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RESUMEN

Marcia Ramirez Marfn. "El HP-1, un agente hemoaglutinante de
patos, en la inmunizacifn contra el sfndrome de la baja de --
postura 1976". (Bajo la direcci6én de Benjamin Lucio, Armando-
Antillén y José& Luis Pablos).

En la Repfiblica Mexicana en los (iltimos tres afios,
se realizé el aislamiento de dos agentes hemoaglutinantes re-
lacionados seroldgicamente con el virus del sfndrome de la ~--
baja de postura (VSBP), uno se obtuvo a partir de una parvada
de patos comerciales de la estirpe Pekin blanco, el cual fue
denominado "HP-1"; el otro se aislé a partir de gallinas po--
nedoras Babcock B-380 y se le llamb "MI-6", Este estudio fue
realizado con el prop6sito de determinar la capacidad que el
agente hemoaglutinante HP~l tiene en inducir una respuesta --
inmune al ser empleado como virus muerto emulsionado y adsor-
bido en hidr6xido de aluminio; el grado de transmisién e in--
fectividad del agente MI-6; las lesiones producidas en el ovi
ducto de gallinas por el aislamiento MI-6; las caracterfsti~-
cas fisico~qufmicas de los agentes hemoaglutinantés HP-1l y ~-
MI-6; la proteccifin conferida por el agente HP-1 contra el =--
sindrome de la baja de postura, bajo condiciones de campo.

En el primer capftulo al emplear el agente hemoaglu
tinante HP-1 como virus muerto en emulsién simple, emulsién -
miltiple y emulsifn m@ltiple con antfgeno en la fase acuosa,-
en la inmunizacién de aves ponedoras de 26 semanas de edad} -
se encontrd que dichas vacunas tienen la misma capacidad de -
inducir el desarrollo de anticuerpos inhibidores de la hemoa-~
glutinacifn que la vacuna comercial utilizada para el control
del sindrome de la baja de postura, mientras que al utilizar
el agente HP-1 adsorbido en hidréxido de aluminio, se obtuvie
ron niveles bajos de anticuerpos a trav8s del perfodo de es--
tudio. A las 33 semanas postinmunizacifn se realiz6 el desa-
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fio a la parvada con el aislamiento MI-6, llevando un control
perifdico de los niveles de anticuerpos y de la produccidn de
huevo en el periodo pre y posdesafio.

En cuanto a la produccién del huevo, no se observa-
ron cambios atribuibles al VSBP,

En el siguiente capitulo, al inocular un grupo de -
aves con 105’7 dosis infectante embridn de pato 50 porciento

por ave (DIEPa porciento/ave) por via ocular, se demostrd -

que el agente Egmoaglutinante MI-6 no produjo alteraciones --
en la calidad del huevo, al infectar gallinas ponedoras Bab--
cock B-380 de 26 semanas de edad, ni se difundid horizontal--
mente a un grupo de aves susceptibles de la misma estirpe man

tenidas en estrecho contacte.

En el tercer capitulo, se estudiaron las lesiones -
macro y microschpicas ocasionadas por el agente MI-6, al ser
inoculado en aves susceptibles. Se encontrf gue dicho aisla*
miento no produjo ningln cambio macrescOpico, y que los hallaz
gos histopatolbgicos més sobresalientes fueron la infiltra---—
cidn linfocitaria y la presencia de edema, principalmente en
la regidn anatdmica del oviducto correspondiente a infundibu-
lo y Gtero, presentes tanto en las aves inoculadas como en --
las aves control. Para ello se trabajé con un lote de 40 ga-
llinas Babcock B-~380 de 35 semanas de edad, 10 de las cuales
permanecieron como testigos y el resto fueron incculadas con
105‘7 DIEPa50 porciento/ave, via ocular, sacrificando a las -
aves a los 6,10,14,20,24 vy 28 dias postinoculacibn.

En el siguiente capitulo se determinaron algunas de
las caracteristicas de los aislamientos hemoaglutinantes HP-1
y MI-6, comprobfindose que ambos agentes son serolbgicamente -
similares al virus 127 del sindrome de la baja de postura; por
otro lado, se encontrd que dichos aislamientos se diferenctfan
de los virus prototipos de la enfermedad, el BC-14 y el 127,-
por la dificultad que presentaron.para crecer en células re--



nales de embrién de pollo, fibroblastos de embri6n de pollo =
y fibroblastos de embrién de pato.

En la prueba de campc se evaluaron dos vacunas a vi
rus muerto emulsionado y adsorbido en gel de hidr6xido de alu
minio con el aislamiento HP-l, La respuesta inmune que se ob
tuvo fue similar a la del primer experimento bajo condiciones
controladas, logréndose un coeficiente de correlacibn lineal
positiva de 0,847 y 0,486, al asoclarse los niveles de anti--
cuerpos obtenidos en esta parte de la investigacién con el --
primer experimento, para la vacuna emulsionada y para la ad--
sorbida en gel y polvo de hidr6xido de aluminio respectivamen
te. El estudio se llevd a cabo en Tehuacdn, Puebla, ubicando
a la parvada dentro de una misma caseta con capacidad para -~
5,400 aves., A las 19 semanas de edad se llevé a cabo la in--
munizaci6n de las gallinas, Como testigos se trabajaron dos
grupos de aves, uno vacunado con la vacuna comercial contra -~
el SBP y el otro grupo se dej6 sin inmunizar, llevando un con
trol semanal de los niveles de anticuerpos y de la produccién
del huevo. A pesar de que no fue posible evaluar la protec--
cién conferida por las vacunas producidas con el HP-1, los --
niveles de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién lo-
grados, similares a los inducidos por la vacuna comercial, in
dican que este agente en un buen inmun6geno cuando se le in--

corpora en vacunas emulsionadas.
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INTRODUCCION

Siempre han existido casos de disminucibn en la pro
duceibn de huevo entre las parvadas, mismas que han sido atri
buidas a diversas causas tales como: fallas en el balance nu-
tricional, précticas de manejo, asi como a factores infeccio-
sos como son: enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa,
encefalomielitis aviaria, micoplasmosis (6,46) y alguno de —-
los 11 serotipos del grupo de los adenovirus aviares, que se
encuentran ampliamente distribuidos en la poblacibn avicola -
¥y que son capaces de ocasionar bajas de postura (1¢,11,21), -

entre otros.

El sindrome de la baja de postura (SBP) es ocasio=--
nado por un adenovirus (71), el cual posiblemente proviene de
los patos (Anas boschas) (7,10,38), diferenciindose del gru--
po de los adenovirus aviares, por su capacidad para hemoaglu~
tinar gl6bulos rojos de ave (6,11). Afecta a las gallinas de
postura (4,6,8,11,46,78) produciendo alteraciones, tanto en -
la produccién del huevo, como en la calidad interna y externa
del mismo {4,7,8,11,46,62,74,78).,

En la RepGblica Hexicana, especialmente en el Valle
de México y en los Estados de Nuevo Lebdn y Puebla, se han ve-
nido presentando, durante los filtimos afios, disminuciones en
la produccién del huevo; asf como alteraciones en la calidad
y en la pigmentacién del cascarfn, similares a los que se pre
sentan en el SBp (5,54,56).

La sospecha de la presentacibn clinica de la enfer-
medad impulsté a Rosales (60) a realizar un estudio serolbgico
sobre la presencia del SBP en M&xico, en el que encontrb an--
ticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacibn contra el virus
del sindrome de la baja de postura (VSBP), en parvadas comer-—
ctales de gallinas semipesadas productoras de huevo café y --

1=
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y reproductoras de raza pesada, localizadas en los Estados -
de Puebla y Nuevo Leén respectivamente,

En 1981 Garcia (28], a partir de un muestreo reali
zado en parvadas de patos Pekin blanco en el Valle de México,
llevd a cabo el aislamientu de un agente hemoaglutinante, al
que denominé HP-1 y que estd serolfgicamente relacionado con
el virus K-11, aislado por Calnek * en los Estados Unidos y =
c¢on los prototipos 127 y BC-14,

La suposiciébn de que la enfermedad esti presente en
México, se ve reforzada por el aislamiento de otro agente he-
moaglutinante, aislado en el Valle de México, en galiinas de
35 semanas de edad, que sufrfan un brote que clinicamente hi-
zo sospechar de SBP y al que se identific6é como MI-6 **,

La finica medida de control del SBP que se ha esta-
blecido hasta el momento, es la aplicacién de una vacuna co-
mercial emulsionada en aves de 16 a 18 semanas de edad (10,--
83), cuyo agente inmunizante es el virus BC-14 inactivado en
formaldehifdo y emulsionado en aceite, siendo el virus y el --
aceite materia prima de importacién. Esto coloca al pafs ba-
jo una dependencia tecnolbgica, gue eleva el costo de produc-
¢i6n de la vacuna, anadiendo $6.00 al valor neto de cada ----
ave ***, (Cuando se ha tratado de reducir los costos elimi--
nando el empleo de esta vacuna, se han observado bajas en la
produccibn hasta de un 40 porciento, si el problema se pre---—
senta en una parvada en su miximo nivel de postura ***,

* Calnek,B.W. Comunicacibén personal (1981).
* % Ramirez M., M. y Garcia %.,J.I. Datos no publicados (1981). -
*** Galindo,F. Comunicacifn personal (1984}.
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Con base en lo expuesto, los objetivos de este tra
bajo fueron: demostrar si el aislamiento HP-1 es capaz de in
ducir una respuesta serolBgica al ser usado como vacuna; es-
tudiar la infectividad y transmisién del aislamiento MI-6 en
gallinas; determinar la patogenicidad del agente MI-6 en ga-
llinas; caracterizar el aislamiento MI-6 y el HP-1, estudian
do sus propiedades serolfgicas y ffsico-quimicas y evaluar la
respuesta serolbgica a vacunas preparadas con el Hp-1, bajo -
condiciones de campo.

Con la finalidad de alcanzar cada uno de los obje--
tivos propuestos en esta investigaci6n, se planteb realizar -
en forma separada varias hip8tesis:
~Inmunizar una parvada de gallinas susceptibles con el agente
hemoaglutinante HP-1, estudiando la respuesta inmune a diver=-
gas presentaciones del mismo, utilizando un lote control in--
munizado con la vacuna comercial contra el SBP. Despuds de -
un estudio de 29 semanas sobre la respuegta inmunol6gica ha--
cia el agente HP-1 y la produccibn del huevo, desafiar a to—-
das las aves con el aislamiento MI-6 para evaluar la efectivi
dad de las vacunas en estudio, tomando en consideracibn los -
titulos de anticuerpos y la produccibn del huevo, asi como --
las caracteristicas externas e internas del mismo (Capitulo l}.
~Infectar un grupo de gallinas con el agente MI-6, para obser
var el efecto clfnico asf como la capacidad de difusibn hori-
zontal del MI-6, a un grupo de aves no infectadas pero mante
nidas en estrecho contacto con las infectadas (Capitulo 2). -
-Estudiar la patogenicidad del agente MI-6 a través de las --
lesiones macro y microscépicas al ser inoculado en aves sus--
ceptibles (Capitulo 3).

-Averiguar mediante pruebas serolBgicas y fisico-quimicas, si
los aislamientos HP-1 y MI-6 realizados en la Repliblica Mexi-
cana, son efectivamente similares al agente etiolfgico del --
sindrome de la baja de postura (Capitulo 4) y finalmente
-Evaluar la proteccibn conferida por vacunas preparadag con -
el HP-1 contra el SBP en el campo (Capitulo 5).



REVISION BIBLIOGRAFICA

El sindrome de la baja de postura 1976 (SBP), es --
eh la actualidad, una de las afecciones mfis importantes para
la industria avicola en los continentes Europeo y Americano -
(6,7,10,11,44,45,62).

En el afio de 1976, se determind la etiologia del --
SBP, trat@ndose de un agente que aglutina gl6bulos rojos de -
gallina, pato y ganso, clasificado dentro del grupo de los --
adenovirus (71}; sin emBargo, el virus es diferente de los --
prototipos de adenovirus aviares (Fowl Adenovirus), identifi-
cados por sus siglas en inglés: FAV, ya que estos no son ca~-
paces de hemoaglutinar glébulos rojos. Ademis, mediante la -
prueba de difusifn en gel, se demuestra que el virus no tiene
la porcifn antigénica principal del grupo PAV (6,11). Por lo
tanto, se ha considerado como un nuevo serotipo dentro del =-
grupe de los adenovirus (10,11) que afecta aves de postura --
(4,8,11,46,78) .

Como prototipos del virus del sfindrome de la baja =
de postura (VSBP), se han propuesto los virus BC-14 y 127 ---
descubiertos por Baxendale en 1977 (6,7,10} y, McFerran y co-
laboradores en 1977 (44,45), respectivamente.

El VSBP puede propagarse en diferentes tipos de cul
tivos celulares de origen aviar: hepatocitos de embribn de po
1lo (HEPo), fibroblastos de embrién de pato (FEPa) y células
renales de pollo (CREPo) de un dfa de edad, en los cuales el
virus produce corpfisculos de inclusibén intranucleares (6,11,-
83). Macroscbépicamente es posible observar la formacibn de -
placas en los cultivos de HEPo y FEPa, las cuales permiten --
cuantificar el virus e indirectamente los anticuerpos neutra-
lizantes, por medic de la prueba de reducci8n de placas (11).



=5~

Sse ha postulado que este virus proviene de los pa-
tos ya que:

-se encuentra difundido en la poblacidn de patos y pue
de aislarse de ellos con facilidad, a partir de hiso-
pos cloacales (7,11,18,36,65,73,79)

-tiene un buen crecimiento en tejidos celulares de pa-
tos (10,38,43)

-es posible gue se hayan infectado las gallinas a tra-
vés de una vacuna contra la enfermedad de Marek pre--
parada en fibroblastos de patos contaminados, por lo
que se considera que el SBP es "exbtico" para las ga-
liinas {22,38,73).

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida,
abarcando: Holanda, Inglaterra, Francia, Espaha, B&lgica, Di-
namarca, Irlanda del Norte, Italia y Alemania {(4,6,8,11,47,--
58}%.

En el Continente Americano, se ha informado la pre-
sencia de anticuerpos contra el virus del sindrome de la ba--
ja de postura, en la Repiiblica Mexicana (5,28,60) y Brasil --
(62), mientras que en los Estados Unidos se ha realizadc el -
aislamiento a partir de patos, de un virus cuyas caracteristi
cas morfolégicas y serclbgicas son similares al prototipo 127,
sin que se haya obsgervado su presentacibdn clinica, ni la pre-
sencia de anticuerpos en gallinas (74). Por otro lado, en --
este mismo pais, Schloer y colaboradores en 1978, informan el
aislamiento de un agente hemoaglutinante a partir de gallinas
sin que 8stas presentaran evidencias clinicas del SBP (66).

El VSBP afecta primordialmente ponedoras comercia--
les y reproductoras pesadas (4,45,46,58), consideréndose que
las estirpes productoras de huevo café son mis susceptibles -
que las de huevo blanco (58,83),

Esta enfermedad se caracteriza por la imposibili--
dad de la parvada para alcanzar el méximo de produccibn, que-
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dando en un 15 a 25 porciento inferior al nivel esperade; o -
bien, un sibito descenso el cual varia entre 30 a 50 porcien-
to durante un periodo de dos a cuatro semanas, si la infec-=-
cibn ccurre después de haberse alcanzado el Sptimo de postura
(3,4,7,8,11,17,43,44,45,46,58,62), Cuando el problema se ini
cia al estar las gallinas en el miximo de produccibn, se ob--
servan bajas de un 10 porciento durante tres semanas después
de la infeccién (14).

Otro aspecte importante del SBP desde el punto de -
vista econbmico, es la presencla de cascarones débiles, hasta
llegar a la ausencia completa del mismo y la pérdida de color
en los huevos de cascardn café (3,4,6,7,8,11,17,41,42,44,46,~
47,62,69,74) .

Van Eck y colaboradores, en 1977 describieron en --
Holanda un descenso de la viscosidad de la albfimina de log ==
huevos infectados, asi como alteraciones en la fertilidad e =
incubabilidad (25).

Clinicamente la parvada se observa sana; sin embar-
go, en algunos casos hay disminucibn en el consumo de agua y

» alimento (12,43,46). Tambi&n se han llegado a presentar fuexr
tes diarreas acuwosas que humedecen la cama de los gallineros

(11,12,62}, lo que frecuentemente se traduce en la necesidad

de substituirla varias veces durante la vida Gtil del lote ~~
(62). Ahora bien, la presencia de diarrea no se asocia nece-
sariamente con bajas en la produccibn (74}).

En cuanto a los posibles hallazgos a la necropsia -
de las aves infectadas, la literatura no menciona alguna alte
racibn macroscdpica significativa, mientras que a nivel histe
l6gico se presenta una infiltracibn linfoide y edema en el =~~
fitero (30,53,69). Taniguchi y colaboraderes, en 1980 encon--
traron que la cepa JPA-l produce ademds, atrofia de las glén~
dulas uterinas, degeneracién de las células de la mucosa epi-
telial con infiltracidn linfocitaria y una disminucién en los
grénulos de secrecidn (69%).
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Ocasionalmente se ohservan cuerpos de inclusidn ba-
s6filos en el nficleo de algunas células epiteliales en dege--
neracién (69).

En parvadas que sufren la enfermedad, el virus pue-
de aislarse de la capa flogfstica aproximadamente entre los -
15 a 30 dfas después de haberse observado los primeros signos,
También puede aislarse a partir de oviducto y heces de galli-
nas, asi como de hisopos cloacales (3,7,11,47), nasales y fa-
ringeos en una parvada que presente baja en la produccién -=-
(45).

El virus se transmite de patos a patos, de patos a
pollos y de vollos a patos (73,78), mientras que la transmi--
sién horizontal gue se ha encontrado de pollos a pollos es --
relativamente baja (3,10,44,62,73,78) v casi nula de granja a
granja (3,83). En las gallinas, la principal forma de difu--
'8ifn es la vertical, y vor lo tanto, esta transmisién es uno
de los factores gque hace posible la persistencia del virus en
la poblacibn avicola; afin mis, si se considera que el proble-
ma generalmente ocurre cuando la parvada Se encuentra en el -
méximo de la produccibn (10,44,43,45). En el macho se acepta
como posible la excrecidn a través del semen {44,45).

Aparentemente, el virus se mantiene en el organismo
animal en forma latente, hasta gue existe un aumento en los -
niveles de hormonas sexuales o bien, por el estado de tensién
al iniciarse la postura (10,45).

Se ha encontrado que la transmisibn vertical de la
enfermedad, no se presenta después de una muda forzada a las
60 semanas, en aves infectadas durante su primer ciclo de pos
tura (62).

Para confirmar el diagnfstico de la enfermedad, el
aislamiento e identificacién viral es el método mis eficaz, -
seguido de la prueba serolbégica de la iphibicifn de la hemoa-
glutinaci6n (IH) (11,45,74), Las parvadas infectadas con el
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VSBP, pueden presentar inhibicién de la hemoaglutinaci6n, des
pués de las 10 semanas de edad y en algunos lotes hasta alcan
zar el miximo de postura. Las pollitas reproductoras prove--
nientes de madres infectadas que nacen con anticuerpos mater-
nos, pueden ser negativas a la prueba serolfgica durante el -
crecimiento, volviendo a presentar anticuerpos después de la
baja de postura, o de dos a cuatro semanas més tarde (62).

Es frecuente que las aves que muestran anticuerpos
a las 20 semanas no logren alcanzar los niveles de oroduccién
establecidos, y no presenten cambios en la calidad del huevo.
Las aves que no muestran anticuerpos a las 20 semanas, presepn
tan una warcada cafda en la produccién con alteraciones del -~
cascar6n, después de alcanzar el miximo de produccién (3).

Afn cuando no se conocen todos los detalles de su -
epidemiologia se ha encontrado que una vacuna de virus inac--
tivado y emulsionado en aceite protege a las gallinas contra
la baja de postura, y podria ser de utilidad en la erradica--
cién de la enfermedad (7,11,12,58,74).

A nivel de investigaci6n en el laboratorio, se ha -
estudiado el comportamiento de la vacuna a virus vivo, encon-
trédndose que ésta brinda una proteccifn tan buena como las -~
emulsionadas; sin embargo, se considera que &stas dltimas son
la mejor cpcidn para emplearse a nivel de campo, ya que eli--
minan los riesgos de la difusifn del virus por medio de la va
cupacién (8,11).

Con el fin de reducir el manejo de la parvada, tam-
bién se ha experimentado.con una vacuna bivalente, preparada
con cualquiera de los dos virus mencionades y el virus de la
enfermedad de Newcastle. En este caso los titulos empleados
para el adenovirus no fueron menores de 214 unidades hemoa--
glutinantes (UHA} y de 108‘5 dosis infectante para cultivo de
tejidos 50 porciento porx ml(DICT50 porciento/ml). Los titu——
los de los fluidos con el virus de Newcastle fueron de 2 -
UHA ¥y 109 3 dosis infectante embridén de pollo 50 porciento. =~
por ml (DIEPo50 porciento/ml). Los resultados fueron excelen
tes para ambas enfermedades; ademds, la progenie presentS al-
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tqs tftulos de anticuerpos maternos (83),

La mejor edad para realizar la inmunizaclén, es en-
tre las 16 a 20 semanas de edad, aplicando la vacuna por via
intramuscular o subcutdnea para obtener niveles de anticuer--
pos gue persisten hasta las 39 semanas de edad (11,46).

Se puede pensar en la erradicacién de la enfermedad
por medio de una seleccidén de las reproductoras antes de que
-entren en el perfodo de postura y eliminar todas aquellas a--
ves que presenten anticuerpos; sin embargo, esto es diffcil -
9).

La vacunacién tiene la ventaja de reducir la inci--
dencia en la transmisidén horizontal del virus, no solamente -
dentro de la misma granja, sino que también de granja a gran-
ja en 8reas densamente pobladas (10,46,83).

Por lo expuesto, se evidencia que la mejor forma de
llevar a cabo el control del sindrome de la baja de postura -
como para otras enfermedades aviares, es la induccidén Je una
inmunidad especffica por medio de la vacunacién (7,9,12,67,~
74,82).



Capitulo 1,

Inmunizacidn contra el sindrome de la baja de postura.

la efectividad de las vacunas depende de muchas va-
riables, entre ellas la naturaleza y cantidad del antigeno --
administrado, asl como la presencia de adyuvantes gue aumen--
ten su inmunogenicidad (39,49,61,67,70). Los adyuvantes in--
munoldgicos pueden ser definidos como agentes no esnecificos
que aumentan la respuesta inmune a un antigeno especifico —=-
(49).

Los adyuvantes pueden actuar de diferentes maneras;
una de las cuales consiste en modificar el antigeno, de tal =~
forma gue sea presentado mads eficazmente a las células sensi-
bles. Esto puede conseguirse mediante el empleo de una subs-
tancia insoluble que frene el catabolismo del antigeno y sir-
va como depbsito del mismo, permitiendo asi la liberacibn len
ta del mismo (49). Las substancias mis comGnmente empleadas
para este fin son: el alumbre, el hidréxido de aluminio, el -
fosfato de aluminio, el caolin, la tapioca, la lanolina, las
saponinas, les alginatos y el aceite mineral, entre otras --=
(70).

En la actualidad lo mls usado para formar estos de~
pdsitos de antigenos son las emulsiones, las cuales consisten
en un sistema de dos fases, formadas por una fina dispersifn
de un 1fquido no miscible en otro (13,70).

Algunos adyuvantes aumentan la respuesta inmune me-
diante otyos mecanismos produciendc efectos superiores.. Este
es el caso del adyuvante completo de Freund, el cual consiste
en una emulsidn de agua en aceite, a la que se ha afiadido el
Mycobacterium tuberculeosis (34,70),

En forma comercial y con el fin de segquir aprove---
chando el magnifico efecto de la emulsitn y no tener los efec
tos inﬂeseables, se ha eliminado la adicibn de micobacterias,

-10~
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usando comfinmente el aceite mineral Drakeol 6 VR y Arlacel A
como emulsificador {13).

Existen hoy en dfa diferentes tipos de emulsiones -
elaboradas con dos lfquidog inmiscibles: agua vy aceite mine--
ral o vegetal, pudiendo ser cualgquiera de los dos la fase dis
persa. Asi pues, y dependiendo de que liquido sea la fase --
dispersa, las emulsiones resultantes tendrfn diferentes carac
terfsticas ftisicas (50).

Bntre los tipos de emulsidn se pueden citar:
-aceite en agua, donde la fase externa es agua (50)

-agua en aceite, siendo su porcifn externa el aceite, llamado
también adyuvante de Freund (13,50}

-agua en aceite en aqua, llamadas también emulsiones milti---
ples (33).

La presencia del aceite desencadena una inflamacién
crénica local, lo que atrae macr6fagos hacia el foco de la in
yeccidn, mientras que el antfgeno se va liberando lentamente.
El resultado es que el antfigeno cuya vida media en el organis
mo podria ser inferior a un dfa, persiste por varias semanas,
lo que induce a una respuesta inmune de larga duracién (27, -
34,39,49,61,70). Ademds, el adyuvante act@ia como vehfculo y
el antfgeno es transportado por el sistema linf4tico hasta --
lugares distantes, estimuldndose asi la proliferacifn de cé--
Lulas capaces de elaborar anticuerpos; por lo tanto, el antfi-
geno es aprovechado por mayor nGmero de células (34,70}).

Las vacunas emulsionadas de agua en aceite muestran
una marcada superioridad, que estd dada por las propiedades -
fisicas, y dentro de éstas, la més importante es la formacién
de multitud de gotas de agua, Que contienen el antfgeno, ro--
deadas de aceite, guedando el antfgeno completamente protegi-
do contra el atague de anticuerpos y substancias inespecifi--
cas, logrindose una permanencia prolongada en el organismo --
(50}. -En cambio, las vacunas emulsionadas de aceite en'agua,_
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el antfgeno se encuentra en la fase externa de agua, que es -
goluble en los liguidos orgé&nicos, quedando el agente inmund-
geno expuesto a la accibn especifica e inespecfifica del sis--
tema de defensa. De esta manera, la adsorcifn es sumamente -
ripida presentando poca permanencia en el organismo.

La inmunidad que confieren es baja y extremadamente
corta, requiriéndose de mds vacunaciones para obtener una res
puesta inmune aceptable (50).

En otros estudios se ha encontrado que las vacunas
emulsionadas m@ltiples (agua-aceite-agua), son mis efectivas
para provocar una respuesta inmune gue las emulsionadas sim--
ples y son m&s £&ciles de inyectar por su baja viscosidad ---
(33). -Tanto las emulsiones simples como las emulsiones mdlti
ples, tienen la desventaja de inducir una respuesta lenta da-
da la proteccién conferida al antfgenc por el aceite.

Por otro lado, las vacunas adsorbidas en hidrdxido
de aluminio, aungue no desencadenan reacciones inmunoldgicas
tan marcadas, ya gue el antigeno es f&cilmente eliminado por
el sistema inmune, provocan una respuesta adecuada, son mis -
baratas y han sido uUsadas satisfactoriamente para el control
de algunas enfermedades (15,51), por lo que pueden ser una =--
alternativa menos costosa para la inmunizacién, ademis de no
requerir de equipo especial para la formacién de emulsiones.
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Hasta la fecha el sindrome de la baja de postura --
(SBP), ha sido vrevenido Con emulsiones simples de virus inac
tivado (7,11,12,58,74), por lo que el principal objetivo de =~
esta investigacidn, fue el determinar si el agente hemoagluti
nante HP-1 aislado en México a partir de patos, es capaz de -
inducir el desarrollo de anticuerpos contra el virus del SBP,
al ser aplicado como vacuna inactivada en gallinas ponedoras
de 26 semanas de edad.

La otra finalidad, fue comparar la respuesta inmune
originada por la vacuna emulsionada simple y la emulsionada -
miltiple, asi como el determinar si la presencia de antigeno
en la fase externa de la emulsidn mGltiple tiene un efecto --
benéfico sobre la vacunacifn, primordialmente en la respuesta
temprana, al quedar disponible el antigenc en forma inmediata

Por otro lado, y dado el bajo precio que repreSenta
la elaboracidn de una vacuna inactivada y adsorbida en hidrd-
xido de aluminio, determinar si esta vacuna produce resulta--

dos similares a las vacupas emulsionadas.



Materiales y Métodos

Aislamiento HP-1

El aislamiento HP-1 fue proporcionado gentilmente -
por el M.V.Z. J.I.Garcia, guien aisld &ste agente hemoagluti-
nante en parvadas de patos de engorda Pekin blanco, de Jdos a
ocho semanas de edad. Dicho aislamiento fue identificado a -
través de pruebas seroldgicas, encontrandose que es similar -
a los virus prototinos del SBP: 127 y BC-14 (28).

Réplica del Hp-1

Se inocularon 0.2 ml del agente HP-1l en la cavidad
alantoidea de pato de la estirpe Pekin blanco, de 11 dias de
edad, obtenidos de una granja comercial de la que se sabia --

estaba infectada con el mismo virus (28).

Despugs de seis dias de incubacibn a 370C, se pro--
cedld a c¢osechar el liquido amnicalantoideo (LAA), con el que
se realizd la prueba de hemoaglutinacién (HA) para la titula-
cién del virus, despuds de haberse llevado a cabo tres pases
ciegos con el fin de aumentar el titulo viral,

Como testigo, se inocularon tres embriones de pato
con caldo nutritivo, usando el LAA para dar tres pases ciegos.

Prueba de hemoagiutinacibn

El sistema empleado para determinar el contenido de
hemoaglutinina, fue el microm@gtodo con diluciones de: 1:5, -~
1:10, 1:20, etc y utilizando como testigo el virus K-11 * —--
(35,75).

* El virus K-11 fue proporcionado por el Dr. B.W.Calnek. De-
partamento de Medicina de las Aves y Animales Acuiticos de la
Univérsidad de Cornell, U.S.3,

14—
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Antigeno vacunal

Para la elaboracién de las vacunas, el LAA conte---

niendo 105'9

dosis infectante embridn de pato 50 porciento --
por ml (DIEPa50 porciento/ml}, fue inactivado con 0.1 porcien

to de formaldehids *, durante 12 horas a 37°C.

Vacuna emulsionada

La elaboracién de la vacuna emulsionada se llevd a
cabo por la adicidn de volfimenes iguales de LAA al adyuvante
incompleto de Freund **, mezclindolos en un homogenizador de
tejidos, a alta velocidad por un lapso de 10 minutos (37).

Vacuna emulsionada mGltiple

Para obtener la emulsitHn mGltiple, se prepard pre=--
viamente una emulsién simple y &sta se adiciond gota a gota
a un volfimen igual de solucidn salina fosfatada (SSF) con ~---
Tween 80 al dos porciento (33), mientras se homogenizaba a al
ta velocidad durante 10 minutos.

Vacuna emulsionada mGltiple + antigeno en la fase acuosa

La vacuna emulsionada mfltiple +-antigeno en su fa-
se acuosa, se elabord igwal que la vacuna anterior, con la =--
particularidad de que &sta vacuna se le adiciond antigeno a -
la fase acuosa externa,

*  J,T.Baker S.A. Xalostoc, México.
*%x pifco Laboratories. Detrxoit 1, Michigan, U.S,A.
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Yacuna adsorbila en hidrdxido de aluminio

La elaboracidn de la vacuna adsorbida en hidrdxido
de aluminio, se realizd por la adicibn gota a gota de una par
te de LAR en una parte de hidrdxido de aluminio (89 porciento
de solucibn salina fosfatada y 20 vorciento de hidrdxido de -
aluminio *) (2,51).

El material se homegenizd a alta velocidad por 10 -
minutos.

Aves experimentales

Para el estudin de la capacidad inmunizante 3Jel ais
lamiento HP-1, las vacunas ya mencionadas fueron aplicadas en
una parvada de 180 gallinas de la estirpe Babcock B-380, de -
26 semanas de edad, libres de anticuerpos contra el SBP, e --
inmunizadas contra la enfermedad de Newcastle, encefalomieli-
tig aviaria, enfermedad de Marek, laringotragqueitis infeccio-

sa y viruela aviaria.

El lote de 180 gallinas, fue dividido en seis gru--
pos compactos de 30 aves cada uno, colocando tres aves por --
jaula en un cuarto de ventilacidn positiva.

Las vacunas fueron asignadas al azar, tal como se -
ilustra en el Cuadro 1.1,

La unidad de observacidn fue una jaula con 10 reée-
ticiones y la unidad de anilisis fue el promedio de los titu-~
los de inhibicidn de la hemoaglutinacibn (IH), obtenidos de -
cada tres gallinas, alojadas en una jaula.

En el Cuadro 1,2 se indica las dosis infectantes em
bridén de pato 59 porciento por ave (DIEPaso poxciento/ave) y

* J,T. Baker S.A. Xalostoc, México,
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Cuadro 1.1 Asignacioh de las vacunas en estudio.

Grupo. Vacuna ) ;
i . Testigo no vacunado. 1
L
i i - .
2 Emuisidn simple. R <
i
3 ‘ ) Emulsion muitiple .
1 !
!
! 4 Emulslon multiple + antigeno .
s
H . - ;
. -] Adsorbida en hidroxlde de aluminio .
! :
t :
i [ Emulsidn comercial,
| i




cuadro 1.2 Dosis infectantes embrion de pato 50 porciento
y unidades hemoagiutinantes, aplicadas por ave .

‘ Grupo. DIEP a 80 paoraiento/ave . UHA Zave.
| 1
i J P s e
[ — ——
|
} .
2 10%° 12800
3 1052 12800 .
I
4 [ 1081 19200
i
s ! 1059 . 12800
|
i
7 [ , desaonocida. ' desconooida .
; :
i R
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las unidades hemcaglutinantes (UHA) que fueron aplicadas por
ave. DLa inmunizacidn se realizd por via subcuténea en la ba-

se del cuello.

Pricticas de manejo

Bl alimente suministrado fue para ponedoras, elabo-
rado en el Centro de Ensefanza Investigacidn y Extensidn Avi-
cola Cunicola y Bioterio de la Facultad de Medicina Veterina-
ria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México,

a razbn de 115 gramos por ave.

La recoleccidn del huevo se hizo dos veces al dfa,-
con la finalidad de poder realizar un control diario y semanal
de la postura, para cada uno de los seis grupos.

Debe aclararse que en el transcursc de esta investi
gacidn, hubo fallas en el suministro del alimento y del agqua
a la parvada, Durante las primeras cinco semanas de estudio,
las aves tuvieron una parasitosis externa la cuval fue tratada

con Malati®én al uno porciento.

BEstudio de la respuesta inmune

Con el propdsito de evaluar la capacidad del agente
hemoaglutinante HP-1 para inducir una respuesta. inmune, Se rea
1i28 el estudio de los niveles de anticuerpos inhibidores de
la hemoaglutinacidén (IH)}, por medio de una serie de muestreos,
en cada uno de los grupos citados, sandrando a las gallinas a,
las 0,1,2,3,4,6,10,16,20,26 y 29 semanas postinmunizacidn .

Prueba de inhibicifn de la hemoaglutinacidn (IH)

Las pruebas de IH, se hicieron utilizando el prdce—
dimiento bBeta, con 4 UHA del antigeno K-11, en el sistema de
microtitulaciédn (35,75). Los titulos de anticuerpos inhibi--
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dores de la hemoaglutinacidn, se expresan como el reciproco
de la diluci6n mas alta capaz de inhibir 4 UHA.

simultineamente se hicieron controles de: antigeno;
para la comprobacién de las 4 UHA y de un suero positivo y --
otro pegativo al sindrome de la baja de postura.

Prueba de desafio

Con el fin de comprobar a nivel de laboratorio la -
efectividad de las vacunas en estudio, se procedid a realizar
un desafio a las 33 semanas postinmunizacién. Para ello se -
ut1liz8 el aislamiento hemoaglutinante MI~-6, el cual fue apli
cado via ocular a razdn de 106 DIEPa50 vorciento/gallina.

A las cuatro semanas posdesafio, se realizd un san-
grado en la parvada con el fin de estudiar el comportamiento

de los niveles de anticuerpos.

Estudio de la produccidn del huevo

En el estudio de la produccidn del huevo se conside
raron diversos par&metros {ver Cuadros 1 y 2 del Apnexo).

Las caracteristicas externas del huevo, tales como:
cascar®n roto, en farfara, pérdida de color y cascardn defor-
me, fueron evaluadas diariamente durante el tiempo de dura---
cibn del estudio.

La calidad interna se determind por el método de -~
Unidades Haugh (UH), basado en la relacibn existente entre el
peso en gramos de 12 huevos y la alblmina, expresada en mili-
metros (19,57); mientras que la calidad externa se estudid a
través de la prueba de Gravedad Especifica (GE) (57).

Estos dos Gltimos pardmetros citados, fueron anali-
zados semanalmente desde cinco semanas antes de realizar el -
desafio a la parvada y seis semanas despuds del mismo.



Andalisis estadistico

Niveles de anticuerpos

. Para evaluar el comportamiento de los niveles de ~-
anticuerpos de cada una de las vacunas, se ajustaron dos mo~-
delos de regresidon lineal mGltiple sin intercepto, el denomi-
nado raiz cuadrada y el cuadrftico (24), representados en las
ecuaciones 1 y 2 respectivamente:

= 1/2
Yig = By ¥ v By XU 4+ By, 1)
Y, = B, X, + B, X2 + E (2
it 1 X 3 % it

donde; para simplificar la notacibn,
t =0,1,2,3,4,6,10,16,20,26 y 29 semanas y .

Yit es el nivel promedio de anticuerpos presentado en la ----

i-ésima repeticibn, 1 £1i < 10, de la semana t,

xit es el valor de la semana t,
e Y Xié/z gon el cuadrado y raiz cuadrada regpectivamente =

de la semana t,

By, B, y By son parametros a estimar y

ll
4t ©S una variable aleatoria tal que E;. md(o)r"), 121 <10,

e independiente.

El criterio de seleccifn de los modelos de las ecua
ciones 1 y 2, se basd en el maximo coeficiente de determina--

cibn, Rz, y el minimo cuvadrado medio del error.

~21-
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El modelo raiz cuadrada de cada una de las vacunas,
fue comparado con respecto a la emulsibén simple, bajo el cri-
terio de ser la vacuna utilizada a nivel mundial en el control
del SBP. Para este caso, se utilizd la técnica de variables
binarias de Gujarati (31,32).

El modelo conjunto fue:

&

AR A ACE AR NCONR HCEN
/65(1% ) # K,X:‘ e ><:> cE DXy
é/(‘Ds ct) <|{ (:D“ Xui) * g{.{. (3)

donde;

Yit = es el nivel promedio de anticuerpos presentado en la --

i-&sima repeticidn, 1 & i €10, de la semana t,
th = es el valor de la semana t,

B's y J son parimetros a estimar,

1/2
it

D1 = 1 si la observacidn es la vacuna 2
0 de otro modo.

= es la railz cuadrada de la semana t,

D2 = 1 si la observacibn es la vacuna 3
0 de otro modo.

D3 = 1 81 la observacibn es la wvacuna 4§
0 de otro modo.,

D4 = 1 si la observacidn es la vacuna §
0

de otro modo.

Ei = @5 una variable aleatoria tal que EitnU(oG} 0&1 & 10,
e independiente.
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Con el fin de evaluar si los niveles de anticuerpos
~ inducidos por las diferentes presentaciones del agente hemoa-
glutinante HP-1 y por la vacuna comercial, fueron los niveles
Sptimos en relacidn a los esperados en teoria, se decidid eva
luar la capacidad de ajuste de &stos anticuerpos durante las
29 semanas de estudioc. Para ello se planted la hipbtesis de
Nerlove; citado en Goldberger (29), la cual es ampliamente ==

utilizada en econometria, y establece

*
Y-y =Sy ), 22 <29 )
en donde:
Yt' Yt~1 son los niveles de anticuerpos observados en la se——

mana t y t-1,
*
Y, es el nivel de anticuerpos esperado, o el nivel de anti---

¢ cuerpos c¢ue en teoria deberia presentar cada vacuna respec
tivamente, y
é es el denominado coeficiente de ajuste, tal que 0 < Jél.
Por consiguiente, si S es igual a uno, significa que el ac--
tual nivel de anticuerpos es igual al esperado en el tiempo -
t, es decir
Y

*

- Y. = Y - Yt-l ¥ por lo tanto;

t t-1
*

Y, = Yt

t

si é es igual a cero, significa gue nada cambia;-—-

el actual nivel de anticuerpos, al tiempo t, es el mismo al -
observado en el periodo de tiempo anterior

*
Y, = O(Yt - Yt—l) = 0 vy por lo tanto

t” Yo
Y, = Y-
‘La hipdtesis de Nerlove planteada en la ecuacidn 4
se puede considerar Bajo dos perspectivas, las que son comple
mentarias ’

*
i) Considerando la variable Yt ; es decir, la que proporciona
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el valor de cS y para tal objetivo, se plantea el modelo de -
Nerlove

- 172
yt-:sBl xt+c§32 xt/

- . &<
#A~S)Y ) +E 226229 (5)
ii) Considerando la variable Y., es decir, los niveles de an~
ticuerpos observados en la semana t, 2 4 t 4 29.

De la ecuacibn 4 se tiene

v, =Sy v u~Save, (6

lo que indica que los niveles de anticuerpos observados son =
un promedio ponderado de los niveles de anticuerpos tebricos
y los niveles de anticuerpos observados en la semana anterlor
al tiempc t. De acuerdo al valor de < , el cual es obtenido
del correspondiente modelo ajustado de la ecuacibn 5, se pue-
de establecer la dependencia de Y, sobre Y: © Y, 3+ Esto .
quiere decir, que si J es cercano a uno, Yt se aproxima a Yt

y en poco depende de Y 51 J es cercano a cero, Yt depen~

t-1°
de de Y, _, y poco de Y} .

La aplicacifn del modelo de Nerlove, planteaba difl
cultades tebricas para el caso concreto de esta investigacién,
por lo que fue necesarioc efectuar ciertas correcciones a la -
informacibn obtenida originalmente, con el fin de satisfacer
‘la suposicién de homogeneidad de varianza o homoscedasticidad
de los errores, Draper y Smith (24)., En el Anexo 3 se ilus--
tran los desarrollos estadisticos realizados en el caso parti

cular.

Para corroborar el coeficiente Ll—‘é } gque aparece
como coeficiente de regresitn de Y, , en la ecuacifn 5, se --
obtuve la autocorrelacién de primer orden, es declr, se auto-
correlacionaron los niveles de anticuerpos observados con deg
fase de una semana (16).
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Estudio de la produccifn del huevo

En el estudio de la produccidn del huevo, se utili-
z6 un anflisis descriptivo considerando las caracteristicas -
externas delfhuevo, tales como: cascarbn roto, en fdrfara, --
pérdida de color y cascarbn deforme.



Resultados y Discusifn

Réplica del Hp-1

El LAA de los embriones testigo despus de haberle
dado tres pases ciegos, fue negativo a la prueba de hemoaglu-
tinacién viral, por lo gue se puede pensar que la transmisi®n
del virus a través del huevo (10,44,45,73,78), si la hubo, --
era muy baja, lo que nos da cierta sequridad de que el HP-1 -
no se contamind al inocularlo en embriones de pato de una par
vada positiva al adenovirus (28).

Estudio de la respuesta lnmune

) En las Grdficas 1.1 y 1.2, estdn representados en =
forma conjunta para les seis grupos en estudio, los titulos -
de inhibicifn de la hemoaglutinacién en las gallinas vacuna--
das contra el SBP a las 26 semanas de edad, mientras gue en -
la Gr&fica 1.3, se presentan 10s niveles de anticuerpos indu-
cidos por las diferentes presentaciones del HP-l, para cada -
uno de ‘los grupos correspondientes.

En el primer muestreo que se realiz&, no incluido -
en las grdficas y considerado como el sangrado testigo de la
parvada, no se detectaron anticuerpos contra el SBP, en nin--
guno de los grupos, lo gue indica que las aves estaban libres
del VSBP al iniciarse el trabajo.

Los niveles de antlcuerpos inducidos al utilizar el
HP~1 inactivado en emulsi8n simple, fueron relativamente ba--
jos para las dos primeras semanas postinmunizacibn, presentan
do un incremento a partir de la tercera semana, manteni&ndose
constantes durante el perfodo de estudio, Al comparar estas
observaciones con los niveles de anticuerpos inducidos por la
emulsifén comercial , se puede apreciar un comportamiento simi
lar, lo que viene a confirmar los resultados obtenidos por --
otros investigadores para las vacunas emulsionadas agua en --

-26-
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Grafica 1. Titulos de inhibicion de la hemoaglutinacion.
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Grafica 1.2 Titulos de inhibicion de la hemoaglutinacion
en gallinas vacunadas contra el SBP'76 a las 2e semanas

de edad.
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aceite (67,27,34)., Si se compara los titulos de anticuerpos

inducidos por la vacuna emulsionada mltiple y la mGltiple +

antigeno en su fase acuosa, se puede apreciar que ambas vacu-
nas tuvieron un comportamiento semejante, a pesar de que se -
esperaba una respuesta inmune mis alta en las primeras sema-—
nas postinmunizacibn para la emulsién m@ltiple + antigeno, por
"la presencia del HP-1 en la fase exterpa de la emulsibn, lo -
que puede sugerir por un lado que la cantidad de antigeno uti
lizada, no fue suficiente para inducir una buena respuesta in
mune temprana; o sea, el antfgenc fue catabolizado ripidamen-
te; o bien, y de acuerdo con las observaciones realizadas por
Stone y colaboradores (67), el utilizar un antigeno libre de

adyuvante induce a una respuesta similar durante la primera -
semana postinmunizacifn, que un antigenc emulsionado.

Adem&s, si se comparan los tftulos de anticuerpos -
inducidos por las vacunas emulsionadas (simple y comercial} -
con los tftulos de las emulsiones mfiltiples, no se puede apre
ciar ninguna diferencia durante las semanas posteriores a la
inmunizacibén. Estos resultados difieren con la observaci6n =
realizada por Herbert (33) al utilizar la oveoalbGmina en emul
sién mltiple y en emulsifn simple.

la vacuna adsorbida en hidr6xido de aluminio, mos-—
tré desde el primer sangrado niveles bajos de anticuerpos, --
los cuales oscilaron entre 1,3 y 3,1, éste Oltimo se detects
en las semanas 16 y 20 después de la vacunacién. En las si-
guientes semanas 26 y 29, se observd un ligerc descenso hasta
llegar a un titulo de 2.9. A pesar de que los niveles fueron
bajos, &stos se mantuvieron en el transcurso de las 29 sema--
nas, lo cual no coincide con otras investigaciones donde los
niveles de anticuerpos descendieron antes de las 13 semanas =~
posvacunacién (27,68).

En el grupo control nunca se detectaron anticuerpos,
lo que indica que las gallinas no entraron en contacto con un
virus vivo durante el perfodo experimental.
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Por lo expuesto, se puede considerar que los nive-
les de anticuerpos mis altos en esta etapa de la investiga---
cibn, fueron detectados entre las 16 y 20 semanas postinmuni-
zacidén y gue la inoculacién del antigeno en emulsidn, estimu-
la altos y persistentes titulos de anticuerpos.

El anflisis estadistico para los niveles de anticuer
pos obtenidos en cada uno de los grupos sometidos al estudio,
mostrS que el modelo de regresifn lineal ralz cuadrada fue el
més adecuado ya que &ste presentS un coeficiente de determina
¢ibn superior al 90 porciento en todos los casos, mientras que
el modelo cuadrdtico mostrd valores de R2 entre 0.787 y 0.881,
per lo que se seleccionf el modelo rafz cuadrada.

Bl valor estimado para los parémetros B1 Y Bye asi-
como el coeficiente de determinacibn R2 para cada una de las-
vacunas en estudio, s2 presenta en el Cuadro 1.3. Debe de re
cordarse que el porcentaje de variacidn explicado, Rz, cuyos—
valores estédn comprendidos entre 0 £ F? <41; indica qué por---
cién de la variacibn total en "Y" de la muestra, es explicada
por la regresifn de Y sobre "X" (24).

N6tese que el valor de R2 mis pequefio que se obtuvo
con este modelo, fue de 0.93%1, el que corresponde a la vacuna
emulsionada simple y el de mayor magnitud fue de 0.967, el ~--
que corresponde a la vacuna emulsionada doble. Por consi----
guiente, todas las observaciones estén prbximas a la curva de
regresi6n, o sea, aproximadamente el 90 porciento de la varia
cibn total de los Yi es explicada por la regresibn.

En el Cuadro 1.4, se ilustran las comparaciones en-
tre las vacunas en estudio, a través de la té&cnica de varia--
bles binarias de Gujarati (31,32). En este modelo se utilizd
la vacuna emulsibn simple como referencia, es decir, cada una
del resto de las vacunas se compard contra ella.

Se puede apreciar que finicamente la vacuna adsorbi-
da en hidréxido de aluminio, muestra diferencia significativa



Cuadro 1.3 Valor estimado para los parametros By Bz y
coeficiente de determinacion R?2,

Modelos ajustados . Coeficiente de
determinacion R?2,

Grupo 2 Emulsion simple
A
$i» -0.3608 xi +2.877T xIV® o.031
{0.0278) (o.1218)
Grupo 8 Emulslen doble
A
$ea-.030e64 xi +2.937 xi'/2 o.087
(0.0219) (o0.097D)
Qrupe 4 Emulsionh dobie T antigenc en fase dcuomsa.
A
¥ =-0.379 xi+ 2.8088 xI'% o.9e8
(0. ozR®) (0.0088)
Grupo o Adsorbida en hidronido de aluminio . ]
Lacouriisi + 1, 44684 X172 O.044

(o.ola) (0.0720)

Grupo @ VYaouna comercial .
Sia-0.3300 %1+ 2708 XIV2 ‘ 0980
(0.0288) (0.1142) =

Nota . Todos los cosficlentes de regrasidn son altamente signiticativos, P <& 0.01 - ..




Cuadro L4 Comparaciones de las vacunas en estudio.

Tecnica de variables binarias de gujarati

Emulaion Emulsion Emulsicn Adsorblaa en Emuision
simple . multiple . multiple hidrexido - .de comeraiol .
+antigenc, aluminio .
B ~0.0818 - 0,008} 0.00680 0.0270 0.0030
(0.0033) (0. 0048, {00048} (0.0046) - (0.0046)
L o.0T4 oussed o.0108 -o.4nn¢©f “ o.oBRY:
{o.038€) (0.0848) (O.0848) ° (0:05“0)» {008 48)

Nota! Q) significativo, P < 0.0l
@@' Altamente significativo, P <20.000I
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tanto en el efecto de pendiente como en el de raiz cuadrada,
P &£ 0.0001, mientras gue la vacuna emulsionada miltiple, solo
mostrd una significapcia, P ¢ 0.01, en el efecto rafz cuadra-
da.

Como se puede cobservar, el comportamiento del resto
de las vacunas fue similar; indicando que no existifé diferen-
cia entre la vacuna emulsidn simple y una emulsién mfiltiple.

En lo que respecta a la comparacibn de las vacunas:
emulsién simple y la emulsibn miltiple + antfgeno, se puede -
pensar que la adicibén de inmunbgeno a la fase acuosa de la va
cuna, no ejercif ningfin efecto positivo en la respuesta tem—-~
prana. Por consiguiente, se puede considerar que el comporta
miento gue se tuvo para cada una de las vacunas en relacibn a
la emulsién simple fue similar a excepcidn de la vacuna adsor
bida en hidréxido de aluminio, que indujo niveles de anticuer
pos mas bajos.

Los resultadﬁs obtenidos en el ajuste de los nive--
les de anticuerpos, utilizando el modelo de Nerlove, se pre—-
sentan en el Cuadro 1.5.

En el citado cuadro se puede apreciar que el modelo
propuesto presenta valores en su coeficiente de determinacifn,
RZ, altos} para cada unaz de las vacunas; el minimo fue de ---
0.978, el que corresponde a la vacuna emulsién simple y el mi
ximo fue de 0.998, el que correspondibé a la vacuna adsorbida
en hidréxido de aluminio. Estos valores de R2 son mis altos
que los correspondientes obtenidos a los del modelo de rafz -
cuadrada (Capitulo 1, Cuadro 1.3}, debido a la inclusifn como
variable independiente del valor anterior de niveles de anti-
cuerpog, es decir, el nivel de anticueipos en-una ave es una
funcién del tiempo y del valor de anticuerpos anterlor. Esto
indica que el nivel de anticuerpos en el organismo es un pro-
ceso dinimico. Este proceso se describe mejor a través de --
los valores del coeficiente de ajuste parcial,c§ . los cuales,
son superiores a 0,9 (P & 0.01) para cada vacuna, asi como pa
ra la emulsibn comercial. Fue la vacuna emulsibn simple la -
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Cuadro 1.5 Valor estimado para los pardmetros JBi ,JdB,,

I-d,d,B1,Bz y coeficiente de determinacion.

2
JF| Jﬁg ) d P Pa R
|
!'mullio'n -~-0.3843 2.8169 0.0480 0.988 -0.37| 2.638 0.978
\ simple . | to.oe7o) (0I330)  (0.0340) tooLsa)y  (o.me2)
i
|
t ] :
Emuisioh I -0.3943 2.9063 ©.0228 08772 -0,4034 2974| 0989 |
multiple . to.0219) (0.10.74)  (0.0238) (o.0ke4)  (0.l090) i
!, !
. Emuision -0.3270 2.8282 .0.0280 o.e78 -0.388 2.6928 ocwae -
l multiple (0.0238) (0.1180) to.ozeh) (0, 0844) o.les) -
i +antigeno. ; B
Ve
. : g R
Adsorbida en -017TS 1.4673 o.00l 0.998 -0I7 78 I.4TO2 o.998 ! R
‘ hidronido de (©.004 4) {0.0218) ©.c08a8) (0.0044) (a.oI8) L
l ulumlnlp. i )
Emulsion -0.3840 2.8817 0.0147 o.ses ~0.3893 2,898 .99 - i
comercial. (0.0219 (G102 (0.0213) to.ozie) (o-loB@) - - - J

ios volores obtenldos para d asl como los aosficlentes
slgniticativos, P£ 0. 0|

Nota! Toedos
de regresion,eon aitamente
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que presentd el menor valor de &, 0.955 y la adsorbida en hi
drbxido de aluminio la que presentd el valor mfs alto, 0.998.
Considerando que el coeficiente de ajuste parcial, é , puede

presentar los valores en el intervalo (0,1] y que un‘J igual

a uno indica que el nivel de anticuerpos esperado (el cual no
es observable), en cada periodo de tiempo; los resultados del
modelo utilizado, sugieren que los niveles de anticuerpos in-
ducidos por las diferentes presentaciones del agente hemoaglu
tinante HP-1l y la vacuna comercial, fueron aproximadamente --
iguales a los niveles esperados, durante las 29 semanas de es
tudio.

Objetivamente, si se analizan los resultados obteni
dos en la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién expresa
dos en las Gréficas 1.1, 1.2 y 1.3 del presente capitulo, gque
representan el promedio aritmético de los niveles de anticuer
pos de 10 jaulas, se puede apreciar en alguna de las semanas,
un comportamiento descendente en el titulo de anticuerpos, --
que al compararlo con los valores de :S obtenidos en este mo-
delo de NWerlove, se infiere que existe una alta capacidad de
ajuste por el organismo animal, en un determinado perfodo de
tienpo; o sea, y tomando en consideracibn que

*
¥, = cgyt fo-davy,

el nivel de anticuerpos observado en cada uno de los muestre-~
os fue similar al nivel de anticuerpos esperado,no observados,
en ese preciso momento por lo que ¥, se aproxima a Y: ' gst&n ‘
poco relacionados con los niveles de anticuerpos observados -
en la semana anterior.

Para corroborar este resultado, se obtuvo la auto~-
correlacién de primer orden ﬁ , cuyo valor minimo fue de 0.557
para la emulsifn mdltiple + antigeno, seguida por la emulsién
mGltiple cuye valor fue de 0.569, mientras que para la emul--~
sién comercial se obtuvo el valor de q més alto de 0.627, se
guido por la vacuna adsorbida en hidréxido de aluminio con ==
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0.615 vy finalmente la emulsién simple con 0.579, lo cual esté
indicando que la autocorrelacidn entre los niveles de anticu-
erpos de una serie de observaciones ordenadas en el tiempo, =~
es relativamente pequefia si se considera que -1<£ €51,

Por consiguiente, el mencionado coeficiente confir-
ma el efecto (i-d ) que existe entre los niveles de anticuer
pos cbtenidos en la semana t-1, con los niveles observados en

la semana t.

Estudic de los niveles de anticuerpos en el posdesafio

A las cuatro semanas de haber realizado el desafio
a la parvada con el aislamiento hemoaglutinhante MI-§, se rea-
1126 el Giltimo sangrade a las aves. Los resultados se encuen
tran expresados en la Grafica 1.4,

N6tese que después de haberse realizado el desafio,
existidé un ligero aumentc en los niveles de anticuerpos, si -
se compara con los resultados gue se habian obtenido hasta --
las 29 semanas postinmunizacién.

El grupo testigo que no habia mostrado anticuerpos
en ninguno de los muestreos, alcanz6 un titulo de 4.7; la e--
mulsién simple presentd un aumento en los niveles de anticuer
pos de un logaritmo, con respecto al (ltimo sangrado antes -~
del desafio. La emulsibn mltiple tuvo un incremento de dos
logaritmos, mientras gque la emulsidn miltiple + antigeno, fue
la vacuna que, junto con la emulsitén comercial, permanecil --
précticamente sin mostrar un alza significativa en los titu--
los de anticuerpos posdesafio.

Por otro lado, se puede observar gque la vacuna ad--
sorbida en hidr6xido de aluminio, fue la que sufrié el mayor
incremento en los titulos, debido probablemente al répido ca-
tabolismo del antfgeno si se compara con las vacunas emulsio-
nadas que inducen a niveles de anticuerpos mis altos y persis
tentes (27,67,68).



Grdfica 1.4 Titulos de inhibicion de la hemoaglutinacidn ,
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Estos resultados, que se obtuvieron como consecuen-
cia de haber realizado un desaffo a las 33 semanas de estudio,
pueden sugerir por un lado, que las vacunas elaboradas en es-~
ta investigacidn, no brindan una proteccién adecuada contra -
la infeccifn y que el utilizar el hidr6xido de aluminio como
adyuvante en la respuesta inmune, no induce una proteccién —-
tan sblida como las emulsiones, razén por la cual, el grupo -
cinco inmunizado con el citado adyuvante present6 un fuerte -
incremento en el titulo de anticuerpos después del desaffo. -
Sin embargo es evidente que la respuesta anamnésica es adecua
da, ya que se obtuvo una alza en los niveles de anticuerpos ~

ante un segundo estfmulo antigénico.

Estudio de la produccifn de) huevo

El estudio de la produccién del huevo, tuvo una du-
racién total de 38 semanas; incluyendo las seis semanas de es
tudio posdesaffo. Los resultados que se obtuvieron de las ca
racteristicas externas del huevo, tales como: cascarbn roto,-
en firfara, pérdida de color y cascaréfn deforme, se ecacuentran
expresadas en porcentajes semanales para cada grupo (Anexo 4,
5,6,7,8 y 9).

Con la finalidad de simplificar el andlisis de los
resultados, las 38 semanas fueron divididas en 13 periodos de
tres semanas cada uno. Por consiguiente, estos resultados re
presentan la media general de cada tres semanas para el paré-
metro a discutir en las gréficas presentadas.

En la Gr&fica 1.5, se expresan los resultados de -~
cascarbn deforme, en la cual es posible observar que en el =--
transcurso de las 33 semanas antes del desafio, no hubo cam--
bios significativos. Sin embargo, se presentS una elevacitn -
en el nGmero de cascarones deformes en todos los grupes, des-
pués de haberse realizado el desaffo con el aislamiento MT-6.
El porcentaje alcanzado por el grupo vacunado con la emulsibn
miltiple + antfgeno, fue de 3.76 siendo el valor mis alto.



“0

Grdfica 1.5 Porcentaje de huevo con cascaron deforme
en los grupos de galiinas vacunadas o no, contra e SBP,

antes y después del desafio.
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Estos datos pueden indicar una falta de proteccisdn de las va-
cunas, debido al tiempo transcurrido entre la vacunacibn y el
desaffo. Por otro lado, es diffcil asegurarlo pues durante -
el estudio hubo altibajos en el porcentaje de huevo con casca
rén deforme. El grupo testigo no inmunizado, solo presentd -
un incremento de 2.63 porciento,

En la Grafica 1.6, donde se encuentran expresados -
los valores para la ausencia de cascarén (huevo en fiarfara),-~
podemos ver que ningdn grupo tuvo un valor superior al dos --
porciento, inclusive después del desafio.

En la Gréfica 1.7, donde se representa la p#rdida -
de color del cascarbn, se puede observar que en el primer pe-
riodo de estudio (semanas cero, une y dos) para los seis gru-
pos, no hubo alteracidn en la pigmentacién del cascar6bn, no -
asi en el sequndo perfodo {semanas tres, cuatro y cinco) don-
de se presenta una elevacibn general en todos los grupos.

En les siguilentes periodos, se presentan resultados
homogéneos para los seis grupos, not&ndose una elevacifn en -
la etapa correspondiente al posdesafio, siendo el grupo testi
go no vacunado, el mis afectado.

En la Gr&fica 1.8, donde se presentan los porcenta-
jes de huevo roto, hubo una ligera elevacibn en la etapa pos-
desafio: primero en el grupo control y después en el grupo -~
cuatro; sin embargo, los resultados que se obtuvieron no su--
peraron el comportamiento observado en el predesafio.

Si se consideran los resultades obtenidos para las
caracteristicas externas del huevo, durante las primeras 33 -~
semanas de estudio y especialmente la pérdida de color y la -
presencia de huevos rotos, podria pensarse gue la parvada su-
frié un brote de sindrome de la baja de postura; sin embargo,
deben de considerarse algunos factores importantes'como es el
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Grdfica 1.6 Porcentaje de huevo en fdrfana, en los .
grupos de gallinas vacunadas o no,contra el SB8P , -
antes y despueés de! desafio.
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Grdfica |.7 Porcentaje de huevos con perdida de color
en el cascaron, en los grupos de gallina vacunadas o no,
contra el SB P, antes y despues del desafio.
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Grdfica 1.8 Porcentaje de huevos con cascaron roto, en
en los grupos de gallinas vacunadas o no, contra el SBP,
antes y despues del desafio.
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hecho de no haber detectado niveles de anticuerpos a través -
de la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacifn en el gru--
po testigo, antes de realizarse el desaffo, como ya se habia
indicado en el estudio de la respuesta inmune de este capitu-
lo.

Otro factor que debe de considerarse, es el hecho -
de que existieron problemas con el suministro de alimento de-
bido a que el experimento se realizé utilizando varias parti
das de alimento, y no con una sola, coincidiendo los cambios
de alimentacifn con las alzas en el porcentaje del huevo roto
y la pérdida de color.

) Es sabido que cualguier estado de tensifn en una --
parvada, determina la produccifn de huevos con cascarfn rugo-~
so y delgado (48,57,59,64), lo que debe de tenerse presente,~
ya gue en el transcurso de esta etapa de la investigacibn las
aves estuvieron sometidas a un fuerte manejo, debido princi--
palmente a los diversos sangrados que se realizaron y en me--
nor grado, por fallas en el suministro de agua y la parasito-
sis externa due sufrieron durante las primeras cinco semanas
de estudio, siendo estos factores los que en la préctica de -
campo, ocasionan bajas en la produccidn del huevo *.

En la etapa posdesaffo, la elevacifn que se presen=-
t6 principalmente en los porcentajes de cascarén deforme y ~--
pérdida de color, pueden indicar junto con la elevacibn obte-
nida en el titulc de los niveles de anticuerpos en todos los
grupos, una cierta susceptibilidad en la parvada por el virus
del sindrome de la baja de postura.

Para resumir esta informacibn, el Cuadro 1.6 presen
ta la eficiencia productiva en la etapa pre y posdesaffo, pa-
ra cada uno de los grupos en estudio. Nbtese que los valores
obtenidos para la diferencia en porcentajes entre el huevo sa

*Romano,J.J. Comunicacifn personal (1984).
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Cuadro |.6 Eficiencia productiva en la
posdesafio .
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P r e d @ 8 a f i o. P o s d e s a f | o
| 1
! |
i H
' Aves Huevototal Huevo sana DI, Dit. !Huevo tofalHuevo sano. DIf . Dif. Aves.
) .
ancosstaday  /ave / ave absoluta. porcentaje.|/ ove /avae . pof
Grupo. sncasetada ; ¢
enaasstada | encose toda sncoeetada,
bt et SRR ) i } |
: | i
Testigo no ! i | :
inmunizado . 3 126.6 ns.s 8.1 2.4 19.2 1857 3.8 8.2 27
L R . I | i .
| .
Emulsiocn | l i
| simple. 31 1213 10885 2.8 o8 ! 16,9 149.8 2.4 42 249
: . - : N
i
Emuisicn .
. multiple. =0 144.6 1z28.4 18.2 nz i =238 210 z.9 124 | 26
. i B
i
" Zmulsion . | |
muitiple 31 146.9 iss.8 ns 7.6 20.7 7.9 28 t3.8 so !
+ antigeno.
i .
Adsorbida en ; ; ! !
hidraxido de ; =0 141.3 127.4] 3.9 .8 z0.5 8.0 2.8 120 | 27
aluminlo . ‘ *
Emulsion ')
comercial , | 32 1498.8 1384 13.8! w®o 206 8.2 ‘ 24 | n.e
“ | ! 1 I I I




-7~

no y el hueve total por ave encasetada, es similar en los -~
seis grupos antes del desaffo., Despuds de realizar el desa-
fio, puede notarse gue los grupos inmunizados con la vacuna
emulsionada simple, mGltiple, adsorbida en hidréxido de alu-
minio y emulsionada comercial, siguen presentando resultados
homogéneos; sin embargo, el Grupo 1 no vacunado y el Grupo 4
(emulsién mAltiple + antigeno), mostraron un incremento con-
siderable en el porcentaje de huevos alterados hasta de un -

5.8 porciento.

Otro valor utilizado para determinar la calidad del
cascarén, fue la prueba de Gravedad Especifica (GEJ, basada -
en el concepto de que a mayor grosor tenga el cascardn, mayor
densidad tiene el huevo (57).

Los valores de GE que se obtuvieron durante el es--
tudic de la calidad externa del huevo, tanto en la etapa pre-
desafio como en la de posdesaffo para los seils grupos, oscils
entre 1.096 y 1,100, lo que equivale a una puntuacidn de 7 y
8 respectivamente dentro de una escala del cero al ocho, en -
el método descrito por Marble, citado por Quintana (57).

por lo tanto, y con base en los resultados que se -
lograron; se puede considerar gque no hubo un cambio en la ca-.
11dad externa del huevo para ningGn grupo, afin después del de
safio. )

Calidad interna del huevo

La calidad interna del hueve, fue estudiada por el |
método de Unidades Haugh, el cual relaciona el peso en gramos
de doce huevos y la altura de la albfmina, expresada en milf-
metros (19,57).

Los resultados obtenidos tanto en las semanas antes
de realizar el desafio como en las de posdesafioc, estuvieron
entyve 56 y 82 UH, lo que sugiere gue la calidad interna del -
huevo, no se vio afectada, ya qgue se considera que los va107~
res superiores a 55 UH, indican huevos de buena calidad.



Capitulo 2,

Infectividad y transmisifén del agente hemoaglutinante MI-6

Entre las caracteristicas econfmicas mis importan-
tes del sindrome de la baja de postura (SBP), se encuentran -
las alteraciones externas e internas que &ste ocasiona en la
produccibn del huevo (4,7,8,11,46,62,74,78). De ellas se pue
den citar: presencia de cascarones débiles hasta llegar a la
ausencia completa del mismo y la pérdida de color (3,4,6,7,8,
11,46,47,62,69,74), asi como un descenso en la viscosidad de
1a albfimina acompafiado de alteraciones en la fertilidad e in-
cubabilidad (25).

En cuanto a la transmisidn del virus del sindrome -
de la baja de postura (VSBP), se ha encontrado que la princi-
pal forma de difundirse de una parvada a otra, es a través de
la via vertical, haciendo posible la persistencia del virus -
dentro de la poblacién avicola (10,45).

Por otro lado, se reporta que la transmisién hori--
zontal entre las gallinas es minima o casi mula (3,10,62,73,~
78)., siendo mis dificil esta transmisién de una granja a otra
(3,83).

En México, hay quienes han observado clinicamente -
que parvadas hermanas alojadas en diferentes lugares, se com-
portan en forma distinta, presentando algunas el SBP y otras
no, lo cual nos hace pensar que puede haber una forma de ----
transmisibn diferente en estos casos o que el virus presente
en México, tiene mayor facilidad de transmisiédn horizontal *.

* pineda,P.,L. Comunicacién personal (1983}.
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El objetive de este experimento fue el de determi-
nar la capacidad que el agente hemoaglutinante MI-6 tiene pa-
ra difundirse horizontalmente en un grupo de aves ponedoras -
de la estirpe Babcock B-380. Asi como tambi&n, reevaluar el
efecto que tiene sobre la produccifn del huevo, estimando de

gsta manera su patogenicidad.



Materiales y M&todos

Aves experimentales

Se trabajé con 40 gallinas ponedoras, Babcock B-380,
de 26 semanas de edad., Las aves estaBan inmunizadas contra -
la enfermedad de Marek, laringotraqueitis infecciosa, viruela
aviaria, enfermedad de Newcastle y encefalomielitis aviar, pe
ro libres de anticuerpos contra el VSBP.

Pricticas de manejo

[a parvada fue dividida al azar en dos grupos de --—
20 gallinas cada uno. El primer grupo de gallinas se inoculd
con 105'7 dosis infectante embribn de pato 50 porciento por.—
ave (DIEPa50 porciento/ave}, mientras que el segundo lote se
conservb como testigo no inoculado.

las gallinas se alojaron a razbn de tres aves por -
jaula, colocando los dos grupos en el mismo cuarto de aisla--
miento y estuvieron separadas fnicamente por la malla de alan
bre de las jaulas.

se suministrS alimento para ponedoras, elaboradc en
el Centro de BEnsefianza Investigacién y Extensién Avicola y --
Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia -
de la Universidad Nacional Mutbnoma de México. El alimento -
fue servido diariamente calculindose 115 gramos por ave. ‘

La recoleccifn del huevo se hizo diariamente, eva--
ludndose la calidad interna v externa del mismo a través de -
las pruebas de Unidades Haugh (UH) y Gravedad Especifica (GE)
respectivamente, segin se sefialé en el Capitulo 1 (pdgina 20).

50~



-51-

Multiplicacibdn del aislamiento hemoaglutinante Mi-6

Se 1llevd a cabo segfin se describié en el Capitulo 1
{pdgina 14).

Determinacifn de anticuerpos contra el VSBP

La parvada fue sangrada antes de realizarse la ino-
culacién v a la 1,2,3,4,7 vy 102 semana postinoculacidn, usan-
do ¢l suero obtenido para la prueba de inhibicién de la hemoa
giutinacidn (IH).

Prueba de inhibicibn de la hemoaglutinacidn (IH)

Se realizd siguiendo la metodologia que se descri--
bib en el Capitulo 1 (plgina 19).



Resultados v Discusidn

Multiplicacidn del agente hemoaglutinante MI-6

De manera similar que en el capitulo anterior, el -
l9quido amnioalantoideo (LAA) de los embriones de pato que ==
fueron utilizados como testigo, no present& hemoaglutinacifn,
despufs de haberle realizado tres pases ciegos en embriones,-
lo que indica gue, si hubo virus presente en los embriones --
antes de la inoculaci6fn, era en pocos embriones.

Prueba de inhibicifn de la hemoaglutinacidn

Los tftulos de anticuerpcs obtenidos en este estu--
dio, se encuentran expresados en el Cuadro 2.1,

Nétese que el resultado del sangrado control antes
de realizarse la inoculacién, fue negativo para ambos lotes,
A la semana postinoculacifin, {inicamente el grupo 1 tuvo un --
titulo de 2.3. El lote testigo no desarrolld anticuerpos y -
permanecid negativo durante el estudio. En el transcurso de
las semanas, en el lote inoculado los niveles de anticuerpos
continvaron elevindose alcanzande el titulo m&s alto de 5.2,
en la semana siete postinoculaci6n.

Por consiguiente, al no detectarse anticuerpos inhi
bidores de la hemoaglutinacién, dentro del grupo de aves no -
incculadas con el agente MI-6, se infiere gque el mencionado -
agente no se difunde en forma horizontal dentro de una pérva—
da de aves de postura.

Los resultados en este estudio, son semejantes a -
las observaciones que sobre la epidemiologia de la enfermedad,
han realizade algunos investigadores (20). . Sin embargo, exis
ten autores que han encontrado una difusifn lenta de jaula a
jaula dentro de una misma caseta, cuando hay aves en la etapa _
inicial de la enfermedad; o bien, una transmisi&n horizontal
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Cuadro 2.1 Titulo de la inhibicicn de la hemoaglutinacion,

en gallinas ponedoras Babcock B-380,inoculadas con el _

aislamiento MI-6.

Nivel de anticuerpos A /Logg.
Sangrado Semanau Postinooulucidn Lote | Lote R
Control. [} o? of
[} ! 2.3 (=]
2 2 3.4 o
3 , 3 4.0 o )
t
- : 4 8.1 [=]
i [} T s.a -]
[} (1] 8.8 o
 F MV...__.JL ———— v - ——— P - 4 e e —— SN | - _ - -

A/LLogg. de ia dltucldn mae alta capaz de Inhiblr 4 unidades hemoagiutinantes .

. promedio de 20 gallinas.
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muy ripida cuando la parvada se encuentra en el miximo de su
postura (22).

En general, se ha considerado que la difusibn late-
ral del virus puede ocurrir, aunque en forma muy limitada ---
(11,12,46,83).

Estudio de la produccidn del huevo

En los Cuadros 2,2 y 2,3, se expresan los resulta--
dos obtenidos en el estudio de la produccifn del huevo, tanto
para el lote control no inoculado, como para el grupo de aves
inoculadas con el agente hemoaglutinante MI-6.

En lo que respecta al porcentaje de produccibn ga--
1lina-dfa; ambos grupes presentaron un comportamiento similar
durante las 10 semanas de estudio. Se observd un ligero des-
censo en la produccidn durante la cuarta, quinta y sexta ée--
mana postinoculacifn, sin que dicha baja coincidiera con una-
disminucibn en la calidad externa e interna del huevo.

En el andlisis de las caracteristicas externas del
huevo, tales como: huevo roto, deforme, en fdrfara y pérdida
de color, se puede apreciar que la presencia de huevo defor--
me y en flrfara fue pricticamente nula para ambos lotes.

En relacisn a la pérdida de color que se obtuvo en
el lote inoculado, el porcentaje que se presentS fue muy bajo,
inclusive durante cuatro semanas no se detect6 ninguna altera
cibén en el color del cascarbn. Sin embargo, en el lote tes-~
tigo si se presentaron porcentajes relativamente altos, lo --
que no puede interpretarse como consecuencia de una infeccibn
por el VSBP, ya que durante las 10 semanas que se realizd el
experimenta, no se detectaron anticuerpos para el lote testi-
go no inoculado.

La presencia de huevo roto fue la mis evidente en -
este estudfo, sin que pueda atribuirse a la enfermedad, ya -~
‘que fue similar en ambos grupos.
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Cuadro 2.2 Estudio de la produccion del huevo.

Lote | - control

Nno inoculado .

Producaion gallina~dfa,

{poraentaje) .

Caracteristicas externas
del huevo. {porcentaje) .

roto

deforme

en fdrtanq)

Semanas ostinoculacio’n .
p

Se.a | 57,0 [68.9 | O1.8 49, 43.6 61,1 64.3 | 82,0

perdida de oolor,
. - —a m b

9.3 1.0 9.6 2.3 8.3 8.4 3.9 T.. 8.3 0.2
.0 2.8 0.0 0.0 |o.0 |0.0 |O.O 1.2 0.0 t N 3
0.0 0.0 0.0 .8 0.0 |0.0 6~O 6-0 c.0
4.6 0.4 2.6 jI0.8 7.0 8.4 (6.8 |I3. @ V.I
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Cuadro 2.3 Estudio de la produccion del huevo.

L.Lote 2 - inoculado .
i

! Produccion gallina~ dia .

' (porcentaje) .

Caracteristicas externas

de! huevo. {poroentaje) .

roto lj.

deforme

en tdrfanal

pemdida de color |

58.7

Samanas

60.0 54.3

0

postinoculacion.

36.4

.0

Q.0

3.4

0.0

©.0

32.9

0.0

~9.3

T.2

0.0

88.7

84,3

52.8

io.s
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Estos resultados en las caracteristicas externas --
del hueve, se pueden atribuir a fallas en el manejo de la par
vada tales como: poca ventilacidn dentro del cuarto de aisla-
miento, irregularidades en el suministro de agua y alimento -
y, sobre todo, a la tensifn sufrida por la parvada debido a -
la obtencibn de muestras sanguineas, de cada una de las aves
en forma peribdica.

Estos datos son diferentes a los logrados por algu-
nos lnvestigadores, los cuales han observado baja de postura
de seis a 17 porciento acompafiada de alteraciones externas --
del huevo (23,80).

En el estudio del grosor del cascarfn mediante el -
método de Gravedad Especifica, la densidad que se obtuvo osci
16 entre 1,096 y 1.100, mientras que la calidad interna del -
huevo, determinada por medio de Unidades Haugh, estuvo entre
56 y 82 UH. BAmbos resultados sugieren que la calidad interna
y externa del huevo no se vio afectada en el lote inoculado -
ni en el grupo control no inoculado. ' Estos datos son simila~-
res a los obtenidos en el Capitulo 1 de esta investigacién y
a las observaciones hechas por House y colaboradores al ino--
cular un adenovirus aislado de patos en gallinas de postura -
White Leghorn donde la calidad interna del huevo no se vio a~-
fectada (36).

Considerando los resultados obtenidos en el Capitu-
lo 1, al utilizar el aislamiento MI-6 para comprobar la efec~-
tividad de las vacunas inactivadas y emulsicnadas asi como la
adsorbida en hidréxido'de aluminio, aunado a los datos obte=-
nidos en el presente capitulo, hacen pensar que el aislamien-
to hemoaglutinante MI-6, posee baja o nula patogenicidad.

Debe de tenerse presente que se trabajé con un nG--
mero relativamente pequefio de aves, lo cual constituye un fag
tor decisivo en los resultados logrados, tanto en la capaci--
dad que el agente MI-6 tiene para difundirse horizontalmente,
como en el efecto que ocasiona sobre la produccidn del huevo.



Capftulo 3,

lesiones del oviducto de gallinas inoculadas con el agente -~

hemoaglutinante MI-6

La sintomatologfa que caracteriza al sfndrome de la
baja de postura (SBP), es una alteracifn en la produccién del
huevo, misma que ha sido asociada al momento en el cual se --
produce la infeccifn en la parvada (22).

Aparte de los posibles problemas en la calidad ex--
terna e interna del huevo como son: pérdida de color, fragili
dad del cascarfn, presencia de huevo,en fdrfara y alteraéio--
nes de la albfimina (4,6,7,8,11,46,62,74), la enfermedad puede
traﬁscurrir sin manifestaciones, de tal forma que la parvada
puede observarse sana (12,46). En el examen posmorten, no.--
existe ningfin cambio macrosc6pico que sea de ayuda en el diag
néstico de la enfermedad, mientras que al examen microscdpico
es posible el hallazgo de ciertos cambios en las diferentes -
regiones del oviducto, que pueden orientar a un diagnfstico -
presuntivo (3,30,53,69), El virus del sfndrome de la baja de
postura (VSBP), puede ocasionar una severa degeneracién y des
camacifén de las células epiteliales, atrofia de glfndulas ute
rinas con una marcada infiltracién de heter6filos , linfoci--
tos y cflulas plasmiticas, todo ello acompafiado de edema del
oviducto. También puede haber formacidn de cuerpos de ineclu-
sién en las células epiteliales del {itero, itsmo y regién =--—~
glandular de la vagina (69).

Es de suponer que la gravedad de las lesiones pro--
ducidas por el VsBP, estd relacionada con la severidad en el
descense de la produccifn y los cambios en la calidad interna
y externa del huevo, ya que los mayores cambios en la calidad
del huevo fueron encontrados con cepas que producen lesiones
severas (69); por otro lado, la capacidad para prevenir las -
lesiones histol8gicas, puede ser un parfmetro mis objetive pa
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ra evaluar la calidad de las vacunas contra el SBP, las que —
hasta la fecha, se evalfian ~~'5 por su capacidad para inducir
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacifn y para preve--
nir la presentacién clinica de la enfermedad (9,51,52,55).

La capacidad para inducir anticuerpos inhibidores =
de la hemoaglutinacién, es un indicador de la calidad de la -
vacuna, pero no asegura gue proteger&n contra la enfermedad,-
mientras que la evaluacibn clfnica de la proteccifn es diff--
¢il, a menos gue se use un gran nfimero de animales,
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El prop6sito de este trabajo, fue determinar la ca-
pacidad que el aislamiento hemoaglutinante MI-6 tiene, para -
producir cambios en el oviducto de gallinas ponedoras Babcock
B-380, con el objeto de utilizarlos comc pardmetros de su pa-
togenicidad ; y de resultar patbgeno, desarvollar una prueba
para la constatacibén de la proteccibén conferida por las vacy
nas contra el sindrome de la baja de postura.



Materiales y MEtodos

Aves experimentales

Para la realizacién de este estudio, se trabajé con
un lote de 40 aves de 35 semanas de edad, de la estirpe Bab--
cock B-380, libres de anticuerpos contra el VSBP e inmuniza--
das contra la enfermedad de Newcastle, laringotraqueitis in--
fecciosa, viruela aviaria, enfermedad de Marek y encefalomie-

litis aviaria,

Prdcticas de manejo

La parvada fue dividida al azar en dos grupos expe-
rimentales; al grupc A se le considerf como lote testigo no -
inoculado, formado por 10 aves, El grupo B, constituide por
30 aves, fue el lote inoculado con el agente hemoaglutinante
MI-6.

Ambos grupos fueron alojados en cuartos diferentes
con ventilacién positiva, a razbn de tres aves por jaula.

El alimento para ponedoras, suministrado a razbn de
115 gramos por ave por dfa, fue elaborado en el Centro de En~-
sefianza Investigacifn y Extensidn Avicola y Cunfcola y Biote-
rio de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México.,

Réplica del agente hemoaglutinante MI-6

Se inocularon 0.2 ml del aislamiento MI-6 en la ca-
vidad alantoidea de embriones de pato comercial, de la estir-
pe Pekin blanco. Después de seis dfas de incubacibn a 37°%¢, -
se cosechd el liguido amnicalantoideo (IAA), procediendo des-
pués a la titulacién del mismo, por medic de la prueha de he-
moaglutinacién viral (HA), descrita en el Capfitulo 1 (pigina

145
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Como testigos, se inocularon tres embriones de p@to
con caldo nutritivo, usando su LAA para dar tres pases cic(jos.
4

A los ocho dias de haber sido alojadas las parvadas,
se procedif a realizar la inoculacifn de las aves del grupo B,
con 105'7 dosis infectante embritn de pato 50 porciento por -
ave (DIE:Pas0 porciento/ave) del agente MI-6 por via ocular.

Sacrificio y Recoleccifn de muestras

Antes de Inocular a las gallinas del grupo B, se sa
crificaron cuatro aves del grupo control como testigos de la
prueba. A los 6,10,14,20,24 y 28 dias postinoculacibn; se se
leccionaron en forma aleatoria cinco aves del grupc inoculado
y una del lote control. A estas gallinas se les sangrf para
realizar la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacidn con =~
el suero obtenido. Posteriormente se realizd la necropsia en
forma detallada y se recolecté una muestra de infundibulo, -=-
itsmo, magnum, (tero y vagina en cada ave. Todos los tejidos
fueron fijados en formol al 10 porciento, embebidos en parafi
na y cortados a cinco micras de espesor para ser tefilidos con

hamatoxilina y eosina (40).

Prueba  de inhibicibn de la hemoaglutinacibén (IH]

Se realiz6 siguiendo la técnica descrita por Ville=-:
gas (75}.



Resultados y Discusibn

Réplica del agente hemoaglutinante MI-6

A los seis dias de haberse inoculado el aislamiento
MI-6 en la cavidad alantoidea de embriones de pato comercial,
Pekin bianco, se cosechS el LAA. Este presentd un titulo de
640 unidades hemoaglutinantes (UHA).

El LAA de los embricnes testigos inoculados con cal
do nutritivo, no presentd titulo hemoaglutinante después de -
realizar los tres pases ciegos, lo gue viene a reducir las po
sibilidades de que el infcuylo se haya contaminado con el ade-
novirus de patos. A pesar de esto, debe de tenerse presente
gue se trabajd con embriones de pato procedentes de una gran-
ja infectada (28},

Prueba de inhibicidn de la hemoaglutinaci6n

Los resultados obtenidos en esta prueba, se encuen-
tran expresados en el Cuadro 3.1.

las aves testigo pertenecientes al Grupo A, no mos-
traron anticuerpos contra el VSBP durante el estudio. El lo-
te B presentS un titulo de anticuerpos de 2.2 en el primer ==
muestreo, los cuales siquieron en aumento hagta alcanzar un -
nivel de 5.0 a los 28 dfas de la inoculacibn,

" Examen posmorten

En el examen a la necropsia no se encontr® ningin -
cambio macroscbpico en las aves testigo ni en las aves inocu-
ladas con el aislamjento MI-6, )

Al estudio microscfpico de las diferentes regiones
del oviducto, en las cuatro aves del grupo control, se obser-
" v6 edema e infiltrado linfocitario en la zona correspondiente
a infundibulo y Gtero, mientras gue en magnum, itsmo y vagina,
no se encontrd ninguna alteracibn microscbpica. En los si---
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Cuadro 3. Titulos de lainhibicidn de la hemoaglutinacion,
en gallinas ponedoras Babcock B-380, inoculadas con el
aislomiento MI-6 .

Nivel de anticuerpos A/Log,.

Dias Lote A, Lote B .
postdesatio
b
[ o o
d
e o~ 2.2
d
10 o~ LY
a
i o’ -7
20 o 4.9
d
24 o~/ 49 o
i
. a B
28 o™ 8.0 (l :
i i e R

A/Logy de la dilugidn mo's olta copaz . de Inhiblr 4UHA .
2/ promedio de cuatro gallinas .

Ls promedioc de cinco galilnas ,
4y una gallina del 8% al 28¢ dl’ﬂ postinoculgalén .
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guientes muestreos, se siguieron observando las mismas lesio
nes en infundibulo y fitero, tanto en las aves control como en
las infectadas y sacrificadas a los 6,10,14,20,24 y 28 dias -
postinoculacién. La presencia de focos linfocitarios o la in
filtracidn de células inflamatorias, heteréfilos y células mo
nonucleares en la l8mina propia del {itero, asi como el edema
y la atrofia glandular, han sido los hallazgos histopatoldgi-
cos en aves control de algunas investigaciones, en donde los
autores han establecido la difevencia con las lesiones presen
tadas en las aves inoculadas, por el grado de severidad en las
mismas (26,63),

Sin embargo, en este estudio no se encontrd diferen
cia alguna entre las lesiones en el oviducto del grupo control
y el inoculado.

Por consiguiente y tomando en consideracidn que ho
se detectaron anticuerpos contra el VSBP en el lote control,-
los resultados obtenidos al estudio de las diferentes regio--
nes del oviducto, indican que el aislamiento hemoaglutinante
MI-6, no es capaz de ocasionar cambios microscbpicos en el o-
viducto, lo que indica que dicho aislamiento, es de haja patg
genicidad, a diferencia de los resultados que obtuvieron algu
nos investigadores en el estudio de la patogenicidad del ade-
novirus JPA-1l, aislado en el Japdn (69).

Los resultados descartan la posibilidad de usar el
aislamiento MI-6 como desaffio en la constatacidn de la protec
cibn conferida por vacunas contra el SBP. Su baja .patogenici
dad podria llevarnos a pensar gque es un virus adecuado para =
ser usado como vacuna a virus vive, pero debemos recordar que
existe el peligro de que este virus aumente su patogenicidad
a través de pases en gallinas, como sucedif con el agente aisg
lado por Villegas (77).



Capitulo 4.

Algunas pruebas para la caracterizacidn de los agentes hemoa-
glutinantes HP-l y MI-6

El sindrome de la baja de postura (SBP), caracteri-
zado por las bajas que ocasicna en la producecibn y por las al
teraciones en la calidad externa e interna del huevo (4,6,7,-
8,11,17,46,62,74), afecta primordialmente gallinas reproducto
ras pesadas y ponedoras comerciales (4,45,46,58).

El agente etiolégico de la enfermedad, es un adeno-
virus con caracteristicas diferentes al resto de los adenovi-
rus aviares, ya que &ste es capaz de hemoaglutinar gl&bulos -
rojos de aves (1,6,11). Las cepas BC~14 y 127 aisladas por -
Baxendale en Gran Bretafia y McFerran en Irlanda del Norte, --
respectivamente, han sido propuestas como los prototipos de -
esta enfermedad {(6,7,10,45).

Entre las caracteristicas fisico-quimicas que la 1%
teratura menciona para el nuevc grupc de adenovirus aviares,-
est§n su capacldad de crecimiento en varios tipos de tejidos
celulares coma son rifdn de pato, fibroblastos de embrifn de
pollo y pato y células hepiticas (1,6,11,46,47,83), ocasionan
do un efecto citopdtico caracterizado por la presencia de cé-
lulas refréctiles, redondas con inclusiones basSfilas (1,6,11,
47,7%). En algunas ocasiones deben de realizarse pases ciegos
previos a la observacién del mencionado efecto citopitico .
(73,79}, El1 virus presenta resistencia al cloroformo, es ter
morresistente y estable en solventes orgénicos asi como a un
pH de 3.0. Su crecimiento se ve inhibido con la enzima 5-flug
ro-2~deoxyuridina, indicando la presencia de &cido desoxirribg
nucleico (ADN) (2,47,79,81,83).
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El objetivo de este capfitulo, fue el de llevar a --
cabo la tipificacibén viral del agente hemoaglutinante HP-1, =
aislado de patos (28) y del MIi~6, aislado de una parvada de -
gallinas ponedoras gue presentaba un cuadro clinico que hizo
sospechar del sindrome de la baja de postura; asi come tam——-
bién el llevar a cabo la multiplicacién del agente HP-1l en --
embriones de pollo libres de patbgencs especificos (SPF), con
la finalidad de reducir los costos de produccibn en la elabo-
racibn futura de vacunas a virus muerto y emulsionadas,



Materiales y MEtodos

Prueba de hemoaglutinacidn con gldbulos rojos de diferentes -

especies

Esta prueba se realizd finicamente para el aislamien
to MI-6., Se utilizaron eritrocitos de gallina, pato, pavo, —
faisln, ganso, vaca, caballo, cerdo y perro al dos porciento
y los antigenos MI-6, K-11l, virus de la enfermedad de New----
castle (VENC) (Cepa La Sota) y virus de la influenza aviaria
(VIa), asi como solucibn salina fosfatada (SSF) y liguido =---
amnioalantoideo (LAA) no infectado.

Prueba de hemoaglutinacibn (HA) e inhibicién de la hemoagluti
nacibn (IH), para los aislamientos HP-1 y MI-6

la prueba de HA e IH con el adenovirus 127, fue rea
lizada en los Estades Unidos por el Dr. Dardiri, jefe del La=-
boratorio de Diagnbstico del Centro de Enfermedades Animales
de la Regibn Norceste de Plum Island, Departamento de Agricul
tura de los Estados Unidos.

Réplica del aislamiento HP-1 en embriones de pollo SPF

Para llevar a cabo la r€plica del agente hemoagluti
nante HP-1 en embriones de pollo SPF, se trabaj6é con dos vias
de inoculacibdn: saco vitelino y cavidad alantoidea en embrio- -
nes de seis y diez dfas de edad respectivamente.

En ambos casos, se inocularon 0.02 ml del aislamien
to HP-1. Ios embriones fueron dejados en incubacibn a 37% -
por éspacio de seis dias, procediendo después a la cosecha --
del saco vitelino y del liquido amniocalantoideo. Empleando -
la prueba de hemoaglutinacibn viral en microplaca con dilucio
nes de 1:5, 1:10, etc., se determind la presencia de hemoaglu
tininas en el contenido del saco vitelino y en el LAA.
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De inmediato se procedid a realizar un nuevo pase en los em-
briones SPF.

La prueba se repitib cuatro veces con tres pases ==
ciegos en cada repeticidn.

Crecimiento de los aislamientos HP-1 y MI-6, en cultivos ce--

lulares

Las células que se emplearon fueron: fibroblastos -
de embridn de pollo (FEPo), fibroblastos de embrifn de pato -
{FEPa) de embriones comerciales de 1l dias de edad y células
renales (CREPo) de embriones de pollo SPF de 19 dias de edad.

La elaboraci6én de los cultivos se hizo siguiendo -la
técnica descrita por Villegas (76).

Se llevaron a cabo diluciones decimales desde 107 -
hasta 10710
0.5 ml de cada dilucifn fue inoculada en una monocapa de cul-

, para cada uno de los aislamientos, de las cuales

tivo celular y dejada a temperatura ambiente por 30 minutcs,-
para permitir la adsorcibn del virus. Posteriormente se reti
r6 el infcule vy se procedib a cubrir las células con medio de
mantenimiento.

las cajas fueron incubadas a 37°C durante seis dias
Yy observadas diariamente para el efecto citopitico.

Al finalizar los seis dias de incubacibn, cada una
de las diluciones fue titulada para determinar la presencia -
de hemoaglutininas y preservadas después en congelacibn a ---
-70%.

se realizb un total de tres pases para cada una de
las diluciones de los dos in6cules, procediendo al congela---
miento y descongelamiento de las células, antes de emplearlas
para el siguiente pase.

En las células renales, finicamente se realizb un: --

pase.
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Determinacibn del tamafio de las particulas virales

El tamano de las particulas virales, fue determina-
do por medio de microscopia electrdnica, observando en un mi-
croscopio JEOL JEM-100 & * a 60 Kv, para lo que se empled la
t&cnica de tincibn negativa.

El LAA infectado con el alslamiento HP-1 o MI-§, --
fue centrifugado a 4°C durante 15 minutos a 10,000 rpm para -
sedimentar el material celular extrafo, El ligquido sobrena--
dante se recolectd y se volvid a centrifugar durante tres ho-
ras a 20,000 rpm. Se elimind el sobrenadante y el precipita-
do fue resuspendido en una pequefia cantidad de acetato de amg
nio al uno porciento, para ser montado en rejillas de carbono;
sobre las que se tifid con @cido fosfotlingstico al dos porcien
to.

* Divisibn Hoffman Pinter, Mé&xico D.F,



Resultados y Discusibn

Prueba de hemoaglutinacibn con glébulos rojos de diferentes -

especies

Los resultados de esta prueba de hemoaglutinacibn -
en placa, son semejantes a los mencionados en la literatura -
(6,11,46) vy a los obtenidos por Garcia con el aislamiento de
pato HP-1 (28) (Cuadro 4.1l), ya que el agente MI-6 solo aglu-
tind gldbulos rojos de origen aviar.

Prueba de hemoaglutinacidén e inhibicién de la hemoaglutina---

cibn para los aislamientos HP-1 y MI-G

Bl Laboratorio de Diagndstico del Centro de Enfermg
dades Animales de la Regifn Noreste de.Plum Island, encontr6
que un suero positivo contra el adenovirus 127 del sindrome ~
de la baja de postura, tuvo un titulo inhibidor de la hemoa--
glutinacibn de 1:1024, al usar los aislamientos HP=1 y MI-6 -
como antigeno.

El titulo de la hemoaglutinacifn viral fue de 1:256
para el agente HP-1 y de 1:128 para el MI-6 y su conclusibn -
fue que por lo tanto, los aislamientos realizados en la Répu-~
blica Mexicana, pueden ser considerados similares al prototi-
po 127 del SBP.

Réplica del aislamiento HP-1l en embriones de pollo SPF

Los resultados obtenidos en la réplica del agente -
HP-1 en los embriones de pollo SPF, fuercn negativos para el
LAA y saco vitelino, después de haber realizado los tres pa--
ses ciegos en cada una de las cuatro repeticiones. Estos re-
sultados son similares a los obtenidos por Zanella y colabora
dores con el aislamiento hemoaglutinante del SBP, B-77 (83).
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Cuadro 4.1 Hemoaglutinacicn en placa,con globulos rojos

de diferentes especies.

Giobulos

Antigeno .

K=h [ + + +

Mi-8 + + +
VENG o/ 4 + +
VIA b/ + + +

L AA no inoculado - — pa— —

ssrF . —_ —_ —

L i

a/ “virus de la enfermedad de Newcastle.

by virus de la influenza aviavia .

gallina., pato. pavo.

rojos

+

+
+
+

falsdn.

al dos

porciento .

ganso . vaeoa,

+
+ —
+

cabalioscerde.

perro.
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Crecimiento de los aislamientos HP-1 y MI-6 en cultivos ce-

lulares

El comportamiento de los aislamientos HP-1 y MI-6 —~
en cultivos celulares, fue similar en relacién a los titulos
obtenidos a la prueba de hemoaglutinacifn viral y efecto citeo
pético. Por tal motivo, los resultados serén presentados en
forma conjunta para los dos aislamientos hémoaglutinantes.

~Fibroblastos de embrién de pato (FEPa};

La presencia de hemoaglutininas se determind hasta
después de haberse realizado el segundo pase. El titulo gue
se obtuvo en FEPa inoculados con las diluciones 10"1 a 10_5,—
oscild entre 1:20 y 1:80 unidades hemoaglutinantes (UHA), =---
mientras que el resto de las diluciones, el resultado fue ne-
gativo.

No se obtuvo ningln cambio en los tftulos, después
de haberse realizado el tercer pase.

-Fibroblastos de embrifn de pollo (FEPo):

En el cultivo FEPo, la presencia de hemoaglutininas,
se determint solo después de haberse llevado a cabo el tercer
pase, Los tftulos obtenidos estuvieron entre 1:10 y 1:80 UHA
en las diluciones 10°° a 10 5.

No fue posible el cbservar un efecto citopitico ca-
racteristico de los adenovirus en FEPa ni en FEPO, en ninguno
de los pases realizados, asf como tampoco la presencia de los

' cBrpusculos de inclusi8n.
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—Células renales de embrién de pollo SPF (CREPo):

En Bstas células, solo se obtuvo un crecimiento vi-
ral hasta la dilucién 10~2 con un tftulo de 1:40 UHA en el -~
primer pase,

Tampoco fue posible determinar un efecto citopitico

propio de los adenovirus.

Por lo expuesto, es evidente que los aislamientos -
hemoaglutinantes HP-1 y MI-6, presentaron un c¢recimiento muy
pobre en FEPo, FEPa y CREPo, en contraste con las investiga--
ciones que se han realizado con el virus del sindrome de la -
baja de postura (6,11,46,47,81,83),

Por censiguiente y tomande en consideracifin que no
fue posible determinar un efecto citopitico de los aislamien-
tos HP-1 y MI-6 y por el poco crecimiento que tuvieron en los
cultives celulares, no se pudo llevar a cabo el resto de las
pruebas para la tipificacibn viral tales como: determinacibn
del &cido nucleico, presencia de envoltura externa y sensibi-
lidad a cambios de temperatura y pH.

Determinacifn del tamafio de las partfculas virales

Al microscopio electrénico se pudo observar que las
particulas virales, tanto para el aislamiento HP~-1l como para
el MI-6, presentan un tamafio de 67-75 nm.

La estructura icosaédrica y la presencia de fibras,’
no fueron claramente observadas (Fotos 4.1 y 4.2).

- Estos resultados son similares a los obtenidos por
otros investigadores que han tenido problemas en la demostra-
cibn de la forma icosaédrica y de las fibras, Las observacio
nes en cuanto a tamafioc coinciden con las realizadas en este -
trabajo (79,81,83),
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Capitulo 5.

Evaluacidn en campo de la protecci®n contra el sindrome de la

baja de postura, conferida por el agente HP-1

El principal control que se ha establecido para el
sindrome de la baja de postura (SBP}, es la induccibn de una
inmunidad especifica a través de la vacunaci6n (10,55,83).

Experimentalmente se ha estudiade la efectividad de
una vacuna a virus vivo, demostrindose que ésta brinda una --
_proteccidn como las vacunas a virus muerto y emulsionadas. --—
Sin embargo, el empleo de éstas Tltimas sigue siendo la mejor
opcién para el control del sindrome de la baja de postura, so
bre todo al considerarse que la epidemiologia de la enferme--
dad no se encuentra afin bien definida, asi como también, gue
eliminan el riesgo de difusibn del virus en areas densamente
pobladas, mientras que la vacupa a virus vivo pudiera perpe--
tuar la enfermedad (7,8,10,11,12,58,74).

Cuando el agente HP-1 fue administrado como vacuna
a virus muerto en emulsidn simple o emulsi6n mGltiple, se en—
contrd que indujo niveles de anticuerpos comparables en can--
tidad y duraci®n a los inducidos por la vacuna comercial; ---
mientras gue, en la respuesta a una vacuna a virus muerto ad-
sorbido en hidr®xido de aluminio, los niveles de anticuerpos
desarrollados aungue bajos, se mantuvieron por un periodo com
parable de tiempo (Capitulo 1}.

Sin embargo, no fue posible evaluar la proteccidén -
conferida por &stas vacunas, ya que el agente aislado en Méxji
co a partir de gallinas y usado como desaffo, no produjo cam-
bios significativos en la postura ni en la calidad del huevo
(Capitule 1 y 2). Este agente, MI~-6, tampoco ocasiond cambi-
os microscdpicos en el oviducto al ser inoculado en gallinas
susceptibles de la estirpe Babcock B-380 (Capitulo 3),
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En base a lo eXpuesto y ante la imposibilidad de ~--
utilizar como desaffo un virus patSgeno gue hubiera tenido ~--
que ser introducido al pais con el riesgo de que fuera un -=--
agente mis patfgeno que los presentes en México, se decidid --
evaluar bajo condicicnes de campo, dos vacunas producidas con
el alslamiento HP-1l inactivado; la primera usando una emulsidn
simple y la segunda adsorbiendo el HP-1 con hidréxido de alumi
nio, para determinar si los niveles de anticuerpos inducidos -
por este tipo de vacunas, son suficientemente altos para prote

ger contra el SBP.

) Para ello, las vacunas se aplicaron en aves de 19 se
manas de edad, Babcock B-380, en una granja de m9616 millén de
aves, enclavada en ura zona avicola donde la poblacibn calcula
da es de cuatro millones de gallinas ponedoras y en la que se
ha venido presentando problemas de baja de postura atribuibles
al virus del gindrome de la baja de postura (72).



(TR TESIS WD BRDE
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Materiales y Métodos

Multiplicacidn del HP-1

La multiplicacidn del agente HP-1, fue realizada --
segin se describid en el Capitulo 1 (pagina 14),.

Antigeno vacunal

El liquido amnioalantoideo (LAA} conteniendo 106’1—

dosis infectante embridén de pato 50 porciento por ml (DIEPas0
porciento/ml), fue inactivado con 0.1 porciento de formaldehi
do *, durante 12 horas a 37°C.

Prueba de hemoaglutinacién (HA)

Se hizo siguiendo el procedimiento mencionado en el
Capitulo 1 (p&gina 14).

Vacuna emulsionada

Para llevar a cabo la preparacién de la vacuna emul
sionada, se adiciond el fluido amniocalantoideo gota a gota a
un volumen igual de adyuvante incompleto de Freund **, mez---
cléndolos a alta velocidad por 10 minutos en un homogenizador
de tejidos *** (37). :

* J,T.Baker S.A. Xalostoc, México
* Difco Laboratories. Detroit 1, Michigan, U,S.A.
*%%  yirtis ."45", Research Equipment. Gardiner. New York.
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Vacuna adsorbida en gel de hidrdxido de aluminio

La vacuna adsorbida en gel de hidrbxido de aluminio
elaborada utilizando vollmenes iguales de LAA y de gel de hi-
dréxido de alumnio * al dos porciento, se homogenizd a alta -

velocidad por 10 minutos (2).

Aves experimentales

Para realizar la prueba de campo, se trabajd con --
una parvada de 3024 gallinas ponedoras Babcock B-380, de 19 -
semanas de edad, inmunizadas contra la enfermedad de Newcastle,
bronquitis infecciosa, viruela aviaria, laringotraqueitis in-
fecciosa, tifoidea aviaria, infeccifn de la bolsa de Fabricio
y encefalomielitis aviaria.

La parvada se alojé dentro de una caseta con capaci
dad para 5,400 aves, en una granja de medio millén de aves de
varias edades.

Las gallinas fueron colocadas en niimero de tres por
jaula. ’

Ubicacién de la granja

Seccidn cuarta de Granjas El Calvario, Tehuackn, —-.
Puebla. Se eligil esta zona por ser uno de los lugares mis -
afectados en la Repliblica Mexicana por el virus del SBP (60,-
72). ’ : i

Pricticas de manejo

El alimento suministrado fue elaborado por la misma
empresa, con los requisitos necesarios para la postura., La =
recoleccién del huevo se realizd dos veces al dfa, llevando -
un control de la produccidn para cada repeticibn, o ‘

* Gel de hidrtxido de aluminio comercial
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Disefio experimental

Se utiliz® un diseflo experimental completamente al
azar, con diferente nlimero de reveticiones y cuatro tratamien
tos, tal como se ilustra en el Cuadro 5.1.

La ubicacidn fisica de la parvada dentro de la ca--
seta, se hizo en bloque de 84 jaulas asignando el nfimero de -
tratamiento aleatoriamente.

Cuadro 5.1. Tratamientos y repeticiones utilizados en el di-
senio completamente al azar en la prueba de campo, de las va=-- .
cunas: emulsidn simple, emulsidn comercial y adsorbida en gel
de hidrdxido de aluminio.

Tratemiento Num. de Num de Num. total Repeti~ Num. de jaulas/

trat, aves/ aves ciones repeticiones
rep.

Testigo 1 252 504 2 84
no vacunado .
Testigo E. 2 252 ’ 504 2 84
oomercial
Adsorbida
gel de hi- 3 252 lo08 4 84
dréxido Al.

Fmlsidn 4 - 252 1008 4 84
simple .
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Inmunizacibn con las vacunas a estudiar

Antes de realizarse la inmunizacidn a la parvada a
las 19 semanas de edad, se realizd un muestreo a un grupo de
200 aves seleccionadas al azar, con el fin de comprobar gque -
estuvieran libres de anticuerpos contra el virus del sindrome
de la baja de postura.

La aplicacidn de las vacunas fue via subcuténea en
la regidn dorsal del cuello, a razén de 105'1 DIEPa50 porcien
to por ave. Simulténeamente se aplicd la vacuna comercial -~
contra el SBP en las aves restantes dentro de la caseta.

Estudio de la respuesta inmune

Para realizar el estudio de la respuesta inmune, pa
ra cada repeticibdn se seleccionaron desde el inicio del expe-
rimento, cinco jaulas al azar, sangrando sus correspondientes
aves semanalmente. El grupo vacunado con la emulsibn comer--
cial, no fue sangrado durante las primeras semanas por un ==-
error de comunicacidn con el médico encargado de la granja.

Los sueros obtenidos fueron inactivados en bafio Ma-
ria a 56°C durante 30 minutos, antes de realizar la prueba de
inhibicién de la hemoaglutinacidn (IH)},

Se consider® la unidad de anilisis al promedio de ~
anticuerpos obtenido en cinco jaulas (cada jaula representa -

el valor medio de anticuerpos de tres aves),

Prueba de inhibicidn de la hemoaglutinacidn (IH)

La prueba de inhibicidén de la hemoaglutinacifin se -~
realizd siguiendo el procedimiento descrito en el Capitulo 1
fpgina 19}. : ' '
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Analisis estadistico

Estudio de la respuesta inmune

Para el estudio de los niveles de anticuerpos de -~-
las vacunas a investigar, se ajustaron los modelos de regre--
sibn lineal mGltiple sin intercepto; el modelo raiz cuadrada
y el cuadr@tico (24), representados en ecuaciones 1 y 2 res--

pectivamente:

= /2

Yt B Xy o+ B, XD 4 By aL
Y,, = B X + B x2 + E (2)
it 1 it 3 it it

donde;

t; 0 &t £ 16 semanas
Yit= es el nivel promedio de anticuerpos en la i-ésima repe--
ticibn, de la semana t; 1L < i <4

X = eg el valor de la semana t,

It
2 1/2 _
Xit Y xit = son el cuadrado y raiz cuadrada respectivamente

de la semana t,
Bys B, y By = son parfmetros a estimar y
2 R N
Eit es una variable tal gque Eﬂ__(HJ (o)ﬂ‘) r1°4&1 &4, e in-
dependiente.
El criterio de seleccifn de los modelos de las ecua .

ciones 1 y 2, se basb en el méximo coeffciente de determina--
cibn, Rz, y el minimo cuadradc medio del error.
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Con el fin de asociar los niveles de anticuerpos —-
que se obtuvieron en condiciones de laboratorio, descritoé en
el Capitulo 1, por la vacuna elmulsionada simple y la adsorbj
da en hidrdxido de aluminic, se correlacionaron linealmente -
dichos niveles de anticuerpos con los obtenidos en &sta prue-
ba de campo. Los resultados de las aves vacunadas con la e--
mulsidn comercial, no se incluyeron en el anflisis estadisti-
co, por la falta de datos durante las primeras seis semanas -

de estudjio.

Estudio de la produceidn del huevo

Para el estudio de la produccidn del huevo, solo se
realizd un anflisis descriptivo de la produccién gallina-dia,
obtenida semanalmente para cada una de las repeticiones de --
las dos vacunas y para los grupos: controles no vacunadoes y -

vacunados con la vacuna comercial.



Resultados vy Discusibn

Multiplicacién del HP-1

El LAA de los embriones testigo incculados con cal-
do nutritivo y después de haberle realizado tres pases ciegos
en embriones comerciales de pato Pekin blanco, fue negativo a
la prueba de hemoaglutinacidn viral. Con ello se puede des--
cartar la posibilidad de que el inbculo inicial se hubiera --
contaminado, va que los embriones procedian de una granja in-
fectada con el VSBP (28).

Estudio de la respuesta inmune

Los niveles de anticuerpos que se obtuvieron en es-
ta prueba de campo, se encuentran expresados en la Gréfica --
5.1. Ilos valores graficados, representan la media general ob
tenida de los promedios semanales de cada una de las cuatro -
repeticiones por vacuna. Los resultados del sangrado inicial
antes de la inmunizaci®én a la parvada, fueron negativos.

‘Ocho dias postinmunizaci®n, tanto la emulsién sim=--
ple como la adsorbida en gel de hidrSxido de aluminio, indu--
jeron la produccibn de anticuerpos. A través de las primeras
11 semanas de estudio, se puede observar que ambas vacunas --
presentaron un comportamiento similar y ascendente, mantenifn
dose la vacuna adsorbida en gel de hidrdxido de aluminio a --
un nivel ligeramente superijor a la vacuna emulgionada,

Después de la semana 12, se nota un descenso en el
titulo de anticuerpos en ambas vacunas.

Los niveles m&s altos que se obtuvieron en esta ---
prueba fueron de 5.0 y 5.8 para la emulsién simple y la adsor
bida en gel de hidrdxidc de aluminio, respectivamente, entre
las semanas 11 y 12 postinmunizacifén, mientras que para la --
emulsidn comercial, el tftulo fue de 7.0.
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El grupo control no vacunade, permanecid libre de -
anticuerpos durante las 16 semanas del estudio.

En relacidn a la respuesta inmune gue se cbtuvo en
el Capftulo 1, ndétese que la vacuna adsorbida en hidrdxido de
aluminio, presentd desde el primer muestreo, tftulos de anti-
cuerpos bajos, los cuales fueron ascendiendo lentamente para
llegar entre las 16 y 20 semanas a presentar el nivel més al-
to, sequido de un lento descenso. En esta prueba de campo, -
los niveles de antifcuerpos fueron altos desde el primer san--
grado, manteni®ndose a través de las semanas de estudio, di--
feriendo asi con las observaciones realizadas por otros inves
tigadores al adsorber un agente inmunbgeno en gel de hidrdxi-
do de aluminio (67,68).

En cuanto a la emulsifn simple, podemos observar --
que los niveles de anticuerpos gque indujo tanto en la prueba
de campo como en el laboratorio (Capftulo 1},fuercn similares;
sin embargo, la emulsidn comercial produjo titulos més altos
a los obtenidos en la prueba de laboratorio.

En el an&lisis estadistico para el estudio de los -
niveles de anticuerpos, el coeficiente de determinacibn R2 -
para cada una de las vacunas, obtenido para el modelo de re--
gresibn lineal mlltiple ratz cuadrada y el cuadrftico, fue --
superior al 90 porciento, lo cual indica que todas las obser-
vaciones estln proximas a la recta de regresibn, aproximada--
mente el 90 porciento de la variacién total de los Yi es ex—-
plicada por la regresifn.

En el Cuadro 5.2 se presenta el valor estimado para
los par&metros B1 Y By asi como el coeficiente de determina-
cidén, tanto para la emulsidn simple como para la adsorbida -
en gel de hidroxido de aluminio, obtenidos en el modelo rafz
cuadrada, el cual fue seleccionado para esta investigacibn --
por presentar el miximo coeficiente de determinacidn y por --
gser el mismo modelo con el cwal se trabaj® en el Capftulo 1,-
con el fin de asociar los resultados logrados en dicho capi-

tulo, con los de la prueba de campo.



Cuadro 5.2 Valor estimado para los parametros B3,y B2
y coeficientes de determinacion.

Modelo de regresion lineal multiple raiz cuadrada.

Modelos ajustados R%,

——— et s

Emulsion simple.

D
Yi® -0.8078 Xi+ 2.927| )(ih’z 0.868

(0.0484) (0.1808) .,

Adsorbida en hidroxido de alumine.

) vz
Yix -O.6TIBXi+ 3.6669 Xi 0973

)
i (0.0490) (0.16286)
i
|

i
o
i
|
.
i
1

B TR TN

Nota | Los  costiclentes de regresidn son altaments nlcnlllcu'lvél, [ X1 -TN
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Al asociar los niveles de anticuervos logrados en -
el capitulo 1, para la vacuna emulsionada; a los cuales se les
denotard como nivel de anticuerpos laboratorio (NAL), con los
niveles de antfcuerpos obtenides en la prueba de campo (NAC)-
por dicha vacuna, se obtuve un coeficiente de correlacifn li-
nel simple "r"” de ¢,847, por consiguiente, y al considerarse
que el coeficiente de correlacidn puede tomar cualguier valor
entre -1 y +1, existe una alta correlacidn lineal positiva --
entre los titulos de anticuerpos obtenidos en el laboratorio
¥ el campo. :

Para el caso de la vacuna adsorbida en gel de hi---
drdxido de aluminio, el valor de "r" fue de 0,486, lo cual »-
indica tambi&n una correlacitn positiva entre WAL y NAC indu-
cidos por esta vacuna, aungue el mayor grado de asociacidn lo
presentS la emulsidén simple al haber obtenido un coeficiente
de correlacidn muy cercano a +i,

Estos resultados vienen a indicar que la respuesta
inmune inducida por las vacunas emulsibn simple y adsorbida -
en hidrdxido de aluminio a nivel de laboratorio, fue similar
a la observada en la prueba de campo, por lo gue se puede con
siderar que la efectividad de las mencionadas vacunasg en cvan
to a la capacidad para inducir anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacidn, es semejante afin cuando las vacunas fueron
probadas bajo condiciones experimentales muy diferentes,

Notese que la vacuna adsorbida en gel de hidréxido
de aluminioc, indujo niveles de anticuerpos mds altos en esta
prueba de campo en relacidn a los Inducidos vor el HP-1 adsoxr
bido en hidrbxido de aluminio (Capftule 1). Puede pensarse -
que que este comportamiento se debe principalmente a la utili
zacidn del gel de hidréxido de aluminio como adyuvante en ;a
respuesta inmune, permitiendo un catabolismo m&s lento del ~~
antigeno y un mayor estimulo a las células de defensa, ademds
de haber trabajado con un nfimero mayor de aves,
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Estudio de la produccidn del huevo

Los porcentajes obtenidos para la produccibdn del -~
huevo gallina-dfa, se encuentran representados en las Gr&fi--
cas 5.2, 5.3 y 5.4,

Notese que los porcentajes de postura para cada una
de las repeticiones de cada grupo, fue similar, inclusive se
nota un ligero descensc de la misma entre las semanas 26 y 27,
el cual vuelve a recuperarse de forma inmediata. Dicho descen
so se asocid a una alza en la temperatura ambiental con una -
duracidn aproximada de tres semanas, afectando la produccibn
de huevo en toda la granja.

El grupo de aves testigo no vacunadag, no presentd
ninguna alteracién en su postura, lo gue aunado al hecho de -
que no se presentaron anticuerpos inhibidores de la hemoaglu-
tinacidén contra el VSBP en dicho grupo, indican que no hubo -
una infeccidn natural.

Como se expresd al inicio del presente capitulo, el
objetivo de esta investigacidn, fue el de comprobar la efecti
vidad de la vacuna emulsionada simple y la adsorbida en gel -
de hidrdxido de aluminio en el campo. Sin embarge, con base
en los resultados que han sido expuestos tanto en el estudio
de la respuesta inmune como para la produccidn del huevo, no
fue posible evaluar la efectividad de las citadas vacunas, ya
que no se presentd el brote de campo. Por consiguiente, los
resultados obtenidos en este estudio realizado en Tehuachn, -
Puebla, difieren de las observaciones hechas por otros auto--
res (60,72}, probablemente debidc a que el uso continuo de va
cuna emulsionada contra el SBP en la zona y en particular en
esa granja, ha reducido a su minima expresidn la excrecifn --

del virus por las gallinas portadoras (9}.



Grdfica 5.2 Produccion de huevo/gallina-dia .
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Grdfica 5.3 produccion de

Vacuna emulsionada.
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Grdfica 5.4 Produccidn de huevo/gallina-dia.

Vacuna adsorbida en hidroxideo de aluminlo.
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CONSIDERACIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican --
que, tanto el agente HP-1 como el MI-6 son seroldgicamente --
indistinguibhles del prototipo 127 del virus del sindrome de -
la baja de postura (44,45), asi como al adenovirus K-11 ais-
lado por Calnek *. El agente HP-1 es seroldgicamente idénti-
co al prototipo BC-14 y al MI-6; podemos entonces pensar, que
los agentes HP-1, MI-6, K-11, 127 y BC-14 comparten las mis--—
mas caracteristicas antigé&nicas, al ser comparados mediante -
la prueba de fnhibicitn de la hemoaglutinacidn y gque no exis-
ten serotipos del virus del sindrome de la baja de postura --—
(44).

El comportamiento de los agentes HP-1 y MI-6 ante -
globulos rojos de diferentes especies de animales, fue idénti
co al de los prototipos BC-14 y 127 (1,6,11); excepcidn hecha
de la aglutinacifn con glSbulos rojos de ganso y faiséan, los
cuales no fueron utilizados por otros autores en la prueba de
hemoaglutinacidén con BC-14 y 127,

. Ambos agentes, HP-1 y MI-6 pudieron cultivarse en -
embribn de pato, alcanzando titulos elevados {1:640); en cam-
bio, al ser inoculados en embrién de pollo, no se obtuvo cre-
cimfento. Su Inoculacibn en fibroblastos de embrisn de polilo,
células renales y fibrohlastos de embrifn de pato, demostraron
un crecimientd muy pobre ya que el tftulo mas alto a la prue-
ba de hemoaglutinacifén viral, fue de 1:80 unidades hemoagluti
nantes. No fue posible el observar un efecto citopitico pro-
plo de los adenovirus en ninguna de lag lineas celulares em--
pleadas (1,6,11,47,79}. Esto revela ciertas diferencias con
los virus prototipos de la enfermefad que si presentan un =---
- buen crecimiento en cultivos celulares aviares (6,11).

* Calnek,B.W. Comunicacién personal (1981}.
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La falta de transmisidon del agente MI-6 de gallinas
infectadas a gallinas en estrecho contacto con ellas, es tam-
bién otro punto de similitud con los prototipos del virus del
sindrome de la baja de postura (3,10,44,62). En cambio, el -
no observar alteraciones en la postura, en la calidad del ---
huevo (3,4,6,7,8,11,17,42,43,45,46,47,58,62,69) v la ausencia
de lesiones macro y microscbpicas en el oviducto de las galli
nas, es algo que diferencia al agente MI-6 de ellos {30,53,--
69). Debe de considerarse que estos resultados se puedan de-
ber al pequefio nfimero de aves con el cual se trabajd.

Por lo anterior, se infiere gque los agentes HP-1 y
MI-§ son, efectivamente virus del sindrome de la baja de pos-
tura, siendo el MI-6& una probable variante poco patégena.

Debe de considerarse la posibilidad de que ambos --
agentes; HP-l y MI-6, sean el mismo virus o bien, a pesar de
las precauciones gue se tuvieron en el manejo de los dos ais-—
lamientos en el laboratorio, haya existido una contaminacidn.

Al utilizar el agente HP-1 como inmundgeno para el
control de la enfermedad, se demostrd que &ste aislamiento --
hemoaglutinante es capaz de inducir el desarrollo de anticuexr
pos inhibidores de la hemcaglutinacidn del virus del sindrome
de la baja de postura, al ser empleado como virus muerto y --
emulsionado en aceite, asi como en su presentacién adsorbido
en polvo o en gel de hidréxido de aluminio.

Ademds, el anflisis estadfstico, comprobd que no --
existe diferencia alguna entre el comportamiento presentado -
por la emulsibn simple y la mGltiple, asi como el adicionar -
antigeno a la fase externa de una emulsifn mfiltiple. Los re-
sultados obtenidos en el empleo del HP-1 fnactivado y emulsio
nado, fueron similares a los obtenidos en esta investigacibn
al utilizar la vacuna comercial emulsionada que se emplea ac-
tualmente en la Repfiblica Mexicana para el control del sindrg
me de la baja de postura (54,55,56).
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A través del modelo de Nerlove citado en Goldberger
(29), se encontrd que los niveles de anticuerpos para un tiem
po t, dependen mis del valor esperado, que de los niveles de
anticuerpos observados en el tiempo anterior, para cada una -
de las presentaciones del agente HP~l, asi como para la emul-
sidn comercial.

Por otro lado, al realizarse un estudio comparativo
entre los niveles de ant cuerpos logrados en el laboratorio -
{NAL) v los obtenidos en la prueba de campo (NAC) gue se rea-
1lizd en Tehuacln, Puebla; se demuestra que existe una correla
cidn lineal positiva entre los titulos de anticuerpos induci-
dos por la vacuna emulsidn simple. También se demostrd gque -
existe una correlacidn lineal positiva para los titulos de an
ticuerpos producidos por la vacuna adsorbida en hidrdxido de
aluminio (NAL} y los niveles de anticuerpos logrados en la =--
prueba de campo (NAC) con el HP-1 adsorbido en gel de hidrdxi
do de aluminio, a pesar de que las condiciones bhajo las cua--
les se realizd la prueba de campo y laboratorio, fueron dife-’
rentes.

Sin embargo, no es posible concluir si las vacunas
a virus muerto elaboradas en esta investigacibn, son efecti-
vas para el control del sindrome de la baja de postura, ya --
que en la evaluacifn a campo que se realizb, no se presentd -
la infeccidn natural. Tampoco fue posible estudiar la efecti
vidad de las mencionadas vacunas a través de su capacidad pa-
ra prevenir las lesiones histopatolégicas del oviducto, al no
contar con un virus de desafio apropiadoc.

Por otro lado, y con base en que no se presentd el
brote de campo, puede pensarse que el uso de la vacuna a gran
escala reduce la excrecidn del virus *, debido a que en la --
granja en la cual se realizd la prueba de campo, han estado -
utilizando la vacuna comercial contra el sindrome de la baja
de postura en aves de 18 semanas de edad, desde hace dos afos

aproximadamente,

* McFerran,J,B, Comunicacidn personal (1984).
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Pcxr lo expuesto, se considera que el estudio de la

tipificacifn viral abre nuevas lineas de investigacibn tales
como el determinar las caracteristicas fisico-quimicas de los
dos aislamientos realizados en el pais; el HP-1 y el MI-6,
De igual forma, debe de buscarse un sistema de desafio adecua
do para poder comprobar la efectividad de las vacunas estudia
das, con la finalidad de fijar la cantidad necesaria de inmu~
nbgeno requeride para obtener una buena respuesta inmune y -~
desde el punto de vista econdmico, lograr la proteccifn nece-
saria para que no se afecte la calidad ni la cantidad del ==~
huevo producido.
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Anexo 1

Cuadro 1 =r=mer——re—ern =r--e-m-r=~Hoja de contral de campo
Produceién de huevo

Anexo 2

Cuadro 2 ~~-=r=—r==—e-ror-m-c-r---Hoja de control semanal
Produccién de huevo

ANEX0 3 memmmm e Suposicién del modelo de
regresidn lineal mGltiple
y desarrollos estadfsticos

Anexo 4 —=--—- e e e Caracteristicas externas
del huevo. Grupo 1.

Anexo 5 =w-ame-- mememememeeemw-e=Caracteristicas externas
del huevo. Grupo 2.

ANeX0 6§ ——mmm e mc e mc e mm e Caracterfsticas externas
del huevo. Gruoo 3.

Anexo 7 ~—-=-—-=me-eneme-——-—-~--Caracterfsticas externas
del huevo. Grupo 4.

Anexo 8 - Caracterfsticas externas
del huevo. Grupo 5.

Anexo 9 ~-mm—memmereeescscene oo Caracterf{sticas externas
del huevo. Grupo 6.
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CUADRO 1. HOJA DE CONTHOL DE CAMPO
GRUPO §

FECUA TNIC,POST.
MES Ho.AVES DS POBT.

HUEVO ALTERADQ

FECHA | EDAD SEM | REC.DIARKA | HUELVO ROTO | BN FARPARA | PER. CAS DEF, | PESO KG. DEL HUEVD | HORT
TOTAL SANO COLOR
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CUADRO 2. HOJA DE CONTROL SEMANAL

GRUPO # SEMANA A

AVES INICIALES EDAD A

CONCEPTO 1 _SEMANA .2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA . 5 SEMANA 6 SEMAND
PRODUCCION SANO

UNIDADES ALTERADOC

% DE PRODUCCION GALLINA ENCASETADA
PRODUCCION KILOS
PESO PROMEDIO POR UNIDAD
HUEVOS POR AVE CONFINADA
% PRODUCCION GALLINA DIA
ROTO
EN FARFARA
PERDIDA DE OOLOR
CAS DEFORME

[GRAVEDAD ESPECIFICA

CALIDAD INTERNA DEL HUEVO
ALBUMINA (U.H.)

No.DE AVES EN EXISTENCIA

IOBSERVACIONES
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Anexo 3,

Suposicién del modelo de regresidn lineal mGltiple y desarro

llos estadisticos.

Con base a los resultados obtenidos tanto en el Ca-
pitulo 1 como en el Capitulo 5, se observd que el nivel de --
anticuerpos deseado, Y* es una funcibn, rafz cuadrada sin in-
tercepto, del tiempo Xpr es decir:

* x172
Y, =By X + By X + Eg (1)
*

El nivel de anticuerpos deseado, Yt ; no es direc--
tamente observable. Haciendo el simil con Nerlove, citade en
Goldberger (29), se postula la siguiente hip6tesis:

Yp =¥y = Qg (Y: - Yeq) (2}

donde;ng es tal que 0 £ cS £1, a 5 se le conoce como coefi-~
ciente de ajuste vy a Ec.2 se le conoce como hipbtesis de ajus
te parcial, y a ¥, - t 3 la vamos a denominar el cambio ac--
tual o verdadero en el nivel de anticuerpos y a Yt =Yg el
cambio deseado en los niveles de anticuerpos.

La hipbtesis de ajuste parcial de la Ec.2 postula -
aue e) cambio actual en el nivel de anticuerpos en cualquler-
perfodo de tiempo t, es una fraccifn C$ del cambio deseado pa
ra ese perfodo, De tal modo que si c§ es igual a unc, signi-
fica que el actual nivel de anticuepos es igual al deseado =--
instanténeamente, en el mismo periodo de tiempo (Y, - Y, , =
Yt Yt—l , Y por lo tanto, Yo = Y ) El caso extremo, si
es igual que cero, significa que nada cambia en virtud de que
el actual nivel de anticuerpos, al tiempo t, es el mismo al -
observado en el perfodo de tiempo anterior. Debido a que --=
0 "0) = 1, al modelo en cuestifn se le denomina medelo de -

ajuste parcial,
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En la ecuacifn 2 se tiene que;
Ve - Yoy =Y - ¥y
Yp = Yy = d 0 -$ Yiy
éf: = Y - (-3 Yoy

-
v, = IYt - (- ) Yt—J' (3

*
vy sustituyendo ¥ de la Ec.3 en la Ec.l, después de hacer el

&lgebra correspondiente, se chtiene
- 1/2
Y, =d By % +9B, x/2 + (1-8) v, +8E , 1ten ()

el cual es un modelo con retraso de la variable dependiente -
como independiente y por lo tanto &ste requiere de la totali-
dad de valores de t, es decir la serie de tiempo Yt n
comnpleta. S t=1
Esto plantea un problema, el que experimentalmente

5010 se observaron algunos de los valores de niveles de anti-
cuerpos Yt , t=1,2,3,4,6,10,16,20,26 y 29 semanas y donde --
cada Y, era el promedio aritmético de los niveles de anticuer

pos de 10 jaulas, es decir,

S Y
¥y =2Y1t y por ende Var ( Y, ) = /10,
B r—
10
Con el objetivo de disponer de la coleccién comple~
ta §Y€}n para poder hacer los desfases de la variable Y,
t=1 :

es decir obtener Yog ¢ ¥ poder utilizar el modelo de Ec.4, -
fue necesario estimar los valores que no se cbservaron en-el
transcurso del experimento, los dque se denominan Zt . y 8stos
fueron obtenidos utilizando el modelo rafz cuadrada ajustado
para cada vacuna, esto es, dei modelo original:
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= 1/2 '
Yt = Bl Xt + B2 Xt + Et (5)
donde para facilitar la notacifn, t= 1,2,3,4,6,10,16,20,26 vy

29 semanas, YE es la media de niveles de anticuerpos por jau-
la, Xt y th/ las semanas y rafz cuadrada respectiva y E, es
una variable aleatoria tal que Etr\N (0,0}). La ecuacién de

prediccidn utilizada para obtener los Z2, no observados fue --

- 1/2

Zt = b1 Xt + b2 Xt f {6)
t= 5,7,8,9,11,12,13,14,15,17,18,19,21,22,23,24,25,27 y 28 se~
manas.

Para obtener las varianzas de los Zt's ajustados, -~
se usard la notacién matricial y de acuerdo a Draper y Smith
{24) se tiene que

2
var (z,) = {5;: x'x)7h K+ 1}6” (7)

donde

§£ = Ixt ' Xt/zI , £t son las semanas no observadas y la man=-
triz ¥ definida como

1
X} 11

ited
o
[

|>s....
fd

w

I

o

w0 c
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De acuerdo can lo anterjor, se va a genexar una cQ
leccibn de niveles de anticuerpos en bhase a los valores ob--
servados Yo o t=1,2,3,4,6,10,16,20,26 y 29 semanas y valo--
res no observados pero predecidos, Zt , t= 5,7,8,9,11,12,13,
14,15,17,18,19,21,22,23,24,25,27 y 28 semanas, utilizando la
ecuacién de prediccibn de Ec,6. La serie estadfstica genera
da con el fin de tener para cada t, 1 ¢ ¢ é 29 su respectivo
nivel de anticuerpos, plantea el problema de heteroscedasti--
cidad de varianzas, ya que los valores cbservados ¥y , presen
tan varianza igual a G'/lo y los %, presentan sus respectivas
varianzas dadas por Ec.7. La serie de valores citada, se es-
cribiré como el vector w, 23 X 1 y sea 2{ la matriz de varian
zas y covarianzas definida por

< ¢
G{O[

.
- : o
var (W)'[r z - (/o) 10, 40) % (X'X) ! 5+ l]%...,ﬁg)

% (8).
La matriz ;E se puede factorizar por :E , es decir

s. 5" 2'/;’

o (E% ). 5 5 £
q; Zfﬁ E:h th 2:-%
¢

de tal modo que

13

Con el fin de estimar el coeficiente de ajuste par-
“eial é de Ec.4, se ajustS el medelo de Ec.4-con el vector w ,
es decir

- 1/2 -

w,._-énl X, +cSBZ X + (1 é) wt_1+¢SEt r26t429
(10)

el cual en notacibn matricial se escribe

Ww=XB+y (1)



-114-

donde w es el valor definido anteriormente,

i T r
2 V2 Wy

)&; ? 3 3 vy j) 3%3; 45 Qg?fks

3]

1 w=l
|

: L

¥ el vector aleatorio, 1 X 29,

Para aplicar el principio de cuadrados minimos, una
de sus suposiclones es la de homoscedasticidad de las varian-
zas, de los errores, suposicidn que aquf no se cumple ya que
var (v) = Var (w) = Z y por tal motivo, se premultiplics el
modelo de Ec.ll por j{?ﬁ es decir,

o8 % %

ZUI:ZX£+Z.\J, (12)
para obtener la homoscedasticidad de varlanzas requeridas,=-
esto es, el principio de cuadrados minimos generalizados,
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tirtara | %]0-0[00 |00 [0.0]0.0 0.7 00 }00}0.0|08|0.0[0800[0.0{07 00 {15]00]00]00
a,:":mr %10.0 |00 06)3.8 228 201 1B.7|9.1{9.4 13.35.1 |6.1 h2.7|6.4a.3| 3.3 ]i0.1 |8.3|8.6[105
‘;“:f%“r:‘.“ % {0.0({0.0{11}{00{00] 00]0.0]00]07]|25]1.8/0.8]{00(0.8[0.0{0.0/00]0.0}0.0]00

Semano 7 postdesafio

; 20 (21 {22 (23|24 |25]26 |27)28 | 20] 3031 |32 rfuql!w
Pordmetrd 33 |34 135 [36 [37 | 38]
“r“o"? w| 00 26| 26 26| 28 10 14| 54| 7.4] 44 71| 24{ a5 92 38| 10| 45| 76 89
Hugvo on 0ol 00| 00 00 00 ool 0a 1.7] 00 00| 00 00 00| 00] 00| 00| 00lo
tartara | *| 09 O 0 X 0 1.7] 00| 00| 00| O J o o o
: d‘:"g;?g, w| 104 129] 96 77| 124 80| 6.2 6.4 74| 29] 7.1 48] 45 13.4{ 157] 9.4)102] 87
c::m %! 00 00] 00] 00 00| 09 00 00| 00| 00 00| 00 1.1 13 1z 1ol 1.

EER

;9{“‘ RN




Anexo .5.0

GRUPO Nt 2
pman.;:m ofrl2]3lalslel7z]s]ololutizlatialislielizliafis
Huevo
roto - | %! 55| 06| 12| 08 39| 6.4| 46| 4.7] 6.6{104] 60 79 4.1] 41| 5.5 7.3 o8l 50 42 26
";'3:""0[:“ %| 00| 00| 00{ 00{ 0.0] 1.4] 00| 0.0} 0.7] 0.0] 15| 08 08l 1.6 32| 36| 1.7 0.0] 1.7 0.8
rdid :
df"coig, w| 00 00! 0.6/108] 19.6]171] 9.2 47| 8.8(10.4] 37| 2.4 1.6} 2.3 2.4] 45| 88| 50| 58 6.0
caron
%‘:',o‘:,',"’, %! 00 00| 00| 0.0 06} 1.4] 00| 00| 00| 1.6] 0.0 0d 00| 00| 00| 00] 00| 00| 0o 00
mang desafio postdesafio
i 20 |21 |22 |23 |24 [25]26 |27 |28 )29 |30 |3 {32 a5 T34 T35 T36 [57 138
“:;',? w| 3.8| 9.9 58| 59 33| 5.1] 96| 2.8] 3.1| 7.8 9.5| 1.9] 80 108| 4.2| 86| 8.9] 3.2/ 67
Huevo en '
tdrtara | ™| 10| 00| 0.0/ 0.0{ 0.0 1.3| 00| 0.0 00l 0.0 2.4] 00] 00 00| 00| 1.2 00| 00| 33
fudida || 29 2.7| 29| 2.4 00| 13| 00| 00| 00| 00| 74| 1.4 35 92 1.1] 62| 30| 32] 17
Cascaron \ :
detorme | ™| 0.0 0] 00] 0.0 1.1] 1.3 0.0f 00| 00| 0.0] 0.0| 0.0 0.0 00| 00| 1.2| 0.0} 0.0

13 -
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Anexo 6.0

GRUPQ Ne 3
Semana

Pardmetrs 0 { 2 3 4 ] 6 7 8 9ot j12}i3 114)15 116 17118 {19
Husvo

tota %) 200 06) 23| t.2] 1.9 19] 19 1.3 27) 2.7 1.5 2.1) 45 1556 64 54 61 3715
Husvo en y

tdrfora % 00| 00} 0.0] 0.0{ 00| 00| 00 QO 00} 07 0.7] 00| 00} 00 00| 0.8] 00| 08 0.7| 0,0
Perdida

de color w| 00 00] 1.1112.6] 1891 {9.3] 11.2] B.2| 951108 96] 62| 32| 3.0 70 3.2] 122 85 8.0 53
Coscardn -
deforms % | 0.0/ 00] 0.0{ 0.0 0.0} 0.6] 0.0 0.0 0.0] 0.7{ 0.0/ 0.0} 0.6] 0.4 0.0 0.0] 00] 00| Q.0{ 0.0

emana desofio postdesafio

' 20 |21 |22 123 |24 |25 (26 [2T {28
Pordmetr 7 29 130 | 31 132 33 13a {35 |36 |37.]38]
Huavo

roto 1.7] 48] 5.0{ 4.5| 45| 7.8] 56| 2.2{ 2.3] 3.4] 86| 7.3] 5.5 6.2 4.5 3.6/ 2.7 38 79
Husvo en

tdrfara %| 0.81 000 0.0 0.0 00} 0.0 cof 0.0] (.11 0.0] 6.0 0.0 0.0 0.0 0.0f 00] 0.0 1.0] 0.0
. Perdida .

de color %1 10.0] BO| T4 7.2| 98] 3.9] 7.9] 7.8] 3.4 9.1 T.i] 6.2] 4.4 7.3 8.2] 6.4,.6.2[ 6.7 7.9
Coscaron o

deforme ! 0.0 G.0f 0.0} 0.0} 0.0{ G.0f 0.0 0.0} 0.0 0.0] 0.0} 0.0! 0.0 1.0{ 0.0} 0.0{ 0.0 0.0} 1
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Anexo 7.0 Caractvislicas aatornas dsl  Kusus

GRUPO N2 4

Semana

Patmens oft1tzlaialsise |78 ]9]wjunlwiiza|[w]i5]ie|17 819
Huevo

role || 00] 23} 1.2] 1.3 2.0) 0.6] 2.6 1.3] 4.2 48| 2.8] 0.0] 2.2 07| 1.3] 2.0] 3.2 4.5] 30| 248
Huevo en 9

tdrtara | | V.t| 0.8/ 0.0) 0.0} 0.0 0.0 0.0] 0.0f 0.0l 0.0] 00{ 00| 00| 00| 0.0 00| 0.0 00| 0.0/ 0.0
Perdido

de color |%| ©Of 0.0/ 1.8) 11| 213)13.1] 10.0) 5.8| 2.8 87| 6.3} 8.7| 37| 00| 3.9 2.0{ 3.8/ 6.4] 1.2]2.1
Cascaron

deforme | 7| 0.0 0.6/ 081 0.0 0.0] 0.0f 07| 0.0 14| 48| 07] 1.4 0¢| oc| 00| 07] 06| 08| 0cloo

Semana .

; 20 |21 |22 |23 |24 | 25| 26 | 27|28 | 29| 30| 31 | 32 [dpaplis patldesafio
Porametro 3 33134 |[35]|36 137 |38
Husvo BE
oto  |%] 22| 37/ 4.2 16| 46 4.2] 4.2 38| 69| 8.8' 2.7 7.2| 5.0 68| 7.1| 20 94| 6.4/9.0
Husvo en

tortara 07| 00| 0.0 0.0 00| 0.0 0.0 0.0 1.0] 0.0] 6.0 0.0} 0.0 0.0 0.0] 00| 0.0| 00|00
Perdido ' ’
da cotor 07| 2.2 2.1] 1.6] 08| 08| 08| 2.8 1.0{ 1.1] 1.8 0.9/ 1.0 08| 5.0 5.9[6.2 37|40
Coscaron

daforme 0.0] 0.0 0.0| 0.0 oo| i.7] 17| 0.0] 2.0f 0.0 1.8] 098] 3.0 3.4 3.0 4.9l 2.1} 18

0.0} - R
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Anexo 8.0 Caractorvisticas  extornas dol Aussa
GRUPO N2 5
emana
s ol j2i3lalsle |78 (otw{infizlizlialsie]|rz]ialio
Hueve
roto. %1 3.2 17 1125 1.3] 2.5 29| 4.6 6.d 57 4.8 63| 49| 14| 34 1.9 26| 26 4.1{a9
Huevo en
tirtara. | %} 0.0 08| 06 06) 0.0 0.0] 00 23} 15| 0.0 07 07 07| 07| 07 00 0.0/ 0.0 0.0 00
Perdida ;
do color |%| OO 00 00/137] 196/14.6| 108 7.7 B3| 9.2 123| 56| 4.9 55| 4.1} 83 2.6 35| 7.3| 2.4
coscoron
detorme | ™| 00 001 1.1} 00l o0} 00} 00| 08 3.8} 28| 2.0l 14| col ool 1.2] 00| ool ool 00|40
amand 1
ey 20 |21 |22 |23 |24 |28 |26 | 27|28 |29 30|31 |32 [t 5’:"";:’";7 o
Huevo
rote %] 46| 1.8] 3.0/ 00| 3.8 2.8] 5.4| 1.0 4.3 4.2 48 54 2.1 19] 4.4 1.1] 21| 7.6l 2.4
Huevo an -
tartara | ™| 00| 00| 00| 00} 00| 0.0 0.0 00| 00 00| 0.0 0.0[ 0o 00| 00| 00| 0.0 00f 12
Perdid =
de color || 27| 84)8.1] 35 1.9 2.8| 1.8] 3.0] 2.1 1.0{ 00| 2.2] 2.1 8.7l 7.7] 6.4/ 53| 5.4
Coscaron —
deforme | ¥| 00 00| 00l 1.7} 0:9] 0.9 18] 00| 0.0 00| 00| 00] 32 3.9] 5.5 2.1/°2.1] 0.0

48]
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Anexo 9.0

GRUPO N¢ @
Semona
Purdmons ojt{2]3tafsis |78 fofwinip2zlizitalisie{r ||
Huevo
roto %] 00 1.l 18] 1.8] 1.4 28] 22| 1.2 3.2 35 60 39 1.4 4.1l a0/ 39| 34 1.3] 4.2 26
Huevo an
tarfara || 00| 0.0] 00} 0.0 0.0] 0.0} 00| 00| 0.0{ 0.0] 00/ 06 00| 0.0 00| 00 00| 0.0| 00| 00
Perdida
de color || 00| 0.0] 2.2]17.7)233{19.4] 15.1| B.6| 5.2] (4.9 9.6/ 46| 7.2| 4.1} 8.1] 32| 55 39| 3.5 1.9
Cascaron
deforme | ™| 00| 0.0/ 0.0 0.0} 0.7} 0.0 0.0] 0.6/ 0.0 1.4] 00 00| 00| 0.0} 0O 00 0.0 08| 07| OF
Semona i postdesatio
, 20 {21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 )28 |2 a1 |32 %Lﬂ'
Pardmetre i g 33 (34 T35 136 |37 [38
Husvo .
roto | 7| 53] 55| 6.3 2.2| 24| 5.0{ 4.2 4.1] 26| 3.7 1,7] 4.8 2.6 38 53 2.7 1.1} 4.1[4.
Huwvo en E
tirtora 00| 0.0f 0.0| 0.0/ 00| 0.0] 6.0 0.0[ 0.0/ 00| 00| 00| 0.0 0.0| 0.0f 0.0/ 0.0l 0,0/.00f"
e
gordida ool to] 24 2.2 37| 24] 5.0 00| 08| 1.7 1.8] 25 08| 28 8.6 63/ 5.3 6.4 6.2
: m::: %| 00} 00| 0.0] 0.0] 0.0l 0.0| 0.0] 00| 0.9 00} 08 +.6{ 0.9 38) 5.3 1.8 3.2] 1.0 1.0

of
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