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RESUMEN

PMVZ Manuel Alejandro Fiores Garcla. ESTUDIO DE LA POTENCIA DE UNA VACUNA
EXPERIMENTAL ELABORADA EN FIBROBLASTOS DE POLLO INACTIVADA Y EN
EMULSION OLEOSA CONTRA LA HEPATITIS CON CUERPOS DE INCLUSION * HCI
EMULSIONADA® EN POLLO DE ENGORDA. (Bajo la asesoria de MVZ Horacio

Ramirez Jiménez y de MVZ Juan José Ennquez Ocafia).

El presente trabajo se reatizé con el objeto de probar la potencia
de una vacuna experimental contra 1a hepatitis con cuerpos de inclusion en poilo de
engorda en México. Se utilizaron 90 polios de 1 dia de edad distribuidos en 6 grupos de
15 aves cada uno. Los grupos 1,2,3 se vacunaron al dia de edad y se desafiaron a las 4
semanas y los grupos 4,56 solamente se desafiaron a la misma edad . Las aves se
manejaron por separado y en unidades de aistamiento con la misma fuente de agua y de
slimento con concentracicnes inferiores a 20 ppb de afiatoxinas. Loe tesultados
obtenidos en 56 dias de experimentacion indicaron una ptoteccion vacunal del 91%
contra 1a mortatidad presencia de cuerpes de inclusion intranucleares en el higado y su
confirmacion por inmunofluorescencia en los grupos 1,2 y 3, mientras que en 106 grupos
4,5,6 murieron el 66.6% de los pollos. Estos resultados permiten sugernr el uso de esta
vacuna experimental como alternativa profildctica que evite las pérdidas econdmicas y

productivas ocasionadas por HCI en México



INTRODUCCION La hepatitis con cuerpos de inclusion (HCI) es una enfermedad que
afecta al pollo de engorda frecuentemente entre 4 2 6 semanas de edad a pollas de
repasicion a las nueve (4,20) y cuyo agente etiologico pertenece al grupo 1 de los

Adenovirus aviares de los cuales se reconocen al menos doce serotipos (4,5,12,21,32).

€I aviadenovirus involucrado estd constituldo por una capside
icosaédrica de 70 a 90 nanémetros de didmetro, compuesta de 252 capsémeros, de los
cuales 240 acupan las caras y bordes de los 20 tridngulos equildteros del icosaedroy 12
pentameros que ocupan los vértices De cada pentdmero se proyecta una fibra de 20 a
50 panémetros de longitud engrosada en su porcidn terminal capaz de aglutinar
éntrocitos de rata, mono y humano Existen asi mismo numerosas proteinas
estructurales menores, algunas de las cuales estdn asociadas con la cdpside y algunas
con la zona central que contiene ademds e! genoma viral. Este es un ADN lireal de

dobie cadena con un peso de 20 a 25 millones de daltones, 30 a 37 kpb de tamafo con

terminales repetidas e invertidas y asociada covalentemente a una protelna de 55 k en . -

cada terminal 5° y le confiere la capacidad de ser infecciosa (15).

Hembold! y Frazner descnbleron por pnmera vez Ia HCI en 1963

como hallazgo clentlr ico deb|do a que f [} pr o

En Mexico S

Lucno 8 en pollos de engorda de 6 semanas _de edad on un morbmdad del 2% Yy

monahdad del 0. 5% o que no se con5|deré de ;mporta cia econémlca‘m productlva

@ 1a).




A partir de ésta fecha comenzaron a informarse mortalidades
mas altas por HCI en ia literatura mundial. Petit en Canada del 7%, en 1972 (21) . Mac
Phersan en Inglaterra del 13.5%, en 1974 (10}, Bains en Nueva Zelanda dei 5.3% y
32‘5% en 1977 (10) ; en 1989, Fernandez, M. en Pery informé brotes con mortalidades

del 5 al 56% (16).

En México a finales de 1989, Ramirez,H. y cal. consideraron a la
HC! como responsable de |a presentacién de mortalidades del 17 5% al 34.9% en polio

de engorda a partir de !a cuarta semana de edad en el Valle de México, Bajio y Jalisco

).

Es preciumentg el incremento sUbito de la mortalidad por
secciones lo que delata la presencia de la infeccion (4,11,14,19,20) ya que la 'signologla
no se utiliza como herramienta diagnéstica por ser comun a otras enfermedades
(8,10,11,25). Ocasionalmente se observa ictericia generalizada (4,7,22,25) anorexia

(8,20} y diarrea verdosa {16,22,30).

Debido a que el curso de la enfermedad en su forma individuai
es sumamente rapido, de 36 a 72 horas, las aves manifiestan poco tiempo antes de

monr una ligera depresion (2,4,7,10,20,26).

A la riecropsia se aprecia hepatomegalia y focos amarillos en su

superficie (1 9,21,22,23,26) h,]d(ope(icardid y edema pulmonar (1,8,21) hemorragias en



piei (20) atrofia de bazo y timo (4,20) nefromegalia (4) asf como atrofia y hemorragias en

la Bolsa de Fabricio (14,19,25).

Las pruebas contundentes de diagndstico son el hallazgo
histopatolégico de cuerpos de inclusién intranucleares (CIIN) en los hepatocitos
(4,7,8,16,17,20,22,23,24,28) e inmunofiuorescencia directa (4, 5 8,20) y las pruebas
complementarias del mismo son el anslamxento e identifi camdn del agente en embriones

de pollo o cultivo celular  (1,5,6,24, 27 28 30 3") hemoaglutmacrdn e lnhIDICIén de ia

hemoaglutinacion con entrocltos de rata (1 3 12 32) ‘fijacion de complemento indirecta
(1,20,24,25) mmunodﬂusudn en agar (5 6, 12 20 |rusneutrahzac16n en .

cuitivo celular metodo beta (1 ) y m»croqcopla e!ectrénica (20,23,26,28)

Enla hteratura la HCI ha sldo considerada ccmo enfermedad

secundaria (2 4,11, 14 19, 20) relacxonandose su presentacl n n pollos que han sufndo ;

enfermedades inmunosupresoras como Gumboro y anemoa Infecclosa (11 14 27) sm

bitlén, quienes san capaces de mhszr Ia acuwdad del complement . pro ccuﬁn de‘ .

mkerferén hgados con Ia dlsmmuclfm de la actrvudad de S llnfocnos T por lo que .




: lu'ar ‘d I‘ ave (14 29) S| ademas la HCI ‘se

3 Otra alternatlva es el empleo de vacunas para proveer un adecuado estado

de |nmun|zac|6n alas parvadas

Fadly y Wmtemeld (13) prepararon una vacuna de virus activo a
partir de 1a cepa Tipton inmunizando pollos libres de patogenos especmcos alos 3 dias
de edad bajo desafio a las 4 semanas la evaluamén de la vacuna se efectu6
consnderando ia cantudad e |ntensndad de Iesnones macroscéplcas en hlgado y la

respuesta serolég!ca obteniendo una protecmén del 40%

En.1977, Winterfield y col. (35) elaboraron en huevos
embnbnados vacunas atenuadas moﬁo y pohvalentes para aplicacion ocular desaﬂahdo
‘a los an|ma|es 4 semanas después y vali éndose del grado de lesu)nes macroscéplcas en’

hlgado ¥ respuesta serolégica para evaluar fa vacuna, cuya proteccion alcanzo el q0%



En Chile, 1988, Cublllos JoA manmesta Ia elabcramén de

vacunas mono y polivalentes de virus activo en embriones’ de pollo y ‘en cultnvo celular

obteniendo una proteccién del 60% ().

En México {a primer vacuna contra HC! se elaboro a bam; '

'de un virus aislado de un brote natural de HC! en (a granjé San Viééh (-] ubi‘c'a’d;a‘en
Chicoloapan, Edo. de México, se ais!d e identifico en 1990 en el laboratorio de Virologla
de la UNAM. (RamirezH., Retana A. y AltamiranoR.), y para su purificacion y
caracterizacion fue sometido en el Centro de Investigacién Pecuario Privado (CiPP) a las
siguientes pruebas. Hemoaglutinacién con eritrocitos de rata (1,3,12,32) observando una
actividad asociada completa; con eritrocitos de borrego fue incompleta; mientras que con
eritrocitos de humano, pollo, ternero y equino no huba hemoaglutinacién; sin embargo,
la sedimentacién observada obligé a descanér la presencia del virus de Newcastle a
través de la inhibicion de la hemoagiutinacidn, presentdndose un titulo de 160. Por e)'lo
fue necesario .un reaislamiento en células renales de polio y células hepaticas de

embrion de bollo (1 5, 6 24 28 30,32) en tres series de 20 cuitives para cada uno

observando efecto 'opal« 0, enlre 36 Y. 120 horas (promedio de’ 96) con una gran

. cantxdad de cuerpos de mclusl(m baséf Ios en los nucleos halo en |a penlena y necrosns

mortahdad del 90% en § dias, grandes (ocos de ‘hemoarra

misma Reahzaron por trlphcado los procedvmlentos de culnvo‘para conr rmar Ias




caracteristicas del vlrhs, encontrando en promedio efectos cnopaticoé ‘en 86.4% de los
£asos. Obluvierc‘m un concentrado de los mismos y procedieron é'utilizarlos en ddce
cullwos mas, encontrando las mismas caracteristicas de desarrolio con un porcentaje de
repeticién del 87.1%. Dicho material se liofilizé y en Mayo de 1991 fue caractenzado en
la Universidad de Davis, Cal. como Adenovirus Aviar Grupo 1y diferentg ‘a 54 cepas

aisladas en los Estados Unidos

Una vez identificado como serotlpo prop:o del pals Enrlquez ’

0Q.J J. lerealizd los slgulen!es estudios:

Se comprobé evaluanda en fos mismos grupos ta presencia de cuerpos de inclusion en.




caracteristicas del virus, encontrando en promedio efectos citopaticos en 86.4% de los
casos. Obtuvieron un concentrado de los mismos y procedneton a’utilizarlos en'doce
cultivos mas, encontrando las mismas caracteristicas de desarrolio con un porcentaje de
repeticién del 87.1%. Dicho material se liofilizé y en Mayo de 1991 fue caracterizado en
la Universidad de Davis, Cal. como Adenovirus Aviar Grupo 1 y diferente a 54 cepas

aisladas en los Estados Unides

Una vez identificado como serotipa propio del pals, Enrlquez,

Q.JJ. lerealizd los iigulentes estudios:

VIRUS DESAFIO. Virus activa cepa JJEOHRJ1290 con un ti jlo de 10 5. DIce 50%

por dosis en solucion salina cbp 05'ml La dosis - de desano (9) la determmo :

inoculando 4 grupos de 10 pollos llbres de anticuerpos contra HCI de 4 semanas de

edad por via intramuscular con titu!os vwales de 10° 10" . DICC 50% )

presentandose cuerpos de Incluslén e 0 de 10, d‘ 10 y 10 de 10 pollos por

grupo respectivamente.




el _higado,. encontrandose en 10 de 10, 2 de‘ 10 y O de 10 po!lds por gru_po

respectivamente,

Inoculd en embriones de polio libres de patégenas especificos
de 10 dias de edad por via saco alantoideo (5,6,32) y membrana alantoidea (6,30,32) sin

presentar lesiones, mortalidad ni contaminacién alguna.

Comprobo la esterilidad de la vacuna sembrando 1 ml dela

m|sma en agar Salmonetla-Shigella, Mc Conkey y Verde bnllante para bactenas sin -

crecimiento aiguno en lecturas a las 24,48,72 y 96 horas y agar s d p ba hongos‘ ‘

sin crecimiento alguno con lecturas a los 28,35 y 42 dias



HIPOTESIS. Al \)acur)gf a pallos de engorda por via subcutanea al prime»rvidla' de'q&ad :
con la vadiina *HC! emulsionada* no marirdn ni desarraliaran clerpos de inciusion al ...

menos el 80% de los sujetos al desafiarse a las 4 semanas de edad.



HIPOTESIS Al vacunar a pollos de engorda por v!a subcutanea al pnmer dla de edad
con la vacuna 'HCI emulsnonada no monran ni desarrollaran cuerpos de Inclusrdn al

menos el 80% de los sujetos al desaﬁarse alas 4 semanas de edad o




OBJETIVOS,

Determinar fa potencia de fa vacuna *HC! emulsionada® aplicada a polios de

1 dia de edad.



MATERIAL Y METODOS

AVES. 90 polios de engorda de 1 dia de edad .

GRUPOS EXPERIMENTALES. 6 grupos de 15 aves cada ung manejados por separado

y en unidades de aislamiento del CIPP.

Los grupos 1,2,3 se vacunaron al dia de edad via subcutdnea en
parte media posterior del cuello con 0.2 mi def virus vacunal 10°°  DICC 30% por dosis
y se desafiaron por via intramuscular (en |1a pechuga) a Ias 4 semanas de edad con 0.5 -

mi del virus de desallo 10°°  DICC 50% por dosis.

Los grupos 4,5,6 no se vacunaron, sin embargo se desafiaron a
‘las 4 semanas de edad por via intramuscular (en pechuga) con 0.5 ml del virus de

desatio 10°%  DICC 50 % por dosis. -

- Todos l0s pollos se evaluaron diariamente durante toda la fase
- experimental y fueron sometiqbs a-esludios Histopateldgico e Inmunofiuorescencia
directa de higado '(4,5,7,5,5‘5,17.22,23,28)-cuyc conjugado se elabor6 a partir del

aislamiento original y fue realiz'ado por Enriquez2,0.J.J.

) Se propofciond un ahmento comercial adquirido el mismo dfa y
_ para toda Ia rase expenmental con una concentramén lnfenor a 20 ppb de afiatoxinas

determinado en el CIPP por eI método de cromatograﬂa en capa ﬁna {29).:




- RESULTADOS. De o8 grupos 1,2,3 (vacunados y desafiados) muneron 5 sujetos de
los cusles 1 fue por aplastamiento y ios otros 4 al examen histopatoiégico desarrolisron
CHIN y confirmadios por IF { cusdro 1). Los 40 individuos restantes sacrificados & final del
modeio no presentaron CIIN ni resultaron positivos a (F. (cuadro 2).

Dw los grupos 4,5,6 (no vacunados y desafiados) murieron 32 sujetos de
los cualew 2 fueron por apiastamiento (cuadro 1) . Los 30 restantes fueron positivos a IF
y 28 pressntaron CIIN. Al final del experimento se sacrficaron ios 13 poilos
sobrevivientes, de los cusies 7 presentaron CIIN y 11 son posttivos a IF. (cuadro 2).



DISCUSION. Los resultados del experimento en términos de mortalidad indican que ia
vacuna experimentst utifizaca en pollo de engorda a un titulo ce 10%° DICC 50% es
capaz de proteger a! menos ef 88% de los sujetos empleados 40 de 45 contra el
28.8%de los NO vacunados 13 de 45, (CUADRO 3), mientras que ias pruebas de
Histopatalogia @ IF sefialan una proteccion del 91 %, lo que equivale a pensar que la
vacuna podria utilizarse como medida profildctica en granjas que presenten brotes de
HCI.

Es conveniente sefalar ademas que |a proteccion conferida es
superior 8 la informada en otros trabsjos de vacunas »m(ponmsntnln, como Fadly y
Winterfield en 1975 (13) cuya proteccion alcanzé apenas el 40%; Cubillos logré
proteccion cercana al 60% (7,8) y Femandez M. (15) aicanz6 a reducir mortalidades y
confiri6 proteccion cercana al 80%.

Ciertamente se esperaba que jos grupos sin vacunar y
desafiacos presentaran una proteccion inferior al 30 %. Los resultados no difieren con el
modelo de reproduccion de |a enfermedad descrito por Safuddin (29) en Nueva Zelanda
a partir de un aislamiento original de ese pals. Aun asi de los grupos sin vacunar y
desafiados se presentaron 13 casos que aun bajo éstas condiciones resistieron ia
infeccion, demostrando que un porcentaje de la poblacién sin vacunar es susceptible de
superar el brote sin desarroliar signologla (28 8%). De estos 13 casos, 6 no presentaron

CIN (13.5%) y 2 no fueron positivos a IF (4.4%). Ver cuadro 3.




Con base en los resuttados obtenidos bajo [as condiciones en que
se realizo este experimento se concluye que la potencia de la vacuna *HC! emulsionada®
fue de 91% en los grupos vacunados y d!ufmdoc. mientras que en los grupos
solamente desafiados el 66.6% de los polios murieron.



m“.l"l ®nie n—
.
mm?..i o218 3‘1
o
mm mmzqz oizic! o
Yleww ewel gl
m123 <o u-

v




- - i CUADRO 2
| SACRIEICADOS. | DESPUES DEL EXPERIMENTO
) [T SOEAVES SDEARS
L - : aves ~ACHE AF
VACUNADOS 1 13 0 D
v 2 14 0 0
___DESARADDS ! 3 13 /] 0
e — i
] otad 40 0 0
NDVAC i 4 [] 4
A : 5 4 2
| _xsAPwoos | [ 3 1
|
i ot 13 7 M




e | CUNRD 3 |
CONTRA LA MORTALIDAD,
CUERPOS DE INCLUSION (C1iN) _E INMUNOFLUORESCENCIA (F)
|
TOTAL O VWOS ¢ TOTAL S9400N? “TOTAL FAERATNOSA
N TOTAL OE AVES TOTAL OE AVES TOTALDEAVES
VACUNADOS
v 40745 (68.6%) 41785 (01.1%)_ (41745 (11 W) |
DESAFIADDS :
NO VACUNADOS
v 13745 (268%) 10745(222%) 4745(0.00%
|DESARIADOS
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