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Resumen

SANCHEZ QUINTERO ALEJANDRA. VALORACION DEL EFECTO PROTECTOR DE
UNA AUTOVACUNA ELABORADA A PARTIR DE POXVIRUS DE PALOMAS (BAJO
LA DIRECCION DE: MVZ, LAURA COBOS MARIN Y MVZ, LUCIA E. RANGEL

PORTA).

La viruela aviar es una enfermedad contagiosa causada por un avipoxvirus capaz de provocar
las presentaciones clinicas: cutanea, diftérica o atipica, una morbilidad de 45% y una mortalidad
de hasta 49%. La terapia en palomas no es posible y la prevencion se realiza mediante la
vacunacion con una vacuna comercial homologa, sin embargo, en México no se cuenta con ella.
Por tal motivo, se elabord una autovacuna a partir de costras de palomas con lesiones sugerentes
a viruela. Se aislo el virus mediante la técnica de inoculacion en membrana corioalantoidea
(MCA) de embridn de pollo en tres pases y se confirmd que el virus utilizado correspondiera a
un avipoxvirus mediante histopatologia, una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y un
analisis de restriccion enzimatica (REA). El virus fue adaptado a embrién de pollo mediante 6
pases en la MCA para atenuarlo y utilizarlo como vacuna homéloga con un titulo de 10*%" dosis
infectantes embridn de pollo (DIEP) al 50%/ml. Se vacuné un grupo de palomas mensajeras con
el biol6gico a estudiar y otro con la vacuna heter6loga obteniendo en el primero el 100% de
reaccion a la vacuna, mientras que para el segundo el 55%. Para evaluar la respuesta inmune
humoral se realiz6 una prueba de seroneutralizacion en la que solo se obtuvo un titulo
neutralizante del suero 1/61.5 para el biolégico en estudio. Ademas, los animales se desafiaron
con una suspension de poxvirus de paloma para evaluar la proteccion que confirieron ambos
tipos de vacuna siendo del 100% la proteccion en el lote de la vacuna homoéloga y nula en el lote
heterdlogo vy el lote testigo, por lo que se sugiere que esta vacuna puede ser empleada en la

prevencion de la viruela aviar en palomas.



Introduccion

El hombre ha tenido desde antafio un doble interés por las aves: por una parte, el
estético o personal y por otra el utilitario. Por ello los que las palomas fueron usadas
como portadoras de noticias en culturas antiguas como la griega, romana, china y persa;
dando origen a la cria y el adiestramiento de estos animales para volver a su palomar
desde puntos distantes (colombofilia), actividad que tuvo su auge como medio de
comunicacion durante la primera guerra mundial, cuando los diferentes ejércitos
establecieron su uso con fines bélicos. En la época moderna, se les cria con fines
utilitarios (para consumo), de exhibicion y deportivos; cuya finalidad es recorrer un
trayecto a la mayor velocidad posible. Actualmente, los paises que practican este
deporte son Espafa, Holanda, China, Alemania, Bélgica, Polonia, Reino Unido, Paises
Bajos y en menor escala México y algunos paises sudamericanos ).

La viruela aviar también es conocida como epitelioma contagioso o difteria aviar; es
causada por un avipoxvirus perteneciente a la familia poxviridae, subfamilia
chordopoxvirinae y género avipoxvirus . La ocurrencia de esta infeccion se relaciona
con la presencia de mosquitos (vectores responsables de la transmisién) . La
morbilidad en aves jovenes (menores de 1 afio) puede llegar a 45% y en adultos
(mayores a un afo) hasta 25%; mientras que la mortalidad puede ser de 49% en jovenes
y de 7.5% en adultos ®”. Al entrar a un organismo, el virus tiene un periodo de

incubacién de 4 a 20 dias ®*®

, para posteriormente desarrollar cualquiera de las
presentaciones conocidas de la enfermedad (cutanea, diftérica y atipica) ©.

En la forma cuténea, la lesion comienza como una pequefia ampolla blanquecina que
rapidamente aumenta de tamarfio y se torna amarillenta; estas lesiones proliferan hasta

juntarse para formar costras duras y cafés que persisten de 3 a 4 semanas. La lesion

caracteristica (proliferacion hipertréfica del epitelio) aparece en parpados, base del pico,



patas, piernas y ocasionalmente en los oidos. En infecciones severas, los pichones
también pueden presentar estas lesiones en el ombligo y la cloaca .

La forma diftérica se presenta en mucosas de pico, garganta, buche, ojo y traquea, como
masas amarillentas-grisaceas suaves y adheridas a tejido muerto que pueden llegar a
obstruir la traquea. En casos graves, el globo ocular puede ser reemplazado por una
masa amarillenta caseosa .

En la viruela atipica, se presentan tumoraciones que aparecen como lesiones aisladas
caracterizadas por la acumulacion de melanina, localizadas predominantemente en el
cuerpo o alas y que usualmente miden de 1 a 3 cm. Cuando estas lesiones llegan a ser
removidas pueden sangrar de manera profusa y causar la muerte. Esta infeccion no se ha
podido transmitir experimentalmente aunque la presencia del virus se ha demostrado
mediante microscopia electrénica .

El diagnostico de viruela se lleva a cabo por la observacién de las lesiones
caracteristicas y la confirmacion mediante un examen histoldgico, en el que se observan
cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos (de Bollinger o Borrell); el aislamiento del
virus en membrana corioalantoidea (MCA) de embriones de pollo, la replicacion en
lineas celulares aviares, la inmunofluorescencia, la fijacion del complemento y la
inmunodifusion en gel de agar ©.

Algunas técnicas de biologia molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y el andlisis de restriccion enzimatica (REA) han permitido establecer que el
virus de pavo y el de pollo muestran el mismo patron y que éste, es diferente al de la
paloma ©. A pesar de esto, existen estudios donde el poxvirus de paloma afecta a otras
especies y poxvirus de diferentes especies son capaces de afectar a las palomas %,

El tratamiento curativo en palomas que padecen la forma tipica no es posible, aunque se

pueden administrar farmacos para prevenir complicaciones secundarias por infecciones



bacterianas, ademas de la aplicacion diaria de tintura de merthiolate (1/1000) en las
lesiones tempranas de piel ®%. Por otra parte, las molestias ocasionadas por la infeccion
oftalmica puede ser mitigada manteniendo el ojo abierto y dando un lavado diario con
solucion salina, después del cual deben ser agregadas varias gotas de aceite mineral, ya
que si el ojo permanece cerrado y los parpados pegados, seria indicativo de la pérdida
del ojo @Y.

Debido a lo anterior, la prevencién de la viruela aviar en palomas se debe realizar
mediante la vacunacion con poxvirus homélogo atenuado, que puede administrarse de
las 4 a las 6 semanas de vida, ya sea mediante el método del foliculo de la pluma, que
consiste en la aplicacién de la vacuna con una pequefia brocha &spera en no méas de
cuatro o cinco foliculos desplumados en la pierna o la pechuga, o bien, mediante la via
subcutanea, que consiste en aplicar la vacuna en el pliegue del ala, pierna o cuello con
una aguja doble ®*9 La reaccién local (ya sea engrosamiento, enrojecimiento,
hinchazén o formacion de costras) indica el éxito de la vacunacion y aquellos animales
que no presentan la reaccion deben ser revacunados. Después de la aplicacion de ciertas
vacunas pueden formarse costras en 3 6 4 semanas que comienzan a desaparecer tres
semanas después. La inmunidad se logra en dos semanas y tiene una duracion de 1
afio®®). La potencia de la vacuna depende del nimero de particulas de poxvirus viables.
Beaudette especifico que 80mg de MCA/4cm?® podrian utilizarse para inmunizar 100
aves, mientras que Winterfield y Hitchner (1965) sugieren un titulo de 10°dosis

infectantes en embrién de pollo (DIEP)/mI como dosis efectiva 2.



Justificacion

En México no se cuenta con una vacuna comercial homéloga de viruela de paloma por
lo que se usan las vacunas heterélogas (de gallina), las cuales, con la experiencia que se
tiene en el palomar de la FMVZ de la UNAM, no brindan la proteccion deseada, ya que
a pesar de la vacunacion, cuando los animales entran en contacto con otras palomas
durante las competencias, se presentan casos de la enfermedad; por lo que se sugiere
gue una vacuna homologa elaborada a partir de poxvirus de palomas podria conferir
proteccion.

Hipotesis

Una vacuna de virus activo elaborada a partir de poxvirus de paloma aplicada en

pichones los protegera de la infeccion del poxvirus de paloma.
Objetivo general

Evaluar la proteccion que genera una vacuna de virus activo de viruela de palomas,
elaborada a partir de un poxvirus homologo.
Obijetivos particulares

1. Obtener muestras de costras a partir de palomas con lesiones sugerentes a
viruela, con la finalidad de aislar el virus mediante la técnica de inoculacion
en MCA de embrién de pollo.

2. Confirmar que el virus utilizado corresponde a un avipoxvirus mediante un
examen histopatoldgico, una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y un
analisis de restriccion enzimatica (REA).

3. Adaptar el poxvirus de paloma al embrién de pollo mediante pases en la

MCA, para atenuarlo y utilizarlo como vacuna homéloga.



4. Vacunar un grupo de palomas mensajeras con la vacuna homologa y otro con
una vacuna heterdloga para evaluar la respuesta inmune humoral mediante
una prueba de virus suero neutralizacion.

5. Inocular a todos los animales con una suspensién de poxvirus de paloma

como desafio para evaluar la proteccion que confiere la vacunacion.
Material y métodos

1. Aislamiento viral

A partir de palomas que presentaban lesiones sugerentes a viruela se obtuvieron las
costras y se conservaron en congelacion hasta su procesamiento. Estas se maceraron
en seco y se les agreg6 un diluyente (solucion salina tamponada) para lograr una
concentracion al 10% que posteriormente se centrifugd a 873.43g/10min. Al
sobrenadante obtenido (suspension viral) se le adicionaron antibioticos (penicilina/
estreptomicina 10,000U1/10mg/ml) para eliminar contaminantes bacterianos,
después se sembraron en medios bacterioldgicos (agar triptosa y caldo tioglicolato
0.1ml) que se incubaron a 37°C por 48 horas y con ello se verifico la ausencia de
contaminacion bacteriana 31419,

La suspensién viral obtenida se inoculé en MCA de embrién de pollo de 10 a 12
dias (0.1ml), empleando el método de falsa camara de aire. Una vez realizada la
inoculacién, los embriones fueron incubados durante 5 dias a 37°C y se revisaron
diariamente para verificar la mortalidad. Al quinto dia los embriones se sacrificaron
por enfriamiento (colocandolos en el congelador por 2 hrs.) para obtener las MCA,
las cuales fueron observadas en busca de lesiones (engrosamiento de la membrana
con pustulas blanquecinas) ¢*10:11121819.20)

A partir de las MCA se prepararon inoculos, para ello, las membranas se maceraron

en condiciones de esterilidad con ayuda de un mortero, arena y PBS. El macerado



fue centrifugado a 873.47g/10min. De este modo se obtuvo una segunda suspension
viral, a la que se le hizo una prueba de esterilidad bacteriana y se hicieron dos pases
ciegos en MCA de embrion de pollo, hasta observar la presencia de lesiones al
tercer pase.

2. ldentificacion

a) Histopatologia:

Se tomé una pequefia porcién de la MCA sospechosa de estar infectada con el virus
y con presencia de lesiones y se mando al departamento de patologia de la FMVZ de
la UNAM para la elaboracion de una laminilla con tincién de hematoxilina y eosina.
b) Reaccion en cadena de la polimerasa:

Para la extraccion de ADN, se emplearon 25mg de MCA infectada con el virus
aislado de paloma en 1ml de DNAzol-Reagent (Invitrogen®) y segun las
instrucciones del fabricante, se homogenizé y se centrifugé a 10,000g con una
temperatura de 4°C durante 10 minutos. Posteriormente, el sobrenadante se pasé a
otro tubo al que se le agregaron 0.5ml de etanol, se homogenizd durante 3 minutos y
se centrifugd a 4,000g con una temperatura de 4°C durante 2 minutos. Al pellet de
ADN visible en el fondo del tubo se le retird el sobrenadante y se lavo con 1ml de
etanol al 75%, pipeteando 6 veces y dejando reposar por 1 minuto. Después de
quitar el sobrenadante, se realizO un segundo lavado de la misma manera;
nuevamente se extrajo el sobrenadante y se dejé secar por 15 segundos. Por ltimo,
se disolvié el precipitado en 300ul de NaOH 8mM.

El ADN se cuantifico en el bioespectrofotometro (Ependorf®) y se ajusté a 1ug
para hacer la PCR con un volumen final de reaccion de 25ul, que contenia 1.5
unidades de Taq polimerasa, 1.5mM de MgCl,, 200uM de dntps, 1x de Regl0x,

12.5 pmol de cada iniciador descritos por Liischow, Hoffmann y Hafez! " (5'-



CAGCAGGTGCTAAACAACAA-3"; 5-CGGTAGCTTAACGCCGAATA-3) vy
18.55ul de H,0. La reaccion de la PCR se realizo en el termociclador Techne® con
un primer ciclo de 2min a 94°C y 35 ciclos de 1min a 94°C, 1min a 60°C, 1min a
72°C y 2min a 72°C. Los iniciadores amplifican una region de 578pb, dentro del
gen 4b. Se tomaron 5ul de los productos de PCR para correrlos en un gel de agarosa
al 1% a 85 volts por 1hr y se tifio con bromuro de etidio durante 10 minutos. Por
altimo, el gel se observo en el UV-Transiluminador (Benchtop®), donde se observé
la banda correspondiente ©®**'). Como testigo se empled la vacuna heteréloga (de
pollo), la muestra a evaluar corresponde a una MCA infectada con el virus vacunal
homdlogo (de paloma) y como marcador de peso molecular se us6 KB plus
(Invitrogen®).

c) Analisis de restriccion enzimatica:

Con cada uno de los productos resultantes de la PCR (de paloma y pollo) se
procedi6 a llevar a cabo el analisis de restriccion enzimatica, segin lo describen
Luschow, Hoffmann y Hafez ", mediante la enzima de restriccién EcoRV de
Invitrogen®, en un volumen total de 20ul donde se puso: 1ul de enzima
(10unidades), 2ul de buffer (de la misma marca), 12ul de H,O y 5ul de la muestra
de PCR. Se incubd por una hora a 37°C y se tomaron 5ul de la muestra para
proceder a correrlas en una electroforesis a 85 volts por 45minutos, en un gel de
agarosa al 3% con TBE 1X como buffer de corrimiento y KB plus (Invitrogen®)
como marcador de peso molecular. El gel se tifi6 15 minutos con bromuro de etidio
y se observé en el transiluminador con luz ultravioleta ©*". Como testigo se empled

el producto de PCR obtenido del DNA de viruela de pollo.



3. Elaboracién de la vacuna homologa

De las MCA que presentaron lesiones en el aislamiento se hizo una nueva
suspension viral, la cual fue inoculada en embriones de pollo de la misma manera
descrita en el aislamiento en tres pases, hasta que se observé una lesion notoria se
procedi6 a titular el virus por el método de Reed y Muench “8#2223) ge consider6
que el virus ya se habia adaptado al embrion cuando se alcanzé un titulo mayor a
1x10* DIEP 50%/ml; y se inoculd en dos palomas para verificar que produjera una
reaccion local caracteristica y por lo tanto pudiera ser empleado para la vacunacion.
4. Vacunacion

Para este procedimiento se utilizaron 60 pichones con edades de entre 13 y 17
semanas seleccionados aleatoriamente del palomar perteneciente al Departamento
de Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM,
fueron alojados en jaulas de 90cm de largo por 65¢cm de ancho y 40cm de alto, con
10 animales cada una, donde se dio agua fresca y alimento preparado a base de
granos (maiz, sorgo, linaza, mijo y cartamo) ad limitum y se mantuvieron aisladas
del resto de la poblacion del palomar.

Posteriormente se hicieron 3 lotes, cada uno con 20 animales:

Lote testigo: los animales no se vacunaron y fueron puestos en aislamiento hasta el
momento del desafio, ubicandolos en el animalario del departamento de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ de la UNAM, bajo las mismas
condiciones del resto de los animales.

Lote de vacuna homologa: los animales se vacunaron con la vacuna homologa
experimental de poxvirus de paloma. Usando el método de puncion en el pliegue de
la pierna en una dosis de 0.1ml y se observaron las lesiones post-vacunales durante

tres semanas para estimar la eficiencia de la vacunacion (°6:1113.18:19.24.25.26)
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Lote de vacuna heter6loga: los animales fueron vacunados del mismo modo que el
lote anterior con la vacuna heteréloga comercial de poxvirus de gallina.?

5. Seroneutralizacion

Un dia antes del desafio se obtuvo una muestra de sangre (400ul) de cada animal
mediante el corte de ufia ®”, el suero se separé incubando la muestra a 37°C por
4hrs como minimo. Las muestras de suero se congelaron hasta su utilizacion.

La seroneutralizacion se realizo utilizando virus de paloma constante (titulado a 100
DIEP 50%) y suero decreciente.

Para la prueba se hizo una mezcla de sueros por lote (de 20 animales), que se
inactivaron durante 30 minutos a 56°C. Una vez inactivados se hicieron 8 diluciones
dobles seriadas de suero iniciando en 1/5 donde se agreg6 480ul de PBS 'y 120pl del
suero, de esta dilucién se pasaron 300ul para la dilucién 1/10 méas 300ul de PBS y
asi sucesivamente hasta completar las ocho diluciones. Cada dilucién se incub6 con
300pl del virus durante 30min a temperatura ambiente 2829 posteriormente, la
mezcla suero-virus se inocul6 en la MCA de embriones de pollo como se describid
en el apartado de aislamiento viral, utilizando 5 embriones por dilucion para
determinar el titulo por el método de Reed y Muench 422,

6. Desafio

Tres semanas post-vacunacion se hizo el desafio en los tres grupos experimentales
utilizando poxvirus de paloma conservado en glicerol al 20% y con un titulo de
1x10**" DIEP/mI. La inoculacion fue realizada mediante una excoriacion en la piel
de la region ventral caudal a la quilla, utilizando una brocha de cerdas duras. La

presencia de lesiones en los tres grupos se registré durante tres semanas después del

Vacuna comercial de viruela aviar marca Maver, elaborada con cultivo de poxvirus de gallina, con un
titulo de no menos de 10°DIEP/mI segun especificaciones del fabricante.
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desafio. Se consideraron como protegidos aquellos animales que no presentaron

lesiones (3:1012.13,1830)

Resultados

1. Aislamiento viral

La suspension viral obtenida a partir de las costras y a la cual le fueron adicionados
antibidticos, resultd negativo en la prueba de contaminacion bacteriana, por lo que
se continud con el procedimiento de aislamiento, para el cual se requirié hacer en
total 3 pases del virus de viruela de paloma en embrion de pollo, después de los
cuales se observo la presencia de pustulas blanquecinas, edema y engrosamiento,
lesiones caracteristicas en las membranas corioalantoideas.

2. ldentificacion viral

a) Histopatologia:

En la laminilla de la MCA con tincidn de hematoxilina y eosina se observan cuerpos
de inclusion intracitoplasmaticos (Fig. 1).

Fig. 1: Membrana corioalantoidea de embrién de pollo infectada con poxvirus de
paloma tefiida con hematoxilina y eosina donde se observa un cuerpo de inclusion.
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b) Reaccion en cadena de la polimerasa:
La identificacion del virus aislado se llevo a cabo mediante la PCR usando los
iniciadores que amplifican la region dentro del gen de la proteina 4b del virus de

viruela aviar (Fig. 2) y se confirmé como avipoxvirus.

Fig. 2: Corrimiento electroforético de los productos de amplificacion de una PCR en
un gel de agarosa al 1% donde se muestran: en el carril 1 el marcador de peso
molecular (KB plus), 2 el testigo negativo, 3 y 4 fragmentos de 578 pares bases
amplificados correspondientes a los avipoxvirus de pollo y paloma respectivamente.

1 2 3 4

1000 pb

500 pb

c) Analisis de restriccion enzimatica:

Los resultados del andlisis de restriccion enzimatica con EcoRV (Fig 3) confirmaron
que el virus aislado corresponde a un avipoxvirus al mostrar el mismo patrén de
corte que el poxvirus de pollo y presentar tres bandas de 252, 177 y 149 pb.

Fig. 3: Corrimiento electroforético de los productos del REA utilizando la enzima

EcoRV en un gel de agarosa al 3%, donde se observa en el numero 1 el marcador de
peso molecular (KB plus), 2 muestra de pollo y 3 muestra de paloma.

1 2 3
300 pb 252 pb
200 pb

177 pb
150pb 149 Sb

3. Elaboracién de una vacuna homéloga

El titulo del virus obtenido después de 6 pases en embrién de pollo fue de 10*%
dosis infectantes embrién de pollo (DIEP) al 50%/ml, el cual fue inoculado en el
pliegue del ala de dos palomas para confirmar una reaccion local correspondiente a

la reaccion vacunal (Cuadro 1).
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Cuadro 1: Resultados de la titulacién del virus de viruela de palomas adaptado a
embrion de pollo, por el método de Reed y Muench inoculando 0.2ml/embrion.

Dilucién del virus 10" | 10% | 10° | 10” | 10° | 10°
Respuestas +/Total devivos | 5/5 | 4/5 | 4/5 | 2/5 1/5 0/5
% Respuestas positivas 100 | 916 | 77.7 | 37.5 10 0
Distancia proporcional (DP) 0.68

Titulo=103.68 DIEP50%/0.2ml 6 104.37DIEP50%/ml

4. Vacunacion

El cuadro 2 muestra la respuesta a la vacunacion realizada con virus de paloma y
con vacuna comercial, observando a los animales en un periodo de tres semanas.
Cuadro 2: Respuesta a la vacunacion. Se consider6 como positivos aquellos
animales que presentaron reaccion local (engrosamiento, enrojecimiento, hinchazén

o formacion de costra) en un periodo de tres semanas y como negativos aquellos que
no presentaron ningun signo de reaccion.

Vacunacion
Lote Animales  Positivos  Negativos % positivo % negativo
vacuna 20 20 0 100 0
Homologa
Vacuna 20 11 9 55 45
Heteréloga
Testigos 20 No fueron vacunados

Al vacunar con la cepa de paloma al grupo homdlogo, se observo en el 100% de los
animales la reaccion a la misma, con una duracion de 10 dias (Fig. 4), mientras que, en
aquellas palomas vacunadas con la cepa de gallina (Fig. 5) sélo el 55% de éstas
presentaron respuesta a la vacuna. Por otro lado, la lesién generada por la vacuna

heter6loga fue de menor duracién (6 dias) y tamafio aparente.
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Fig. 4: Costras que se formaron como reaccion a la vacuna homologa.

Fig. 5: Vesicula formada como reaccion a la vacuna heterdloga.

5. Seroneutralizacion
Los sueros de los animales que recibieron la vacuna heteréloga y los del lote testigo
resultaron negativos a la prueba de seroneutralizacion ya que todas las MCA de los
embriones presentaron lesiones correspondientes a viruela (pustulas, edema vy
engrosamiento), mientras que en el caso de los sueros obtenidos de los animales que
recibieron la vacuna homdloga 16 presentaron lesiones (Cuadro 3) y se obtuvo un titulo

neutralizante del suero 1/61.5 (10 *"®) DIEP50% por el método de Reed y Muench.
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Cuadro 3: Obtencidn del titulo neutralizante (TN) por el método de Reed y Muench.

Dilucién del 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640
suero (107 | @oh | @o*®) | @20*%) | 10™%) | (10%?) | (10%°) | 1029
Respuestas+/
Total vivos 0/4 0/5 0/5 2/4 3/4 3/4 3/4 5/5
% Respuestas
Positivas 0 0 0 28.5 62.5 80 91.6 100
Distancia
proporcional
(DP) 0.63
Punto final al 50% de neutralizacion: 10 1° 6 61.5
6. Desafio

En el lote de la vacuna heterologa y el lote testigo el 100% de los animales presentaron
lesiones locales (vesiculas, pUstulas y costras) al ser desafiados con la cepa de paloma
(Fig. 6), mientras que en el lote de vacuna homologa ningin animal presentd lesion al
ser desafiado con la cepa de paloma, estos resultados se pueden observar en el cuadro 4.

Cuadro 4: Resultados del los tres grupos al desafio con la cepa de paloma, asi como
el porcentaje al que corresponden.

Desafio
Total de
Lote Animales  Positivos  Negativos  %positivo  %negativo
Homdlogos 20 0 20 0 100
Heterdlogos 20 20 0 100 0
Testigos 20 20 0 100 0

Fig. 6: Pustulas formadas como reaccion al desafio del lote heterdlogo.
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Discusion

Los resultados del presente estudio mostraron que el empleo de una vacuna homoéloga
de viruela de paloma elaborada a partir del virus presente en las costras de palomas
enfermas, aislado y atenuado mediante pases en embrién de pollo, confiere una
proteccion del 100%, mientras que una vacuna heteréloga no protege contra la cepa de
paloma.

La reaccion como respuesta a la vacuna que indica el éxito de la vacunacion ® fue de
55% para la vacuna heteréloga (virus de viruela de pollo) y de 100% a la vacuna
homéloga. Los resultados concuerdan con lo que Tudor ® presenta en su libro,
indicando que la unica vacuna efectiva contra poxvirus de paloma en dichas aves es una
de la misma especie. En este estudio se apreciaron lesiones postvacunales que coinciden
con las descritas por Tudor y se caracterizan por hinchazén, enrojecimiento, edema y
costras en el sitio de vacunacion. Dichas lesiones se presentaron a partir del dia 9 en el
caso de la vacuna homdloga y del dia 5 en la vacuna heter6loga, ambas respuestas se
encuentran dentro de los pardmetros establecidos por autores como: Winterfield RW,
Reed WM, Thacker HL “® quienes describen una respuesta a la vacuna de poxvirus de

@2 quienes

paloma en pavos entre los dias 7 y 10; los de Winterfield RW, Hitchner SB
mencionan que la respuesta a la vacuna en pollos se da entre los 6 y 9 dias y los de
Tudor quien describe la respuesta a partir del quinto dia posvacunacion. En el caso de
este estudio se considera que la respuesta a la vacuna heteréloga pudo ser mas rapida
debido a que posiblemente la cepa viral empleada estuviera menos adaptada al embrién
de pollo que la vacuna homdloga (a la que se le dieron 6 pases en EP).

La informacidn sobre las respuestas a la vacunacién es variada, por un lado Gelenczei y

Lasher ®® al inocular el poxvirus de paloma en pollos no obtuvieron respuesta alguna y
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el mismo virus inoculado en palomas si generd una reaccion, mientras que Winterfield y
Hitchner ®? experimentaron con pollos y al vacunarlos con poxvirus de paloma a una
concentracion de 2.83 DIEPsy, obtuvieron 40% de respuesta a la vacunacion,
porcentaje similar a los resultados obtenidos con la vacuna heter6loga en este trabajo.
Contrariamente, Winterfield y Reed ®® vacunaron pollos con poxvirus de paloma y de
pollo obteniendo un 100% de respuesta en ambos casos al igual que Winterfield, Reed y
Thacker™. Esta evidencia muestra que la respuesta a la vacunacion con poxvirus aviar
varia y en general es mayor cuando se emplean virus homélogos a la especie afectada.
Sin embargo, el prendido de la vacunacion no siempre concuerda con el porcentaje de
proteccion observado en los desafios y pruebas de seroneutralizacion, posiblemente
debido a que solo existe cierta antigenicidad cruzada entre los diferentes poxvirus
aviares.

En este estudio, el desafio mostré 100% de proteccién conferida por la vacuna
homologa, contrario a la nula proteccion lograda por la vacuna heteréloga, ain cuando
el 55% de estos animales presentaron lesiones postvacunales sugerentes al prendido
exitoso de la vacunacion. Estos resultados concuerdan con observaciones previas donde
se compara la proteccién con virus heterélogos: Winterfield y Hitchner ®® al vacunar
pollos con poxvirus de paloma y desafiados con poxvirus de pollo solamente
observaron proteccion en el 40% de los animales. Igualmente Reed y Fatunambi ©% al
vacunar pollos contra poxvirus de pollo y de paloma, encontraron que los animales eran
susceptibles a otro tipo de avipoxvirus aislado de codorniz. Otros casos parecidos son el
de las palomas que al ser inmunizadas con poxvirus de paloma no se protegen contra el
poxvirus de canario @ y los experimentos de Winterfield y Reed ®® con poxvirus de

codornices, de psitacidos, de pollos y de palomas en pollos, donde no encontraron
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relacién inmunoldgica concreta entre los poxvirus de paloma y de pollo con los de
codorniz y de psitacidos.

Sélo el lote de la vacuna homdloga presentd un titulo neutralizante, mientras que el lote
que recibid la vacuna heterdloga no generd anticuerpos neutralizantes lo que podria
explicar la falta de proteccion cruzada. En otras enfermedades virales, tanto en aves®3?
como en mamiferos®*3¥, se ha demostrado que los anticuerpos son indispensables para
generar proteccion mediante la neutralizacién viral.

En este estudio, el titulo usado fue de 10**'DIEP50%/ml lo que concuerda con lo
recomendado por Winterfield y Hitchner, quienes sugieren que para poder lograr una
inmunidad 6ptima se requiere un titulo de la vacuna no menor de 10**'DIEPsgy/ml.

Para lograr el titulo mencionado en este trabajo fueron necesarios 6 pases en embrion de
pollo, lo que coincide con lo propuesto por Jarmin et al quienes mencionan un rango
desde 5 hasta 30 pases en MCA de embrién de pollo.

La identificacion viral mediante la histopatologia, la PCR y el REA brindaron los
resultados esperados al lograr amplificar por PCR un producto de 578pb, cuya digestion
con la enzima de restriccion ECoRV gener6 3 fragmentos de 252pb, 177pb y 149pb.

Con el presente estudio se probo que la vacuna heteréloga (cepa de gallina) no genero
respuesta de anticuerpos neutralizantes, ni protegioé contra un desafio con poxvirus de
paloma, adn cuando el 55% de los animales tuvieron una reaccidon postvacunal.
Mientras que la vacuna homologa elaborada a partir de membranas corioalantoideas de
embrién de pollo inoculado con poxvirus de paloma y con un titulo de 10**'DIEPsqy/ml

protegio al 100% de las palomas contra un poxvirus de paloma.
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