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EVALUACION DEL COMPLEJO VACUNAL ANTIGENO-ANTICUERPO
DE LA ENFERMEDAD DE GUMBORO ADMINISTRADO inovo EN
POLLOSDE CARNE FRENTE A UN DESAFIO EXPERIMENTAL
CON LA CEPA F52/70

EvaLuaTioN oF THE ANTIGEN-ANTIBODY CompPLEX VACCINE OF GUMBORO DisSEASE
ADMINISTERED IN OVO IN BROILER CHICKENS CHALLENGED WITH F52/70 STRAIN

John Guzméan G.1, Ménica Alba Ch.%, Eliana I cochea D.*?, Alberto Manchego S.3,
Rosa Perales C.4, Susana Fribourg C.°

El objetivo del presente estudio fue evaluar la proteccién y seguridad del complejo
vacunal antigeno-anticuerpo administradoin ovo frente aun desafio experimental conla
cepaF52/70 dela Enfermedad de Gumboro en pollos de carne. Se utilizaron 450 pollosde
lalinea Cobb Vantress, de un diade edad, distribuidos en tres grupos: Grupo A, vacuna-
do, viaaguade bebida, alos9 dias conlacepaintermediasuavetipo L ukert y revacunado
alos 19 dias con la cepaintermediaintermedia 2512; grupo B, vacunado viain ovo alos
18 dias de incubacion con el complejo vacunal antigeno-anticuerpo; y grupo C, control
no vacunado. A los 35 dias de edad, 20 aves de cadagrupo fueron desafiadas, viaocular,
con lacepa F52/70 de la enfermedad de Gumboro. La seguridad del complejo vacunal se
evalué semanamente hasta los 47 dias de edad mediante la determinacién del indice
bursal, |esiones macroscopi cas, | esiones histopatol 6gicas de bursay respuesta serol 6gica.
Las lesiones post desafio se caracterizaron por edemay hemorragias petequiales en la
bursa. El grupo B present6 lamejor protecci on con 75% comparado con el grupo A (68%)
y €l grupo control (30%). Laslesiones post desafio se caracterizaron por edemay hemo-
rragias petequiales en la bursa. En las aves no desafiadas no se observé diferencias
significativas entre los grupos A y B para el indice bursal y lesiones histopatol 6gicas
hasta los 28 dias de edad; sin embargo, a partir de los 35 dias el grupo A fue
significativamente diferentedelosgrupos B y C (p<0.05). Al final del estudio el grupo A
obtuvo titulos de 1948 y 2047 mas de anticuerpos que el grupo B y el control, respectiva-
mente.

Palabrasclave: complejo vacunal antigeno-anticuerpo, enfermedad de Gumboro, cepa
2512, indice bursal, atrofiabursal, edema, deplecion linfoide, respuesta
humoral, respuesta celular
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the protection and safety for in ovo
vaccination against Infection Bursal Disease. Cobb Vantress broilers of one day of age
(n=450) were distributed in three groups: Group A, vaccinated at 9 and 19 dayswith two
commercia live vaccines containing Lukert and 2512 strains, respectively; group B,
vaccinated in ovo with the antigen-antibody complex at 18 days of incubation; and
group C, unvaccinated. At 35 days of age, 20 birds from each group were challenged,
ocular via, with the F52/70 strain of Gumboro disease. The security of the complex
vaccinewasevaluated weekly until 47 days of age by determining the bursal index, gross
lesions, histopathological lesions of the bursa, and serological response. Group B showed
the best protection with 75% as compared with groups A (68%) and C (30%). Injuries
after challenge were characterized by swelling, bleeding, and petechiae in the bursa. In
non-challenged birds were none significant differences between groups A and B for the
index and bursal histopathology lesions until 28 days of age; however, group A differed
from groups B and C at 35 days of age(p<0.05). At theend of the study, group A had 1948
and 2047 antibodiesttiters higher than groups B and control respectively.

Keywords: antigen-antibody complex vaccine, Gumboro diseases, 2512 strain, bursal

index, bursal atrophy, edema, lymphoid depl etion, humoral response, cellular

response

INTRODUCCION

La Enfermedad Infecciosade la Bursa
(EIB) es una amenaza permanente para la
industria avicola, debido alas repercusiones
en d rendimiento econdmico de los planteles
de reproductoras y pollos de carne. La EIB
es considerada como la principa causa de
iNmunosupresion, ocasionando un incremen-
to en la susceptibilidad de las aves domésti-
cas a otros agentes infecciosos como la en-
fermedad de Newcastle, Bronquitis Infeccio-
sa, Marek, e infecciones bacterianas (Rosa-
les, 2000; Montiel, 2004).

Laenfermedad es de distribucion mun-
dial, con mayor incidencia en las grandes
areasde produccion avicola; esatamente con-
tagiosa y afecta a los pollos hasta las 6 se-
manas de edad causando una morbilidad de
hasta 100% y unamortalidad que variade 20
a30%. Laforma subclinicaeslaméasimpor-
tante, se presenta en aves hasta las tres se-
manas de edad, y aunque no presenta Signos
clinicos evidentes, se caracteriza por una se-
vera inmunodepresion que se manifiesta en
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laincidencia de otras enfermedades. Lafor-
ma clinica se observa en aves mayores de 3
semanas, de aparicion subita con mortalidad
elevadaalos5 a 7 dias post infeccion, y se
caracteriza por diarrea, decaimiento y deshi-
dratacion, seguida de una rpida recupera-
cion de los sobrevivientes (Lukert y Saif,
2003).

El control y prevencién de la enferme-
dad de Gumboro contintia sendo un desafio
en la produccion avicola y depende de la
implementacion de un programa integral de
bioseguridad, vacunacién y diagndéstico
serolégico (Montie, 2004). La inmunizacion
pasiva ha tenido un éxito parcial, debido ala
poca uniformidad de anticuerpos maternales
y falas en la vacunacion; sin embargo, es el
principal méodo usado para proteger a los
pollitos en las primeras semanas de vida (Saif,
1999).

L os programas de vacunaci on disponen
de dternativas a través del uso de vacunas
vivas, clasificadas como cdientes, interme-
diasy suaves, de acuerdo asu capacidad para
inducir dafio en la bursa de aves SPF y la
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capacidad de infectar en presenciade niveles
de anticuerpos atos, moderados o bgjos, res-
pectivamente. Lanecesidad de proteger alas
aves de infecciones tempranas y la variacion
en la eficacia obtenida por vacunas conven-
cionaes ha hecho necesario que se desarro-
[len nuevas tecnologias en la proteccién con-
trala EIB; es asi, que una nueva alternativa
es € uso de lavacunacion in ovo usando un
comple o vacunal antigeno-anticuerpo, tenien-
do en cuenta que € pollo no eclosionado es
inmunocompetente y puede desarrollar una
respuesta inmune temprana y eficaz (Gagic
et al., 1999; Whitfill et al., 2002). El objetivo
del presente estudio fue evaluar la proteccion
de Complgo Vacuna Antigeno-Anticuerpo
adminigtrado in ovo frente a un desafio ex-
perimental con la cepa F52/70 de la Enfer-
medad de Gumboro en pollos de carne.

Lugar de Estudio

El estudio se llevé a cabo en € gapon
experimenta e ingaaciones del Laboratorio
de Patologia Aviar y en  Laboratorio de Pa-
tologia de la Facultad de Medicina Veterina
riade laUniversidad Naciona Mayor de San
Marcos, Lima.

Animalesy Vacunas

Se utilizaron 450 pollos BB de carne
machos de lalinea Cobb Vantres, distribuidos
en formauniforme en tres grupos experimen-
tales y criados en ambientes separados. Las
aves recibieron & mismo tipo de aimento y
agua ad libitum en la etapa de crianza. El
alimento cubrié los requerimientos
nutricionales necesarios.

Se usaron vacunas comerciales a virus
vivo contrala enfermedad de Gumboro, con-
teniendo las cepas tipo Lukert (intermedia
suave), 2512 (intermediaintermedia) y e com-
plejo vacunal antigeno-anticuerpo usando una
cepa 2512 (intermedia fuerte).
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Procedimiento M etodol 6gico

El grupo A fue vacunado via agua de
bebida a los 9 dias con la cepa intermedia
suave tipo Lukert y revacunados a los 19
diasconlacepaintermediaintermedia2512;
el grupo B fue vacunado viain ovo alos 18
dias deincubacién con agujacdibre20y 0.1
?l del indculo en la cavidad amnidtica con €
complgjo vacuna antigeno-anticuerpo; y
grupo C quedd como control no vacunado.

Al dia35 de edad, 20 avesde cadagru-
po se colocaron en un mismo ambientey fue-
ron desafiados con la cepa F52/70, via ocu-
lar (60 pL/dosis). Al tercer dia post desafio
se sacrificod y redlizo la necropsia a 20 ani-
males de cada grupo para determinar lesio-
nes macroscopicas (edemay hemorragia) y
microscopicas. Los signos clinicos (depre-
sion y diarred) y la mortalidad fueron eva
luados durante los 3 dias post desafio.

Evaluacién M acr oscopica

Se sacrificaron 12 aves de cada grupo
por semana hasta los 47 dias de edad, para
evaluar e estado delabursay determinar el
indice bursal [(Peso de la bursa/ Peso cor-
pora del ave) x 1000], segin Giambrone
(1987), donde:

? 15-3.5=Bursanorma
? 0.5-15=Atrofiabursa
? <0.5 = Severaatrofia bursal

Evaluacion Microscopica

Setomaron 5 muestrasde bursaa azar
delasaves sacrificadas semanamentey post
desafio paralaeva uacién microscopica. Se
hizo una vaoracidn cuditativa de las lesio-
nesdelabursaanive dd epitdiodelasplicas,
foliculoslinfoidesy tejido conectivo, emplean-
do una calificacién de dafio bursd de 1 a4
(adaptado de Mohamed et al., 1996 y
Skeseles, 2001):

Rev Inv Vet Pert 2010; 21 (2): 210-218
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(@)

(b)

Figural. Lesiones microscopicas en pollos de carne alos 3 dias post desafio con la cepa F52/
70. (8) Formaciones quisticasy hemorragias en € tgjido bursal de aves del grupo A.
(b) Moderada deplecion linfoidey presenciade repliegues del epitelio de revestimien-
to (flechas) en bursas de aves del grupo B. (¢) Severa deplecion linfoide, necrosisy

severafibroplasia (flechas).

? Grado 1 = No hay lesiones (sn cambios
dgnificativos en d tgido bursal)

?  Grado 2 = Existe poca deplecién de cé-
lulas linfoides en pocos folicul os (30%)

? Grado 3 = Hay una moderada atrofia y
deplecion de cdlulas de losfaliculos (31-
75%)

? Grado 4 = Severa necrosis y atrofia en
todos los foliculos (>75%)

El vaor final delaslesionesbursalesde
cada grupo se obtuvo sacando @ promedio
delascalificaciones delasbursas evaluadas.
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Evaluacién Serolégica

Setomaron muestras de sangre via pun-
cién dar parala evaduacion de los titulos de
anticuerpos contrad virusde EIB de 25 aves
por grupo d dial, 7, 14, 21, 28, 35, 42y 47,
mediante la prueba de ELISA con un kit co-
mercia (IDEXX).

Andlisis Estadistico
Se utilizo € andiss de varianza con un
disefio a azar con trestratamientos paraeva

luar € indice bursal y los niveles de anticuer-
pos entre los grupos experimentales.
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REsuLTADOS

Lossignosclinicosobservadosentrelas
24y 72 horas post desafio en los grupos ex-
perimental es se caracterizaron por lapresen-
cia de diarrea y depresion. El grupo C, no
vacunado, presentd e mayor porcentgje de
diarrea (70%) y depresion (62%) post desa-
fio. No se observé mortaidad en ninguno de
los grupos (Cuadro 1).

Laslesiones macroscopicasen lasaves
desafiadas se caracterizaron por la presen-
tacion de hemorragias y edema con presen-
ciade material gelatinoso. Las aves ddl gru-
po C presentaron € mayor porcentgje de le-
siones agudas (75% con edemay 40% con
hemorragias) (Cuadro 1).

Las aves desafiadas de los grupos A y
C presentaron lesiones més severas de bursa
(3.5y 3.1, respectivamente) en comparacion
al grupo B desafiado (2.2). Las lesiones
histol 6gicas se caracterizaron por deplecidn
linfoide, hiperplasia, fibroplasiay formacion
de quistes (Fig. 1).

En las aves no desafiadas se observo
que € grupo B presentd & mayor grado de
lesion bursal durante los primeros 28 dias, en
comparacion alosgrupos A 'y C (Cuadro 2).
El grupo A presentd laslesiones mas severas
alos 35y 47 dias.

Los vaores de indice bursal obtenidos
durante las primeras cuatro semanas, en los
tres grupos experimentaes, correspondieron
a una caificacion de bursa normal; presen-
tando atrofia a partir de la quinta semana de
edad en € grupo A (Cuadro 2). Los niveles
de anticuerpos maternales a primer dia de
edad fueron similares entre |os grupos expe-
rimentales. Losvaoresfueron disminuyendo
con € tiempo, pero en los grupos A y B se
aprecié un ligero incremento alos 35 dias de
edad; sn embargo, solo en & grupo A hubo
un incremento significativo en lasdos Ultimas
semanas (Cuadro 3).
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Discusion

Los signos clinicos observados en las
aves desafiadas se caracterizaron por lapre-
sentacion de depresiony diarrea, Sendo méas
severos en e grupo control. Signos clinicos
similares son descritos en la literatura, ade-
mas de otros como anorexia, postracion y
deshidratacion que ocurre en pollos de 3 a6
semanas de edad (Lukert y Saif, 2003). No
hubo casos de mortalidad por Gumboro, o
cua concuerda con otros estudios utilizando
la misma cepa de desafio (Cardoso, 1999;
Rautenschlein et al., 2003; Pérez, 2005).
Otros estudios empleando la vacunacion in
ovo para EIB presentaron signos clinicos Si-
milares 0o mas leves alos descritosen € pre-
sente estudio (Coletti et al., 2001; Corley et
al., 2002). No obstante, la presentacion y
severidad de los signos clinicos se encuen-
tran asociadas a grado de proteccién de las
avesy lapatogenicidad de lacepade desafio
(Banday Villegas, 2002; Hafez, 2003; Lukert
y Saf, 2003).

No se observaron lesiones macrosco-
picas d momento delanecropsiaen € grupo
B vacunado con & complgo antigeno-anti-
cuerpo; sSin embargo, en laevauacion micros-
copica de las bursas de las aves desafiadas
se observaron lesiones significativas de gra-
do 2 a3, especidmente en los grupos A y C.
Hallazgos similares fueron encontrados por
Pérez (2005) en aves desafiadas alos 32 dias
de edad con la cepa F52/70. Asimismo, los
trabajosrealizados por Al Natour et al. (2004)
empleando cepas vacunales intermedias y
variantes frente a desafios experimentales
entre la 22 y 52 semana de edad describen
lesiones similares, pero con unamayor seve-
ridad en relacidn a la exposicion més tem-
prana de la cepa de desafio. Por otro lado,
Giambrone et al. (2001), utilizando latécnica
de lavacunacion in ovo para la evaluacion
de cepas intermedias, observaron que solo
un 13% de aves fue susceptible a desafio de
una cepa esténdar, mientras que € 40% fue
susceptible a desafio de una cepa variante
delaEIB.

Rev Inv Vet Pert 2010; 21 (2): 210-218
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Cuadro 1. Pollos de carne! machos desafiados con la cepa F52/70: mortalidad y signos

clinicos entre las 24 y 72 horas post desafio y lesiones macroscopicas de la bursa
alos 3 dias post desafio, expresado en porcentaje de ocurrencia

Grupo A Grupo B Grupo C
Mortalidad 0 0 0
. L Depresion 30 25 62
Signos clinicos ]

Diarrea 32 25 70

] Edema 15 0 75
Lesiones en bursa ]

Hemorragia 20 0 40

! Grupo A: vacunado a los 9 dias con la cepa tipo Lukert y revacunados a los 19 dias con la cepa
2512; Grupo B: fue vacunado via in ovo a los 18 dias de incubacion

Cuadro 2. Lesiones microscopicas en la bursae indice bursal en pollos de carne vacunados
contrala Enfermedad de Gumboro

Srupot Edad (dias)
7 14 21 28 35 42 47
_ A 132 156 118 175 326 252 373
'Blfg?%m B 212 225 232 253 216 310 216
c 1 15 125 115 151 2 311
A 197 209 249 248 107 056 054
indice bursal® B 196 167 212 18 171 171 178

C 170 193 278 2.25 2.22 2.16 2.16

! Grupo A: vacunado a los 9 dias con la cepa tipo Lukert y revacunados a los 19 dias con la cepa
2512; Grupo B: vacunado via in ovo a los 18 dias de incubacién con el complejo vacunal antigeno-
anticuerpo; Grupo C: control no vacunado

2 Adaptado de Mohamed et al. (1996) y Skeeles (2001)

3 Segun Giambrone (1987): 1.5-3.5 = bursa normal; 0.5-1.5 = atrofia bursal; 0.5 = severa atrofia
bursal

Cuadro 3. Niveles de anticuerpos (PGT) en pollos de carne' vacunados contra la
Enfermedad de Gumboro pero sin desafio experimental

Edad (dias) 1 7 14 21 28 35 42 a7
Grupo A 4954 2448 1714 448 286 477 2798 2123
Grupo B 5332 2357 1377 620 211 429 205 175
Grupo C 4954 2748 1410 481 170 115 49 76

! Grupo A: vacunado a los 9 dias con la cepa tipo Lukert y revacunados a los 19 dias con la cepa
2512; Grupo B: vacunado via in ovo a los 18 dias de incubacién con el complejo vacunal antigeno-
anticuerpo; Grupo C: control no vacunado

PGT: Promedio Geométrico Total
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En las primeras semanas de edad, €l
indice bursal fue incrementéndose hasta lle-
gar a sus valores maximos en la 42 semana,
desarrollo considerado como normal
(Giambrone, 1987). La atrofia bursal obser-
vadaen la5®semanaessmilar alaobserva
da en otros estudios en aves vacunadas con
la cepas intermedias 2512 (Gallardo, 1998),
aunque hay otros estudios que demuestran
una tendencia ala atrofia ala 42semana de
edad (Winterfield et al., 1981). Asmismo,
Colletti et al. (2001) y Corley et al. (2002),
empleando complgjos vacunales antigeno-
anticuerpo para la enfermedad de Gumboro,
describen valores ligeramente menores alos
28y 35 diasde edad, pero con cdificacién de
bursa normal; sin embargo, Haddad et al.
(1997) y Whitfill et al. (2002), reportan valo-
res de indice bursal de 1.01 y 0.82, compati-
bles con atrofia, alos 31 y 35 dias de edad,
respectivamente. Estas diferencias estén re-
lacionadas d momento de replicacion dd vi-
rus vacund en la bursa, |a patogenicidad de
la cepa vacuna, la via de administracion, la
manipulacion y las caracteristicas de aida
miento de la cepa.

La evaluacion histopatol 6gica muestra
que € grupo B presenté un mayor grado de
lesiones bursal es durante | as primeras cuatro
semanas en comparacion a grupo A, lo cua
se puede asociar a una constante actividad
del virus vacunal. Winterfield et al. (1981)
describen lesiones de ligera a moderada in-
tensidad producidos por cepas vacunales
2512. Asmismo, Giambrone et al. (2001)
encontraron que aves vacunadas in ovo con
cepas intermedias mostraron severo dafio
bursal a partir de la 12y 32 semana de edad
en aves SPF y con anticuerpos maternales,
respectivamente. Similares resultados se ob-
tuvieron en pollos comerciales vacunados con
el complejo vacunal antigeno-anticuerpo
(Haddad et al., 1997; Gagic et al., 1999).

L os anticuerpos maternales fueron dis-
minuyendo hasta la 4% semana, momento en
que aun no se observaba la seroconversion
de los grupos vacunados. El incremento de
los niveles de anticuerpos a los 35 dias de
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edad enlosgrupos A y B se puede relacionar
con una respuesta vacunal; sin embargo, en
el grupo B se apreciaque no hubo unabuena
seroconversion, cayendo los niveles de
anticuerpos hastaun PGT de 175 en compa:
raciona PGT de 2123 dd grupo A. Similares
resultados fueron obtenidos por Corley et al.
(2001) en pollos comerciaes no desafiados
vacunados in ovo con & complgo vacuna
antigeno-anticuerpoy revacunado conlacepa
2512. AsSmismo, en aves desafiadas alos 21
dias de edad, vacunadasin ovo con unacepa
intermedia, se observaron resultados smila-
res con niveles de anti cuerpos menores a 500
(Coletti et al., 2001).

Dado que & mecanismo de accion de
los compl g os vacuna es antigeno-anticuerpo
de la EIB no se encuentra totalmente escla-
recido, se puede determinar a partir de los
resultados obtenidos en € presente trabgo
que la proteccién observada en € grupo A
estaria relacionada a una estimulacion activa
de la respuesta inmune mediada por céulas
0 a mecanismo de accion sobre |os centros
germinales de la bursa y otros 6rganos
linfoides, con una participacion activa de
macrofagos, células reticulares y células
dendriticas que responden areceptores de la
viadel complemento y fraccion Fc de mem-
brana.

? Los dos programas de vacunacion in-
dujeron una buena proteccion frente a
desafio con la cepa F52/70 de la enfer-
medad de Gumboro, en comparacion con
el grupo control no vacunado, donde se
observaron signos clinicos y lesiones
bursales mas severos.

?  El programa de la vacunacion in ovo,
empleando € complego vacuna antigeno-
anticuerpo, parece ser seguro, eficaz y
conveniente para la avicultura, porque
presentd una meor proteccion para la
bursa que el programa usando vacunas
intermedias.

Rev Inv Vet Pert 2010; 21 (2): 210-218
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