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RESUMEN
MVZ Enrique Oscar Garcia Vera CARACTERIZACION SEROLOGICA,

BIOLOGICA Y MOLECULAR DE UN VIRUS DE LA INFECCION DE LA BOLSA
DE FABRICIO EN POLLO DE ENGORDA EN MEXICO (Bajo la direccion del
MVZ MC Victor Petrone Garcia, MVZ Ph.D. Fernando Constantino Casas,
MVZ Ph.D. Ariel Ortiz Muniz, MVZ Ph.D. Leopoldo Paasch Martinez y el
DVM Tamas Fehervari Bone).

Se realizé el aislamiento de un virus variante de la infeccion de la bolsa de
Fabricio (VIBF) denominandosele cepa OGVP-UNAM a partir de muestras de
granjas comerciales de pollo de engorda en el Altiplano de México. Se evidencio la
existencia del VIBF midiendo la respuesta serolégica con la técnica ELISA. Se
encontraron cantidades de anticuerpos mayores utilizando gabinetes de trabajo
ELISA IBD+ PROflok PLUS(r) en comparacion al gabinete ELISA IBD Pro
FLOK(r); sin embargo, ambos analisis de ELISA presentaron curvas similares de
anticuerpos. La prueba de micro virus suero neutralizacion (MVSN) utilizando
como antigeno una cepa convencional de VIBF, presentd escasa respuesta
serolégica, sin correlacion con las ambas pruebas de ELISA. Por medio de la
técnica de ELISA de captura (AC-ELISA) se detecto el VIBF, el cual contiene el
anticuerpo monoclonal (AcM ) #8 y ausentes los B-29,R-63 y 69. También se aislo
el virus en embrién de pollo libres de patégenos especificos, realizandose la
caracterizacién biologica del virus y comparandoio con cepa clasica EDGAR por
inoculacién oral en pollitas libres de patogenos especificos y pollito de engorda
comercial, no produciendo mortalidad o signos clinicos de ia enfermedad. El indice
bursal se deterioré6 con mayor severidad y mas rapido con la cepa OGVP-UNAM,
en comparacion a la cepa EDGAR. En las lesiones microscépicas la cepa OGVP-
UNAM produjo en los tres primeros dias, mas disminucion del tejido linfoide y
posteriormente mayor cantidad de células corticomedulares en comparacion a la
cepa EDGAR. En la caracterizacion molecular mediante el estudio del
polimorfismo en los fragmentos de restriccion, la cepa OGVP-UNAM tuvo un
patron molecular diferente a cepas vacunales y de campo hasta ahora conocidas.

Palabras clave: Infeccion de la bolsa de Fabricio, virus de la infeccion de la
bolsa de Fabricio, aislamiento, caracterizacion, pollo de engorda.
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SUMARY
MVZ Enrique Oscar Garcia Vera SEROLOGIC, BIOLOGIC AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF INFECTIOUS BURSAL DISEASE VIRUS IN MEXICO
BROILERS.

A variant virus of infectious bursal disease (VIBF) called OGVP-UNAM was
isolated from commercial broiler chickens in a farm on the Mexican altiplan. The
existence of virus infection was demonstrated by serology response through ELISA
technique. Higher antibody level was found using cabinets of ELISA IBD+PRO flok
PLPUS than with IBD Pro FLOK however similar curves of antibody level were
obtained by both ELISA kits. Poor antibody response was detected with
conventional VIBF in micro virus seroneutralization test without any correlation with
both ELISA tests results. Using the method of ELISA capture test (AC-ELISA) the
presence of VIBF was detected which contained monoclonal antibody (AcM) #8
with lack of B-29, R-63 and 69. The virus was isolated in specific pathogens free
(SPF) chicken embryos as well and the isolate compared with classic EDGAR virus
did not provoke neither mortality nor symptoms in both, SPF and commercial
broiler chickens. Bursal index deteriorated with higher severity and quicker in time
in case of OGVP-UNAM virus than with EDGAR strain. As far as the
histopathology lesions are concerned, OGVP-UNAM virus caused more lymphoid
tissue diminution in the first three days and later more quantity of corticomedular
cells were observed than in case of EDGAR virus. The OGVP virus showed a
molecular pattern different than the vaccine viruses used today in the field when
the strain was characterized in its molecular structure through analysis of
polymorphism in fragmentation o f restriction.

Key words: Infectious bursal disease virus, isolation, characterization, broiler
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CARACTERIZACION SEROLOGICA, BIOLOGICA Y MOLECULAR
DE UN VIRUS DE LA INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO
EN POLLO DE ENGORDA EN MEXICO EN 2001

Capitulo 1. INTRODUCCION

1.1 Historia de la enfermedad

La infeccion de la bolsa de Fabricio (IBF), también llamada enfermedad de
Gumboro se comunico su existencia al final de la decada de los 50’ en Gumboro,
Delaware E.U.A. y el reconocimiento de que el virus producia una enfermedad
especifica que afectaba a la bolsa cloacal (bolsa de Fabricio) de los pollos fue
descrita por Crosgrove en el afio de 1962 94" 693

1.2 Distribucién geografica

La IBF ha sido reportada en la mayoria de las areas avicolas del mundo. Después
del primer brote identificado en Estados Unidos de América en el ano de 1957, la
enfermedad se ha descrito en Gran Bretafa, ltalia, Austria, Espafna, Japon, Zaire,
Israel, Egipto y Zambia.**>® A finales de la década de los 80’ se informé de la
existencia de cepas variantes en Estados Unidos de América, Canada, Venezuela
y Argentina, para 1987; los primeros casos de virus muy virulentos de la IBF
(VV IBF) aparecen en Holanda, Belgica e Inglaterra, pero no en América. Para
1989 se informo la presencia de esta enfermedad en Medio Oriente y Africa.?* >
En México la enfermedad se presenta desde el afio de 1962, en el Distrito Federal,
Morelos, Edo. de México y en Sonora es descrito en el afio de 1969’, para 1971
se realiza un seguimiento serologico en donde el 90.5 % de las aves, presentan
anticuerpos contra cepas clasicas de IBF® y para el afio de 1995 se realizan
estudios en donde se reportan cepas del virus IBF compatibles con patrones
antigénicos sugestivos de virus variantes.** Sin embargo, no existen reportes
oficiales hasta el momento de la presencia de cepas variantes en México.



1.3 Etiologia de la IBF

El virus causante de la infeccion de la bolsa de Fabricio (VIBF) es miembro de la
familia Birnaviridae, su genoma consta de ARN de doble banda segmentada, es
desnudo, con simetria icosaédrica y diametro que varia de 55 a 65 nm. E! genoma
consta de dos segmentos, denominados A y B, el de mayor tamafio es el A el cual
codifica para tres proteinas virales denominadas VP2 VP3 y VP4, el segmento B
es pequefio y codifica para VP1.22364

La VP1 es la RNA polimerasa, la VP4 se presume que es una proteasa viral y el
segmento VP2 contiene al menos tres epitopos independientes. Estos epitopos
son bloqueados por anticuerpos, con lo que se produce neutralizacion viral.
Estudios realizados, demuestran que cambios en la region VP2 estan relacionadas
con alteraciones en las propiedades antigénicas de las variantes del
Vifu5.14'31'16'46'4?'?3

La proteina viral VP3 contiene primeramente al antigeno especifico de grupo y la
VP2 contiene al menos un mayor epitopo neutralizante que se usa para diferenciar
entre los 2 serotipos del VIBF."" 1932

1.4 Propiedades antigénicas del VIBF

Se han descrito variaciones antigénicas entre virus de IBF, evidenciando la
presencia de dos serotipos, denominandoseles serotipo 1 y serotipo 2. El serotipo
1 es patdégeno para los pollos y cepas individuales difieren marcadamente en su
virulencia, entre los virus de este serotipo se demostrd variacion antigénica entre
cepas en donde trece cepas se agruparon en seis subtipos antigéni00827 las
variaciones mas significativas se presentan en algunas cepas del serotipo 1
denominadas variantes antigénicas aisladas por Rosemberger™ que a pesar de
pertenecer al serotipo 1 resultaron antigenicamente diferentes a las cepas del
VIBF conocidas como clasicas. Estudios realizados por Snyder etal. ®"®
determinaron la existencia del epitopo comun en todas las cepas conocidas,
denominandolo por el anticuerpo monoclonal R63 y el B69 solo se encontré6 en
cepas clasicas convencionales del VIBF. El serotipo 2, aislado a partir de pavos
es apatégeno para pollos y pavos,*®'®?? por lo que de acuerdo a su variacion
antigénica y virulencia las cepas del serotipo 1 pueden ser divididas en varios
grupos: cepas clasicas: virulentas, intermedias, atenuadas; cepas variantes o
también denominadas “calientes” y cepas muy virulentas.**"°

Las cepas clasicas virulentas producen inflamacion y severa necrosis linfoide de |a
bolsa de Fabricio, resultando en inmunosupresion, enfermedades secundarias y



moderada mortalidad. Las Cepas atenuadas son las que se han adaptado a lineas
celulares, estas cepas se utilizan como vacunas y de acuerdo a su invasibilidad y
lesiones que producen sobre la bolsa cloacal se les clasifican intermedias y
suaves o frias.? Las cepas variantes fueron reconocidas por su habilidad para no
ser neutralizadas por antisueros contra cepas clasicas, pollos afectados por estas
cepas, se caracterizan por atrofia severa de la bolsa cloacal sin mostrar lesion de
inflamacion como se presenta en las infecciones por cepas clasicas®>'?. Las
cepas muy virulentas son aquellas que aun en presencia de grandes niveles de
anticuerpos maternos son capaces de producir hasta 60 y 100% de mortalidad,
estas cepas causan tipicas lesiones del VIBF y son antigénicamente similares a
las cepas clasicas de IBF.>*"?

1.5 Epizootiologia

La enfermedad es muy contagiosa y se difunde rapidamente entre aves afectadas
y sanas. Se transmite principalmente por via digestiva (agua, alimento
contaminado y por contacto directo). Experimentalmente se ha transmitido por via
oral, intramuscular, subcutanea, endovenosa, ocular, intranasal, intracloacal e
intracerebral. El virus puede permanecer en el alimento, cama, equipo y locales
hasta 122 dias, se ha demostrado que el Alphitobius diaperinus puede tener
capacidad de transmitir la infeccion al ser ingeridos por las aves, el agente causal
es eliminado en las heces de aves infectadas hasta por dos semanas.?’

1.6 Especies susceptibles

El VIBF afecta a todas las estirpes de pollos, siendo las aves de estirpes ligeras
tipo “Leghorn” mas susceptibles, se han informado infecciones naturales en pavos,
patos y avestruces.*

1.7 Patogenia

La via de entrada principal del virus es la oral (Figura 1), después de cuatro a
cinco horas, el virus se replica en células linfoides y macrofagos de intestino y a
partir de ahi se disemina en especial en el érgano blanco que es la bolsa cioacal,
ahi el virus se replica rapidamente y produciendo destruccion de linfocitos B de la
bolsa. El periodo de incubacion es entre tres y cuatro dias.?°



1.8 Caracteristicas clinicas

La enfermedad producida por el VIBF es altamente contagiosa en pollos jévenes,
la presentacion clinica ocurre entre las 3 y 6 semanas de edad caracterizada por
depresion, anorexia, erizamiento de las plumas, tremores, postracion, aumento de
tamafo de la bolsa cloacal, hemorragias en musculo esquelético, diarrea y
mortalidad. La presentacion subclinica ocurre generalmente en pollos menores de
3 semanas de vida resultando en inmunodepresion, en dende se observa aumento
de tamario inicial de la bolsa cloacal y posteriormente disminucion de tamafo.®’

1.9 Lesiones macroscopicas

A la necropsia las aves estan deshidratadas, existiendo petequias o0 equimosis en
musculo esquelético, rinones aumentados de tamano con presencia de uratos lo
que es probablemente consecuencia de la deshidratacion severa que sufren los
animales afectados, mientras que las aves sacrificadas durante el curso de la
enfermedad los rifones aparecen normales, la bolsa cloacal es el érgano blanco
del virus, al tercer dia de la infeccion comienza a incrementar su tamano y peso
alcanzando el doble de su tamario, al cuarto dia se inicia la disminucion de tamano
de la bolsa para que al octavo dia la bolsa tenga un tercio de su tamano original,
alrededor del tercer dia de la infeccion el lumen de la bolsa contiene exudado de
consistencia gelatinosa, amarillento y conforme pasa el tiempo toma apariencia
caseosa, los pliegues o plicas de la bolsa cloacal al principio estan prominentes y
conforme avanza la infeccidon estos pliegues disminuyen de tamafo, la mucosa
puede tener petequias, equimosis y focos necréticos, el bazo se encuentra
aumentado de tamano y pueden existir focos grisaceos en su superficie. En la
parte interna de la unién del proventriculo con la molleja pueden observarse

hemorragias de tipo petequial.?**’

1.10 Lesiones microscopicas

Las lesiones microscopicas producidas por el virus ocurren primeramente en

estructuras linfoides como: bolsa cloacal donde las lesiones son mas severas y

evidentes, bazo, timo, glandula de Harder y tonsilas cecales.?

Las lesiones presentes en los organos afectados por el VIBF son:

1. Su serosa aparece engrosada existiendo algo de hiperemia e infiltracion de
heterofilos. En los foliculos aparecen linfocitos con nucleos picnéticos, algunos



espacios vacios entre el tejido conectivo y las células, posiblemente debido al
edema.

2. El'lumen contiene un pequeno acumulo de exudado compuesto por heterofilos,
eritrocitos y unas cuantas células plasmaticas y macrofagos. El exudado es
visto en la serosa, mientras que en los foliculos existe una infiltracion de
heterofilos. La corteza y la médula de los foliculos se hacen indistinguibles una
de otra y las prolongaciones de la bolsa se atrofian.

3. Existe gran acumulo de exudado en el lumen de la bolsa compuesto por
heterofilos en degeneracidon, algunos eritrocitos, células plasmaticas y
macroéfagos. Hay hiperemia e infiltracion de heterofilos en los foliculos y la
médula de los mismos esta libre de linfocitos, en aigunos de ellos existe
acumulo de eosinofilos.

4. Hay exudado del mismo tipo celular anteriormente mencionado, se observa
edema en la serosa y submucosa y puede haber vacuolas en las
prolongaciones. Debido a la ausencia total de linfocitos existe una proliferaciéon
del epitelio de la Bursa, produciéndose una estructura de apariencia glandular
del epitelio columnar simple.

Bazo

Existe una pronunciada infiltracion de heterofilos en los sinusoides; en ocasiones
se observan algunas hemorragias y en los centros germinales existen restos
celulares, nucleos picnoticos y material eosinofilo.

Timo

El timo en su corteza tiene algunas areas con hiperemia importante. Presenta
infiltracion de heterofilos especialmente en medula, existiendo en la corteza
disminucion de linfocitos y agregaciones de restos celulares y nucleos y
picnoticos.

Rifdén

Las lesiones histologicas del rindn no son especificas y es probable que ocurran
por la severa deshidratacion que sufren los animales afectados, aunque se ha
descrito glomeérulo nefritis y vasculitis resultado de la formacion de complejos
inmunes, asi como atrofia de glomérulos, edema e infiltracion de heterdfilos y
leucocitos mononucleares.
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Higado
Puede existir una ligera infiltracion perivascular de mononucleares.

Tonsilas cecales y glandula de Harder
Estos organos exhiben alguna reaccion celular en los estadios tempranos de la
enfermedad, caracterizada por infiltrado de células plasmaticas.

1.11 Efectos inmunodepresores del VIBF

El VIBF es un agente inmunodepresor para las aves debido a su capacidad de
causar necrosis y apoptosis de linfocitos B localizados en la bolsa cloacal,
ocasionando atrofia del érgano, los efectos adversos sobre la inmunidad celular
son mucho menos severos en comparacion a la respuesta mediada por

anticuerpos.®%®

El VIBF es altamente contagioso e infecta preferentemente a los linfocitos B
inmaduros que exhiben en su membrana IgM monoméricas de pollos,
induciéndoles diferentes grados de inmunodepresion.>®

Debido a la inmunodepresion las aves presentan un incremento en susceptibilidad
a las infecciones como lo son: Salmonella enteritidis, bronquitis infecciosa,
Escherichia coli, reovirus, enfermedad de Newcastle, hepatitis con cuerpos de
inclusion, coccidiosis. 244'4°

La respuesta inmune a las vacunaciones se ve también afectada pues existe una
disminucion en la produccion de anticuerpos y cuando la infeccion ocurre
simultaneamente con otros agentes infecciosos se incrementa el problema
patolégico. La severidad de la inmunodepresion esta relacionada con la edad del
ave al momento de la infeccion, si esta ocurre durante las dos primeras semanas
de vida es mucho mas severa que si ocurre después > %2

1.12 Diagnéstico

El diagnéstico de la enfermedad basado en signos clinicos es dificil, por lo que se
tiene que recurrir a metodologias para poder realizar un diagnostico preciso y
estas estan dirigidas a: detectar y cuantificar anticuerpos en el ave, el aislamiento
del virus, deteccion del antigeno, identificacion molecular y deteccion de lesiones
histolégicas en bolsa cloacal, asi mismo existen técnicas auxiliares como la

radioinmunodifusion y la inmunoelectroforesis.'*°®



Cuantificacion de niveles de anticuerpos. Las dos técnicas mas utilizadas son la
técnica de virus-suero-neutralizacion (VSN)' y la técnica de ELISA 222335636465 4
prueba de VSN es la prueba de “referencia”, Mide anticuerpos que evitan la
penetracion celular del virus. La técnica se realiza por medio de dilucion seriada
de suero enfrentandolo a una cantidad conocida de virus (suero diluido-virus
constante) en cultivo primario de fibroblastos de embrién de pollo. Considerandose
como titulo al reciproco de la maxima dilucién de suero que neutralizé en un
100% el efecto citopatico provocado por el VIBF.* En la prueba ELISA una micro
placa adherida con antigeno de VIBF se le agrega una muestra de suero diluido
de pollo que contenga anticuerpos contra el VIBF formara un complejo Ag-Ac, este
complejo después de un periodo de incubacion es enjuagada la micro placa para
eliminar todo lo que no es complejo Ag-Ac y se le agrega el conjugado,
compuesto de anticuerpos de cabra anti-lgG de pollo y una enzima, peroxidasa
de rabano, el cual se unira al complejo Ag-Ac existente previamente, después de
un periodo de incubacion el conjugado no unido es removido por un segundo paso
de lavado. El substrato que contiene un cromégeno, ABTS es agregado y
reaccionara con la enzima peroxidasa desarrollando un color que va de claro a
azul-verdoso y este sera directamente proporcional al nivel de anticuerpos contra
el VIBF que contiene la muestra de suero sometida a esta prueba.®*

Aislamiento viral. Este se puede intentar en embriones de pollo a partir de
muestras de bolsas cloacales y de bazo por via de la membrana corioalantoidea.
La muerte embrionaria ocurre entre 3 y 5 dias postinoculacion, las lesiones
observadas en los embriones son: congestion y hemorragias cutaneas,
esplenomegalia y necrosis hepatica, en cultivo celular se utilizan células de bolsa
cloacal de embrion de pollo, de rifdn y fibroblastos, produciendo efecto
citopatico.*®

Deteccién de antigeno. Se puede detectar el antigeno por técnicas de: ELISA de
captura, inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.'? La ELISA de captura se
realiza en pozos de microplacas recubiertas con anticuerpos monoclonales
especificos, agregando un sobrenadante del triturado de bolsa cloacal. Si hay

virus presente y este expresa el epitopo reconocido por €l monoclonal adherido al
pocito, el antigeno es capturado y después revelado al afadir un suero de pollo
especifico para el VIBF, seguido por el conjugado de compuesto de anticuerpos
de cabra anti-lgG de pollo y una enzima, peroxidasa de rabano, el cual se unira al



complejo Ag-Ac existente previamente, después de un periodo de incubacion el
conjugado no unido es removido por lavado. EI substrato que contiene un
cromogeno, ABTS es agregado y reaccionara con la enzima peroxidasa
desarrollando un color que va de claro a azul-verdoso y éste sera directamente
proporcional al nivel de antigeno detectado.??6:2%:3334.38

Inmunohistoquimica. Esta técnica esta basada en el uso de un marcador para
detectar el antigeno de IBF a nivel celular en una variedad de muestras
(incluyendo: monoestratos de cultivo celular, improntas, cortes histologicos),
permitiendo in situ demostrar él agente o sus antigenos, dando un diagnéstico
rapido y definitivo de la enfermedad. La técnica de inmunohistoquimica utiliza un
complejo de avidina-biotina-peroxidasa y un anticuerpo monoclonal especifico,
entre tanto la prueba de inmunofiluorescencia utiliza un conjugado con
isothiocinato de fluoresceina.'?

Caracterizacion molecular. Las técnicas actuales para tipificar VIBF incluyen la
transcriptasa reversa (RT)/reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) seguida del
analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP),
esta prueba se basa en la amplificacién de la secuencia de nucledtidos del
genoma que codifica la region variable VP2, la seccion amplificada es entonces
examinada con 6 endonucleasas de restriccion (Dra 1, Sac |, Taq |, Sty |, BstNl y
Ssp) que cortan el DNA amplificado, resultando en un numero de fragmentos que

pueden ser separados y visualizados por electroforesis. 7293031344066

Histopatologia. La observacion de lesiones microscopicas en la bolsa cloacal
resultan de utilidad, si bien no son patognomoénicas si precisan patrones de
comportamiento del virus durante su tiempo de replicaciébn en la bolsa,
definiéndonos el tiempo que ha transcurrido desde su entrada hasta el momento
de su evolucion, la metodologia para evaluar el dafio bursal analiza por separado
las lesiones del tejido linfoide y el tejido epitelial de la bolsa cloacal, ademas de las
lesiones derivadas de un proceso inflamatorio y de un proceso necroético
degenerativo en el tejido linfoide® .

1.13 Prevencién y control
La prevenciéon y control de esta enfermedad basicamente incluye medidas de

bioseguridad y la vacunacion. La vacunacion se realiza de acuerdo al fin
zootécnico de las aves, aplicando estas por diferentes vias de inoculacion' y se
utilizan actualmente dos tipos: las vacunas a virus vivo y vacunas a virus muerto



emulsionado en aceite, las vacunas a virus vivo producen una respuesta inmune
activa, estas, a su vez tienen diversos tipos, basadas en virulencia y patogenicidad
de las cepas utilizadas, existiendo cepas de virulencia alta y virulencia intermedia,
cepas clasicas y variantes, causando estas, diferentes grados de atrofia de la
bolsa cloacal.?'#243707172 No existe un programa de vacunacion Unico para esta
enfermedad, porque para establecer un programa depende mucho de la
inmunidad pasiva de las aves jovenes y de la uniformidad de anticuerpos entre las
aves de la misma parvada, ya que algunas cepas vacunales no producen una
respuesta inmune adecuada en presencia de anticuerpos maternos y existen otras
vacunas capaces de producir inmunodepresion si se aplican en pollos sin o bajos
niveles de inmunidad y la existencia de cepas variantes que no son neutralizadas
por las vacunas elaboradas con cepas clasicas. El otro tipo de vacuna utilizada
son las inactivadas emulsionadas en vehiculos olecsos, estas se utilizan
habitualmente en aves reproductoras con el fin de reforzar primo vacunaciones a
virus vivo y prolongar la presencia de anticuerpos a niveles altos durante su vida
productiva de las reproductoras con el fin de transmitir inmunidad materna a su
progenie. Estas vacunas pueden ser elaboradas con cepas clasicas y variantes
del virus %6471,

1.14 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas serolégicas, biolégicas y moleculares de un
aislamiento de VIBF en parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6
semanas de edad sin vacunar VIBF en el altiplano de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la existencia del VIBF en campo.

1.1. Realizar la deteccién y comparacion de anticuerpos mediante dos gabinetes
de diagnostico de ELISA comerciales sensibilizado uno con VIBF propagado en
cultivo celular de embrion de pollo y otro propagado en cultivo celular de bolsa
cloacal en parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6 semanas de
edad sin vacunar VIBF en el altiplano de México.

1.2. Realizar la prueba de VSN en parvadas comerciales de pollo de engorda de 1
a 6 semanas de edad sin vacunar VIBF en el altiplano de México.



1.3. Comparar los titulos detectados con la prueba ELISA y con la prueba de VSN
determinando cual de los 2 gabinetes de ELISA tiene un comportamiento mas
parecido a VSN en parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6
semanas de edad sin vacunar VIBF en el altiplano de México.

1.4. Determinar la presencia del antigeno del VIBF mediante la captura de
antigeno por los anticuerpos monoclonales #8 B69,R63 y #10 utilizando la
técnica ELISA en parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6 semanas
de edad sin vacunar VIBF en el altiplano de Meéxico para diferenciar la
presencia de una cepa clasica o cepa variante.

1.5. Cuantificar lesiones histologicas en la bolsa cloacal atribuibles a VIBF en
parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6 semanas de edad sin
vacunar VIBF en el altiplano de México.

1.6. Realizar el aislamiento del VIBF en parvadas comerciales de pollo de engorda
de 1 a 6 semanas de edad sin vacunar VIBF en México.

2. Realizar la caracterizaciéon biologica del virus aislado, mediante el desafio en
aves SPF y pollo de engorda proveniente de parvadas comerciales de pollo de
engorda de 1 a 6 semanas de edad sin vacunar VIBF en México.

3. Realizar la caracterizacion molecular del VIBF aislado de parvadas comerciales
de pollo de engorda de 1 a 6 semanas de edad sin vacunar VIBF en México
mediante la técnica de RFLP.

HIPOTESIS.
1. El gabinete de diagnostico de ELISA (IBD+)® va a detectar titulos mas altos de

anticuerpos contra el VIBF en las parvadas comerciales de pollo de engorda de
1 a 6 semanas de edad sin vacunar VIBF en el altiplano de México.

2. El gabinete de diagnostico de ELISA (IBD+)® tendra similar comportamiento en
la curva de anticuerpos comparado con la prueba de VSN.

3. El antigeno viral detectado por la prueba de ELISA de captura en pollos de
engorda no vacunados con VIBF en el altiplano de México va corresponder a
virus variante detectado por los anticuerpos monoclonales B69, R63 y #10.

4. El virus variante aislado en pollos de engorda no vacunados con VIBF produce

lesiones leves en la bolsa cloacal.
5. El virus de las parvadas comerciales de pollo de engorda de 1 a 6 semanas de

edad sin vacunar VIBF en México al caracterizarlo biolégicamente producira
elevada mortalidad e inmunodepresion en las aves desafiadas.



Capitulo 2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Determinacion de la existencia del VIBF en campo.

2.1.1 Aves para experimentacion. Pollo de engorda estirpe Ross alojadas en 4
granjas comerciales identificadas como A, B, C y D, ubicadas en la misma region
geografica, procedentes de un lote unico de reproductores, con inmunidad
materna contra VIBF y NC, criados bajo condiciones convencionales, desde el 1°
dia hasta el dia 42 de edad.

2.1.2. Programa de vacunacion. En estas granjas las aves son vacunadas
unicamente contra la enfermedad de Newcastle a los 8 dias de edad, virus vivo
cepa La Sota via ocular y simultaneamente virus muerto emulsionado en aceite
via subcutanea. A los 21 dias de edad se revacuno via ocular con cepa La sota.

2.1.3. Recoleccion de sueros. Se tomaron 18 sueros de pollo de engorda al azar
por granja a las edades de 7,14, 21, 28, 35 y 42 dias. Las muestras fueron
tomadas mediante puncion cardiaca y se extrajo entre 3 y 5 mL. de sangre por
ave, lo cual sera depositada en frascos limpios y secos, el frasco sera cerrado y
puesto en posicidon horizontal para facilitar la contraccion del coagulo y poder
obtener el suero, el suero fué almacenado a temperatura de —20° C hasta el final
del periodo de obtencion de todas las muestras (6 semanas) para analizar en un
mismo proceso todos los sueros.

2.1.4. Recoleccion de bolsas cloacales para evaluacion de alteraciones
histologicas.

Se tomaron 5 bolsas cloacales por granja, con periodicidad semanal a las edades
de 7,14, 21, 28, 35 y 42 dias de edad. Las muestras se colocaron en formalina al
10% amortiguada a un pH de 7.5 en proporcion 1 parte de tejido y 10 partes de
formalina para su fijacion y su posterior proceso.

2.1.5. Recoleccion de bolsas cloacales deteccion del antigeno mediante la prueba
de ELISA de captura.

Se tomaron 15 bolsas cloacales por granja, con periodicidad semanal a las edades
de: 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias de edad. Las muestras fueron recolectadas de
pollos sacrificados por dislocacion cervical, tomando la bolsa cloacal y
manteniéndola en congelacion a —20°C hasta su proceso.

2.1.6. Recoleccion de organos para el aislamiento viral del virus de IBF.
Se recolectaron a los 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias de edad los drganos a partir de 10

aves sacrificadas por dislocacién cervical tomando: bolsa cloacal, bazo, tonsilas
cecales, proventriculo y timo, almacenandose a -20°C para su posterior



procesamiento, el aislamiento se realizara en embrion de pollo de acuerdo a
Rosemberger. *°

2.1.7. Lugar de realizacion de analisis de laboratorio.

Todas las pruebas de laboratorio se realizaron en el Laboratorio de Patologia de
Tecaa de Aguascalientes S.A. de C.V., a excepcion de la caracterizacion
molecular que se realizd en en IDEXX LABORATORIES (Westbrook, ME 04092
USA).

2.1.8. Determinacién de los titulos de anticuerpos contra el VIBF, en suero por la
técnica de ELISA. Pruebas de gabinete ELISA para diagnéstico contra VIBF
obtenidos comercialmente, IBD+ PROflok PLUS® y IBD ProFLOK® (Synbiotics
Corporation San Diego CA, USA).

La prueba de ELISA se llevo a cabo de acuerdo a Snyder, et al. Las microplacas
se leyeron a 405 nm con un lector ELISA BIOTEK® mod. mx80. Los valores de

densidad oOptica se convertiran en titulos ELISA, con el software ProFILE®
(Synbiotics Corporation San Diego, CA. USA).

2.1.9. Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de VSN. La
realizacion de la técnica de VSN se realizé mediante el método beta (suero diluido
- virus constante) en cultivo primario de fibroblastos de embrién de polio, con la
cepa Lukert del VIBF. Se considerd como titulo al reciproco de la maxima dilucién
de suero que neutralizé en un 100% el efecto citopatico provocado por el VIBF.
2.1.10. Determinacion de las caracteristicas antigenicas del VIBF mediante la
captura de antigeno por la técnica ELISA.

Se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante con gabinetes de trabajo
de captura de ELISA para diagnostico de VIBF obtenidos comercialmente que
contiene el anticuerpo monoclonal 8 SCREENING IBD kitt® (Synbiotics

Corporation San Diego CA, USA) y el IBDV TYPING KIT® (Synbiotics Corporation
San Diego CA, USA) el cual contiene los anticuerpos monoclonales B69, R63 y
#10. La prueba de ELISA se llevo a cabo de acuerdo a Lamichhane, et al *®. Las
micro placas se leeran a 405 nm con un lector ELISA BIOTEK R mod. mx80.
2.1.11. Evaluacién de alteraciones histologicas en bolsa cioacal.

Las bolsas cloacales fueron procesadas y coloreadas con la tincion de
hematoxilina-eosina. La evaluacion de lesiones se realizo de acuerdo a Cascante
y Petrone °.



2.1.12. Realizacion del aislamiento del virus de IBF de campo.
Se realizé el aislamiento a partir de los érganos recolectados: bolsa cloacal, bazo,
tonsilas cecales, proventriculo y timo, de acuerdo a Rosenberger. *°

2.2. Caracterizacion biolégica del aislamiento del VIBF.

Se realiz6 la caracterizacion biolégica del aislamiento viral en aves susceptibles
alojadas en baterias, inoculando pollos de engorda comerciales sanos vy pollos
ALPES con el virus aislado, para evaluar perfiles serologicos, lesiones
microscopicas y estado inmunolégico de las aves ocasionados por el VIBF, con el
siguiente disefio experimental.

Objetivo.

Determinar la respuesta biologica en aves libres de patogenos especificos y en
pollo de engorda de una cepa de VIBF aislada a partir de pollos comerciales no
vacunados contra VIBF.

Objetivos especificos.
e Obtener la signologia clinica y mortalidad en pollos de engorda vy libres de

patégenos especificos desafiados con la cepa Edgar y la Cepa OGVP-
UNAM.

e Obtener titulos de anticuerpos en los dias 7, 14 y 21 dias posdesafio por
medio de la técnica de ELISA y Virus suero neutralizacion en pollos de
engorda y libres de patogenos especificos .

» Obtener la relacién del peso de la bolsa de Fabricio entre el peso corporal

(indice bursal) de pollos de engorda y libres de patogenos especificos a
los 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15y 20 dias posinoculacion.

e Determinar la persistencia del VIBF en tejido bursal mediante ELISA de
captura en pollos de engorda y libres de patogenos especificos a los 0, 1, 2,
3, 5, 10, 15 y 20 dias posinoculacion.

e Describir los hallazgos histolégicos de bolsa cloacal en pollos de engorda y
libres de patégenos especificos a los 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 20 dias

posinoculacion.
= Realizar €l re aislamiento del VIBF a partir de bolsas cloacales de aves

inoculadas .



Hipotesis

e Los pollos de engorda y libres de patégenos especificos de 15 dias edad
desafiados con la Cepa OGVP-UNAM tendran menor indice bursal que los
desafiados con la cepa Edgar.

e Los pollos de engorda y libres de patégenos especificos de 15 dias de
edad desafiados con Cepa OGVP-UNAM tendran menores lesiones
bursales que los pollos desafiados con la cepa Edgar.

e Los pollos de engorda y libres de patogenos especificos de 15 dias de edad
desafiados con la Cepa OGVP-UNAM tendran menos titulos de
anticuerpos que los pollos desafiados con la cepa EDGAR.

e En pollos de engorda y libres de patogenos especificos de 15 dias de
edad desafiados con Cepa OGVP-UNAM se capturara el antigeno de VIBF
durante los 20 dias posdesafio.

e En polios de engorda y libres de patogenos especificos de 15 dias de edad
desafiados con Cepa OGVP-UNAM se re aislara el virus durante los 20
dias posdesafio.

2.2.1 MATERIAL Y METODOS
Pollos para experimentacion. Se utilizaron 144 pollitos, sin sexar libres de

patogenos especificos (ALPES), de un dia de edad (Aves Libres de Patdogenos
Especificos S.A. de C.V.) y 144 pollitos de engorda con inmunidad materna contra
VIBF, sin sexar, de un dia de edad provenientes de una incubadora comercial
alojadas en baterias.

Inéculos

Solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS).

La PBS se elaboré de acuerdo a Beard et al. *

Cepa Edgar del VIBF (Edgar-1BF)

La cepa Edgar-IBF (Lab. IASA, Tehuacan, Puebla, México), tendra titulo de 10°°
DLEP/50% /0.1 mL.

La cepa OGVP-UNAM se le denominé al aislamiento viral de campo del VIBF
obtenido a partir de pollo de engorda. EI titulo de la cepa que se empled fue de
10°° DLEP9V%/0.1 mL.



Diseno de tratamientos.
Se formaron de manera aleatoria 3 grupos de pollitos sin sexar ALPES y tres
grupos de pollitos de engorda. Cada grupo integrado por 3 replicas de 45 poliitos;
alojando a cada replica en una bateria desde el primer dia de edad y hasta los 36
dias de edad de las aves, segun el siguiente diseno de tratamientos:
e GRUPO I: Pollitos origen ALPES inoculados con PBS (Testigo Negativo).
e GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo).
¢ GRUPO lil: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM .
« GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo Negativo).
e GRUPO B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo).
e GRUPO C: Pollitos engorda inoculado con cepa OGVP-UNAM .

Los pollos de cada tratamiento se inocularon a los 15 dias de edad con 0.2 mL.
de inéculo por medio de sonda esofagica.

2.2.2 Recoleccion de sueros para analisis de ELISA y MVSN.

Se tomaron 10 sueros de cada tratamiento al azar a los 0, 7, 14 y 21 dias
posinoculacion. Las muestras fueron tomadas mediante puncion cardiaca y se
extrajo entre 1 y 3 mL de sangre por ave, la cual sera depositada en frascos
limpios y secos, el frasco fue cerrado y puesto en posicién horizontal para facilitar
la contraccién del coagulo y poder obtener el suero, el suero fue almacenado a
temperatura de —20° C hasta el final del periodo de obtencion de todas las
muestras (3 semanas) para que en un mismo proceso analizar todos los sueros.

2.2.3 Recoleccion de la bolsa cloacal* (B C) para determinar indice bursal.

Se tomaron 5 aves de cada tratamiento, se sacrificaron por dislocacion cervical a
las edades de 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15y 20 dias posinoculacion.

*Estas mismas bolsas cloacales sirvieron para el resto de las evaluaciones donde
se requeria la bolsa cloacal.

2.2.4 Recoleccion de bolsas cloacales para deteccion del antigeno mediante la
prueba de ELISA de captura.

Se tomo un tercio de la bolsa cloacal de 5 aves sacrificadas por dislocacion de la
nuca de cada tratamiento alos 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 20 dias post inoculacion vy
manteniéndolas en congelacién a —20°C hasta su proceso.

2.2.5 Recoleccion de bolsa cloacal para evaluacion de alteraciones histologicas.



Se tomaron 5 aves de cada tratamiento, se sacrificaron por dislocacion cervical
con periodicidad semanal a las edades de 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 20 dias
posinoculacion la bolsa cloacal de cada ave. Las muestras se colocaran en
formalina al 10% bufferada a un pH de 7.5, en proporcion 1 parte de tejido y 10
partes de formalina para su fijacion y su posterior proceso.

2.2.6 Recoleccion de bolsa cloacal para el reaislamiento viral del VIBF.

Se recolectaron alos 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 y 20 dias post inoculaciéon de cada grupo,
a partir de 5 aves sacrificadas por dislocacion cervical tomando: un tercio de la
bolsa cloacal almacenandose a —-20°C para su posterior procesamiento, el
aislamiento se realizo en embrién de pollo de acuerdo a Rosenberger. *°

2.2.7 Determinacion de los titulos de anticuerpos contra el VIBF, en suero por la
técnica de ELISA.

Pruebas de gabinete ELISA para diagnéstico contra VIBF obtenidos
comercialmente, IBD+ PROflok PLUS® y IBD ProFLOK® (Synbiotics Corporation
San Diego CA, USA).

LLa prueba de ELISA se llevo a cabo de acuerdo a Snyder, et al. Las micro placas

se leeran a 405 nm con un lector ELISA B|OTEK® mod. mx80. Los valores de

densidad oOptica se convertiran en titulos ELISA, con el software ProFILE®

(Synbiotics Corporation San Diego, CA. USA).

2.2.8 Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de VSN.

La realizacion de la técnica de VSN se realizo mediante el método beta (suero
diluido - virus constante) en cultivo primario de fibroblastos de embrién de pollo,
con la cepa Lukert del VIBF y la cepa OGVP-UNAM. Se considero como titulo al
reciproco de la maxima dilucion de suero que neutralizé en un 100% el efecto
citopatico provocado por el VIBF.

2.2.9 Determinacién del indice bursal.

Se define como la proporcion del peso de la bolsa cloacal con relacién al peso
corporal del ave, este indice se utiliza para determinar alguna alteracion en el peso
de la bolsa de Fabricio tomando como referencia el peso corporal. La formula para
su calculo fue la siguiente (Lucio y Hichtner,1979):



IB= Peso de la bolsa cloacal (g) X 1000

Peso corporal (g)

2.2.10 Determinacion de la persistencia del VIBF en tejido bursal mediante la
captura de antigeno por la técnica ELISA.

Se realizo de acuerdo a las instrucciones del fabricante con gabinetes de trabajo
de captura de ELISA para diagnostico de VIBF obtenidos comercialmente

que contiene el anticuerpo monoclonal 8 SCREENING IBD kﬁp (Synbiotics

Corporation San Diego CA, USA) y el IBDV TYPING KIT® (Synbiotics Corporation
San Diego CA, USA) el cudl contiene los anticuerpos monoclonales B69, R63 y
#10. La prueba de ELISA se llevo a cabo de acuerdo a Lamichhane, et a/ *®. Las
micro placas se leyeron a 405 nm con un lector ELISA BIOTEK R mod. mx80.
2.2.11 Evaluacion de alteraciones histologicas en 6rganos.

Los organos fueron procesados y coloreados con la tincion de hematoxilina-
eosina.

Para la evaluacién en el caso de la bolsa cloacal se procedid a obtener el
porcentaje de tejido linfoide, para esto se realizaron mediciones en el microscopio
del corte histolégico de cada bolsa cloacal, primero se midié el diametro bursal,
despues se hizo lo mismo con la luz del 6rgano, la relacion de estos dio como
resultado un porcentaje que indico la relaciéon de tejido linfoide y el espacio en la
luz del organo. Las plicas bursales se midieron en ancho y largo, de forma
individual se hizo lo mismo con 5 foliculos linfoides.

2.2.12 Realizacion del re aislamiento del virus de IBF.

Se realizo el aislamiento a partir de los érganos recolectados: bolsa cloacal, bazo,
tonsilas cecales, proventriculo y timo, de acuerdo a Rosemberger. 9

2.3. Caracterizacion molecular del VIBF

La muestra de virus se coloco en una solucioén de fenol para biologia molecular
(Ameresco cat.30175,Solon Ohio 44139 ) para su analisis molecular por medio
de la técnica de reaccién en cadena por la polimerasa/transcripctasa reversa con
endonucleasas de restriccion (RT/PCR-RFLP), utilizando las enzimas de
restriccion Ssp 1, BstN1 y Mbo1 de acuerdo a Jackwood (31).



Capitulo 3. RESULTADOS
3.1. Determinacion de los titulos de anticuerpos en suero contra el VIBF
mediante dos pruebas de gabinete de ELISA.

Monitoreo 1.
Se realizd a los siete dias de edad en las granjas A, B, C y D. Los titulos de

anticuerpos contra el VIBF se detectaron en niveles entre 5660 y 9051 para el
gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®, existiendo diferencia significativa (P<0.05)
entre las granjas A, B y C, pero no existio diferencia significativa entre las granjas
By D (P<0.05) (Cuadro 1).

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron en niveles entre 2179 y 4489, existiendo diferencia significativa entre
las granjas A, B y D (P<0.05), las granjas C y A mostraron diferencia significativa
entre ellas (P>0.05), tampoco no existio diferencia significativa entre las granjas B
y C con D (P>0.05) (Cuadros 1y 2)

Monitoreo 2.
Se realizé a los 14 dias de edad, los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles entre 3839 y 6689 para el gabinete ELISA IBD+ PROflok
PLUS®, existiendo diferencia significativa de las granjas B y D, con las granjas A
y C (P<0.05).

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron en niveles entre 1070 y 2523, encontrandose diferencia significativa de
los titulos de anticuerpos entre las 4 granjas, B, C y D (P<0.05), pero no existio
diferencia significativa (P>0.05) entre las granjas A y C (Cuadros 1y 2).

Monitoreo 3
Se realizé a los 21 dias de edad, detectando un nivel de anticuerpos entre 1346 y

2475 para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®, no encontrandose diferencia
significativa entre las 4 granjas (P>0.05).
Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles entre 212 y 1571, no encontrandose diferencia significativa
entre las granjas A y B (P>0.05); sin embargo, si se encontraron (P<0 05) entre las

granjas C y D (Cuadros 1y 2).



Monitoreo 4.
Se realizd a los 28 dias de edad, detectando nivel de anticuerpos entre 2171 y

4401 para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®, existiendo diferencia
significativa (P<0.05) entre las granjas B, C y D, la granja A no mostré diferencia
significativa entre las granjas By C (P>0.05).

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron en niveles entre 2240 y 3143, encontrandose diferencia significativa
(P<0.05) de los titulos de anticuerpos de las granjas A, B y C con la granja D
(Cuadros 1y 2)

Monitoreo 5.
Se realiz6 a los 35 dias de edad, detectando un nivel de anticuerpos entre 4490 y

7829 para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®, no encontrandose diferencia
significativa de los titulos de anticuerpos de las granjas B, C y D (P>0.05), la
granja A presentd diferencia significativa de los titulos de anticuerpos con las
granjas B, Cy D (P<0.05)

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron en niveles entre 3226 y 4253, existiendo diferencia significativa
(P<0.05) de las granjas A, By C con la granja D (Cuadros 1, 2 y figura 2).

Monitoreo 6.
Se realizd a los 42 dias de edad. Para el gabinete ELISA I1BD ProFLOK® los

titulos de anticuerpos contra el VIBF se detectaron en niveles entre 3854 y 7197,
existiendo diferencia significativa en las medias entre las granjas A, By C
(P<0.05), la granja B y D no mostraron diferencia significativa (P>0.05) entre
ellas.

En el caso del gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®, los niveles de anticuerpos
detectados se encontraron entre 9959 y 11201 no encontrandose diferencia
significativa entre las 4 granjas (P<0.05) (Cuadros 1y 2) (Figura 2).

3.2. Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de VSN.

Monitoreo 1.
Se realiz6 a los siete dias de edad en las granjas A, B, C y D. Los titulos de

anticuerpos contra el VIBF se detectaron en niveles promedio geometrico entre
1.63 y 2.29 encontrandose diferencia significativa de los titulos de anticuerpos



entre las granjas A, By C (P<0.05), la granja D no mostré diferencia significativa
entre las granjas B y C (P>0.05) (Cuadro 3).

Monitoreo 2.
Se realizé a los 14 dias de edad. Los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles promedio geométrico entre 1.62 y 2.26 encontrandose
diferencia significativa de los titulos de anticuerpos entre las granjas A, By D
(P<0.05), entre la granja A y C no se encontro diferencia significativa de titulos de
anticuerpos (P>0.05) (Cuadro 3).

Monitoreo 3.
Se realiz6é a los 21 dias de edad, los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles promedio geométrico entre 1.62 y 2.07 encontrandose
diferencia significativa de los titulos de anticuerpos entre el grupo de granjas A, C
con las granjas B y D (P<0.05) (Cuadro 3).

Monitoreo 4.
Se realizdé a los 28 dias de edad, los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles promedio geométrico entre 1.62 y 1.99 encontrandose
diferencia significativa de los titulos de anticuerpos en la granja A (P<0.05) pero
no hubo diferencia cuando se le comparo con la granja C (P>0.05), igualmente las
granjas B, C y D no se encontré diferencia significativa entre ellas (P>0.05)
(Cuadro 3).

Monitoreo 5.
Se realiz6 a los 35 dias de edad, los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles promedio geométrico entre 1.79 y 2.20, no encontrandose
diferencia significativa de los titulos de anticuerpos entre las cuatro granjas
(P>0.05) (Cuadro 3).

Monitoreo 6.
Se realizé a los 42 dias de edad, los titulos de anticuerpos contra el VIBF se

detectaron en niveles promedio geomeétrico entre 1.78 y 1.99, no encontrandose
diferencia significativa de los titulos de anticuerpos entre las cuatro granjas
(P>0.05) (Cuadro 3).
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3.3. Comparacion de titulos obtenidos entre prueba ELISA y prueba de VSN.
Los titulos de anticuerpos obtenidos en las pruebas de ELISA y VSN, fueron

sometidos a la prueba de correlacion, primeramente se realizo entre los dos
gabinetes de prueba ELISA IBD+ PROflok PLUS® con la prueba ELISA IBD
ProFLOK® .

Posteriormente se realiz6 la comparacion entre ellas con la prueba de VSN.
(Figuras 3 y 4)

Existi6 una correlacion alta de 0.77 entre los dos gabinetes de prueba ELISA
IBD+ PROflok PLUS® y ELISA IBD ProFLOK®.

La correlacion entre la prueba ELISA (IBD + PROflok PLUS® e IBD ProFLOK®) y
prueba de VSN fue baja apenas de 0.15y 0.12 respectivamente (Cuadro 4).

3.4. Evaluacion de alteraciones histologicas en bolsa cloacal.

GRANJA A
Las lesiones significativas detectadas en la bolsa cloacal fueron a partir de los

21 dias de edad, predominando las lesiones de curso agudo, con severidad leve
en el 61% de la bolsa cloacal, para el dia 28 las lesiones predominantes fueron las
de curso subagudo con severidad moderada en el 75% de la bolsa cloacal, para
el dia 35 las lesiones predominantes fueron las lesiones de curso subagudo, de
severidad moderada en el 86% de la bolsa cloacal y en el monitoreo de 42 dias
predominaron lesiones de curso crénico en grado moderado en el 83% de ia
bolsa cloacal (Cuadro 5).

GRANJA B
Las lesiones detectadas en la bolsa cloacal fueron a partir del monitoreo de los 21

dias fueron lesiones de curso agudo, con severidad moderada en el 68% de la
bolsa cloacal, en el monitoreo del dia 28 las lesiones predominantes fueron las de
curso subagudo con severidad moderada en el 82% de la bolsa cloacal, en el
monitoreo del dia 35 de edad, las lesiones predominantes fueron las lesiones de
curso subagudo, de severidad moderada en el 81% de la bolsa cloacal y en el
monitoreo de 42 dias de edad, las lesiones predominantes fueron las lesiones de
curse subagudo, de severidad severa en el 97% de la bolsa cloacal (Cuadro 6).

GRANJA C
Las lesiones detectadas en la bolsa cloacal fueron a partir del monitoreo de los 21

dias fueron lesiones de curso agudo, con severidad leve en el 60% de la bolsa



cloacal, en el monitoreo del dia 28 las lesiones predominantes fueron las de curso
subagudo con severidad moderada en el 76% de la bolsa cloacal, en el monitoreo
del dia 35 de edad, las lesiones predominantes fueron las lesiones de curso
subagudo, de severidad severa en el 69% de la bolsa cloacal y en el monitoreo de
42 dias de edad, las lesiones predominantes fueron las lesiones de curso crénico,
de severidad moderada en el 85% de la bolsa cloacal (Cuadro 7).

GRANJA D
Las lesiones detectadas en la bolsa cloacal fueron a partir de los 21 dias de

edad, predominando las lesiones de curso agudo, con severidad leve en el 54%
de la bolsa cloacal, para el dia 28 las lesiones predominantes fueron las de curso
subagudo con severidad leve en el 54% de la bolsa cloacal, para el dia 35
predominaron lesiones de curso subagudo, de severidad moderada en el 83% de
la bolsa cloacal y en el monitoreo de 42 dias predominaron lesiones de tipo
cronico de severidad moderada en el 75% de la bolsa cloacal (Cuadro 8).

SEVERIDAD TOTAL DE LESIONES HISTOLOGICAS.

Las calificaciones de severidad de las lesiones en tejido linfoide y tejido epitelial
en la bolsa cloacal, de acuerdo a la clasificacion del promedio de lesiones
realizado en cada semana de edad, en las cuatro granjas (Figura 6), indico que la
severidad de lesiones no tuvieron diferencia significativa entre ellas por edad de
muestreo. (P<0.05), (Cuadros 9, 10, 11y 12).

3.5. Determinacion de las caracteristicas antigénicas del virus de la infeccion
de la bolsa de Fabricio mediante la captura de antigeno.

En las granjas A y C se detecto mediante la captura de antigeno reacciéon con el
anticuerpo monoclonal 8, en el monitoreo de los 21 dias para la granja C y a los
14 dias para la granja A (Cuadro 13).

Captura de antigeno con los anticuerpo monoclonal anticuerpos monoclonales
B69, R63 y #10.

Se sometieron al analisis las dos muestras positivas al antigeno 8, el de la granja
A, 14 dias de edad y el de la granja C 21 dias de edad.

El analisis de captura de antigeno con los anticuerpos monoclonales B69, R63 y
#10 resultaron positivos para la granja C edad de monitoreo 21 diasy la muestra
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de la granja A resulto negativa para los anticuerpos monoclonales B69, R63 y #10,
edad de monitoreo 14 dias (Cuadros 14y 15).

3.6. Realizacion del aislamiento del VIBF.

Se observo mortalidad embrionaria entre el tercer y quinto dia de incubacion a
partir de dos muestras tomadas a partir de bolsa cloacal identificadas como Gja. A
14 dias y Gja. C 21 dias detectandose las siguientes lesiones en los embriones:
Hemorragias en piel e higado.

Higado con focos necroéticos.

Bazo palido.

Membrana corioalantoidea con petequias.

A partir de los o6rganos de estos embriones: higado y bolsa cloacal se inoculan
en aves ALPES de 14 dias de edad y después de 72 hrs son sacrificadas y se
toman las bolsas cloacales para histologia para determinar lesiones histolégicas y
el liquido alantoideo para realizar la prueba de inmunodifusion en agar resultando
positiva la prueba a VIBF y la histologia detecta lesiones en la bolsa cloacal,
adicionalmente también se sometio a prueba de captura de antigeno a los dos
virus, comprobandose que el virus de la Gja. A 14 dias corresponde a una cepa
negativa para los anticuerpos monoclonales B69, R63 y #10 y la granja C 21 dias
correspondio a la cepa clasica del VIBF.

3.7. Caracterizacion biologica del aislamiento del VIBF.

Considerando que se logré aislar dos virus y para efecto de este trabajo se
realizo la caracterizacion de un solo VIBF, se selecciono el virus de la granja A
14 dias denominandosele cepa OGVP-UNAM.

3.7.1 Signos clinicos y mortalidad.

AVES ALPES

No se observaron signos de la enfermedad en el grupo inoculado con la cepa
Edgar ni en el grupo inoculado con la cepa OGVP-UNAM.

El numero de aves muertas fue de 1 ave del grupo testigo negativo al dia 3
posinoculacion, presentando ascitis.

AVES POLLO DE ENGORDA
No se observaron signos de la enfermedad en el grupo inoculado con la cepa
Edgar ni en el grupo inoculado con la cepa OGVP-UNAM.
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El nimero de aves muertas fue de 2 aves en el grupo testigo negativo al dia 3 y
19 posinoculacion, presentando ascitis y retrazo, en el grupo Edgar hubo un ave
muerta por asfixia.

3.7.2 Determinacién de los titulos de anticuerpos en suero contra el VIBF
desafiado por la técnica de ELISA .

GRUPO I[: Pollitos origen ALPES inoculados con PBS (Testigo negativo).
Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® y IBD ProFLOK® no se

detectaron anticuerpos contra el VIBF en el monitoreo previo a la inoculacién, ni
muestreos realizados a los 7,14 y 21 dias post inoculacion.

GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo).
Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® vy IBD ProFLOK® no se

detectaron anticuerpos contra el VIBF en el monitoreo realizado previo a la
inoculacion.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los
siete dias post inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF
tuvieron un titulo promedio de 3864, con coeficiente de variacion de 29.79%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 755 y coeficiente de variacion de 52.75 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 14
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 6713, con coeficiente de variacion de 18.19%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 935 y coeficiente de variacion de 41.61 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 21
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 8367,con coeficiente de variacion de 24.16%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1054 y coeficiente de variacion de 70.09 %.

GRUPO llI: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM.
Para el gabinete FELISA [IBD+ PROflok PLUS® vy IBD ProFLOK® no se

detectaron anticuerpos contra el VIBF en el monitoreo previo a la inoculacion.
Para el gabinete ELISA [BD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los
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siete dias postinoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF
tuvieron un titulo promedio de 2994, con coeficiente de variacién de 35.16%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 655 y coeficiente de variacion de 40.86 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 14
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 5437, con coeficiente de variacion de 27.29%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1442 y coeficiente de variacion de 42.91%.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 21
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el VIBF
detectados fue de 9262, con coeficiente de variacion de 18.46%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1409 y coeficiente de variacion de 30.55%
(Cuadro 16)

GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo negativo).
Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado al dia

previo a la inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detecto un titulo promedio de 3801, con coeficiente de variacion de 27.90%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1158 y coeficiente de variacion de 41.22 %.

Para el gabinete ELISA |IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los
siete dias post inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF
se detecto un titulo promedio de 2837, con coeficiente de variacion de 28.00%.
Para el gabinete IBD ProFLOK® Ios titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 129 y coeficiente de variacion de 49.40 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 14
dias post inoculacién indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 2512, con coeficiente de variacion de 59.80%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1151 y coeficiente de variacion de 15.52 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 21
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 1879, con coeficiente de variacion de 86.47%.
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Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 80 y coeficiente de variacion de 109.85 %.

GRUPO B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo positivo).
Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado al dia

previo a la inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detecto un titulo promedio de 3801, con coeficiente de variacion de 27.90%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1158 y coeficiente de variacion de 41.22 %.

Para el gabinete ELISA |BD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los
siete dias post inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF
se detecto un titulo promedio de 4176, con coeficiente de variacién de 40.98%.
Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 404 y coeficiente de variacion de 24.35 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 14
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 9409, con coeficiente de variacion de 16.31%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1848 y coeficiente de variacion de 32.57 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 21
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 10056, con coeficiente de variacion de 17.56%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 2383 y coeficiente de variacion de 19.03 %.

GRUPO C: Pollitos engorda inoculado con cepa OGVP-UNAM.
Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado al dia

previo a la inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detecto un titulo promedio de 3801, con coeficiente de variacion de 27.90%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1158 y coeficiente de variacion de 41.22 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los
siete dias post inoculacion indico que los titulos de anticuerpos contra el VIBF
se detecto un titulo promedio de 3950, con coeficiente de variacion de 33.23%.
Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 680 y coeficiente de variacion de 22.13 %.
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Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 14
dias postinoculacion indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 5466, con coeficiente de variacion de 15.87%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 1576 y coeficiente de variacion de 20.61 %.

Para el gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® el monitoreo realizado a los 21
dias postinoculaciéon indico que los titulos promedio de anticuerpos contra el
VIBF detectados fue de 8567, con coeficiente de variacion de 15.60%.

Para el gabinete IBD ProFLOK® los titulos de anticuerpos contra el VIBF se
detectaron un titulo promedio de 2582 y coeficiente de variacion de 20.34%
(Cuadro 16)

3.7.3 Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de MVSN.

GRUPO I[: Pollitos origen ALPES inoculados con PBS (Testigo negativo).
Los monitoreos realizados a los 0, 7,14 y 21 dias posinoculacion resultaron
negativos a anticuerpos.

GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo).

La media geométrica obtenida a los 7 dias fue de 2.20, a los 14 dias fue de 1.94 y
a los 21 dias posinoculacion fue de 2.24.

GRUPO lll: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM.
La media geométrica obtenida a los 7 dias fue de 2.20,a los 14 dias fuede 1.9y a
los 21 dias posinoculacion fue de 1.93 (Cuadro 17).

GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo negativo).

La media geomeétrica obtenida a los 7 dias fue de 1.9,a los 14 dias fuede 1.9y a
los 21 dias posinoculacion fue de 1.9.

GRUPO B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo positivo).

La media geomeétrica obtenida a los 7 dias fue de 1.9,a los 14 dias fue de 1.93 y a

los 21 dias posinoculacién fue de 2.32.
GRUPO C: Pollitos engorda inoculado con cepa OGVP-UNAM.

27



La media geométrica obtenida a los 7 dias fue de 1.9,a los 14 dias fue de 1.9y a
los 21 dias posinoculacion fue de 1.9 ( Cuadro 17).

3.7.4 Obtencion del indice bursal
AVES ALPES

GRUPO | (Testigo negativo). Se detecta un incremento gradual en el indice bursal
durante todos los monitoreos realizados desde el dia cero hasta el 20
posinoculacion, obteniéndose al dia O un indice bursal de 2.8 y finalizando con un
indice bursal a los 20 dias de 3.6.

GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo).

En el dia cero se obtiene un indice bursal de 2.8, al dia siguiente de la inoculacion
el indice bursal aumenta a 4.5 y a partir del segundo dia posinoculacion se detecta
una disminucion gradual del indice bursal de 3.7 hasta el dia 20 posinoculacién de
0.9.

GRUPOQO liI: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM. En el dia
cero se obtiene un indice bursal de 2.8, al dia siguiente de la inoculacion el indice
bursal aumenta a 4.2 y a partir del segundo dia posinoculacion se detecta una
disminucion gradual del indice bursal de 3.4 hasta el dia 20 posinoculacion de 0.9.
(Cuadro 18).

AVES POLLO DE ENGORDA
GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo negativo).

Se detecta un indice bursal de 1.2 el dia 0, para el dia 2 aumenta a 2.5 y a partir
del dia 3 el indice disminuye gradualmente a 2.0 y para el dia 20 es de 0.7.

GRUPO B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo positivo). En
el dia cero se obtiene un indice bursal de 1.2, al dia siguiente de la inoculacién el
indice bursal aumenta a 1.6 y a partir del segundo dia posinoculacion se detecta
una disminucion gradual del indice bursal a 1.7 hasta el dia 20 posinoculacion de
0.6.

GRUPO C: Pollitos engorda inocuiado con cepa OGVP-UNAM. En el dia cero se
obtiene un indice bursal de 1.2, al dia siguiente de la inoculacion el indice bursal
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aumenta a 1.9 y a partir del segundo dia posinoculacion se detecta una
disminucion gradual del indice bursal de 1.7 hasta el dia 20 posinoculacion de 0.7.
(Cuadro 18).

3.7.5 Determinacion de persistencia de antigeno, del VIBF en tejido bursal
mediante ELISA de captura.

AVES ALPES
GRUPO I: Pollitos origen ALPES inoculados con PBS (Testigo negativo). No se

detecta antigeno del VIBF en el tejido de la bolsa cloacal.

GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo). Se detecta antigeno del VIBF a partir de los dias 123 y 5
posinoculacion en el 100% de las muestras trabajadas y para el dia 10
posinoculacion se detecta antigeno en el 60% de las muestras, en el dia 15 se
detecta en el 40% de las muestras y el dia 20 posinoculacién no se detecto
antigeno.

GRUPO llI: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM.

Se detecta antigeno del VIBF a partir de los dias 1,2,3 y 5 posinoculacién en el
100% de las muestras trabajadas y para el dia 10 en el 80 % de las muestras, al
dia 15 posinoculacion se detecta antigeno en el 40% de las muestras, en el dia
20 post inoculacion se detecto en el 20 % de las muestras (Cuadro 19).

AVES POLLO DE ENGORDA
GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo negativo).
No se detecta antigeno del VIBF en el tejido de la bolsa cloacal.

GRUPO B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo positivo).

Se detecta antigeno del VIBF a partir del dia 1 en el 80% de las muestras, a los
dias 2 y 3 post inoculacion en el 60% de las muestras trabajadas y para los dias 5
y 10 en el 40 % de las muestras, en los dias 15 y 20 posinoculacion no se detecto
antigeno.

GRUPO C: Pollitos engorda inoculado con cepa OGVP-UNAM.
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Se detecta antigeno del VIBF a partir del dia 1 al 3 en el 100% de las muestras,
para los dias 5 y 10 en el 60 % de las muestras, en los dias 15 y 20
posinoculacion se detecto antigeno en el 40% de las muestras (Cuadro 19).

3.7.6 Evaluacion Histologica
GRUPO TESTIGO.
No presento alteraciones en la morfologia histolégica.

Porcentaje de tejido linfoide en folias
AVES ALPES

Las aves inoculadas con la cepa Edgar y OGVP-UNAM al dia 1 Pl exhiben menor
% de tejido linfoide sin presentar diferencia estadistica significativa entre ellos
(p>0.05). Al dia 2 Pl se observa reduccion en las aves inoculadas con la cepa
OGVP-UNAM con diferencia significativa (p>0.05) con respecto al grupo testigo y
al inoculado con la cepa Edgar, a los 3, 5, 10 y 15 dias Pl se observa disminucion
en el % de tejido linfoide en las aves inoculadas con la cepa Edgar y OGVP-UNAM
presentandose diferencia estadistica significativa entre ellos (Figuras 5).

POLLO DE ENGORDA

Al dia 2 PI se observa reduccion en el % de tejido linfoide en las aves inoculadas
con la cepa OGVP-UNAM con diferencia significativa (p>0.05) en relacion a los
demas grupos. Al dia 10 Pl se observa una reduccion sin diferencia significativa
(p>0.05) entre los grupos inoculados con la cepa Edgar y la cepa OGVP-UNAM. A
los dias 3, 5 y 15 Pl se observa reduccion del % de tejido linfoide con diferencia
estadistica significativa entre las aves inoculadas con las cepas Edgar y OGVP-
UNAM (Figuras 6).

Porcentaje de células corticomedulares
AVES ALPES

Al dia 1 Pl se observa un incremento de células corticomedulares en los foliculos
linfoides de las aves inoculadas con las cepas Edgar y OGVP-UNAM, sin
diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre estos. A los dias 3 y 10 Pl se

observa un incremento en el grupo inoculado con la cepa OGVP-UNAM con
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diferencia significativa (p>0.05) con respecto a los demas grupos (Figura 7). Los
dias 2, 5y 15 Pl se observa un incremento en los grupos inoculados con la cepa
Edgar y OGVP-UNAM con diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre ellos.
POLLO DE ENGORDA

En los grupos inoculados con la cepa Edgar y OGVP-UNAM se observa un
aumento en el porcentaje de células corticomedulares en los dias 2, 3, 5y 10 Pl

con diferencia estadistica significativa (p>0.05) entre ellos (Figura 8).

3.7.7 Reaislamiento Viral

AVES ALPES

GRUPO | (Testigo negativo) :

No se aislé VIBF en el tejido de la bolsa cloacal.

GRUPO II: Pollitos origen ALPES inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo
positivo). Se detecta VIBF en los dias 1, 3, 5, y 10 posinoculacion, en los dias 15
y 20 posinoculacion no se aislo.

GRUPO lII: Pollitos origen ALPES inoculado con cepa OGVP-UNAM.

Se detecta VIBF en los dias 1, 3, 5, y 10 posinoculacion, en los dias 15 y 20
posinoculacion no se aislo (Cuadro 20).

AVES POLLO DE ENGORDA

GRUPO A: Pollito de engorda inoculados con PBS (Testigo negativo).

No se aislé VIBF en el tejido de la bolsa cloacal.

GRUPQ B: Pollitos engorda inoculados con cepa Edgar-IBF (Testigo positivo).

Se detecta VIBF en los dias 1, 3, 5, y 10 posinoculacion, en los dias 15 y 20
posinoculaciéon no se aislo.

GRUPO C: Pollitos engorda inoculado con cepa OGVP-UNAM.

Se detecta VIBF en los dias 1, 3, 5, y 10 posinoculacion, en los dias 15 y 20
posinoculacion no se aislo (Cuadro 20).
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3.8 CARACTERIZACION MOLECULAR

El estudio del polimorfismo en el largo de los segmentos de restriccién utilizando
la enzima Ssp 1 no se observaron bandas, al utilizar la enzima BstN1 se
observaron 3 bandas, la primera de 370 kilopares de bases (Kpb), la segunda de
172 Kpb y la tercera de 119 Kpb. Al someter el segmento original amplificado a la
digestion con la enzima Mbo 1 se observaron 3 fragmentos, el primero de 229
Kpb, el segundo de 200 Kpb y el tercero de 180 Kpb (Cuadros 21 y 22).



Capitulo 4.
DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1. Determinaciéon de los titulos de anticuerpos en suero contra el VIBF,
mediante dos pruebas de gabinete de ELISA.

En este estudio se tuvo evidencia serologica de la presencia del VIBF en las
cuatro granjas estudiadas sin antecedentes de vacunacion en los ultimos 3 anos
contra VIBF.

Se detecto y confirmo lo descrito por Cosenza® que las lecturas de titulos de
anticuerpos vy los coeficientes de variaciéon obtenidos, son mayores en la prueba
de gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS® que con la prueba de gabinete ELISA
IBD ProFLOK®.

En este seguimiento se detecta seroldgicamente evidencia que la infeccion ocurre
en el momento de mas bajo nivel de anticuerpos que fue a los 21 dias de edad y
que de acuerdo a Lukert P.D y M. Saif *' la produccién de anticuerpos se inicia
72 hrs posdesafio, se detecta en el monitoreo de 28 dias el incremento de
anticuerpos.

4.2. Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de VSN.

Los titulos de anticuerpos detectados durante los 6 muestreos no presentan un
incremento significativo de tal manera que no existié diferencia significativa en las
cuatro granjas, lo que indica que la prueba de VSN no fue capaz de demostrar el
incremento de anticuerpos a partir de los 28 dias de edad como lo demostré la
prueba ELISA.

4.3. Comparacion de entre los dos gabinetes de prueba ELISA y prueba de
VSN.

Los titulos de anticuerpos obtenidos entre los dos kitts de prueba ELISA tuvieron
una alta correlacion entre ellas, se encontro que el kitt de prueba IBD+ PROflok
PLUS® genera titulos y coeficientes de variacion mas altos que IBD ProFLOK®
consistentemente, por lo que mas que una propiedad para detectar el tipo de

8

anticuerpos “protectores” como lo describe Cosenza ° es una caracteristica del kitt

de prueba IBD+ PROflok PLUS® al generar los reportes.
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La baja correlacion obtenida entre titulos detectados por la prueba ELISA y VSN,
puede ser debido al tipo de antigeno utilizado en la prueba para realizar la VSN
como lo menciona Jackwood, D.J *

4.4. Evaluacion de alteraciones histolégicas en bolsa cloacal.

Las observaciones histolégicas en la bolsa cloacal indican cambios en su
estructura en forma significativa a partir de los 21 dias de edad en las cuatro
granjas monitoreadas, estas alteraciones de acuerdo a Shane M.S. 3% se
detectan entre 18 hrs y 4 dias post infeccion, por o que para este estudio se
identifica que el tiempo de infeccion por el VIBF en granjas fue entre la edad de 17
y 21 dias de edad.

Estas lesiones van evolucionando de un curso agudo a curso cronico en un
periodo de tres semanas, con un patron muy estable de severidad moderada de
las lesiones en las cuatro granjas, esto puede atribuirse a las caracteristicas de
virulencia del VIBF, de acuerdo a lo informado por Yamaguchi ’".

Es evidente que existe diferencia en el comportamiento biolégico de la cepa
variante OGVP-UNAM con respecto a ia cepa convencional Edgar, aun en aves
sin anticuerpos, como es el caso de los pollos ALPES; en donde se puede
observar que existen diferencias en el % de tejido linfoide afectado al dia2 y 10 Pl
y que el % de células corticomedulares siempre es mayor en la cepa OGVP-
UNAM. En el caso de ios pollos de engorda es importante mencionar el papel que
juegan los anticuerpos maternos*' con los que cuentan ya que estos son capaces
de neutralizar al virus de la cepa convencional pero no asi al virus de la cepa
variante, por lo que los cambios en la cepa variante se observan en el caso del
indice bursal desde los 5 dias Pl y en la cepa Edgar hasta los 10 dias Pl y que hay
mayor porcentaje de tejido linfoide afectado en la cepa variante que en la
convencional.

4.5. Determinacion de las caracteristicas antigénicas del VIBF mediante la
captura de antigeno.

Snyder53demostr0 que todas las cepas clasicas poseen el epitope B69 y que
cepas variantes carecian de los epitopes R63 y B69.



En este estudio el aislamiento de la granja C mostré poseer epitopes definidos por
los anticuerpos monoclonales B69, R63 y B69, que estan presentes en las cepas
clasicas de VIBF, entre tanto el aislamiento de la granja A no presento los
epitopes definidos por los anticuerpos monoclonales B69,R63 y B69, lo que no
descarta que sea una variante.

4.6. Realizacion del aislamiento del VIBF.

En el presente estudio se aislan dos virus a partir de cuatro granjas, las lesiones
observadas en los embriones coinciden con lo indicado por Rosenberger*® que
menciona la presencia de congestion, hemorragias cutaneas, focos necroticos en
higado y hemorragias en la membrana corioalantoidea.

4.7. Caracterizacion biologica del aislamiento del VIBF.

4.7.1 Signos clinicos y mortalidad.

No se observaron signos de la enfermedad en los diferentes grupos de aves
inoculado con la cepa Edgar ni en el grupo inoculado con la cepa OGVP-UNAM,
asi como tampoco mortalidad, pero si existiendo atrofia de bolsas cloacales,
condicién similar descrita por Rosales*® quién aislé dos virus que no produjeron
mortalidad ni signos clinicos pero si atrofia de la bolsa cloacal.

No se cumplid la hipétesis que la cepa OGVP-UNAM produciria elevada
mortalidad e inmunodepresion en aves desafiadas.

4.7.2 Determinacion de los titulos de anticuerpos en suero contra el VIBF
desafiado por la técnica de ELISA.

Los perfiles serolégicos obtenidos entre pollitos origen ALPES y pollitos de
engorda inoculados con las cepas Edgar y OGVP-UNAM presentaron diferencias
en perfiles serolégicos, siendo mayores para la cepa Edgar que para la cepa
OGVP-UNAM, confirmando la hipotesis planteada y confirmando lo descrito por
Cosenza® que las lecturas de titulos de anticuerpos y los coeficientes de variacion
obtenidos, son mayores en la prueba de gabinete ELISA IBD+ PROflok PLUS®
por ser capas de detectar tanto cepas clasicas como variantes, que con la prueba

de gabinete ELISA IBD ProFLOK®., el hallazgo también detectado fue Ia
respuesta serologica mas rapida en aves ALPES que en aves pollo de engorda

comercial, este hallazgo es debido a la presencia de inmunidad materna en estos
ultimos, condicién similar descrita por Luckert 2



4.7.3 Determinacion de titulos de anticuerpos mediante la técnica de VSN.

Se encontro diferencia entre los perfiles serolégicos en los grupos desafiados con
la cepa OGVP-UNAM que con la cepa Edgar, siendo con esta ultima mayor los
titulos, esta condicion similar lo describe Jackwood® que indica que existe
respuesta diferente en los titulos de IBF cuando se utilizan antigenos de prueba
heterélogos en la prueba de VSN, en este caso se utilizo la cepa EDGAR como
antigeno, lo que comprueba lo encontrado por este autor y que es necesario
realizar la prueba de VSN con la cepa OGVPUNAM para evaluar los titulos con el
antigeno homélogo.

4.7.4 Obtencion del indice bursal

Existié diferencia significativa por tipo de aves, siendo las aves de engorda en
presentar menor indice bursal que las aves ALPES.

La disminucion del indice bursal en aves ALPES fue evidente a partir del dia 5
post inoculacion en la cepa OGVP-UNAM y en la cepa Edgar hasta el dia 10
posinoculacion, este hallazgo cumpli6é la hipotesis que pollos desafiados con cepa
OGVP-UNAM tendrian menor indice bursal que los desafiados con la cepa Edgar,
por el contrario en aves pollo de engorda el indice bursal fue menor desde el
primer dia posinoculacion para ambas cepas, hallazgo que no corresponde a la
infeccion de una cepa clasica como es la Edgar en el grupo respectivo y para el
grupo de la cepa OGVP-UNAM su comportamiento se compara al de una cepa
variante pues estas no producen aumento de la bolsa cloacal y provocan
rapidamente la atrofia de la bolsa, esta caracteristica mencionada por Lukert*' y
Sharma® .

4.7.5 Determinacion de persistencia del antigeno del VIBF en tejido bursal
mediante ELISA de captura.

En el grupo de aves ALPES inoculado con la cepa Edgar se capturo el antigeno
del dia 1-15 posinoculacion y la cepa OGVP-UNAM se detecto del dia 1-20
posinoculacion, entre tanto en el grupo de aves pollo de engorda el la cepa Edgar
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se capturo unicamente el virus durante los primeros 10 dias posinoculacién y en la
cepa OGVP-UNAM se capturo del dia 1-20 dia posinoculacion, estas diferencias
se atribuyen a que la inmunidad materna que tenia el pollo de engorda neutralizo
al virus inoculado correspondiente a una cepa clasica como es la Edgar y en el
grupo inoculado con la cepa OGVP-UNAM los anticuerpos no neutralizaron en la
misma forma a este tipo de virus, lo que hizo posible la presencia del virus para su
captura por mas tiempo, se comprob6 la hipotesis que en pollos de engorda y
libres de patégenos especificos de 15 dias de edad desafiados con Cepa OGVP-
UNAM se capturara el antigeno de VIBF durante los 20 dias posdesafio.
Sharma®® describe que logro zapturar el VIBF tanto cepa clasica como variante
tunicamente hasta el dia 10 pos noculacion.

4.7.6 Evaluacion Histologicz
Cepa EDGAR

Se detecta la recuperacion de tejido linfoide TL de las aves pollo de engorda
inoculados con la cepa Edgar partir del dia 15 posinoculacién, situacion similar
descrita por In-Jeong Kim? el cual encontrd que el tejido linfoide se recuperaba
después de la infeccion por el VIBF.

La cepa Edgar VIBF tiene la capacidad de producir dafo el cual estimula a las
células corticomedulares (CCM) a aumentar de numero, siendo mas evidentes en
las aves ALPES, ya que si bien no se alcanzan niveles mas altos que los
observados en las aves PE, si se observa que estos son mas homogéneos a lo
largo del experimento, no siendo asi en los PE con una recuperacién linfoide
desde el dia 15 del % TL y el % CCM/foliculo desciende hasta 16.75 el dia 20
posinoculacion, esto por efecto de la proteccion de los titulos de anticuerpos
contra el VIBF, que limitaron el efecto de cepa Edgar VIBF en los foliculos de las
bolsas cloacales y permitiendo una recuperacion mas rapida del tejido linfoide de
los foliculos bursales.

Cepa OGVP-UNAM

Existe reducciéon del % TL mucho mayor en comparacion a la cepa Edgar, sin
presentar una recuperacion del TL durante el tiempo que duro el experimento. Las
aves PE presentan un dafio en el TL menor que las aves ALPES, por la presencia
de anticuerpos capaces de limitar a la cepa OGVP-UNAM, pero no tan
eficientemente como para la cepa Edgar.
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La diferencia entre ambas repeticiones es probable que se deba a la presencia de
anticuerpos que bloquean parcialmente al VIBF cepa OGVP en las aves pollo de
engorda, pero en menor grado que a la cepa Edgar, los anticuerpos protegen de
una manera no eficiente, y hacen que la infeccion afecte al TL situacion similar
también reportada por Lukert41. Es muy evidente la diferencia que muestra la
cepa OGVP-UNAM en el incremento de células corticomedulares en
comparacion a la cepa EDGAR.

La hipotesis planteada de que los pollos de engorda y libres de patégenos
especificos desafiados con Cepa OGVP-UNAM tendran menores lesiones
bursales que los pollos desafiados con la cepa Edgar, no se cumplié ya que los
resultados obtenidos fueron que la Cepa OGVP-UNAM manifesté mayor lesiones
bursales que los pollos desafiados con la cepa Edgar.

4.7.7 Re aislamiento Viral

Se encontré diferencias entre los dias transcurridos posinoculacion para
recuperar a cada una de las cepas, la Cepa Edgar tuvo un periodo mas corto de
recuperacion maximo de 15 dias en aves ALPES y unicamente 10 dias en pollo de
engorda esta diferencia es explicada por la presencia de inmunidad materna en el
pollito de engorda, en tanto en la cepa OGVP-UNAM esta pudo recuperarse por
mas tiempo como 20 dias posinoculacién tanto en pollito ALPES como en pollito
de engorda debido a que la inmunidad del pollito de engorda no fue capaz de
neutralizar el virus eficientemente como lo fue con la cepa Edgar, Abdel’ describe
haber aislado hasta el dia 7 dias posinoculacion el VIBF en polio de engorda y en
aves ALPES hasta el dia 14.

4.8 CARACTERIZACION MOLECULAR

El VIBF cepa OGVP contenia un patron unico de polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion, comparando con el de las cepas de virus y cepas
vacunales del VIBF hasta el momento conocidos de acuerdo a los estudios de
Jackwood (31), vy por lo tanto no se pudo clasificar en ninguno de los 5 grupos
moleculares en los cuales se clasifican los VIBF, indicando que este VIBF aislado
en México es diferente y esto sugiere que las cepas de VIBF mutan en aves

alojadas comercialmente, la relacion antigénica de este virus con cepas de
vacunas es desconocido y se comprueba que este virus es responsable de los
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cuadros subclinicos vistos en las aves de donde se realizo este estudio pues a
pesar de la inmunidad materna que tenian las aves estas sufrian los cuadros de
inmunosupresion subclinica por VIBF, pues los anticuerpos maternos son
originados por vacunas producidas a partir de cepas clasicas y no son capaces de
proteger contra el virus variante detectado.
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Capitulo 6. CUADROS

CUADRO 1

MEDIAS DE TiTULOS DE ANTICUERPOS CONTRA VIBF EN LA PRUEBA DE
ELISA NORMAL IBD ProFLOK®

Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)

GRANJA EDAD(DIAS) MEDIA + S' C.V(%)
A 7 2179 + 645.37° 29.61
B 7 4489 + 1386.06° 30.87
¢ 7 4050 + 1060.312° 26.18
D 7 3329 + 1296.32° 38.94
A 14 1492 + 317.91° 21.30
B 14 2523 + 934.49° 37.03
c 14 1070 + 261.30° 24.42
D 14 2052 + 734.68° 35.80
A 21 1571 + 643.75° 40.97
B 21 1173 + 729.612 62.20
C 21 212 + 313.81° 148.0
D 21 665 + 513.80° 77.26
A 28 3097 + 667.94° 21.56
B 28 2569 + 1081.36%° 42.09
c 28 3143 + 1017.64° 34.09
D 28 2240 + 634.81° 28.33
A 35 4253 + 552 85° 12.99
B 35 3479 + 1077.31® 30.96
C 35 3976 + 1162.54% 29.23
D 35 3226 + 1354.99° 420
A 42 7197 + 1012.812 14.07
B 42 5679 + 1098.18° 19.33
C 42 3854 + 947.99° 24 59
D 42 5731 + 1791.81° 31.26

1Media + Desviacion estandar

2Coeficiente de Variacion
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CUADRO 2

MEDIAS DE TiTULOS DE ANTICUERPOS CONTRA VIBF EN LA PRUEBA DE
ELISA IBD+ PROflok PLUS®

GRANJA | EDAD(DIAS) [MEDIA+S' |  CV(%) |
A 7 5660 + 1226.16° 21.66
B 7 7776 + 1754.73° 22.56
& 7 9051 + 1156.36° 12.77
D 7 7375 + 1230.56° 16.68
A 14 4803 + 1112.62° 23.16
B 14 6689 + 1864.79° 27.87
c 14 3839 + 1198.75° 31.22
D 14 6185 + 1230.56° 19.89
A 21 2037 + 1583.932 77.75
a3 21 2475 + 1476.66° 59.66
G 21 1346 + 759.17° 56.40
D 21 2373 + 1121.90° 47.27
A 28 3542 + 2033.58%° 57.41
B 28 3295 + 924.74° 28.06
G 28 4401 + 1502.24° 34.13
D 28 2171 + 589.03¢ 27.13
A 35 7829 + 1891.79° 24.16
B 35 4490 + 1362.42° 30.34
C 35 5832 + 2291.40° 39.29
D 35 5813 + 2738.35° 47.10
A 42 11201 + 782.84° 6.98
B 42 10712 + 2667.56° 24.90
o 42 10117 + 1353.50° 13.37
D 42 9959 +2139.93 21.48

Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)

"Media + Desviacion estandar
2Coeficiente de Variacion
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CUADRO 3

TITULOS DE ANTICUERPOS CONTRA VIBF EN LA PRUEBA DE

MICROVIRUSUERONEUTRALIZACION

GRANJA EDAD(DIAS) [ MEDIA +S" CV(%)}? |
A 7 1.63 +0.15° 9.20
B 7 2.00 + 0.40° 20.00
6 7 2.29 + 0.35° 15.28
D 7 2.13 +0.43* 20.18
A 14 1.62 + 0.07° 4.32
B 14 226+0.47° 20.79
C 14 1.60 + 0° 0
D 14 2.20 + 0.35" 15.90
A 21 1.60 + 0.07° 437 I
B 21 2.07 + 0.372 17.87
G 21 1.62 + 0.07° 4.32
D 21 1.98 + 0.40° 20.20
A 28 1.60 + 0° 0
B 28 1.85 + 0.34° 18.37
# 28 1.78 + 0.43% 24.15
D 28 1.99 + 0.31° 15.57
A 35 220 + 0.49° 22.27
B 35 1.79 + 0.34° 18.99
6 35 1.90 + 0.49° 25.78
D 35 1.97 + 0.33° 16.75
A 42 1.99 + 0.31° 15.57
B 42 1.95 + 0.34° 17.43
C 42 1.83 + 0.44° 24.04
D 42 1.78 + 0.24° 13.48

Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)

'"Media + Desviacion estandar
2Coeficiente de Variacion
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CUADRO 4
CORRELACION ENTRE PRUEBA ELISA Y PRUEBA VSN

ARREGLO - C. CORRELACION
ELISA IBD+ PROflok PLUS® con la prueba ELISA IBD ProFLOK® [0.77
ELISA IBD+ E’ROrok PLUS?® con la prueba VSN ~{0.15
ELISA IBD ProFLOK® con la prueba VSN 0.12

CUADRO 5 .
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO EN BOLSA CLOACAL
GRANJA A
EDAD | CALIFICACION| CURSO SEVERIDAD %DE LESION
EN BOLSA

7 DIAS 0.18 AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO | 10.0%
14 DIAS 0.25 AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 25.3%
21DIAS| 168 AGUDO ~ LEVE 61.0%

28 DIAS 313 SUBAGUDO|  MODERADA 75.0%
'35DIAS| 382  |SUBAGUDO|  MODERADA |  86%

42 DIAS 451 CRONICA MODERADA 83%

CUADRO 6 ) )
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO EN BOLSA CLOACAL
GRANJA B
EDAD |CALIFICACION| CURSO SEVERIDAD %DE LESION
EN BOLSA

7 DIAS 0.05 [ AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO | 2.0%

14 DIAS 173  AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 8.0%

21 DIAS 24 AGUDO MODERADO |  68.0%
28DIAS| 364  |SUBAGUDO MODERADO 820%
35 DIAS 3.98  |SUBAGUDO|  MODERADO |  81.0%
42DIAS| 486 SUBAGUDO SEVERO 97.0%
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CUADRO 7

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO EN BOLSA CLOACAL

GRANJA C
EDAD |CALIFICACION| CURSO SEVERIDAD | % DE LESION
EN BOLSA
7 DIAS 0.02 AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 1.0%
14 DIAS 29 AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 12.0%
21 DIAS| 1.91 AGUDO | LEVE 60.0%
28 DIAS 3.77 SUBAGUDO | MODERADO 76.0% |
35 DIAS 419 SUBAGUDO ~ SEVERO 69.0%
|42DIAS| 485 CRONICO MODERADO 850%
CUADRO 8 ) )
DIAGNOSTICO HISTOLOGICO EN BOLSA CLOACAL
GRANJA D
EDAD [CALIFICACION| CURSO SEVERIDAD % DE LESION
EN BOLSA |
7 DIAS 0.08 ~AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 3.0%
14 DIAS 21 AGUDO | POCO SIGNIFICATIVO 8.0%
21 DIAS 1.88 AGUDO LEVE 54.0%
28 DIAS 1.94 SUBAGUDO LEVE 54.0%
35 DIAS 3.32 SUBAGUDO MODERADO 83.0%
42 DIAS 3.30 CRONICO MODERADO |  75.0%
CUADRO 9
CALIFICACION DEL PROMEDIO DE LESIONES EN TODOS
LOS CURSOS
VALOR |  CALIFICACION |
0at1 B POCO SIGNIFICATIVA
B 1la2 LEVE ]
T 21a45 MODERADA
46a7 R SEVERA
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CUADRO 10

CLASIFICACION DE LESIONES HISTOLOGICAS EN TEJIDO LINFOIDE DE LA

BOLSA CLOACAL
| CURSOAGUDO CURSO CURSO CRONICO
| suBAGuDO |
NECROSIS -Apoptosis y -Atrofia linfoide -Atrofia folicular
necrosis linfoide -Quistes
(T intrafoliculares
HIPERPLASIA -Hiperplasia e
células
o dendriticas
INFLAMACION -Congestion y -Combinacion de -Fibrosis
hemorragia las lesiones de
-Exudado seroso los cursos agudo
-Infiltracién por y cronico
linfocitos
CUADRO 11

CLASIFICACION DE LESIONES HISTOLOGICAS EN TEJIDO EPITELIAL DE
LA BOLSA CLOACAL

_ CURSO AGUDO
-Necrosis epitelial

-Hiperplasia
-Quistes ep

. CURSO SUBAGUDO

‘epitelial

]

iteliales

CUADRO 12

__ CURSO CRONICO
-Aspecto adenoide

PROMEDIO DE LA SEVERIDAD DE LESIONES HISTOLOGICAS SEMANAL EN

CADA EDAD EN BOLSA CLOACAL.

EDAD GRANJA A | GRANJA B | GRANJA C | GRANJA D [ PROMEDIO
7DIAS | 049° | 005 | 003 | 008 0.087 |
14 DIAS 0.25° 0.172 0.29? 0210 023 |
21 DIAS 1.68° 240° | 1917 1.88° 1.96
28 DIAS 3.132 3.64° 3.77° 1.94° 3.12
35 DIAS 3.82° 4.302 4.192 3.323 3.90
42DIAS | 4592 | 486" 3432 330° | 404 |

Literales distintas sefalan diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0.05).
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CUADRO 13

DETECCION DE VIBF POR CAPTURA DE ANTIGENO MEDIANTE
PRUEBA ELISA CON ANTICUERPO MONOCLONAL 8

EDAD GRANJA A GRANJA B GRANJA C GRANJA D
7DIAS | 0257® 0.293 0324 | 0249
| 14 DIAS 0746 | 0312 | 0535 0.519
21 DIAS 0.464 0.363 0839 | 0379 |
| 28DIAS 0.427 0246 | 0501 0278
35DIAS 0.321 0311 | 0211 0.454
42 DIAS 0.208 0.126 0375 0.332

°Expresado en densidades opticas
® Densidades opticas iguales o mayores a 0.60 se consideran resultados positivos

CUADRO 14

DETECCION VIBF POR CAPTURA DE ANTIGENO MEDIANTE PRUE-
BA ELISA CON ANTICUERPOS MONOCLONALES B69,R63 Y #10.

| Ac.M#10 [INTERPRETACION

a Expresado en densidades oOpticas
b Densidades opticas iguales o mayores a 0.60 se consideran resultados positivos

CUADRO 15

| MUESTRA [Ac.MB69 | Ac.MR63
GranjaA,14dias.| 016 | 018 L 019
Granja C 21dias | 0.65 066 | 071

~ Cepa variante

Cepa Clasica

EXPRESION DE ANTIGENOS EN CEPAS DEL VIBF EN PRUEBA DE
CAPTURA ELISA

Antlcuerpos monoclonales

Cepa 8 - B69 R63 [ #10
| Clasica | POSITIVO | POSITIVO POSITIVO | POSITIVO
Variante E /Del| POSITIVO | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO
| Variante GLS | POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | POSITIVO
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CUADRO 16

CARACTERIZACION BIOLOGICA RESPUESTA SEROLOGICA A
LA PRUEBA ELISA

RESPUESTA SEROLOGICA AVES ALPES A PRUEBA ELISA PLUS+ Y ELISA*

EDAD POSINOCULACION

GPO. TESTIGO +

GPO. TESTIGO*

C. EDGAR +| C_EDGAR * [C. OGVP UNAM +

C. OGVP UNAM *

0
7
14

A

oo oo

[=loNele

0
3864°
6713°

_8367°

0
755"
935°

1054°

0
2994°
5437°

9262°

0
655°
1442°
1409°

? Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)

RESPUESTA SEROLOGICA POLLO DE ENGORDA A PRUEBA ELISA PLUS Y ELISA

EDAD POSINOCULACION

0

7

14
21

GPO TESTIGO |GPO. TESTIGO |C. EDGAR +| C. EDGAR * | C. OGVPUNAM + C. OGVP*
3801 1158 3801° | 1158° 3801° 1158°
2837 2710 4176° 404° 3950° 680°
2512 1291 9409° | 1848° 5466° 1576"

1879 | 80 10056° | 2383° 8567° 2582°

2 Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)

+ IBD+ PROflok PLUS® (Synbiotics Corporation San Diego CA, USA).
* IBD ProFLOK®™ (Synbiotics Corporation San Dicgo CA, USA).
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CUADRO 17

CARACTERIZACION BIOLOGICA RESPUESTA SEROLOGICA A LA

PRUEBA VSN
RESPUESTA SEROLOGICA AVES ALPES A PRUEBA VSN
DIAS
_ POSINOCULACION |GPO TESTIGO| C.EDGAR |  C.OGVP
0 0 0 0
7 0 2.2° 2.2°
14 0 1.94 1.9°
21 0 2.24° 1.93%

? Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro(P<0.05)
Media geométrica de titulos transformados Log10 (titulo +1) obtenidos por virus-

suero neutralizacion

RESPUESTA SEROLOGICA EN POLLO DE ENGORDA A PRUEBA VSN

DIAS
POSINOCULACION GPO TESTIGO C. EDGAR C. OGVP UNAM
0 2.2 22° 22°
7 22 1.9° 1.9°
14 1.9° 1.93° 1.9°
21 1.93° 2.32° 1.9°

& Literales distintas indican diferencia significativa dentro de un cuadro (P<0.05)

Media geometrica de titulos transformados Log10 (titulo +1) obtenidos por virus-

suero neutralizacion
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CUADRO 18

CARACTERIZACION BIOLOGICA. iINDICE BURSAL.

INDICE BURSALAVESALPES -
DIAS POSINOCULACION | GPO TESTIGO C. EDGAR C. OGVP UNAM
0 2.8° 2.8° 2.8°
1 247 4.5° 42°
2 2.7 37® 3.4°
3 < 2.9° 2.4°
5 267 1.8" 1.4°
10 3.2% 129 1.4°
15 4? 1.3"° 1:2°
B 20 3.6 0.9° 098"
3 INDICE BURSAL POLLO DE ENGORDA
DIAS POSINOCULACION | GPOTESTIGO |  C.EDGAR C. OGVP UNAM
0 1.2° 122 1.29
1 1.8° 152 1.9°
2 2 B g By iid 17
3 22 192 1.8°
5 1.8° 1.9°2 19°%
10 1.9° 13" 09?2
15 1.5° o7 052
20 062 ~_08° B 0.7°
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CUADRO 19

CARACTERIZACION BIOLOGICA

Determinacion de persistencia del VIBF en tejido bursal mediante ELISA de
captura al antigeno # 8.

DETERMINACION ANTIGENO VIBF EN BOLSA CLOACAL POR ELISA DE

CAPTURA -
DIAS POS AVES ALPES ~ POLLO DE ENGORDA
| INOCULACION | GPO TESTIGO | C.EDGAR |C. OGVP UNAM| GPO TESTIGO | C. EDGAR |C. OGVP UNAM
0 NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
1 NEGATIVO 100? 100 NEGATIVO 80 100
2 NEGATIVO 100 100 NEGATIVO 60 100
3 NEGATIVO 100 100 NEGATIVO 60 100
5 NEGATIVO 100 100 NEGATIVO 40 60
10 NEGATIVO 60 80 NEGATIVO 40 60
15 NEGATIVO 40 40 NEGATIVO | NEGATIVO 40
20 NEGATIVO | NEGATIVO 20 NEGATIVO | NEGATIVO 40

~ ¥ Cantidad expresada en porcentaje (nimero de bolsas cloacales positivas a antigeno VIBF/
numero de bolsas cloacales totales X 100)
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CUADRO 20

CARACTERIZACION BIOLOGICA

Re aislamiento del VIBF POST-DESAFIO

RE AISLAMIENTO DEL VIBF POST DESAFIO

57

'DIAS POST AVES ALPES ~ POLLO DE ENGORDA
INOCULACION |GPoTESTIGO | C.EDGAR | C. OGVPUNAM | GPO TESTIGO | C. EDGAR |C. OGVPUNAM
0 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
1 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO
2 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO
3 NEGATIVO | POSITVO | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO
5 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO
10 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO
16 NEGATIVO | POSITIVO | POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO | POSITIVO
20 NEGATIVO | NEGATIVO | POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | POSITIVO




CUADRO 21 )
CARACTERIZACION MOLEC UL:%R

CEPA RT/PCR | Ssp1 Patrén BstN 1 Patrén Mbo 1
Resultado 424 370 350 209 172 154 139 119 480 403 362 234 229 200 180
EDGAR Positivo Negativo Banda Banda Banda Banda Banda

OGVP Positivo Negativo Banda Banda Banda
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CUADRO N° 22
IDENTIFICACION MOLECULAR DE

DIFERENTES CEPAS Y VACUNAS DEL VIBF

Resultados de RT/PCR-RFLP probados para
vacunas y cepas del VIBF.

GRUPO

BstNI Mbol

MOLECULAR *424 370 350 209 172 154 139 119 480 403 362 234 229 200 180

1 Del-A (USA)
1 1084A (USA, Merial Select)
1 1084AEPS (USA, Maine Biologics)

MD (USA, Maine Biologics)
89/03 (USA, Intervet)

NNN

STC (USA)

Variant Vax-BD (USA, Schering-"lough)
2512 (26th Egg Passage) (USA)

IBD BLEN (USA, Merial Select)

WWww

228E (USA, Intervet)
228E (S.Africa, Intervet)
D78 (USA, Intervet)

D78 (S.Africa, Intervet)
D78 (England, Intervet)
D78 (Brasil, Intervet)
S706 (USA, Merial Select)

Bur $706 (England, Merieux)

Bur $706 (Brasil, Merieux)
Baxendale (USA, Maine Biologics)
Vibursa CE (USA, Vineland Labs)
Vibursa G (USA, Vineland Labs)
BursaVac3 (USA, Schering-Plough)
GumboroVet (Brasil, Biovet)

TAD Cuim (S.Africa, TAD)

TAD Forte (S.Africa, TAD)
RP-Bur706 (S.Africa, Merieux)
Gumborovax (S.Africa, TAD)
Gumboral CT (Brasil, Merieux)
Gumborovac (France, TAD)
Vivomune (USA, BIDMUNE)
Bio-Burs (USA, Hoechst- Roussel/Tri Bio)
Univax-BD (USA, Shering- Plough)

2 AL LALARRLLALALALALLALRL BADLELBALL

Del-E (USA) .

BE
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BstNI Mbol
RUPO iar  Vacunas y cepas del VIBF. *424 370350 209 172 154 139 119 480 403 362 234 229 200 180

5 Lukert (Lu-37-3-3) (USA)
Edgar (P.Lukert) (USA)
Edgar (PDRC) (USA)
Vibursa L (USA, Vineland Labs)
Bursine (USA, Fort Dodge)
Bursinet (USA, Fort Dodge)
Bursine2 (USA, Fort Dodge)
BioBurs (USA, Hoechst-Roussel/Tri
Bio)
BioBursW (USA, Hoechst-
Roussel/Tri Bio)
IN (USA)
Avimunne-1 (Brasil, Mallinckrodt
Vet.)
Bursine-2 TC (Brasil, Fort Dodge)
Bursimune (USA, BIOMUNE)

Qoo G G Gt On

-}

RS593 (USA, Intervet)
6 V877 (Australia, Webster)

VACUNAS MULTIVALENTES:
Univax Plus (USA,
3 &4 Shering Plough)

2,4 & 5 Primevac 3 (USA, Intervet) [l

R
CEPA OGVP-UNAM ]

*Los valores indican la longitud en los pares de bases de los fragmentos de
restriccion. Los cuadros coloreados indican la presencia de un fragmento de
restriccion resultado de la digestion con la enzima BsN1 o Mbo1.
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Figura 1. Patogenia de la infeccion por el VIBF
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FIGURA 2

COMPARATIVO MEDIA EN EL PERIODO 6 SEM. TITULOS
ACS. ELISA - ELISA PLUS
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TITULOS ACS. ELISA

TITULOS ACS/SEMANA
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FIGURA 3

TITULOS ANTICUERPOS CONTRA VIBF (VSN)
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PORCENTAJE DE
TEJIDO LINFOIDE

FIGURA 5

% DE TEJIDO LINFOIDE EN AVES ALPES

0 1 12 | 3 5 . 10 | 15 | 20

[mGRUPOTESTIGO | 8665 | 78.16 | 6257 | 9151 84.62 87.58 | 91.39 , 94.18

| | ; i | | i
83.35 | 67.74 | 51.34 | 72.37 | 66.75 | 74.61 . 62.17 | 75.26

e el 1 | | 3 |
m CEPA OGVP-UNAM | 84.72 | 60.13 | 4386 | 50.12 | 61.36 | 37.14 58.94 | 51.96

PORCENTAJE DE
TEJIDO LINFOIDE

FIGURA 6

% DE TEJIDO LINFOIDE EN POLLO DE ENGORDA
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PORCENTAJE DE CELULAS CORTICOMEDULARES EN POLLOS ALPES
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FIGURA 7

5 10 15 | 20

HIERERER |
12136 | 1854 1976 | 2678 | 18.65 2349 1951 2035
(1968 | 3125|3896 | 3659 | 3467 | 2063 3223 5423
2025 38.79 | 46.98 | 58.96 | 66.71 | 8234 6645 7856

FIGURA 8
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