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Suamary

In the present work we have studied by electronic microscope the al-
terations that occur in the parenquima of the Fabricio's bag of male chi-
ckens, (Leghorn race) a day old, inoculated in the eyes with G,1 ml from
virus of the Gumboro Disease (country virus,strain 52/70). A total of 73
chickens divided into 20 lots, 19 of them experimental and one control,
has been used. The modifications we have found are mainly a decrease of
the lymphocite number and a vacuolization of the epitelial cells.

Resumen

En el presente trabajo hemos estudiado, con el microscipic electré-
nico, las alteracicnes que ocurren en el parénquima de la bolsa de Fabri-
cio de pollos maches, raza Leghorn, de un dia de edad, inoculados por via
ocular con 0,1 ml del virus productor de la enfermedad de Gumboro {virus
campo, cepa 52/70). Se ha utilizado un total de 73 polics divididos en
20 lotes: 19, experimentales, y uno, testigo. Las modificaciones que he-
mos encontrado son, fundamentalmente, una disminucién en el nlmers de
linfocites y vacuolizacién de las células epiteliales.

Recibido para publicacién el 27-4-1981.
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Introducciédn

La enfermedad de Gumboro se puede considerar como una enfermedad en
cierta manera controlada por los medios de inmunizacién en masa por via
oral. Sin embargo, las alteraciones histopatolégicas provocadas por el
virus de la mencionada enfermedad representan un prototipe de injuria vi-
rica a nivel del sistema inmunitaric. Por eso el estudio de dichas lesio-
nes en el sistema linfocitario y el crecimiento del virus en las proplas
células es de suma importancia. En el presente trabajo estudiamos con mi-
croscopio electrénico las alteraciones que se presentan en la enfermedad
de Gumboro, en la bolsa de Fabricio, en el transcurso de una inoculacién
experimental por via ocular.

{a bolsa de Fabricio es un érganc linfoepitelial caracteristico de
las aves. Es un saco, redondo y oval, situado en posicidn dorsal y a ni-
vel de la cloaca. La luz central del érgano presenta alrededor de unos
doce pliegues tapizados por una mucosa que le asemeja a las vellosidades
intestinales {Firth (3) y Naukkarinen y col. (12) }. Esté envuelta por u-
na chpsula formada por una tlnica serosa y otra muscular (Hoffaman{s) ).
La luz del érgano se encuentra tapizada por una mucosa constitulda por
un epitelio cilindrico modificado gque da lugar a una serie de repliegues
en los cuales se localizan los nédulos linf&ticos {(Rampi y col. (13) ).

Firth (3), en 1977, expone que el epitelio de la mucosa es del tipo
pseudoestratificado, en el que existen tres tipos de células: tipo I, ti-
pe II y tipo IIL. El tipo I es una célula oval de citeplasma claro que
contiene grénulos sudanéfiles y es P.A.S. positivo; el ndcleo es oval o
esférico y a veces se puede encontrar a cualquier nivel del epitelio y
es ol menos frecuente de las tres. £l tipo IT es el més numeroso y son
células cilindricas de nicleo oval que poseen un aparente nucleolo; el
nfcleo normalmente se localiza en el centro de la célula, y el citoplas-
ma, altamente baséfilo, contiene grénules P.A.S. positivos. El tipo III
es una célula caliciforme con nicleo hipercromético y material secretorio
P,A.S. positivo.
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En el punto del epitelio donde se localiza la cima de cada follculo
se presentan células epiteliales indiferenciadas. La superficie epitelial
que se encuentra inmediatamente encima del foliculo, va a formar el deno-
minado casquete epitelial del foliculo{ Firth {3) ).

Para Mandelli y Valeri (9 ) las particulas viricas gue se observan
en la enfermedad de Gumboro presentan idénticas caracteristicas que los
reovirus. Asdrubali y Mughetti (1) observan, a las 24 horas postinfec-
cién, particulas viridsicas en el citoplasma de numercsas células linfo-
citarias y macréfagos, por lo que segdn estos mismos autores estas parti-
culas se replican en los macréfagos.

Seglin Mandelll vy col. {10} las alteraciones de la bolsa de Fabricio
en infecclones experimentales son las sigulentes:

1. Necrosis de las células Iinfecitarias, plasmorragia y emigraciédn
de linfocitos en toda laz estructura folicular y particularmente en la zo-
na medular.

2. Hiperemia, edema e infiltracidn celular del tejide interfolicu-
lar.

3. Destruccién de la trama fibrilar argentéfila gue sostiene la zona
cortical del feoliculo. '

L. Proliferacidn del epitelio feolicular y aparicién de numerosos ma-
créfagos que contienen en el citoplasma zonas sudanéfilas y P.A.S. posi-
tivas.

5. Aspectos iniciales regenerativos, consistentes en la repoblacidn
linfocitaria de la zona cortical del foliculo.

6. Fendmenos de reparacidn consistentes en la activacién fibrobléas-
tica del estroma interfolicular.

Por otro lado, Asdrubali y Mughetti (1) exponen que la deplecién
iinfocitaria de los foifculos en la bolsa de Fabricio se debe a la inva-
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sién viridsica del linfocito, que es seguidamente fagocitado y digerido
por los macrbéfagos. Estos mismos autores observan que, en una fase rela-
‘tivamente avanzada de la infeccién los macréfagos son particularmente nu-
meroses en la zona medular y este fendmeno estd Intimamente asociade a
la proliferacién epitelial.

Para Cheville (2} existe en la infeccién por virus, de la enferme-
dad de Gumboro, una necrosis de linfocitos seguida de fagocitosis y pre-
sencia de histilocitos, asi como de particulas viridsicas de 58 a 65 mu
de didmetro en el citoplasma de macréfagos, células endoteliales y hete—-
r6files.

Mandelli y Valeri (9 ) encuentran particulas dé virus tanto en el
espacio intra como extracelular, y exponen que las lesiones cbservadas
se hallan sobre todo en los macréfages, que invaden precozmente los folf-
culos necréticos y particularmente su zona medular. Los macréfagos afec-
tados pueden llegar a sufrir procesos de necrosis y dan lugar a gue el
virus pueda salir al espacio extracelular.

Para el presente trabajo hemos utilizado como material de experimen-
tacién 75 pollos machos de raza Leghorn, de un dia de edad al comienzo
~de la experiencia, exentos de toda enfermedad infecciosa ¢ parasitaria.
A los veinte dias de edad, a cada animal de experimentacién se le admi-
nistré per via ocular 0,1 ml de virus producto de la enfermedad de Gun-
bore ("virus campe'", cepa 52/70, cedido gentilmente por los Laboratprios
Sobrino) a una dilucién 1/40. Los polles se distribuyeron en 19 lotes
que, en relacién con las lesiones observadas, se reagruparon segin el
cuadro I, en el que también se expone la edad y horario de sacrificio.

Los animales sometidos a inoculacién experimental y los testigos se
mantuvieron bajo idénticas condiciones de temperatura y horas luz. La
primera se sostuvo a 369 { durante la primera semana y se disminuyé pro-
gresivamente de acuerds con la edad. La luz artificial se mantuvo encen-
dida durante las 24 horas de los seis primeros dias, y el resto de la ex-
periencia, en fotoperiodos de once horas. Se les administrd una alimenta-
ciér adecuada y tanto el piensoc como el agua lo tomaron a discrecién.

—lg—
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Cuadro 1.
Grupos {otes N2 de animales Animal Edad Sacrificio
tratades testigo | en h.p.i.
1 2 ' 1 20 dias 3
I 2 2 1 20 " 19
3 2 1 20 ¢ 23
4 3 i 21 48
5 3 1 22 72
& 3 1 23 96
7 3 1 24 M 120
11 8 3 H 25 144
' 9 3 1 26 168
10 - 3 ' 1 27 192
11 3 1 28 216
12 3 1 29 240
%
13 3 1 3o 288
14 3 1 33 0 336
5t ?5 3 1 SR 384
16 3 1 KPS 432
17 3 1 39 480
18 3 1 41 M 528
19 3 : 1 43 . 576
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Tras la administracién del virus, los pollos se escogieron al azar y se
sacrificaron por decapitacién. Simulténeamente, con los animales tratadss
fue sacrificado um pollo testigo. Inmediatamente después de la decapita-
cién se realizd la extraccidénde la bolsa de Fabricio para su estudio con
microscopio electrénico.

Fstudio ultraestructural

Las muestras, previamente fijadas en glutaraldehido al 5 p.100 en
solucign tampon-fosfato segdn el proceso de Sabattini y col. se refija-
ron en tetréxido de osmio al 2 p.100 en tampén-fosfato. Seguidamente se
deshidrataron en una escala ascendente de acetonas. Finalmente, se inclu-
veron las muestras en durcapén A.C.M. (araldita). De los bloques obteni-
dos, se realizaron cortes de 600 B de espesor, que se contrastan con ace-
tato de uranilo al 2 p.100, y a continuacidn, con citrato de plomc. Los
cortes se han obternido en un ultramicrotome L.K.B. modelo II, de avance
térmico y cuchillas de vidrio. Para su observacidn se ha utilizado un mi-
croscopio PHILIPS modelo 300 del Servicic de Microscopfa de la Universi-
dad de Cérdoba, con el que se realizaron las electronografias en placas
de 9 x 6,5 cm, Agfa-Gevaert, tipo Sciencia.

Observaciones

Atendiendo a la similitud del cuadro lesional de los distintos lo-
tes, los hemos reagrupado para su discusidn y estudio come a continuacién

se expone:
GRUPO T vvieieeaenns Lotes | al 4 [ambos inclusive)
GRUPO IT oivnivnnnnnnnn Lotes 5 al 12 " "
GRUPD III ....vinienannn Lotes 13 al 19 ™ "
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GRUPO I. En las muestras obtenidas de los animales sacrificados entre las
3 y 48 horas después de la inoculacién hemos encontrado, con el microsco-
pic electrdénico, imégenes muy similares. En el epitelio gue reviste la
bolsa de Fabricio las modificaciones que se encuentran son escasas, si
bien podemos destacar una ligera degeneracidn mucoide en 2l citoplasma
de las muestras correspondientes a los lotes Gltimos de este grupo.

En general, los folfculos linfoepiteliales estén sumamente desarro-
1lados y en el tejide intersticial encontramos numerosos vasos que estén
hiperémicos. En estos foliculos linfoepiteliales se distinguen dos zonas
caracteristicas: una periférica, en la que encoentramos de forma definida
una banda de células epiteliales que se relacionan entre si por fuertes
desmosomas y que emiten numerosas prolongaciones citoplasmiticas, consti-
tuyendo una red tridimensional donde se localizan los linfocitos. Estas
células no muestran alteraciones, si bien, en los lotes (ltimos de este
grupe, podemos destacar la existencia de un inciplente edema que separa
las células entre si, asi como la presencia de citolisosomas que, como
estudiaremos més adelante, se hacen mucho més evidentes. A este primer
nivel, hemos podido estudiar un parénquima linfocitario muy abundante,
constituido sobre todo por linfocitos maduros y elementos linfobldsticos,
gue muestran un alto Indice mitdtico. Tanto los linfocitos como los lin-
foblastos se disponen a mocdo de mosalco y, al mismo tiempo, se relacionan
con las cédliulas epiteliales. Otra central, en la que observamos la exis-
tencia de células epiteliales distribuidas de una forma mds laxa que en

la zona periférica y sin mostrar apenas modificaciones. A estos niveles

son muy numerosos los linfocitos y linfoblastos y, como ocurriera ante-
riormente, son tamblén numerosas las mitosis. -

GRUPD IT. Las muestras estudiadas al micrescopio electrdénico, de los lo-
tes 5 al 12, son muy diferentes de las correspondientes al grupo anterior
y presentan gran nidmero de lesiones. En el tejido conective Intersticial
hemos encontrado que todos los elementos capilares estén dilatades e hi-
perémicos, con marginacién leucocitaria y fendmenos de Sticking-effect.

Tqualmente observamos tumefaccidn de las células endoteliales, lo que fa-
vorece el desarrollo de edema. En general, todo el foliculo linfoepite-
Iial presenta una fuerte deplecidn linfocitaria, que inicialmentes es

o s
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rparcial y resulta practicamente total en los (ltimos lotes del grupo. En
la zona periférica encontrames que las células de la banda epitelial se
hallan separadas unas de otras por un fuerte edema, quedando muy mani-
fiestos los desmoscomas. En estos elementos celulares se aprecian numero-
sos citolisosomas y cuerpos residuales. En la zona central de estos foli-
culos linfoepiteliales es donde hemos encontrade mayor nimero de altera-
ciones. Como mencicnamos anteriormente, existe una deplecién casi total
tante de linfocitos como de linfoblastos. A nivel de las células epite-
liales encontramos dos grupos celulares muy diferentes. En el primero -

e mantienen las relaciones entre las células (desmosomas), muestran los
nGcleos en vias de degeneracidn, con bordes dentados y la cromatina con-
densada en grandes grumos adosados a la envoltura nuclear; el citoplasma
se presenta muy vacuolizado con numerosos e irregulares citolisosomas
y cuerpos residuales. En el segundo, los elementos han perdide las co-
nexiones entre si{ y se han tornado elementos globuloses. La caracteristi-
ca mads importante de estas células es la presencia de cuerpos de inclu-
sién viridsicos de disposicidén mds o menos poliédrica. En el citoplasma
de estas células se aprecian grandes vacuolas que se constituyen a medo
de quistes celulares y en donde se encuentran productos de desecho, junto
con la presencia de sustancias grasas. Son numerosas las células de este
tipo que estédn en vias de desintegracidn.

GRUPCO III. En los estudios realizados de las muestras correspondientes
a los lotes 13 al 19 hemos encontrado una disminucidn del cuadro lesional
descrito anteriormente. La arquitectura de la bolsa es apareantemente nor-
mal y se distinguen los foliculos linfoepiteliales inmersos en un tejido
conectivo muy vacuolizado. Las zonas periféricas de los foliculos linfo-
epiteliales muestran una banda de células epiteiiales a modo de empaliza-
da, sin presentar modificaciones y entre las gue se intercalannumerosos
elementos linfocitarios que nuestran numercsas mitosisi. Las zonas cen-
trales de los folficules linfoepiteliales mantienen su entramade, consti-
~tuido por células epiteliales entre las gque se intercalan numerosos lin-
focitos y linfoblastos aparentemente normales. En los lotes Gltimos de
la investigacién se puede afirmar que existe una reconstruccién de la
bolsa de Fabricio.
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Discusidn

En este capitulo sequimos considerando la agrupacién de los lotes
realizada en el capitulo de Observaciones.

En las observaciones de las muestras correspondientes al primer gru-
po de experimentacidn hemos encontrado una merfologia similar a la que
se describe tradicionalmente Firth (3), destacando nitidamente los foll-
culos linfoepiteliales con sus zonas periférica y central. En este primer
grupo, las células que constituyen el casquete epitelial del foliculo,
apenas presentan alteraciones, si bien, come estudiara Ibraginov (6) son
de interés las que se refieren a la existencia de citolisosomas.

En general, segdn Landgraf y col. {7}, la bolsa de Fabricio, en este
primer grupo de experimentacifn, corresponde a un érgano active, puesto
gue se observan numerosas figuras de mitosis en un gran almacenamiento
de linfocitos. Por otra parte, no hemos encontrado un significade mani-
fiesto a las figuras de necrosis observadas en los linfocitos.

En el segundo grupo de nuestra investigacién hemos encontrado imége-
nes que son semejantes a las del fotomicroscopio, en las que hallamos
linfocitos en escaso nlmero, como corresponde a una deplecidn linfocita-
ria, y la presencia de formaciones quisticas a partir de elementos epite-
liales.

En relacién con los linfocitos en la bolsa de Fabricio ocurre algo
similar a lo descrito por Mozos {11) en el timo, es decir, la disminucién
del nlmerc de mitosis y del némero general de los propios linfocitos, asi
como abundantes figuras de necrosis celulares. Pero las lesicnes celula-
res mas evidentes recaen sobre las células epiteliales del foliculo lin-
-foepitelial. En primer lugar, células epiteliales del casquete del foll-
culo muestran una tumefaccidén evidente y, como estudiaran Rampi y col.
{13), 1a presencia de un edema que separa a dichos elementes entre si.
A mivel de estos elementos celulares hemos encontrado vacuolas que ocupan

L,
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gran parte del citoplasma y la existencia de abundantes citoliscsonmas y
cuerpos residuales; imégenes gque corresponden, como citara Vindevogel y
col. (14), a células en degeneracidn. Pera coincidimos con Asdrubali vy
Mughetti (1) en gue son mds evidentes las alteraciohes de las células e-
piteliales a nivel-de la medula del foliculo. La mayorfa de ellas mues-
tran claramente unicnes que constituyen una red tridimensioral wmuy laxa
y, como estudiara Cheville {2}, con un manifiesto edema. En estas células
las imdgenes son nmuy similares a las discutidas antericrmente. Entre es-
tas células reticulo-estrelladas, al igual gue Giambrome y col. (&4}, he-
mos observads células aparentemesnte epiteliales, aunque no muestran con
claridad desmosomas. Son células tumefactas, con clarcs quistes celulares
y numerosos citolisosomas que, segdn Landgraf {7), se encuentran clara-
mente en vias de degeneracién. Pero, como estudiaran Mandelli y Valeri
{o), lo mds importante es la presencia en el citoplasma de estas células
de cuerpos de inclusidén en los que se distinguen las particulas viridsi-
cas con su tipica morfologia (Lunger y Maddux (8)).

Los fen6menos hemorrdgicos de los foliculos linfoeniteliales, como
describen Mandelli y Valeri (9 ), son otra de las alteraciones de nmayor
importancia y se constituyen a partif, fundamentalmente, de roturas de
los capilares, al separarse la porcién cortical de la medular, por edema.

Al igual que ccurre en el timo {Mozos (11) J, el tercer grupo se ca-
racteriza por un regreso a la normalidad con la presencia de numerosos
linfocitos y la constitucidn del lecho epitelial que reviste la totalidad
del foliculo.

-10-
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Pie de las figuras

. Detalle del parénquima de la bolsa de Fabricio. Se observan nu-

merosos linfocitos y linfoblastes. x 10 500.

. Detalle del parénquima de la bolsa de Fabricio. Se observan nu-

merosas células epiteliorreticulares (E}. x 9 500.

Célula epiteliorreticuiar con gran citolisosoma (CL) en su ci-
toplasma. x 9 500.

. Célula epiteliorreticular con un citolisosoma en el que se a-

precian particulas viridsicas (flecha). x 11 000.

Detalle de célula epiteliorreticular con un gran citolisosoaa.
x 10 000.

Detalle de un citolisosoma con particulas viridsicas (flecha).
x 25 000.

. Detalle de particulas de virus. x 25 000.

. Célula epiteliorreticular con un gran citolisosoma, con numero-

sas particulas virifsicas (flecha). x 11 500.
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Figuras 1 y 2
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Figuras 3 y 4

-13-




Archivos de zootecnia, vol. 30, nim. 118, 1981, p.230.
BERNABE Y COL.: ALTER. DE LA BOLSA DE FABRICIO EN LA ENF. DL GUMBORC.

Figuras 5, 6, 7 y 8
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