaron en rifion por microscopia electronica de transmision, se podria sugerir
que el VIBF, ocasiona problemas de glomerulonefritis. Asi mismo, se sugiere que
el virus de IBF de la cepa 73688 ocasiona lesion endotelial, lo que podria ser una
de las causas de la alteracion en el mecanismo de la coagulacion,

desencadenando las hemorragias.

Palabras clave: Infeccion de la bolsa de Fabricio, trombocitos, tiempo de

protrombina, hemostasia.



SUMMARY

Since there is little information about the pathogenesis of bleedings in infectious bursal
disease, White Leghorn SPF, 2 week of age were used. Two groups were formed, group
1. 21 were infected with 0.2/birds of 73688 IBDV and group 2: 21 were control chickens
with 0.2 ml of saline solution, both via oral. Both groups were divided into 7 subgroups,
which were sampled at 24, 36, 48, 60, 72, 84 and 96 hours postinfection (hpi). Samples
were kept with EDTA for the hemograma, blood samples used for the evaluation of
coagulation, were treated with 3.8% sodium citrate. For histology, samples were taken
from bone marrow, kidney, spleen, liver and the bursa of Fabricius. For transmission
electron microscopy, bone marrow, kidney, liver and spleen were examined. No
disturbances were found in erythrogram and thrombocytes of IBFV infected chickens. In
the leukogram, heterophilia causing leukocytosis was seen in 24 out of the 60 hpi, with
significant differences (P<0.01) from 24 to 48 hpi. Regarding prothrombin time
measurements, there was an increase as of 72 hpi in the group of IBDV infected chickens,
finding a significant difference (P<0.01) up to 96 hpi. The lesions in the bursa of Fabricius
were present since 24 hpi, epithelial multifocal cysts, areas of intrafolicular necrosis,
mononuclear cell infiltration, lymphocytic necrosis and proliferation of fibrous connective
tissue. The kidney showed an interstitial multifocal light infiltrate of mononuclear cells,
mainly in perilobar areas. Under electron microscopy, the kidney showed degeneration of
endothelial cells of peritubular areas as of 24 hpi.. At 48 hpi intense vacuolization of
epithelial cells in the basal zone next to the peritubular capilary was seen. In the renal
glomeruli, a fusion of cytoplasmatic processes of the podocytes and hydropic degeneration
of endothelial cells was found. The remaining organs showed no relevant changes. With
prolonged prothrombin time the conclusion is that there is a depletion of coagulation
factors leading to a disturbance of secondary hemostasis. In view of the changes found in
the kidney with transmission electron microscopy, it can be suggested that the IBFV
causes glomerulonephritis problems. Moreover, it is suggested that 73688 IBFV causes
endothelial lesion, which could be one of the reasons for a disturbance in the coagulation

mechanism, resulting in bleedings.

Key Words: Infectious bursal disease, Thrombocytopenia, Prothrombin time, hemostasia.
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1. ANTECEDENTES
1.1 Caracteristicas Generales de la Infeccion de la Bolsa de Fabricio
1.1.1 Definicion

La infeccién de la Bolsa de Fabricio (IBF) es una enfermedad viral que
ocurre en aves jovenes de 2 a 6 semanas de edad, las aves infectadas
presentan diarrea, temblores, incoordinacion, inflamacién y atrofia de la bolsa
de Fabricio. Es de alta morbilidad (100%) y baja mortalidad (20-30%)
(Tsukamoto, 1995; Ley, 1983; Okoye, 1984).

1.1.2 Etiologia

El virus de la Infecciéon de la Bolsa de Fabricio (VIBF) es un miembro de
la Familia Birnaviridae, esta familia tiene un solo género Birnavirus, en el que
Sl AL ST se incluye ademas al virus de la necrosis
pancreatica de los peces, al virus Tellina, al
virus de las ostras y al virus X de la mosca
de la fruta entre otros (van den Berg, 2000;
McFerran, 1993).

Este género se caracteriza por
presentar dos segmentos de RNA, ser

desnudo, tener simetria icosahédrica y un

diametro que varia de 55 a 65 nm.

Luckert, 1887

Fig. 1. Género Birnavirus
Existen 2 serotipos del VIBF, el serotipo 1 el cual causa la enfermedad

en las aves y el serotipo 2 el cual puede infectar aves y patos sin causar la
enfermedad. Se sugiere que cepas altamente virulentas las cuales fueron
descritas en Europa, son antigénicamente similares al virus de la cepa clasica
(Luckert, 1997, 1993, Sharma, 1989; Sharma, 2000).



1.1.3 Importancia econémica

Las consecuencias econémicas de esta enfermedad se asocian al
estado de inmunosupresion, debido a que en aves infectadas, de tres semanas
de edad o menos, se presenta hipogamaglobulinemia y produccion de
anticuerpos reducida, por lo cual se incrementa la susceptibilidad a
enfermedades como enfermedad respiratoria crénica complicada, enfermedad
de Newcast!e.' anemia infecciosa, salmonelosis y coccidiosis entre otras. Asi
mismo, existe retraso en el crecimiento, alteracion de los parametros
productivos, decomisos en los rastros y disminucién en la respuesta 6ptima en
vacunaciones de rutina (Sharma, 1989; Confer, 1982, Mcliroy, 1989; Banda,
1996).

1.1.4 Distribucion

Desde que se presentd el primer brote de IBF en EUA (1957), la
enfermedad se ha manifestado en casi todo el mundo incluyendo Inglaterra,
Alemania, Bélgica, Italia, Espana, Francia, Brasil, Israel, Egipto, Japén y
México entre otros (Okoye, 1984; van den Berg, 2000).

En México se presenta desde 1962, en ese afo se detecté en varias
zonas del pais como Xochimilco y Azcapotzalco, D.F.; Zintepec y Cuernavaca,
Mor.; Texcoco, Cuautitlan y Tlalnepantla, Edo. de Méx.; Pachuca, Hgo. Y
finalmente en Sonora, localizandose en Cd. Obregén y Guaymas (Correa,
1969). Un informe elaborado por la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos (SARH) y la Asociacion Nacional de Especialistas en Ciencias
Avicolas (ANECA) (1993), se describe la presencia de IBF en 18 estados de la
Republica Mexicana.



1.1.5 Huéspedes y transmisioén

La enfermedad ha sido reportada entre los 10 dias y las 20 semanas de
edad, afecta a todas las estirpes de aves, sin embargo la estirpe White
Leghorn presenta cuadros mas severos. Otras aves como los pavos y los
patos, pueden infectarse con el VIBF, pero no desarrollan signos clinicos de la
enfermedad. Bajo condiciones naturales, la transmision es a través de cama,
ropa y alimento contaminado. No existe transmision vertical. El VIBF es
altamente resistente al medio ambiente contribuyendo a su persistencia en las
casetas, se ha informado que puede permanecer viable hasta por 60 dias en
camas infectadas (McFerran, 1993, Lasher, 1994, Sharma, 2000).

1.1.6 Patogenia y signos clinicos

Después de una infeccién oral, el virus se replica primariamente en
linfocitos y macréfagos del intestino y posteriormente via sanguinea se dirige a
la bolsa de Fabricio donde se replica, el virus se disemina rapidamente en los
foliculos bursales y esta replicacion causa una extensiva destruccion de
corteza y médula de los foliculos. Existe viremia 16 horas posinoculacion (hpi),
con replicacién secundaria en otros érganos como bazo, timo, tonsilas cecales,
rindn e higado (van den Berg, 2000, Sharma, 2000).

El periodo de incubacion es de 2 a 3 dias, las aves presentan
postracion, anorexia, plumas erizadas y sucias, depresion, temblores, diarrea
blanquecina o acuosa y algunas aves tienen tendencia a picotear sus propias
cloacas. Cepas patdégenas inducen severos signos clinicos seguidos de
muerte, a los 3 dias posinfeccion (Ley, 1983; Luckert, 1997; McFerran, 1993,
Tsukamoto, 1995).



Asi mismo, en la fase aguda de la enfermedad la necrosis ocasionada
en la bolsa de Fabricio provoca la liberaciéon de tromboplastina tisular activando
la cascada de la coagulacién, contribuyendo a la presencia de hemorragias
diseminadas y consumo de factores de coagulacion. Se ha descrito que 23
dias posinfecciéon existe marcada diatesis hemorragica, encontrando que los
factores de la coagulacion I, V y VIl estan disminuidos colaborando con una
posible coagulacién intravascular diseminada (CID) (Okoye, 1984: Skeeles,
1980, van den Berg, 2000, Ley, 1983).

1.1.7 Lesiones macroscopicas

Las principales lesiones en la bolsa de Fabricio, consisten en la
presencia de edema, hemorragia y atrofia a los 3 a 4 dias pi; en musculos
pectoral profundo y del muslo se encuentran hemorragias equiméticas, asi
como en region inguinal y proventriculo. Otras lesiones son nefromegalia,
acumulo de uratos en rifion, esplenomegalia y lipidosis hepatica (van den Berg,
2000, Okoye, 1984, Lasher, 1994).

1.1.8 Lesiones microscopicas

Las lesiones en la bolsa de Fabricio son hiperemia, infiltracion de
heterdfilos, hiperplasia de células dendriticas; marcada disminucién de células
foliculares linfoides con fibroplasia. Degeneracion y necrosis en areas
medulares de foliculos, desaparicion de células linfoides, posterior a la
reaccion inflamatoria se presentan cavidades quisticas y tejido conjuntivo
interfolicular (Craig, 1980; McFerran, 1993; Chen, 1997).



En bazo se presenta hemorragia, infiltracion de heteréfilos y necrosis
celular; en rifiédn se encuentra atrofia de glomérulos, degeneracion epitelial e
infiltracion de heteréfilos; en timo se encuentra necrosis linfocitica a los tres
dias posinfeccién y en proventriculo se han reportado hemorragias (Craig,
1980; McFerran, 1993, Lasher, 1994).

Las cepas patdégenas inducen severa deplecion de células
hematopoyéticas en la médula 6sea, en donde se aprecia picnosis de los
mielocitos heterdfilos, y leucofagia, de 2 a 4 dias posinfeccion (Inoue, 1999).

En la IBF la variacion de las lesiones puede estar asociada a
coagulopatias, que pueden favorecer la presentacion de lesiones
hemorragicas, estas hemorragias diseminadas ocasionan trombocitopenia y
tiempos de coagulacién prolongados (Skeeles, 1980, Okoye, 1984; van den
Berg, 2000).



1.2 Otras enfermedades aviares que cursan con hemorragias

Enfermedades virales como la enfermedad de Newcastle causan
alteraciones en la hemostasia en aves, debido a que cursan con hemorragias
multiples en diversos oérganos y tejidos, ocasionando lesiones severas y

generalizadas (Galindo, 2001).

Las cepas altamente patégenas de influenza aviar, causan hemorragias
petequiales en mucosa del ventriculo, timo y otros érganos como corazén
(Easterday, 1997, Ficken, 1996).

La anemia infecciosa ocasiona lesiones hemorragicas subcutaneas e
intramusculares y petequias en la mucosa del proventriculo, ocasionando
trombocitopenia y tiempos de coagulacion prolongados. Las lesiones
endoteliales y el dafo ocasionado al higado causado directamente por el
agente viral son importantes factores en la patogénesis de la diatesis
hemorragica. (von Bulow, 1997, Barnes, 1996).

La laringotraqueitis es una enfermedad que se caracteriza por presentar
necrosis y hemorragias severas, principalmente en tracto respiratorio superior,
como laringe y traquea, llegando a formarse coagulos de sangre en la luz de la
traquea o una combinacion de coagulos con excesiva cantidad de moco y
tejido necrosado (Bagust, 1997, Ficken, 1996).

En la hepatitis con cuerpos de inclusiéon, se presentan hemorragias

petequiales o equiméticas en higado y musculo esquelético (McFerran, 1997).



El colera aviar causado por Pasteurella multocida, es una enfermedad
sistétmica, en casos agudos se presentan hemorragias petequiales y
equimoticas en diferentes organos, y se ha demostrado depésito de fibrina
intravascular en arterias, venas y capilares, por evaluacion histolégica, como
consecuencia de CID (Nam-Yong P, 1982; Glisson, 1997).

La cocciciosis es una enfermedad que ocasiona hemorragias en
intestino, provocando diarreas con sangre y alta mortalidad. Existen diferentes
especies de Eimeria que ocasionan estas hemorragias petequiales en la
mucosa intestinal y la localizacion de éstas depende de la localizacién
especifica de cada especie, siendo E. tenella, E. maxima e E. necatrix algunas
de las mas patogenas. La pérdida de sangre por intestino puede provocar que
se presente una disminucion en el contero de eritrocitos y determinacion del
hematdcrito hasta en un 50% (McDougald, 1997, Goodwin, 1996).

Generalmente, las micotoxinas causan necrosis multifocal de
hepatocitos y hemorragias multifocales, estas se pueden presentar en
diferentes 6rganos incluyendo higado y proventriculo (Hoerr, 1997, Goodwin,
1996).

Asi como en otras enfermedades aviares que cursan con hemorragias la
IBF ofrece una perspectiva de estudio, ya que la informacién acerca de estas
hemorragias es escasa, por tanto el objetivo del presente trabajo es determinar

el origen de estas hemorragias y su patogenia.



2. INTRODUCCION

La presencia de hemorragias en aves es ocasionada por algunas

enfermedades virales, bacterianas, toxinas y

coccidias, | as cuales ocasionan

desoérdenes en la coagulacion, sin embargo existen pocos estudios al respecto.

2.1 Hemostasia brimaria y secundaria aviar

2.1.1 Trombocito normal y sus funciones

Los trombocitos en las aves también representan una célula blanco en

la IBF (van den Berg, 2000), en un frotis con

tincion de Wright (Fig. 2), estos

son ligeramente mas pequefios que los eritrocitos y presentan un nucleo

Fig. 2. Trombaocitos de ave. Tincion Wright. 1000X

central redondo u ovalado, con
una cromatina densa y un
citoplasma palido, con
apariencia reticulada, a menudo
con vacuolas y uno o mas
granulos rojos. Su funcion
consiste en participar en los
procesos hemostaticos igual que

en los mamiferos.

Los trombocitos de las aves tienen receptores para fibrinogeno, el cual

actua como un puente molecular para la agregacion y que son activados en las

alteraciones de la hemostasia primaria. Asi mismo, los trombocitos en las aves

tienen gran actividad fagocitica, lo cual es una diferencia importante en

comparacion con mamiferos, en donde las plaquetas solo estan involucradas
en el proceso de la coagulacion (Campbell, 1995; Espada, 2000).



2.1.2 El trombocito y sus alteraciones en hemorragias

En el sindrome hemorragico de las aves los trombocitos generalmente
son mas circulares que los normales y ligeramente vacuolados, ademas de
presentar proyecciones citoplasmaticas, lo cual les permite tener mas contacto
con la superficie endotelial Ieéionada, asi mismo su agregacién mediada por el
fibrindgeno y otras sustancias como colageno, serotonina y acido araquidonico,
provee una importante oclusion para reducir el dafio en los vasos sanguineos
(van den Berg, 2000, Barnes, 1996).

2.1.3 Hemostasia secundaria aviar normal

En el mecanismo de coagulacion en las aves existen algunas diferencias
con respecto a la de los mamiferos, ya que se menciona que el plasma de las
aves carece de factor |X (Christmas) y del factor factor Xl (Hageman) o bien
no se presentan en cantidades significativas (Sturkie, 1986); por otro lado la
fisiologia de la coagulacion sanguinea esta poco estudiada en aves (Espada,
2000).

En los mamiferos, la coagulacion es una cascada de reacciones
proteoliticas iniciadas en dos vias intrinseca y extrinseca, cuya finalidad es la
formacion de fibrina insoluble (via comuan); en las aves se consideran mas
importantes la via extrinseca y comin para la formacion de esta fibrina
insoluble, debido a que carecen de algunos factores ya mencionados los
cuales estan involucrados en la via intrinseca de la coagulacion (Jain, 1993;
Espada, 2000)



2.1.4 Hemostasia secundaria aviar y sus alteraciones

Las alteraciones en el mecanismo de la coagulacién en las aves traen
como consecuencia hemorragias diseminadas; en la infeccién de la bolsa de
Fabricio, se han reportado hemorragias en musculos de aves inoculadas
experimentalmente con VIBF y que murieron por diatesis hemorragica. Estas
hemorragias, pueden ser debidas a una CID ocasionando una disminucién en
los factores II,- V y VIl de |la coagulacién (Skeeles, 1980).

En otras enfermedades como en la micotoxicosis en patos, se ha
observado tiempo de protrombina prolongado el cual se correlaciona con
hipoprotrombinemia e hipofibrinogenemia, mientras que en pollos se induce
una deplecién de los factores I, VIII y IX. En coccidiosis causada por Eimeria
acervulina, E. necatrix y E. tenella pueden inducir una gastroenteritis
hemorragica con una consecuente prolongaciéon del tiempo de protrombina y
reducida actividad del factor V (Espada, 2000).

Existen otras enfermedades ademas de las ya mencionadas, como
enteritis hemorragica por adenovirus en pavos, salmonelosis y virus de
laringotraqueitis, que presentan hemorragias, sin embargo la patofisiologia de
estas ha sido poco estudiada (Riddell, 1999).

Con respecto a los mamiferos, las plaquetas y los factores de
coagulacion, se activan en los vasos sanguineos lesionados por cambios
estructurales dentro de los mismos y por sustancias liberadas hacia estos
como consecuencia del dafno tisular. El coagulo de fibrina es formado y se
mantiene la integridad vascular y minimiza la pérdida de sangre, este coagulo
es modificado por el sistema fibrinolitico y el tamano del coagulo es controlado

por anticoagulantes enddégenos, como antitrombina Il (Kirby, 2000).



Cuando estos cambios estructurales ocurren en multiples vasos
sanguineos o cuando sustancias procoagulantes resultan de dafo tisular y son
liberados en cantidades importantes hacia la circulacién, la coagulacién ocurre
rapidamente, resultando en microtrombos que obstruyen el flujo sanguineo,
denominandose coagulacién intravascular diseminada (CID) (Kirby, 2000).

En algunas enfermedades virales, bacterianas y por toxinas en aves, se
aprecian microtrombos diseminados, la liberacién de mediadores quimicos y
tromboplastina tisular del tejido necrosado, productos de inflamacion y

endotoxinas se involucran en la patogénesis de CID (Espada, 2000).

Debido a la poca informacion del origen de las hemorragias en estas
enfermedades, especialmente en IBF, el presente estudio tiene como objetivo
determinar si el virus de la cepa 73688, ocasiona lesiones endoteliales y afecta
células precursoras de los trombocitos en médula 6sea, originando las
hemorragias, dado que esta cepa se ha comprobado que ocasiona lesiones en
la bolsa de Fabricio como quistes epiteliales, infiltracion de células

inflamatorias necrosis y hemorragias (Banda, 1996).



2.2 Hipotésis

El virus de la infeccion de la bolsa de Fabricio infecta los trombocitos y
sus precursores en médula 6sea, entre otras células provocando una
trombocitopenia aguda, lo cual aunado al agotamiento de los factores de la
coagulacién extrinseca da como consecuencia la presencia de hemorragias

diseminadas.
2.2.1 Objetivos
2.2.2 Objetivo general

Determinar el origen de las hemorragias en la Infeccion de la bolsa de
Fabricio mediante estudios hematolégicos, de microscopia Optica vy
microscopia electronica de transmision en rifidn, higado, bazo, bolsa de
Fabricio y células hematopoyéticas de médula dsea.
2.2.3 Objetivos particulares
1. Evaluar el grado de trombocitopenia en aves infectadas con el virus de IBF.
2. Evaluar el agotamiento de factores de la coagulacién extrinseca.
3. Evaluar el dafno ocasionado en riién, bazo, higado, bolsa de Fabricio y

células precursoras de los trombocitos en médula o6sea, utilizando

microscopia Optica y microscopia electrénica de transmision.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Cepa de VIBF de referencia.

Se utilizé la cepa 73688 aislada por Banda en 1996, de un brote de IBF
en México. Debido a que la cepa se encontraba a -83 C, antes de la
inoculacién se hicieron 3 pases ciegos en aves susceptibles. Se observaron

lesiones a parti‘r del segundo pase en bolsa de Fabricio.
3.2 Animales de experimentacion y alojamiento.

Los estudios se realizaron en aves Leghorn, libres de patégenos
especificos (ALPES)*' de 2 semanas de edad y de ambos sexos. Las aves
infectadas, asi como las aves del grupo control se alojaron en diferentes
unidades de aislamiento del Departamento de Produccion Animal: Aves, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de Meéxico, bajo condiciones controladas y recibieron alimento

comercial y agua de bebida a libre acceso.

' Aves Libres de Patogenos Especificos. S. A. de C. V. Tehuacan, Pue.



3.3 Diseino experimental.

Las aves fueron divididas en dos grupos, Grupo 1: 21 aves infectadas y
Grupo 2: 21 aves testigo. El grupo 1 se infecté con una dosis de 0.2 ml de la
cepa 73688 del virus de IBF, via oral y al grupo 2 se le administré 0.2 ml de
solucion salina fisiologica (SSF), misma via. Ambos grupos fueron divididos en
7 subgrupos (cada uno con 3 aves), a los cuales se les realizaron muestreos a
las 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas posinfeccion (hpi).

Para el estudio hematoldgico, se obtuvo 1 ml de sangre completa con
EDTA (ac. etilendiaminotetracético), para la evaluacion del tiempo de
protrombina (TP), se obtuvo 1.8 ml de sangre con citrato de sodio al 3.8% en

una proporcién de 1:9, ambas muestras via intracardiaca.

Después de la obtencion de sangre, las aves se eutanasiaron con
Anestesal®(Pfizer), se realiz6 la necropsia y se obtuvieron muestras para

estudio histopatologico y de microscopia electronica de transmision.

Durante el periodo experimental, las aves se observaron dos veces al

dia, para detectar signologia clinica asociada a la enfermedad.



3.4 Estudio Hematolégico.
3.4.1 Determinacion de hematdcrito.

Se determiné por medio del método de microhematocrito, en donde se
llena % partes de un capilar, se centrifuga a 11000 rpm por 5 minutos y se lee
en un lector de hematdcrito, el resultado se divide entre 100 para obtener el
valor en L/L (Campbell, 1995, Benjamin, 1991).

3.4.2 Determinacién de hemoglobina.

Se utilizé el método de cianometahemoglobina, utilizando solucion de
Drabkin, después de la lisis de eritrocitos se utilizé centrifugacion para remover
los nucleos, la lectura se realizé en un espectofotémetro (Ciba-Corning), el
valor obtenido se compar6 con una tabla de curva de calibracion de

hemoglobina, el valor se expresa en g/L (Benjamin, 1991).
3.4.3 Conteo de eritrocitos y leucocitos.

Se utilizé una pipeta para conteo de eritrocitos, utilizando la solucién de
Natt and Herrick’s y un hemocitémetro. El conteo de eritrocitos es igual que en
mamiferos y la unidad en la que se expresan es X10'%/L, mientras que en los
leucocitos el conteo se realiza en todos los cuadrantes del hemocitémetro y el
resultado se multiplica por 220 y se divide entre mil, lo que nos da un valor
x10%/L (Campbell, 1995, Latimer, 2000).

3.4.4 Conteo diferencial.

Se realizd6 en un frotis tefiido con Wright, igual que en mamiferos
(Benjamin, 1991).



3.4.5 Estimacion de trombocitos.

Se realiz6 en un frotis utilizando la tincion de Wright, se cuentan 5
campos y el promedio se multiplica por 3.5, el resultado se expresa x109/L
(Campbell, 1995).

3.5 Evaluacion de hemostasia secundaria.

La sangre fue centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, se separ6 el
plasma y éste se congelé a -70°C, posteriormente se determiné el tiempo de
protrombina que evalua los factores de la coagulacion de via extrinseca, en un

coagulémetro (Trombotimer, Organon Teknika).
3.5.1 Obtencién de tromboplastina.

Se utilizan 5 a 6 pollitos de 3 a 4 semanas de edad, se decapitan, se
remueven los hemisferios cerebrales inmediatamente, se colocan en un
mortero estéril frio y se maceran con acetona helada. Posteriormente se extrae
la acetona con una bomba de presién negativa (3 veces). Se deseca el tejido
cerebral toda la noche en el mortero. Esto se almacena si no es utilizado
inmediatamente a -22 C y dura activo por 17 semanas (Doerr, 1974).

3.5.2 Reconstitucion del polvo de tromboplastina.

Se colocan 2.5 ml de cloruro de calcio al 0.025 M por 50 mg de polvo de
cerebro de pollo a 42 C. Esta mezcla se incuba por 15 minutos agitando
periodicamente, se centrifuga a 18000 rpm por 20 minutos y el sobrenadante
se coloca en un tubo de ensaye, se afiade un volumen igual de cloruro de
calcio al 0.025 M y se mezcla. Esta preparacion solo se puede conservar por 6
horas (Doerr, 1974).



El hemograma y tiempo de protrombina se procesaron en el
Departamento de Patologia: Seccién Patologia Clinica de la FMVZ, UNAM.

3.6 Estudio histolégico.

Se obtuvieron muestras de médula 6sea de la porcién proximal del
fémur, rindn, bazo, higado y bolsa de Fabricio para ser fijadas en formalina al
10%, amortiguada a pH de 7.2. Todas las muestras fueron incluidas en
parafinay cortadas a 4 micrémetros de espesor para su posterior tincion con la
técnica de Hematoxilina-Eosina. La evaluacién de las lesiones se realizé en un
microscopio optico.

3.7 Estudio ultraestructural.

Para la evaluacién en microscopia electrénica se obtuvieron muestras
de higado, bazo, riidn y médula dsea. Las muestras se fijaron en
glutaraldehido al 2.5%, amortiguado con cacodilato, pH 7.4 y fueron divididas
en secciones de 3 a 5 mm, posfijadas en tetroxido de osmio al 1% durante 2
horas, deshidratadas en series de concentracion creciente de alcoholes e
incluidas en Epon 812. Los cortes finos de 60 nm fueron constrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo de Reynold para ser observados y
fotografiados en un microscopio electrénico de transmision Zeiss EM 10.

3.8 Analisis Estadistico.
Para todas las aves de estudio, se tomaron los parametros del

hemograma y tiempo de protrombina, se analizaron con una t de Student, se
consideré una significancia estadistica con P <0.01.

17



4. RESULTADOS
4.1 Signos Clinicos.

El grupo de aves testigo no presenté signologia durante todo el
ex'perimento‘ El signo clinico observado en el grupo infectado a partir de las 72
hpi, fue un ligero erizamiento de plumas, el cual se continto hasta las 96 hpi.

4.2 Evaluacion del hemograma y estimacion de trombocitos

De los resultados en el eritrograma (Cuadro 1) en los valores del
hematécrito (Grafica 1), se observé que en las aves infectadas con el VIBF se
mantuvo sin cambios, excepto en el muestreo de las 96 hpi, en donde existe
disminucién. Asi mismo los valores de la hemoglobina y de los eritrocitos,
presentaron el mismo comportamiento que el hematécrito, encontrandose una
diferencia significativa (P < 0.01) solo para los valores de hematécrito y

hemoglobina en este muestreo.

Con respecto a los valores de los trombocitos (Cuadro 1), en el grupo de
aves infectadas, se presentd una disminuciéon a las 84 hpi (Grafica 2), sin
embargo no se encontré diferencia significativa (P < 0.01) en esta

determinacion.



En el leucograma (Cuadro 2), se observa que los valores de leucocitos
(Gréafica 3), en el grupo de aves infectadas se encuentran incrementados

desde las 24 hpi y se mantienen estos hasta las 60 hpi.

Asi mismo, los valores de los heterofilos (Grafica 4), se incrementaron a
partir de las 24 hpi hasta las 60 hpi, en el grupo de aves infectadas. Sin
embargo, en los incrementos de ambas determinaciones, solo se presentaron
diferencias significativas (P < 0.01), de las 24 hasta las 48 hpi.

En los valores de linfocitos, se observé un incremento en el grupo de
aves infectadas a las 48 y 60 hpi, pero no se encontré diferencia significativa
(P <0.01).

Los valores de monocitos, eosinéfilos y basofilos no presentaron

cambios relevantes en ambos grupos.
4.3 Evaluacion de tiempo de protrombina.

De las 21 muestras de aves infectadas, 3 se coagularon por tanto en
este apartado finalmente quedaron 18 muestras para evaluar el tiempo de

protrombina.

En el tiempo de protrombina (Cuadro 3), se observé un incremento a
partir de las 72 hasta las 96 hpi (Grafica 5), en el grupo de aves infectadas,

encontrandose solo diferencia significativa (P<0.01) a las 96 hpi.



4.4 Hallazgos en la necropsia.

En el grupo de aves infectadas se observaron ligeras petequias en
higado y en la bolsa de Fabricio se present6é un ligero aumento de tamafno a
partir de las 60 hpi. En riidn, higado y bazo, no se observaron lesiones

macroscopicas aparentes.
4.5 Estudio histolégico

4.5.1 Bolsa de Fabricio.

A las 24 hpi en el grupo de aves infectadas se observé la presencia de
pequefios quistes epiteliales multifocales, algunas zonas de necrosis
intrafolicular, infiltracién de células mononucleares en el intersticio de las plicas
bursales en grado ligero y edema intrafolicular, asi como necrosis linfocitaria

discreta.

A las 36 y 48 hpi, se presentd necrosis linfocitaria difusa severa y
proliferacién epitelial multifocal con infiltracion de células mononucleares y

heteréfilos en el intersticio de las plicas bursales.

A las 60 y 72 hpi (Fig. 3), se observd una deplecién linfocitaria folicular
difusa severa, infiltracion de células mononucleares y heteréfilos en el
intersticio de las plicas bursales, proliferacion de tejido conectivo fibroso difuso
severo, y presencia de epitelio adenoide, asi como quistes epiteliales
multifocales.

En las 84 y 96 hpi (Fig.4), se caracterizé por una atrofia de foliculos
linfoides, infiltracion de heterdfilos y células mononucleares en el intersticio de
las plicas bursales, proliferacion de tejido conectivo fibroso en abundante

cantidad, con presencia de quistes foliculares multifocales y epitelio adenoide.
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4.5.2 Rifién.

A partir de las 48 hpi, se observé infiltrado intersticial multifocal ligero de
células mononucleares (Figura 5), principalmente en zonas perilobulares, asi
mismo se encontré degeneracion hidropica y necrosis de células epiteliales de
tubulos contorneados distales y proximales (Figura 6).

4.5.3 Bazo.

Deplecion linfocitaria difusa de grado entre ligero y moderado, asi como

una moderada congestion a partir de las 24 hpi.

4.5.4 Otros.
En higado y en médula ésea, del grupo de aves infectadas no se
observaron lesiones histologicas. Asi mismo, en el grupo de aves testigo no se

observaron lesiones en bazo, higado, bolsa de Fabricio, médula ésea y rifidn.
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4.6 Estudio ultraestructural

En las aves del grupo testigo, no se presentaron cambios y en el grupo
de aves infectadas en bazo, higado y médula ésea, tampoco se presentaron

lesiones.

En rifidén a partir de las 24 hpi (Fig. 7), en el grupo de aves infectadas se
observé degeneracic')n de células endoteliales de vasos peritubulares, las

cuales presentaron edema perinuclear y pérdida del citoplasma.

A las 48 hpi se observo (Fig. 8) se aprecia una intensa vacuolizacion de
las células epiteliales de los tabulos, en la zona basal adyacente al capilar
peritubular que difieren en su posicion de las vacuolas apicales normales,
sugiriendo un cambio degenerativo celular. En glomérulo renal (Fig. 9), se
observé una fusion de los procesos citoplasmaticos de los podocitos y

degeneracion hidrépica de las células endoteliales.

A las 72 hpi, en tdbulo proximal (Fig. 10) se observaron escasas
vacuolas apicales sugiriendo una menor actividad de endocitosis y se aprecia
una mayor degeneracion vacuolar del citoplasma basal adyacente al capilar
peritubular. Las lesiones en glomérulos fueron las mismas a partir de las 48

hpi.



5. DISCUSION

La infeccion de la bolsa de Fabricio es una enfermedad importante,
debido al estado de inmunosupresidon que ocasiona en las aves y como
consecuencia que éstas sean mas susceptibles a otras enfermedades virales,
bacterianas o parasitarias. Por otro lado, al ser una enfermedad que ocasiona
hemorragias diseminadas, su estudio en este aspecto es valioso, ya que existe

poca informacion al respecto.

El erizamiento de plumas observado en el grupo de aves infectadas,
corresponde con lo informado en la literatura (Ley, 1983; van den Berg, 2000,
McFerran, 1993). Es importante mencionar que la diferencia en la presentacion
de signos clinicos varia con la patogenicidad de la cepa del VIBF y el tiempo
que se mantuvieron las aves en estudio, sin embargo Banda, (1996), tampoco
encontré signologia ni mortalidad asociada a la enfermedad a pesar de tener
lesiones histolégicas marcadas en la bolsa de Fabricio, causadas por la misma

cepa, lo que sugiere que la cepa utilizada no es altamente patégena.

Con los resultados del hemograma en este estudio en lo que
corresponde a hematécrito, eritrocitos y hemoglobina, no existieron cambios
relevantes. La disminucion que se presenté en el ultimo muestreo en el
hematdcrito y hemoglobina, no llega a ser un cuadro de anemia, por lo tanto no
se consideré un cambio importante en las aves infectadas. Se ha descrito, que
cepas patégenas del VIBF inducen severa deplecion de ceélulas
hematopoyéticas en médula ésea (Inoue, 1999), debido a que el virus se
repiica en las células precursoras de la serie mieloide, lo que hace suponer que
las aves presentan cuadros de leucopenia y heteropenia (Craig, 1980,
Tsukamoto, 1995). Sin embargo no hay estudios especificos en lo relacionado
a células hematopoyéticas eritroides, para considerar que el virus provoque en

las aves una anemia, por destruccion de estas células precursoras.
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Los trombocitos en las aves intervienen en los procesos de la
coagulacion, lo que hace suponer que cuando las aves infectadas con el VIBF
presentan coagulopatias, debido a una trombocitopenia como consecuencia de
un secuestro al desencadenarse CID, no hay reportes en donde se mencione
que el virus ocasione dafo a las células precursoras de trombocitos
(tromboblastos), por lo tanto la trombocitopenia que se reporta en un estudio
(Okoye, 1984), la cual se ha observado en aves infectadas con VIBF alos 2y 3
dias posinfeccion, se asocia al consumo en las hemorragias que se presentan

en esta enfe'rrnedad.

En este estudio en los valores de trombocitos no se observé una
disminucién por lo tanto, no se presenté una trombocitopenia, esto se asocia a
que la cepa 73688 utilizada no ocasioné cuadros de hemorragias y tampoco
lesiones en tromboblastos en las aves infectadas, Okoye es el Gnico autor que
menciona trombocitopenia, sin embargo no menciona la cepa utilizada y por a
otro lado no hay otros estudios que mencionen este hallazgo en aves
infectadas con el VIBF.

Al incremento de los leucocitos circulantes se le denomina leucocitosis,
esta puede ser asociada a la liberacién de catecolaminas o corticosteroides,
denominandose leucocitosis fisioldgica. Por otro lado, esta leucocitosis se
asocia mas frecuentemente a procesos de inflamacién, lo cual ocurre
principalmente en muchas enfermedades infecciosas en las aves, esta
leucocitosis se da principalmente por un incremento de heteréfilos (heterofilia),
lo cual representa una respuesta inflamatoria inicial a un proceso patolégico
ocasionado por bacterias, hongos, virus, toxinas o parasitos (Campbell, 1995,
Latimer, 2000).
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En aves infectadas con el VIBF, se ha reportado leucocitosis por
heterofilia a los 5 dias posinfeccién (Okoye, 1984). En el presente estudio se
observd una leucocitosis por heterofilia a las 24 y 60 hpi, la cual se relaciona
con el proceso infeccioso inicial en las aves infectadas. La diferencia en la
presentacion de los cambios leucocitarios puede deberse principalmente al tipo
de cepa utilizada en los diferentes estudios, sin embargo Okoye no menciona

el tipo de cepa utilizada.

Al incremento de los linfocitos se le denomina linfocitosis, esta se
presenta de manera secundaria a una estimulacion antigénica, observada
comunmente en aves que tienen infecciones cronicas causadas por agentes
virales o bacterianos (Campbell, 1995, Latimer, 2000), en este estudio se
observé un incremento en los valores de linfocitos, sin embargo al no existir
diferencias significativas no se considera una linfocitosis, lo cual puede estar
asociado a que en las aves infectadas con esta cepa, no se presentd una

infeccion croénica.

Para la evaluacién de la hemostasia secundaria se requiere determinar
los tiempos de coagulacién como son: el tiempo de protrombina que evalua la
via extrinseca de la coagulacion y el tiempo de tromboplastina parcial, el cual
evalia la via intrinseca. Como se mencioné anteriormente, en las aves la
evaluacién de la via extrinseca es la mas importante, debido a que carecen de
algunos factores de la via intrinseca como el factor IX y Xl o se presentan en
pequefia cantidad (Sturkie, 1986).

En aves sanas, se considera que los valores normales del tiempo de
protrombina son menores a 12 segundos (Sturkie, 1986). En las aves que
presentan enfermedades virales o bacterianas, que alteren el sistema de la

coagulacion, el tiempo de protrombina estara prolongado (Espada, 2000).
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En aves infectadas con el VIBF se presentan hemorragias, las cuales se
ha reportado que son debidas a deficiencias de los factores de la coagulacion,
especificamente los factores I, V y VIl (Skeeles, 1980). En este estudio el
tiempo de protrombina se prolongé en el grupo de aves infectadas a partir de
las 72 hpi, sin embargo solo hasta las 96 hpi es significativo, por lo tanto a
partir de este muestreo se consideré que el tiempo de protrombina esta
prolongado en estas aves, lo cual esta asociado a que existe un posible
agotamiento de los factores de la coagulacién de la via extrinseca de manera
incipiente, por lo cual no se vio reflejado con la presencia de hemorragias, asi
mismo debido a que no se presentd trombocitopenia en las aves infectadas y
que los muestreos solo se realizaron hasta las 96 hpi, no hubo evidencias
macroscoépicas y microscopicas de alteraciones en la coagulacion.

Quiao, 1997, reporté un tiempo de protrombina prolongado solo a las 24
y 48 hpi, utilizando aves de 50 dias de edad, y evaluando sélo hasta las 72 hpi,
sin embargo en esta investigacion no se encontraron diferencias significativas.
En otro estudio (Skeeles, 1980), se encontré6 tiempo de protrombina
prolongado al tercer dia posinoculacion en aves de 42 dias de edad, infectadas

con el VIBF, encontrando diferencias significativas.

La variacion de resultados en otras investigaciones y las encontradas en
este estudio, podria estar asociado a la edad de las aves, a la cantidad de
inoculo, tipo de cepa utilizada y a los tiempos en los que se realizaron las
evéluaciones, ya que en otros estudios mencionados solo evaluaron hasta las
72 hpi, mientras que en este estudio las diferencias significativas se

observaron hasta las 96 hpi.



Con respecto a los cambios histopatolégicos que se observaron en la
bolsa de Fabricio en el grupo de aves infectadas, concuerda con lo reportado
por otros autores, en donde se han observado lesiones después de un dia
posinfeccion (Okoye, 1984), con presencia de necrosis cortical de linfocitos y
deplecién medular e infiltrado de células inflamatorias (Hiraga, 1994; Ley,
1983). Todas estas lesiones son debidas a la rapida replicacién del virus, lo
que ocasiona la destruccibn de células linfoides con la consecuente
inmunodepresion que sufren las aves, haciéndolas mas susceptibles a otras

enfermedades.

Asi mismo, los cambios histopatolégicos que se presentan en la bolsa
de Fabricio desde las 24 hpi, coinciden con la leucocitosis por heterofilia que
se presenta en el grupo de aves infectadas, como una respuesta inflamatoria

inicial ocasionada por el virus.

El bazo se considera un tejido linfoide secundario en las aves, y por lo
tanto es un érgano en donde el VIBF también se replica, ocasionando
deplecion linfocitaria e infiltrado de heteréfilos y macréfagos (Hiraga, 1994, Ley
1983). Con respecto a los cambios encontrados en bazo en este estudio, en el
grupo de aves infectadas concuerda con la literatura, solo que las lesiones
histopatologicas fueron de grado ligero, esto es asociado a que el tipo de cepa
utilizada no fue tan agresiva, para que ocasionara lesiones severas en bazo o
incluso lesiones en otros érganos como higado y médula 6sea, en este

estudio.
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El rifién es un 6rgano en el cual el VIBF provoca lesiones como necrosis
tubular, edema y un ocasional infiltrado de células mononucleares (Ley, 1983).
Las lesiones observadas en este estudio en el grupo de aves infectadas
coinciden con lo reportado en la literatura, sin embargo estas fueron lesiones
de grado ligero por lo tanto no provocé alteracion en la funcion renal. Esto
puede ser relacionado al tiempo en el que se hicieron los muestreos, ya que
algunos autores reportan lesiones histopatologicas de moderadas a severas a
partir de los 6 y 7 dias posinfeccién (Chen, 1997: Ley, 1983).

Existen pocos estudios en donde se evalue el riion por medio de
microscopia electrénica de transmision en aves infectadas con el VIBF. Puette,
1994 realiza un estudio para comparar ultraestructuralmente, riiones normales
y afectados por diferentes etiologias, en donde observé por medio de
microscopia electrénica de transmision una glomerulonefritis, en las aves que
presentaron lesiones histopatologicas asociadas a un proceso de inflamacion,
sin embargo no se incluye en este estudio aves que presentaran lesiones
especificas por el VIBF.

Long-Ta, 1996 reporta lesiones por medio de microscopia electrénica de
transmision en aves infectadas con el VIBF, en donde observé necrosis de
células, en 6rganos como riion, higado y bazo a las 12 y 24 hpi. En este
estudio las lesiones que se observaron en rindn a partir de las 24 hpi, en el
grupo de aves infectadas, sugiere una glomerulonefritis ya que se presentaron
lesiones en glomérulos y tabulos proximales, en donde se aprecia dafno
endotelial. Estas lesiones ocasionadas por el VIBF, fueron de grado ligero, por
lo tanto no existi6 dafio en la funcién renal de las aves infectadas, esto podria
estar asociado a que el tipo de cepa utilizada en este estudio no fue de alta
patogenicidad y que probablemente el periodo de evaluacion de las lesiones

en este organo fue hasta las 96 hpi.
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Es importante mencionar que el dafio endotelial que se encontr6 en el
rindbn de las aves infectadas por el VIBF en este estudio, no habia sido
reportado por otros autores, asi mismo que este dafo fue manifiesto desde las
primeras horas posinfeccion y que probablemete con el tiempo esto podria
ocasionar alteraciones en la funcion renal de las aves.

Por otro lado, esto podria sugerir que si la cepa utilizada del VIBF en
este estudio ocasioné lesién endotelial en rifién, es probable que las cepas
altamente patdégenas del VIBF ocasionen lesiones endoteliales en otros
6érganos, lo que conllevaria a una activacion en la cascada de la coagulacién y
asi desencadenar una coagulacién intravascular diseminada, presentandose
las hemorragias diseminadas que se describen en esta enfermedad, por lo
tanto esto es un nuevo aporte en la patogénesis del VIBF.

Existen estudios en mamiferos con enfermedades virales que ocasionan
lesiéon endotelial contribuyendo a alteraciones en la coagulacion, por ejemplo el
virus de la fiebre porcina clasica (Calderon, 1998) y el virus de hepatitis
infecciosa canina (Holloway, 2000), entre otros, son virus que ocasionan lesién
endotelial, contribuyendo a las hemorragias que se presentan en estas
enfermedades, sin embargo en aves, no existen estudios en donde se evalue
especificamente lesién endotelial y que involucren cepas altamente patégenas,
y ademas son muy pocos los estudios que se enfoquen a las alteraciones
hemostaticas que se presentan en esta enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

. Los hallazgos encontrados en este estudio demuestran que el VIBF de
la cepa 73688, no ocasiondé dafio en precursores hematopoyéticos
eritroides y mieloides en médula 6sea, por lo cual no se presentd

anemia y leucopenia, en las aves infectadas.

. El VIBF de la cepa 73688, no provocé alteraciones en la hemostasia
primaria por lo que no se presenté una trombocitopenia, dado que no
existi6 dafio en los tromboblastos, precursores de los trombocitos.

. El tiempo de protrombina prolongado que se presenté en este estudio a
las 96 hpi, sugiere un agotamiento inicial de los factores de Ila
coagulacién, por lo tanto la cepa 73688 afecta a la hemostasia
secundaria, sin embargo al ser de manera inicial no fue suficiente para

desencadenar hemorragias diseminadas en estas aves.

. Se corroboré histopatolégicamente que el VIBF de la cepa 73688,
provoco lesiones en la bolsa de Fabricio, en el grupo de aves infectadas
y que en otros érganos existieron lesiones de grado ligero como en rifidén
y bazo, mientras que en otros como médula ésea e higado no existieron

lesiones, por lo que se concluye que esta cepa no es altamente

patégena.

. Las lesiones en rindn observadas por microscopia electrénica de
transmision en las aves infectadas, sugieren glomerulonefritis, asi
mismo el dafio endotelial que se observé puede sugerir que es uno de
los desencadenantes en la alteracion en el mecanismo de la
coagulacién y por lo tanto la causa de las hemorragias diseminadas que

se reportan en las aves infectadas con el VIBF.
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Cuadro 1. Valores promedio y desviacion estandar, del eritrograma y trombocitos de aves testigo y aves
infectadas con la cepa 73688 del VIBF

HPI Hematécrito Hemoglobina Eritrocitos Trombocitos
L/L glL X10"/L X10°/L
24 0.35 £ 0.04 102.0 + 14.53 2.00+0.21 13.18 £ 5.56
36 0.31 £0.01 102.0 £ 9.54 1.97 £ 0.15 11.43 £2.25
48 0.31 +0.02 101.0 £6.93 167 +0.29 1283 +2.M
Grupo de aves
testigo 80 0.33 £0.01 94.0 £9.64 2.00 £ 0.52 11.67 £2.25
n =21 72 0.32 +0.01 105.0 £ 0.06 1.95+0.22 12.13 £ 0.81
84 0.32 £ 0.01 106.0 £ 5.57 1.73+£0.35 10.03 £1.07
96 0.34 +0.02 112.0 £6.93 1.80 £ 0.26 9.57 £1.07
24 0.33 £0.02 96.67 + 3.51 227 +0.15 10.50 + 1.85
36 0.34 £ 0.01 92.33 +8.02 2.07+0.21 10.27 £ 0.40
48 0.34 £ 0.01 96.67 £ 3.51 2.24 +£0.32 10.27 £ 1.46
Grupo de aves
infectadas 60 0.35+0.02 104.00 + 6.24 2.10+0.20 8.87 £ 0.40
n=21 72 0.32 +0.02 91.00 £ 3.46 2.33+0.06 9.33+225
84 0.33 +£0.01 94.33 £ 10.21 1.88+£0.13 7.23£3.45
96 0.28 + 0.02 70.00 + 21.66 1.76 £ 0.31 9.10£3.05

Diferencia significativa (P<0.01)




Cuadro 3. Valores promedio y desviacién estandar, del tiempo de protrombina
de aves testigo y aves infectadas con la cepa 73688 del VIBF

HPI Tiempo de Protrombina
24 18.27 £ 1.44
36 21.60 £2.08
48 +20.93 + 3.13
Grupo de aves testigo
60 21.10 £ 1.08
n=21
72 22.30 £2.10
84 20.50 + 3.41
96 21.70 £ 3.70
24 19.95 +0.21
36 18.97 £ 0.91
48 19.97 £1.10
Grupo de aves 60 22.53 + 3.96
infectadas
n=18 72 24.00 £ 5.45
84 30.15+ 10.82
9% 35.05 +4.45

Diferencia significativa (P<0.01)
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Fig. 3. a) Lesiones de bolsa de Fabricio de ave infectada a las 60 hpi. Quistes
epiteliales (*), infiltrado de mononucleares y heterofilos (**). b) Bolsa de
Fabricio a las 72 hpi. Presencia de epitelio adenoide (s).



Fig. 4. Bolsa de Fabricio de ave infectada a las 96 hpi. Atrofia folicular (*) e
infiltrado de células mononucleares, proliferacion de tejido conectivo fibroso

(a).



Fig. 5. Rindn de ave infectada a las 48 hpi. Se observa infiltrado focal de
células mononucleares (**).



Fig. 6. Rifién de ave infectada a las 48 hpi. Se observa necrosis y
degeneracion hidropica (*) de células epiteliales de tubulos proximales y
distales.



Fig. 7. Tabulo proximal de riién de ave infectada a las 24 hpi. Se observa
degeneracion de células endoteliales (flecha) de vasos peritubulares, con
edema perinuclear y pérdida del citoplasma (*). MET, citrato de plomo vy
acetato de uranilo. 10 000X



Fig. 8. Tubulo contorneado proximal a las 48 hpi. Intensa vacuolizacién de
células epiteliales (flechas) en la zona basal adyacente al capilar peritubular.
MET, citrato de plomo y acetato de uracilo. 6400X



Fig. 9. Glomérulo renal de ave infectada a las 48 hpi. Se observa fusién de los
procesos citoplasmaticos de los podocitos (flechas) y degeneracion hidrépica
de las células endoteliales (*). MET, citrato de plomo y acetato de uranilo.
10 080X.



Fig. 10. Tubulo proximal de rifion de ave infectada a las 72 hpi. Se aprecian
escasas vacuolas apicales (*) y mayor degeneracién vacuolar del citoplasma
basal adyacente al capilar peritubular. MET, Citrato de plomo y acetato de

uranilo. 5 616X
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