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RESUMEN

ROJAS 2Z0GNIGA ADRIANA. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA PROTECCION CONTRA LA
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE CON UNA COMBINACION DE VACUNAS ACTIVAS E INACTIVAS
FRENTE A UN DESAF{O CON VIRUS DE NEWCASTLE VELOGENICO VISCEROTROPICO EN
POLLOS DE ENGORDA ESTIRPE ROSS/ROSS (Bajo la asesoria de Tamas Fehervari
Bone y Rubén Merino Guzméan).

La enfermedad de Newcastle es altamente contagiosa, destructora vy
representa una seria amenaza econdémica para todos los sectores de la
industria avicola. Afecta a casi todas las aves domésticas y silvestres,
aunque se presenta mds frecuentemente en su forma letal velogénica
viscerotrépica en aquellas &reas con alta densidad de poblacidén avicola.
Es por ello que la vacunacién es una forma de prevenir y controlar el
padecimiento.

Fuerén wutilizadas 200 aves comerciales de pollo de engorda estirpe
Ross/Ross de 1 dia de edad, alojadas en unidades de aislamiento vy
divididas en 5 grupos. A los 11 dias de edad, 1los pollos fueron
inmunizados como sigue, grupo 1: cepa lentégenica inactiva
hiperconcentrada (LIH) por via subcut&nea mas cepa activa apatdgena (AA)
por via ocular; grupo 2: cepa activa lentogénica La Sota (ALS) por via
ocular; grupo 3: virus activo apatégeno (AAR) por via ocular mds vacuna de
virus lentogénico inactivado (ALI) via subcutédnea; grupo 4: cepa viva
apatdégena (AA) via ocular; grupo 5 testigo no vacunado. El desafio fue
(cepa Chimalhuacdn, 107 DLEP:y/0.2 ml) al dia 36 de edad de las aves por
via intramuscular. En cada grupo de aves hubo pollos no desafiados para
confirmar la trasmisién horizontal del virus de desafio. Fuerdn tomadas
muestras de suero sanguineo los dias 2, 11, 21, 36 y 51 de edad para
pruebas de inhibicién de la hemoaglutinacién (HI) y ELISA, asi como
muestras de hisopos cloacal y traqueal para aislamiento virolégico en
embrién de pollo. Fueron comparados los signos, lesiones, porcentaje de
mortalidad, reaislamiento viral y titulos de anticuerpos. La reaccién
respiratoria postvacunal fue leve en todos los grupos inmunizados. Los
titulos de anticuerpos no mostraron diferencia estadistica a los 21 y 36
dias con la prueba de HI, pero el grupo 4 tuvo el menor titulo ELISA
(P<0.05) a los 36 dias. A los 51 dias, el mayor titulo de anticuerpos fue
en el grupo 4 de trasmisién horizontal, seguido del grupo 3 de trasmisién
horizontal y luego por los grupos 2, grupo 2 de trasmisién horizontal,
grupo 3 y grupo 4; el menor titulo de anticuerpos lo presenté el grupo 1.
El virus vacunal se aislé de hisopo traqueal en los grupos 1 y 3 a los 21
dias de edad, y a los 36 dias en el grupo 4. El virus de desafio fue
alslado de hisopo cloacal de los grupos 1 y 4 a los 51 dias de edad. La
mortalidad fue del 5% en el grupo 2, 10% tanto en el grupo 3 como en el
grupo 4; 20% en el grupo 4 expuesto a la trasmisién horizontal y 100% en
el grupo no vacunado, el resto de los grupos no presentdé mortalidad. Todas
las aves muertas presentaron lesiones tipicas de la enfermedad de
Newcastle. Las aves vacunadas presentaron mis signos respiratorios y menos
signos digestivos que el grupo 5 testigo. Los signos nerviosos en los
grupos 2 y 4 fueron iguales que en el grupo 5 testigo, los grupos 1 y 3
manifestaron menos signos nerviosos. Las cuatro vacunas y sus
combinaciones fueron efectivas ante el desafio del virus velogénico
viscerotrépico cepa Chimalhuacidn de la ENC protegiendo por lo menos al 80%
de las aves contra la mortalidad. El mejor programa de vacunacién fue el
de la aplicacién simultanea de la cepa hiperconcentrada inactivada con la
cepa activa apatoédgena.



SUMMARY

ROJAS ZUNIGA ADRIANA.COMPARATIVE STUDY ON PROTECTION AGAINST NEWCASTLE
DISEASE IN ROSS/ROSS BROILER CHICKENS TREATED WITH COMBINATIONS OF ACTIVE
AND INACTIVE VACCINES AND CHALLENGED WITH VELOGENIC VISCERTOTROPIC
NEWCASTLE VIRUS (Guided by Tamas Fehervari Bone and Ruben Merino Guzman)

The Newcastle disease is a highly contagious, destructive disease and
represents a serious economic stress for every sectors of modern
aviculture. It affects almost all domestic and wild bird species but it
can be found most frequently in its lethal, velogenic-viscerotropic form
in regions with high poultry population. Vaccination is one of the forms
to prevent and control the disease.

Two hundred, one day old, Ross/Ross commercial broiler chickens were
obtained than divided into 5 groups and kept in isolation units. At the
age of 11 days, they were immunized with Newcastle disease vaccines as
follows: group 1 inactivated hyper-concentrated vaccine produced from
lentogenic virus and applied via sub-cutaneous, plus vaccine with
apatogenic live virus via ocular(conjunctiva); group 2 active vaccine with
La Sota virus via ocular; group 3 apatogenic live virus vaccine via ocular
and inactivated hyper-concentrated vaccine produced from lentogenic virus,
subcutaneous way; group 4 vaccine with active apatogenic virus, via
ocular; group 5 remained without treatment. At age 36 days, birds were
challenged with strain Chimalhuacan (10"® DIs/0.2ml) via intramuscular.
In each group some birds were left out of challenge to detect horizontal
transmission of challenge virus. Blood samples were collected on 2, 11,
21, 36 and 51 days of age for hemaglutination inhibition (HI} and ELISA
tests as well as cloacal and tracheal swabs were taken for virus isolation
using chicken embryos. Signs, lesions, mortality ratio (%), serum antibody
titres and virus re-isolation were compared. After vaccination, slight
respiratory reactions were observed in each immunized groups. Antibody
titres did not showed statistical differences on 21 and 36 days in IH
tests, however, using ELISA method, the lowest antibody level was observed
in group 4 (P<0.05) on day 36. The highest humoral antibody level was
detected in group 4 chickens exposed to horizontal virus transmission,
followed by the same chickens in group 3, challenged chickens in group 2,
horizontal transmission chickens in group 2, challenged birds in group 3
and 4; the lowest titres were observed in chickens of group 1. Vaccine
viruses were isolated from trachea swabs on group 1 a days 3 and 21 and
from the group 4 on the 36 days of age. Challenge virus was isolated on
the 51 days from the groups 1 and 4. The mortality ratio was 5 % in group
2, 10 % in groups 3 and amongst challengedbirds of group 4, 20 % in
chickens exposed to horizontal virus transmission in group 4, 100 $%
mortality was detected in the group without vaccination, meantime all
others showed no mortality at all. All dead birds were submitted to
necropsy and lesions found were typical for Newcastle disease. Respiratory
signs dominated in vaccinated chicks and they showed less signs related to
the digestive organ failures than in chicks of control group. Neural signs
were identical in groups 2, 4 and 5; the less significant signs were
detected in the groups 1 and 3. All four vaccines and their combinations
were found effective in preventions of challenge with Chimalhuacan
velogenic viscerotropic virus giving at least 80 % of protection against
mortality. The best protection was found in the group vaccinated
simultaneously by the vaccines containing inactivated hyperconcentrated
virus and live apatogen strain.



INTRODUCCION.

La enfermedad de Newcastle (ENC)} es ocasionada por un virus que provoca
una infeccién altamente contagiosa y destructora que representa una seria
amenaza econémica para todos los sectores de la industria avicola ’. Es
una enfermedad que afecta a casi todas las aves domésticas y silvestres
tanto jévenes como adultas ‘%3 .

La ENC afecta especialmente a las gallinas de cualquier edad y en
ocasiones a los pavos. Los gansos Yy los patos pueden ser portadores del
agente causal y no muestran signos clinicos especificos.

La paloma es m&s resistente que la gallina pero puede ser portadora de la
infeccién y rara vez se enferma. El hombre puede sufrir conjuntivitis
cuando tiene contacto con el agente etioldgico, ya sea personal que
trabaja en granjas, plantas de procesamiento de aves o en laboratorios .
Los signos que se pueden asociar con la enfermedad de Newcastle ocasionada
por una cepa velogénica viscerotrdépica son: estornudos, estertores
traqueales y bronquiales, disnea, conjuntivitis, sinusitis, exudado nasal,
exudado conjuntival, anorexia, diarrea color verde esmeralda,
deshidratacién, depresién, torticolis, incoordinacién, tremor, tics,
paralisis de alas o patas, éusencia de postura de huevo y muerte. Se
pueden presentar todos o algunos de estos signos, ademads de disminucién de
la conversién alimenticia en el pollo de engorda y la calidad del huevo en
gallinas de postura y reproductoras '!#% 332

Ninguno de estos signos puede ser considerado caracteristico de la
enfermedad por lo que no deben ser utilizados como métodos de diagnéstico
definitivo. Sin embargo, cualquier infeccién, toxina u otra condicidén que
provogue signos semejantes, vya sean leves o severos, pueden hacer
sospechar de ENC o de una infeccién provocada por otros agentes, por lo
que se requiere de pruebas complementarias que lleven a un diagnéstico

definitivo (1920, 2L



Los virus de la enfermedad de Newcastle presentan una gran variacién en
cuanto a su virulencia. Existen cepas que producen infeccién sin ocasionar
signos de enfermedad, algunas otras producen enfermedad y mortalidad de
hasta un 100%. La ENC afecta sucesivamente a todas las parvadas de la
explotacién atacada y también a las de las granjas vecinas en el curso de
pocos dias si no existe proteccién vacunal y medidas de bioseguridad
adecuadas ‘!"%%.

La ENC es ocasionada por un paramixovirus del género Rubulavirus que
contiene RNA, perteneciente a la familia Paramyxoviridae. Los
paramixovirus aviares pertenecen a 9 serogrupos (Paramixovirus -1 al
Paramixovirus -9 (PMV - 1 al PMV -9)] de los cuales sélo el PMV-1 se
relaciona con la ENC. Estos virus se replican en embricnes de pollo y no
presentan reaccién serolégica cruzada entre ellos, a excepcién del PMV -3
que puede tener reaccién cruzada con el PMV -1. Los serogrupos son
estables antigénicamente y no 1llegan a mutar de un serogrupo a otro
(5,15,19,20)

El virus de ENC sobrevive largos periodos a temperatura ambiente,
especialmente en las heces; es sensible al éter e inactivado a 56°C/3
horas, 60°C/30 minutos, al pH &cido, a la formalina y al fenol %1%

En cuanto a su virulencia, la clasificacién de las cepas depende de la
velocidad con la gque ocasionan la muerte embrionaria: lentdgenicas (baja
patogenicidad) si tarda mds de 90 horas en morir el embrién o no muere,
mesogénicas (moderada patogenicidad) si muere entre las 60 y 90 horas post
inoculacién en cavidad alantoidea y velogénicas (alta patogenicidad) si el
embrién muere en menos de 60 horas postinoculacién en cavidad alantoidea.
Los virus también se pueden clasificar de acuerdo con los érganos mas
afectados y los signos clinicos que ocasionan: cepas neurotrdpicas, que
provocan signos clinicos y lesiones de tipo nervioso, y las cepas

viscerotrépicas que danan al sistema digestivo y provocan hemorragias



severas en las visceras, sin la presentacién de signos de tipo nervioso
(5,6,7,8,19)

La ENC ha sido un serio problema para la avicultura mexicana, ya que el
desarrollo de ésta se ha visto frenado por las diversas formas de
presentacién de la enfermedad .

En México existen cinco formas de presentacién de la ENC clasificadas por
la virulencia de las cepas :Y¥

1. Asintomatica, conocida también como presentacidén entérica. Esta
presentacién solamente es detectada por métodos serolégicos y
aparentemente no hay signos. Las cepas involucradas son Ulster, 2C, QV4 y
VG/GA {5,15,21,33) A

2. Hitchner, que es la presentacién menos severa. Las cepas pertenecientes
a esta clasificacién se emplean en la elaboracién de vacunas activas e
incluye a las cepas lentogénicas Bl, La Sota y Clon 30. Llegan a ocasionar
signos respiratorios de leves a moderados y disminucién de los parédmetros
productivos como respuesta postvacunal (3-21:22:23.24.33)

3. Beaudette, la cual produce signos respiratorios y disminuye 1la
produccién de huevo durante varias semanas. Pueden presentarse signos
nerviosos. Las cepas involucradas son las mesogénicas y dentro de este
grupo se encuentran las siguientes cepas: Roakin, Haifa-Komarov,
Krananueld, cepa H y Mukteswar '21:23.3%

4. Beach, en esta presentacién encontramos signos respiratorios vy
nerviosos en aves de cualquier edad. Involucra a cepas velogénicas
neurotrépicas como la cepa Texas. La morbilidad puede llegar al 100% y la
mortalidad puede ser del 50% en aves adultas y 90% en aves jovenes
(5,21,23,3%

5. Doyle, que se caracteriza por producir signos respiratorios, digestivos

y nerviosos. La mortalidad alcanza el 100% en aves susceptibles. Esta es

una forma aguda y letal para aves de cualquier edad. En este tipo de



presentacién se encuentran las cepas mexicanas Iztapalapa, Querétaro y
Chimalhuacé&n. La enfermedad se presenta mds frecuentemente en su forma
letal de velogénica y viscerotropica en aquellas &reas con alta densidad
de poblacién avicola !%-20-21.22.23.3%

A partir de 1991 en el mundo se ha detectado un aumento de la incidencia
de brotes de la enfermedad. En México, durante 1998 se registraron 30
focos de la enfermedad de Newcastle velogénica viscerotrédpica, 20 en 1999
y mads de 41 focos en el 2000 a raiz del brote en la comarca Lagunera,
Coahuila, durante el cual fueron sacrificadas mas de 13,610,000 aves de 93
granjas afectadas, y despobladas. El costo del brote se estimé en
aproximadamente 250 millones de pesos %%,

En algunos paises ha sido dificil erradicar la enfermedad de Newcastle
mediante procedimientos de bioseguridad, limpieza y desinfeccién ya que no
sbélo las aves infectadas, sino también todos los materiales con los que
establezcan contacto deben considerarse como trasmisores o portadores
intermediarios de la enfermedad de Newcastle. Esta enfermedad se propaga
de una explotacidén a otra con las jaulas de captura y de transporte, con
los restos del sacrificio, plumas, cartones, bandejas de huevos y
vehiculos. Las exposiciones de aves de ornato y exéticas fueron no pocas
veces en el pasado, el punto de partida para que la infeccién se
extendiera. Es indudable que el hombre desempefia un papel especial como
portador intermediario pues éste puede contribuir de manera esencial a la
propagacién de la enfermedad con la ropa de trabajo y los zapatos sucilos
de heces. El contagio de un animal a otro dentro de la explotacidén se
produce principalmente por medio del alimento y el agua contaminados. El
aire polveoriento extraido de 1los locales por los ventiladores puede
propagar réapidamente la enfermedad a las explotaciones vecinas.

En consecuencia, algunos paises se han visto obligados a usar la

vacunacién como método de control 010



Clasificacidén de las vacunas contra la enfermedad de Newcastle

Las vacunas se clasifican como de virus activo o de virus inactivo:

a) Vacunas con contenido de virus activo: dentro de este grupo estén las
vacunas de cepas apatogenas, las cuales son enterotrépicas, no producen
enfermedad y se aislaron directamente del intestino de aves sanas. Estas
cepas no inducen la produccién de anticuerpos circulantes, pero
proporcionan proteccién efectiva. Es por ello que se emplean para la
elaboracién de vacunas. En este grupo de virus activo se encuentran
también las cepas lentogénicas adaptadas a embriones de pollo. Ejemplo de
éstas son las cepas Bl, F y la Sota. Generalmente las vacunas F y Bl no
provocan enfermedades nerviosas pero pueden causar la aparicién de signos
respiratorios leves y pasajeros. La cepa F es la que suele provocar la
menor reaccién y la cepa Bl provoca, por lo general, poco o ningun efecto
clinico respiratorio postvacunal. Para estas vacunas la dosis optima esta
comprendida entre 10°%% y 107 DIEPss/ave /19120,

Las principales vias de aplicacién de estas vacunas son por instilacién
ocular o nasal. La administracion de vacunas lentogénicas a través del
agua potable no siempre provoca una respuesta en cada ave lo
suficientemente fuerte para que la proteccidén conferida sea efectiva. La
administracién individual de las vacunas por via intranasal o via ocular
provoca una respuesta de anticuerpos mas pronunciada y mas regular.
Finalmente, las vacunas mesogénicas mas conocidas son elaboradas con las
cepas Roakin, Komarov, Hertfordshire y Mukteswar. Para estas vacunas la
dosis optima es aproximadamente 10°DIEPs,/ave administrada por via
parenteral. Estas vacunas no son recomendables para inmunizar pollos de
menos de 8 semanas de edad, ni para aves adultas que no hayan sido
inmunizadas previamente con alguna vacuna lentogénica, ya que pueden
causar alguna reaccién por ser muy virulentas. La inmunidad conferida por

estas vacunas es de gran duracién. Las vacunas mesogénicas son utilizadas



para reforzar la inmunidad de los pollos previamente vacunados con virus
lentbébgenicos. Estas vacunas son utilizadas casi unicamente en aves de
traspatio y aves de combate. La via de aplicacién de estas vacunas es por
via parenteral ©-10-1L.12)

b) Vacunas con contenido de virus inactivo: en éstas se administra
formalina o betapropiojactona al liguido alantoideo del embrién de pollo
infectado con una de las cepas antes mencionadas, y una base adyuvante de
gel de hidréxido de aluminio o emulsiones oleosas. La via de aplicacién de
las vacunas inactivadas contra la enfermedad de Newcastle es por via
subcuténea. En este grupo también se incluyen las vacunas adaptadas a
cultivos de tejidos. La adaptacién de cepas de la enfermedad de Newcastle
de virus a cultivos de células de mamiferos ha permitido la produccién de
vacunas atenuadas que, aungque no contagiosas, son capaces de infectar a
los pollos por inoculacién. Estas vacunas se inyectan a aves completamente
susceptibles y originan niveles de anticuerpos duraderos :'9:11:12)

En general las dos formas principales de inmunizacién individual son la
inoculacién subcutdnea y la via ocular o nasal, las cuales dan como
resultado una dosificacién y una respuesta de inmunidad mé&s uniformes en
la parvada. Su principal desventaja estriba en el tratamiento vy
confinamiento de las aves, que produce la fatiga de las parvadas y que
requiere de mano de obra capacitada y conciente.

Las cepas vacunales lentdgenicas y las vacunas inactivas de gran calidad,
aplicadas con precaucidén, pueden conferir el mismo grado de proteccién gque
las vacunas meségenicas 'V,

Como la ENC es un riesgo importante para la avicultura mexicana, la
aplicacién de vacunas ha sido considerada hasta ahora el mejor medio de
prevencién en zonas endémicas. El objetivo principal es el desarrollo de
anticuerpos que protejan contra la infeccién del virus velogénico

viscerotroépico 2,



En México las vacunas empleadas para la prevencién de la enfermedad de
Newcastle son controladas y reguladas por la Norma Oficial Mexicana NOM-
052-200-1995, la cual indica los requisitos para las vacunas y el control
de la enfermedad de Newcastle, ademds de las medidas de bioseguridad y la
posibilidad de aplicar vacunas con virus activo e inactivo, mediante
varios calendarios de inmunizacién !7-8-10.11.200

La importancia del desarrollo adecuado de la inmunidad activa contra esta
enfermedad, ha provocado que dia a dia se busquen alternativas que

{13)

permitan favorecer o potenciar la respuesta postvacunal y reducir al

minimo los efectos negativos sobre la parvada durante el manejo de la

vacunacién 4,




OBJETIVOS

General:

Evaluar la proteccién contra el desafio con la cepa velogénica
viscerotrépica Chimalhuacidn de la enfermedad de Newcastle, conferida por
la combinacién de dos vacunas con virus activo y dos con virus inactivo.
Especificos:

- Determinar la diseminacién del virus vacunal a través de las
secreciones tanto de las aves vacunadas como las aves de trasmisién
horizontal.

- Medir el grado de inmunidad humoral estimulado por la inmunizacién.

- Evaluar los signos, lesiones y la mortalidad ocasionada por el virus
de desafio en las aves vacunadas, no vacunadas y de trasmisién
horizontal.

HIPOTESIS

Las vacunas contra la enfermedad de Newcastle, elaboradas con virus
apatégeno activo confieren protecciédn similar a la estimulada por vacunas
de cepa activa La Sota o virus inactivo, ante un desafio con virus
velogénico visceotrépico.

JUSTIFICACION

Todo bioldgico debe de ser evaluado antes de ser introducido al mercado
para que éste sea un producto eficaz, confiable y seguro. Ademads los
calendarios de vacunacién deben estar relacionados con el tipo de producto
a utilizar, por esto es importante que el bioldgico sea evaluado in vitro,
mediante las pruebas de potencia desafio en condiciones controladas en
unidades de aislamiento para elegir las vacunas que confieren una mayor

proteccién con menos efectos colaterales.



MATERIAL Y METODOS

Vacunas.

Se emplearon cuatro vacunas comerciales:

a) Vacuna con cepa activa apatdgena (AA) PHY.IMV.42. Cada 1,000 dosis de
esta vacuna fue reconstituida en 30 ml de agua bidestilada y administrada
ocularmente, 30 pl/ave.

b) Vacuna con cepa activa lentogénica La Sota (ALS). Cada 1,000 dosis de
esta vacuna fue reconstituida en 30 ml de agua bidestilada y administrada
ocularmente, 30 pl/ave.

c) Vacuna con cepa lentégenica inactiva (LI). Aplicada subcutaneamente a
dosis de 0.5 ml por ave, en el segundo tercio posterior del cuello del
ave.

d) Vacuna con cepa lentdégenica inactiva hiperconcentrada (LIH) .
Administrada subcutaneamente en el segundo tercio posterior del cuello del
ave con una dosis de 0.1 ml por ave.

Las vacunas de virus activo fueron tituladas antes de su aplicacién de
acuerdo con la metodologia descrita ''*, fuerén realizadas diluciones
décuples seriadas de 107! a 107° y por cada dilucién de 107 a 107 fueron
inoculados 5 embriones de pollo de 9 dias de edad via cavidad alantoidea e
incubados durante 7 dias, registrada la mortalidad y aglutinacién en placa

durante ese periodo, para obtener el titulo por el método de Reed y

Miench.

Aves

Fueron wutilizadas 200 aves comerciales de pollo de engorda estirpe
Ross/Ross de 1 dia de edad, alojadas en las unidades de aislamiento del
Departamento de Produccidén Animal: Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los
pollos recibieron agua y alimento comercial ad libitum segun- el

requerimiento nutricional de la estirpe. Las aves fueron mantenidas en un
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solo grupo apartir del dia de la recepcién hasta el dia de la inmunizacién
(11 dias de edad) que es cuando fueron divididas por grupo. En ambos dias
fueron sacrificadas 25 aves para la obtencién de muestras de suero. Las
aves restantes fueron divididas aleatoriamente en 5 grupos e inmunizadas a
los 11 dias de edad de la siguiente manera:

Grupo 1 (n = 30) identificadas con anillo blanco en el tarso izquierdo e

inmunizadas con 0.1 ml por ave de la vacuna “d” (LIH) por via subcuténea y

WL

30 pl por ave de la vacuna “a” (AA) por via ocular.

Grupo 2 (n = 30) identificadas con anillo verde en el tarso izquierdo,
fueron inoculadas con 30pl por ave de la vacuna “b” (ALS) por via ocular.
Grupo 3 (n = 30) identificadas con anillo rojo en el tarso izquierdo e

Y

inoculadas con 30 pl por ave de la vacuna “a” (AA) por via ocular y 0.5
ml por ave de la vacuna “c¢” (LI) por via subcutéanea.

Grupo 4 (n = 30) identificadas con anillo negro en el tarso izquierdo e
inmunizadas con 30 pl por ave de la vacuna “a” (AA) por via ocular.

Grupo 5 (n = 25) no estuvieron marcados y fungieron como testigo, los
cuales fueron inoculados con 30 pl por ave de PBS via ocular y 0.1 ml de
PBS por ave via subcuténea.

En cada grupo de aves hubo pollos no desafiados para confirmar la
trasmisién horizontal del virus de desafio. A los grupos 1, 2, 3 y 4
fueron asignados 10 aves y al grupo 5 testigo solo 5 aves.

Virus de desafio.

La cepa velogénica viscerotrépica Chimalhuacdn proveniente del cepario del
Departamento de Produccién Animal: Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México, fue
propagada y titulada en embriones de pollo ALPES I (Aves Libres de
Patégenos Especificos, S.A., 7 Norte #416 Tehuacdn, Puebla, México) de 9

12y
’

dias de incubacién mediante la técnica descrita del cual se prepard

un inéculo de desafio con 107°° DLEPs,/ 0.2ml.
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La patogenicidad de la cepa fue comprobada en 5 aves ALPES I de 4 semanas
de edad inoculadas con 0.2 ml/ ave via intramuscular.

Desafio

Se realizé al dia 36 de edad s6lo en 20 aves de cada grupo, con indéculo de
107> DLEPs; en 0.2 ml, via intramuscular en el area del misculo pectoral
derecho del ave. Las aves restantes de cada grupo quedaron expuestas a la
trasmisién horizontal del virus de desafio. A partir de las 12 horas post
desafio y hasta los 51 dias de edad, fueron evaluados y registrados los
signos clinicos y la mortalidad.

Toma de muestras

Estudio seroldgico: fueron obtenidas muestras de sangre sin anticoagulante
para la obtencidén de sueros los dias 2, 11, 21, 36 y 51 de edad para ser
evaluadas mediante la prueba de Inhibicién de la Hemoaglutinacién (HI),
con 10 UHA, método beta (suero diluido, virus constante), de acuerdo a la
Norma Oficial con la técnica descrita “%!'® v prueba ELISA técnica
indirecta (Sinbyotics Corporation, 11011 Via Frontera, San Diego, CA 92127
EUA) .

Estudio virolégico: se tomaron muestras de hisopos cloacales y traqueales
los dias 2, 11, 21, 36 y 51 de edad de las aves. Estas muestras fueron
colocadas en PBS y conservadas en congelacién hasta realizar el

aislamiento viroldgico en embrién de pollo mediante la técnica descrita

(16
Necropsia

Fué realizado el estudio de necropsia de todas las aves muertas después
del desafio, para confirmar las lesiones macroscbdpicas compatibles con. la

enfermedad de Newcastle velogénica viscerotrépica.



Analisis estadistico

Los signos y la mortalidad fueron evaluados mediante la prueba de Ji

cuadrada, como proporcién de las aves afectadas o muertas / total de aves

observadas. Los titulos de anticuerpos fueron comparados mediante analisis
de varianza.
El grado de significancia estadistica de a para todas las pruebas fue del

5%.

RESULTADOS
A) Titulo de vacunas activas:
e Vacuna con contenido de cepa activa apatdgena:
titulo = 10%* DIEPg/ml.
e Vacuna con contenido de cepa activa lentogénica La Sota:
titulo = 107-3% DIEPs/ml.
B) Titulo de la cepa de desafio:
e Indculo de desafio con 107-°DLEPsp/0.2 ml. Cepa velogénica
viscerotrépica Chimalhuacén de la enfermedad de Newcastle
C) Signos:
e Postvacunal:
A las 48 horas postvacunacién se observaron estornudos, estertores vy
secrecién mucosa incolora de pico, narinas y agitacién de la cabeza en los
grupos 1(LIH+AA) (5 aves), grupo 2(ALS) (7 aves), grupo 3(AA+LI) (2 aves) y
grupo 4 (RA) (3 aves). No hubo diferencia estadistica entre ellos, pero si
con respecto al grupo 5 testigo (0 aves) en donde las aves no presentaron

signo alguno, P<0.05.
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e Postdesafio

Los signos asociados con la enfermedad de Newcastle fueron:

1) Respiratorios = estornudo y estertor traqueal; 2) Digestivos = diarrea
(verde-blanco, verde esmeralda, o café); y 3) Nerviosos = tics, temblores
de la cabeza, tremor muscular y torticolis.

El cuadro 1 muestra la cantidad de aves con signos clinicos compatibles
con la enfermedad de Newcastle, después del desafio. En el grupo 1 (LIH+AA)
los signos respiratorios se observaron entre las 24 y 168 horas
postdesafio (PD), los signos digestivos se presentaron entre las 120 y 144
horas PD, no se observaron signos nerviosos en este grupo. En el grupo
2(ALS) los signos respiratorios aparecieron a las 24 horas y perduraron
hasta las 168 horas PD, los signos digestivos se presentaron entre las 120
y 144 horas PD, los signos nerviosos iniciaron a las 120 horas PD y se
mantuvieron hasta el fin del experimento. En el grupo 3(AA+LI) los signos
respiratorios se observaron entre las 48 y 216 horas PD, los signos
digestivos se presentaron de las 120 hasta las 240 horas PD, los signos
nerviosos se presentaron de las 264 horas PD hasta el fin del experimento.
El grupo 4 (AA) manifestdé los signos respiratorios entre las 48 y 216 horas
PD, los signos digestivos se observaron entre las 120 y 144 horas PD, los
signos nerviosos aparecieron a las 192 horas PD y perduraron hasta el fin
del experimento. Las aves del grupo 5 testigo no mostraron signos
respiratorios, s6lo presentaron anorexia y depresién; los signos
digestivos se observaron de las 72 a las 168 horas PD, mientras que los

signos nerviosos se manifestaron de las 72 a las 120 horas PD.



Cuadro 1. Aves que presentaron signos después del desafio con la cepa
velogénica viscerotrdépica Chimalhuacan del virus de la enfermedad de
Newcastle.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
LIH+AA ALS AA+LI AA

Horas | R D N R D N R D N R D N R D N
24 3 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
48 5 0 0 7 0 0 2 0 0 3 0 0 0 0 0
72 3 0 0 5 0 0 4 0 0 6 0 0 0 3 2
96 5 0 0 3 0 0 1 0 0 3 0 0 0 6 3
120 4 3 0 3 3 1 5 5 0 3 3 0 0 +1 1
144 4 3 0 3 3 1 5 5 0 3 3 0 0 +2 0
168 2 0 0 2 0 2 4 3 0 3 0 0 0 +1 0
192 0 0 0 0 0 3 3 3 0 3 0 2 0 0 0
216 0 0 0 0 0 3 2 2 0 2 0 2 0 0 0
240 0 0 0 0 0 3 0 2 0 0 0 2 0 0 0
264 0 0 0 0 0 3 0 0 2 0 0 +2 T T T
288 0 0 0 0 0 3 0 0 2 0 0 4 T T T
312 0 0 0 0 0 3 0 0 2 0 0 4 T T T
336 0 0 0 0 0 3 0 0 2 0 0 4 T T T

R = signos respiratorios

D = signos digestivos

N = signos nerviosos

T Todas las aves perecieron

Las proporciones de aves con signos clinicos a partir del dia del desafio
se muestran en el cuadro 2. La cantidad de aves de cada grupo que
manifestaron signos respiratorios fue estadisticamente menor en el grupo 5
testigo (0/25) que en el grupo 1 (LIH+AR) (15/28, P<0.05), grupo
2(ALS) (7/28, P<0.01), grupo 3(AA+LI)(5/27, P<0.05) y grupo 4(AR)(6/30,
P<0.05). La proporcién de aves con signos digestivos fue estadisticamente
mayor (P< 0.01) en el grupo 5 testigo (13/25) que en 1los grupos
1 (LIH+AR) (3/28), grupo 2 (ALS) (3/28), grupo 3(AR+LI) (5/27) y grupo
4(AA) (3/30). La cantidad de aves con signos nerviosos en el grupo 5
testigo (6/25) no fue diferente (P> 0.05) que la del grupo 2(ALS) (3/28) o
el grupo 4(BAA) (4/30), pero si fue mayor que la de los grupos 1{LIH+AA)

(0/28, P< 0.01), y 3(AAR+LI)(2/27, P< 0.1}.
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Cuadro 2. Comparacién de la proporcién de aves con signos respiratorios,
digestivos y nerviosos después del desafio con la cepa velogénica
viscerotrépica Chimalhuac&n del virus de la enfermedad de Newcastle.

Signos
Grupo Respiratorios Digestivos Nerviosos
1 (LIH+AA) 5/28 * 3/28 0/28
2 (ALS) 7/28 ** 3/28 3/28 **
3 (AA+LI) 5/27 * 5/27 2/27
4 (AA) 6/30 * 3/30 4/30 **
5 0/25 13/25 ** 6/25 **

* P < 0.05, ** P < 0.01 denotan diferencia estadistica entre los valores
mostrados en la misma columna

D) Mortalidad

e Postvacunacién
La mortalidad del dia de la vacunacioén al dia del desafio fue como sigue:
grupo 1{(LIH+AA): 1 ave murié de ascitis y 1 de asfixia; grupo 2(ALS): 1
ave muerta por disfuncién hepatica y 1 ave sin diagnéstico; grupo
3(AA+LI): 2 aves murieron de sindrome ascitico y 1 de asfixia.

e Postdesafio
Existié una reduccién altamente significativa de la mortalidad (P<0.001
en todos 1los grupos vacunados cuando se compararon con el grupo 5
testigo, el cual presentd 100% de mortalidad, incluso en las aves de este
grupo  expuestas a la trasmisién  horizontal (no  se desafiaron
intramuécularmente). No se observé mortalidad en el grupo 1(LIH+AA), y en
los grupos 1(LIH+AA), grupo 2(ALS) y grupo 3(AA+LI) expuestos a la
trasmisién horizontal del virus de desafio. La mortalidad fue del 5% en el
grupo 2(ALS), 10% tanto en el grupo 3(AA+LI) como en el grupo 4 (AA) y 20%
en el grupo 4(AA) expuesto a la trasmisién horizontal. Las aves murieron
dentro del periodo de 96 horas postdesafio excepto en el grupo 4 (BA) de
trasmisién horizontal, en el cual los pollos murieron entre las 168 y 192

horas postdesafio, cuadro 3.




Cuadro 3. Mortalidad posterior al desafio con la cepa velogénica
viscerotrépica Chimalhuacadn del virus de la enfermedad de Newcastle

Grupo Muertos / Total (%) Tiempo de muerte postdesafio
1 0 / 20(0) -
LIH+AA
1 trasmisién 0/ 8 (0) -
2 1/ 20 (5) 144 horas
ALS (6 dias)
2 trasmisién 0/ 8 (0) -
3 2/ 20 (10) 120 - 144 horas
AA+LI (5-6 dias)
3 trasmisién 0/ 7 (0) -
4 2/ 20 (10) 120 - 144 horas
AA (5-6 dias)
4 trasmisién 2/ 10 (20) 168 - 192 horas
(7-8 dias)
5 20 / 20 (100) ~* 72 - 144 horas
(3-6 dias)
5 trasmisién h. * 5 /5 (100) * 48 - 336 horas
(2-14 dias)

? = Aves del grupo vacunado que no fueron desafiadas directamente,

fueron expuestas al virus de desafio por trasmisién horizontal

* Indica diferencia estadistica altamente significativa dentro de la misma

colurna (P< 0.001)

E) Lesiones
Se realizé la necropsia a las aves que murieron después del desafio,
las que sobrevivieron al término del estudio.

s Grupo 1 (LIH+AA)

desafiado y Grupo 1(LIH+AA) de

horizontal: no hubo mortalidad postdesafio.

trasmisién

® Grupo 2(ALS) desafiado: el ave que murié presentéd traqueitis aguda

con petequias, proventriculo c¢on aumento de tamafio leve
hemorragias, encéfalo con petequias e hiperemia.
s Grupo 2 (ALS) de

postdesafio.
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Grupo 3(AA+LI) desafiado: wuna de las aves muertas presentd
proventriculitis catarral sin hemorragias, hiperemia generalizada vy
aumento de tamafio de las placas de Peyer, la otra ave muerta
presentd lesiones tipicas de la ENC como son hemorragias en grasa
coronaria y abdominal, en la unién proventriculo y en ventriculo,
traqueitis hemorragica, petequias en laringe, timo, proventriculo,

toncilas cecales, placas de Peyer y encéfalo.

Grupo 3 (AA+LI) de trasmisién horizontal: no hubo mortalidad
- postdesafio.
Grupo 4 {AAR) desafiado: un ave presentd proventriculitis con

hemorragias leves, aumento de tamafio con hemorragias leves en las
placas de Peyer, tonsilas cecales con aumento de tamafio y petequias.
En otra ave solo se observd traqueitis leve aguda.

Grupo 4 (AA) de trasmisidén horizontal: murieron 2 aves y presentaron
traqueitis aguda, proventriculo con aumento de tamafo leve sin
hemorragias.

Las 4 aves muertas de este grupo, tanto desafiadas como contacto,

mostraron signos respiratorios, digestivos y nerviosos.

Grupo 5 testigo desafiado: se encontré6 aumento leve del
proventriculo (2/20 aves), aumento de proventriculo con petequias
(2/20 aves), aumento de tamafio de las placas de Peyer y de las
tonsilas <cecales (2/20 aves), hematomas con necrosis en el
proventriculo (18/20 aves), hemorragia de escasas a abundantes en
las placas de Peyer (18/20 aves), tonsilas cecales con hemorragias y
Glceras de leves a severas (18/20 aves), hiperemia pulmonar (7/20

aves), traqueitis con petequias (2/20 aves).

Grupo 5 testigo de trasmisién horizontal: 5 aves muertas, todas

presentaron hemorragias en el proventriculo, las placas de Peyer vy



las tonsilas cecales. Solo 3 de ellas presentaron petequias en la

trdquea y hemorragias en el pulmén.
F) Pruebas seroldgicas

e Inhibicién de la hemoaglutinacién (HI)
Los titulos promedio de anticuerpos obtenidos en las pruebas de HI se
muestran -en el cuadro 4 y grafica 1. Los resultados de las muestras
tomadas los dias 2 y 11 representan la inmunidad transferida por las
reproductoras. No se observdé diferencia estadistica (P> 0.05) en los
titulos de anticuerpos a los 21 y 36 dias (dia del desafio). A los 51 dias
de edad no hubo sobrevivientes en el grupo 5 testigo no vacunado vy
desafiado; no se encontrdé diferencia estadistica (P> 0.05) entre 1los
grupos vacunados 3% desafiados, pero las aves de los grupos
3(AA+LI) (HI=2355) y 4(ARA) (HI=3277) que se infectaron en forma horizontal
presentaron titulos de anticuerpos mayores (p< 0.05) que las aves
infectadas por trasmisién horizontal de los grupos 1(LIH+AA) (HI=230) vy
2 (ALS) (HI=1152). En la evaluacién global de los grupos a los 51 dias, el
mayor titulo de anticuerpos (P< 0.05) se encontrd en el grupo 4 (AA) de
trasmisién horizontal, seguido del grupo 3(AA+LI) de trasmisién horizontal
y luego por 1los grupos 2(ALS)(HI=1180), grupo 2(ALS) de trasmisién
horizontal, grupo 3(AA+LI) (HI=1357) y 4(AA) (HI=1206); el menor titulo de
anticuerpos lo presentaron los grupos 1(LIH+AA) (HI=870) y grupo 1(LIH+AA)

de trasmisién horizontal.
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Cuadro 4. Titulos obtenidos por la prueba de inhibicién de la
hemoaglutinacidén (media geométrica).
Edad /dias Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
LIH+AA ALS AA+LI AA
2 72 (51)
11 16 (9)
21 5(4) 16(14) 7(5) 15(7)
36 131(56) 51(37) 37(21) 2(1) 1(1)
51 870(512)cd | 1180(813)c | 1357(1176)c | 1206(757)c
51 230 b 1152 b 2355 a 3277 a
trasmisién (111)d (776)c (1783}b (3104)a
horizontal
Grafica 1. Titulos de HI de muestras de sueros de aves inmunizadas con

diferentes combinaciones de vacunas contra la enfermedad de Newcastle.
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e ELISA.
Los titulos de anticuerpos determinados por el método ELISA se muestran en
el cuadro 5 y grafica 2. A la recepcidén de los pollos y al dia 11 de edad
los titulos de anticuerpos ELISA fueron 13976 y 5067, respectivamente. Al
dia 21 de edad no se encontrd diferencia estadistica (P< 0.05) entre los
titulos de anticuerpos de los grupos vacunados. Al momento del desafio (36
dias de edad), el titulo de anticuerpos ELISA del grupo 4 (AA) (1458) no fue
estadisticamente diferente (P> 0.05) del grupo 5 testigo (0). Los grupos
vacunados 1{(LIH+AA) (8210), grupo 2(ALS) (10629) y grupo 3(AA+LI) (11840) no
fueron diferentes entre ellos, pero tuvieron titulos de anticuerpos mas
altos (P< 0.01) gue los grupos 4(AA) y grupo 5 testigo. Al dia 51 de edad
existid® diferencia estadistica (P<0.0l1) en los titulos de anticuerpos
entre el grupo 3{(AA+LI) (24015 a) y los grupo 2(ALS) (21187 bc) y grupo
1(LIH+AA) (19850 <c); el grupo 4(AA) (22613 ab} no fue estadisticamente
diferente (P<0.05) de los grupos 2(ALS) y grupo 3(ARA+LI), pero si del
grupo 1(LIH+AA)}. No se presentd diferencia estadistica (P> 0.05) en el
titulo de anticuerpos ELISA entre los grupos de trasmisién horizontal
2(ALS), 3(AA+LI) y 4(AA), pero todos fueron estadisticamente superiores
(P< 0.001) al grupo 1(LIH+AA) de trasmisidén horizontal. En la evaluacién
global de los grupos a los 51 dias, el mayor titulo de anticuerpos se
encontrdé en el grupo 4 (AA)(26358) de trasmisién horizontal, el cual fue
diferente (P< 0.001) de los grupos 4 (AA) (22613), 2{ALS) {(21187),
1(LIH+AA) (19855) y 1(LIH+AA) (16797) de trasmisidén horizontal. El grupo
4 (AA) trasmisién horizontal no fue diferente estadisticamente (P> 0.05) de
los grupos 2(ALS) de trasmisién horizontal, 3(AA+LI) y 3{AA+LI) de
trasmisién horizontal. La menor concentracién de anticuerpos ELISA la

presentd el grupo 1(LIH+AA) de trasmisién horizontal.

22




Cuadro 5. Titulos determinados por el método ELISA.

Edad /dias Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
LIH+AA ALS AA+LIY AA
2 13976
11 5067
21 1764 1366 1439 943
36 8210 a 10629 a 11840 a 1458 b 91 b
51 19855 ¢ 21187bc 24015 a 26358 a
(d) {cd) {ab) (a)
51 16797 b 23427 a 24273 a 26358 a
trasmisién e) abe) (ab) @)
horizontal

Grafica 2. Titulos de ELISA de muestras de suero de las aves vacunadas
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G) Aislamiento viral.

Los resultados del aislamiento viral a partir de las muestras de hisopo
traqueal y cloacal se muestran en el cuadro 6. No se aislé virus de la
enfermedad de Newcastle de las muestras tomadas los dias 2 y 11. De las
muestras tomadas a los 21 dias, se aislé el virus de Newcastle a partir de
las muestras de hisopo traqueal de los grupos 1(LIH+AA) y 3(BA+LI). A los
36 dias se aislé el virus Unicamente a partir de hisopo traqueal del grupo
4(AA). En las muestras del dia 51 no se aisld virus de la enfermedad de
Newcastle en ninguno de los grupos desafiados por via intramuscular, pero
si se aisld el virus a partir de las muestras de hisopo cloacal de los
grupos 1(LIH+AA) y 4 (RA) expuestos a la trasmisién horizontal del virus.

Cuadro 6. Resultados de aislamiento viral a partir de muestras de hisopo

traqueal y cloacal en aves vacunadas y sobrevivientes al desafio con la

cepa velogénica viscerotrdépica Chimalhuacédn del virus de la enfermedad de
Newcastle

Edad Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
dias LIH+AA ALS AA+LI AA

HT HC HT HC HT HC HT HC HT HC
2 (=) (-) (~) (=) (-) (=) (=) (=) (=) (-)
11 (=) () (=) (=) (=) (-) (-) (=) (-) (=)
21 (+) (~) (-) (=) (+) (=) (-) (=) (=) (-)
36 (=) (=) (=) (-) (=) (=) (+) (=) (=) (=)
51 (-) (=) (-) (-) (=) 1= (=) (=) - .
5lc | (-) (+) (=) (=) (-) (=) (=) (+) = -

HT = Hisopo traqueal, HC = Hisopo cloacal
{(-) = Aislamiento negativo, (+) = Aislamiento positivo

5lc = Aves dentro de cada grupo que no fueron desafiadas directamente,
pero fueron expuestas al virus de desafio por trasmisién horizontal.

= no se realizé
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DISCUSION

De acuerdo con Lancaster 1%,

la vacunacién de las aves es la unica forma
especifica para prevenir la enfermedad de Newcastle y las pérdidas
resultantes de la infeccién. Cuando se disefia un programa de vacunacién,
debe tomarse en consideracién el tipo de vacuna a utilizar, el estado de
salud e inmune de las aves a vacunar, y el nivel de proteccién requerido
en relacién con la posibilidad de que se presente la infeccién con un
virus de campo bajo las condiciones locales.

La vacunacién efectiva requiere igualmente que todas las aves de la
parvada sean vacunadas. Debido a que la diseminacidén de virus vacunal
lentogénico puede ser limitada, se prefiere la vacunacién individual,
ocular o nasal, para obtener altos niveles de proteccidén uniformes en la
parvada. Estos métodos de aplicacién estimulan la inmunidad celular vy
humoral local en el tracto respiratorio lo cual previene la infeccién de
la superficie mucosa por virus de campo o reduce su replicacién en este
sitio. Como resultado se bloquea la invasién viral sistémica.

Reaccidn postvacunal

Los resultados del presente estudio muestran que los 4 grupos vacunados
contra ENC, presentaron respuesta vacunal 48 horas postinmunizacién, por
la manifestacién de signos respiratorios. Como la mayoria de las vacunas
comiunmente usadas en muchos paises son derivadas de cepas lentogénicas de
campo, estas cepas aun tienen patogenicidad residual variable vy
consecuentemente la reaccién vacunal es inevitable. En este estudio, la
baja proporcién de aves con signos respiratorios postvacunales indica que
las vacunas de virus activo (La Sota y apatdgeno) ocasionan escasas
reacciones postvacunales, por lo que las aves que la reciben no corren
riesgos de bajas en la productividad ocasionada“por reaccién postvacunal
severa. Las cepas denominadas ‘“apatégenas” se emplean con cierta

frecuencia debido a que no causan reaccién vacunal en el tracto
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respiratorioc. Las reacciones postvacunales, de acuerdo con Butcher vy

Nilipour 2,

pueden ser mas o menos severas. Ellos explican que después
de vacunar a los pollos, el virus de la vacuna debe infectar las células y
replicarse para aumentar su numero y estimular al sistema inmune. Si la
vacuna se administra adecuadamente a pollos saludables, se debe lograr una
reaccién respiratoria normal 2 o 3 dias postvacunacién. Esta reaccién
puede variar considerablemente. Una reaccidén respiratoria leve después de
una vacunacién es normal y necesaria para que la vacuna estimule el
sistema inmunitario. Cuando estas manifestaciones respiratorias se
presentan ea el campo, pueden complicarse por la presencia de polvo,
amoniaco, estrés, malas condiciones ambientales en general y gérmenes
secundarios como E. coli, Pasteurella o los virus de Dbronquitis
infecciosa, laringotraqueitis infecciosa, influenza aviar, etc. De acuerdo

con Kennedy y cols., @9,

si los signos respiratorios no desaparecen hacia
el dia noveno o décimo postvacunacién, pueden causar lesiones graves que
conduzcan al incremento de la mortalidad.

Al-Garib y cols., @7

encontraron niveles de anticuerpos humorales de 3 a
5 veces mads altos en pollos infectados experimentalmente con la cepa
Roakin que en pollos infectados con La Sota. Sin embargo, esta mejor
produccién de anticuerpos estuvo acompafiada de reacciones postvacunales
severas. Como alternativa para reducir las reacciones postvacunales
severas, se ha usado la clonacién para obtener virus con alta
inmunogenicidad combinada con reaccién vacunal aceptable. Ademds, el temor
a las reacciones vacunales es la razdédn para usar la aspersidédn en lugar del
aerosol (porque los aerosoles penetran mds profundo en el tracto
respiratorio inferior causando reacciones vacunales mas severas) y las

vacunas Clon 30 en lugar de vacunas mds virulentas basadas en la cepa La

Sota sin clonar.
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Signologia postdesafio

En el presente estudio se encontré reaccién respiratoria, digestiva vy
nerviosa a partir de las 24 horas postdesafio en todos los grupos de aves
vacunadas. A pesar de esta reaccién, las vacunas protegieron contrq la
mortalidad por lo menos al 80% de las aves. En el grupo 5 testigo no se
presentarén signos respiratorios, sélo digestivos y nerviosos a partir de
las 72 horas después del desafio hasta alcanzar la muerte. En este
estudio la respuesta de cada una de las vacunas fue buena, pero el grupo 1
que recibié la combinacién de la cepa hiperconcentrada mas la cepa activa
apatdégena tuvo 100% de proteccién ante el desafio. Esto concuerda con

Folister %,

quien menciona que se ha mejorado la eficacia de las vacunas
inactivadas de emulsiones oleosas usadas en la prevencién y control de las
enfermedades de los pollos para estimular altos niveles de titulos de
anticuerpos circulantes y proveer proteccién a las aves contra el desafio

del virus de Newcastle.

Lesiones postdesafio

Las lesiones encontradas en las aves muertas después del desafio en este

estudio coinciden con las seflaladas por Brandly 'V

quien describe que las
lesiones macroscopicas de la ENC son principalmente hemorragicas o
inflamatorias, y varian mucho de una ave a otra por su situacién,
severidad y distribucién, asi como entre brotes y parvadas. Los casos
agudos o sobreagudos suelen presentar predominantemente hemorragias, con
lesiébn severa y extensa de la submucosa proventricular, las placas de
Peyer, foliculos linfoides del intestino 'y, en menor grado, del
ventriculo. La lesién necrético-hemorragica de la zona contigua a las
placas linfoides del intestino, incluidas las tonsilas cecales, es rasgo
significativo de la infeccidén causada por las cepas mas patdgenas del

virus que poseen propiedades endoteliotrépicas.
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Mortalidad

En el presente estudio se encontrd gque la proteccidén contra el virus de la
ENC se logra usando cepas vivas o inactivas. Con el uso de la vacunacién
de cepas no virulentas de la ENC es posible proteger a las aves
susceptibles contra la enfermedad a través de la produccién de
anticuerpos, tanto locales como sistémicos.

La mortalidad después del desafio de las aves se presentd en este estudio
a partir de las 48 horas postdesafio. Las aves manifestaron signos
respiratorios més o menos severos; a partir de las 72 horas postdesafio se
presentaron signos digestivos y nerviosos de moderados a severos. Las
manifestaciones respiratorias y digestivas cuando se presentan en el
campo, pueden complicarse por la presencia de otros agentes infecciosos.

De acuerdo con Kennedy ‘%

y cols., en el grupo testigo, no se detectaron
anticuerpos contra el virus de la ENC.

La mejor respuesta de anticuerpos fue inducida por la combinacién de la
vac&na inactiva con la vacuna viva aplicada en los grupos 1(LIH+AA) vy
3(AA+LI). Después del desafio, se observd que todas las aves vacunadas

obtuvieron una adecuada proteccién.

Respuesta serolégica

Es sabido que la aplicacién ocular y nasal del virus vivo atenuado en la
mucosa respiratoria estimula a la inmunidad local y sistémica porque se
incrementa el nimero de células productoras de inmunoglubulinas en la
gléndula de Harder y en tejidos de tracto respiratorio. Incluso ha sido
demostrado que la vacunacién por aspersién o via ocular en pollitos de un
dia de edad es benéfica porque induce una respuesta inmunitaria local en
el tracto respiratorio. En cambio la inmunizacidén parenteral con antigeno
inactivo generalmente estimula la inmunidad sistémica. Usualmente la
inmunidad humoral local y sistémica se desarrolla dentro de 6 - 10 dias

después de la vacunacién 27,
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En el presente estudio, por medio de la prueba HI, no se encontrd
diferencia estadistica en el titulo de anticuerpos a los 21 y 36 dias de
edad de los grupos vacunados. Sin embargo, el ensayo ELISA determind que
el grupo 4 vacunado solo con la cepa apatdgena presentd el menor titulo de
anticuerpos a los 36 dias de edad. Al - Garib y cols., '*” demostraron que
la prueba ELISA de captura de inmunoglobulinas, detecta IgG, IgM e IgA
especificas contra ENC en suero y fluido de lavado traqueal.

En este estudio se encontrd que la aplicacién de una dosis de la vacuna
viva de cepa apatédgena (grupo 4) brindé el 80% de proteccidédn contra la
mortalidad aun cuando al dia del desafio los titulos de anticuerpos fueron
los mas bajos entre todos los grupos vacunados. Estos resultados sugieren
que la vacunacidén con esta cepa apatdégena no necesariamente debe inducir
la produccién de altos titulos de anticuerpos para proteger a las aves
contra la mortalidad ocasionada por una cepa velogénica viscerotrépica del
virus de la enfermedad de Newcastle. Las aves del grupo 4{(AA) tuvieron
proteccién semejante a la 5frecida por la vacunacién simulténea de virus
activo apatégeno por via ocular y virus inactivo La Sota por via
subcuténea del grupo 3.

Las vacunas inactivadas generalmente inducen niveles extremadamente altos
de anticuerpos protectores, incluso de 5 a 7 meses de inmunidad y la
administracién de la vacuna de virus vivo segquida por wuna vacuna
inactivada 2-3 semanas después protege por 9-12 meses. Sin embargo, los
resultados del presente estudio no mostraron diferencia en el titulo de
anticuerpos entre los grupos que recibieron solo la vacuna de virus activo
(grupos 2 y 4) (cepa La Sota y cepa apatdgena); los grupos 1(LIH+ARA) vy
3(AA+LI) <que recibieron ademds la vacuna 1inactiva. Estos resultados
difieren de los publicados por Folitse y cols., *» quienes encontraron

que la respuesta de anticuerpos inducida por la combinacién de las vacunas
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inactivas oleosas administradas junto con virus activo fue mejor que el
inducido solo por la vacuna de cepa activa.

Trasmisidédn viral

El nivel de inmunidad materna, el tipo de ave (entre otras como pollo de
engorda vs gallina de postura), el tipo de vacuna, el equipo de
vacunacién, y la habilidad del casetero, afectan el resultado de la
vacunacién. Los resultados de los estudios de vacunacién no pueden
compararse facilmente debido a las muchas variables y las diferencias en
los métodos y materiales empleados, asi que el programa de vacunacién

ideal no puede darse facilmente. Survashe y Desmukh ¥

mencionan que las
cepas La Sota, Bl y F son cominmente usadas para la vacunacién de pollos
jovenes. En general la vacuna La Sota da mejor proteccién que la cepa Bl y

ademas tiene una gran tendencia a difundirse de ave a ave.

Aislamiento viral

Las vacunas contra la enfermedad de Newcastle se evalian rutinariamente
s6lo para probar su efectividad para inducir proteccién clinica, lo cual
no provee informacién acerca del nivel de trasmisién del virus vacunal. De

@49 o] virus de la enfermedad de Newcastle

acuerdo con Singh y cols.,
puede aislarse facilmente durante la infeccién activa; sin embargo, la
persistencia viral no ha sido definida claramente. Ha sido demostrado que
la eliminacién del virus varia desde muy escasa hasta prolongada entre
especies de aves silvestres. AGn no ha sido diferenciado entre la
persistencia detectada como eliminacién prolongada del virus seguida Qe la
infeccién aguda, de la persistencia manifestada como eliminacién
recurrente. Los intentos para detectar la eliminacién del virus a partir
de aves comerciales clinicamente sanas o convalecientes y de aves
silvestres han dado resultados positivos y negativos. Por lo tanto, no es

extrafilo que en el presente estudio el virus vacunal se haya recuperado a

los 21 dias de edad sé6lo del hisopo tragueal de los grupos 1(LIH+AA) vy
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3(AA+LI), mientras que a los 36 dias sélo hubo aislamiento positivo de
hisopo traqueal en el grupo 4 (AA). La deteccién de la persistencia del
virus en sélo una de tres réplicas de un experimento citado por Singh y

29 o5 un ejemplo de la inconsistencia que existe dentro de estos

cols.,
reportes de la persistencia del virus de la enfermedad de Newcastle.
Aunque la secrecién de anticuerpos tiene actividad viral neutralizante vy
limitante, no previene la multiplicacién viral en la mucosa después del
desafio. Este hecho fue evidente en el presente estudio en las aves del
grupo 4(BA) que no fueron desafiadas pero que se infectaron por via
horizontal y murieron por el virus de desafio. Ademas, en este estudio se
confirm6, por aislamiento a partir de hisopo cloacal, la trasmisién
horizontal del virus de desafio a las aves no desafiadas de los grupos
1 (LIH+ARA) y 4(AA).

Los factores que provocan los signos difieren de los factores que
ocasionan la trasmisién. Los signos son causados por la replicacién viral
en el organismo, por ejemplo en las visceras o en el cerebro, mientras que
la trasmisién entre las aves ocurre a través de las secreciones
contaminadas, por contacto directo, o por el aire ‘2%,

Debido a varios factores epidemiolégicos, como bioseguridad deficiente,
programas de vacunacién inadecuados, situaciones de inmunodepresién, la
posible trasmisién de ENC por otras especies de aves incluidas la paloma,
psitdcidos y aves migratorias, es posible que se presente la ENC y exista

la necesidad de tomar alqunas medidas de prevencién (2%,

De acuerdo con Dhawale 2%,

la enfermedad de Newcastle en su presentacién
velogénica puede ’rebasar, bajo ciertas circunstancias, la proteccién
conferida por los calendarios de vacunaciédn comunes. Afortunadamente la
modificacién de estos programas de inmunizacién puede eliminar casi

completamente la enfermedad de Newcastle de &reas donde esta es endémica.

ABunque todos los programas de vacunacién evaluados en este trabajo
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protegieron por lo menos al 80% de las aves, de acuerdo con Butcher vy
Nilipour ‘*» 1a inmunizacién no resuelve por si las deficiencias de
bioseguridad que puedan existir en las granjas avicolas.

Deacuerdo con Al-Garib @7

las mejoras en el control de la enfermedad de
Newcastle requieren de un mejor entendimiento de los mecanismos

inmunolégicos que son activados por el régimen de inmunizacién y su efecto

sobre la trasmisién viral.

CONCLUSIONES

Las aves que recibieron la combinacién de vacuna con cepa activa apatégena
mas la vacuna con cepa activa lentogénica hiperconcentrada (grupo 1),
tuvieron alto niveles de anticuerpos y una proteccién del 100% contra la
mortalidad.

Las aves vacunadas con cepa activa lentogénica La Sota (grupo 2)
presentarén titulos altos de anticuerpos que les permitierdén 95% de
supervivencia ante el desafio.

Las aves inmunizadas simulténeamente con la cepa de virus activo apatégeno
y la vacuna con cepa lentogénica inactiva (Grupe 3) resultaron con titulos
altos de anticuerpos y una mortalidad del 10% después del desafio.

Las aves inmunizadas sélo con la vacuna de cepa activa apatdgena (grupo
4), no desarrollaron altos titulos de anticuerpos antes del desafio, pero
aun asi estuvieron protegidas 80% contra la mortalidad. No se encontrd
diferencia estadistica significativa en la mortalidad respecto a los otros
grupos vacunados.

Las 4 vacunas protegieron de 80% al 100% de las aves, a pesar de que se
utilizaron 107-° DLEPss/ml como desafio, que es 32 veces mas alta que la
establecida por la NOM-052-Z00-1995 (10° DL50/ml).

El reaislamiento de la cepa del desafio muestra que algunas aves de los

grupos 1 y 4 aun eliminaban el virus 2 semanas después del desafio, lo que
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muestra que estas vacunas protegen a las aves contra la mortalidad por
Newcastle pero no impide la infeccién y eliminacién del virus de campo.
Las aves inmunizadas con la vacuna activa cepa la Sota (grupo 2) y las
aves inoculadas con la vacuna de cepa activa apatdégena mas la vacuna
inactiva lentogénica (grupo 3) no excretaron el virus Chimalhuacidn 2
semanas después del desafio, es decir, estas 2 combinaciones de vacunas
protegen mejor a las aves ya que limitan la infeccién y por lo tanto
evitan la excresién del virus de desafio.

De acuerdo con los resultados de las pruebas serolégicas ELISA y HI, las
cuales mostraron un patrén semejante, el titulo bajo de anticuerpos que se
obtuvo en el grupo inmunizado s6lo con la cepa apatdgena (grupo 4) fue
suficiente para proteger por lo menos al 80% de las aves, porcentaje de
proteccién que no fue estadisticamente diferente al conferido por la
vacuna de cepa activa lentogénica La Sota (grupo 2) o las combinaciones de
cepa activa apatogena mas cepa lentogénica hiperconcentrada (grupo 1), vy
cepa activa apatdgena mds cepa inactivada lentogénica (grupo 3).
Finalmente es necesario mencionar que tanto el Médico Veterinario como el
avicultor deben trabajar conjuntamente realizando muestreos periodicos en
sus parvadas, ya que con esto puede llegar a comprobar la calidad de
productos utilizados en su granja y de otros beneficios como la prevencién
de enfermedades, para asl poder actuar lo antes posible, lograndoc asi
equilibrar la relacién costo - beneficio y evitar pérdidas economicas.
Ademas de llevar un adecuado programa de vacunacién eficaz, para esto es
necesario considerar las buenas practicas de manejo y bioseguridad con

responsabilidad.
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