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LISTADE ABREVIATURAS

AC Agua corriente

AD Agua destilada

AM Agua mineral

AP Aglutinacion en Placa

ARN Acido ribonucleico

C/IE Con estabilizador

C/E + CI Con estabilizador con cloro

DIEP Dosis Infectante Embrién de Pollo

DPA: Aves Departamento de Produccion Animal: Aves
EDTA Acido etilendiaminotetracico

ENC Enfermedad de Newcastle

FMVZ Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
G Gramo

HOCI Acido hipocloroso

HI Inhibicién de la Hemoaglutinacién

Kb Kilobase

Ml Mililitro

NaClO Hipoclorito de sodio

NOM Norma Oficial Mexicana

OIE Organizacion Mundial de Salud Animal

pH Potencial hidrogeno

Ppm Partes por millon

SPF Libre de patdgenos especificos

S/IE Sin estabilizador

S/IE + Cl Sin estabilizador con cloro

UNAM Universidad Nacional Auténoma de México

°C Grado Celsius



RESUMEN

MONTESINOS GARCIA LUIS DAMIAN. Efecto de un estabilizador de vacunas para
aplicacion en agua de bebida sobre una vacuna contra enfermedad de Newcastle.

(Bajo la direccion del Dr. Néstor Ledesma Martinez).

Actualmente un método de vacunacion usualmente empleado en la avicultura es por
medio del agua de bebida, sin embargo, al llevarlo a cabo debe considerarse la calidad
del agua empleada, ya que esta puede contener cloro como sanitizante o una cantidad
elevada de minerales debido a la fuente de donde proviene, los cuales llegan a inactivar
al virus vacunal. Es comun el uso de leche en polvo descremada a pesar de sus
limitaciones y las consecuencias de su uso para contrarrestar el efecto del cloro o bien
de estabilizadores sintéticos de mayor eficiencia para inactivar el efecto del cloro y el de
los minerales. Si bien existen actualmente estabilizadores sintéticos de vacuna en el
mercado, se requiere de estudios que constaten que estos son capaces de proteger al
virus de los desinfectantes en diferentes tipos de agua. En el presente estudio se evalud
un estabilizador de vacuna comercial para una vacuna contra la enfermedad de
Newcastle para aplicacion en agua de bebida, evaluando su capacidad de proteger al
virus vacunal contra el cloro en diferentes tipos de agua, su capacidad de conservar el
titulo y si éste llega a interferir en la respuesta inmune del ave. Se realizaron 3
experimentos, en el primero se evalud la presencia del virus mediante la prueba de
aglutinacion en placa, en el segundo se determind el titulo de la vacuna mediante el
método de Reed & Miench y en el tercer experimento se determino la presencia de
anticuerpos mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion. Los resultados
obtenidos indican que el estabilizador de vacuna protegio al virus vacunal del cloro en
agua corriente, sin embargo en aguas duras presenta problemas en su eficacia ya que si
bien protegid al virus vacunal de los minerales del agua, no lo protegio en presencia del

cloro.



INTRODUCCION

El método masivo de vacunacion mas utilizado en la industria avicola es en el
agua de bebida®, por ser considerado rapido, sencillo y que no implica el uso de mucha
mano de obra. Sin embargo una falla frecuente en la vacunacion por este método es
debida a la presencia de desinfectantes en el agua, como lo es el cloro? ya que este
inactiva al virus vacunal. Bajo estas circunstancias una practica comun para neutralizar al
desinfectante es por medio de la adicion de leche en polvo descremada al agua de bebida

0 bien mediante el uso de un estabilizador de vacuna sintético.

Los problemas del uso de la leche en polvo descremada es su capacidad limitada
para neutralizar a los desinfectantes®, conlleva la limpieza de todo el sistema hidraulico
debido a que funge como un sustrato altamente nutritivo para las bacterias, favoreciendo
la formacion de biopeliculas de microorganismos, que en el caso de microorganismos
patdgenos pueden dafiar la salud de las aves en produccién®*°. Asi mismo, las aves no
poseen las enzimas necesarias para la digestion de los componentes de la leche por lo que
Ilegan a presentar diarrea. Finalmente la adicion de leche puede alcalinizar el pH del agua
y aumentar su dureza, esto debido a su contenido natural de calcio, poniendo en riesgo el
resultado de la vacunacién®. A pesar de estas limitantes, en el pasado la adicién de leche
era el Unico método disponible por lo que hoy en dia se estan buscando nuevas

alternativas como estabilizadores de vacuna.

Los estabilizadores de vacuna sintéticos son utilizados en aguas en las que ademas

de poseer cloro presentan un nivel de dureza elevado. En México las condiciones de



dureza del agua en las distintas regiones del pais ocasionan que las vacunas tengan una
respuesta deficiente. El primer efecto y el mas visible es la disminucion de la solubilidad
de medicamentos, aditivos y vacunas. De esta manera la vacuna tendera a precipitarse en

la solucién y por lo tanto no sera dosificada completamente en las aves®.

Algunos de los estabilizadores sintéticos de vacuna se encuentran formulados
principalmente por: Fosfato monobéasico potasio y fosfato dibésico de potasio como
estabilizadores de pH, sal disddica de &cido etilendiaminotetrdcico (EDTA) como agente
secuestrante de la dureza del agua, trisulfato de sodio como agente reductor para
neutralizar a los desinfectantes, y por ultimo un colorante grado alimenticio para

evidenciar el consumo de la vacuna por parte del ave®.

Se han realizado estudios en los que se evalud la capacidad de un estabilizador
sintético para proteger al virus vacunal, los resultados de dicho experimento indican que
estos funcionan adecuadamente en condiciones de dureza elevada, en presencia de cloro e
incluso en agua con pH fuera de un rango 6ptimo para la vacunacion (por debajo de 6.5y

por encima de 7)%".

Meétodos de vacunacion:

La avicultura moderna conlleva el manejo de grandes poblaciones de aves, en el
que uno de sus puntos vitales de éxito radica en un adecuado calendario de inmunizacion.
Para la elaboracion de un calendario de vacunacion se requiere estar familiarizado con la

zona avicola y con la granja en particular, ya que las condiciones varian de una granja a



otra e inclusive de una parvada a otra, aun dentro de la misma granja’.

Actualmente existen diversos métodos de vacunacién en las aves, siendo los mas
comUnmente usados en el campo:

- Aspersion/Nebulizacién

- Vacunacion Parenteral (Intramuscular, subcutanea, puncién en el ala)

- Vacunacion en la mucosa de la cloaca

- Vacunacion in ovo

- Vacunacion en el agua de bebida

- Vacunacion ocular e intranasal

La eleccién del método de vacunacion dependera entre otras cosas del agente que
se desea suministrar o del producto en si, la disponibilidad de mano de obra, la presencia
de algin agente patdgeno en la parvada, la funcidn zootécnica del ave, la disponibilidad

del equipo y el tipo de respuesta que se desea, entre otros.

Vacunacion en agua de bebida:

El concepto de sistemas de vacunacion masiva como lo es la vacunacion del agua
de bebida puede ser utilizado para inmunizar a las parvadas contra enfermedades del
sistema respiratorio superior e inmune, incluyendo enfermedad de Newcastle, bronquitis
infecciosa e infeccion de la bolsa de Fabricio. Los sistemas de vacunacion masiva evitan
el manejo excesivo de las aves y por lo tanto ayudan al productor a optimizar procesos y

mejorar sus utilidades”.



La vacunacion en el agua de bebida constituye un método relativamente facil y

adecuado en muchos casos, pero requiere de cuidados especiales®. Existen 4 formas de

vacunacion en el agua:

Vacunacion directa en los bebederos: Se lleva a cabo cuando son utilizados
bebederos abiertos. Se vierte la vacuna directamente en el bebedero, previo
calculo del consumo del agua de las aves en un periodo de tiempo de 1 a 1.5
horas.

Vacunacion a través de medicadores: Es el método mas facil, el problema es
que las aves llegan a tardar demasiado tiempo en consumir la vacuna. Se debe
de limpiar y neutralizar cualquier componente quimico utilizado en los
contenedores o0 en los recipientes donde se haya llevado a cabo la dilucion de
la vacuna.

Vacunacion a traveés de bombas de agua: Es uno de los métodos que ofrece
mejores resultados, incluso para la vacunacién con virus que no son resistentes
a condiciones extremas de temperatura, pH y relativamente peligrosos como es
el virus de laringotraqueitis infecciosa®. La metodologia para el caso del pollo
de engorda es la siguiente:

Se debe de interrumpir el flujo del agua la noche previa a la vacunacion,
permitiendo que las aves consuman el agua restante de los bebederos.
Posteriormente se reconstituye la vacuna en un volumen de agua de acuerdo al
consumo promedio de las aves, en el caso de aves de 10-12 dias de edad, se
estima un consumo de 22-30 ml por ave en 60-75 minutos, que es el tiempo en

el que debe ser consumida la vacuna®. El dia de la vacunacion los bebederos



deben de ser levantados de forma que las aves no alcancen los chupones.
Posteriormente por medio de una bomba de agua se lleva a cabo el llenado de
los bebederos, aqui se debe de tener cuidado en purgar bien la tuberia para
eliminar el agua sin vacuna que pudiese estar contenida en esta, finalmente se
bajan las lineas de los bebederos y se estimula el consumo de agua con vacuna
de las aves. El porcentaje éptimo de aves que consumieron la vacuna debe de
ser de 97 o mas. La vacunacion serd adecuada si la vacuna es facilmente
detectable en el buche a través de la piel, sobre las plumas de la cabeza, las
comisuras del pico, la lengua, etc®.

- Vacunacion a través de tanques de agua o tinacos: La metodologia es similar a
la utilizada mediante las bombas de agua, la variante es que en esta ocasion el

llenado de los bebederos y de la tuberia es por medio de la gravedad.

Las vacunas contra enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa, infeccion de
la bolsa de Fabricio y encefalomielitis aviar, son las que se administran mas comdnmente

en el agua de bebida®.

Calidad del agua de bebida:

Considerando que la vacunacion implica la inoculacion de inmunogenos con la
intencién de inducir proteccién activa contra patégenos especificos®, para la vacunacion

en agua de bebida se debe tener especial cuidado en la calidad del agua.

En las granjas en las que su suministro de agua carece de cloro y este es



adicionado como desinfectante, se recomienda el drenado del sistema de agua varias veces
hasta que esté libre de cualquier desinfectante y posteriormente proveer de agua limpia en

la que se agregara la vacuna®.

La razdn por la cual el agua es clorada es que el cloro es uno de los desinfectantes
mas utilizados en la fase del tratamiento de agua potable, debido a su bajo costo, baja
toxicidad y a su amplia capacidad bactericida'® que consiste en alterar las proteinas y el
grupo amino de la célula bacteriana. Una cantidad de cloro de 0.5 a 2 ppm permite

prevenir contaminaciones y garantiza la calidad bacteriolégica del agua™.

El cloro o hipoclorito de sodio (NaClO), en solucion acuosa, forma acido
hipoclérico o también llamado &cido hipocloroso (HOCI), el cual atraviesa la pared
celular de los microorganismos ejerciendo en su interior una fuerte accion oxidante™,
presentando excelente actividad contra bacterias gram positivas y gram negativas, buena
actividad contra virus con envoltura y actividad moderada contra virus desnudos®,

hongos y levaduras®?.

Las caracteristicas fisicoquimicas que el agua posee son en funcion directa de las
caracteristicas del suelo donde los depésitos de agua han sido encontrados®*. De esta
manera, en suelos altamente mineralizados son fuentes de agua con un pH alcalino y altas
concentraciones de minerales, mientras que depdsitos mas superficiales en zonas de
suelos con altos contenidos orgénicos pueden dar como resultado agua con pH acido®. Las
caracteristicas minimas requeridas del agua para diferentes aplicaciones se encuentran en

el cuadro No. 1.



En el caso de las particulas virales, estas son sensibles al pH y por lo general deben
mantenerse en un rango de 6.5 a 7.0 con el fin de evitar la inactivacion de la vacuna.
Rangos por encima o por debajo de los valores anteriormente mencionados provocaran
indistintamente una modificacion en la estructura secundaria y terciaria de las proteinas
del virus®*.

Respecto a la dureza del agua esta estd dada en funcién de la concentracion de
iones calcio y magnesio, entre mayor es la dureza, mayor es la concentracion de estos
iones. En el caso de las vacunas, la presencia de dureza en el agua puede provocar un
aglutinamiento de particulas virales, ya que de manera similar a la atraccion de cargas
polares en las moléculas de agua, las cargas superficiales positivas en los iones de calcio y
magnesio atraeran los polos negativos de la capside y/o envoltura formando agrupaciones
que provocaran una distribucion no uniforme de las particulas en la solucion y en casos de
dureza muy alta puede provocar una modificacion de la estructura terciaria de las

proteinas del virus inactivandolo definitivamente®.

Se recomienda que el agua utilizada como bebida y de uso general en las
explotaciones sea de entre 200 a 300 ppm de calcio ya que concentraciones menores a 100
ppm pueden provocar pérdidas de minerales y deshidratacion en las aves, y por arriba de
400 ppm se favorece el deposito de minerales dentro de tuberias, bebederos y sistema de
dosificacion de agua®***. Por otro lado en el caso de la dureza optima para llevar a cabo la
vacunacion esta debe de ser por debajo de 50 ppm, sin embargo en estudios realizados por
Nufio JL y Cabriales J, se han encontrado que los niveles de dureza promedio de

encuentran en rangos superiores a 100 ppm, y por lo tanto inadecuados para un proceso de



vacunacion, e incluso en algunas regiones del pais puede llegar hasta 600 ppm, por lo que
es indispensable en este caso el uso de un estabilizador capaz de contrarrestar el efecto de

los minerales del agua. Resultados de dicho estudio se presentan en el cuadro No. 2

La temperatura del agua también toma un papel importante en la eficiencia de la
vacunacion, por un lado una temperatura alta propiciara un bajo consumo de agua por
parte del ave' ocasionando una mala dosificacién de la vacuna y por otro lado se
favorecera la inactivacion del virus por la desnaturalizacion de los enlaces peptidicos en la
cadena proteica®. Como regla general, la vida media de la mayoria de los virus puede ser
medida en segundos a una temperatura de 60°C, minutos a 37°C, horas a 20°C y dias a

4°C 1

Finalmente la presencia en el agua de metales pesados como el mercurio, plata y
plomo, pueden constituir un riesgo para la estabilidad de los virus, ya que inhiben su
actividad mediante un efecto similar a la dureza del agua, aglutinandolos e impidiendo su
fijacion en los sitios activos de las células hospederas®. Por otra parte el plomo altera la
capacidad de las aves para combatir agentes infecciosos y puede disminuir la actividad del

interferon’8,

Enfermedad de Newcastle y su importancia en Meéxico:

El agente causal de la enfermedad de Newcastle (ENC) se encuentra clasificado

dentro de la superfamilia Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, genero

19,20

Rubulavirus™*", es un virus envuelto, con un genoma en sentido negativo, ARN de
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cadena nica y con més de 15 kb de extension®.

La infeccidén por virus de ENC es altamente contagiosa, representa una seria
amenaza econémica para todos los sectores de la industria avicola?’. Es una enfermedad
que afecta a todas las aves domésticas y silvestres tanto jévenes como adultas?®?. La
enfermedad se presenta mas frecuentemente en su forma letal velogénica viscerotropica,
uno de los factores que favorecen su presentacion son areas con alta densidad de
poblacién avicola®.

Se encuentra clasificada por la OIE dentro de la lista “A” de enfermedades®. En
México la ENC se encuentra bajo campafia de control y erradicaciéon segln la norma

NOM-013-Z00-1994%,

En algunos paises ha sido dificil erradicar la ENC mediante procedimientos de
bioseguridad, limpieza y desinfeccion. En consecuencia, algunos paises se han visto
obligados a usar la vacunacién como método de control®.

Debido a que la vacunacion contra ENC es un método importante de control y que
la vacunacion en el agua de bebida es un método comin de vacunacion contra ENC, en el
presente estudio se plantea la evaluacion de un estabilizador comercial (BlueVac®) de
origen sintético para una vacuna contra la enfermedad de Newcastle para aplicacién en
agua de bebida, evaluando su capacidad de proteger al virus vacunal contra cloro o
hipoclorito de sodio en diferentes tipos de agua, su capacidad de conservar el titulo de la

vacuna y si éste llega a interferir en la respuesta inmune del ave hacia el virus vacunal.
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HIPOTESIS

- Con base en que los estabilizador sintéticos han sido creados para proteger a los virus
vacUnales, el estabilizador BlueVac® de vacunas para aplicacion en agua de bebida, es
capaz de proteger al virus vacunal de ENC contra el hipoclorito de sodio en diferentes

tipos de agua.

OBJETIVO

- General: Determinar si el estabilizador de vacuna es capaz de proteger al virus vacunal
contra el hipoclorito de sodio en diferentes tipos de agua.

- Especificos:

1.- Determinar si el estabilizador de vacuna mantiene el titulo de la vacuna de la ENC en
presencia de hipoclorito de sodio.

2.- Determinar la respuesta inmune de una vacuna contra ENC en agua de bebida en
presencia de hipoclorito de sodio con estabilizador de vacuna en pollos SPF de 28 dias de

edad.
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MATERIAL Y METODOS

Material:

Estabilizador de Vacuna BlueVac® (1.2 g/ litro)

Vacuna: vacuna contra el virus de ENC cepa la Sota para aplicacion en agua de bebida

(10°DIEPsy/ml).
Agua destilada (AD).

Agua mineral comercial (AM). Con un pH de 5.5. Conteniendo: Bicarbonato de calcio,

Cloruro de Potasio y Sulfato de Magnesio.

Agua corriente potable (AC). Obtenida de las instalaciones del DPA: Aves. Con un pH de

6.6.
Desinfectante: Hipoclorito de sodio 2 ppm.
180 embriones SPF de 9 a 11 dias de incubacion. (Para la prueba de inactivacion de virus)

405 embriones SPF de 9 a 11 dias de incubacion. (Para la prueba de determinacion del

titulo de vacuna).

72 pollos SPF de 14 dias de edad. (Para la prueba de reacciéon de titulo de anticuerpos).



Metodologia:

Se evalud el estabilizador de vacuna BlueVac® en 3 tipos de agua (AD, AM y AC) cada

tipo de agua se dividié en 4 grupos quedando de la siguiente manera:

13

TIPO DE AGUA MEZCLA GRUPO
AGUA Sin estabilizador (S/E) AD S/E
DESTILADA (AD)
Con estabilizador (C/E) AD C/E
Sin estabilizador con cloro (S/E+CI) AD S/E+CI
Con estabilizador con cloro (C/E+CI) AD C/E+CI
AGUA POTABLE | Sin estabilizador (S/E) AC S/E
CORRIENTE (AC)
Con estabilizador (C/E) AC C/E
Sin estabilizador con cloro (S/E+CI) AC S/E+CI
Con estabilizador con cloro (C/E+Cl) AC C/E+CI
AGUA Sin estabilizador (S/E) AM S/E
MINERALIZADA
(AM) Con estabilizador (C/E) AM C/E
Sin estabilizador con cloro (S/E+CI) AM S/E+CI
Con estabilizador con cloro (C/E+CI) AM C/E+CI

1) PRUEBA DE INACTIVACION DE VIRUS.

- Se prepard cada una de las mezclas de los grupos en matraces con 250 ml de agua,
posteriormente la vacuna contra ENC cepa la Sota para aplicacién en agua de bebida se

reconstituyo en 30 ml del diluyente. Una vez reconstituida se suministré 0.375 ml en cada
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uno de los grupos. El contenido se mezcl6 por 30 segundos y se dejaron todos los matraces

a temperatura ambiente (21°C).

- Posteriormente a los tiempos de 15, 30 y 60 minutos después de haber puesto el virus
vacunal se tomd 1 ml de la mezcla de cada grupo y se inocul6 por cavidad alantoidea en 5

embriones (0.2 ml / embrién) de 9 a 11 dias de incubacién por cada grupo.

- Los embriones inoculados fueron incubados durante 6 dias a 37.5°C y 60% de humedad
relativa, con volteo cada 2 horas. La viabilidad de los embriones se verificd por ovoscopia

cada 24 horas. Fueron descartados los embriones muertos a las 24 horas.

- Al sexto dia, el liquido alantoideo de todos los embriones inoculados, se evalué mediante
la prueba de hemoaglutinacién en placa con glébulos rojos de gallina al 1% lavados en
solucion amortiguada de fostatos, para identificar la presencia de particulas

hemoaglutinantes compatibles con el virus de Newcastle.
2) PRUEBA DE DETERMINACION DEL TITULO DE VACUNA.

- Se realizo la titulacion de la vacuna de cada uno de los grupos de AC y AM a los tiempos
de 15 y 60 minutos mediante diluciones decuples seriadas en solucién amortiguada de
fosfatos, desde 10™ a 10°. A partir de las diluciones 10 a 10” se inocularon 5 embriones
de 11 dias de incubacién por cada dilucion. Se dejaron 5 embriones sin inocular como

testigo negativo.

- Una vez inoculados los embriones, fueron incubados a 37.5°C y 60% de humedad relativa
durante 5 dias. Posteriormente se obtuvo la dosis infectante del virus vacunal contenido en

cada grupo en cada intervalo, con el uso del método descrito por Reed & Miinch para la
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titulacion de suspensiones virales y los resultados fueron comparados.

3) PRUEBA DE REACCION DE TiTULO DE ANTICUERPOS.

- 36 pollitos SPF de 1 dia de edad fueron instalados en las unidades de aislamiento del
Departamento de Produccién Animal: Aves de la FMVZ, UNAM, recibiendo agua y
alimento comercial a libre acceso, dividiéndolos en 4 grupos de 9 pollos. A los 7 dias de
edad se determind el titulo de anticuerpos contra ENC mediante la prueba de inhibicion de
la hemoaglutinacion para garantizar que fueron seronegativos a ENC, tomando muestras de

0.5 ml de sangre sin anticoagulante para la obtencion del suero.

- A'los 14 dias de edad de los pollos, la vacuna de ENC de 1000 dosis se reconstituy6 en 30
ml de diluyente, posteriormente se tomaron 7.5 ml de la vacuna reconstituida depositandola
en 55 ml de cada una de las mezclas de los grupos de AC, teniendo como volumen final de
cada grupo 62.5 ml con una dosis vacunal por cada 0.25 ml. Posteriormente se le
suministré 0.25 ml (1 dosis vacunal) de un tipo de mezcla via oral a cada uno de los pollos

de un grupo mediante el uso de una micropipeta, haciendo lo mismo con los demas grupos.

- Pasados 14 dias (28 dias de edad de las aves) se tomaron muestras de 2 ml de sangre sin
anticoagulante de los pollos para coleccion de suero y posteriormente se realizd la prueba
de inhibicion de la hemoaglutinacion con la finalidad de determinar el titulo de anticuerpos
de cada uno de los grupos. Los resultados fueron comparados entre los grupos mediante la

prueba estadistica de analisis de varianza.

- La metodologia de esta prueba se llevé a cabo por duplicado.
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RESULTADOS

Experimento 1:

Los resultados de la prueba de hemoaglutinacion en placa para la determinacion de
la presencia del virus vacunal de ENC en el liquido alantoideo, indicaron que
efectivamente hubo replicacion del virus en los embriones observandose una marcada
tendencia a la disminucion de las hemoaglutinaciones positivas conforme el tiempo va en

aumento. Los resultados se presentan de manera detallada en el cuadro No. 3.

Experimento 2:

Los resultados de la prueba de titulacion de vacuna indicaron en el caso del agua
corriente que no hay una inactivacion total del virus vacunal por parte del hipoclorito de
sodio en los tiempos de 15 minutos y de 60 minutos en ninguno de los grupos, asi mismo
se observa en el caso de los grupos de AC S/E y AC S/E+CI que hay una disminucion del

titulo con respecto al tiempo.

En el caso del agua mineral se evidenci6 disminucion de la actividad viral en los
grupos de AM S/E, AM S/E+Cl y AM C/E+CI a los 60 minutos. Solo el grupo de AM
C/E conservé un titulo de 10%?%. Los resultados se presentan de manera detallada en el

cuadro No. 4y en la grafica No.1y 2.

Experimento 3:

Los sueros tomados de las aves a los 7 dias de edad indicaron que estas son

seronegativas a anticuerpos contra virus de ENC mediante técnica de inhibicion de la
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hemoaglutinacion.

Los resultados de la prueba inhibicion de la hemoaglutinacion para la
determinacidn titulo de anticuerpos contra el virus de la Enfermedad de Newcastle en las
aves de 28 dias de edad, indicaron que el grupo al que le fue suministrado el tratamiento
de AC S/E+CI poseen un bajo titulo de anticuerpos siendo su media geométrica de 1.44 en
el caso de la primer replica y de 2.29 en la segunda replica, a diferencia de las aves a las
que les fue suministrado el tratamiento de AC C/E+CIl que mostraron un titulo mayor
siendo su media geométrica de 45.7 en el caso de la primer replica y de 39.8 en el caso de
la segunda replica. En el caso de los dos grupos sin cloro se comportan de manera similar
al grupo de AC C/E+CI Los resultados se presentan de manera detallada en el cuadro No.

5y en la grafica No.3.
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DISCUSION

En la prueba para la determinacion del virus vacunal en el liquido alantoideo si
bien se evidencia una marcada tendencia a la disminucion de la presencia del virus con el
paso del tiempo, no se observa una diferencia entre los grupos de los tres tipos de agua
empleada, no hay estudios similares, sin embargo existen estudios con otras pruebas en
donde se indica que la ausencia de estabilizadores disminuye la presencia del virus,
inclusive con el uso de leche descremada’, asi mismo la viabilidad de los virus disminuye
a temperatura ambiente con el paso del tiempo*® lo cual concuerda con las observaciones
de este ensayo, sin embargo aunque la tendencia es a la baja no se puede asegurar que la

cantidad de virus es suficiente para generar una respuesta.

En la prueba para la determinacion del titulo de la vacuna, en el caso del agua
corriente se evidencio la disminucién del titulo de la vacuna en el grupo de AC S/E+CI,
dicha disminucion fue de 0.5 logaritmo base 10 en comparacion con el grupo de AC
C/E+CI en el tiempo de 60 minutos. Comparando los resultados con otro experimento
realizado por Nufio JL., en agua con un pH de 6, 3 ppm de cloro y 200 ppm de dureza se
observé la disminucién de hasta 1 logaritmo de titulo en tan solo 30 minutos®, ambos
estudios concuerdan en la disminucién del titulo de la vacuna, si bien en el experimento
realizado por Nufio JL esta fue del doble en la mitad del tiempo en comparacion con el
realizado en este estudio, la diferencia puede ser debida a que el experimento realizado

por Nufio JL se llevé a cabo empleando 3 ppm de cloro a diferencia del presente estudio
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que se realizé con 2 ppm. Sin embargo al parecer el estabilizador da mejores resultados

sin presencia de hipoclorito de sodio.

En caso del agua mineral ha sido documentado que la dureza del agua tiene un
efecto negativo sobre la viabilidad de los virus’ en este ensayo aparentemente el
estabilizador tiene un efecto protector sobre el virus ya que se logré mantener el titulo, a
diferencia del grupo sin estabilizador en el que a 60 minutos no se encontrd actividad
viral. Por otra parte al adicionar hipoclorito de sodio en el agua mineral el virus fue

inactivado independientemente a la presencia del estabilizador.

Estos resultados muestran que el estabilizador puede proteger contra el efecto de la
dureza del agua, puede proteger contra el efecto del hipoclorito de sodio pero no en

combinacion de ambos.

Por ultimo en la prueba de deteccion de anticuerpos contra el virus de Newcastle
se observo claramente la actividad del hipoclorito del sodio y del estabilizador por si solos
y en combinacion sobre el virus vacunal, obteniendo resultados favorables hacia la
actividad del estabilizador. Con base en los resultados obtenidos en este estudio en el que
las aves del grupo S/E + Cl mostraron titulos de 1.865 (los cuales no se consideran
protectores), a diferencia de las aves de los grupos S/E 46.75, C/E 49.75y C/E + Cl 42.75
(los cuales se consideran protectores), se sugiere que estabilizador tuvo el efecto esperado,
comparando estos resultados, con un estudio realizado por Van Boven y cols?’, en el que
muestra que aves SPF vacunadas al dia de edad con titulos de HI menores de 4 a los 14

dias de edad, presentaron una mayor mortalidad en comparacion con aves con titulos
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mayores 0 iguales a 8, esto al ser desafiadas con tres diferentes cepas de virus velogénico
de Newcastle. En otro estudio realizado por Kapczynski DR y King DJ?® en aves SPF
vacunadas al dia de edad y posteriormente desafiadas los 14 dias con un virus de
Newcastle velogénico, se encontré que las aves con un titulo igual o inferior a 4
mostraron una mortalidad del 100% a diferencia de las aves que mostraron un titulo de 37
las cuales no mostraron mortalidad. De la misma forma en un experimento realizado Jeon
WJ y cols.?®, se encontré que aves de 6 semanas vacunadas y con un titulo de 9.8 no
tuvieron mortalidad al ser desafiadas con un virus velogénico de Newcastle. Finalmente
Survashe BD, Desmukh SG*° y Camacho et al*'; mencionan que anticuerpos séricos con
un titulo de 16 en la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacién protege al 80% de los
animales contra la mortalidad ante un desafio severo; si el titulo es 32 o superior se puede

alcanzar el 100% de proteccion.

El hecho de que en este estudio el titulo de anticuerpos de las aves de los grupos
de AC C/E, A/IC SIE y AC C/E+CI posean un titulo superior a 32 y el grupo de AC
S/E+CI un titulo inferior a 2 en las medias geométricas de titulos de HI, indica que el
estabilizador cumplio el objetivo de proteger al virus vacunal a pesar de las diferencias
estadisticas significativas entre los grupos, ya que se generd una respuesta inmune cuyos

titulos de anticuerpos podrian asociarse a proteccion.?”282%:30:31
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CONCLUSION

1.- El estabilizador de vacuna protege al virus vacunal contra el efecto del hipoclorito de
sodio en agua corriente en los ensayos in ovo.

2.- El estabilizador de vacuna protege al virus vacunal de manera parcial en presencia de
aguas duras en los ensayos in ovo.

3.- El estabilizador de vacuna fue capaz de proteger al virus vacunal en presencia de
hipoclorito de sodio de manera suficiente para generar una respuesta inmune adecuada en

pollos vacunados en agua corriente.
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CUADROS

CUADRO 1. Caracteristicas fisicoquimicas del agua en diferentes casos.

Calidad | Calidad Calidad Calidad Calidad Calidad
minima | minima promedio promedio promedio | promedio
para para agua agua agua de agua
bebida | vacunar | municipal | embotellada pozo destilada
pH 55-75 6.8-7.0 6.5-85 6.5-8.5 6.5-8.5 5.8
Dureza <400 <50 500 200 400 0
(PPm)
Cloro 1.0-2.0 0 3-5 0.1 0 0
libre
(ppm)

*Tomado de Nufio JL. La importancia de la calidad del agua en la eficiencia de
vacunacion. Memorias de la XXXI convencién ANECA

CUADRO 2. Condiciones del agua encontradas en diferentes regiones avicolas del

pais.

ESTADO CIUDAD Ph Dureza Cloro
Michoacén Uruapan 8.6 340 ppm 2.0 ppm
Veracruz Cordoba 9.2 480 ppm 1.0 ppm
Puebla Tehuacéan 8.9 440 ppm 1.0 ppm
Nuevo Leon Monterrey 8.8 320 ppm 1.0 ppm
Coahuila Saltillo 9.4 600 ppm 2.5 ppm
Nayarit Tepic 8.7 280 ppm 1.5 ppm
Jalisco Tepatitlan 6.3 280 ppm 0.0 ppm
San Luis Potosi | San Luis Potosi 8.8 230 ppm 1.0 ppm
Jalisco Guadalajara 8.1 210 ppm 0.5 ppm
Querétaro Querétaro 8.6 240 ppm 1.5 ppm
Colima Colima 6.4 220 ppm 0.0 ppm
Jalisco Acatic 7.6 200 ppm 1.5 ppm
Puebla Tecamachalco 8.7 320 ppm 0.5 ppm
Edo. de México Jilotepec 6.5 150 ppm 0.0 ppm

* Tomado de Nufio JL, Cabriales J. Parametros de optimizacion para los procesos de
vacunacion en aspersion y en el agua de bebida. Memorias de 57" WPDC/XX X111

ANECA
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CUADRO 3. Determinacion de la presencia del virus de enfermedad de Newcastle
mediante aglutinacién en placa (Ap) de los tratamientos en agua destilada, agua
corriente y agua mineral.

15 minutos 30 minutos 60 minutos
GRUPO* Ap Porcentaje Ap Porcentaje Ap Porcentaje
positivas (%) positivas (%) positivas (%)
AD S/E 4/5 80 3/5 60 1/5 20
AD C/E 5/5 100 4/5 80 1/5 20
AD S/E+CI 4/5 80 5/5 100 0/5 0
AD C/E+CI 5/5 100 4/5 80 0/5 0
AC S/E 5/5 100 2/5 40 0/5 0
AC C/E 5/5 100 3/5 60 2/5 40
AC S/E+CI 5/5 100 5/5 100 3/5 60
AC C/E+CI 5/5 100 4/5 80 0/5 0
AM S/E 4/5 80 3/5 60 1/5 20
AM C/E 4/5 80 4/5 80 3/5 60
AM S/E+CI 5/5 100 5/5 100 1/5 20
AM C/E+CI 3/5 60 3/5 60 2/5 40

*AD = Agua destilada
AC = Agua corriente
AM = Agua mineral

S/E = Sin estabilizador
C/E = Con estabilizador
S/E+CI = Sin estabilizador con cloro
C/E+CI = Con estabilizador con cloro

CUADRO 4. Titulos de vacuna (DIEP 50/ml) de los tratamientos en agua corriente y

agua mineral.
Tiempo (minutos)
GRUPO* 15 60
AC S/E 10°% 10%%
AC C/E 109 10"%
AC S/E+CI 10%% 10>’
AC C/E+CI 10%%° 10°2
AM S/E inferior a5 0
AM C/E 10%% 10%%
AM S/E+CI 0 0
AM C/E+Cl 0 0

*AD = Agua destilada
AC = Agua corriente
AM = Agua mineral

S/E = Sin estabilizador
C/E = Con estabilizador
S/E+CI = Sin estabilizador con cloro
C/E+CI = Con estabilizador con cloro
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CUADRO 5. Media geométrica de los titulos de anticuerpos de la prueba de Hl
(Logy) de los tratamientos en agua corriente en aves de 28 dias de edad.

ler replica
GRUPO* Titulo (n=9) Media
geométrica
ACS/E 128 64 | 32 | 64 | 8 | 32 | 64 | 129 | 128 53.7
ACC/E |128 256|256 | 128|128 256 | 16 | 32 64 53.7
AC S/IE+CI | 2 0 0 2 2 2 0 0 2 1.44
AC 32 | 16 | 64 | 32 [ 128 32 | 32 | 128 64 45.7
C/E+CI
2da replica
GRUPO* Titulo (n=9) Media
geometrica
AC S/E 32 12832 |64 [ 16 | 64 | 32 | 32 32 39.8
ACC/E |128]|128| 64 | 64 | 32 | 32 | 32 32 16 45.7
AC 2 0|l 4(8]0]0 4 4 2 2.29
S/E+CI
AC 32 |64 (64 | 64 | 64 | 16 | 32 32 32 39.8
C/E+CI

*AC S/E = Agua corriente sin estabilizador

AC C/E = Agua corriente con estabilizador
AC S/E+CI = Agua corriente sin estabilizador con cloro
AC C/E+CI = Agua corriente con estabilizador con cloro
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GRAFICAS

GRAFICA 1. Titulos de vacuna (DIEP 50/ml) de los tratamientos en agua corriente.

*AC S/E = Agua corriente sin estabilizador

AC C/E = Agua corriente con estabilizador

AC S/E+CI = Agua corriente sin estabilizador con cloro
AC C/E+CI = Agua corriente con estabilizador con cloro

GRAFICA 2. Titulos de vacuna (DIEP 50/ml) de los tratamientos en agua mineral.
7

625 6.28

6

5 5
4 \\ ——AMSS/E

3 \ —— AM C/E
2 \ AM S/E +°Cl
1 \ ——AM C/E +Cl

0 & 5]

15’ 60’

Titulo 10*

Tiempo (minutos)

*El titulo del grupo AM S/E+CI posee los mismos valores que el grupo AM C/E+CI,
debido a esto no se observa en la gréfica.
*AM S/E = Agua mineral sin estabilizador
AM C/E = Agua mineral con estabilizador
AM S/E+CI = Agua mineral sin estabilizador con cloro
AM C/E+CI = Agua mineral con estabilizador con cloro
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GRAFICA 3. Media geométrica y analisis de varianza de los titulos de anticuerpos
de la prueba de HI de los tratamientos en agua corriente en aves de 28 dias de edad.

60

ab* a

M ler Repeticion

M 2da Repeticion

Media Geomeétrica del Titulo de
Anticuerpos

ACS/E ACC/E  ACS/E+Cl ACC/E+Cl

*Literales diferentes demuestran diferencia estadistica significativa. p<0.05
AC S/E = Agua corriente sin estabilizador
AC C/E = Agua corriente con estabilizador
AC S/E+CI = Agua corriente sin estabilizador con cloro
AC C/E+CI = Agua corriente con estabilizador con cloro
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