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RESUMEN

La enfermedad de Newcastle tiene un gran impacto econémico en la avicultura de
México, la infeccion es causada por un virus del género Avulavirus clasificado en
un solo serotipo, pero genéticamente dividido en 2 clases, la clase | consta de 2
genotipos, mientras la Il incluye 16, de los cuales los genotipos IlI-IX y XI-XVI son
virulentos. La prevencion y control de la enfermedad tradicionalmente se basa en
inmunizar con cepas de los genotipos | y Il, aunque estas protegen eficazmente
contra los signos y mortalidad, provocados por cepas virulentas del genotipo V, se
ha demostrado que al inmunizar con genotipo homélogo a la cepa de desafio se
disminuye la excrecion viral. El objetivo general de este estudio fue evaluar
diferentes dosis de una vacuna recombinante comercial (rP05) de genotipo
homodlogo al de desafio. Pollos de engorda comerciales libres de anticuerpos
contra el virus de Newcastle, Mycoplasma gallisepticumy M. synoviae fueron
vacunados a los 21 dias de edad con diferentes dosis de las cepas rP05 o LaSota,
y desafiados 14 dias después con la cepa virulenta P05 de la enfermedad de
Newcastle. Posteriormente se evaluaron la reaccidn post-vacunal, grado de
enfermedad, inmunogenicidad, proteccion contra el desafio, antigenicidad
cruzada, excrecion viral y parametros productivos. La cepa rP05 produjo menor
reaccion post-vacunal y respuesta de anticuerpos, mayor grado de enfermedad
post desafio, y no se demostré mayor relacién antigénica con la cepa de desafio.
A pesar de que la cepa vacunal rP05 tiene mayor homologia genética con la cepa
de desafio, no mostr6 mayor proteccion que la vacuna de genotipo heterdlogo
LaSota.

Palabras clave

Virus de la enfermedad de Newcastle, vacunacion, homologia, rP05.
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ABSTRACT

Newcastle disease, which is caused by a virus of the genus Avulavirus, has a
major economic impact on the Mexican poultry industry. Commonly, the prevention
and control of the disease relies on immunization with strains of genotypes | and I,
although these vaccines protect effectively against signs and mortality caused by
virulent strains, it has been shown that when immunizing g with the homologous
strain genotype, the virus shedding is decreased. The objective of this study was to
evaluate different doses of a commercial recombinant Newcastle disease vaccine
(rP05) of homologous genotype to the challenge strain. Three weeks old broiler
chickens free of antibodies against Newcastle virus, Mycoplasma
gallisepticum and M. synoviae were vaccinated with different doses of rP05 or
LaSota strains, and challenged 14 days later with the Newcastle disease P05
virulent strain. After challenge, extent of disease, immunogenicity, protection
against mortality, cross antigenicity, virus shedding and productive parameters
were evaluated. The rP05 vaccine strain produced less severe post-vaccination
reaction and antibody response, greater extent of disease. Higher antigenic
relationship between the rP05 and challenge strain was not demonstrated.
Although the rP05 vaccine strain has more genetic homology with the challenge
strain, it didn't show to confer a higher protection than the heterologous vaccine

LaSota strain.
Keywords

Newcastle Disease Virus, vaccination, homology, rP05 strain.
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INTRODUCCION

Epidemiologia de la enfermedad de Newcastle en México

La Enfermedad de Newcastle (EN) fue descubierta en 1926 en Indonesia (Doyle
1927; Luo et al., 2013) y es conocida por las pérdidas econdmicas que causa a la
industria avicola mundial, por ello es catalogada por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE) como una de las enfermedades de los animales terrestres
de declaracioén obligatoria (Gu et al., 2011), la infeccidn es altamente contagiosa y
mortal, afecta a mas de 250 especies de aves incluidas las domésticas y silvestres
(Luo et al., 2013; Mohan et al., 2012), especialmente a las aves de corral
(Maminiaina et al., 2010).

En México, el virus de la enfermedad de Newcastle (VEN) fue reportado por
primera vez por Bankowski y Velazquez en 1946 (Marquez 1978). En la década de
1970 y 1980, la EN fue reconocida como una infeccién endémica dificil de
controlar y se describié que la prevencion es posible al evitar el contacto entre las
aves y el virus de campo, y utilizar programas de vacunacion adecuados como
complemento de un programa muy estricto de bioseguridad (Merino et al., 2009);
en 1995 se publicé la Campana Nacional contra el VEN (Norma Oficial Mexicana
NOM-013-ZO0-1994) la cual tiene por objetivo uniformar los procedimientos,
actividades, criterios, estrategias y técnicas operativas para la prevencion, control
y erradicacion de la EN en su presentacion velogénica en todo el territorio
nacional, incluyendo aves silvestres. Tras la realizacion de muestreos
epidemioldgicos en el 100% de las granjas avicolas en produccion, asi como en
una muestra estadisticamente representativa de la avicultura de traspatio, sin
detectar la presencia del agente etiologico, el 7 de marzo de 2013, mediante un
acuerdo publicado en el Diario Oficial de la Federacion se declara al Distrito
Federal como zona libre de la EN en su presentacion velogénica, esta fue la ultima
entidad en obtener este estatus (DOF 2013). Aunque el pais esta proximo a ser

declarado libre de la EN en la avicultura comercial, la presentacién de focos en



aves de traspatio y de combate representa un riesgo de re-introduccion de

la infeccidn en la avicultura industrializada (Merino et al., 2012)
Etiologia
Agente

Es un virus ARN que pertenece al género Avulavirus, subfamilia Paramixovirinae
de la familia Paramyxoviridae, orden Mononegavirales (Liu et al., 2013). EI VEN
forma un solo serogrupo (Paramyxovirus aviar |) pero utilizando anticuerpos
monoclonales se han detectado diferentes subtipos antigénicos (Alexander et al.,
1986 y Alexander et al., 1997). Es un virus envuelto con replicacion en el
citoplasma, el genoma esta compuesto por una cadena simple, no segmentada,
de sentido negativo (Xiao et al., 2012), formada por seis genes, de los cuales la
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) vy fusion (F), codifican glicoproteinas
transmembranales que permiten la union y fusién del virus a la célula huésped,

pasos criticos en el establecimiento de una infeccion por VEN (Miller et al., 2009).

El gen F codifica una glucoproteina que se sintetiza como una proteina de
membrana integral de tipo |, cuando se traduce la proteina es biolégicamente
inactiva y es conocida como precursor FO, proteasas del huésped pueden escindir
a FO en F1 y F2, y convertir la proteina a un estado biolégicamente activo. La
escision eficiente de FO es dependiente de la secuencia de aa en el sitio de
escision. La proteina HN es una glicoproteina integral de membrana tipo Il (Hines
and Miller 2012), y se han detectado 3 diferentes genotipos de 571, 577 0 616 aa,
y en algunas cepas lentogénicas de 616 aa de longitud es necesario la escision de
la proteina para ser biolégicamente activa, sin embargo no existe correlacion con
la virulencia del VEN (Dortmants et al., 2011).

Clasificacion

Todos los Paramyxovirus aviares (APMVs por sus siglas en inglés) excepto el

Metapneumovirus aviar son clasificados en el género Avulavirus. Los AMPVs han



sido divididos en 11 serotipos (AMPV-1 hasta el 11) basados en las pruebas de
inhibicion de la hemaglutinaciéon (HI, por sus siglas en inglés) e inhibicion de la
neuraminidasa (IN) (Miller and Koch 2013). Todas las cepas del VEN pertenecen
al AMPV-1. Los AMPV-2, -3, -6 y -7 han sido asociados con enfermedad en aves
domésticas. Especificamente, el AMPV-3 puede causar enfermedad respiratoria
leve y caida en la produccién de huevo de pavos y gallinas (Kumar et al., 2011).
Ademas, se han utilizado anticuerpos monoclonales para clasificar las cepas del
VEN en diferentes grupos antigénicos (Liu et al., 2013); sin embargo, con el uso
de la virus neutralizacion o la inmunodifusion en gel agar se detecta escasa

variacion antigénica entre las cepas (Miller and Koch 2013).

De acuerdo a la virulencia y base molecular de los VEN, la OIE emite una
definicion para los VEN de declaracién obligatoria en el manual de las pruebas de
diagnostico y de las vacunas para los animales terrestres, para ser clasificados en

esta categoria estos deben cumplir al menos uno de los siguientes criterios:

e Multiples aminoacidos basicos en el extremo C-terminal de la proteina F2 y
fenilalanina en el residuo 117, la cual esta en el extremo N-terminal de la
proteina F1.

¢ Un indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) en pollos de un dia (Gallus
gallus) de 0,7 o superior (OIE 2012).

Actualmente se emplea una clasificacion con base en las variaciones en la
secuencia del genoma, lo que lleva a la creacién de genotipos del VEN; esta
clasificacion se baso inicialmente en el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion y mas tarde en la alineacion de la secuencia de nucleotidos del gen F
(Liu et al., 2013). En el mundo existen dos sistemas de clasificacion genética sin
que haya consenso sobre cual es el mas apropiado, un sistema sugerido por
Aldous en 2003 agrupa al VEN en seis linajes, y 13 sublinajes a los cuales, se
afnadieron 2 linajes y 3 sublinajes (Munir et al., 2012, Briand et al., 2014, Snoeck et

al 2009), un segundo sistema clasifica a las cepas del VEN en dos divisiones



representados por las clases | y Il, la clase | la forman cepas con genoma de
15,198 nucledtidos (nt) de longitud y consta de 1 genotipo (anteriormente 9),
formado por los sub-genotipos 1a, 1b y 1c, ademas de un segundo genotipo
propuesto por Briand et al (2014), todos, excepto uno, son avirulentos para el
pollo. La Clase Il incluye 16 genotipos y son mas virulentos que las cepas de la
Clase |, contienen 15,186 o 15,192 nt, los genotipos IlI-IX, y XI-XVI son virulentos
(Miller et al., 2010; Kapczynski et al., 2013; Diel et al., 2012). Y en 2013 Snoeck et

al caracterizé dos nuevos genotipos: XVIl y XVIII aislados en Africa.

Los genotipos V — VIII son los que circulan mundialmente y contienen solo virus
virulentos. Los virus del genotipo V emergieron en Centro y Sudamérica en 1970 y
causaron brotes en Europa en el mismo afo, también se presentaron en
Norteamérica en Florida (1971, 1993) y California (1971, 2002), y aun circulan en
México (Merino 2010).

Relacién antigénica entre cepas

Existe similitud antigénica entre todas las cepas del VEN y proteccion cruzada
frente al desafio con cualquier otro VEN. Es esta proteccion cruzada la que sirve
como base en la vacunacion con virus de baja virulencia para proteger contra virus
virulentos (Miller et al., 2013). Sin embargo, las cepas del VEN usadas para
producir vacunas, tales como LaSota (LS) y B1, son filogenéticamente del mismo
genotipo que los virus aislados en 1940, pero son filogenéticamente divergentes
de las cepas aisladas en los brotes del VEN en América del Norte desde 1970,
(Miller et al., 2007).

En 1972, se senald que las cepas del VEN aisladas en los EUA eran capaces de
infectar a los pollos vacunados y que estos virus parecian parcialmente resistentes
a los anticuerpos inducidos por las vacunas disponibles. Mas recientemente, se ha
demostrado que los programas actuales de vacunacion en pollos comerciales en

los EUA no son totalmente eficaces en la prevencién de la enfermedad clinica y la



eliminaciéon del virus después de la infeccion experimental con una cepa virulenta
reciente (Miller et al., 2007).

Los experimentos de la EN han demostrado que mediante el uso de vacunas
formuladas con un virus del mismo genotipo al de desafio, tanto para el genotipo Il
como para el V, es posible disminuir tanto el numero de aves que excretan el virus

de desafio, como la cantidad excretada de aves individuales, (Miller et al., 2013).

Presentaciones clinicas

La infeccidn con cepas virulentas se caracteriza por presentar tres formas clinicas
bien definidas; 1) cepas velogénicas viscerotropicas: que se identifican por
infecciones agudas y letales, por lo general con lesiones hemorragicas en el tracto
gastrointestinal. Tradicionalmente, las cepas mexicanas lztapalapa, Querétaro y
Chimalhuacan, entre otras, han sido clasificadas en este tipo de presentacion. 2)
cepas velogénicas neurotropicas: se definen por una alta mortalidad después de
un cuadro clinico respiratorio y neuroldégico, pero donde las lesiones
gastrointestinales generalmente estan ausentes; una cepa representativa de esta
presentacion es la Texas, cuya morbilidad puede llegar al 100% y la mortalidad
puede ser del 50% en aves adultas y 90% en aves jovenes. 3) cepas
mesogénicas: causan sintomas respiratorios y neurolégicos, pero con baja
mortalidad, las cepas involucradas son: Roakin, Haifa-Komarov, Krananueld, H y
Mukteswar (Miller et al., 2010; Merino 2010).

Con la realizacion de numerosos aislamientos de VEN en diversos paises, que
producian signos clinicos muy leves o que eran totalmente asintomaticos, y
ademas tenian un tiempo medio de mortalidad embrionaria (TMME) mayor a 90
horas, se originé el concepto de las cepas lentogénicas, que se han utilizado como
virus vacunales activos que incluyen a las cepas: B1, LS y Clon 30, aunque llegan
a ocasionar signos respiratorios de leves a moderados y disminucidn en los
parametros productivos como respuesta post vacunal (Merino 2010). Ademas,

también existen infecciones asintomaticas, conocidas como presentacion entérica,



que solo es detectada por métodos seroldgicos y aparentemente no hay signos

clinicos; las cepas involucradas son Ulster, 2C, QV4 y VG/GA.

Control y prevencion

Dentro de la bioseguridad se pueden implementar diferentes estrategias para
prevenir y controlar efectivamente la diseminacién de enfermedades de las aves
en produccion, estas estrategias comunmente incluyen la vacunacion. El uso de
vacunas en la produccién avicola esta dirigido tradicionalmente a evitar o
minimizar la aparicion de la enfermedad clinica en la explotacion y, por lo tanto,
evitar pérdidas en la produccién. Las vacunas y programas de vacunacion son
muy variables, dependen de varios factores locales como el tipo de produccion,
programa de bioseguridad, patron local de la enfermedad, inmunidad materna,
vacunas disponibles, los costos y las pérdidas potenciales (Hassanzadeh et al.,
2013).

Generalmente, las vacunas se producen a partir de cepas lentogénicas, las cuales
en ocasiones pueden causar disminucién de la productividad en los pollos, por la
induccion de una infeccion respiratoria leve, en particular cuando las aves estan
infectadas con otros patégenos respiratorios (Mycoplasma o Escherichia coli) o en
combinacion con factores de estrés ambiental como el hacinamiento, condiciones
climaticas adversas, entre otras. En México, los esfuerzos para prevenir esta
enfermedad se apoyan en vacunas de virus activo que estan elaboradas con
cepas de baja virulencia como la B1, C2, LS, Clone30, PHY.LMV42 y VG/GA,
vacunas de virus inactivado que contienen las cepas Kimber, Ulster, LS, clone 30
o B1; también se dispone de vacunas recombinantes: B1-lIA donde el vector cepa
B1 expresa una proteina del virus de influenza, LS-IA el vector cepa LS expresa
una proteina del virus de influenza, HVT-EN y HVT-F donde el vector herpesvirus
del pavo expresa una proteina del virus de Newcastle; sin embargo, estas cepas
son clasificadas en el mismo genotipo que los virus aislados en la década de 1940

(I o Il), pero son filogenéticamente divergentes de cepas causantes de los brotes



recientes de la EN en América del Norte, clasificadas dentro del genotipo V (Miller
et al., 2007).

Respuesta inmune contra el VEN

Sistema inmune innato

Los principales componentes de la inmunidad innata son; (1) las barreras fisicas;
(2) células fagociticas, incluidos macréfagos y células asesinas naturales (NK); (3)
las proteinas del complemento y los mediadores de la inflamacién; y (4)
citoquinas. En general, la respuesta inmune innata a la infeccion contra el VEN es
una reaccion inmediata, mediada por receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), que reconocen marcadores moleculares conservados evolutivamente en el
patdégeno, conocidos como patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP),
los PRR’s inducen sefales intracelulares responsables de la activacién de genes
que codifican citocinas pro-inflamatorias, factores anti-apoptéticos e interferén,
disenadas para limitar y contener la replicacién viral (Kapcynski et al 2013).

La Infeccion in vitro con el VEN resulta en la induccion de 6xido nitrico en células
mononucleares y heterdfilos de aves, en macréfagos se detecta Interferon alfa y
beta y en células mononucleares interferon gama. Ademas, la infeccion de
heterdfilos de pollo disminuy6 la capacidad de fagocitar a las bacterias, alterando
su funcion yhaciendo a las aves mas susceptibles a una infeccidén
secundaria (Kapcynski et al 2013). En otros estudios las células esplénicas
producen interleucina 6, interferén alfa y beta 6 horas después de la exposicién a
VEN virulentos, pero no a lentogénicos. El interferon gama secretado por las
células NK y los macréfagos activos, promueve la inmunidad mediada por células
(CMI) 1 dia después de la infeccion (Miller et al 2013).

Inmunidad adaptativa
La CMI es la inmunidad adaptativa especifica mediada por linfocitos T y ha sido
sugerida como un factor importante para la proteccion de pollos vacunados contra

VEN. Las subpoblaciones de linfocitos T, incluyen células T auxiliares CD4* que



secretan citoquinas, y linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8*, constituyen las

principales células de la respuesta de la CMI (Kapcynski et al 2013).

Inmunidad mediada por células. En mamiferos y aves, la eliminacién de
patdgenos intracelulares depende criticamente de CD8* CTL, que reconocen
péptidos derivados de antigenos presentados por medio del complejo principal de
histocompatibilidad | (MHC 1) en la superficie de las células infectadas. En los
mamiferos, la CMI se asocia con cierto perfil de citoquinas. La mayoria de las
citoquinas asociadas con Th1 en pollos estan identificadas y pueden ser

monitoreados (Schijns et al 2013).

Inmunidad humoral. Después de la exposiciéon al VEN, los linfocitos B se
diferencian en células plasmaticas que secretan 3 tipos de anticuerpos
neutralizantes especificos para el antigeno. Estos anticuerpos son necesarios para
proteger a las aves contra la morbilidad y mortalidad después de la infeccion con
VEN virulentos. Enel pollo, los anticuerpos IgM, IgY (IgG aviar equivalente) e
IgA son producidos como parte de la respuesta inmune. Los anticuerpos se
detectan en el sitio de infeccion y circulantes en sangre a partir de los 6 dias
después de la infeccidn o la vacunacion con virus activos, el pico de anticuerpos
se alcanza entre 21-28 dias después de la infeccion. Aproximadamente el 30% de
IgY y 1% de IlgM e IgA presentes en el plasmade la gallina se transfieren
pasivamente a la descendencia y si los niveles de anticuerpos contra el VEN son
lo suficientemente altos pueden proporcionar proteccion hasta que los niveles
caen por debajo de un nivel de proteccion. Sin embargo este
anticuerpo materno puede interferir con la vacunacioén con virus activo mediante la

neutralizacion del virus vacunal (Kapcynski et al 2013).

Existe en el mercado una vacuna recombinante (quimera) comercial que comparte
gran homologia con las cepas de desafio de México (cepa rP05) Esta vacuna usa

como vector a la cepa virulenta P05 (Absalon et al., 2012) del genotipo V del VEN



aislada de un brote en el estado de Puebla en 2005, expresa el gen de la proteina
hemaglutinina-neuraminidasa (HN) de alta patogenicidad y el gen que codifica
para la proteina de fusion fue modificado genéticamente en la secuencia de
aminoacidos en el sitio de activacion con el objeto de cambiar su genoma
altamente virulento a uno similar al de la cepa LS y asi disminuir su virulencia
(Morales et al., 2011). En el cuadro 1 se muestran las similitudes de aminoacidos y
nucleodtidos de los genes clave en la neutralizacion del VEN (HN y F). Al comparar
el genoma reportado de la cepa rP05 (Garzon et al, 2013) con virus de genotipo
homodlogo y heterdlogo, se observa mayor similitud con la cepa P05, genotipo V.
La mayor homologia en las proteinas HN y F sustenta la suposicion de que la
vacuna de genotipo V inducira mayor proteccion. Por lo anterior, el presente
trabajo tiene como objetivo general la evaluacion del efecto de diferentes dosis de
una vacuna recombinante quimeérica comercial contra la EN sobre la supervivencia
al desafio, los parametros productivos, reaccion postvacunal, inmunidad humoral

(local y sistémica) y la excrecion viral.

JUSTIFICACION

A pesar de que todos los estados de México han sido declarados libres de la EN,
hay indicios de que ocurren focos de la infeccidon incluso después de una
vacunacion intensiva, y la severidad con la que un brote afecta a la parvada puede
deberse a la divergencia antigénica entre la cepa de la vacuna y las cepas de
campo circulantes. Las vacunas elaboradas con cepas de los genotipos | y Il
disponibles en el mercado inducen proteccion contra la morbilidad y la mortalidad,
pero varios estudios han demostrado que no previenen la infeccién ni la excrecién
del virus, por lo que un desafio con cepas del VEN altamente virulentas del
genotipo V se puede transmitir a aves susceptibles. Los estudios realizados por
Xiao et al., (2012) y Miller et al., (2007 y 2009) demostraron que una vacuna del
mismo genotipo a la del desafio causé mayor proteccion al reducir
significativamente la excrecién viral al compararla con vacunas de diferente

genotipo. La vacuna con la cepa rP05 se ha posicionado como el producto lider en



Meéxico para la prevencion de la EN; sin embargo, hay pocos trabajos que

demuestren cientificamente la efectividad del producto.

HIPOTESIS

Si el virus de la vacuna con la cepa rP05, clasificada como del genotipo V tiene
mayor homologia con las cepas del VEN que circulan en México, entonces se

requiere menor dosis de vacuna para conferir proteccion a las aves.

OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la eficacia de diferentes dosis de la vacuna recombinante de la cepa rP05
en pollos comerciales desafiados con una cepa virulenta de la enfermedad de

Newcastle.

Objetivos particulares

Evaluar en pollos de engorda comerciales: reaccion post-vacunacion, inmunidad
humoral, inmunidad local, excrecion viral, supervivencia al desafio, conversién
alimenticia y peso final, utilizando diferentes dosis de la vacuna comercial

recombinante de la cepa rP05.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacion

La prueba biolégica se realizd en las unidades de aislamiento de la empresa
Investigacion Aplicada S. A. (IASA) ubicadas en Tehuacan, Puebla. Las pruebas
de virologia y serologia se realizaron en IASA y en el Departamento de Medicina y
Zootecnia de Aves (DMZA), de la FMVZ-UNAM.

Bioldgicos

Se utilizaron vacunas comerciales de virus activo de las cepas: LS y rP05. Las
vacunas se titularon (DIEPso/ml) y se ajustaron a diferentes titulos. Para el desafio
se utilizé la cepa virulenta PO5 del genotipo V del VEN, la cual fue aislada en el
estado de puebla en 2005, caracterizada por Absalon en 2012 y conservada en

congelacion en el cepario de IASA.

Estrategia experimental

Experimento 1: pollos comerciales de engorda, sexo mixto de 1 dia de edad (n=
132) fueron alojados en unidades de aislamiento con filtros para aire y presion
negativa. A los 1 y 21 dias de edad, de 15 pollos se recolectaron muestras de
sangre sin anticoagulante para la obtencién de sueros, fueron conservados en
congelacion a -20°C hasta evaluar la concentracién de anticuerpos circulantes
contra el VEN, Mycoplasma gallisepticum (Mg) y Mycoplasma synoviae (Ms). Los
anticuerpos contra el VEN se midieron mediante la prueba de HI método s, de
acuerdo con la metodologia previamente descrita (OIE 2012; Alexander-Senne,
2008), se us6 como antigeno el virus LS; ademas, se midieron anticuerpos contra
el VEN, Mg y Ms por medio de un kit ELISA comercial.

Al dia 21 de edad se formaron 5 grupos de 12 pollos cada uno, para cada vacuna
comercial, y se les aplicd por via ocular 30 uL de la vacuna correspondiente:
recombinante rP05 o LS con los siguientes titulos antigénicos (DIEPso/ml): grupo
1: 107 2: 1088, 3: 1058, 4: 10*® y 5: 1038, cuadro 2. Para evaluar la reaccion post-
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vacunal se modificd el modelo de Allan-Borland, 1979); las aves se observaron
durante 13 dias, se calificaron con los siguientes criterios: 0= normal, 1=
estornudos o secrecion nasal, 2= enfermedad respiratoria. Ademas, se incluy6 un
grupo no vacunado de 12 aves como control positivo de virus.

En los dias 35 y 45 de edad se recolectaron muestras de sangre a 5 pollos de
cada grupo para medir la inmunidad humoral sistémica por HI y virus sero-
neutralizacion (VSN) método a, en las dos pruebas se utilizaron los antigenos LS,
rP0S y P05, también se emple6 un ELISA comercial para cuantificar IgY sistémica
y este dia también se tomaron 5 hisopos traqueales que fueron conservados en
viales con 0.5 ml de PBS a -20°C hasta cuantificar por ELISA la cantidad de IgA
secretoria de la mucosa traqueal.

El dia 35 de edad, todos los pollos se desafiaron por via ocular y respiratoria con
la cepa P05 del VEN genotipo V utilizando una dosis de 107 pis0/0.2 ml. Los
pollos se observaron 2 veces al dia, durante 10 dias post-desafio, los signos de
enfermedad compatible con la EN se registraron con la siguiente puntuacion: 0=
normal, 1= enfermo leve (estornudos, edema peri-ocular, plumas erizadas.) 2=
enfermo moderado (dificultad para respirar, diarrea), 3= enfermo severo
(postracion, signos nerviosos) y 4= muerto. Al 2°, 4° y 7° dia post-desafio, de los
pollos con signos clinicos se tomo6 un pool de 3 hisopos traqueales y 3 cloacales
para detectar aves positivas al gen de matriz (M) del VEN, excrecién viral, por
medio de la técnica de rRT-PCR, siguiendo el protocolo descrito por Wise et al.,
(2004) en resumen, el primer paso de transcripcion inversa se llevé a cabo durante
30 minutos a 50°C, seguido por 15 minutos a 95°C. Las condiciones de los ciclos
para los iniciadores del gen de matriz (M+4100 5’-AGTGATGTGCTCGGACCTTC-
3'-M-4220 5’-CCTGAGGAGAG GCATTTGCTA-3’) consistieron en 40 ciclos de 10
segundos de desnaturalizacién a 94°C, 30 segundos de hibridacion a 52°C, y
extension a 72°C por 10 segundos.

Los pollos se mantuvieron bajo alimentacion controlada, se registré el consumo de
alimento, indice de conversion alimenticia y el peso semanal. Los pollos muertos

por sindrome ascitico fueron excluidos de la investigacion.
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Pruebas serolégicas

Inmunidad sistémica y local (ELISA IgY e IgA)

Se realizdé la prueba ELISA técnica indirecta para cuantificar anticuerpos IgY
circulantes contra el VEN, Mg y Ms de acuerdo a las instrucciones del fabricante
del kit comercial NDV-0500®, MGA-0200® y MSA-0200® (AffiniTECH LTD.,
Bentonville, AR, USA), los sueros se diluyeron 1:400, las placas ELISA fueron
leidas en un espectrofotdmetro con un filtro de 405 nm vy el titulo de anticuerpos se
calcul6 con el software UniVet version 1.2.7, se consideraron positivos a partir de
un titulo de 400. Para medir IgA secretoria de la mucosa traqueal contra el VEN el
kit NDV-0500 se modificé utilizando un conjugado anti-IgA de pollo diluido 1:8,000,
las muestras no fueron diluidas, el calculo de los titulos y la interpretacion de los

resultados fue el mismo que para IgY.

Inhibicién de la hemoaglutinacion.

Siguiendo la metodologia descrita por Alexander-Senne (2008) en una placa con
fondo en V se realizaron diluciones dobles seriadas del suero, se inici6 con
dilucién 1:10, posteriormente se agregaron 50 ul del antigeno viral con 8 UHA
conocido en cada pozo. Se dejé incubar durante 30 minutos, después se
agregaron 50 ul de eritrocitos de ave concentrados al 0.5%, la placa se incubo por
30 minutos a temperatura ambiente. Se utilizé un suero con titulo conocido como
control positivo y un control negativo, el titulo obtenido fue expresado como el
reciproco de la dilucibn mas alta del suero que fue capaz de inhibir las 8 UHA y

fueron considerados positivos con un titulo 21:20 (OIE, 2012).

Antigenicidad cruzada.

Para identificar las respuestas homologas y heterélogas de cada uno de los virus
(rP05, LS y PO05) se realiz6 la metodologia de HI antes descrita. Del titulo de
anticuerpos obtenido de la confrontacion de cada uno de los sueros con cada
virus, se calculd la relacién antigénica utilizando la ecuacién descrita por Archetti y
Horsfall (1950):
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r= valor de relacion antigénica

r= \/_ r1xr2

r1= titulo heterdlogo #2/ titulo homologo #1

r2= titulo heterélogo #1/ titulo homdlogo #2

Las cepas no tienen diferencia antigénica significativa cuando presentan un valor
de relacién antigénica (r) entre 0.5-2.0, otro valor indica que existe diferencia en la

relacion antigénica entre las cepas (lbu et al., 2008).

Virus sero neutralizacion — indice de Neutralizacion

Se desarroll6 un ensayo de sero-neutralizacion método alfa similar al reportado
por Alexander y Senne (2008). Para ello cada cepa fue titulada y ajustada a 108
DIEPso/ml. 0.400 ml de diluciones décuples seriadas de las cepas a evaluar fueron
mezcladas con igual volumen de sueros con titulos fijos, y se incubaron durante 45
minutos a 37°C. Posteriormente, cada mezcla se inoculé en cinco embriones de
pollo y se incubaron durante 5 dias a 37°C, se utilizé un testigo positivo de virus.
De acuerdo con Markham et al., (1959) con indice neutralizante (IN) de 1.0 a 2.0
se considera que el suero es capaz de neutralizar al virus, en este estudio se

considero el IN de 1.0 como neutralizante del virus.

Experimento 2: Se formaron 3 grupos de 10 pollos de 21 dias de edad cada unoy
vacunados con la cepa recombinante rP05 con los siguientes titulos antigénicos
(DIEPso/ml); 1: 1086, 2: 1081y 3: 10%1, otros tres grupos de 10 pollos de 21 dias de
edad cada uno, fueron vacunados con la cepa comercial LS con los siguientes
titulos 4: 1069, 5: 10%4 y 6: 108!, Se utilizd un grupo 7 como control no vacunado,
cuadro 3. Al dia 35 todos los pollos fueron desafiados con la cepa P05 del VEN
con una dosis de 1086 p.50/0.2 ml. La metodologia para la toma de muestras y
evaluacion seroldgica, virolégica y parametros productivos fue la misma que en el

experimento 1.
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Andlisis estadistico

El titulo promedio de anticuerpos ELISA, peso final de los pollos y el indice de
conversién alimenticia se analizé por analisis de la varianza y la prueba de Tukey
para la comparacion de medias entre grupos. La mortalidad y pollos excretando al
VEN se analizé por medio de comparacion por proporciones. En todos los casos el

valor de alfa se establecié en 0.05.

El titulo de anticuerpos de la inhibicién de la hemoaglutinaciéon se compard por
relacion antigénica (Archetti y Horsfall 1950) La reaccion postvacunal y grado de
enfermedad se evaluaron por analisis de conglomerados (técnica multivariante
que agrupa variables con la maxima homogeneidad en cada grupo y la mayor

diferencia entre los grupos, Vargas 1998).
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RESULTADOS
Experimento 1
Reaccion post-vacunal

El cuadro 4 muestra el registro de pollos de engorda comerciales que presentaron
reaccion a la vacunacion después de ser inoculados con diferentes dosis de las
cepas LS y rP05. En todos los grupos al menos 1 pollo fue evaluado en la
categoria de 0 (sanos) o 1 (estornudos) y no se registré ningun pollo con grado 2
(enfermedad respiratoria), la cantidad de pollos por grupo (n=12) que presentaron
estornudos fluctuaron entre 1 en los grupos control, rP05 1048, rP05 1038 y 4
registrados en el grupo LS 10%8. La reaccion postvacunal inicio a los 2 dias y
persistio al 10° dia post vacunacion.

En la figura 1 se presenta el dendograma obtenido bajo la implementacién del
coeficiente de correlaciéon de Pearson, las diferentes clases son agrupadas por
similitudes que son resultado de la evaluacién de la reaccién post-vacunacion de
los grupos de pollos vacunados con diferentes titulos antigénicos via ocular con
las cepas rP05 o LS. Los grupos evaluados se concentran en 4 clases, los grupos
que tuvieron mas observaciones en la reaccion post-vacunal: LS 107%y LS 1058,
se encuentran separados en un conglomerado independiente, lo que indica que

existe diferencia en la reaccion post-vacunal con el resto de grupos evaluados.

Grado de enfermedad

En el cuadro 5 se muestran los resultados después del desafio de los pollos con la
cepa P05 del VEN y su observacion durante 10 dias. Los pollos en la categoria 4
(muerto) estuvieron en los grupos: control: 12/12, rP05 1038: 10/12 y LS 1038:
3/12. Al final de los 10 dias, en la categoria 3 (enfermo severo) no fue registrado
ningun pollo ya que aquellos que en un momento determinado estuvieron
clasificados en dicha categoria, posteriormente se registraron como muertos. En la

clasificacion 2 (enfermo moderado) se registraron 1 y 2 pollos de los grupos rP05
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1048 y LS 1038, respectivamente. La mayor parte de los pollos presentaron
estornudos, conjuntivitis leve o secrecidn nasal, por lo que se clasificaron como 1
(enfermo leve).

El andlisis de conglomerados del grado de enfermedad post-desafio se presenta
en la figura 2. Se observa la formacion de 3 clases, en dos de ellas estan los
grupos en los que se presentd mortalidad (control, rP05 1038 y LS 10 38) son
colocados en dos clases similares entre ellas; a su vez, estas se encuentran
separadas de la tercera formada por el resto de grupos en los que no hubo

mortalidad.

Supervivencia al desafio

En la figura 3 se muestran los porcentajes de supervivencia de los diferentes
grupos de pollos de engorda vacunados con las cepas LS y rP05, posteriormente
desafiados via ocular y nasal con una dosis de 10”8 DLs0/0.2 ml de la cepa P05
del VEN. Los grupos vacunados con menor supervivencia de aves post desafio
fueron: rP05 1038 (2 pollos, 17% de supervivencia) y LS 1038 (9 pollos, 75% de
supervivencia); en la comparacion por proporciones no hubo diferencia estadistica
entre ellos y solo el grupo rP05 1038 tuvo diferencia estadistica con el resto de los
grupos vacunados. El grupo control (0% de supervivencia) tuvo diferencia
estadistica con todos los grupos vacunados, excepto con el grupo rP05 1038, El

pico de mortalidad se observé en el 4° dia post-desafio.

Serologia

Al dia 21 de edad el 100% de las muestras de ambos experimentos resultaron
negativas para anticuerpos contra el VEN, Mg y Ms, medidos con los ensayos de
Hl y ELISA.

Antigenicidad cruzada. La prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion cruzada se
realizé utilizando 8 UHA de cada uno de los virus y fueron confrontados con cada

uno de los antisueros. La media geométrica del titulo de anticuerpos obtenido se
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presenta en el cuadro 6. Los titulos HI fueron transformados en valores r1 y r2, los
cuales se presentan en el cuadro 7 y los valores de r1 y r2 fueron usados en la
férmula de Archetti y Horsfall (1950), para calcular r, que se muestra en el Cuadro
8.

Los valores de relacion antigénica cercanos a 1 en el cuadro 6, indica la
especificidad de los anticuerpos generados por el virus homologo. En los titulos de
las respuestas heterdlogas, resultado de la confrontacion de un virus con los otros
antisueros, la reaccion es diferente, identificando diferencia antigénica entre la
vacuna rP05 y P05 en los grupos rP05 1098 (r: 0.44), rP05 1058 (r: 0.5) y rP05 1048
(r: 0.5) al dia 35 de edad. Por otro lado al dia 45 de edad se detectd diferencia
antigénica entre las cepas LS y P05 en los grupos LS 1088 (r: 4.29) y LS 1038 (r:
2.38)

ELISA vs IgY. En el cuadro 9, se observa la media aritmética de los titulos de
anticuerpo contra el VEN a los 35 (pre-desafio) y 45 (post-desafio) dias de edad,
obtenidos por la pruebas ELISA vs IgY circulante e IgA local de la mucosa
traqueal. En las muestras del dia 35 los titulos de anticuerpos de los grupos LS
10%8y LS 1088 fueron mayores (P 0.05) que en el resto de los grupos. En el dia 45
el titulo de anticuerpos del grupo LS 10928 fue estadisticamente diferente a rP05

1088 y rP05 108, no hubo diferencia estadistica con los demas grupos.

ELISA vs IgA. Al dia 35 de edad el grupo LS 1088 tuvo mayor titulo de IgA que los
grupos rP05, excepto rP05 1098 y el grupo testigo, pero no tuvo diferencia
estadistica con los otros grupos LS. A los 45 dias no se detectd diferencia

estadistica entre los grupos.

Virus sero-neutralizacion. En el cuadro 10 se muestra el indice de neutralizacion
(IN) obtenido por el método alfa de la prueba de virus sero-neutralizacién en

embrién de pollo, utilizando los antigenos vacunales y de desafio.
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Al dia 35 de edad, el suero de los grupos vacunados con rP05 o LS fue capaz de
neutralizar al antigeno LS, con un mayor IN aparente en la reaccion homologa.
Ninguno de los grupos vacunados reaccion6 con el antigeno P05, excepto el
grupo LS*8. La neutralizacion del antigeno rP05 aparentemente fue mayor con el
suero heterdlogo LS que con el homodlogo rP05, incluso, se observa que el suero
de los grupos rP05 10*8 y rP05 1038 fueron incapaces de neutralizar al antigeno
homologo. Al dia 45 de edad el suero de todos los grupos neutralizé tanto al

antigeno homdélogo como al heterdlogo y no hubo diferencia en el IN entre ellos.

Parametros productivos

El cuadro 11 muestra el peso final y la conversion alimenticia de pollos de engorda
comerciales de 45 dias de edad mantenidos en unidades de aislamiento con
presion de aire negativo, alimentacion restringida e iluminacién continua,
vacunados con las cepas rP05, LS y posteriormente desafiados con la cepa P05
del VEN. La conversion alimenticia mas alta (P<0.05) se observa en el grupo rP05
1038, El peso final del grupo rP05 1052 fue mayor (P<0.50) que el de los grupos

rP05 1098, rP05 1032 pero no fue mayor al de los grupos vacunados con LS.

Excreciéon del virus de la enfermedad de Newcastle

En el cuadro 12 se muestran los resultados de la evaluaciéon de muestras a la
presencia del gen M del VEN identificado mediante la técnica de rRT-PCR, se

realizé un analisis de proporciones entre los grupos.

Independiente de la dosis vacunal, aparentemente se dio mayor excrecién viral en
los grupos vacunados con rP05 que con LS, se observd mayor cantidad de
muestras positivas a los 4 dias post-desafio que a los 2; a los 7 dias solo una
muestra del grupo vacunado con la menor dosis de LS resultd positiva, mientras
que en 3 de los 5 grupos vacunados con rP05 se detecté al menos una muestra
positiva. Las muestras del grupo testigo fueron positivas a los 2 y 4 dias, no hubo

aves sobrevivientes a los 7 dias.
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Se ha observado en diferentes investigaciones (Miller et al., 2007; 2009; 2013) que
aves vacunadas con cepa de genotipo homodlogo al virus de desafio aportan
ventajas al reducir la excrecion viral, comparadas a las vacunas heterologas. Con
base en los resultados del experimento 1, se llevaron a cabo modificaciones en un

segundo experimento para reforzar el analisis de la excrecion viral.

Experimento 2

Reaccién post-vacunal

En el experimento 2 (Cuadro 13), al igual que en el experimento 1, la Unica
reaccion a la vacuna que se registro fue en la categoria 1 (estornudos) y el
numero de pollos tuvo un intervalo de 1/10 en los grupos control, rP05 106!y rP05
1051, mientras la maxima observacién en esa categoria fue para el grupo LS 1069
con 4/10 pollos. La reaccion post vacunal persistioé por el mismo periodo que en el
experimento 1. En el anadlisis de conglomerados (Figura 4) los grupos fueron
clasificados en 3 clases, de acuerdo con las similitudes de los registros de las
observaciones de reaccion post-vacunal, los grupos LS 1084, LS 1089 Y rP0Q5 1066
estan estrechamente relacionados por lo que se presentan en el dendograma en
un solo conglomerado, en estos grupos se observo un mayor numero de aves con

reacciéon post-vacunal.

Grado de enfermedad

En el cuadro 14, su muestran los registros de signos de enfermedad del
experimento 2, solo en el grupo control se registraron pollos en la clase 4
(muertos) 9/9, el unico signo de enfermedad en los grupos vacunados fue
secrecion nasal, estornudos o conjuntivitis leve en los grupos LS 1094 1/8 pollos y
LS 1054 2/10, por lo que se clasificaron en la categoria 1 (enfermedad leve).

El analisis de conglomerados del grado de enfermedad se presenta en la figura 5,

el unico grupo donde se registraron pollos en la categoria 4 (muertos) fue el
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control, y este se encuentra en una clase distante al resto de grupos vacunados,

en ninguno de ellos murieron aves a consecuencia del desafio.

Supervivencia al desafio

En la figura 6 se muestran los porcentajes de supervivencia de los diferentes
grupos de pollos de engorda vacunados con las cepas LS y rP05, posteriormente
desafiados via ocular y nasal con una dosis de 1083 DLs0/0.2 ml de la cepa P05
del VEN. Todos los grupos vacunados tuvieron 100% de supervivencia 'y 0% en el
grupo control, este ultimo con diferencia estadistica con el resto de grupos
evaluados, la mortalidad del grupo control se present6 durante el curso del tercer y

cuarto dia post-desafio.

Serologia

Al igual que en el experimento anterior al dia 21 de edad el 100% de las muestras
de ambos experimentos resultaron negativas para anticuerpos contra el VEN, Mg

y Ms, medidos con los ensayos de HI y ELISA.

Antigenicidad cruzada. La media geométrica de los titulos de anticuerpos contra el
VEN obtenidos por medio de la prueba de HI cruzada se presentan en el cuadro
15. Los valores r1 y r2 se presentan en el cuadro 16 y los valores r obtenidos de

acuerdo a la férmula de Archetti y Horsfall (1950), se muestra en el Cuadro 17.

Como se describié anteriormente resultados r entre 0.51 a 1.99 indican que no
existe diferencia en la relacién antigénica entre virus y cualquier valor fuera de ese
rango se considera diferente antigénicamente, los resultados obtenidos en el
experimento 2 indican que existe diferencia antigénica entre la vacuna rP05 y LS
en los grupos rP05 10%" (r: 0.44) y rP05 105" (r: 0.33), al dia 35 de edad. Por otro
lado al dia 45 de edad se detect6 diferencia antigénica entre las cepas rP05 y LS
en el grupo rP05 1081 (r: 0.44).
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ELISA vs IgY. En el cuadro 18 se observa el resultado de los titulos de anticuerpos
IgY del dia 35 de edad indica que el grupo LS 10%* es mayor estadisticamente a
todos los grupos vacunados con la cepa rP05 y testigo, al compararse con los
demas grupos vacunados con la cepa LS no existe tal diferencia. En el muestreo
del dia 45 de edad el grupo LS 1054 fue estadisticamente diferente a los grupos

vacunados con la cepa rP05.

ELISA vs IgA. En el muestreo pre-desafio del dia 35 de edad se observd que los
grupos LS 10%° y LS 10%4 fueron mayores estadisticamente a todos los grupos
vacunados con la cepa rP05 y testigo, el grupo LS 10%4 tuvo diferencia estadistica
con los grupos rP05, excepto rP05 10%'. No se registro diferencia estadistica entre

grupos, en los titulos de anticuerpos del dia 45, cuadro 18.

Virus sero-neutralizacion. En el cuadro 19 se muestra el IN del experimento 2. Al
dia 35 de edad, el IN de los grupos vacunados con LS es mayor contra los
antigenos LS y P05 que el de los pollos inmunizados con la cepa rP05,
aparentemente no hay diferencia en el IN de los grupos para neutralizar al
antigeno rP05. El suero del grupo testigo no neutralizé a ninguno de los antigenos.
En el dia 45 de edad, el grupo rP05 10%' mostré el menor IN contra los antigenos
LS y rP05; aunque no se observa diferencia marcada en la neutralizacién de los
antigenos LS y rP05 por el suero de los grupos vacunados con LS o rP05,
aparentemente la neutralizacion del antigeno P05 es mayor con el suero de los

grupos rP05 que con el de LS.

Parametros productivos

En el experimento 2 no se encontré diferencia estadistica en el peso final y

conversion alimenticia entre los grupos evaluados (cuadro 20).

Excrecion del virus de la enfermedad de Newcastle

El cuadro 21 muestra los resultados de la evaluacion de muestras a la presencia

del VEN identificado mediante la técnica de rRT-PCR, se realizé un analisis de
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proporciones entre los grupos. Solo se detecté diferencia estadistica en el dia 4
post-desafio, en el grupo control se identificd en las cuatro muestras al gen M del
VEN y cuando se compara a los grupos vacunados es diferente estadisticamente
con aquellos que no tuvieron ninguna muestra positiva: rP05 1061, rP05 105", LS
1089y LS 1064,
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DISCUSION

En esta investigacion se comprobd que la vacunacion contra el VEN es sin duda
una medida eficiente para prevenir y controlar la EN causada por cepas muy
virulentas, sin embargo, la aplicacion de virus activos tiene el inconveniente de
crear reaccion post-vacunal, y agentes infecciosos como E. coli, Mg y Ms pueden
complicar los signos derivados de la aplicacion y posterior replicacion del virus
vacunal en las células del tracto respiratorio, asi lo demuestra la investigacion
realizada por Van y Goren en 1991, en comparacion con la anterior investigacion,
en este trabajo la observacion de solo estornudos como secuela de la aplicacion
de vacunas activas via nasal en la evaluacion de la reaccién post-vacunal, fue
previsible debido a que el experimento se realizé bajo condiciones controladas, en
pollos libres de agentes infecciosos como Mg y Ms que pudieran causar un efecto
adverso a la vacunacion. La presentacion de estornudos a partir del 2° dia post-
vacunacion es coincidente con estudios precedentes realizados por Allan y

Borland en 1979, donde solo se presento este signo durante el monitoreo.

Allan y Borland demostraron que es posible que vacunas elaboradas de diferentes
cepas son capaces de producir efectos diferentes en la reaccion post-vacunal. En
nuestros experimentos se demostré que un titulo antigénico minimo de 10%8
DIEPso/ml o 107 DIEPso/ml en pollos de engorda vacunados con la cepa LS son
suficientes para poder producir una reaccion post-vacunal y que ésta pueda ser
diferente a los grupos de pollos que fueron vacunados con la cepa rP05; no se
detectd reaccidon post-vacunal estadisticamente significativa en el grupo 1068
DIEPso/ml debido a que las observaciones de pollos en la categoria de estornudos
en este grupo fue menor a los anteriores grupos y probablemente algun signo de
reaccion post-vacunal pudo pasar inadvertido. No obstante en el experimento 2 los
grupos que fueron vacunados con la cepa rP05 solo en los pollos que fueron
inoculados con un titulo antigénico de 108 DIEPso/ml fueron capaces de producir
reaccion post-vacunal que permitié diferenciarlos de los grupos que fueron

inoculados con un titulo menor o del grupo control, comparado con el experimento
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1, este titulo es menor a rP05 107-°y 1088 DIEPso/ml, sin embargo en ellos no se
detecto diferencia estadistica en la reaccion post-vacunal, quiza porque la prueba
utilizada es un modelo de evaluacion subjetivo y posiblemente deba considerarse
un tiempo de observacion mayor a 5 minutos para obtener resultados mas

confiables.

Lo anterior indica que la vacuna recombinante rP05 es capaz de producir reaccion
después de la vacunacion, sin embargo la vacuna de la cepa LS produce reaccion
post-vacunal aun cuando se utiliza un titulo antigénico menor, esto ultimo es
comparable a las investigaciones realizadas por Abdul en 2012, Allan y Borland en
1979, estudios donde se determiné que vacunas de la cepa LS causaban una
reaccion mas alta comparadas a las cepas Clone30 y B1, sin embargo lo anterior
contrasta con Perozo et al., 2004, investigacion en la que no encontraron
diferencia estadistica entre dos programas de vacunacion en pollos bajo
condiciones de campo utilizando la cepa LS, VG/GA y B1, lo anterior posiblemente
debido a la neutralizacion viral que son capaces de realizar los anticuerpos

maternos.

En la evaluacion del grado de enfermedad, los grupos vacunados en donde se
utilizaron titulos antigénicos superiores a 10*® DIEPso/ml fueron capaces de
proteger contra la mortalidad y signos severos de la EN, a pesar de lo anterior en
ninguno de los titulos antigénicos utilizados en los diferentes grupos
experimentales fue suficiente para prevenir la manifestacion de al menos un signo
compatible con la EN, ya que a partir de las 48 horas post-desafio se present6 en
estos grupos conjuntivitis leve, estornudos o secrecion nasal, por otro lado los
grupos que presentaron un mayor grado de enfermedad son aquellos que fueron
afectados por mortalidad y signos severos de la EN, estos grupos fueron
vacunados con una menor dosis (rP05 1032 DIEPso/ml 83%, LS 1038 DIEPso/ml
25% y control 100%) registrandose la mortalidad entre el dia 3 y 6 post-desafio, en
estos grupos se calificé con un grado de enfermedad mayor comparado al resto de

grupos. No obstante en experimentos realizados por Bawala en 2009 obtuvo
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resultados similares cuando se vacunaron aves SPF (del inglés: specific
pathogens free) utilizando la vacuna de virus activo cepa lentogénica VG/GA con
diferentes titulos antigénicos (103, 10*° y 10° DIEPso/ml), demostraron que
utilizando la vacuna con titulo de 10 DIEPso/ml el promedio de puntuaciones de
signos clinicos es mayor a los grupos que se inmunizaron con 10*° y 10°
DIEPso/ml y muy parecido al grupo control, el modelo matematico que utilizo
Bawala no permiti6 comparar estadisticamente a los grupos vacunados, pero en
esta investigacion se demostr6 que estadisticamente no existe diferencia
significativa al utilizar un titulo antigénico de 1038 comparado a un grupo control

sin inmunizar.

En los porcentajes de supervivencia logrados por los diferentes titulos antigénicos
de las vacunas, solo en las dosis mas bajas que fueron empleadas en los grupos
rP05 1038 y LS 1038 DIEPso/ml la supervivencia disminuyo hasta un 17% y 75%
respectivamente, sin haber diferencia estadistica entre ellos, por otro lado el grupo
LS 10328 si obtuvo diferencia estadistica comparada al grupo control, aunque con
los resultados anteriores es complicado realizar comparaciones objetivas con otros
estudios debido a las diferencias en los bioldgicos utilizados y diseno

experimental.

Existen pruebas estandarizadas para la caracterizacion de cepas del VEN, de
acuerdo con Absalon et al., en 2012 la cepa P05 utilizada en la presente
investigacion fue caracterizada y clasificada como velogénica al determinarse un
TMME de 36 horas y un IPIC de 1.9, aunque en el estudio precedente de Bawala
utilizaron las cepas GPMV (TMME: 48 y IPIC: 1.85) y RAINBOW (TMME: 48 y
IPIC: 2.0) del VEN, igualmente clasificadas como velogénicas, la proteccion de la
vacuna de la cepa VG/GA contra la cepa RAINBOW fue muy parecida en la
presente investigacion al obtener un 0% de proteccion utilizando una dosis de 103
y 94% de proteccién con una dosis de 10%° DIEPso/ml. Por otro lado Garzén en
2013 demostro que utilizando un titulo de 108 DIEPso/ml de la vacuna cepa rP05,

esta es capaz de proteger a las aves ante un desafio con un virus virulento de la
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EN, sin embargo no existe ningun antecedente de investigaciones realizadas con

diluciones de los bioldgicos del presente trabajo.

Al dia 21 de edad por medio de la prueba HI y ELISA no se detectaron anticuerpos
contra el VEN, Mg y MS, asi mismo Turblin en 2009 y Gaffar EM et al., en 1993,
determinaron por medio de HI en pollos de engorda comerciales que los
anticuerpos maternos contra el VEN fueron negativos a la edad de 20 dias, sin
embargo Al-Zubeedy en 2009 cuando utilizé la prueba ELISA aun al dia 21 de
edad los titulos de anticuerpo contra el VEN se mantuvieron positivos. Gharaibeh y
Mahmoud reportaron una significativa disminucién de la media geométrica de los
titulos de anticuerpos maternos contra Mg y Ms al dia 10 de edad vy
completamente negativos al dia 20 de edad. Esta diferencia en el titulo de
anticuerpos posiblemente, es debido a la cantidad de anticuerpos que es capaz de

transmitir las aves reproductoras a la progenie.

En la evaluacion de la inmunidad sistémica al dia 35 de edad, no se encontro
diferencia estadistica entre las dosis aplicadas de la cepa rP05, y los grupos que
fueron vacunados con la cepa LS obtuvieron un titulo hasta 3 veces mas alto de
anticuerpos comparado con los grupos que recibieron un titulo antigénico
homologo de la vacuna rP05, de ellos los grupos LS 1088 y LS 1058 DIEPso/ml
tuvieron diferencia estadistica, los restantes no mostraron tal diferencia (LS 1075,
LS 1048 y LS 1038 DIEPso/ml), resultados semejantes fueron obtenidos por Ledn
en 1993 y Cornax et al. en 2012, quiénes utilizaron diferentes concentraciones de
antigeno y el grupo vacunado con mayor concentracion viral no obtuvo un titulo de
anticuerpos diferente estadisticamente al de menor concentracién, sin embargo, al
parecer esto no es un comportamiento biolégico constante ya que Cardenas et al.
en 2015 encontraron una estrecha relacion entre la concentracion viral alta y
titulos de anticuerpos altos, por el contrario en este trabajo el grupo de mayor titulo
LS 107° DIEPso/ml, obtuvo menor titulo de anticuerpos, de las 5 muestras
evaluadas en este grupo, dos de ellas obtuvieron un resultado negativo, por lo que

el promedio de ese grupo disminuyo significativamente.
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La mayor inmunogenicidad de la cepa LS contrasta con los resultados obtenidos
por Miller et al., en 2009 ya que cuando inocularon aves con las cepas
recombinantes rA-CAFHN y rA-CAHN obtuvieron titulos de anticuerpos mas altos
comparados con los obtenidos con la cepa LS, posiblemente debido a la mayor
capacidad de replicacion que tienen estas cepas recombinantes al insertarles los
genes de una cepa virulenta, lo que ofrece la ventaja de un mayor titulo de
anticuerpos, pero con el inconveniente de una posible reaccién post-vacunal mas
severa. Por otro lado Xiao et al., en 2012 generaron por ingenieria genética el
virus no virulento Ban/AF, a partir del VEN cepa Ban/10 clasificado como
velogénico, se investigd su inmunogenicidad comparandolo con las cepas
comerciales B1 y LS demostrando que las cepas tradicionales son capaces de
producir 2 veces mas anticuerpos que la cepa Ban/AF, coincidiendo asi con la

presente investigacion.

Ademas de la inmunogenicidad, también se evalud la relacién antigénica entre la
vacuna recombinante cepa rP05, LS y P05, se considerd una relacion antigénica
significativamente diferente entre aquellos virus que obtuvieron un valor r 0.5 0 =
2, con los antigenos utilizados se detectd diferencia antigénica entre la cepa rP05
y P05 en el experimento 1 y entre las cepas rP05 y LS en el experimento 2,
aunque se observa diferencia antigénica en el experimento 1 entre las cepas rP05
y P05, los valores r son cercanos al punto de corte en los grupos rP05 1068
(r:0.44), rP05 10°8 (0.50) y rP05 10*2 (0.50), los anteriores valores no son tan
contundentes como los que se registraron en el experimento 2, entre las cepas
rP05 y LS, observandose un valor r minimo de r:0.33 en el grupo rP05 10%1,
ademas en el experimento 1 los grupos vacunados con la cepa rP05, los titulos
obtenidos con el antigeno P05 fueron bajos y esto no ocurrié en el experimento 2,
es necesario incluir mayor numero de muestras para obtener resultados mas
precisos. La divergencia antigénica entre cepas ha sido estrechamente
relacionada con la distancia genética entre cepas, y se ha reportado que los
aminoacidos 193, 194, 201, 263, 266, 287, 321, 332, 333, 345, 347, 350, 353, 356,
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494, 513, 514, 516, 521, 538, 540, 568 y 569 de la proteina HN (Gu et al 2011; Hu
et al 2010; lorio et al 1986; lorio-Bratt 1983; Gong-Cui 2011) y los aminoacidos 72,
74, 75, 78, 79, 157, 161, 171, y 343 de la proteina F (Yusoff et al 1989; Toyoda
1988; Neyt 1989) son determinantes antigénicos. Un cambio en ellos puede
afectar la neutralizacién viral, la proteina HN de la cepa rP05 conserva 100% de
similitud genética con la cepa P05; sin embargo, en este estudio no se detectd
consistencia en la similitud antigénica con las pruebas HIl y VSN, estos resultados
coinciden con los de Garzén en 2013 quién encontro titulos de anticuerpos mas
altos en la prueba HlI utilizando el antigeno LS en muestras de sueros de aves que
fueron inmunizadas con la cepa rP05, igualmente, Ibu en 2008 encontro titulos de

anticuerpos HI mas elevados con antigenos heterologos

De acuerdo con la secuencia reportada por Garzon et al., (2013)) la proteina F de
la cepa rP05 tiene aminoacidos diferentes a los de la cepa P05; sin embargo,
hasta el momento ninguno de ellos ha sido identificado como determinante
antigénico en la neutralizacién viral; por lo tanto, genéticamente, la cepa rP05
conserva los epitopes necesarios para la neutralizacién viral, por lo que se
considera necesario llevar a cabo un estudio serolégico con anticuerpos
monoclonales especificos para los aminoacidos que son diferentes. Aunque el
porcentaje de homologia genética de la regidn que codifica para la proteina F
entre la cepas rP05 y P05 es similar (96%), los resultados de la VSN indican que
los sueros de los grupos vacunados con la cepa rP05 no fueron capaces de
neutralizar al antigeno de genotipo homdlogo P05, y los sueros de las aves
vacunados con la cepa LS si obtuvieron un indice neutralizante alto con el
antigeno homodlogo LS, comparado con los antigenos heterélogos en el
experimento 1, lo que coincide con la relacion antigénica encontrada en la prueba
HI. Por otro lado, en el experimento 2 se registraron indices neutralizantes mas
altos con el antigeno P05 y relativamente mas bajos con el antigeno LS, lo que

concuerda con los valores r. Anteriormente Xiao et al., (2012); Miller et al., (2007,
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2009 y 2013) han observado similitud antigénica entre cepas de genotipo

homologo.

De acuerdo con Wise et al., en 2004, la sensibilidad de la prueba rRT-PCR
utilizada en este trabajo permite detectar muestras positivas al gen M del AMPV-1
con un titulo igual o mayor a 10° copias virales. Los grupos en donde mas
muestras fueron detectadas como positivas con excepcién del grupo rP05 1058
pertenecen a aquellos que fueron vacunados con una dosis mas baja (1038) y
control, los grupos anteriores que obtuvieron un mayor numero de muestras
positivas a la excrecion viral, fueron evaluadas con un menor titulo ELISA de IgA
traqueal al dia 35 y 45 de edad, la cual participa activamente en la neutralizacion
viral e impide la excrecion viral, de acuerdo con los estudios de Paniago 2007 y
Corbanie 2007.

La diferencia estadistica observada en la conversion alimenticia corresponde a los
pollos vacunados con la dilucion rP05 1038, este grupo fue observado con un
mayor grado de enfermedad post-desafio comparado al resto de grupos
vacunados, de igual forma se vio afectado en el peso final, pero en esta variable
solo mostré diferencia con un grupo debido a que los pollos sobrevivientes
obtuvieron un peso final relativamente alto, estos pollos no fueron afectados por
signos severos de la EN. Aunque en algunos grupos en la evaluacion del peso
final se registraron diferencias estadisticas, no se encontré consistencia de los
resultados en el experimento 2, ademas de que las diferencias antes mencionadas
solo se encontraron entre los grupos vacunados con la cepa rP05 y no cuando se
compararon con los grupos vacunados con la cepa LS. Sin embargo, Morales et
al., 2011 han demostrado que la vacuna de la cepa rP05 en pollos bajo
condiciones de produccion comercial son capaces de obtener mejores parametros

productivos que cuando son vacunados con la cepa LS.
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CONCLUSIONES

Aunque existen referencias bibliograficas que demuestran diferencias en la
antigenicidad proporcionada por cepas de genotipo heterélogo y homdlogo, en
esta investigacion no se detecté una mayor similitud antigénica entre la cepa rP05
y P05 comparada a la cepa heterdloga LS del genotipo IlI, con las pruebas

serologicas de Hl y VSN.

No es posible disminuir la dosis hasta un titulo antigénico de 1038DIEPso/ml y
proporcionar proteccion superior al 90% contra el desafio exigido en la NOM-052-

Z00-1995, por lo tanto se rechaza la hipoétesis.

Ademas, se demostré que las aves que reciben una dosis vacunal con titulo
antigénico igual o superior a 10*® DIEPso/ml de las cepas rP05 y LS estan
protegidas contra signos severos de la EN; sin embargo, ninguna de las dosis
utilizadas protegié contra signos leves, aunque estos no afectaron el desempefio
productivo de los pollos bajo condiciones de aislamiento, no se debe descartar que
en condiciones de campo los microorganismos oportunistas puedan complicar la
enfermedad y afectar los parametros productivos, incluyendo mayor severidad de

la reaccion post-vacunal.

No se encontré diferencia en el numero de aves excretando virus en los grupos
vacunados con genotipo homologo comparado con aquellos grupos de pollos

vacunados con un genotipo diferente al virus de desafio.

31



ABREVIATURAS

aa

APMV

CcD8*

CMI

CTL

DIEP

DMZA

DOF

ELISA

EN

FMVZ

HI

HN

IASA

Aminoacido

Avian paramyxovirus, paramyxovirus aviar

cluster of differentation, Camulo de diferenciacién 8
cell-mediated Immunity, inmunidad mediada por células
cytotoxic T cell, célula T citotoxica

Dosis infectante en embrion de pollo

Departamento de medicina y zootecnia avicola

Diario oficial de la federacion

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorcion

ligado a enzimas

Enfermedad de Newcastle

Fusién

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Gramo

Hemagglutination inhibition, inhibicion de la hemoaglutinacion
Hemaglutinina-Neuraminidasa

Investigacion Aplicada, Sociedad Andnima

Inmunoglobulina A

Inmunoglobulina Y

indice de neutralizacion
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IPIC

LS

MCH

Mg
Ms
NI
NK
Nt
OIE

PAMP

PRR

SPF
TMME
UNAM
VEN

VSN

indice de patogenicidad intracerebral
LaSota
Matriz

Major histocompatibility complex, complejo principal de

histocompatibilidad

Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma synoviae

Neuraminidase inhibition, inhibicion de la neuraminidasa
Natural killer, asesinas naturales

Nucleotido

Organizacion Mundial de Sanidad Animal

Pathogen-associated molecular patterns, patrones moleculares

asociados a patdégenos

Pattern recognition receptor, receptores de reconocimiento de

patrones

Valor de relacion antigénica

Specific Pathogens Free, libre de patégenos especificos
Tiempo medio de mortalidad embrionaria

Universidad Nacional Autonoma de México

Virus de la enfermedad de Newcastle

Virus sero-neutralizacion
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CUADROS

Cuadro 1. Similitud (%) de los genes F y HN de la cepa rP05 comparada con los

virus utilizados en este estudio y una cepa representativa.

Genotipo Il Vv \%
epa LaSota P05 Chimalhuacéan
(AFO77761)* | (HM117720) (KJ577136)
Gen % (nt) | % (aa) | % (nt) | % (aa) | % (nt) | % (aa)
F 90 94 96 96 96 95
H 85 89 100 100 99 99

* Entre paréntesis se muestra el numero de acceso GeneBank.

Cuadro 2. Estrategia experimental, resumen de los grupos vacunados en el

experimento 1, n=12.

Titulo aplicado

Grupos | Vacuna | 10 DIEPso/mL

7.5
6.8
rP05 5.8
4.8
3.8
7.5
6.8
LS 5.8
4.8
3.8
Testigo Sin vacunar

O|lo|N|loloals|lw|N| -

R N
= | O
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Cuadro 3. Estrategia experimental, resumen de los grupos vacunados en el

experimento 2, n=10.

Titulo aplicado

Grupos | Vacuna | 10 DIEPso/mL

6.6
rP05 5.1
5.1
6.9
LS 6.4
54
Testigo Sin vacunar

N|OOaAR~|WOIN|~

Cuadro 4. Reaccion post-vacunal a diferentes dosis de las cepas vacunales LS y

rP05, experimento 1.

Reaccion post-vacunal

Grupo Sano Estornudos | Enfermedad

respiratoria
rP05 107 10/12 2/12 0/12
rP05 1068 10/12 2/12 0/12
rP0O5 1058 10/12 2/12 0/12
rP0O5 1048 11/12 112 0/12
rP05 1038 11/12 112 0/12
LS 107° 9/12 3/12 0/12
LS 1068 10/12 2/12 0/12
LS 1058 8/12 4/12 0/12
LS 1048 10/12 2/12 0/12
LS 1038 10/12 2/12 0/12
Testigo 11/12 1/12 0/12
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Cuadro 5. Signos de enfermedad después del desafio con la cepa virulenta P05

del virus de la enfermedad de Newcastle, experimento 1.

Signos post-desafio
Grupo Sano Enfermo Enfermo Enfermo Muerto
(leve) (moderado) | (severo)

rP0O5 107° 6/12 6/12 0/12 0/12 0/12
rP0O5 1068 2/12 10/12 0/12 0/12 0/12
rP0O5 1058 2/11 9/11 0/11 0/11 0/11
rP0O5 1048 1/10 8/10 1/10 0/10 0/10
rP05 1038 1/12 112 0/12 0/12 10/12
LS 107° 6/12 6/12 0/12 0/12 0/12
LS 1068 112 1112 0/12 0/12 0/12
LS 10°8 4/12 8/12 0/12 0/12 0/12
LS 1048 3/12 9/12 0/12 0/12 0/12
LS 1038 2/12 4/12 0/12 0/12 3/12
Testigo 0/12 0/12 0/12 0/12 12/12

Cuadro 6. Titulos de anticuerpos de la inhibicion de la hemoaglutinacion pre y

post-desafio, experimento 1.

35 dias de edad 45 dias de edad
(pre-desafio) (post-desafio)

Grupg Antigeno| oo | Ls PO5 | rPO5 | LS PO5
rP0O5 107.5 80* 44 61 70 26 29 29041 1145 | 1280 #1871 640 944
rP0O5 10638 211 113 106 63 3027 557 #392 184 72 80 44
rP05 1058 121 #104 | g1 54 26 14 | 5881 2290 | D22Q #1594 | 1470 #1838
rP05 1048 61154 | 2012 13#5 | 6402103 | 5572971 | 43 #531
rP05 1038 11 # 11 # 100 | 2560 #2715 | 64079 | 640 *0

LS 1075 16023 | 13998 | 70#9 | 55792 | 320#75 | 368 1041
LS 1088 368 215 | 279#1% | 160236 | 1114 #1052 | 243279 | 970 #8659
LS 105.8 485 %999 422 581 320 #472 970 #1272 422 +451 485 #175
LS 1048 32() 468 279 485 184 303 | 1280 701 | 485 417 640 485
LS 1038 23 138 23 138 20 =139 3880 #3435 | 128() +2485 | 3378 #8075

*Media geométrica del titulo de anticuerpos contra el VEN

**Desviacion estandar
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Cuadro 7. Valores de r1 y r2 obtenidos de las cepas del virus de la enfermedad de

Newcastle confrontados con los antisueros generados, experimento 1.

35 dias de edad 45 dias de edad

(pre-desafio) (post-desafio)
Grupo Antigeno|  pg5 LS PO5 rPO5 LS PO5
rP05 107° 1.00 0.76 0.33 1 0.44 0.22
rP05 10658 1.00 0.50 0.14 1 0.33 0.14
rP05 1058 1.00 0.50 0.22 1 0.38 0.25
rP05 1048 1.00 0.33 0.22 1 0.87 0.22
rP05 1038 1.00 1.00 0.87 1 0.25 0.25
LS 1075 1.15 1 0.50 1.74 1 1.15
LS 1068 1.32 1 0.57 4.59 1 4.00
LS 10°8 1.15 1 0.76 2.30 1 1.15
LS 1048 1.15 1 0.66 2.64 1 1.32
LS 1088 1.00 1 0.87 3.03 1 2.64

Cuadro 8. Valores de relacion antigénica entre las cepas rP05, LS y P05,

experimento 1.

35 dias de edad 45 dias de edad

(pre-desafio) (post-desafio)
Grupo Antigeno|  pg5 LS PO5 | rPO5 LS P05
rP05 107° 1.00 0.93 0.62 1 0.87 0.62
rP05 1068 1.00 0.81 0.44 1 1.23 0.81
rP05 1058 1.00 0.76 0.50 1 0.93 0.76
rP05 1048 1.00 0.62 0.50 1 1.52 0.76
rP05 1038 1.00 1.00 0.93 1 0.87 0.87
LS 107° 1 0.76 1 1.41
LS 1068 1 0.87 1 4.29
LS 10°8 1 0.93 1 1.62
LS 1048 1 0.87 1 1.87
LS 1088 1 0.93 1 2.83
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Cuadro 9. Media aritmética de los titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA IgY e

IgA, experimento 1.

35 dias de edad 45 dias de edad
Grupo (pre-desafio) (post-desafio)
IgY* IgA* IgY* IgA
rP0O5 1075 139b 96 1060Qbc +1454 4118 #2815 505 320
rP0O5 10638 432b 530 2379** 2178 3004b 1759 173 246
rP0O5 10°8 211b £239 231¢+298 8966 4925 73 64
rP0O5 104.8 86b 57 231¢ £160 24250 +2441 212 *244
rP05 1038 1b 211 640167 10201 281 491 34
LS 107.5 1092b 702 2088 *1504 5623 #5289 1491 #1013
LS 106.8 54572 4369 4924a £2612 120722 4530 832 726
LS 1058 47492 £2870 43163ab 3118 3872 3654 1318 #1274
LS 104.8 1124b +1255 2028 2134 6735 +3086 278 +192
LS 103.8 135b 2156 4(Q7bc 625 8331 5555 249 140
Testigo 28b 12 2200

*Literal diferente indica diferencia estadistica en la misma columna, P> 0.05.
**Los grupos que no tienen literal, no tuvieron ninguna diferencia estadistica.
***Desviacion estandar.

Cuadro 10. Virus sero-neutralizacion. indices neutralizantes homologos y

heterdlogos, experimento 1.

Antigeno (35 dias de edad) Antigeno (35 dias de edad)
Grupo Pre-desafio Post-desafio
LS P05 rP05 LS P05 rP05
rP05 1075 1.4* 0 1.2 5.6 5.8 5.6
rP05 1068 1.2 0 2.7 5.6 5.8 5.6
rP05 1058 1.4 0 2 5.6 5.8 5.6
rP0O5 1048 2.1 0 0.5 5.6 5.8 5.6
rP05 1038 1.1 0 0.9 5.6 5.8 5.6
LS 107° 1.2 0 1.5 5.6 5.8 5.6
LS 1068 3.2 0.3 3.7 5.6 5.8 5.6
LS 1058 3.3 0.3 3.2 5.6 5.8 5.6
LS 1048 5.8 1.1 5.7 5.6 5.8 5.6
LS 1038 2 0 1.9 5.6 5.8 5.6
Testigo 0.4 0 0.5

* indice neutralizante, 1 pool por grupo.
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Cuadro 11. Peso final y conversion alimenticia a los 45 dias de edad, experimento
1.

Parametro productivo*
Grupo **Conversion alimenticia| **Peso final (gr)
rP05 107 1.69b£27 D5D()**+ £379
rP05 1058 1.81b+28 2159p 326
rP05 1058 1.660 12 26292 176
rP05 10%8 1.70b 27 2447 +359
rP05 1038 2.73a+01 2030b 71
LS 107° 1.73b£15 2439 211
LS 108 1.680+46 2464 493
LS 10°8 1.72b+20 2418 288
LS 1048 1.75b+.24 2076 317
LS 1038 1.900+13 2265 149

*Media y desviacion estantar.
**Diferente literal indica diferencia estadistica en la misma columna, P> 0.05.
***Los grupos que no tienen literal, no tuvieron ninguna diferencia estadistica.

Cuadro 12. Excrecion del virus de la enfermedad de Newcastle P05 2, 4 y 7 dias

post-desafio, experimento 1.

Grupo *DIA 2 PD | *DIA 4PD | *DIA 7 PD
rP05 1075 2/2° 112 112
rPO5 1058 0/22 0/22 0/22
rP05 1058 0/22 2/2p 2/2°
rP05 1048 0/22 0/22 0/22
rP05 1038 2/2° 2/2p 2/2°

LS 1075 0/22 2/2p 0/22

LS 1068 1/2** 0/22 0/22

LS 1058 0/22 112 0/22

LS 1048 112 0/22 0/22

LS 1038 2/2° 2/2° 112

Testigo 2/2b 2/2b

*Literal diferente indica diferencia estadistica en la misma columna, P> 0.05
**los grupos que no tienen literal, no tuvieron ninguna diferencia estadistica.
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Cuadro 13. Reaccion post-vacunal a diferentes dosis de las cepas vacunales LS y

rP05, experimento 2.

Reaccién post-vacunal

Grupo Sano | Estornudos E:nggltegr?:
rP0O5 1066 7/10 3/10 0/10
rP0O5 1061 8/10 2/10 0/10
rP05 1051 8/10 2/10 0/10

LS 106° 6/10 4/10 0/10

LS 1064 8/10 2/10 0/10

LS 1054 8/10 2/10 0/10

Testigo 9/10 1/10 0/10

Cuadro 14. Signos de enfermedad después del desafio con la cepa virulenta P05

del virus de la enfermedad de Newcastle, experimento 2.

Signos post-desafio
Grupo Sano Enfermo Enfermo Enfermo Muerto
(leve) (moderado) | (severo)
rP05 1066 9/9 0/9 0/9 0/9 0/9
rP05 1061 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10
rP05 1051 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10
LS 1069 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10
LS 1084 7/8 1/8 0/8 0/8 0/8
LS 10°4 8/10 2/10 0/10 0/10 0/10
Testigo 0/9 0/9 0/9 0/9 9/9
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Cuadro 15. Titulos de anticuerpos de la inhibicion de la hemoaglutinacion pre y

post-desafio, experimento 2.

35 dias de edad 45 dias de edad
(pre-desafio) (post-desafio)
Grupo Antigeno| b5 LS P05 rPO5 LS P05
rP05 1066 70* #126™ | 20 29 40361 | 1396 | @1 122 92 54
rP05 1061 184 107 | 46 27 7050 | 1398 | 400 80 *61
rP05 1051 1067 | 1313 6127 | 1064 | 10657 | 121 *104
LS 1089 485429 | 42247 | 735930 | 1GQ 247 | Q2260 | gQ 18
LS 1084 139 248 | 184510 | 243 %493 | D43 6500 | 3GG 472 | 2432209
LS 1054 557 526 | G40 480 | 320498 | 184 %303 | 30488 | 1§ 244

*Media geométrica del titulo de anticuerpos contra el VEN

**Desviacion estandar.

Cuadro 16. Valores de r1 y r2 obtenidos de las cepas del virus de la enfermedad

de Newcastle confrontados con los antisueros generados, experimento 2.

35 dias de edad 45 dias de edad

(pre-desafio) (post-desafio)
Grupo Antigeno| b5 LS P05 rPO5 LS P05
rP05 1066 1 0.29 0.57 1 0.44 0.66
rP05 1061 1 0.25 0.38 1 0.29 0.57
rP05 1051 1 0.13 0.57 1 1.00 1.15
LS 108° 1.15 1 1.74 1.74 1 0.87
LS 1064 0.76 1 1.32 0.66 1 0.66
LS 10°4 0.87 1 0.50 0.57 1 0.50
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Cuadro 17. Valores de relacion antigénica entre las cepas rP05, LS y P05,

experimento 2.

35 dias de edad 45 dias de edad

(pre-desafio) (post-desafio)
Grupo ntigeno | pos LS P05 rPO5 LS P05
rP05 1066 0.57 0.81 1 0.87 1.07
rP05 1081 0.44 0.54 1 0.44 0.62
rP05 10°1 0.33 0.71 1 0.76 0.81
LS 108° 1 1.41 1 1.23
LS 1064 1 1.00 1 0.66
LS 1054 1 0.66 1 0.54

Cuadro 18. Media aritmética de los titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA IgY

e IgA, experimento 2.

35 dias de edad 45 dias de edad
Grupo (pre-desafio) (post-desafio)
lgY* IgA* IgY* IgA
rPOS 106.6 429b +591%* 882¢ +1262 2639b +529 3777 +4463
rP05 1061 423b364 | 823essT1 | 1QOgb916 | 14291014
rPO5 1051 213099 | 91Dbox1089 | D0 1917 | 1945 22651
LS 106.9 301 5** +2535 35763 +1475 6464 +2224 3266 +2348
LS 106.4 3521 +2866 2869ab +936 4772 +3735 3872 +2418
LS 105.4 5242a +3231 291 8a +485 85783 +3751 1 379 +808
Testigo 4Qb =17 67c 101

*Literal diferente indica diferencia estadistica en la misma columna, P> 0.05.

**Los grupos que no tienen literal, no tuvieron ninguna diferencia estadistica.

*** Desviacion estandar.
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Cuadro 19. Virus sero-neutralizacién. indices neutralizantes homologos y

heterdlogos, experimento 2.

Antigeno (35 dias de edad) Antigeno (45 dias de edad)
Grupo Pre-desafio Post-desafio
LS P05 rP05 LS PO5 rP05
rP05 1066 2.4* 3 2 6.5 6.2 6
rP05 1061 2.3 1.2 5 6.5 5.2 6
rP05 105! 3 24 5 4.3 1.8 6
LS 10%° 5 2.8 5 6.5 4.6 6
LS 1084 5.5 2.7 5 6.5 3.5 6
LS 10%4 5.5 5 5 6.5 4.2 6
Testigo 3 4 0

* Indice neutralizante, 1 pool por grupo.

Cuadro 20. Peso final y conversion alimenticia a los 45 dias de edad, experimento
2.

Parametro productivo*

Grupo Conversioén alimenticia Peso final (gr)
rP05 10°° 2.04 +19 2403 206
rP05 1061 2.03 14 2404 +162
rP0O5 1051 1.93 =21 2485 +258

LS 108° 2.08 +28 2370 255

LS 1084 1.94 +15 2495 188

LS 1054 2.03 =21 2441 234

* Media y desviacion estandar.
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Cuadro 21. Excrecion del virus de la enfermedad de Newcastle P05 2, 4 y 7 dias

post-desafio, experimento 2.

Grupo Dia 2 PD *Dia4 PD | Dia7PD
rP05 1066 0/4 1/4** 2/4
rP05 106! 0/4 0/42 0/4
rP05 105! 0/4 0/42 2/4

LS 108° 0/4 0/42 1/4

LS 1064 0/4 0/42 0/4

LS 10%4 1/4 1/4 0/4

Testigo 3/4 4/4p

*Literal diferente indica diferencia estadistica en la misma columna, P> 0.05.
**los grupos que no tienen literal, no tuvieron ninguna diferencia estadistica.
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FIGURAS

Figura 1. Analisis de conglomerados de la reaccion post-vacunacién, experimento
1.
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Figura 2. Analisis de conglomerados del grado de enfermedad post-desafio,

experimento 1.
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Figura 3. Porcentaje de supervivencia post-desafio. Diferente literal indica

diferencia estadistica, P> 0.05.
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Figura 4. Analisis de conglomerados de la reaccion post-vacunacion, experimento
2.
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Figura 5. Andlisis de conglomerados del grado de enfermedad post-desafio,

experimento 2.
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Figura 6. Porcentaje de supervivencia. Diferente literal indica
estadistica, P> 0.05.
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