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RESUMEN

El propdsito de éste estudio fue evaluar la inmunidad conferida a los pollos
vacunados con una vacuna vectorizada (VV) comercial (Trovac VA-IA.H5®, Merial
México S.A. de C.V.) contra influenza aviar de baja patogenicidad (IABP) formada
por un Poxvirus como vector y el gen H5 de un Ortomixovirus, en comparacién con

vacuna inactivada emulsionada (V1) de influenza aviar H5SN2.

Se formaron 7 grupos de 7 pollos cada uno (A, B, C, D, E, F y G) con las
siguientes caracteristicas: testigo grupo A no vacunados; los grupos B y C con VV
via in ovo (18 dias de incubacién); grupos E y F con VV al dia de nacido via
subcutanea (SC); grupos C, D y F con VI a los diez dias via SC; y grupo G o
“centinela” sin vacunacion. Se desafiaron los grupos a la edad de 35 dias (Excepto
el grupo G) con una cepa de IABP (SAGARPA), con un titulo de 10%° dosis
infectante en embrién de pollo. Se integré un pollo del grupo G, 24 horas
posdesafio en cada grupo desafiado, para evaluar la diseminacién viral. No se

observaron signos clinicos ni lesiones en ninguno de los grupos experimentales.

Los resultados de la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién (IH) predesafio y
posdesafio para deteccidbn de anticuerpos contra |IABP fueron: promedio
predesafio: A-0, B-0, C-0.009486607+0.006321669, D-0.00976563+0.02330147, E-0, F-

0.020996094+0.028838923 y G-0; Resultados posdesafio: A-0.01432292+0.01433475, B-
0.00669643+0.01121175, C-0.008370536+0.006925041, D-0.01123047+0.02087326, E-
0.01283482+0.01366523 y F-0.004115513+0.005679316.

Prueba de aislamiento viral en embrion de pollo, con diluciones origen (sin diluir),
1/10, 1/50 y 1/100, para analisis de excrecion viral, a partir de hisopos traqueales
y cloacales tomadas las muestras a los 38 y 42 dias de edad posdesafio. Los
resultados del aislamiento viral positivos a 38 dias de edad fueron: grupo A: 3
traquea (T) —4 cloaca (C),B:5T—-0C,E:0T-1CyF:1T-1C. Resultados a
los 42 dias de edad: grupo A:3T-1C,B:1T-0CyF:0T-1C.



Se concluye que la VV proporciond un titulo mas bajo de anticuerpos en
comparacién con la VI ante el desafio, la VV aplicada in ovo no proporciona
suficiente proteccion y permite la excrecion viral, la VV aplicada via SC puede ser
empleada para proteccién contra influenza aviar de baja patogenicidad y que hubo
cooperaciéon inmunolégica cuando se aplicaron las dos vacunas subcutaneas en

combinacién (VV e VI).

Palabras clave: Influenza aviar de baja patogenicidad, aislamiento viral en embrién

de pollo, inhibicién de la hemoaglutinacién, vacuna vectorizada e inactivada.



INTRODUCCION

Influenza aviar

Sinonimias
Gripe aviar, peste aviar, gripe del pollo, gripe de los pajaros.’?

Etiologia

La influenza aviar (l1A) es una enfermedad causada por un virus RNA, pertenece a
la familia de los Orthomyxoviridae, el cual es segmentado (8 segmentos
separados, lo que favorece la mutacién), de sentido negativo, el virus mide de 80-
120 nm de diametro, esféricos o filamentosos, con una nucleocapside de simetria
helicoidal cubierta con una envoltura que adquieren conforme géman de la
membrana citoplasmatica, Los determinantes antigénicos localizados en esta
envoltura viral son responsables de las variantes en tipo y subtipo serolégico, de la
envoltura sobresalen peplémeros (picos de glicoproteinas) que son de dos clases:
una es la hemaglutinina (H), que esta directamente involucrada con la
antigenicidad y la otra la neuraminidasa (N). La H y la N, son la base para la
descripcién e identificacién serologica de los virus de la influenza. La H, es el
antigeno protector por excelencia porque induce la aparicion de anticuerpos
neutralizantes que inhiben la unién del virus a la célula hospedadora y por lo tanto
la infeccidén, ademas, es responsable de la unién a los receptores de la célula
hospedadora para su ingreso. La N ayuda a la salida del virus porque actua sobre
en acido sidlico celular destruyéndolo. Las dos glicoproteinas de la envoltura
sufren variaciones antigénicas por mutaciones pequefnas en la H o N dentro de un
mismo subtipo y por lo tanto su diversidad. La proteina “M” o de la matrix se
encuentra asociada a la superficie interna de la envoltura, es importante para el
ensamblaje del virus (figura 1). La destruccién del virus de la influenza aviar (VIA)
es funcion de los linfocitos T, que son responsables de la respuesta inmune
mediada por células en la inmunidad adaptativa.'”



Figura 1: estructura del virus de influenza tipo A®
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La familia contiene un género influenzavirus, que comprende 3 especies: virus de
la influenza tipo “A”, cuyas cepas han sido recuperadas de aves, cerdos, equinos,
caninos, humanos y los virus de la influenza tipo “B” y “C” que son exclusivamente
del humano y no han sido aislados de animales bajo condiciones naturales. En el
tipo “B” se han encontrado también variaciones antigénicas, pero no son tan
marcadas y frecuentes como en el tipo “A”. El tipo “C” en cambio, es de
caracteristicas estables.?

Actualmente entre los virus de influenza tipo “A” se han descrito 16 antigenos de H

y 9 de N. Los subtipos H5 y H7 incluyen la mayoria de las cepas patégenas

actuales.®%°



El VIA se divide por su grado de patogenicidad en cepas de baja patogenicidad
(IABP) y alta patogenicidad (IAAP), en México, a partir del 23 de Mayo de 1994 se
notificé del aislamiento del virus de I.A. el cual fue tipificado como A/H5N2 de baja
patogenicidad, pero se ha demostrado que los virus H5 y H7 de baja

patogenicidad pueden mutar a alta patogenicidad. "’

Caracteristicas fisicoquimicas

Este virus se inactiva a 60°C durante 30 minutos o 56°C durante 3 horas es
sensible a la luz ultravioleta, pH &cido y basico, solventes organicos, detergentes,

formalina, fenol, iodo y cloro. &°

Distribucién

La influenza aviar se ha registrado en todo el mundo, pero las diferentes cepas
pueden tener una mayor prevalencia en determinadas zonas. En diciembre de
1994 se presenté en México un brote de de IAAP H5N2 el cual afect6 gravemente
a la avicultura comercial en dos estados del centro del pais, mismo que fue
erradicado en junio de 1995. Existe IABP principalmente en los estados del centro

del pais, los cuales se encuentran en fase de erradicacion y las demas zonas

estan libres."
Transmisién

Se transmite de forma horizontal por transferencia de secreciones respiratorias por
medio de aerosoles generados al estornudar y toser, o de materia fecal, por el
contacto directo con secreciones y fomites, lo que explica la contaminacién del
agua, ademas, por equipo y ropa contaminados. Puede sobrevivir en muestras
fecales durante 6 dias. Las aves silvestres pueden normalmente ser portadores
del virus de la influenza aviar en el tracto respiratorio o intestinal, pero no suelen

contraer la infeccion.>”''?

El periodo de incubacién generalmente varia entre 3 a 7 dias dependiendo del
aislamiento, especie aviar, edad, estado fisiolégico, entre otros. La morbilidad es

alta y la mortalidad es variable (depende de la cepa). ®®






Lesiones y signos clinicos

Las infecciones por IAAP, dan como resultado una depresion severa, plumas
erizadas, inapetencia, polidipsia, baja o nula produccion de huevo y diarrea
acuosa. Las aves adultas frecuentemente presentan inflamacién de crestas y
barbillas, ademas de edema alrededor de los ojos. A menudo hay cianosis en la
punta de la cresta - barbilla y pueden haber vesiculas de plasma o sangre en su
superficie con zonas oscuras de hemorragias equiméticas, focos de necrosis,
también se encuentra congestion de la musculatura, deshidratacién, secreciones
oral — nasal, congestiéon renal severa, hemorragia y degeneracién de los ovarios,
hemorragias en mucosa del proventriculo, particularmente en la unién con el
ventriculo y focos hemorragicos en los tejidos linfoides de la mucosa intestinal
(GALT). Los ultimos huevos puestos después de iniciado un brote, son con
frecuencia sin cascarédn. La diarrea al principio es acuosa, de color verde brillante,
modificAndose a casi totalmente blanca. Puede haber hemorragias difusas en
zonas amplias entre la pata y el tarso. Posible muerte subita en pollos jévenes y
las lesiones pueden estar ausentes. Se logran observar también en ocasiones
signos neurol6gicos como torticolis y ataxia. Las aves mueren de 1 a 2 dias, en el
90% de los casos y pueden prolongarse hasta una semana. En ocasiones algunas
aves gravemente afectadas lograran recuperarse. La IABP puede o no presentar
signos clinicos y van de secreciones oral - nasal leves, baja de la produccién de

huevo y menor ganancia de peso.>® ™

Diagnéstico

Clinico: puede sospecharse de una infeccién por IAAP en cualquier parvada
donde hay muertes subitas (puede alcanzar hasta el 100%), seguida de una
depresién severa, inapetencia, caida drastica de la produccién de huevo, edema
facial con crestas y barbillas tumefactas y cianéticas con hemorragias petequiales

en las superficies membranosas internas.®'%'2



Las infecciones por virus de la IABP, pueden generar desde cuadros subclinicos e
inaparentes, hasta diversos grados de complicaciones respiratorias, cuyos signos
se exacerban con la presencia de infecciones simultaneas por otros agentes

patégenos respiratorios secundarios.'

Diferencial: la signologia clinica de IA puede ser facilmente confundida con la
enfermedad de Newcastle velogénico vicerotrdpico, por los signos similares,
aislamiento del virus y hemoaglutinacién (HA) positivo, también puede confundirse
con otras enfermedades como laringotraqueitis infecciosa, célera aviar,

micoplasmosis y clamidiasis. &%

Laboratorio: Aislamiento viral: que es una prueba diagndstica que consiste en la
inoculacién en embridén de pollo o cultivo de células. La técnica de inoculacion en
embrion de pollo es relativamente simple, aunque exige cuidado y practica,
proporcionan cantidades adecuadas de material de virus para experiencias
seroldgicas e inoculaciones en animales de laboratorio, lo cual es necesario para
aislar e identificar el virus de dicha enfermedad, obtenido de los érganos por
medio de hisopos traqueales o cloacales, asi como de 6rganos internos. Esta

técnica es de eleccion y rutina.'®™

La prueba serologica de Inhibicion de la hemoaglutinacién (IH), es la prueba de
eleccién utilizada en México, consiste en la deteccién de niveles de anticuerpos
especificos contra el VIA Subtipo H5 mediante la interaccion de anticuerpos
especificos con la hemaglutinina homologa del VIA, evitando la aglutinacion de los

eritrocitos de pollo.?614 18

También se utilizan las pruebas de fijacion del complemento, seroneutralizacién,
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales, enzimoinmunoanalisis
(ELISA) y la prueba de transcripcion reversa de reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). 12"



Control y profilaxis

Evitar el contacto entre aves de corral y aves salvajes, en particular aves
acuaticas, control en el trafico humano, prevenir la introduccion de aves cuyo
estado de salud es desconocido a la explotacion, utilizar métodos adecuados de
limpieza y desinfeccion, no mezclar aves de diferentes edades en las naves, no
criar pollos a campo abierto. Cuando existe un brote de IAAP en la explotacién se
recomienda; sacrificio de todas las aves, asi como la eliminacion de las canales,
limpieza y desinfeccion adecuada y minuciosa, esperar al menos 21 dias antes de

la repoblacion. 1°

La secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacién
(SAGARPA) de acuerdo a la modificacién a la NOM-044-ZO0-1995, serd la
encargada de autorizar la aplicacion de la vacuna inactivada emulsionada vy la
vacuna recombinante viruela-influenza aviar, ambas del subtipo H5, Unicamente
en zonas de control y erradicacion. Las parvadas o granjas que no sean
vacunadas en zona de erradicacidon deberan ser constatadas. En zonas libres

14,18
(

queda prohibida la vacunacion. figura 2)

Figura 2: zonas libres y en erradicacién en México®
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Tratamiento

No hay tratamiento en aves, sin embargo en humanos el hidrocloruro de
amantadina ha sido aprobado desde 1966. Investigaciones indican que puede ser
efectivo para aves administrandose en el agua de bebida pero no se ha utilizado

en pruebas de campo. %1°

Salud publica

Los VIA son del tipo “A”, por lo que existe la posibilidad de que pudieran mutar,

mediante una recombinacién genética de nuevas cepas para mamiferos. °

La infeccion en humanos por el virus tipo A de influenza causa un proceso febril
respiratorio cuya severidad varia dependiendo de factores, tanto del huésped

como de la cepa particular de virus.
Pandemias

La primera pandemia registrada fue en 1889 a 1890 en Rusia, se presume que la
cepa fue H2N2 y se estima que el numero de muertes fue de 1 millén

aproximadamente.

A principios de marzo de 1918 hasta 1920, fue basada en la cepa H1N1, se estima
que el niumero de muertes fue de 40 millones aproximadamente. Se conoce a
menudo como la gripe espariola porque fueron los espafnoles los que se dedicaron
en mayor medida a estudiar las causas de la enfermedad.

En 1957 la gripe asiatica por la cepa H2N2, se estima aproximadamente 1 millén

de muertes.

En 1968 la gripe de Hong Kong por la cepa H3N2 y se estiman aproximadamente
1 millon de muertes.

Desde 1997 se han registrado infecciones en seres humanos a partir de virus

aviares de alta patogenicidad de los subtipos H5N1, H7N7 y HON2%'2



Inmunologia aviar'®

Sistema linfoide aviar

Los 6rganos linfoides primarios o centrales son aquellos donde se forman células
linfoides; consta de Timo y Bolsa de Fabricio. A su vez los érganos secundarios o
periféricos son aquellos que sirven para la maduracién o almacenamiento de
células linfoides para su posterior accion, estos son glandula de Harder, bazo,

tonsilas cecales, medula 6sea y la regién 6culo nasal.
Células del sistema inmunitario

Las células mas abundantes e importantes del sistema inmunol6gico son los
leucocitos. Estas células se encuentran divididas en: fagociticas, linfocitos y
células cooperadoras.

Las fagociticas son inespecificas, se adhieren al microorganismo, lo ingieren y lo
destruyen, también presentan antigenos a los linfocitos T (LT). Existen dos tipos
de fagocitos: mononucleares (macrofagos, células de Kupffer, histiocitos vy
trombocitos; que son unicos de las aves) y polimorfonucleares (heterofilos y

eosindfilos).

Los linfocitos son mas complejos y especificos que las células fagociticas. Son por
completo responsables de la reaccidén especifica en contra de los patdégenos. Se
dividen en inmunidad celular (LT cooperadores, citotdéxicos y granulares) vy

humoral (linfocitos B).

Las células cooperadoras (granulocitos basofilicos, mastocitos y plaquetas) son
aquellas que ayudan a las células inmunitarias ya mencionadas, en el desarrollo
de una respuesta inmune. Todas ellas sintetizan mediadores solubles en forma de

moléculas que producen inflamacién alrededor de los tejidos infectados.



Moléculas solubles en el sistema inmunitario

Los mediadores solubles, asi como las células del sistema inmunitario, son muy
similares en aves y mamiferos. Son proteinas o péptidos adheridos algunas veces
a moléculas de azucares (Glucopéptidos) sintetizados por células del sistema
inmunolégico. Estos mediadores incluyen anticuerpos, citocinas, complemento y
una gran variedad de otras moléculas presentes en el suero. Su concentracion se

incrementa con rapidez durante una infeccion.

Los anticuerpos, también llamados inmunoglobulinas (lg), son producidos por
linfocitos B y pueden determinar entonces la forma soluble del receptor antigénico
del linfocito B. En los mamiferos pueden encontrarse cinco isotipos conocidos
como IgM, IgG, IgA, IgD e IgE, mientras que en las aves solo existen tres isotipos.
Estos son IgY, IgM e IgA. En la base de la fisicoquimica y caracteristicas
antigénicas, solo la IgM de las aves se asemeja a la IgM de los mamiferos. La
funcién de la IgY de los pollos es similar a la IgG de los mamiferos, pero su
estructura es mas parecida a la IgA de los mamiferos. Mas aun, la IgA en los
pollos puede no estar relacionada con ninguna lg de los mamiferos. Una nueva Ig
fue detectada en los pollos, la cual parece ser homéloga de la IgD de los

mamiferos.

Citocinas: son el término que se aplica a una gran variedad de moléculas
(interferdn, interleucinas, factor de necrosis tumoral) producidas por células del

sistema inmunitario.

Complemento: se encuentra presente en el suero y forma un grupo cercano a 20
proteinas diferentes. Estas interactiian entre si y con otros elementos del sistema
inmunitario. Un gran nimero de agentes infecciosos pueden activar el sistema del

complemento de una manera inespecifica.



Inmunizaciéon

El objetivo de la inmunizacién (vacunacién) es proporcionar una inmunidad
efectiva, al establecer niveles adecuados de anticuerpos (inmunizacién activa) y
generar una poblacion de células de memoria capaces de expandirse con rapidez
ante un nuevo contacto con el antigeno del microorganismo patégeno y de éste
modo proteger contra una infeccién natural. A veces se requiere de un titulo alto
de antigeno vacunal para tal efecto y debe acercarse lo mas posible al criterio de
vacuna ideal (cuadro 1), aunque no existe ninguna actualmente que cumpla con

todos los requerimientos.?%?’

Vacunas con virus inactivados

La inactivacion del virus es la manera mas sencilla de anular su para causar
enfermedad, pero se debe mantener su constitucion antigénica, asegurandose que
los antigenos protectores no sean destruidos en el proceso de inactivacion y
provoque una inmunizacién incompleta, dejando al individuo susceptible para
desarrollar complicaciones inmunopatolégicas. Las vacunas inactivadas inducen
exclusivamente una respuesta inmunitaria de tipo humoral y tienen una potencia

inmunogénica menor que las vacunas preparadas con virus vivo atenuado. 2
Vacunas con virus vivos atenuados

El objetivo de la atenuacion es producir un microorganismo modificado que imite el
comportamiento natural del microorganismo original sin causar una enfermedad
significativa, los virus pueden replicarse en el hospedador, aunque dentro de un
limite, con ello aumenta la dosis de antigenos y se conservan durante mas tiempo
en el organismo. La recombinacion genética se utiliza para desarrollar varias
cepas de virus atenuados, como el virus de la IABP y algunas de mayor rapidez de
multiplicacion en embriones de pollo o en células de conejo. Las limitaciones en el
uso de las vacunas atenuadas de virus vivos son que existe la posibilidad de que
el acido nucleico pueda incorporarse en el genoma del hospedador o que se
revierta hacia una forma virulenta. Las vacunas de uso actual se producen en
huevos embrionados de gallina, por lo tanto, se ha expresado gran interés en

desarrollar vacunas en un sustrato distinto al de embrién de pollo. #2°22



Vacunas de DNA puro

El DNA de un patégeno es inyectado en un animal cuyas células siguen las
instrucciones codificadas de este DNA, para producir antigenos del
microorganismo que el sistema inmune del animal reconoce y monta una

respuesta inmunitaria contra el microorganismo.
Vacunas de DNA vectorizado

Estan constituidas de anillos simples de DNA que contienen un gen codificador de
un antigeno y un promotor/terminador, que actuaria como vector para expresar
genes de otro virus diferente. De ésta forma, este nuevo virus recombinante,
puede utilizarse como vacuna frente a ambos. La incorporacion de tales genes
“extrafos” dentro de vectores virales recombinantes atenuados como el virus de la
viruela aviaria, proporciona una poderosa estrategia de vacunacién con muchos
beneficios. Los genes pueden derivar de microorganismos de dificil crecimiento o
de peligrosidad inherente y los productos construidos en si mismos se
caracterizan por una replicacién deficiente porque no se integran; éstas son
estables y relativamente faciles de preparar. Otro vector potencial son los

baculovirus. 20?224

Cuadro 1: consideraciones de una vacuna 6ptima'®

FACTOR REQUERIMIENTOS
o Deben producir niveles de inmunidad protectores, actuar
Eficacia N N
en el sitio adecuado y de duracién adecuada
. o Facil de cultivar en grandes volumenes o que la fuente de
Disponibilidad ) )
subunidades sea accesible
B Estable bajo condiciones climaticas extremas;
Estabilidad

preferentemente que no requiera refrigeracion

Seguridad Proteccion adecuada al ser desafiado.




La ley de epizootias y la orden de vacunaciones animales constituyen importantes
elementos legales con influencia en sus actividades diarias. Las vacunas
empleadas en medicina veterinaria no solo son regidas por normas legales
nacionales, sino también disposiciones legales europeas. Se emiten textos de la
farmacopea para autorizaciones y prohibiciones de vacunas y asi mismo se basan
en las normas de comprobacion de la organizacion mundial de salud animal

(O.1.E.) con sede en Paris. ®



JUSTIFICACION

Debido a que el virus de IABP puede mutar a IAAP, es necesario evitar la
transmision entre las aves y de ésta manera la posible recombinacién. Hasta la
fecha no se ha elaborado ninguna investigacion en México que evalle la
diseminacién del virus de IABP en aves vacunadas, solo de IAAP, tampoco se ha
evaluado el efecto de una vacuna vectorizada aplicada via in ovo y subcutanea
(SC) en comparaciéon con una oleosa via SC sobre la diseminacion del virus de
IABP.

OBJETIVOS
Objetivo general

Comparar la proteccion que confiere en pollos de engorda, la utilizacién de una
vacuna vectorizada (in ovo y SC) versus una vacuna oleosa inactivada (SC), con
diferentes programas de vacunacion, después del desafio con una cepa del virus
de IABP a los 35 dias de edad.

Objetivos especificos

Evaluar el titulo serolégico utilizando la prueba de IH, predesafio y posdesafio con
la cepa de IABP (32 y 42 dias de edad), de aves vacunadas via in ovo y SC con la

vacuna vectorizada contra IA y la vacuna inactivada oleosa via SC.

Evaluar la diseminacién del virus de desafio de IABP, a través de aislamiento viral
en embrion de pollo, a partir de muestras traqueales y cloacales de pollos de
engorda desafiados a los 35 dias de edad, de pollos vacunados in ovo y SC con la

vacuna vectorizada contra IA y la vacuna inactivada oleosa via SC.



MATERIALES Y METODOS

Aves para investigacion

» 48 embriones y pollos (divididos en grupos: A, B, C, D, E, F y G),
provenientes de un lote de reproductoras de la linea comercial Cobb, los

cuales son pollos de engorda de alto rendimiento. 2% (

cuadro 2)
» 4000 embriones de 9 a 11 dias de incubacion libres de patdgenos

especificos.
Instalaciones

» Incubadora automatizada (37°C y humedad relativa durante 21 dias) y
unidades de aislamiento nivel |. Laboratorio ubicado en el municipio El
marqués en el estado de Querétaro (Incubacién y vacunacion in ovo).

» Unidad de crianza en zona de cuarentena (ventilacion natural a través de
una ventana con malla y puerta de acceso, alimento racionado, agua ad
libitum, calefaccion eléctrica y jaulas separadas por grupo) y unidades de
aislamiento nivel Il por grupo. Laboratorio de SAGARPA-CENASA, ubicado
en el municipio de Tecamac estado de México (crianza, desafio y pruebas
de laboratorio).

Inmunoégenos y cepa de desafio

» Vacuna oleosa inactivada (VI) de IA H5/N2, (laboratorio IASA — Tehuacan
Puebla) cepa Ch/CPA/238/94/H5N2.

» Vacuna comercial vectorizada (VV) viruela — influenza (Trovac VA-IA.H5®,
Merial México S.A. de C.V. — El Marqués Querétaro), con un titulo de 3.4'°
dosis infectante en cultivo de tejidos (DICTsy) cepa A/Turkey-
Ireland/1378/83 H5NS.

» Cepa de influenza aviar de baja patogenicidad (SAGARPA-CENASA -
Tecamac Estado de Meéxico), 0.2ml via instilacion nasal a una
concentracién de 10° dosis infectante en embrién de pollo (DIEPs)
A/Chicken/México/232/94/CPA H5N2



Vacunacion

» In ovo a los 18 dias de incubacion con la VV a los grupos B y C. Dosis de
0.2ml, via saco amniotico (cuadro 2).

» Al dia de edad (nacidos) se aplic6 la VV a los pollos correspondientes a los
grupos E y F. 0.2ml via subcutanea (cuadro 2).

> A los diez dias de edad se aplicé la VI a los grupos C, D y F. 0.3ml via

subcutanea (cuadro 2).

Desafio

> A los 35 dias de edad se desafiaron con una cepa de influenza aviar de
baja patogenicidad, 0.2 ml via instilacién nasal (cuadro 2).

» Un pollo del grupo G o “Centinela” (no desafiado), se incorporé a las 24
horas posdesafio (36 dias de edad), a cada uno de los grupos desafiados

(cuadro 2).



Cuadro 2: disefio de tratamiento, grupos, edad y vias de aplicacion.

Grupo No. Aves Vacunacion y vias de aplicacion No. aves
desafio pos-desafio
) (Edad) )
35 dias de 36 dias de
edad edad
“A” 7 Aplicacion del diluente de vacuna inocuo y 8
“Testigo” estéril via in ovo (18 dias de desarrollo
embrionario).
“B” 7 In ovo: VV de IA. 8
“C” 7 Aplicacion de VV In ovo, més aplicacion de VI a 8
los 10 dias de nacido via SC
“D” 7 VI de IA a los 10 dias de nacidos via SC 8
“E” 7 Aplicacion al dia de edad de VV de IA via SC 8
“F” 7 Aplicacion de VV al dia de edad via SC, mas VI 8
a los 10 dias de nacido via SC
“g” * 6 Pollos sin vacuna ni desafio. Se integré un pollo 0
«centinelas” No de éste grupo a cada uno de los grupos
desafiad desafiados (A, B, C, D, E y F) 24 horas
os posdesafio para evaluar la diseminacion viral.

*A este grupo se le tomaron muestras de suero sanguineo predesafio incluyéndolo

como grupo, pero 24 horas posdesafio se incluyd un pollo (de éste grupo) a cada

grupo desafiado, por lo tanto, desaparece como grupo posdesafio y solo quedaron

6 grupos al final.




Disefio de grupos

Los embriones de los grupos B y C se vacunaron a los 18 dias de incubacién con
la VV en Querétaro. A los 10 dias de edad (nacidos) los pollos se trasladaron al
Estado de México, se dividieron en 7 grupos de 7 pollos cada uno, excepto el
grupo centinela (cuadro 2). Se aplic6 la VI a los grupos C, D y F. Se acondicioné
con calefaccion eléctrica, comederos y bebederos. Aseo diario, se proporciond
alimento comercial (anexo 1 pag 36) y agua ad libitum. Se mantuvieron en esta
area hasta los 34 dias de edad y después se trasladaron a las unidades de
aislamiento tipo lll, de acuerdo al disefio de toma de muestras y andlisis de

laboratorio (cuadro 3).

Cuadro 3: toma de muestras, analisis de laboratorio y desafio con cepa de |IABP.

Edad Muestra Analisis de laboratorio
(dias)
32 Suero sanguineo. IH.
35 Desafio con cepa de IABP a los grupos “A, B, C, D, Ey F”.
36 Se agregara un pollo del grupo “G” a cada uno de los grupos desafiados.
38 Hisopos traqueales (HT) y cloacales | Aislamiento viral en embrién de pollo
(HC). (AVEP).
42 HT, HC, suero sanguineo. AVEP e IH

Signos clinicos

Se observaron diariamente a las aves, para detectar signos clinicos respiratorios
como: cabeceo, lagrimeo, secrecion nasal, disnea, asi como otros obvios. La
forma de medicion de los signos fue solo cualitativa y no se indagaron signos

subclinicos.



Toma de muestras

38 dias de edad (Tercer dia posdesafio)

Se tomaron las primeras muestras con hisopos (comerciales), de traquea y cloaca
colocadas en tubos de ensaye independientes, debidamente identificadas y en 5ml
de una solucién de PBS (Solucion salina amortiguada con fosfatos) adicionado
con antibiéticos (penicilina-estreptomicina), después se mandaron al laboratorio de
virologia en el area de aves para su identificacidén interna, proceso de muestras

para aislamiento viral en embrién de pollo (AVEP) y conservacion (anexo 2 pag 36).
42 dias de edad (Séptimo dia posdesafio)

Se realizd la segunda toma de muestras, traqueales, cloacales, sangre para
prueba de HI (posdesafio) y sacrificio de los pollos. Las muestras se mandaron al

laboratorio de virologia (anexo 3 pag 37).

Analisis seroldgico

Las muestras sanguineas para prueba de IH se procesaron segun el
procedimiento descrito en el manual de la OIE y la modificacion a la NOM-044-
Z00-1995. %1 (anexo 4 pag 38)

Aislamiento viral en embrién de pollo

Se usaron embriones de 9 a 11 dias de edad, de ALPES® (aves libres de
patdgenos especificos). Las muestras obtenidas a través de los hisopos se
nombraron “origen” (sin dilucién) y a partir de éstas se realizaron diluciones 1/10,
1/50 y 1/100, las cuales también se procesaron (cuadro 4). Se utilizaron 420
embriones semanales (cuadro 5) y se procesaron las muestras con base en la
metodologia de prueba de AVEP usada en SAGARPA y la OIE. "' (anexo 4 pag 38)



Cuadro 4: diluciones

Dilucién Cantidades requeridas

Sin diluir Origen
1/10 2.7ml de PBS + 0.3ml de Origen
1/50 2ml de PBS + 0.5ml de dilucién1/10
1/100 2.7ml de PBS + 0.3ml de dilucion 1/10

Cuadro 5: muestras y embriones semanales para AVEP

Muestra/Dilucion # de embriones # de muestras total

Origen 5 20 100

1/10 5 20 100

1/50 5 20 100

1/100 5 20 100
Control positivo 5 1 5
Control negativo 5 1 5

Total 410

NOTA: las muestras se procesaron dentro de un periodo de 10 semanas.

Hemoaglutinacion en placa e identificacion viral

Se realizd la prueba de HA a partir de liquido alantoideo de los embriones
inoculados con los diferentes grupos de pollos desafiados y se realiz6 la
identificacién viral en aquellos que resultaron positivos a HA. Las pruebas se

realizaron de acuerdo a la metodologia de SAGARPA y la OIE. % (anexo 4 pag38)



Analisis estadistico

Los titulos de anticuerpos expresados en las diluciones realizadas de la prueba de
IH predesafio y posdesafio, fueron analizados a partir de una correccion de datos,
aplicando el factor de dilucién para obtener su desviacién estandar al igual que el
error estandar y asi comparar los resultados entre las muestras a partir de un
analisis de varianza (ANDEVA) y proseguir con la prueba de Tukey con un nivel de
significancia estadistica de P<0.05.

Las muestras positivas al aislamiento viral se expresaron en porcentaje y se aplicé
la prueba de X? (ji cuadrada) de bondad de ajuste, con una significancia
estadistica de P<0.05.



RESULTADOS

Signos clinicos: no se detectaron en ningun dia

Serologia

En las muestras tomadas antes del desafio, se observa para el caso del grupo F
que se encontraron titulos de anticuerpos mas altos por IH, que el resto de los
grupos. Los grupos C y D mostraron titulos de anticuerpos mas altos que los
grupos A, B, E y G (cuadro 6).

En las muestras tomadas al séptimo dia posdesafio, el grupo F tuvo titulos mas
altos por IH. Los grupos C y D tuvieron titulos mas altos de anticuerpos que los

grupos A, By E (cuadro 6).

Cuadro 6: medias del factor de dilucién y desviaciones estandar de los titulos

predesafio y al séptimo dia posdesafio de la prueba de IH

Grupo Media * desviacion estandar Media * desviacién estandar
(predesafio) (posdesafio)

A 0407 0.01432292+0.01433475"
B 0+0? 0.00669643+0.01121175°
C 0.009486607+0.006321669° 0.008370536+0.006925041"
D 0.00976563+0.02330147° 0.01123047+0.02087326"
E 0£0? 0.01283482+0.01366523%
F 0.020996094+0.028838923° 0.004115513+0.005679316°
G 0+0° No hay grupo “G”

Literal ascendente en superindice, indica diferencia estadisticamente significativa

entre grupos, partiendo de “a”. Nota: resultados de IH completos ver anexo 5 (pag.

40)




Aislamiento viral

En las muestras de hisopos traqueales tomadas al tercer dia posdesafio, en los
grupos A y B fue posible obtener mas aislamientos positivos (P>0.05), que el

grupo F (Cuadro 7).

En el grupo F se logré un aislamiento de ocho muestras, lo cual no es una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05), que los grupos C, D y E (Cuadro
7).

Resultados del primer muestreo con hisopos traqueales y cloacales (tercer dia
posdesafio) de AVEP, HA e Identificacion viral (Anexo 6 pag 40).

Cuadro 7: aislamientos positivos / total de muestras y porcentaje de muestras

traqueales al tercer dia posdesafio.

Grupo # de positivos Porcentaje
A (testigo) 3/8 37.5%"
B (VV in ovo) 5/8 62.5% °
C (VWinovo + Vlalos 0/8 0%
10 dias)
D (VI) 0/8 0%
E (VV al dia de edad) 0/8 0%
F (VV + VI) 1/8 12.5% 2

NOTA: a = no hay significancia estadistica. b= existe significancia estadistica. Nivel de significancia
P < 0.05.

En las muestras de hisopos cloacales tomadas al tercer dia posdesafio, en el
grupo A se obtuvieron mas aislamientos (P>0.05), que en los grupos E y F (cuadro
8).

En los grupos E y F se obtuvo un aislamiento, lo que no es una diferencia
estadistica (P<0.05), que en los grupos B, C y D (cuadro 8).




Cuadro 8: aislamientos positivos / total de muestras y porcentaje de muestras

cloacales al tercer dia posdesafio.

Grupo # de positivos Porcentaje
A (testigo) 4/8 50% °
B (VV in ovo) 0/8 0%
C (VWinovo + Vlalos 0/8 0%
10 dias)
D (VI) 0/8 0%
E (VV al dia de edad) 1/8 12.5% 2
F (VV + VI) 1/8 12.5% 2

NOTA: a= no hay significancia estadistica. b= existe significancia estadistica. Nivel de significancia
P <0.05.

NOTA: en ésta toma de muestras murieron: 2 pollos del grupo “A”, 1 del grupo “B”,
1 del grupo “C”, 1 de grupo “E” y uno del grupo “F”, todos por asfixia provocada

por el traumatismo de la traquea al momento de la toma.

En las muestras de hisopos traqueales tomadas al séptimo dia posdesafio, en el

grupo A se obtuvieron mas aislamientos (P>0.05), que en el grupo B (cuadro 9).

En el grupo B se obtuvo un solo aislamiento, lo que no es una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05), que en los grupos C, D, E y F (Cuadro 9).

Resultados correspondientes al segundo muestreo (42 dias de edad): aislamiento,

HA e identificacién viral




Cuadro 9: aislamientos positivos / total de muestras y porcentaje de muestras
traqueales al séptimo dia posdesafio.

Grupo # de positivos Porcentaje
A (testigo) 3/6 509 °
B (VV in ovo) 1/7 14.2% 2
C (VWinovo + Vlalos 0/7 0%
10 dias)
D (VI) 0/8 0%
E (VV al dia de edad) 0/7 0%
F (VV + VI) 0/7 0%

NOTA: a= no hay significancia estadistica. b= existe significancia estadistica. Nivel de significancia
P <0.05.

En las muestras de hisopos cloacales tomadas al séptimo dia posdesafio, en los
grupos A y F se obtuvo un aislamiento, lo cual no es una diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05), que en los grupos B, C, D y E (cuadro 10).

Cuadro 10: aislamientos positivos / total de muestras y porcentaje de muestras

cloacales al séptimo dia posdesafio.

Grupo # de positivos Porcentaje
A (testigo) 1/6 16.6% 2
B (VV in ovo) 0/7 0%
C (VWinovo + Vlalos 0/7 0%
10 dias)
D (VI) 0/8 0%
E (VV al dia de edad) 0/7 0%
F (VV + VI) 1/7 14.2%2

NOTA: a= no hay significancia estadistica. b= existe significancia estadistica. Nivel de significancia
P < 0.05.




DISCUSION

Signos clinicos

En esta investigacion no se encontraron signos clinicos en ninguno de los grupos
experimentales, lo cual concuerda como lo reportaron Nishiguchi et al. (2009)%, el
cual menciona que con cepas de |IABP de campo o inoculadas de forma

experimental puede no haber signos clinicos o éstos sean muy leves.

Serologia

En esta investigaciéon se encontré como lo reportaron Loza et al. (1997)%°, en el
cual obtuvieron como media 1:320, de los titulos de anticuerpos de IH contra el
virus de IABP a partir de una vacuna inactivada emulsionada, para lo cual es
similar a nuestra media de los titulos de anticuerpos que resultaron de IH de la

vacuna inactivada que usamos.

La vacuna vectorizada no produjo anticuerpos antes del desafio, ni via in ovo ni
subcutanea, a esto existe una diferencia de como lo reportaron Rodriguez et al.
(1996)*°, el cual menciona que no produce anticuerpos en los primeros dias de
edad de los pollos y un limitado nimero de aves dieron una reaccién positiva a
partir del dia 21 posvacunacion.

Ya que la vacuna vectorizada no produjo anticuerpos predesafio y un bajo
porcentaje de seroconversion al séptimo dia posdesafio, se concuerda como lo
reportaron Rodriguez et al. (1996)*, que por serologia se pueden diferenciar

pollos vacunados de pollos infectados experimentalmente.

Los resultados de IH demostraron que la aplicacién de la vacuna vectorizada
seguida de la vacuna inactivada producen mayor titulo de anticuerpos posdesafio,
esto se debe posiblemente, a que la vacuna vectorizada produce una mayor
cooperacién inmunoldgica, que se caracteriza por una mayor produccion de
linfocitos T, que a su vez sensibilizan a los linfocitos B especificos, que se activan
para producir IgY como una respuesta mas rapida al contacto con el antigeno
expresado en el virus de la vacuna inactivada, de manera muy similar a como lo

hace una vacuna elaborada con virus activo®.



DISCUSION

La vacuna vectorizada en combinacién con la inactivada via SC, produjo mas
anticuerpos posdesafio, que la vectorizada aplicada via in ovo méas la vacuna
inactivada. Esta mayor cooperacion probablemente se deba a que el pollo neonato
presenta mayor cantidad de linfocitos T y con mayor madurez, que el embrion de
pollo a los 18 dias de incubacion, a los cuales se les vacuna por esta via
principalmente por el aspecto del manejo y porque la IABP no es una enfermedad

que provoque alta mortalidad, asi como una baja de produccion drastica.

Aislamiento viral

Se aislaron los virus de desafio de IABP a partir de hisopos traqueales de los
grupos A, B y F al tercer dia posdesafio y de los grupos A y B al séptimo dia, lo
cual concuerda como lo reportaron Rodriguez et al. (1996)%; mencionan que es
mas factible reaislar los virus en los primeros dias posdesafio de traquea; aunque
no concuerda con que se aislan mejor los virus a partir de hisopos cloacales en los
dias siguientes. Se aislaron los virus de desafio de IABP a partir de hisopos
cloacales de los grupos A, E y F al tercer dia posdesafio y de los grupos Ay F al
séptimo dia.

El aislamiento viral en el grupo A indica la eficiencia de la cepa de desafio y su
excrecion viral de IABP. El grupo B, a pesar de aumentar su titulo de anticuerpos
posdesafio, permitié la diseminacion viral en las muestras traqueales. En los
grupos E y F se reaisl6 el virus de desafio, aunque no significativamente para fines
estadisticos.

Dados los resultados de IH y aislamiento viral se concuerda como lo reportaron
Rico et al. (1996)%', el cual menciona que no siempre se relacionan la
seroconversion y niveles de anticuerpos con el grado de proteccion al desafio, ya
que, aunque hubo seroconversion en el grupo B, no se evit6 de manera aceptable
la excrecion viral de IABP y aunque la seroconversion del grupo E fue muy baja, el

reaislamiento del virus fue de minimo a nulo.



DISCUSION

Se recomienda realizar pruebas de inmunidad celular como la prueba de
proliferacion de linfocitos, a éste tipo de vacunas vectorizadas, ya que inducen una
respuesta celular mas que una humoral, como lo hace la vacuna inactivada. No
obstante, para fines de constatacién se utilizan las técnicas descritas en ésta tesis.



CONCLUSIONES

Todos los pollos con vacuna vectorizada sola (grupos B y E), no tuvieron titulos de
anticuerpos predesafio, por lo tanto, por serologia se pueden diferenciar pollos
vacunados de pollos infectados experimentalmente.

La vacunacién in ovo resultd ser una via de inmunizacién deficiente; ya que al
desafio produjo un titulo muy bajo de anticuerpos contra IABP, menor proteccién
ante el desafio con cepa de IABP y permitié la excrecién viral de la misma.

La vacuna vectorizada SC, a pesar de inducir un titulo bajo de anticuerpos
posdesafio, se observd que protege ante el desafio con IABP y disminuye la
excrecion viral de IABP, posiblemente a una reaccién de inmunidad celular.

La combinacién de la vacuna vectorizada con la vacuna oleosa mostrd un
aumento considerable en el titulo de anticuerpos posdesafio, posiblemente a una
sensibilizacion a la proteina H5, la cual al estar expresada en la vacuna inactivada
produjo el incremento de los anticuerpos como sucede en la aplicacion de un
refuerzo vacunal.

La vacuna vectorizada en combinacién con la inactivada via SC, produjo mas
anticuerpos posdesafio, que la vectorizada aplicada via in ovo méas la vacuna
inactivada; esto posiblemente se deba a que la vacuna vectorizada via SC

también produjo mayor cooperacién inmunolégica que la aplicada in ovo.



Anexo 4
Prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién

En una microplaca fondo en “U” 0 “V” se colocan 25ul de PBS en cada uno de los 96 pozos.

Se transfieren 25 pl de la dilucion 1:5 de cada muestra a analizar a la columnas 1 de la
microplaca. Todos los sueros se trabajaran en orden secuencial. Los sueros control positivo y
control negativo se procesan de la misma manera.

Se realizan diluciones dobles seriadas transfiriendo 25 ul de la columnal hasta a la columna 3
para obtener las diluciones 1:10, 1:20 y 1:40.

Posteriormente se agregan 25 ul de antigeno de Influenza Aviar conteniendo 4 unidades
hemoaglutinantes a cada pozo,

Se realizard una segunda titulacién del antigeno a partir de la suspensién de antigeno que se
empleo en la prueba, para confirmar que contiene las 4 UH requeridas (control de antigeno)

Tapar la microplaca y agitar por unos segundos, e incubar a temperatura ambiente por lo menos
30 minutos.

Se adiciona 50 ul de una suspensién de glébulos rojos al 0.5%, se agita huevamente y se incuba
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Se realiza la lectura cuando el control de glébulos rojos haya formado un botdn bien delimitado en
el fondo del pozo.

Interpretacion de resultados

Para validar esta prueba el control de antigeno debe presentar las 4 UH, el control de suero
negativo no debe presentar un titulo de inhibicién de la hemoaglutinacién mayor a 1:4 y el suero
control positivo presentara un titulo con una diferencia no mayor a una dilucién del titulo
previamente establecido.

Los titulos de los sueros se determinaran tomando como referencia la dilucion més alta del suero
donde se observe al 100% de inhibicién hemoaglutinante.

Se considerara como positivo todos aquellos sueros que muestren una inhibiciéon franca en la
dilucién 1:10.

Aislamiento viral en embrién de pollo

Se revisan los embriones para certificar su viabilidad y se identificard el area de inoculacién la
cual estara localizada en el extremo opuesto al embridon, con menos irrigacion sanguinea vy
aproximadamente 3 mm arriba de la camara de aire. Se utilizan 5 embriones por cada inoculo los
cuales son marcados con la identificacién correspondiente. Se desinfectan los cascarones con
alcohol al 70% y se realiza una perforacion en el area identificada para la inoculacién.

Cada embrién sera inoculado con 0.2 ml via cavidad alantoidea utilizando jeringas insulinicas. Un
grupo de 5 embriones se inoculan, para mantenerlos como testigos positivos y un segundo grupo

de 5 embriones se inocularan con PBS identificandolos como testigos negativos.



Todos los embriones inoculados se incuban a 37 °C durante 4-7 dias

Los embriones se revisaran diariamente registrando la mortalidad embrionaria.

Todos los embriones que mueran antes del 4-7° dia del periodo de incubacion deben mantenerse
a 4°C para posteriormente realizar la prueba de Hemoaglutinacién en placa.

Los embriones que permanezcan vivos del 4-7° dia se les realizara la eutanasia por enfriamiento,
para posteriormente realizar la prueba de Hemoaglutinacién en placa.

Prueba de HA

Con una micropipeta o jeringa extraer 50 pl de fluido alantoideo de cada embrién y colocarlo en
una placa de vidrio o caja petri.

En cada placa de vidrio o caja de petri adicionar 50 pl de un fluido testigo positivo.

Agregar a cada muestra de fluido alantoideo 50 ul de gldbulos rojos de ave al 5% y homogenizar
realizando movimientos de rotacion durante 1-2 minutos.

Se debera dejar una muestra control de glébulos rojos por cada placa de vidrio o caja de petri.
Realizar lectura utilizando el aglutinoscopio.

Si no se presenta la hemoaglutinacién el resultado de la prueba se considera negativo al
aislamiento viral.

Si se presenta aglutinacién, la prueba se considera sospechosa y se realiza la confirmacién
realizando la prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacién en placa para la identificacion viral.

En una placa de vidrio o caja Petri se colocaran por separado, 3 gotas de liquido alantoideo
sospechoso al VIA.

Se agregara a la primera gota de liquido alantoideo, un volumen igual de suero positivo
monoespecifico contra el VIA.

A la segunda gota se le afnade un volumen igual de suero positivo monoespecifico contra el virus
de la Enfermedad de Newcastle.

A la tercera gota se afiade un volumen igual de PBS. Homogenizar, realizando movimientos de
rotacion durante 1-2 minutos, para permitir la reaccién antigeno - anticuerpo durante 3-5 minutos.
Posteriormente afnadir una gota de suspensién de glébulos rojos al 0.5%y se procede a
homogenizar durante 1-2 minutos.

Se realiza la lectura utilizando un microscopio 6ptico.

Si el fluido alantoideo es positivo a la presencia del virus de la Influenza Aviar, en la primera gota,
no debe existir aglutinacion de eritrocitos, esto significa que los anticuerpos presentes en el
antisuero monoespecifico, bloquearon la actividad hemoaglutinante del VIA, confirmando la

presencia de este.
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APENDICES
Anexo 1: racidén de alimento

Edad (dias) | Alimento (gr) | Edad (dias) | Alimento (gr) | Edad (dias) | Alimento (gr)
por pollo por pollo por pollo
11 56 19 95 27 121
12 62 20 98 28 126
13 67 21 100 29 131
14 72 22 104 30 136
15 77 23 108 31 141
16 82 24 111 32 146
17 87 25 114 33 151
18 91 26 117 34 156

Anexo 2: Identificacion de primeras muestras traqueales y cloacales.

Grupo — muestra Identifica_cién ipterna de Division de grupos
toma parsatae
laboratorio
AT 1alAT 7y CAT 8 1al8

AC9alAC 15y CAC 16 9al16 Grupo 1= 1-20
BT 17 al BT 23 y CBT 24 17 al 24
BC 25 al BC 31 y CBC 32 25 al 32 Grupo 2= 21 - 40
CT 33alCT 39y CCT 40 33 al 40
CC41alCC47yCCC 48 41 al 48
DT 49 al DT 55y CDT 56 49 al 56 Grupo 3= 41 - 60
DC 57 al DC 63 y CDC 64 57 al 64
ET65alET 71y CET 72 65 al 72 Grupo 4= 61 - 80
EC 73 al EC 79 y CEC 80 73 al 80
FT 81 al FT 87 y CFT 88 81 al 88 Grupo 5= 81 - 96
FC89alFC 95y CFC 96 89 al 96

NOTA: La primera letra corresponde al grupo, la segunda a la muestra y en el
caso de la letra “C” al comienzo corresponde al centinela. Ejemplo: AT se
interpreta como pollo del grupo “A” y la muestra es de traquea, CFC se interpreta
como; pollo centinela perteneciente al grupo “F” y la muestra es de cloaca.




Anexo 3: Identificacion de muestras de la segunda toma.

Grupo — muestra Identificacion interna de Division de grupos
(toma) virologia para trabajo
semanal en el
laboratorio
AT 1alAT5y CAT6 1al6
AC 7 alAC 11y CAC 12 7al12 Grupo 1= 1-19
BT 13 al BT 18 y CBT 19 13 al 19
BC 20 al BC 25y CBC 26 20 al 26
CT 27 al CT 32y CCT 33 27 al 33 Grupo 2= 20 - 40
CC 34 alCC 39y CCC40 34 al 40
DT 41 al DT 47 y CDT 48 41 al 48 Grupo 3= 41 - 56
DC 49 al DC 55y CDC 56 49 al 56
ET 57 al ET 62 y CET 63 57 al 63 Grupo 4= 57 -70
EC 64 al EC 69y CEC 70 64 al 70
FT71alFT 76 y CFT 77 71 al 77 Grupo 5= 71 - 84
FC 78 al FC 83y CFC 84 78 al 84

NOTA: Aqui cambia el orden ya que murieron pollos en el primer muestreo,
también se tomo sangre de los pollos después del hisopado y finalmente se
sacrificaron a todos los pollos para asi concluir con la fase de muestreo. Las
muestras se mandaron al laboratorio y se congelaron para después realizar las

pruebas convenientes.



Anexo 5: Resultados de prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (HI),

correspondiente a los pollos de 32 dias de edad (predesafio)

NuUmero de

Observaciones

Grupo Resultados
muestras
7 “A” 7 negativos Ninguna
7 ‘B” 7 negativos Ninguna
7 “‘C’ 1negativo, 3-1:64, 2-1:128 y 1- 1:256 Ninguna
7 “D” 4 negativos, 1-1:16, 1-1:256, 1-1:512 Ninguna
7 ‘E” 7 negativos Ninguna
1 negativo, 2-1:16, 1-1:64, 1-1:256, 1- Ninguna
7 “F” 1:512, 1-1:2048
“‘G”o Ninguna
6 “CENTINELA” 6 negativos

Resultados de la prueba de HI, correspondiente a los pollos de 42 dias de edad

(posdesafio).

Numero de Grupo Resultados Observaciones
muestras
Murieron dos pollos en
muestreo traqueal del
6 A 2 negativos, 2-1:32, 1-1:64, 1-1:128 tercer dia
Muri6 pollo en muestreo
7 B 3 negativos, 1-1:32, 1-1:128, 2-1:256 traqueal del tercer dia
Muri6 pollo en muestreo
7 1 negativo, 3-1:64, 3-1:256 traqueal del tercer dia
8 D 1-1:16, 2-1:128, 1-1:256, 4-1:512 Ninguna
Murié pollo en muestreo
7 E 2 negativos, 2-1:32, 1-1:64, 1-1:128, 1-1:256 traqueal del tercer dia
Muri6 pollo al cuarto dia
7 F 1-1:64, 1-1:128, 1-1:512, 3-1:1024, 1-1:2048 por traumatismo. *SCPA

SCPA: Sin cambios patolégicos aparentes.

La muerte de los pollos fue por asfixia, ya que al momento de la toma de muestra

traqueal, con el hisopo se lesionaba el érgano y no era posible reanimarlos.

Anexo 6: a continuacibn se muestran

los resultados correspondientes al

aislamiento viral en embrién de pollo, posteriormente a HA y finalmente la

identificacion viral de influenza aviar (IDVIA) que resultaron positivos, de una

manera resumida, los cuales aparecen como negativos o positivos al virus de

influenza aviar de baja patogenicidad en sus respectivas diluciones.




Datos correspondientes al primer muestreo: aislamiento, HA e identificacion.

Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 107 1077 10°
1ATraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
2ATraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
3ATraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
4ATraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
5ATraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
6ATraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
7ATraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
8CATraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
9ACloaca Positivo Positivo Positivo Positivo
10ACloaca Positivo Positivo Positivo Positivo
11ACloaca Positivo Positivo Positivo Positivo
12ACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
13ACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
14ACloaca Positivo Positivo Negativo Negativo
15ACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
16CACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
17BTraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
18BTraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
19BTraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
20BTraquea Positivo Positivo Positivo Positivo
21BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
22BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
23BTraquea Positivo Positivo Positivo Negativo
24CBTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
25BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
26BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
27BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
28BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
29BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
30BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
31BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
32CBCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo




Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 10’ 1077 10°
33CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
34CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
35CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
36CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
37CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
38CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
39CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
40CCTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
41CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
42CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
43CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
44CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
45CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
46CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
47CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
48CCCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
49DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
50DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
51DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
52DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
53DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
54DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
55DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
56CDTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
57DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
58DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
59DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
60DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
61DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
62DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
63DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
64CDCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo




Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 10’ 10”7 10°
65ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
66ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
67ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
68ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
69ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
70ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
71ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
72CETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
73ECIoaca Negativo Negativo Negativo Negativo
74ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
75ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
76ECloaca Positivo Negativo Negativo Negativo
77ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
78ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
79ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
80CECIoaca Negativo Negativo Negativo Negativo
81FTraquea Positivo Negativo Negativo Negativo
82FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
83FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
84FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
85FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
86FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
87FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
88CFTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
89FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
90FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
91FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
92FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
93FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
94FCloaca Positivo Negativo Negativo Negativo
95FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
96CFCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo




Datos correspondientes al segundo muestreo: aislamiento, HA e identificacion.

Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 10’ 10”7 10°
1A Traquea Negativo Negativo Negativo Negativo
2A Traquea Negativo Negativo Negativo Negativo
3A Traquea Positivo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
4A Traquea Negativo Negativo Negativo Negativo
5A Traquea Positivo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
B6ACTraquea Positivo Negativo Negativo Negativo
7A Cloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
8A Cloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
9A Cloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
10ACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
11ACloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
12ACCloaca Positivo Negativo Negativo Negativo
13BTraquea Positivo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
14BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
15BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
16BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
17BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
18BTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
19BCTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
20BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
21BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
22BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
23BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
24BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
25BCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
26BCCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo




Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 107 1077 10°
27CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
28CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
29CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
30CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
31CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
32CTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
33CCTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
34CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
35CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
36CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
37CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
38CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
39CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
40CCCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
41DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
42DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
43DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
44DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
45DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
46DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
47DTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
48DCTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
49DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
50DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
51DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
52DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
53DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
54DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
55DCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
56CDCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo




Grupo y Muestra ORIGEN Dilucién. 1: 10 Dilucién 1:50 Dilucién 1:100
10° 10’ 1077 10°
57ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
58ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
59ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
60ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
61ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
62ETraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
63ECTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
64ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
65ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
66ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
67ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
68ECloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
69ECIloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
70ECCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
71FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
72FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
73FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
74FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
75FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
76FTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
77FCTraquea Negativo Negativo Negativo Negativo
78CCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
M - - - -
79FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
80FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
81FCloaca Positivo Negativo Negativo Negativo
82FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
83FCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
84FCCloaca Negativo Negativo Negativo Negativo
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