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RESUMEN

SE REALIZO UNA PRUEBA EN 200 POLLOS DE ENGORDA DIVIDIDOS EN
SIETE LOTES DE 20 POLLOS CADA UNO TOMANDO EL RESTO DE ELLOS
COMO TESTIGOS Y SE UTILIZARON LAS VIAS, OCULAR, ORAL, AERO-
GENA, INTRAMUSCULAR Y SUBCUTANEA; DE VACUNACION CONTRA LA —-
ENFERMEDAD DE, NEWCASTLE, CON VIRUS VACUNAL CEPA '"LA SOTA",
EFECTUANDOSE UNA SOLA APLICACION DURANTE TODA LA VIDA DEL -
AVE; CON EL OBJETO DE EVALUAR LA EFECTIVIDAD DE CADA UNA DE
ESTAS VIAS, ENCONTRANDOSE, QUE AL APLICAR LA VACUNA POR =-—-
VIA AEROGENA Y POR VIA OCULAR SE OBTIENEN LOS MEJDRES RESUL
TADOS .DE LA MISMA MANERA SE ENCONTRO QUE COMBINANDO VIRUS—-
VIVO, CON VIRUS MUERTO LA PROTECCION CONFERIDA ES MAS EFEC-

TIVA Y DURADERA QUE AL APLICAR VIRUS VIVO UNICAMENTE.
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I INTRODUCCTION

1.~ ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD
La Enfermedad de Newcastle ha sido y es uno de los problemas de salud

de mayor importancia en la industria avicola mexicana.

El Newcastle es una enfermedad infecciosa, altamente transmisible y -
destructiva que afecta principalmente al pollo, gallina y guajolote,~
adem&s son susceptibles en mayor o menor grado otras aves domésticas-
y silvestres, as{ como ciertos mamfferos incluyendo al hombre (en el-
que puede provocar afecciones oculares y cefalea intensa).

(12,16,19,23,30)

Fue reportada por primera vez en 1926 por Kraneveld, el cual dio notj
cias de una infeccidn altamente difusible y mortal. En 1927 Doyle --
observé una enfermedad semejante en Newcastle-Inglaterra y demostrd -
que se trataba de un padecimiento distinto a la Peste Aviar.

(23,30,40)

La presencia de la enfermedad de Newcastle en México, tiene sus orfge
nes en los primeros afios de la década de los cuarenta (0lvera-Velg§z--

quez). (19,27,30,40)

El desarrollo acelerado de la Avicultura en México, ha sido constante
mente interrumpido, debido a la elevada incidencia y severidad de los

brotes de la Enfermedad de Newcastle. (9,12,19,30)



La importancia de esta enfermedad radica principalmente en las graves
pérdidas econdmicas causadas por:

a).- El deterioro en la calidad de los productos terminados.

b).- Bajas en los promedios de postura y engorda.

c).- La mortalidad y morbilidad tan elevada que causa este padecimien

to

(2,12,16,19)

Desde que la Enfermedad de Newcastle fue identificada, se ha intenta-

do su control por dos métodos bdsicos:

a).- Sacrifico de las aves afectadas y sospechosas con objeto de erra
dicar la enfermedad,

b).- Por vacunacién de las aves, con el fin de evitar la aparicién de
la enfermedad en los pafses en los que la erradicacién por sacri
ficio no es posible, ya que éste solo se puede efectuar en aque-
1los pafses en los que la enfermedad es de reciente introduccidn

el 4rea afectada es limitada y las condiciones socio-econdmicas-

son favorables., (30,19) /

Debido a esto la mayorfa de los pafses donde la enfermedad de Newcas-
tle es enzodtica como México, han adoptado la vacunacién como el méto
do b&sico para su control.

Se ha comprobado que existen multitud de factores que determinan la -
forma de presentacidn de la enfermedad, siendo los m&s importantes:
lo.~ La cepa viral

20,~ E] estado inmunoldégico de la parvada




30.- Stress

(29,16,30,40)

La enfermedad de Newcastle se presenta frecuentemente en nuestro pafs

en los estados que tienen mayor densidad de poblacién avfcola como se

puede apreciar en el siguiente cuadro:

DISYRIBUCION OE POLLO DE ERGORDA EN LA REPUBLICA HEXJCANA

WUMERD OF
LORA 3 ] T A (] 0 s AVES (NILES) 3
VALLE OF MEXICO | WEXICO, MORELOS, O.F. 90,698 .29
CENTRO QUERETARO, MICHOACAN, HIDALGO, S.L.P.&, GUANAJUATOX,
AGUASCALLENTES 54,670 15.50
NOROESTE _SONORA, SINALOA, CHIHUAHUA, B.C.M., B.C.S, 26,323 7.34
NORTE NUEVO LEON, COAHUILA, DURANGD, TAMAULIPAS, ZACATECAS 53,018 1h.76
CENTRO-SUR PUEBLA, TLAXCALA 11,422 3.18
SURESTE YUCATAN:, TABASCO, VERACRULY, CHIAPAS, OAXACA, CAM- 64,825 18.05
PECHE, QUINTANA ROO,
PACIF1CO JALISCO, GUERRERO, COLIMA, NAYARIT 57 192 15,92
T 0 T A L 359,200 100,00

“ ENTIDADES DCNOE SE REGISTRARA EL MAYOR INCREMENTO
DE PRODUCC 10N PARA 1982

FUCHYE - UNEON MACTONAL DE AVICULTORES 1982




2.~ CARACTERISTICAS DEL AGENTE ETIOLOGICO

El agente infeccioso causal de la enfermedad es un virus clasificado-
dentro de los paramixovirus, de forma mds o menos esferofdea. Las —-
pa?tfculas tfpicas del virus tienen de 100 a 300 milimicrones de di&-
metro.

Es un virus envuelto y en su envoltura tiene la franja de mixovirus—-—
compuesta de hemoaglutinina y protefna neuraminiddsica; tiene por lo-
tanto actividad hemoaglutinante, aunque no aglutina los glébulos ro--
jos de todas las especies, esta actividad es inhibida por el suero de
animales que han pasado la infeccidn 6 tenido contacto con el virus.
Bajo las proyecciones sobre la envoltura tiene un estrato de 1fpidos-
y con el uso de solventes de I{pidos se disuelve este estrato y se —-—
altera el viridn.

La resistencia del agente etioldgico a las bajas temperaturas es im--
portante ya que se puede conservar infectante durante casi un afio en-
aves congeladas a-20°C. 5i animales como: perros, cerdos, gatos o ra
tas ingieren tales aves o sus despojos, eliminan el virus durante 2 o
3 dfas sin padecer la enfermedad pudiendo infectar a otras aves.

El perfodo de supervivencia del virus es menor conforme aumentan las-
temperaturas y casi toda las variedades quedan totalmente inactivadas
al cabo de 30 minutos de incubacién a 60°C.

El virus se inactiva facilmente con formalina, alcohol, merthioliate,—-

solventes lipfdicos y lisol. (1,10,12,17,23,32,40,45,46)

Se han diferenciado varios tipos de cepas:
A).- Velogénicas.— matan el embridn entre 12 y 48 horas

B).- Mesogénicas.- matan el emSridn entre 48 y 96 horas



C).- Lentogénicas.- matan el embridn en 96 horas o no lo matan

(9,12,23,30)

3.~ TRANSMISION

Hay condiciones que favorecen la presentacién de la enfermedad de New

castle como:

a).- La existencia de varias granjas cercanas entre s{, sobre todo si
en ellas hay deficiencias en su manejo.

b).- Si tienen programas preventivos inadecuados.

c).- Si utilizan sistemas de explotacién rotacional

La enfermedad de Newcastle tiene un alto grado de diseminacién y los-
vectores responsables de ella se pueden agrupar en agentes mec4nicos-
y biolégicos.

Bioldgicos:

Caddveres contaminados, aves portadoras, pollitos de importacién y to
da clase de aves y productos avfcolas como la harina de carne. Tréfi
co de animales vivos de &reas importadas, animales enfermos que los -

eliminen por medio de deyecciones, seresiones nasales y oculares etc.

Mecénicos:

Todos los objetos con los que hayan tenido contacto las aves enfermas
deben considerarse como transmisores de la enfermedad de Hewcastle, -
tales como: las jaulas de captura y transporte, los despojos de la ma
tanza, las plumas, cartones, bandejas de huevo, vehfculos, pienso y -

agua contaminada.



E1l hombre puede actuar como portador de la enfermedad con la ropa de-
trabajo,zapatos sucios de excretas, etc.
Se ha demostrado que el aire puede difundir la enfermedad tanto en --

explotaciones al aire libre como en explotaciones en ambiente cerrado

(2,12,23,27),

L,- MANIFESTACIONES CLINICAS

La enfermedad tiene tres manifestaciones clfnicas:

A).- Respiratoria

B).~ Digestiva

C).- Nerviosa

Los trastornos que provoca son los siguientes, segdn la presentacién-
de la enfermedad:

El tipo Hitchner.- Produce infecciones respiratorias suaves e inapa--
rentes, las cepas lentogénicas forman parte de este tipo de virus y -
son utilizadas para producir vacunas de virus vivos, algunas de estas
cepasson la ""B,", 'La Sota' y ''Clone 30'.

El tipo Beaudette.- Produce infecciones respiratorias m4s severas que
las del tipo Hitchner es letal en pollitos, dentro de este tipo de vi
rus se encuentran las cepas vacunales mesogénicas como: la '""Roakin' vy
la '"MV-107", aunque en México han sido poco utilizadas.

El tipo Beach.- Provoca signos respiratorios y nerviosos en aves de -
cualquier edad, asf{ como lesiones hemorrégicas en el proventriculo.
Es producida por cepas velogénicas como la '"GB'", "Texas'", y '"Califor-
nia 1914", que con frecuencia son utilizadas para la producciédn de va

cunas a virus muerto.



El tipo Boyle.- Es usuaimente agudo y letal para cualquier edad, den-
tro de este tipo de virus se encuentran cepas velogénicas viscerotré-
picas, de las cuales en México existen varias y algunas de ellas son-
la "Ixtapalapa', la "Querétaro', la "C.U." y la "Chimalhuacdn''.

(9,12,16,19,23,30,46)

5.~ DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Inhibicién de 1a hemoaglutinacién.- Esta prueba nos permite diagnésti
car con répidez una serie de enfermedades causadas por virus, las cua
les debido al tamafio del antfgeno no se pueden diagndsticar por aglu-
tinacién directa. La prueba se fundamenta en el fendmeno que demues-
tran varios virus de unirse a receptores en los glébulos rojos y cau-
sar su aglutinacién; este no es un fendmeno inmunolédgico, sino Mmés -~
bien representa una actividad enzimitica por parte del microorganismo
que permite su adherencia a las células 1o que conduce posteriormente
a su penetracién (a este fendmeno se le denomina hemoaglutinacién). -
Los anticuerpos espec{ficos contra estos microorganismos pueden impe-
dir que esta reaccién enzimitica se lleve a cabo probablemente por -~
que se unen a los sitios activos de la enzima o al sitio de produc—--
cién de ésta en el microorganismo, (a este fendmeno sé¢ le donomina -~
Inhibicidn de la Hemoaglutinacién). Cabe sefialar que el virus de New
castle aglutina glébulos rojos fécilmente y que se utilizé la prueba-~
antes mencionada ya que a través de ella se puede conocer el tftulo -

de anticuerpos rdpidamente., (1,6,10,17,18,35,40,41,42),




6.- INMUNIDAD

La medicina preventiva maneja procedimientos inespecfficos y especffi
cos tendientes a evitar las enfermedades o a reducir su severidad., -
La vacunacién es un recurso espec{fico preventivo del cual podemos -
disponer en forma exitosa para proteger a las aves contra la Enferme-
dad de Newcastle.

La vacunacidén es la inoculacién de una substancia biolégica especffi-
ca (antfgeno) que povoca una respuesta de inmunidad en un ser vivo es
timulando 1a formacidén de anticuerpos especfficos a un agente infec——
cioso determinado, aumentando asf su resistencia a la enfermedad y re
duciendo grandemente los riesgos de contraerla. (18,35,51,34,42).

La inmunidad de las aves contra la enfermedad de Newcastle, logridé a
través de la vacunacidén previene contra pérdidas en la produccién que
son provocadas por este padecimiento.

Para lograr una inmunidad éptima por medio de la vacunacidn se deben -
tener en consideracidén factores relacionados con el hiésped (que en ~
este caso son las aves) como son: la densidad de poblacién, la alimen
tacidn, las condiciones de higiene en las casetas, etc. Ademas de —-
factores relacionados con la vacuna como el manejo adecuado de la mis
ma, que evite su contaminacién o su inactivacién, la vigencia de su -
actividad, la dosificacién adecuada etc.; factores todos que contribu
yen a lograr un resultado benéfico en la proteccién buscada para las-
aves contra la Enfermedad de Newcastle,

Rara vez se llenan estas condiciones, pero a pesar de ello se puede--

obtener resultados positivos (16,34,49)




Trabajos previos al presente sugieren que la edad de vacunacidén es —-
un factor importante para obtener unabyengrespuesta inmunolégica.

Al medir los tftulos de anticuerpos, se obtuvo mayor respuesta cuando
las aves tenfan menor nivel de anticuerpos maternos. Al evaluar la -
proteccién materna de las aves contra la enfermedad de Newcastle se -
ha demostrado que pueden tener anticuerpos hasta los 21 dfas de edad-
e inclusive se pueden encontrar hasta los 42 dfas de edad cuando pro-
vienen de progenitoras que tienen un elevado nivel inmunolégico.

(2,21,37,40).

7 «~INMUNOPROFILAXIS

Las vfas més comunmente empleadas en México de vacunacién contra la -
Enfermedad de Newcastle son:

1.~ Repiratoria con aerosoles (por aspersién)

2.- Intramuscular (parenteral)

3.- Ocular e intranasal (por instilacién)

L,- Oral (enteral por el agua de bebida)

5.- Subcuténea emulsionada (parenteral).

Vacunacidn por aspersidén

Ventajas:

Confiere méxima proteccidn

Sencilla y répida de aplicar

Bajo costo de wvacunacidn

Reduccidn de la désis vacunal,

Puede ser empleada en diversos tipo de explotacidn.

Puede ser empelada a diferentes edades despuds de haber utilizado otra

via



Confiere interferencia (es de gran utilidad para control de brotes),
Puede vacunarse répidamente utilizando poco personal.

Reduce el stress por vacunacién., (ya que evita el manejo individual,-
amontonamientos, muertes por asfixia).

Utiliza una vfa de entrada natural del virus.

Desventajas:

Reacciones post-vacunales mds enérgicas.

En presencia de otros problemas respiratorios no protege e incluso --
puede agravarlos

Solo mediante una correcta aplicacién de la vacuna se puede contar un

elevado porcentaje de aves inmunizadas.

Requiere de un muy cuidadoso manejo ya que es f&cilmente contaminable
No es controlable con exactitud su distribucién ya que las dosis que-
los animales reciben no son exactamente iguales por lo que se obser--
van reacciones anormales en los que reciben désis insuficientes.

Esta vacunacidn tiene que hacerse bajo condiciones controladas de tem
peratura, de humedad atmosférica y de movimiento del aire, factores -
todos que modifican el tamafio de la gota de aspersiédn y que limitan -

su uso. (1,14,15,17,26,35,37,39)

Vacunacidn Intramuscular.

Ventajas:
Individual (ddésis completas y adecuadas).

ia buenos tftulos de inmunidad humoral.
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Desventajas:

Mayor tiempo de aplicacidn

La duracién de la inmunidad es corta

Implica un mayor menejo a las aves (aumento de stress)
Tiene poca estabilidad termo f{sico-quimica.

Puede contaminarse ficilmente con otros agentes.

Hay reduccidén de consumo de agua y alimento por el manejo.

Costo de operarios

(1,8,17,26,39)

Vacunacidn Ocular e Intranasal

Ventajas:
F&cil aplicacién
Mayor seguridad por aplicacidn individual cuando se hace correctamen-

te

Interferencia al virus de campo. (eleva répidamente los t{tulos).

Es una via de entrada natural.

Desventajas:

Produce reacciones post-vacunales (aunque no muy enérgicas).
Contaminacién frecuente de las vacunas.

Poca estabilidad termo fisico-quimica,

En presencia de problemas respiratorios no protege adecuadamente
Aumento de stress por mayor manejo

Reduccién de consumos de alimento y agua

Predisposicidn a otras enfermedades,

(1.2,104,16,17,24.35)



Vacunacidn ora)

Ventajas:

Es fécil y répida en su aplicaciédn (resulta m4s econdmico vacunar as¥
ya que se requiere de mi{nimo personal).

Reaccidn post—vacunal moderada.

Reduccidn de stress.

No se afectan los consumos de alimento en forma significativa.

Desventajas:

Hay riesgo de que no todas las aves consuman la désis adecuada.

Se inactiva la vacuna en corto tiempo si no es consumida.

En bebederos de bote el ién zinc bloquea la neuraminidaza del virus -
imposibilitando su adsorcidn a la célula.

Se requiere tener cuidado de manejo en su aplicacién como cambio de -
bebederos, y adicién de protectores virales (leche).

El virus, es inactivado por los desinfectantes, impurezas del agua y-
los idnes que neutralizan su actividad.

El tracto digestivo no es la ruta adecuada para la administracidn de-
la vacuna ya que al ser consumida con celeridad despu€s del ayuno de-
agua, esta es destruida en parte por los 4cidos en el preventr{culo -
y por las sales biliares en el intestino.

(1,4,17,22,24,26,37,43).

Vacunacidn Sukcutdnea

Vacuna inactiwvasda emulsionada con aceites minerales.

Ventajas:

Produce alta <rcteccidn humoral,



Disminuye la posibilidad de contaminantes que pueden producir proble-
mas por estar adicionada con inactivantes y preservativos.

Su aplicacidn adn con problemas respiratorios de otra fndole da bue--
nos resul tados.

Da mds confiabilidad en la homogénea inmunidad de la parvada por ser-
individual,

Al estar emulsionada nos da una proteccién del antfgeno vacunal mds -
eficaz ya que los macréfagos y anticuerpos no neutralizan en un corto

lapso de tiempo toda la masa antigénica de la désis.

Desventajas:
Dificultad en su aplicacidn (viscosidad)

Mayor costo de obra. (1,14,17,22,26,28,37,44).



11 0BJETIVO

LA FINALIDAD DEL PRESENTE TRABAJO ES DETERMINAR -

CUAL DE LAS DIFERENTES VIAS DE VACUNACION, UTILI-

ZADAS CON MAYOR FRECUENCIA EN MEXICO, PROPORCIO--

NAN AL AVE UNA INMUNIDAD MAS ELEVADA Y DURADERA;-

CONSIDERANDO LAS VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE CADA -

UNA DE LAS VIAS UTILIZADAS. TOMANDO COMO BASE LA

TECNICA DE TITULACION DE ANTICUERPOS.



111 MATERIAL Y METODOS

1.~ VIAS DE INOCULACION

Las vfas de vacunacién que se utilizaron para este trabajo fueron las-

siguientes:

a) .-
b).-
€)=
d) .-
e).~
f).-

g) .-

A) .-

c).-

Ocular (instilacién)

Oral (agua de bebida)

Aerosoles (aspersién)

Intramuscutar

Subcuténea (Emulsionada)
Intramuscular simulténea con Ocular

Ocular simult8nea con Subcuténea

MATERIAL:

200 pollos de engorda de una semana de edad.
Vacuna virus vivo, producto comercial liofilizado (preparado con
virus de Newcastle cepa ''La Sota'') en huevos S.P.F. con un t{tu-

8.5

lo de 10 DIE 50/ml.

Vacuna virus inactivado emuisionado en aceite (cepa 'La Sota"),-
producto comercial preparado en lfquidos Amnio-Alantoideos de em
briones de pollo conteniendo cepa ''La Sota', inactivado con forma
lina y emulsionado con aceite mineral y Arlacel con un tftulo de-

108'7DIE 50/ml .



b).-METODOS

Fase I: Se conté con un lote de 200 pollos, que se dividieron en sec—

ciones de 20 pollos cada una, en cada seccidn se utilizé una-

via de vacunacién diferente.

El lote quedd distribuido de 1a siguiente forma:

Ocular ' (20)
Oral (20)
Aeroso! (20)
Intramuscular .{(20)
Subcutdnea (emulsionada) (20)
Intramuscular simulténea con la Ocular (20)
Ocular simulténea con Subcuténea (20)
Testigos (60)

Fase 2: Se sangraron las aves al cumplir tres semanas de edad y se rea
1728 1a prueba de Inhibicién de 1a Hemoaglutinacidn por el mé
todo Beta, para conocer cuantitativamente el grado de inmuni-
dad materna que tenfan las aves al inicio de 1a prueba; al -~
dfa siguiente de tomada la muestra de sangre, se procedié a -
vacunar a las aves por secciones.,

Después de 1a vacunacidn se tomaron muestras sanguineas sema-
nales, con el objeto de obtener suero para observar 1a produc
cidn de anticuerpos circulantes contra la enfermedad de Newcas
tle pcr medio de la Inhibicidn de la Hemoaglutinacidn hasta -

que las aves cumplieron nueve semanas de edad.



Se sangraron todas las aves incluyendo el lote testigo.

Fase 3.-Se procedié a realizar el andlisis estadistico de los resulta
dos utilizando las técnicas de Andlisis de Varianza y D.M.S.-
(Diferencia Mfnima Significativa). Se le dié valor legar{tmi
co a cada uno de los tftulos de anticuerpos obtenidos.

Los t{tulos y sus equivalentes en logar{tmos son:

1/20 —-- Log. 1|
1/40 ——— Log. 2
1/80 —-- Log.

1/160 -- Log.

1/640 -- Log.

3
L
1/320 -- Log. 5
6
1/1280 - log. 7

Nota: Para la realizacidn del presente trabajo se traté de avaluar el
nivel de anticuerpos conferido por la vacuna contra la enferme-
dad de Newcastlé, aplicada’por diferentes vfas de inoculacidn -
contando con aves libres de anticuerpos maternos (por lo que --
se trabajé a partir de que las aves cumplierdn tres semanas de-

edad, Comprobando que carecfan totalmente de anticuerpos),



2.~ INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION

A) .~ MATERIAL:

B)o-

C).~

a).- Glébulos rojos al .75%

b) .~ Virus a 10 U hemoaglutinantes

c) .~ Solucién Salina Fosfatada

d) .~ Suero sospechoso

EQUIPO:

a) .- Placas con capacidad para doce sueros (Lab. Helena).
b) .- Quickpette calibrado a 50 microlitros (Lab. Helena).
c).- Microtiter calibrado a .05 ml. (Lab. Cooke).

d) .- Microdiluters con capacidad de .5ml. (Lab. Cooke)

e) .~ Mango multi mic;odilutor (Lab. Cooke).

f) .~ Plate searlers (Lab. Cooke)

g) .~ Puntas desechables para 50 a 250 microlitros (Lab. H.)
h) .- GO/ NO/ GO tester (Lab. Cooke)

i) .- Probetas

j) .- Pipetas

k) .- Vasos de precipitados

PROCEDIMIENTO:

a) .- Colocar ,05 ml, de suero en la 1fnea nimero uno en la placa
b).~ Colocar .05 ml. de 1a 2a. 1fnea a todas las demis.
c).- Diluir partiendo de dondese colocé el suero

d) .~ Dejar reposar por espacio de media hora




e).- Colocar gldébulos rojos a todo incluyendo los controles,
f).~ Tapar y mantener a 4°C durante media hora

g).~- Hacer la lectura

Nota: Debe tenerse un control de virus y un control de glébulos rojos

con Solucidn Salina Fosfatada.

Nota 2: Modificaciones en la técnica
Se utilizardn gldbulos rojos al .75% ya que las placas tienen
las copillas con fondo en U y no en forma de V por lo que
con una concentracidén mayor de glébulos rojos se puede obser-
var mejor la precipitacidn de los mismos.
La temperatura de 4°C fue utilizada ya que puede hacerse la -
lectura en un menor tiempo (MVZ Jesds D4vila Palmieri comuni-
cacidn personal).

(1,3,6,7,33,40,41)




3.~ OBTENCION DEL ANTIGENO

A).- MATERIAL:

a).- Embriones de pollo de 9 a 11 dfas de edad (incubar 6 dias -~
en la estufa). S.P.F.

b).- Caldo nutritivo

c).~ Vacuna (la que se va a diluir).

d).- Yodo (para limpiar la c&mara)

e).~ Glébulos rojos al 3%.

B).- EQUIPO:
a).- Pipetas (Estéril)
b).- Perforador de embriones. (Estéril)
c).- Aguja y jeringa (Estéril)
d).- L8piz graso para marcar
e).- Cera para sellar
f).~ Ovoscopio
g).- Vidrio para colectar gotas
h).~ Matraz (Estéril)
i)~ Pipeta Pasteur (Estéril)
j).- Agitadores
k).~ Frascos (Estéril)

1).~ Refrigerador



C).- PROCEDIMIENTOS

a).~ Restituir la vacuna de virus vivo cepa '"La Sota"

b).- Inocular embriones de pollo con .2ml. a través de la mem—--
brana corioalantoidea. (el embrién debe tener de 9 a 11 --
dfas de edad)

c).- Incubar durante 72 horas (y revisar periddicamente para de-
sechar los muertos).

d).- Colectar el Ifquido alantoideo

e).- Se procede a agluiinar porciones de este l{quido alantoideo
(una gota de 1fquido + una gota de glébulos rojos al 3%) se

toma el que aglutine como (+). (se mete a congelar)

Nota: No volver a congelar después de haber descongelado sino mantener
lo a temperatura constante)
(MVZ Jésus D4vila Palmieri comunicacidn personal).

(1,3,6,7,33,42).




L.~ TITULACION DE LA VACUNA

A) .- MATERIAL:

a).- Antfgerio (virus congelado)
b).- Gldbulos rojos al .75%

c).- Solucién Salina Fosfatada

B).- EQUIPO:
a).- Placas
b).- Microdilutor
c).- Mango
d).- Pipetas calibradas

e).~ Puntas desechables

C).- PROCEDIMIENTO:
Se hace la dilucidn y ahf mismo en la placa se titula.
Vacuna emulsionada inocular 2 m). a cada embrién, in-
cubar a 37°C durante 72 horas.
Refregerar mfnimo 2 horas y colectar el 1{quido

Hacer la prueba y buscar los positivos .




DILUCION
1:10
1:20
1:40
1:80
1:160
1:320
1:640
1:1280

1:2560

DILUENTE (PBS) VIRUS G.R.

De jar reposar durante 30 minutos y hacer la lectura.

Control 1I:

Gr. al .75% (poner .05 + .05 de P.B.S.)

debe dar sedimentacién

Control 2: Ag. .05 + g.r. .05 debe dar aglutinacién.

La dltima aglutinacién que se observa es el titulo del
virus,

Para el desarrollo de esta prueba se utilizé un tftulo-
de 1:1280

Se divide a las unidades que se requieren 160/10=16.

15 ml. de P.B.S, y I mi. de virus es igual a 10 UHA.
Los lfquidos positivos centrifugados a 1500 RPM,
durante gO min. tirar el sedimiento y agregar formo! al
.1% Incubar 24 horas a 37°C

Glicerinar al 25% (75 ml. de ifquido m&s 25 ml. de gli
cerina estéril) se mezcla y se poneen ampolletas de 1
a 2mi. y se almacena en congelacién a -20°%.

(143,7,10,33,42)



5.— PREPARACION DE LOS GLOBULOS R0OJOS

A).- MATERIAL:
a).- Pollos para la obtencién de sangre
b).- Jeringa con aguja
c).- Citrato de Na al 1%
d) .~ Tubos de centr{fuga
e).~ Cent{fuga
f).- P.B.S,
g).- Pipetas
h) .- Probetas
i).- Matraz

j)+- Tubos de Hopkings

B).~ PROCEDIMIENTO:

a).- 1 cm. de citrato de sodio al 1% por 3 cms.
de sangre. lavarlo tres veces y ponerlos ~
al 3% (centrifugar a 1500 RPM y leer el re
sultado. (el tubo debe marcar el tres para
que este correcto)

b).- Para lllevarlo al .75% se hace por regla de tres

.75 - 100
.03 - X = L4 Por 1o tanto t ml., de G.R.

mis tres de P.B.S. esto da el voldmen final
de 4 y este ya queda al .75%
(1,6,7,10,33,35)




6.- PREPARACION DE LA SOLUCION SALINA FOSFATADA (P.B.S.)

A).—- MATERIAL (Para preparar un litro)

-Cloruro de Sodio quimicamente puro
~Fosfato disddico anhidro &
Fosfato disddico heptahidratado
~-Fosfato monopotdsico

~-Agua destilada, C.B.P.

(1,6,7,10,33)

8.5 grs.
1.h2grs.
2.68grs,
0.28grs.

1 Litro



-

IV RESULTADO.S

Analizando estad{sticamente la respuesta por semana, a la vacuna cop
tra la enfermedad de Newcastle cepa ''La Sota', aplicada por las vfas

anteriormente mencionadas, se obtuvierdn los siguientes resultados:

En la primera semana no se obtuvo respuesta ya que fue cuando se va--
cunaron las aves. En la segunda semana se dividié la respuesta en —-

tres grupos: (Figs. I,IX,X)

En el primer grupo se encuentran las vfas ocular + subcutfnea y ocu--
lar + intramuscular; la vfa con la que se obtuvo e} mayor titulo fue-
la ocular + subcuténea, que dié una respuesta 68.9% mayor a la obteni
da con el lote testigo, siendo estadfsticamente similar (P<0.05) la -

respuesta obtenida con la via oculo-nasal + intramuscular 66,6%.

En el segundo grupo se encuentranlas vfas ocular, aerdgena, oral e in
tramuscular, que dieron una respuesta similar entre s{, (P€0.05), --

Siendo la mayor respuesta la de la vfa ocular con 57.19%.

En el tercer grupo se encuentra la vfa, subcuténea qus dié la respues
ta minima con respecto a las demas vfas utilizadas, siendo solamente-

30.55% mayor en relacién con el lote testigo (F<0.05.)




En la tercera semana la respuesta estuvo dividida en cuatro grupos: --
En el ler. grupo se encuentran las vfas ocular + subcuténea y aerége--
na. En el segundo grupo se encuentran las vias ocular + intramuscu——-—

tar, ocular y oral. Estos dos grupos dieron buena respuesta muy simi--
lar entre sf, siendo la m&s significativa la de la vfa ocular m&s sub-

cuténea 64.13% mayor que la obtenida con el lote testigo.

En el tercer grupo esta la vfa subcutinea que dio una respuesta de - -

mediana significancia estadfstica 49.88% mayor que el lote testigo.

En el cuarto grupo se encuentra la vfa intramuscular que aunque dio --
la respuesta mas bajacon respecto a las otras vfas utilizadas fue - —-

27 .20% mayor que la obtenida con el lote testigo. (Figs. I, IX, X).

En la cuarta semana la respuesta se dividié en tres grupos:
En el primer grupo se encuentra la vfa ocular + subcuténea con la que-

se obtuvo el mayor tftulo en esta semana, teniendo 44.85% mayor al del

lote testigo.

En el segundo grupo se encuentran las vfas: aerégena, oral, subcuté--

nea, ocular y ocular + intramuscular. La vfa con la que se obtuvo la-



mayor respuesta en este grupo fué la aerdgena 39.18% mayor que el lo-

te testigo.

En el tercer grupo est§ la via intramuscular que fue la que dio la —-
menor respuesta con respecto a las demds vfas utilizadas (P<0.05). —--

(Figs. I,IX,X)

En la quinta semana se dividid la respuesta en tres grupos:
En el primero estan las v{fas subcutdnea, aerdgena, oral y ocular que-
dieron respuestas similares entre sf, siendo la mds alta la obtenida-

por la vfa subcuténea 47.20% mayor al lote testigo.

En el segundo se encuentra la vfa ocular + intramuscular que dio una-

respuesta moderada, siendo 26.49% mayor que el lote testigo.

En el tercer grupo se encuentra la vfa intramuscular que dio la menor
respuesta en comparacién con las otras vfas utilizadas aunqus fue —-—

21.60% mayor a la obtenida con el lote testigo (Figs. I,IX,X,)

En la sexta semana se dividid la respuesta en tres grupos:
En el primer grupo esta la ocular + subcutinea, aerdgena y subcuténea;
Siendo la via de mayor significancia la ocular + subcuténea con ----

73.68% mayor en comparacién al lote testigo.




Las vfas subcutdnea y aerdgena dieron una respuesta similar entre si-

con 70.64% y 67.52% respectivamente, en relacién al lote testigo.

En el segundo grupo estan las vfas ocular + intramuscular, oral y ———
ocular que dieron respuesta moderada, siendo la m4s alta la obtenida-

con la vfa ocular + intramuscular con 67.48% mayor al testigo.

En el tercer grupo se encuentra la vfa intramuscular con la que se ~-
obtuvo la menor respuesta con respecto a las otras vfas utilizadas,--

aunque se obtubo un porcentaje de 58,86 mayor al del lote testigo.

(Figs. I,IX,X)

La respuesta obtenida en el transcruso de la vida del ave, con las -

diferentes vfas utilizadas, fue la siguiente:

vV I A %
Ocular + Subcuténea 58.91
Aerdgena 54.66
Intramuscular + Ocular 50.7
Oral L9.45
Subcuténea k9,19
Oculo-Nasal k9,10

Intramuscular 38,52



Puede apreciarse que de las vfas combinadas, la ocular (virus vivo) -
+ SC (virus muerto) 58.91% fue mds eficiente que la via I1.M. (virus -

vivo) + ocular (virus vivo) 50.71% (Figs. 1,II,VII,X)

De las vfas simples utilizadas, la que demostrdé ser mis efectiva fud-
la aerdgena 54.66% y la menos efectiva la intramuscular 38.52% (Figs.

1,III,VII,X)

Estos porcentajes son obtenidos con respecto a la respuesta del lote-

testigo.

NOTA: Para la obtencién de los resultados se utilizardn las técnicas-
de anfliis de varianza y DMS (Diferencia Minima Significativa)-

(P€0.05) .



TITULOS DE ANTICUERPOS

{LOGARITMOS)

FIG., 1. TITULOS DE ANTICUERPDS OBTENIDOS POR LA TECNICA
0E IHA EN POLLOS DE ENGORDA VACUNADOS CONTRA LA ENFERMEDAD OE
NEWCASTLE CEPA '"'LA SOTA'" POR DIFERENTES VIAS DE
VACUNACION UTILIZADAS EN MEXICO
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NIVELES OE ANTICUERPOS

(LOGARITMOS)

FIG, IT. TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON LA APLICACION DE LA
VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE CEPA “LA SOTA" POR VIA
SUBCUTANEA SIMULTANEA CON LA VIA DCULAR EN PDLLOS DE ENGORDA

VIA SUBCUTA-
NEA SIMULTA-
NEA CON OCU-

— ¥8&r160
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NIVELES DE ANTICUERPOS
(LOGARITHMOS)

FIG. II1 TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON LA APLICACION VIA _ 33
AEROGENA DE LA VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE CEPA
"LA SOTA" (VIRUS VIVO) EN POLLOS DE ENGORDA

VIA AEROGENA
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NIVELES DE ANTICUERPOS

(LOGARITMOS)

FIG.IV, TITULOS OE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON LA APLICACION VIA
ORAL OE LA VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAO DE NEWCASTLE CEPA
LA SOTAY (VIRUS VIVO) EN POLLOS DE ENGOROA

VIA ORAL

————— TESTIGO

ARA/B2



NIVELES DE ANTICUERPOS
(LOGARITMOS)

FIG. V., TITULGS DE ANTICUERPDS DBTENIDDS CON LA APLICACION

- 35 -
VIA OCULAR DE LA VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
CEPA 'LA SOTA" {VIRUS VIVO) EN POLLOS DE ENGORDA
VIA OCULAR
=-=-- TESTIGO
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NIVELES OE ANTICUERPOS
(LOGARITMOS)

FIG. VI, TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON LA APLICACION VIA

SUBCUTANEA OE LA VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
CEPA "LA SOTA™ (VIRUS INACTIVADO) EN POLLOS DE ENGORDA

VIA SUBCU-
TANEA
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NIVELES DE ANTICUERPOS
(LOGARITMOS)

FIG., VII. TITULOS OE ANTICUERPOS OBTENIDOS CON LA APLICACION DE LA
VACUNA CONTRA LA ENFERMEDAD OE NEWCASTLE CEPA ''LA SOTA'" POR VIA
OCULAR SIMULTANEA CON VIA INTRAMUSCULAR EN POLLOS DE ENGORDA
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NIVELES DE ANTICUERPOS

(LOGARITMOS)

FIG, VIII. TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDDS CON LA
APLICACION INTRAMUSCULAR DE LA VACUNA CONTRA LA
ENFERMEDAG DE NEWCASTLE CEPA ''LA SOTA"
(VIRUS VIVO) EN POLLOS OE ENGORDA

VIA INTRAMUSCULAR

TESTIGO

ARA/82




NIVELES DE ANTICUERPOS

(LOGARITMOS)

FIG, IX. EXPOSICION COMPARATIVA DE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS
OBTENIDOS SEMANALMENTE AL INOCULAR LA VACUNA CONTRA NEWCASTLE
CEPA 'LA SOTA" EN POLLOS OE ENGOROA LIBRES DE ANTICUERPOS MATERNOS,
POR DIVERSAS VIAS OE VACUNACION UTILIZADAS EN MEXICO
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FIGURA X. TITULOS DE ANTICUERPOS OBTENIDOS POR LA TECNICA DE
INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION VACUNANDO POLLOS
DE ENGORDA CONTRA LA ENFERMEDAD DE "NEWCASTLE" CON
CEPA '"LA SOTA" POR DIFERENTES VIAS DE VACUNACION -~
UTILIZADAS EN MEXICO, (PROMEDIOS SEMANALES)

X $ E M A N A S
VIA DE INOCULACION TOTAL ‘ ; ; . ; ‘ P

OCULAR 4,358 a 2.92 b L.eh b | 5.15 b. 4.18ab b.70 d
INTRAMUSCULAR SIMULTANEA CON - . ‘

OCULAR 4,500 a ' 3.75 a L.86 b 5.12 b 3.85bc 4.92 bed
ORAL (ENTERAL) 4,388 ab 2,75b | 4.83 b | 5.29 b b.32 a 4,75 cd
AEROGENA (ASPERSION) L.892 ab 2.82 b 5.45 ab 5.64 b 5.30 a 5.25 be
OCULAR SIMULTANEA CON SUBCUTANEA 5.398 a Q.Oé a 5.52 a 6.22 a 5.15 a 6.08 a
SUBCUTANEA 4,366 be 1.80 ¢ 3.95 ¢ 5.27 b 5.36 a 5.45 b
INTYRAMUSCULAR 3.608 d 2,59 b 2.72 d 3.80 ¢ 3.84 ¢ 3.89 e
TESTIGOS 2,218 ¢ 1:.25 ¢ 1,98 d 3.k c 2,33 d 1.60 f

NOTA I: Para-la obtencién de los resultados se utilizaron las técnicas de aiflisis de varianza

y D.M.S, (Diferencia Minima Significativa)

NOTA Ii: Llos resultados son expresados en logaritmos

NOTA Ill: Las vfas sefialadas con letras iguales fueron estadfsticamente similares (P « 0,05)

VER ANEXO

ARA/82



FIGURA X. ANEXO
Los rasgos encontrados para la obtencién de las
diferencias estadfsticas al nivel de 95% de con

fianza son los siguientes:

SEGUNDA SEMANA:

a= >  3.43

b= < 3.43 4 2.33

c= < 2.33 > 1.21
TERCERA SEMANA:

a= 7 5.30

b= <  6.10 > 4.70

c= £ b4.70 Z  3.30

d= < 3.30 7 105"
CUARTA SEMANA

a= > 5.69

b= < 5.69 S b.62

c= < 4,62 > 2.58



FIGURA X. ANEXO

Los rasgos encontrados para la obtencidn de las
diferencias estadfsticas al nivel de 95% de con

fianza son los siguientes:

SEGUNDA SEMANA:

a= > 3.3
b= < 3.43 P 2,33
c= < 2.33 b 1,21

TERCERA SEMANA:

a= >  5.30
< 6.10 > h.70
c= £ 4,70 Z  3.30
< 3.30 S~ 1.54

CUARTA SEMANA

a= > 5.69
b= < 5.69
c= < L,62

L.62

V V

2,58
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v DISCUSTION

Habiendo analizado los resultados obtenidos estadfsticamente al apli-
car la vacuna contra la enfermedad de Newcastle (Cepa ''La Sota') por-
vfa ocular simultdnea con la vfa subcutdnea (virus vivo + virus inac-
tivado). se obtuvo el mayor nivel de anticuerpos con un t{tulo prome--
dio de 5.398 (log) como se puede observar en la figura 1, alcanzando-

el mayor nivel de proteccién a la séptima semana de edad (Figura II).

Estos resultados concuerdan con otros trabajos realizados (Phillips—-
1973 y Partadiredja 1978) en los que se obtuvo una respuesta mds efec
tiva combinando virus vivo con virus inactivado aplicandolo simult§--
neamente (94% méxima proteccidn) que aplicando cuatro vacunaciones de

virus vivo (B4¥% m&xima proteccién).

La otra vfa combinada utilizada (ocular simultdnea con intramuscular)
con virus vivo solamente dio una respuesta promedio de 4,500 (log) --
que fue menor comparéndola con la obtenida al aplicar virus vivo si--
mul tdneo con virus inactivado S.398(fog) Figura 1, Con la vfa ocu--
lar simulténea con la vfa intramuscular se obtuvo el mayor t{tulo de-
proteccidn a la séptima semana de edad, teniendo un comportamiento me

nos estable que el presentado por la via ocular simultdnea con la via



subcutédnea, ya que decae el nivel de anticuerpos a la octava semana -

de edad y después vuelve a elevarse (Figura VII)

De las vfas individuales utilizadas en este trabajo la que confiere -
un mayor tftulo de proteccidn es la aerdgens con 4.892 (log) que al-—-
canzé el maximo nivel de proteccidn a la séptima semana de edad como-
se muestra en la figura ndmero 111. Este resultado concuerda con —-—-
otros trabajos previos (36,37) en los que se obtuvo al utilizar la --
via aerdégena una respuesta aeroldégica mayor que al utilizar la via —

oral y la vfa intra-traqueal manteniéndose €sta con mayor estabilidad

en comparacién con las otras.
Al aplicar la vacuna contra la enfemrdad de Newcastle cepa '"La Sota''-
por via oral se obtuvo el miximo nivel de proteccidén a la s€ptima se—

mana y decae a la octava semana para volver a elevarse a la novena se

mana de edad.

Este resultado concuerda con el obtenido por Eidson y Kleven (1976) -
quienes al utilizar la vfa oral obtuvieron el mfximo nivel de protec-
cién a la séptima semana descendiendo ligeramente a la octava, solo -
que en este trabajo el nivel de anticuerpos no volvié a elevarse si-

no que su descenso fue mds notorio a la novena semana de edad.

Con respecto a las demds vfas utilizadas el resultado obtenido con la

vacuna aplicada por vfa oral concuerda con los resultados presentados




por BALLA y PAPOCSI (1976) quienes obtuvieron una mediana proteccién-
al aplicar la vacuna contra la enfermedad de Newcastle cepa ''La Sota'"
por vfa oral, obteniendo un mayor nivel de anticuerpos al efectuar —-

inmunizaciones consecutivas,

La vacuna aplicada por vfa ocular dié una respuesta semejante a la —-
aplicada por vfa oral ya que presentd su mayor nivel de proteccién a-
la séptima semana de edad 5.150 (log) y disminuyo a la octava volvien

do a elevarse en la dltima semana de vida del ave.

Los resultados obtenidos con la vfa ocular concuerdan con los obteni-
dos por Eidson y Kleven (1980) que al utilizar las vfas aerégena, ocu
lar y subcuténea, obtuvieron una buena respuesta inmunolégica con la-
vfa ocular que aunque no fue la mejor fue bastante efectiva.

(Figs. 1 y V)

Al aplicar la vacuna por vfa subcuténea se obtuvo una respuesta uni--
forme ya que el tftulo fue aumentando lentamente despu€s de la aplica
cién de la vacuna y al llegar a la séptima semana de vida presentd --
una tendencia horizontal sin disminufr en ningdn momento; lo presente
concuerda con los trabajos realizados por Mac.Pherson 1975, Stone, —-
Brug y Beard 1979 quienes obtuvieron buenos tftulos de proteccidén al-

vacunar contra la enfermedad de Newcastle por vfa subcuténea,




De las vfas utilizadas con la que se obtuvo la menor proteccién fue -
la intramuscular que dié una respuesta ligeramente mayor a la obteni-
da con el lote que no fue vacunado y aunque el nivel de anticuerpos -
fue siempre en aumento fue muy lentamente y alcanzé el 3.890 (log) co
mo méximo nivel a la novena semana de vida que es cuando las aves son
sacrificadas; este resultado obtenido concuerda con e] trabajo reali-
zado por Quaglio G. 1973 quien al vacunar contra la enfermedad de New
castle cepa '"La Sota" midiendo con IHA, 15 dfas después de la vacuna-
cién y habiendo vacunado a los 18 dfas de edad pro vfa ocular, aéroge
nay ora) obtuvo una respuesta satisfactora, no as{ al inocular intra
muscular la vacuna obteniendo una respuesta pobre y teniendo un 45% -

de mortalidad al efectuar la prueba de desaffo.



VI CONCLUSTIONES

Con los datos obtenidos en el presente trabajo se puede concluir que-
la via de inoculacidn, para la vacuna contra la enfermedad de Newcas-—
tie cepa ''La Sota',con la que se obtiene un mayor nivel de anticuer--
pos, es la aerdgena, que confiere el miximo de proteccién a la sépti-
ma semana de vida del ave manteniéndose estable el tftulo después de-

haber alcanzado el miximo.

La via de inoculacién con la que se obtiene la mids répida elevaciédn -
de anticuerpos es la ocular ya que fue con la que se obtuvo el mayor-

tftulo en la siguiente semana despué€s de ajlicar la vacuna.

Se puede concluir que la aplicacién simultdnea de una vacuna virus vi
vo y una vacuna virus inactivado confiere mayor proteccidén que la apli
cacién de vacunas individuales, observdndose una répida respuesta ya-
que confiere tftulos de proteccién desde la primera semana posterior-
a la vacunacién, aumentando gradualmente este nivel hasta obtener su-
méximo a la séptima semana de vida del ave y manteniendose estable --

hasta que estos son enviados al mercado.

También puede decirse que el aplicar vacunas de virus vivo por dos di

frerentes vfas (intramuscular y ocular) eleva rapiddmente el t{tulo -
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de anticuerpos a la primera semana después de la vacunaciédn siendo es
te t{tulo mayor que el obtenido con cualquiera de las vfas individua-
les utilizadas pero en el transcurso de la vida del ave el titulo con
ferido al utilizar estas vfas de vacunacidn no es significativamente~
mayor que el obtenido con las vfas individuales por lo que no es nece

sario aplicar la vacuna por dos diferentes vias cuando €sta es de vi-

rus vivo.
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