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CAMBIOS EN LA GLANDULA DE HARDER EN POLLOS
INOCULADOS CON CEPAS B15 Y H13 DE VIRUS DE BRONQUITIS
INFECCIOSA

Changes in the avian harderian gland inoculation chickens with B15 and H13 cells
of infectious bronchitis virus infection

RESUMEN

A los 28 dias luego de la inoculacidén con vacuna virus de
B15-IB por via ocular de pollos de 7 dias de edad, libres de
patogenos (SPAFAS, Inc. Norwich, Connecticut, USA) con
vacunas de cepas B15 de virus de bronquitis infecciesa (VBI),
se observé en la glandula de Harder un marcado incremento
en el namero de células plasmaticas y en la formacion de
foliculos linfoides.

En contraste, en los pollos no inoculados (control), a los
35 dias de edad, solamente se encontraron presentes un pe-
quefio numero de células plasmaticas en el estroma intersticial
de la glandula cerca de los ductos colectores principales y muy
pocos foliculos linfoides. Los pollos que recibieron liquido alan-
toideo diluido, via ocular, a los 7 y 28 dias de edad, tuvieron un
ligero incremento en el nimero de células plasmaticas.

La inoculacion via ocular en pollos a los 28 dias de edad
con la cepa VBI-H13 de virus de campo vacunados a los 7
dias de edad, resultd en hiperemia, cambios degenerativos en
las células plasmaticas y linfoides y en un incremento en el nd-
mero de foliculos linfoides en las glandulas de Harder a los 35
dias de edad. Las lesiones en las gléndulas de Harder de los
pollos no vacunados e inoculados con VBI-H13 a los 28 dias
de edad por via ocular incluyeron una intensa hiperemia, cam-
bios degenerativos marcados en las células plasmaticas y ve-
siculacion de las células epiteliales glandulares. En este grupo
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se encontraron pocos foliculos linfoides en las gléandulas de
Harder a los 35 dias de edad.

El virus de IB fue aislado de la tradquea, glandula de Har-
der y rifidn luego de 7 dias de la inoculacién ocular con VBI-
H13 en pollos de 28 dias de edad en ambos grupos vacunados
vy no vacunados con VB|-B15. No se aislo el virus en los pollos
gue recibieron solamente vacuna VBI-B15 a los 7 dias, en los
que fueron inoculados con liquido alantoideo, y en los del gru-
po control. Dafio celular asociado con el virus VBI-H13 fueron
observados por medio de microscopia electrénica en cortes ul-
trafinos de traquea, gldndula de Harder y en el rifion de pollos
vacunados y desafiados o indculados solamente con VBI-H13.

Palabras claves: Bronquitis infecciosa, virus, glandula de
Harder.

ABSTRACT

Twenty-eight days following eyedrop inoculation of 7 day-old
(SPAFAS, Inc. Norwich, Connecticut, USA) chickens with
B15-IB vaccine virus, a marked increase in plasma cell
numbers and in the formation of lymph nodule occurred in the
Harderian gland. In the glands of uninoculated control chickens
after 35 days of age, only small numbers of plasma cells were
present in the interstitial stroma of the gland near the main
collecting ductules. Lymph nodules were rare. Chickens
administered diluted allantoic fluid by the eyedrop route at 7
and 28 days of age had a limited increase in plasma cell
numbers. Eyedrop inoculation of 28 day-old chickens with
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H13-IB field virus, vaccinated with B15-IBV at 7 days of age,
resulted in hyperemia, degenerative changes in the plasma
cells and lymphoid cells, and increased numbers of lymphoid
nodules in the Harderian glands at 35 days of age. Lesions in
the Harderian glands of unvaccinated chickens inoculated with
H13-IBV at 28 days of age by the eyedrop route included an
intense hyperemia, marked degenerative changes in plasma
cells, and vesiculation of glandular eptthelial cells. Few lymph
nodules were present in the Harderian glands in this group at
35 days of age.

The virus of IB was isolated from trachea, Harderian
gland, and kidney 7 days following eyedrop inoculation of 28
day-old chickens with H13.IBV, in both the B15-IBV vaccinated
and unvaccinated groups. No virus was isolated from chickens
receiving only B15-IB vaccine virus at 7 days of age, those ino-
culated with diluted allantoic fluid, or those in the uninoculated
control group. Cellular damage associated with virions were
observed by electron microscopy in sections of trachea, Harde-
rian gland and kidney from chickens vaccinated and then cha-
llenged with-H13-1BV; and in trachea, Harderian gland, and Kid-
ney in chickens inoculated with H13-IBV only.

Key words: Infectious bronchitis, virus, Harderian gland.

INTRODUCCION

En las aves, la gldndula de Harder se encuentra en el
4rea ventral y caudomedial de la 6rbita del ojo [12]. Estas glan-
dulas, también llamadas gldndulas lagrimales accesorias, glan-
dula del tercer parpado y glandulas de la membrana nictitante,
son relativamente grandes en las aves de corral, siendo mu-
cho mas .grandes que las gldndulas lagrimales y prob-
ablemente reemplazan su funcion [21]. La estructura microsco-
pica de la gldndula de Harder en las aves de corral ha sido
descrita previamente [4,6,7,8,11,16,20,22].

La gidndula de Harder en pollitos recién nacidos no tiene
células plasmaticas [21]. Durante las primeras semanas luego
-del nacimiento, estas células se infiltran en la glandula progre-

_ sivamente [1,16,20,21]. Algunos autores sugieren que ei esti-
mulo principai para la infiltracién de las células plasmaticas es
el contacto natural entre los antigenos ambientales y la muco-
sa bucal [12]. Se demostré que en el infiltrado celular hay una
poblacién relativamente pura de células linfaticas que son de-
pendientes de la bolsa de Fabricio y que contienen inmunoglo-
bulinas [2,3].

La inoculacién de pollos con VBI via ocular o nasal resul-
ta en un acelerado incremento del niimero de células plasmati-
cas, junto con un aumento en la vascularizacién en el estroma
de la gldndula de Harder a los tres dias postinfeccion [13]. La
infeccion con un VBI virulento puede dafar directamente las
células inmunocompetentes en la glandula de Harder [14,20] e
impedir la formacién y el reclutamiento de células plasmdticas
[12]. En el presente trabajo se describen los cambios micros-
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coépicos en la glandula de Harder luego de la vacunacién y de-
safio con cepas B15y H13 de VBI.

MATERIALES Y METODOS

Virus: Las cepas Massachusetts B15 de VBI (80 pases
en embridn de pollo) y H13 (2 pases en embrion de pollo) fue-
ron suministradas por el Dr. R.W. Winterfield, Purdue Univer-
sity, W. Lafayette, Indiana, EUA. La patogenicidad de la cepa
B15 y H13 en pollos ha sido descrita previamente [8]. La fuen-
te y caracteristicas de esta cepa B15 nefropatogénica de VBI
también ha sido descrita previamente [8,9,10]. Las cepas B15
y H13 de VBI han sido identificadas serotipicamente por neu-
tralizacién de virus affa [5,8,9,10].

Propagacidn del virus: Una muestra de cada cepa de
virus que se obtuvo para el estudio se pasé a través de un fil-
tro Milipore de 0.22 um, purificdndose luego por dilucion termi-
nal (3 pases) en huevos embrionados de pollos libres de pato-
genos (SPAFAS, Inc. Norwich, Connecticut) de 10 dias de
edad. Cada una de las cepas de VBI purificadas se propagd
en huevos embrionados SPAFAS de 10 dias de edad. Se re-
colectd liquido corioalantoideo 20 a 24 horas postinoculacion
[14]. El liquido alantoideo recolectado se almacend en alicuo-
tas de 1 mla -70°C. Cada una de las dosis 50, de infeccion de
embriones (EIDsg) de VBI-B15 y VBI-H13, se calcularon segun
el método de Reed y Muench [19]. Antes del uso del liquido
alantoideo recolectado se comprobé por cuftivo que no habia
contaminacidén bacteriana.

Administracién del virus: Para la vacunacion o para e!
desafio, los virus se administraron mediante una gota en am-
bos ojos. La dosis fue ajustada en un caldo de fosfato de trip-
tosa (por 1 ml: 10 unidades de penicilina, 0.01 g de dihidros-
treptomicina, 0.001 g de neomicina, 100 unidades de bacitraci-
na) para lograr aproximadamente 10* EIDsp por ave. A un gru-
po de aves no vacunadas ni desafiadas con virus se les admi-
nistrd liquido alantoideo diluido en caldo de fosfato de triptosa
via ocular.

Procedimiento experimentai: Huevos fértiles fueron in-
cubados y se obtuvieron 125 pollitos (SPAFAS), ios cuales se
dividieron al azar en 5 grupos de 25 pollitos y se mantuvieron
en unidades de aislamiento Horsfall modificadas, durante el
tiempo que durd el experimento. Al grupo 1 se le mantuve
como control sin inocular; al grupo 2 se le desafid por via ocu-
lar con VBI-B15 a los 7 dias de edad; al grupo 3 se le vacund
por via ocular con VBI-B15 a los 7 dias de edad v luego se le
desafié con VBI-H13 a los 28 dias de edad; al grupo 4 se le
desafié por via ocular con VBI-H13 a los 28 dias de edad. Al
grupo 5 se le administré liquido alantoideo diluido por via ocu-
lar a los 7 y 28 dias de edad. Todos los pollitos fueron sacrifi-
cados y necropsiados a los 35 dias de edad.

Necropsia: La necropsia se llevé a cabo a los 35 dias
de edad luego de sacrificar los polios por decapitacion. Se ex-
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TABLA [
. Bolsa Aislamiento
Grupo Tratamiento Necropsia Histopatologia Gl. Harder Fabricio Virus del VBI
1 Control (7 dias) 35 dias <Celulas plasmaticas SLM SLM No
2 Desafio VBI-B15 (7 dias) 35 dias > Celulas plasmaticas SLM No
> Foliculos linfoides .
3 1. Vacuna VBI-B15 (7 dias) 35 dias >Celulas plasmaticas SLM 13/25 Gl. Harder
2. Desafio VBI-H13 (28 dias) < Linfocitos 15/25 Traquea
-Hiperemia 8/25 Rifdn
-Alt. degenerativas de epiteliocitos
-Cuerpos de Russell
-Linfocitos
4 Desafio VBI-H13 (28 dias) 35 dias > Cel. plasmaéticas SLM  25/25 GI. Harder
-Hiperemia severa 23/25 Tréquea
-Alt. degenerativas de epiteliocitos y 18/25 Rifi6n
células plasmaticas
-Hemorragia
-Necrosis
5 Liquido alantoideo (7-28 dias) 35 dias > Celulas plasmaticas SLM No

< Foliculos linfoides

< Escaso namero

> Severo incremento

> Leve incremento

SLM: Sin Lesiones Microscdpicas aparentes
VBI: Virus Bronquitis Infecciosa

trajo de cada pollo, la glandula de Harder del ojo derecho y la
bolsa de Fabricio. Los tejidos se fijaron en una solucién buffer
al 10% de formalina, se incluyeron en parafina, se hicieron cor-
tes de 6 um y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) o
acido peryddico de Schiff (PAS) para la observacion histologica
de rutina. Los cortes de la glandula de Harder de cada pollo s
evaluaron en base a la infiltracidn de linfocitos, células plasma-
ticas, hiperemia, formacion de foliculos linfoides y cambios de-
generativos en el epitelio glandular y en las células infiltrantes.
Muestras de traguea, glandula de Harder izquierda y rifion fue-
ron tomados de cada ave para el aislamiento del virus. Los teji-
dos se colocaron en 3 ml de fosfato de triptosa y se almacena-
ron a -70°C. Seguidamente, los tejidos se descongelaron, se
maceraron y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se inocularon 5 huevos embrionados de 10 dias de
edad por cada muestra de tejido, observandose luego los cam-
bios tipicos de la infeccion de VBI [8,9]. Los cortes de traquea,
glandula de Harder derecha y rifion de cada pollo se fijaron en
una mezcla de glutaraldehido al 3% en buffer de fosfato (0.1M.
pH 2.3), siendo procesados y tefiidos con acetato de uranilo y
citrato de plomo para su observacién por microscopia electro-
nica de transmision.

RESULTADOS

Histopatologia

Grupo 1: En los pollos a los 35 dias de edad que no fueron
inoculados, en algunas éreas del estroma glandular y rodean-
do el lumen central de la glandula de Harder,se encontraron
escasas células mononucleares, FIG. 1. La morfologia de es-
tas células era caracteristica de las céiuias plasmaticas, inclu-
yendo un nicleo localizado excéntricamente con la cromatina
marginal. El citoplasma de estas células se tifi6 intensamente
con PAS. Se observaron pocos foliculos linfoides asociados ti-
picamente con vasos sanguineos en el tejido conectivo sub-
capsular y septal, TABLA |

Grupo 2: Los cambios en la glandula de Harder a los 35 dias
de edad en pollos que recibieron vacuna VBI-B15 a los 7 dias,
consistieron en infiltracién severa de células plasmaticas e in-
crementado nimero de foliculos linfoides, FIG. 2. Ei citoplas-
ma de las células infiltrantes se tifid intensamente con PAS.
Pocas células plasmaticas estuvieron presentes en el iumen
glandular. Los foliculos linfoides estuvieron presentes en toda
la extension de la glanduia. Las células en los foliculos tuvie-
ron caracteristicas morfologicas de linfocitos y su citoplasma
no se tifié con PAS, TABLA L.
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FIGURA 1. MICROGRAFIA DE LA GLANDULA DE HARDER DE POLLOS DE 35 DIAS DE EDAD QUE NO FUERON
INOCULADOS (CONTROL). ESCASO NUMERO DE CELULAS PLASMATICAS ESTAN PRESENTES
EN EL ESTROMA GLANDULAR. H&E. 56X.

FIGURA 2. MICROGRAFIA DE LA GLANDULA DE HAFIDER DE POLLOS DE 35 DIAS DE EDAD,
INOCULADOS CON VBI-B15 A LOS 7 DIAS. INFILTRACION SEVERA DE CELULAS PLASMATICAS Y FORMACION DE
FOLICULOS LINFOIDES. H&E. 88X.
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FIGURA 3. MiLROGRAFIA ELECTRONICA DE TRANSMISION DE LA GLANDULA DE HARDER DE POLLOS INOCULADOS
CON VBI DE 35 DIAS DE EDAD. SE OBSERVAN PARTICULAS VIRALES EN VACUOLAS DEL CITOPLASMA Y EN LA
SUPERFICIE PE LAS CELULAS EPITELIALES. 5.600X.

Grupo 3: Las glandulas de Harder de pollos de 35 dias de
edad vacunados a los 7 dias de edad y desafiados a los 28
dias de edad (Grupo 3), revelaron un incremento en‘la infiltra-
cién de células plasméticas en comparacién con la del grupo 2,
vesiculacidn leve de epiteliocitos glandulares y un marcado in-
cremento en la vascularizacién e hiperemia de los vasos san-
guineos con hemorragia hacia los tejidos conectivos intertubu-
lares e interacinares. Se encontraron muy pocos linfocitos y
células plasmaticas con nlcleos degenerativos. La coloracién
con PAS reveld que muchas células plasméticas poseian aglo-
meraciones de proteinas caracteristicas de los cuerpos de
Russell, TABLA |

Grupo 4: Las glandulas de Harder de pollos a los 35 dias de
edad inoculados con VBI-H13 a los 28 dias de edad presenta-
ron hiperemia severa con extravasacion de eritrocitos a lo lar-
go del estroma glandular, severa infiltracién de células plasma-
ticas en la glandula, vesiculizaciéon de epiteliocitos glandulares
y presencia de restos celulares en el lumen glandular. No fue
evidente la formacion de foliculos linfoides. Se observd infiltra-
cién severa de células plasméticas con alteracion degenerati-
va, vesiculizacion del citoplasma y nicleo, con varios estados
de degeneracién, TABLA |.

Grupo 5: Los cambios en la glandula de Harder en pollos de
35 dias de edad, que se les administré liquido alantoideo dilui-
do a los 7 y 28 dias de edad, mostraron ligero incremento en el
ndmero de células plasmaticas infiltrantes, principalmente en
los recesos secundarios y rodeando el lumen central glandular.

También se observaron células plasméticas dispersas en el
estroma intersticial y pocos foliculos linfoides, TABLA |. No se
encontraron lesiones histopatoldgicas evidentes en la bolsa de
Fabricio en ninguno de los grupos bajo estudio. '

Aislamiento del virus: El virus de la bronquitis infeccio-
sa se aislé de la glandula de Harder en 13 de los 25 pollos
(13/25), en (15/25) en traquea y en (8/25) en rifién, en el grupo
3 (vacunados con VBI-B15 y desafiados con VBI-H13); y en Ia
glandula de Harder (25/25), en traquea (23/25) y rifion (18/25)
en pollos del grupo 4 (desafiados con VBI-H13). No se aisld
VBI en los pollos control (Grupo 1), pollos inoculados con VBI-
B15 (Grupo 2), ni en los pollos que se les administro liquido
alantoideo diluido (Grupo 5).

Microscopia Electrénica: Las particulas virales asocia-
das con el dafio celular fueron identificadas en cortes ultrafinos
de traquea y de la giandula de Harder de los pollos en el grupo
3 y en cortes ultrafinos de trdquea, glandula de Harder y rifién
de pollos del grupo 4. No se observaron particulas virales en
los cortes de los pollos control (Grupo 1), pollos vacunados
con VBI-B15 solamente (Grupo 2) o pollos que se les adminis-
tré liquido alantoideo diluido (Grupo 5).

En cortes ultrafinos de traquea y de la glandula de Har-
der de pollos en los grupos 3 y 4, particulas de virales fueron
identificadas en las células de la superficie epitelial y dentro de
vesiculas citoplasméticas, FIG. 3. Los virus se identificaron fa-
cilmente en la mayoria de los cortes examinados.
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Los viriones también se identificaron dentro de las vesi-
culas en el citoplasma de las células epiteliales de los tibulos
contorneados del rifidn de pollos del grupo 4. Las células afec-
tadas habfan pasado por un proceso de degeneracion inclu-
yendo dilatacion del reticulo endoplasmatico rugoso y tumefac-
cién y vacuolizacion de mitocondrias. Los virus observados
fueron tipicamente circulares, aungue se observé algin poli-
morfismo y el didmetro de los mismos fue de 90 a 130 nm.
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