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Resumen y Abstract IX

Resumen

Viabilidad de cepas vacunales del virus de la enfermedad de Newcastle en
arroz o maiz y respuesta inmune inducida en aves vacunadas via alimento

El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) es uno de los problemas respiratorios mas
graves que causa importantes pérdidas econdémicas a los productores avicolas. La
aplicacion de vacunas vivas a través del alimento se ha postulado como un método eficaz
para el control de la enfermedad, siendo ideal para reducir la presentacion de signos
clinicos y mortalidad en aves de traspatio; sin embargo, en Colombia el uso de esta
estrategia es pobremente entendido. El presente estudio determiné la viabilidad de dos
virus de baja virulencia del NDV (cepas VH y La Sota) mezclados con arroz y maiz bajo
diferentes tipos de preparacion y evalud indicadores de respuesta inmune humoral e innata
en aves luego de vacunarlas por via oral. El titulo viral fue determinado por el método de
Reed & Muench. Luego se realiz6 RT-gPCR para cuantificar la carga viral. Se obtuvieron
resultados mas consistentes mezclando la cepa VH con maiz cocido, por lo que la cepa
LaSota y todos los otros vehiculos fueron descartados del estudio. Posteriormente, 160
pollos machos (Babcock) fueron divididos aleatoriamente en cuatro grupos: un control
negativo, y tres grupos vacunados (via ocular, agua de bebida y via maiz). Las aves fueron
inmunizadas al dia 28 de edad con la cepa VH por las vias sefialadas y se tomaron sueros
aldial, 15y 25de edady alos 7, 14 y 21 dias post-vacunacién para su evaluacion por
IH. Se tomaron parametros productivos como peso y conversion acumulada. Se cuantificd
la excrecion viral y la expresion relativa de IL-6 e IFN-y los dias 2 y 4 post-vacunacion en
macerados de bazo por RT-gPCR. Finalmente, se calcularon indices de peso de érganos
linfoides y se tomaron muestras de tejido digestivo, linfoide y respiratorio para evaluacion
histopatoldgica. Los resultados indicaron que la cepa VH mostré més estabilidad y el maiz
cocido fue el candidato como vehiculo. En cuanto a los titulos de anticuerpos hubo
diferencias estadisticas significativas entre las vias de administracion al dia 7, pero no a

los 14 y 21 dias post-vacunacion. No hubo diferencias en los indices linfoides, pero se



observaron diferencias en el grado de lesién histopatoldgica en cornetes y laringe entre
los grupos vacunados y el grupo control los dias 2 y 4 post-vacunacion. Se evidenci6
excrecion viral en los grupos vacunados comparado con el control, siendo mas alta en los
grupos ocular y agua al dia 2 post-vacunacion y en el grupo maiz al dia 4 post-vacunacion.
La expresién de IL-6 se evidencid temprano, pero la expresion de IFN-y se evidencié solo
hasta el dia 4 post-vacunacion. Este estudio mostr6é que la via oral a través del alimento
activa la respuesta inmune y que el maiz cocido y la cepa VH podrian ser una estrategia

para un programa de control del NDV en aves de traspatio en Colombia.

Palabras clave: inhibicion de la hemaglutinacion, maiz, virus de la enfermedad de

Newcastle, RT-qPCR, vacuna viva, administracién oral en alimento.
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Abstract

Viability of Newcastle disease virus vaccine strains in rice or corn and immune

response induced in poultry vaccinated via feed

Newcastle disease virus (NDV) is one of the most serious respiratory problems causing
significant economic losses to poultry producers. The application of live vaccines through
food has been postulated as an effective method to control the disease, being ideal to
reduce the presence of clinical signs and mortality in backyard birds; however, in Colombia
the use of this strategy is poorly understood. The present study determined the viability of
two low pathogenic NDV viruses (VH and La Sota strains) mixed with rice and corn under
different types of preparation and evaluated both of humoral and innate immune responses
in birds after oral vaccination. The viral titer was determined by the Reed & Muench
procedure. Then RT-gPCR was performed to quantify viral load. Consistently results were
obtained mixing VH strain with cooked corn, so that LaSota strain and the other vehicles
were discarded. Subsequently, 160 male chickens (Babcock) were randomly divided into
four groups: a negative control, and three vaccinated groups (ocular route, drinking water
and corn). The birds were immunized at day 28 of age with the VH strain by the indicated
routes and sera were taken at days 1, 15 and 25 of age and at 7, 14 and 21-days post-
vaccination for evaluation by HI. Productive parameters such as weight and accumulated
conversion were taken. Viral shedding and relative expression of IL-6 and IFN-y were
guantified on days 2 and 4 post-vaccination in spleen by RT-gPCR. Finally, lymphoid organ
weight indices were calculated and digestive, lymphoid and respiratory tissue samples
were taken for histopathological evaluation. The results indicated that the VH strain showed
more stability and cooked corn was the candidate as a vehicle. Regarding antibody titers,
there were statistically significant differences between administration routes on day 7, but
there were no differences at 14 and 21 days post-vaccination. There were no differences

in lymphoid indices, but differences in larynx and turbinates histopathological lesion scores
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were seen on days 2 and 4 post-vaccination. Cloacal viral shedding was evident in
vaccinated groups compared to the control being higher in eye and water groups on day 2
and in corn group on day 4 post-vaccination. IL-6 expression was evidenced early, but IFN-
y expression was evidenced only up to day 4 post-vaccination. This study showed that the
oral route through food activates the immune response and that cooked corn and the VH

strain could be a strategy to a NDV control program in backyard poultry in Colombia.

Keywords: corn, hemagglutination inhibition, Newcastle disease virus, live

attenuated vaccine, gRT-PCR, oral administration in food.



Contenido X

Contenido

Pag.
ST U1 1= o PP UP PR IX
IESY = W L {0 [T = LSS XVI
I ES] = W0 [ = o] = T XVIII
Lista de SimboloS Yy abreViatUras .........ooeuiiiiiiiieiiiiiiece e XIX
TN o Xo [ Tox o] 01 o I 1
1. ENFERMEDAD DE NEWCASTLE ..ottt 5
1.1 INTRODUCCION ...ttt 5
1.2 CONTEXTO HISTORICO DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE ................. 7
1.3 CLASIFICACION Y ESTRUCTURADEL VIRUS.......ccoi i, 8
1.3.1 Clasificacion taXONOMICA .........ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 8
1.3.2 Organizacion del genoma del VIFUS ..........coouiuiiiiiiiiieeeiiiiiiiiee e 8
1.3.3 ProteiNas VIrAlES .......ccovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee ettt 10
1.3.4 REPHCACION ....coeiiiiiii e e e e e e e e e e e r e 11

1.4 PATOTIPOS Y GENOTIPOS CAUSANTES DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE ..ot 13
1.5 HUESPEDES Y PRESENTACION CLINICA DE LA ENFERMEDAD ............... 14
1.6 RESPUESTA INMUNE CONTRAELVIRUS........cooiiiieeeeeeee, 16
1.6.1 Respuesta iNMUNE INNATA .........coeviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt 16
1.6.2 Respuesta inmune NUMOTaAl ............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 17
1.6.3 RespuestainmuNne Celular ... 18
1.7 INMUNIZACION ... e e e e et e e e et e e eaanas 19
1.7.1 Caracteristicas de la respuesta inmune generada por vacunas..................... 19
1.7.2 Dinamica de las inmunoglobulinas............ccociiii, 20
1.8 PROGRAMAS DE VACUNACION ......ccoiiiiiiiiiiiii 22
1.9 VACUNACION EN AVES DE TRASPATIO ..o, 24
1.9.1 Alternativas para la administracion de vacunas ............ccccccvvveveeeeeeeeeeeeeeeeenenn. 25
2] o] [ToTo = - USRS 28

2. VIABILIDAD DE DOS VIRUS LENTOGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE (CEPAS LASOTA Y VH) EN ARROZ COCIDO, ARROZ CRUDO
ACEITADO Y MAIZ COCIDO A TEMPERATURA AMBIENTE EN DIFERENTES

TIEMPOS DE PREPARACION .......coiiiiieeeeeeteeeeeee ettt an e 43
2.1 INTRODUGCCION ....ooiiiiiteiteeteeeeee ettt 43
2.2  MATERIALES Y METODOS ......coiiuiitiiieieeee ettt 45

2.2.1 Cepas vacunales empleadas..............uuuuuuuummmmmmmuiiiiiiiiiiiiiiieiiieieeeeeee e 45



XV Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

2.2.2 Seleccion de los vehiculos y tratamientos ............eevveeiiieiiiiiiiiiiieee e 46
2.2.3 Preparacién de las vacunas y su mezcla con los vehiculos........................... 48
2.2.4 Inoculacion en huevos embrionados SPF..............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenen. 49
2.2.5 Prueba de hemoaglutinacion y determinacion del titulo viral ......................... 49
2.2.6 Deteccion y cuantificacion de la carga viral en los vehiculos de estudio........ 50
2.3 RESULTADOS ... 53
2.3.1 Permeabilidad de los vehiculos de estudio.............c..eeveeeriiiiiiiiiiiiiee e 53
2.3.2 ObtenciOn del titulo Viral..............uuueueemimmiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeererree—.. 54
2.3.3 Amplificacion de genes especificos del NDV .........ccoovvviiiiiiiiiie e, 55
P S OB V7= W =T = Lo - R 56
2.3.5 Amplificacion del gen F por RT-gPCR a diferentes dosis de vacuna.............. 57
2.3.6 Cuantificacion viral absoluta por RT-qPCR a partir de vehiculos cargados con
CEPAS VH Y LAS0ta ... iiieiiii it e e e et e e aaa 58
2.3.7 Evaluacioén de la aceptabilidad de los vehiculos de estudio en aves del Centro
AQropecuUArio MAIENGO .....ccoeeiiiiieie e 59
2.4  DISCUSION DE RESULTADOS ......ccoeoiiiieiteeteeiecteete ettt sae e 60
2] ][00 | = Ui = PSSPt 68

3. COMPARACION DEL EFECTO DE DIFERENTES VIAS DE ADMINISTRACION DE
UN VIRUS DE BAJA VIRULENCIA DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE SOBRE

LA RESPUESTA INMUNE EN POLLOS ......ooiiiiiiiieiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 73
3.1 INTRODUCCION ......couiitiiieeeee ettt te et eaeetesreeneens 73
3.2  MATERIALES Y METODOS .....cciiieieieeee ettt ettt ave e 74

3.2.1 Disefio experimental del ensayo de vacunacion in-Vivo.............cccccoeeriiiunnee. 74
3.2.2 Cepa vacunal y vias de administracion empleadas .............cccccvvrvvvnnnnnnnnnnnnns 75
3.2.3 Evaluacion de titulos de anticuerpos por la prueba de Inhibicion de la

hemMagIUtINACION...... ... e 77
3.2.4 Cuantificacion absoluta de la excrecién de virus vacunal por RT-gPCR......... 77

3.2.5 Determinacion de la expresion de genes de inmunidad innata por RT-qPCR 78
3.2.6 Evaluacion de los indices de peso de érganos linfoides en respuesta a la

VACUNACION. ... 80
3.2.7 Valoracién microscopica y macroscopica de lesiones en tejidos ................... 80
T2 S B Y g T 1] S =T = o 1 o o 81
3.3 RESULTADOS ..ot e e e e e et e e e e et e e e aaes 81
3.3.1 Anticuerpos maternos y respuesta seroldgica post-vacunacion..................... 81
3.3.2 EXcrecion del VIruS VACUNAL .............uuuuuiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiinneinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnne 83
3.3.3 Expresion relativa de genes de INF-y € IL-6......cccoooeiiiiiiiiiiiiiieeeccee e, 84
3.3.4 Evaluacion de indices de peso de 6rganos linfoides ............cccccceveeeiniiiinnne. 86
3.3.5 Examen macro y micro de lesiones en tejidoS............oouuvvvieeiieeeeiiiiiiiiiiee e, 86
3.3.6 Monitoreo de reacciones poSt-vacuNales..........ccceeveeeeiiiiiiiiiiiiie e 91
3.3.7 Evaluacion de pardmetroS ZOOtECNICOS ........uuuurvrurrrriiiiirieeriennnnennannnnnnnnnnnnnnnes 92
3.4 DISCUSION DE RESULTADOS .....oiiiiieeiee oottt 94
3.5 Bibliografi@........ccooiiiiiie 101
4. Conclusiones y reComMendacCiONEeS ........cuuuuiiiiieeeeiiiiiiiiase e e e e e e e e e e e eeaee 107
o R ©o o [od 11 ] o] = S 107
A = ToTa] g 1] T F=Tod (o] 1 108

A. Anexo: Aval del COMItE de DIOBLICA ..c.uven e 111



Resumen y Abstract

XV




Contenido XVI

Lista de figuras

Figura 1.1 Organizacion del genoma del virus de la enfermedad de Newcastle................ 8
Figura 1.2 Estructura del virus de la enfermedad de Newcastle............cccccevvvvvviviiiiiinnnnnn. 9
Figura 1.3 Ciclo replicativo del virus de la enfermedad de Newcastle ............cccccceeeeen. 12
Figura 2.1 Amplificacion de los genes M y F por PCR convencional..............cccccceeeeeenn.. 55
Figura 2.2 Regresion lineal de las curvas de gPCR probadas en el estudio.................... 56
Figura 2.3 Consumo de arroz crudo aceitado y arroz y maiz cocidos por ponedoras

Lo g1 T o = 1= PP 59
Figura 3.1 Amplificacion de los genes de INF-y e IL-6 por PCR convencional ................ 85
Figura 3.2 Lesiones en conjuntiva y traguea del grupo ocular y tonsilas cecales del grupo
AQUA AE DEIDITA ... 87
Figura 3.3 Lesiones en sacos aéreos en grupos vacunados via oral .............cccceeeeeeeenn.. 87
Figura 3.4 Evaluacion comparativa del tamafio y apariencia de 6rganos linfoides entre las
AVES UE CAUA GIUPO .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eas 88
Gréfica 2.1 Consumo gramos/ave para cada ingrediente evaluado .................oceeeeeeennn. 60
Grafica 3.1 Media geométrica de titulos de anticuerpos en la prueba de IH de pollos pre y
0101 V7= (o1 U [ g - T (o ] o F PP UUPPPPRPRIN 82
Gréfica 3.2 Excrecion del virus vacunal a través de la cloaca ............occvvvvveeeiieeiiiiinnee, 83
Grafica 3.3 Niveles de expresion génica de IFN-y e IL-6 a los 2 y 4 dias post-vacunacion
....................................................................................................................................... 85

Grafica 3.4 Monitoreo de reacciones post-vacunales en las unidades experimentales
SEQUN Via de APlICACION. ......uui i e e e e e e e 91
Gréfica 3.5 Pardmetros zootécnicos evaluados durante 7 semanas de experimentacion92


file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874644
file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874645
file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874646
file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874647
file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874648
file:///D:/tesis/Tesis%20NUpegui%20080322.docx%23_Toc99874648
file:///D:/tesis/entrega%2024-11-21.docx%23_Toc88658077

Resumen y Abstract XVII




Contenido XVIII

Lista de tablas

Tabla 2.1 Primers dirigidos al gen de la matriz y de fusion............ccccoevvviiiiiii e, 51
Tabla 2.2 Titulos obtenidos por el método de Reed & Muench por cepa vacunal, vehiculo
VR U1=T 0 0] o To TV Z 111 = o o S 55
Tabla 2.3 Valores de las curvas estandar probadas para la cuantificacién absoluta de la
carga Viral POr QP CR ... . 57
Tabla 2.4 Valores de Ct y temperatura melting (Tm) de diferentes dosis de vacuna
cargadas €N MATZ COCIHO. ....uiiiiiiiiiiiitiie e ettt e e et e e e e e e s st e e e e e e e e e e ananbeeees 58
Tabla 2.5 Comparacién del numero de copias detectadas por qPCR de cada cepa entre
[as preparacionNes EVAIUAAAS. .........c.eciiiiiiiiiee e e e e et e e e e e e e e et eeeaaeeaannes 58
Tabla 3.1 Primers dirigidos a la amplificacion de genes de inmunidad innata ................. 79

Tabla 3.2 Proporcién de aves con evidencia de excrecion viral a través de la cloaca.....84
Tabla 3.3. indices de peso de bursa, timo y bazo a los 2, 4 y 21 dias post-vacunacion ..86
Tabla 3.4 Grados de lesiones microscépicas en aparato digestivo ...........ccccceeeeeiiiinnnnee. 89
Tabla 3.5 Grados de lesiones microscépicas en aparato respiratorio..............cccceevvvvvnnnnn. 89
Tabla 3.6 Grados de lesiones microscopicas en sistema linfoide................cccceeeeeeeee. 90



Contenido XIX

Lista de simbolos y abreviaturas

Abreviaturas

Abreviatura Término

NDV Virus de la enfermedad de
Newcastle

IH Inhibicién de la hemaglutinacion

HA Hemoaglutinacion

IgA Inmunoglobulina A

lgY Inmunoglobulina Y

IgM Inmunoglobulina M

RT-gPCR ECR transcriptasa reversa en
tiempo real

MPM Marcador de peso molecular

pb Pares de bases

rpm Revoluciones por minuto

Primer F Primer Forward (hacia Adelante)

Primer R Primer Reverse (reverso)

IL-6 Interleucina 6

INF Interferon

EID Dosis infectiva embrién

Ct Cycle threshold (umbral de ciclo)
Temperature melting (temperatura

Tm -
de fusion

g gramos

GMT Promedio geométrico

dpv Dias post-vacunacion

AL Agregados linfoides

GALT Tejido linfoide asociado a intestino

ND Newcastle disease (enfermedad de

Newcastle)






Introduccioén

La enfermedad de Newcastle es una de las enfermedades virales mas importantes para la
industria avicola alrededor del mundo, presenta una amplia distribucion en paises donde
la enfermedad se mantiene endémica causando graves pérdidas econdémicas y genera
vulnerabilidad econdmica en aquellos paises que pretenden exportar sus productos. En el
caso colombiano, la industria avicola es bastante dinamica y evoluciona constantemente
a través del tiempo, por lo que el acceso a mercados internacionales le exige al pais
mantener fuertes medidas para el control de esta enfermedad (ICA, 2009).

Los problemas sanitarios asociados a esta entidad ocurren debido a infecciones por cepas
virulentas del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), que pertenece al orden
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género Orthoavulavirus, el cual posee un
indice de patogenicidad intra-cerebral de 0.7 - 2.0 o un sitio de activacion de la proteina
de fusién con multiples aminoéacidos basicos y fenilalanina en la posicion 117 (OIE, 2018).
Debido a que todos los virus pertenecen a un mismo serotipo, la vacunacion a través de
cepas lentogénicas como LaSota han sido eficientes para el control de la enfermedad en
paises endémicos; sin embargo, es frecuente que en poblaciones vacunadas se presenten
brotes que conducen a elevada mortalidad y disminuciones drasticas en la produccion
(Cornax et al., 2012).

Es posible que una de las causas asociadas a la presentacion de brotes de la enfermedad
sea la presencia de individuos que no tienen inmunidad, un aspecto que es bastante
frecuente en predios avicolas de economia familiar. La presencia de aves de traspatio en
areas de produccion avicola, el comercio y el movimiento indiscriminado de aves de
combate son aspectos de alto riesgo sanitario para la presentacion de focos de la
enfermedad debido a la ausencia de planes de vacunacién en estos individuos, que por su
condicion de alta susceptibilidad a infectarse podrian ser diseminadoras potenciales en las

poblaciones de aves industriales o de traspatio que entren en contacto directo o indirecto
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con ellas (Khatun et al., 2018). La prevalencia del virus en aves de patio en paises en
desarrollo donde la avicultura es principalmente de economia a pequefia escala ha
demostrado seroconversion en estos animales (Bell et al., 1990; Bell y Mouloudi, 1988),
por lo que es posible encontrar individuos bajo diferentes estadios de infeccion.

En Colombia la avicultura de traspatio o “familiar” es una fuente importante de sustento en
familias campesinas como una estrategia de alivio a las crisis o como diversificacién de los
medios de vida. En algunas regiones como Boyacd, Antioquia, Cundinamarca y Santander
se ha encontrado que estos sistemas generan recursos alimenticios de manera versatil, de
alto valor nutritivo y sin mayores gastos debido a que su manejo es sencillo, permitiendo
la obtencién de los productos a bajo costo, lo cual sirve para el auto-sustento o el acceso

a mercado veredal (Alain, 2010).

Estos sistemas pueden incluir varios tipos de aves de corral, predominando gallinas y
pollos, con un niumero aproximado de 50 aves por predio (Calderon y Mora, 2010). Estas
caracteristicas junto a la ausencia de insumos para mantenimiento de la cadena de frio,
diferente grado de confinamiento de las aves y la heterogeneidad de las edades en los
lotes hace dificil la aplicacion de vacunas de forma convencional, o que convierte a estas

unidades productivas en sitios criticos de diseminacién del NDV en el territorio nacional.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la respuesta inmune generada por la
administracién de una vacuna atenuada contra el NDV a través del alimento en aves
obtenidas de una incubadora comercial, determinando la capacidad de ingredientes como
arroz y el maiz para ser el vehiculo del virus vacunal y la estimulacién de la respuesta

innata y adaptativa.

Para el desarrollo del trabajo se tomaron muestras de arroz y maiz sometidos a diferentes
preparaciones previamente mezclados con una vacuna viva de NDV, a partir de los cuales
se determind el titulo viral por inoculacion de la mezcla en huevos embrionados y la
presencia del virus vacunal por RT-qPCR. Adicionalmente se determiné la presencia de
anticuerpos producto de la inmunizacion contra el NDV en aves vacunadas por via oral en
el alimento y se compararon con los titulos obtenidos a través de la técnica de inhibicién
de la hemaglutinacién en aves vacunadas por las vias convencionales. Por ultimo, se midié

el nivel de excrecién viral a partir de hisopos cloacales y el desarrollo de la respuesta
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inmune innata a través de la cuantificacion relativa de la expresion de IFN-y e IL-6 por RT-
gPCR en muestras de bazo.

Los resultados de este estudio contribuyen a la implementacién de un método alternativo
para la administracion de una vacuna viva del NDV en aves de corral, con el fin de superar
las dificultades que tiene la aplicacién de vacunas de manera convencional en los sistemas
de traspatio, ampliar la cobertura vacunal en estas unidades productivas y reducir la

aparicion de brotes de NDV en la poblacién avicola.






1.ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

1.1 INTRODUCCION

ElI NDV es uno de los virus que provoca pérdidas econdmicas en la avicultura colombiana
desde su aparicién en los afios cincuenta. Dichas pérdidas estan representadas entre
otras, por incrementos subitos de la mortalidad que puede llegar a un 100%, exacerbacién
de enfermedades bacterianas y disminucién del rendimiento zootécnico que resulta en
efectos negativos en la produccién y la calidad del huevo (Mossos et al., 2004). Esta
enfermedad es de reporte obligatorio ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) y por lo tanto de forma paralela en el pais existe su respectivo programa de control
y erradicacién (ICA, 2009).

La gran similitud en la presentacion clinica del NDV con otras enfermedades respiratorias
hace que en la mayoria de los casos a nivel de campo no se pueda precisar el agente
causal, principalmente durante la fase respiratoria que puede complicarse con agentes
secundarios que agravan el cuadro y provocan la muerte de los individuos (Alexander,
2000). Lo anterior hace que se incurra en posibles errores de diagnéstico, lo cual muy
posiblemente pueda ser una de las principales causas del endemismo que tiene el virus

en Colombia.

Bajo las condiciones del pais, se debe tener en cuenta que la presentacion de focos es
generalmente un resultado multifactorial. Por ejemplo, fallas en los procesos de
vacunaciéon que dejan aves susceptibles que facilitan la circulacion del virus entre
individuos con diferentes niveles de inmunidad (Dortmans et al., 2012), lo cual hace que,
a pesar de la implementacién de vacunaciones extensivas, aun se produzcan pérdidas

economicas por la enfermedad.
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El inadecuado manejo de las aves en las granjas como las altas densidades o la mala
calidad del ambiente facilita la cadena de transmision. También debido a fallas de
bioseguridad asociadas al reducido control de movimiento de personas, la presencia de
insectos, higiene deficiente y a la interaccion entre los sistemas de traspatio con los

industriales que complica el panorama epidemiologico (Choi et al., 2014).

De las 201.600.918 aves censadas en Colombia el 95,4% son aves de predios tecnificados
y el restante 4,6% son aves de traspatio (ICA, 2020). Sin embargo, si se evalla la
proporcion en términos de predios ésta se invierte totalmente, donde el 98,7% (463.113)
corresponde a aves de traspatio y 1,3% (6.027) a granjas industriales (ICA, 2020). Esto
refleja que la abundancia de predios aviares de economia a pequefia escala se ve
enmascarada por su amplia dispersion en pequefias unidades en todo el territorio nacional.
Esta situacion es relevante, debido a que es muy probable que la presentacion
impredecible y esporadica de brotes del NDV pueda deberse a que las aves rurales pueden
servir como reservorios del virus ya que muchos de los casos reportados involucran a estos
sistemas productivos. Por ejemplo, para el afio 2014 se presentaron 51 casos en el
departamento de Santander relacionado con la cercania a predios de traspatio (FENAVI,
2018). Finalizando el afio 2017 y a inicios del 2018 surgié una inusual presentacion de
focos de ND en Cundinamarca asociados de igual manera a la cercania con estos predios.
Asi mismo, en 2018 la emergencia sanitaria se presentd en los departamentos de
Cundinamarca, Huila, Boyacd, Bolivar, Meta, Casanare y Tolima en los cuales se
presentaron un total de 39 focos de la enfermedad, que se reportaron tanto en predios de
traspatio como de aves de combate (FENAVI, 2018).

Es probable que la principal causa de estos brotes sea la ausencia de condiciones
sanitarias adecuadas en estos predios (Calderén y Mora, 2010) por ejemplo, la ausencia
de planes de vacunacién estrictos; hecho que también se ha reportado en otros paises
(Abdi et al., 2016; Mebrahtu et al., 2018; Wegdan, Mahasin, & Khalafalla, 2015; Asfaw et
al., 2014).
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1.2 CONTEXTO HISTORICO DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE

La enfermedad fue reportada por primera vez en Java (Indonesia) en 1926 y al poco tiempo
en Newcastle-Upon Tyne (Inglaterra) en 1927 de donde obtuvo su nombre (Lancaster,
1976). La entidad fue descubierta durante el inicio de la expansion de la avicultura a
comienzos del siglo XX y desde 1940 el virus prevalecié en el hemisferio occidental.
Posteriormente en 1970 un brote reportado en Estados Unidos fue atribuido a un virus de
NDV que fue denominado como velogénico viscerotrépico debido a las lesiones
hemorragicas caracteristicas en intestino (Alexander y Allan, 1974). En Honduras, y
Nicaragua se reportan virus del genotipo V, el cual es el predominante de América del
Norte y América Central con reportes tanto en aves comerciales como silvestres (Susta et
al., 2014). La manifestaciéon grave de la enfermedad caus6 confusion con la influenza aviar;
sin embargo el nuevo virus también podia manifestarse de forma leve, lo cual dié origen
a las primeras ideas en la generacién de vacunas vivas con base en cepas poco virulentas
(Alexander, Aldous, y Fuller, 2012).

Hacia la década de 1970 los estudios realizados para la caracterizacion de la entidad
lograron brindar informacion acerca de las proteinas antigénicas del virus, las
caracteristicas bioquimicas de sus aminoacidos y sus interacciones, dando un primer
panorama a cerca de las capacidades infectivas de los diferentes aislados (Scheid y
Choppin, 1973). Hacia la década de 1980 y 1990 se hicieron importantes avances en la
investigacion diagndstica, como fue el desarrollo de técnicas de biologia molecular
principalmente para la secuenciacion del genomay la estimacion de su tamafio (Alexander
et al.,, 2012) y pruebas moleculares robustas para la deteccion y diferenciacion de
aislamientos de NDV (Wise et al., 2004).

Los brotes reportados alrededor del mundo como Vietnam, Indonesia, Malasia y Camboya
(Choi et al., 2014), Minnesota, Massachusetts, Maine, New Hampshire y Maryland (Miller
et al., 2012) y California (Dimitrov et al., 2019a).han establecido dos nichos
epidemioldgicos tipicos: las aves migratorias y las aves de traspatio, de los cuales se ha
logrado hacer aislamientos de virus velogénicos en aves muertas lo que demuestra que

este virus puede adaptarse a las aves de corral infectando rapidamente aves jovenes y
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adultas, causando lesiones tipicas y excretando virus en grandes cantidades, razon por la
cual a nivel mundial la vacunacién es la mejor manera de controlar la presentacion de la

enfermedad.

1.3 CLASIFICACION Y ESTRUCTURA DEL VIRUS

1.3.1 Clasificacion taxondmica

El Orthoavulavirus aviar tipo | también conocido como el Paramyxovirus aviar tipo |
pertenece a la familia Paramyxoviridae del orden Mononegavirales. El comité Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV) lo agrupa dentro de la subfamilia Avulavirinae género
Orthoavulavirus (ICTV, 2019). Segun su patogenicidad se clasifican en velogénicos
(viscerotrépicos y neurotrépicos), lentogénicos y mesogénicos, los cuales se refieren al
tiempo medio de muerte embrionaria en huevos generado por cada patotipo viral
(Alexander y Allan, 1974). Cada patotipo presenta variacion en los signos clinicos que

produce y sitio de tropismo (Aldous y Alexander, 2001).
1.3.2 Organizacién del genoma del virus

EI NDV posee un genoma RNA de cadena sencilla de polaridad negativa, no segmentado
gue puede presentar variabilidad en su tamafio, ya sea 15186, 15192 o 15198 nucle6tidos
de longitud (Czeglédi et al., 2006). EI genoma codifica seis proteinas estructurales que
incluyen nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), proteina de fusion
(F), hemaglutinina-neuraminidasa (HN) y RNA polimerasa (L) (Nagai et al., 1989) (Figura
1.1).

Figura 1.1 Organizacion del genoma del virus de la enfermedad de Newcastle

{-) strand RNA genome

y— N H HHM H F H BN H E —>

P
leader Vv ]] Trailer

RNA editing



Capitulo 1 9

F: gen de fusion, HN: gen de la hemaglutinina-neuraminidasa, L: gen de la proteina larga, N: gen de la
nucleocapside, P: gen de la fosfoproteina, M: gen de matriz Fuente: ViralZone. Paramyxoviridae.

https://viralzone.expasy.org/556?outline=all_by_species

Tipicamente el genoma se organiza de la siguiente manera: una cadena lider promotora
de 55 nucleétidos en su extremo 3" y una cadena de 114 nucleétidos en el extremo 5 que
flanquean los seis genes en el orden 3'-N-M-P-F-HN-L-5", separados el uno del otro por
secuencias intergénicas y su transcripcion es dirigida por la presencia de sefales de inicio
y terminacion (Kolakofsky et al., 2005). Una caracteristica importante del genoma es que
se entrelaza con un polimero de nucleoproteina a lo largo de toda la plantilla formando una
nucleocapside de simetria helicoidal (Kolakofsky et al., 2011). Adicionalmente puede
codificar dos proteinas no estructurales (V y W) producto de edicién del RNA a partir del

segmento que codifica para la fosfoproteina.

El virus presenta una forma esférica con tendencia hacia el pleomorfismo, rodeado por una
membrana lipidica que obtiene a partir de las membranas de las células que infecta (Nagai
et al., 1989). En su superficie presenta dos moléculas (glicoproteinas) que se ubican a
manera de proyecciones interactuando quimicamente entre ellas (Jardetzky y Lamb, 2014)
(Figura 1.2).

Al interior de la membrana lipidica el genoma viral esta rodeado por las proteinas NP que
junto con la polimerasa viral y la P forman el complejo ribonucleoproteina (RNP), el cual
es responsable tanto de formar la capside como de la transcripcion y replicacion del

genoma.

Figura 1.2 Estructura del virus de la enfermedad de Newcastle
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F: proteina de fusion, HN: hemaglutinina-neuraminidasa, L: proteina larga, N: nucleocapside, P:

fosfoproteina, M: proteina de matriz, sSRNA: RNA de cadena sencilla. Fuente: Ganar et al., 2014.

1.3.3 Proteinas virales

El gen NP se transcribe abundantemente en el ciclo viral y cubre la totalidad del genoma
como medio de proteccidén contra la degradacion intracelular (Dortmans et al., 2010). Su
organizacion le confiere al péptido una simetria helicoidal, que al microscopio electrénico

se asemeja a una espina de pescado (Errington y Emmerson, 1997).

Consiste en una proteina altamente fosforilada de 395 aminoacidos que participa en los
procesos de replicacion y transcripcion del genoma. Forma un complejo con la proteina L
ejerciendo la funcion de cofactor de la enzima durante el proceso de sintesis de hebras
negativas a partir del anti-genoma de polaridad positiva (Dortmans et al., 2010).

La unién entre la membrana y el complejo RNP est4 mediado por la proteina de matriz. El
gen M no presenta alta variabilidad debida a mutaciones, por lo tanto, esta ampliamente
conservado entre los Paramyxovirus. Esto ha dado pautas en la interpretacion de las
pruebas moleculares para la deteccion del NDV, ya que detectar por RT-PCR el gen de la
matriz comprueba la presencia del virus en las muestras procesadas (Wise et al., 2004),

sin embargo, no se determina si es de alta o baja virulencia.

El péptido F es sintetizado como un precursor (FO) que posteriormente es dividido por
proteasas de la célula huésped en dos subunidades. Ambas interactlian con la membrana

de la célula iniciando asi el proceso de fusién (Jardetzky y Lamb, 2014).

El proceso de clivaje de la proteina F ocurre como primer paso durante el proceso de
infeccion al dividirse en sus dos formas activadas (F1 y F2). La especificidad del punto de
escision es determinada por la secuencia de aminoacidos presente, la cual varia entre

cepas y da un panorama de su virulencia (Toyoda et al., 1987).
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La HN participa con la proteina de fusion en el proceso de union a la membrana celular
(Gravel y Morrison, 2003). La actividad de la neuraminidasa previene la re-uniéon de la
progenie de virus a las células a medida que brotan de una célula infectada al ambiente
extracelular (Bossart et al., 2013).

El gen “L” es el mas grande y el Ultimo en transcribirse. La proteina que genera a partir de
su transcripcién y traduccién se une a P formando el complejo de la RNA polimerasa viral,
cuya funcién es la replicacion del genoma, la sintesis de RNA mensajero y la adicion tanto
del extremo poliadenilado como de la caperuza en la misma molécula (Dortmans et al.,
2010). La polimerasa reconoce el complejo RNP durante la replicacién y produce nuevas

copias al usar éste como templete.

La proteina “V” es una proteina no estructural producto de edicién del RNA viral debido a
la insercion de una Guanina en el marco de lectura abierto (ORF) del gen de la proteina
“P” durante el proceso de replicacién. Esta proteina modula el proceso de replicacion junto
con el gen N y es considerado como un factor de virulencia importante ya que participa en
el proceso de evasion del sistema inmune al inhibir la respuesta pro-apoptotica de la célula
anfitriona. (Park et al., 2003). Asi mismo, el péptido inhibe las vias de sefializacion
intracelular para la produccion de interferon a través de procesos de degradacion

proteosomal (Yingjie Sun et al., 2019).

1.3.4 Replicacion

Luego de ingresar al organismo el virus se replica en el citoplasma de células del epitelio
respiratorio, en donde el RNA de sentido negativo se transcribe desde el extremo 3’
generando RNA mensajeros individuales para cada gen a medida que la polimerasa se
desplaza a lo largo del genoma, dirigido por secuencias de sefales de inicio y terminacién
durante el proceso de transcripcion (Fearns y Collins, 1999). Posteriormente los RNA
mensajeros subgenodmicos son traducidos a proteinas por ribosomas asociados al reticulo
endopldsmico. Una vez se ha alcanzado un umbral en la produccion de proteina de la
nucleocapside el RNA de sentido negativo es convertido a un intermediario replicativo de
polaridad positiva que funciona como molde para la sintesis de nuevas copias de RNA

negativas (Noton y Fearns, 2015) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Ciclo replicativo del virus de la enfermedad de Newcastle
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Fuente: Najjar et al., 2014.

En el NDV cada subunidad de la proteina “N” se une de forma precisa a 6 nucledtidos
cubriendo la longitud total de la plantilla. Esta caracteristica influye de manera importante
en la replicacion del virus, ya que ésta es mas eficiente cuando la proteina “N” se une a 6
nucledtidos en la secuencia promotora del extremo 3" (Peeters et al., 2000). Asi mismo, al
final del proceso cuando las particulas virales se ensamblan la nucleoproteina se debe unir

a una secuencia de 6 nucleétidos (Calain y Roux, 1993).

La unién de las nuevas cadenas sintetizadas con el complejo ribonucleoproteina da inicio
al proceso de ensamblaje de las particulas virales (Horikami et al., 1996). La proteina M y
las glicoproteinas de superficie se ensamblan posteriormente a este complejo y los nuevos

virus son liberados de la célula anfitriona.
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1.4 PATOTIPOS Y GENOTIPOS CAUSANTES DE LA
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Los diferentes aislados del NDV se han clasificado en patotipos debido a la diversidad de
formas de presentacion de la enfermedad. Dicha clasificacion se ha hecho por medio de
pruebas biolégicas in-vivo, destacando el uso del indice de patogenicidad intracerebral
(IPIC) y el tiempo medio de muerte embrionaria (MTD) (OIE, 2018).

Los virus lentogénicos generan cuadros respiratorios leves en aves jovenes
principalmente, mientras que las cepas velogénicas, a su vez divididas en neurotropicas y
viscerotropicas, son responsables de cuadros de curso agudo y letal. Las cepas
mesogénicas producen sintomatologia respiratoria, disminuyen la producciéon de huevo y
la mantienen asi por varias semanas. (Aldous y Alexander, 2001; Alexander, 2000). Los
aislados del NDV también pueden ser clasificados por su patogenicidad por medio de la
determinacion de las secuencias de nucledtidos que predicen las caracteristicas
estructurales que inducen el proceso de fusién o las secuencias del sitio de clivaje, dada

la importancia del gen F en la virulencia (Millar et al., 1988; Toyoda et al., 1987).

Genéticamente, las cepas del NDV estan divididas en dos clases: virus de clase | y de
clase 1l (Diel et al.,, 2012). Se ha encontrado que los virus de la clase | circulan
principalmente en aves silvestres y en su mayoria se han identificado como virus de baja
virulencia para las aves domésticas, mientras que los virus de la clase Il son mucho més
diversos, con al menos XXI genotipos ampliamente distribuidos incluyendo tanto cepas de
baja como de alta virulencia que son los principales responsables de la presentacion de la
enfermedad (Afonso, 2016; Diel, et al., 2012; Dimitrov et al., 2019).

La alta similitud de NDV del genotipo V aislados de diferentes especies de aves resalta la
importancia de realizar vigilancia epidemiolégica en estas especies, asi como de mantener
adecuadas medidas de bioseguridad y de vacunacién para evitar la introduccion de estos
virus en los lotes comerciales (Diel, Miller, et al., 2012). Los genotipos VI, XVI, XVIl y XVIII
endémicos en Africa oriental y central son los principales responsables de pérdidas
economicas en esta zona del continente. La caracterizacion de virus del genotipo VI

aislados de aves asintomaticas principalmente palomas en mercados de aves vivas
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sugiere que normalmente hay circulacién de este agente en estos individuos produciendo
enfermedad de forma ocasional, no obstante, los brotes en pollos donde se ha implicado
a este genotipo han sido fruto del contacto con estas aves (Snoeck et al., 2013). De forma
similar, la aparicion de aves de traspatio con signos clinicos durante reportes de mortalidad
por el genotipo XVIII en aves comerciales supone la transmisién directa o indirecta entre
estas poblaciones (Snoeck et al., 2013), por lo que la intensificacion de la vacunacion en

aves rurales ha sido alta en el continente africano.

En Suramérica se ha descrito la circulacién de los genotipos VII y Xll. El primero ha
causado brotes de la enfermedad en Venezuela produciendo signos clinicos y alta
mortalidad en lotes de pollonas (Perozo et al., 2012), mientras que el segundo ha sido
responsable de brotes en Peru, donde analisis filogenéticos han mostrado que estos virus
tienen una alta identidad genética con virus aislados de mercados de aves vivas en China
(Diel et al., 2012). Asi mismo, virus del genotipo Xl han sido asilados de brotes en
Colombia sugiriendo que pudo haber diseminacién por la frontera con Per( (Berhane et
al., 2017).

Los genotipos que circulan en Colombia han demostrado ser genéticamente diversos al
ser caracterizados por andlisis filogenéticos de secuencias completas del gen F, sin
embargo, todos se han incluido dentro de la clase Il. Los virus aislados han correspondido
a los genotipos VII (subgenotipo VIid), II, XIl y | (subgenotipo la), demostrando la
circulaciéon de cepas virulentas y avirulentas en el pais, estas ultimas probablemente son
de origen vacunal. Varios brotes de gran magnitud asociados al genotipo VIl se han
relacionado con infecciones producidas por este virus en aves de traspatio y de combate
(Berhane et al., 2017).

1.5 HUESPEDES Y PRESENTACION CLINICA DE LA
ENFERMEDAD

El NDV puede afectar aves domésticas tales como pavos, codornices, gansos, gallinas y
pollos, asi como también un amplio rango de aves silvestres (Alexander, 1986). Se ha
reportado la aparicién de algunos genotipos que incluyen virus tanto de alta como de baja

patogenicidad en aves de habitos acuaticos (Allison, Gottdenker, y Stallknecht, 2005), aves
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ornamentales pertenecientes al orden de las psitacidas (Brown y Bevins, 2017) y palomas
(Qiu et al., 2017), siendo importante para estas ultimas el genotipo VI que es capaz de
transmitirse a las aves de corral y se excreta activamente sin mostrar signos clinicos en

los animales infectados (Li et al., 2020).

La transmision del NDV ocurre entre aves y granjas de manera horizontal principalmente
por inhalacion o ingestion de particulas virales que entran en contacto con mucosas del
tracto respiratorio o0 la conjuntiva debido al contacto directo con aves infectadas a través
de secreciones, heces o contacto indirecto con objetos inanimados, incluso se puede
diseminar la enfermedad a grandes distancias por el movimiento no controlado de estos

elementos contaminados (Kinde et al., 2004).

La transmision vertical no se ha probado, sin embargo, se ha encontrado que los pollitos
al nacer pueden infectarse al tener contacto con la cascara del huevo ya que el virus puede
permanecer en ella (Roy y Venugopalan, 2005). Por fuera del huésped el virus es estable
y puede ser capaz de sobrevivir en el entorno durante mas de 16 dias en gran variedad de
materiales que pueden encontrarse en los ambientes donde viven las aves (Kinde et al.,
2004).

La presentacion de la enfermedad en las aves de corral puede variar segun el tipo de ave,
aunque la aparicion de los signos clasicos dependera de la cepa, la edad y el estado
inmune del animal (Brown y Bevins, 2017). El periodo de incubacion suele ser de 2 a 15
dias después de la exposicion (Li et al., 2020). En el pollo la enfermedad se manifiesta con
un cuadro respiratorio severo caracterizado por signos como disnea, secrecién nasal,
inflamacién de la cabeza y estornudos que cursan con disminucion en la ganancia de peso
y alta mortalidad (Swayne, 2013). En gallinas es tipico encontrar una disminucion abrupta
en la produccion de huevo con alta mortalidad, signos respiratorios y pérdida de la calidad
del huevo asociada a deformacion y despigmentacion de la cascara (Rao et al., 2002);
hallazgo que es bastante evidente en aves de huevo color marrén. No obstante, si el
causante de la infeccidn es una cepa de baja patogenicidad generalmente no se observan
signos clinicos en animales adultos, a menos que haya presencia de agentes secundarios

0 inmunosupresores que exacerben la manifestacion clinica (Kapczynski et al., 2013).
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Los signos clinicos mencionados pueden acompafiarse de sintomatologia nerviosa
especialmente en aves con baja inmunidad que a menudo desarrollan una infeccién
cronica, y suelen incluir temblores, ataxia, torticolis, paresia, paralisis de las alas o patas,
gue se desarrollan aproximadamente a los 5 dias después de la infeccién cuando la cepa

implicada es de alta virulencia (Swayne, 2013).

Las aves que se infectan con virus velogénicos como el genotipo VIl o genotipo VI son
capaces de excretar particulas virales hasta por un periodo de 2 semanas (aves de corral)
con un pico de excrecién entre los 2 a 4 dias post-infeccion (Li et al., 2020) y en aves

ornamentales como loros y guacamayos hasta 1 afio después (Brown y Bevins, 2017).

1.6 RESPUESTA INMUNE CONTRA EL VIRUS

1.6.1 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune mas primitiva de las aves esta disefiada para ser la primera linea de
defensa al tratar de inhibir la replicacién del NDV, reconociendo patrones moleculares
generales de este patdgeno para el desarrollo posterior de la respuesta especifica, la cual

se logra a través del sistema inmune adaptativo (Rue et al., 2011).

Inicialmente este patdgeno es reconocido por proteinas presentes en el organismo del ave
(TLR por sus siglas en inglés Tool like receptors) que funcionan como “centinelas”,
produciendo una rapida sefializacién intracelular y activacion de factores como citoquinas
proinflamatorias e interferones. Por ejemplo, el NDV estimula la transcripcién de genes en
leucocitos esplénicos que se traducen para producir IFNa, IFNB IFN-y e interleuquinas IL-
1, 1B, IL-18, IL-6, IL-8 a las pocas horas del inicio de la infeccién seguido de la produccién
de quimioquinas como K203, ah221, CXCL13/BCA-1,CCL21 y MIP3 a que funcionan para
configurar la respuesta celular por medio del reclutamiento de leucocitos efectores como
los heterdfilos (Rue et al., 2011). Asi mismo la expresion de beta-defensinas aviares en
organos como el pulmodn, proventriculo, tonsilas cecales, glandula de Harder, rifion y

cerebro se puede evidenciar a las 48 horas post-infeccioén (Zhang et al., 2019).
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La inmunidad innata se desarrolla entre las 24-48 horas post-infeccion en respuesta a la
acelerada replicacion del NDV y su intensidad esta asociada al nivel de carga viral en el
tejido, que a su vez dependera de la cepa implicada. Tal es el caso de cepas de alta
patogenicidad como el genotipo VII que han mostrado ser capaces de producir dafio en
organos linfoides en pollos, donde la intensidad de la accion de citoquinas amplifica los
efectos inflamatorios, lo cual es responsable de los efectos patolégicos en el ave (Zhang
et al., 2019).

Por lo tanto, la produccién de citoquinas caracteriza estrictamente la patogénesis temprana
del virus, el aumento exponencial de estas sustancias asociado con la replicacién viral en
tejidos con abundantes células linfoides como parpados, bazo o tonsilas cecales provoca
una marcada deplecidn linfocitica a los tres primeros dias post-infeccidn; que junto con la
produccién excesiva de oOxido nitrico (NO) por heterdfilos y macréfagos generan una
respuesta potencialmente destructiva del tejido (Zhang et al.,, 2019); no obstante, la
presencia de inmunidad local (IgA) generada por cepas vacunales de baja patogenicidad
como LaSota previene suficientemente la induccion de esta tormenta de citoquinas cuando

los titulos vacunales van desde 10*EID 50 (Cornax et al., 2012).

1.6.2 Respuesta inmune humoral

El rol de los anticuerpos generados por las aves es un factor clave en la proteccion contra
la infeccion y futura exposicion al NDV. Estas moléculas comienzan a aparecer tan pronto
como a los 4-6 dias post-infeccion o post-vacunacién (Al-Garib et al., 2003). La presencia
de células plasmaticas productoras de las diferentes inmunoglobulinas en 6érganos
linfoides secundarios como la glandula de Harder, el bazo y el tejido linfoide asociado a

mucosas (MALT) siguen un patrén de distribucion y movilizacion.

Se ha observado que desde el dia de edad la tonsila cecal desempefia un papel importante
en la inmunidad de las aves debido a que alli se encuentran en mayor proporcion células
productoras de IgY, IgM e IgA y conforme avanza la edad de los animales comienzan a
infiltrar mas la glandula de Harder, en donde por medio de ensayos de inmunohistoquimica
se ha detectado su presencia en el espacio intersticial de la glandula, el lumen de los

I6bulos, espacio interacinar y la parte apical acinar. Este hecho puede deberse a una atrofia
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funcional de la tonsila cecal a medida que el ave crece, se enfrenta a su medio ambiente

y recibe vacunas contra el NDV (Nasrin et al., 2013).

La inmunidad local representada por la IgA también brinda proteccién cuando el ingreso
del virus se da a través de las mucosas respiratoria, digestiva, o la conjuntiva, siendo
activamente transportada a través de células epiteliales por un componente secretorio (Al-
Garib et al., 2003); su frecuencia y distribucion en aves de un dia de edad es mayor,
seguido de IgM e IgY (Nasrin et al., 2013).

Los anticuerpos dirigidos contra las HN impiden la unién del virus con su receptor, mientras
gue los gque son dirigidos contra la proteina de fusién evitan que la membrana viral se una
con la membrana de la célula; evento que ocurre inclusive en individuos con un nivel bajo

de inmunoglobulinas (Kapczynski et al., 2013).

La inmunidad pasiva se da a traveés de la transferencia de anticuerpos en la fase
embrionaria con una vida media (tasa de decadencia) de aproximadamente 3-4 dias
(Vrdoljak et al., 2017). Estas inmunoglobulinas son: IgY que se depositan en la yema de
huevo e IgA que se deposita en la albumina, la cual sera consumida por el embrién
generando proteccién de las mucosas que puede persistir hasta los 21 dias de vida del

pollito en la conjuntiva, traquea y pulmones (Nasrin et al., 2013).

1.6.3 Respuesta inmune celular

La proteccion mediada por células aparece de forma rapida ante la infeccién por un virus
de campo o la aplicacién de vacunas vivas, inactivadas o cepas vacunales que bajo
condiciones de laboratorio se les hayan retirado componentes estructurales (virus
modificados). Esta respuesta participa aun en presencia de bajos niveles de anticuerpos
circulantes (titulos de 2 hasta 32) o incluso en ausencia de éstos, por lo que es un

componente importante de la respuesta inmune contra el NDV (Reynolds y Maraqa, 2000).

La inmunidad celular protege a las aves induciendo actividad citotoxica, presentando

células infectadas en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad y produciendo
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citoquinas (Rohollahzadeh et al., 2018). Se ha mostrado que los animales generan una
respuesta celular sin diferencias significativas y una respuesta de anticuerpos incluso hacia
el virus vacunal sometido a alteracion en su estructura en laboratorio, dirigidos a la
nucleoproteina o a la fosfoproteina, resaltando la importancia de la conformacion de los
epitopos para inducir una respuesta, sin embargo, las aves que desarrollan inmunidad
celular pero que no producen anticuerpos son susceptibles al desafio por el NDV y por lo

tanto desarrollan signos clinicos de la enfermedad (Reynolds y Maraqga, 2000).

Las subpoblaciones linfocitarias CD4 y CD8 son los principales componentes de la
respuesta inmune celular contribuyendo a la depuracién de células infectadas con el NDV.
Esta respuesta puede detectarse a los 2-3 dias post-infeccion asi como al poco tiempo
luego de un proceso de inmunizacion, sin embargo, pueden encontrarse algunas
diferencias segun el tipo de vacunas, por ejemplo, el tiempo de inicio de repuesta es mas
rapido y fuerte con virus activo, estimulando la proliferacién de esplenocitos junto a una
marcada produccion de IFN-y. Por su parte, las vacunas inactivadas toman mas tiempo en

generar este efecto inmunoldgico (Lambrecht et al., 2004).

Asi mismo, al emplear virus activo como LaSota al dia 1 con revacunacion al dia 21 se ha
obtenido proliferacion de linfocitos T en circulacion y en esplenocitos detectado a través de
citometria de flujo a partir del dia 7 post-vacunacion, con mayor proporcion de linfocitos

CD3y CD8 en el bazo a los 24 dias después de haber vacunado (Martinez et al., 2018).

1.7 INMUNIZACION

1.7.1 Caracteristicas de la respuesta inmune generada por
vacunas

La vacunacion se lleva a cabo normalmente mediante el uso de cepas avirulentas que

protegen a las aves susceptibles al producir anticuerpos a nivel local, sistémico o ambos.

La aplicacion de virus de baja patogenicidad induce inmunidad local y sistémica, mientras

gue la administracion intramuscular o subcutdnea de vacunas inactivadas generalmente
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induce inmunidad sistémica (Al-Garib et al., 2003). En general la aplicacion de vacunas
vivas genera un nivel de protecciéon con titulos desde Log 23 por Inhibicion de la
hemaglutinacion (Mostafijur et al., 2017), a partir del cual se puede tener proteccion en las

aves frente a un brote.

Los titulos alcanzan su pico maximo (6.5 Log2) entre los 21-28 dias con posterior caida de
sus nhiveles hacia la cuarta semana post-vacunacion si no se vacuna posteriormente (Al-
Garib et al., 2003; Dimitrov et al., 2017).

El nivel maximo de anticuerpos alcanzado por la administracion por via oral en el agua de
bebida de la cepa vacunal LaSota ha mostrado perdurar hasta por 4 semanas, momento
en el cual empiezan a descender estos niveles de forma gradual durante 7 semanas
aproximadamente (Owolodun y Ajiboye, 1975). Las aves que reciben la vacuna son
capaces de transmitir el virus vacunal a aves que no se hayan vacunado pero que hayan
estado en contacto con las que si la recibieron, sin embargo, aunque la generacion de
proteccion en animales susceptibles de esta forma es posible, la proteccion conferida no
se mantiene por largo tiempo y se pierde de manera mas rapida que en aves que son
vacunadas de manera directa (Owolodun y Ajiboye, 1975).

Las aves vacunadas que se infectan excretaran virus por secreciones respiratorias y cloaca
en un periodo de 3-9 dias post-infeccibn aun con altos niveles de anticuerpos; dicha
excrecion puede extenderse hasta al dia 21 post desafio en animales con baja inmunidad
gue hayan estado en contacto con aves vacunadas, por lo que contindan siendo
susceptibles a una reinfeccién (Fentie et al., 2014).Este hecho refleja la importancia de la

inmunidad en la mucosa del tracto respiratorio (Sedeik et al., 2019)

1.7.2 Dinamica de las inmunoglobulinas

La cinética de los anticuerpos sistémicos y locales es similar, pero la distribucién es
diferente si se compara el uso de una vacuna viva con una inactivada, incluso al comparar
su aparicion en el suero versus otros fluidos corporales en donde también pueden ser

detectados. Los anticuerpos séricos son producidos principalmente por células
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plasmaticas, mientras que aquellos que se pueden detectar en fluidos son producidos
localmente gracias a la presencia de centros germinales en sitios como el sistema digestivo

o el tracto respiratorio (Chimeno Zoth et al., 2008).

Los anticuerpos vacunales pueden ser detectados luego de 6-7 dias al emplear vacunas
vivas, los niveles de IgM se incrementan incluso desde el dia 4 post-vacunacién con pico
al dia 7, posteriormente dimsinuyen de manera abrupta Normalmente se puede detectar
esta inmunoglobulina en el suero a niveles basales usando anticuerpos monoclonales por
medio de la técnica de ELISA de captura. La IgM puede detectarse también en la bilis,

aungue sélo al dia 7 post-vacunacion (Al-Garib et al., 2003).

La activaciéon de la inmunidad local se evidencia por niveles elevados de IgA en el sistema
inmune asociado a la cabeza cuando se replica el virus vivo en la glandula de Harder. La
respuesta maxima de la IgA es detectada entre el dia 7 y 14 post-vacunacion en el suero
luego de aplicar la vacuna por via 6culo-nasal y puede persistir en bajos niveles los dias
21 a 28 (Al-Garib et al., 2003). Asi mismo, este anticuerpo es secretado en la superficie
mucosa de la traquea al emplear el método de vacunacién por aerosol; a este nivel el virus
es opsonizado cuando ingresa por via respiratoria antes de que alcance la circulaciéon

sistémica.

Pese a que la generacion de la inmunidad local es importante, la produccion de anticuerpos
circulantes (IgY) armoniza la proteccion al impedir la replicacion del NDV en 6rganos como
el oviducto, aspecto principalmente importante en aves de postura comercial o
reproductoras debido a que la presencia de anticuerpos antes de que las aves entren en
contacto con el virus de campo durante la fase productiva es crucial para reducir los efectos

sobre la produccién de huevo (Miller et al., 2013).

La IgY puede ser detectada al emplear vacunas vivas desde el dia 7 post-vacunacion en
el suero, en fluidos traqueales y en la bilis a niveles muy cercanos a los encontrados en el
suero. En general la respuesta sérica de IgM se mantiene alta a partir del dia 14 y los dias
21y 28 post-vacunacion. En bilis la IgM solo se detecta a partir del dia 14, asi como la IgY

en suero, trdquea y bilis (Al-Garib et al., 2003).
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Cuando se aplican vacunas inactivadas la aparicion de los anticuerpos suele ser mas
retardada, no obstante, el efecto persiste por mas tiempo debido al fuerte estimulo de
anticuerpos sistémicos. Por su parte, la IgA no se detecta al emplear este tipo de vacunas
(Al-Garib et al., 2003).

1.8 PROGRAMAS DE VACUNACION

La comprensién de los mecanismos de desarrollo, maduracion y accion del sistema inmune
en el ave permiten una mejor gestion de los planes vacunales en las unidades productivas.
Las aves se ven expuestas a multiples desafios infecciosos desde la incubacion, por lo
que se debe mantener buen nivel de inmunidad desde temprana edad (Martinez et al.,
2018).

La respuesta humoral es ideal para la proteccién eficiente contra el virus, por lo tanto, los
planes de vacunacion buscan una adecuada cantidad de anticuerpos circulantes que
ademas duren en el tiempo (Dimitrov et al., 2017). Al plantear un protocolo de vacunacién
en aves es importante tener pleno conocimiento del estado inmune del lote; esto es, la
ausencia de factores inmunosupresores y el nivel de inmunidad pasiva; aspectos que
impiden una respuesta vacunal adecuada. Aunque de forma general se prefiere generar
proteccion al dia de edad en los lotes es importante tener en cuenta que los niveles de
anticuerpos maternos hayan disminuido en los pollitos antes de iniciar un programa de
vacunacién, ya que pueden bloquear el virus vivo impidiendo su replicacion y la
consecuente respuesta serolégica (Mostafijur et al.,, 2017), aunque en la practica se
prefiere la vacunacion temprana para generar inmunidad en mucosa respiratoria. No
obstante, la vacunacién en presencia de anticuerpos maternos podria llegar a ser efectiva
si el nivel es lo suficientemente bajo (titulo por inhibicion de la hemaglutinacion de

aproximadamente 4.8) empleando la via 6culo-nasal (Vrdoljak et al., 2017).

La efectividad de las vacunas vivas depende en gran medida de la viabilidad del virus
vacunal previo a su aplicacién (cadena de frio), su correcta administracion y el tiempo para
gue se genere la respuesta inmune en las aves gracias a su capacidad de replicacion. Para

conferir una inmunidad prolongada con este tipo de vacunas se debe adoptar un método
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de vacunaciones progresivas con cepas cada vez menos atenuadas o complementar con
el uso de vacunas inactivadas (Fentie et al., 2014). En Colombia las vacunas registradas
incluyen virus vivos, inactivados y recombinantes y se basan en las cepas La Sota, VG/GA,
VH y B1. La vacunacion en pollo de engorde se hace a edad temprana de manera
obligatoria en la planta de incubacién por aspersion con refuerzos durante los primeros
dias de vida. Las aves de larga vida son vacunadas repetidas veces durante la cria-levante
y para prevenir la caida de la produccion de huevo es comun que se aplique una vacuna
inactivada antes del inicio de la postura. De esta forma los anticuerpos circulantes y los
producidos localmente en el oviducto pueden disminuir la replicacion del virus en el tracto

reproductivo (Rauw et al., 2017).

La aplicacién de vacunas vivas como primo-vacunacion cuando la inmunidad pasiva ha
disminuido genera una respuesta inmune robusta que luego al combinarse con vacunas
inactivadas prolonga la proteccion y a su vez reduce en gran medida la excrecion viral por
la traquea y cloaca (Kapczynski et al., 2013; Martinez et al., 2018). Asi mismo, el tropismo
de la cepa vacunal determina la efectividad, por ejemplo, las vacunas vivas convencionales
pueden ser respiratorias (ej. LaSota, B1) o enterotrpicas (ej. VG/GA), induciendo fuerte
inmunidad de mucosas al imitar la ruta de ingreso del virus de campo. Por ende, su
administracién puede realizarse por via oral en el agua de bebida, aerosol y 6culo-nasal
(Dimitrov et al., 2017; Martinez et al., 2018).

La dosis recomendada para aplicar virus vivos es de 10° dosis infectivas embrién 50,
aunque algunas investigaciones han evaluado la posibilidad de aumentar la respuesta de
anticuerpos de estas vacunas al incrementar la dosis de aplicacion, en donde puede o0 no
haber un beneficio adicional por encima de manejar el doble de la dosis recomendada

dependiendo del titulo de la vacuna (Cornax et al., 2012; Igwe et al., 2019).

Ya que todos los NDV se agrupan en un solo serotipo y poseen similitud antigénica, es
posible utilizar vacunas de genotipo heter6logo para proteger a las aves
independientemente del virus implicado, sin embargo, utilizar una vacuna de genotipo
homdlogo puede otorgar una reduccion significativa del nivel de excrecion viral al ambiente
(Miller et al., 2013). Para el caso de los genotipos Il y V vacunar con cepas homoélogas al
virus de campo significativamente reduce la excrecién comparado con el uso de vacunas

heterélogas (Miller et al., 2013). Asi mismo, esquemas similares se pueden aplicar contra
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el genotipo VIl que actualmente circula con mayor frecuencia a nivel mundial (Bu et al.,
2019), en el que se logra una mejor proteccion en términos de mortalidad y baja excrecién
viral al usar vacunas inactivadas de genotipo homélogo (Sedeik et al., 2019)

1.9 VACUNACION EN AVES DE TRASPATIO

La adopcién de un esquema de vacunacion eficiente en aves de traspatio presenta ciertas
limitantes si se compara con los sistemas de produccién industrializados. La viabilidad de
las vacunas (cadena de frio) y el tipo de manejo que reciben las aves en estos predios son
algunas de ellas. Por ejemplo, la presencia de multiples edades es un factor que impacta
directamente la dindmica de poblacién del predio debido a que no es posible vacunar cada
vez que nacen nuevos individuos, lo que implica que aquellas aves que nacen durante el
intervalo entre vacunaciones solo estaran protegidas por algunas semanas gracias a la
inmunidad pasiva (Shrestha et al., 2017). Adicionalmente, estas aves no estan confinadas,
lo que dificulta la aplicacion de biolégicos por las vias convencionales aumentando los

costos de mano de obra (Samuel et al., 1993).

En paises en desarrollo de Asia y Africa se ha popularizado el uso de cepas termoestables
superando la limitante de la inactivacién de los biolégicos por la ausencia de cadena de
frio (Abdi et al., 2016; Mebrahtu et al., 2018; Wegdan, Mahasin, y Khalafalla, 2015), ya que

en condiciones de traspatio generalmente no es posible lograr este objetivo.

La base molecular que explica la termorresistencia de aquellos NDV que han demostrado
poseerla parece deberse a la proteina hemaglutinina-Neuraminidasa (HN). Cuando la
proteina HN de una cepa termolébil del NDV se expone a altas temperaturas esta se
inactiva y por consiguiente la union con el receptor no tiene lugar. Algunos virus quimeras
de Newcastle creados en laboratorio con proteinas HN provenientes de virus
termoestables y colocadas en capsides de cepas convencionales han mejorado hasta 9
veces la resistencia a temperaturas de 56°C, induciendo una alta respuesta de anticuerpos
en aves luego de haber sido almacenadas a 30°C durante 16 dias (Wen et al., 2016). El
proceso de seleccion de cepas termoestables podria ocurrir también de forma natural. El

38% de asilados de campo en algunos estudios han presentado hemaglutininas mas
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termorresistentes que las de las cepas vacunales comunmente usadas, por lo que estas
poblaciones de virus podrian derivarse de seleccion de poblaciones heterogéneas
presentes en cepas vacunales. Aunque dicha seleccién podria tomar mucho méas tiempo

ya que normalmente no se alcanzan temperaturas de 56°C en el ambiente (King, 2001).

1.9.1 Alternativas para la administracion de vacunas

La adopcién de esquemas de vacunacion por via oral ha sido ampliamente aplicado tanto
en sistemas de produccién tecnificados como en sistemas de traspatio, para este Gltimo

es el método de preferencia por su practicidad (Olabode et al., 2010; Asfaw et al., 2014).

La aplicacién de vacunas vivas en el agua de bebida puede emplearse en el traspatio con
un nivel de proteccién similar a la via ocular y aerosol, ya que se logran titulos de
anticuerpos suficientemente altos (Log2>3) con un nivel significativo a las 2 semanas post-
vacunacion sin diferencias significativas entre estos tres métodos, sin embargo, al hacer
una comparacion mas estricta, los titulos de anticuerpos pueden ser ligeramente mas altos

al emplear la via aerosol seguida por la ocular y la oral en agua (Mebrahtu et al., 2018).

Otros estudios reportan que se obtienen mejores titulos por medio de la via ocular
comparado con aerosol (Wegdan et al., 2015). La cepa lentogénica LaSota ha mostrado
ser eficaz al ser aplicada en poblaciones aviares de traspatio de edades variadas a través
de la via ocular, alcanzando titulos de anticuerpos por encima de los niveles protectores,
no obstante, estas aves deben ser revacunadas debido a que pueden permanecer en el
predio por periodos de tiempo prolongados y ser susceptibles a la infeccién en el momento

en que su inmunidad cese (Wegdan et al., 2015).

Es posible hacer la primo-vacunacion y la posterior revacunacion con LaSota o revacunar
con una cepa mesogénica, de esta forma se pueden incrementar los anticuerpos y
mantener la inmunidad de estos lotes con niveles de mortalidad que pueden variar entre 0
a 5% (Shrestha et al., 2017), sin embargo esto solo se hace en paises asiaticos con altos

niveles de desafio en donde se ha autorizado su uso.
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El método que se escoja debe aplicarse de acuerdo con las caracteristicas particulares de
cada predio de traspatio y con los recursos disponibles por parte del avicultor. En predios
con numeros por encima de 20 individuos es mas factible emplear la via oral ya sea en el
agua de bebida o en el alimento ya que es menos laborioso que buscar y atrapar aves
individualmente. Adicionalmente es necesario revacunar entre 2-4 semanas después de
una primera inmunizacién para alcanzar un porcentaje de proteccién de mas del 70% de
la poblacién con anticuerpos protectores (log2>3), lo cual es ideal para que una poblacién
enfrente exitosamente un brote de Newcastle de alta patogenicidad (Mebrahtu et al., 2018).
En el caso de la revacunacién, los métodos masivos ofrecen mas facilidad desde el punto
de vista logistico, por lo que el alimento como vehiculo de vacunas podria ser una buena
estrategia partiendo del hecho que la calidad del agua no siempre se puede garantizar en

predios no tecnificados, por lo que su aplicacién tiene limitaciones.

La administracion de vacunas por via oral puede hacerse a través del alimento como
vehiculo, estimulando inicialmente una respuesta inmune en las superficies mucosas del
intestino y de tracto respiratorio seguida de la produccién de anticuerpos sistémicos en las
aves (Wambura, 2009b).

Se debe utilizar un grano de facil acceso para los trabajadores rurales para que los
esquemas vacunales sean al mas bajo costo posible (Samuel et al., 1993). Por ejemplo,
se ha descrito el uso de granos como maiz, cebada, sorgo, trigo (Abdi et al., 2016) o arroz
(Wambura et al., 2011). Se debe tener en cuenta la presencia de sustancias inhibidoras
de virus en los granos, las cuales han sido consideradas como una limitante de la
efectividad de la vehiculizacién. Algunas de estas como las lectinas, taninos, alcaloides y
acidos son abundantes en granos como el maiz, la cebada, el sorgo (Musa et al., 2010;
Rehmani y Spradbrow, 1995; Abdi et al; 2016) y el arroz (Wambura et al., 2011).

Para superar esta limitante se pueden emplear preparaciones sencillas para aumentar la
probabilidad de éxito en la entrega de la vacuna. Los métodos de preparacion a emplear
pueden ser coccidn, trituracion, remojo o la combinacién de los tres (Asfaw et al., 2014). A
modo de ejemplo, se obtienen resultados favorables con el uso de cebada hervida y el
maiz triturado, con un nivel de anticuerpos por encima del punto de corte de proteccion

(log2>3) mediante la prueba de Inhibicién de la hemaglutinacion en mas del 60% de la
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poblacién (Abdi et al., 2016), sin embargo, es recomendable realizar una revacunacion
entre las 2-3 semanas después para aumentar el porcentaje de individuos con anticuerpos
protectores (Asfaw et al., 2014). Por su parte, el uso de maiz entero en remojo por tres
dias o su céscara bajo el mismo tratamiento también ha mostrado mejorar la recuperacion
de adecuados titulos del virus vacunal a través de pasajes de estas preparaciones en
huevos embrionados SPF. Luego de administrar la vacuna los anticuerpos generados
también han mostrado oscilar alrededor del punto de corte anteriormente mencionado
(Olabode et al.,2010).

El arroz también es una buena alternativa para vacunar aves de patio, es de bajo costo y
funciona bien para inmunizar diferentes tipos de aves como palomas, gallinas de guinea y
pollos (Wambura y Kataga, 2011). La respuesta serolégica al emplear este vehiculo se
puede obtener a los 7 dias post-vacunacion con una seroconversiéon del 100% de los
individuos al dia 28 post-vacunacion, con excepcion de las palomas que inician la
respuesta inmune 7 dias mas tarde que las demas especies de aves (dia 14 post-
vacunacion). Se ha reportado que su eficacia aumenta si se suministra crudo embebido en
aceite vegetal o cocinado para posteriormente ser mezclado con la vacuna. Ambos
métodos son bien aceptados por las aves, demostrado por un consumo rapido del mismo,
aproximadamente entre 15 y 30 minutos en pollos y palomas respectivamente (Wambura,
2009; Wambura y Wilson, 2009) o entre 5 y 45 minutos en pollos (Samuel et al., 1993). En
términos de titulos la proteccién de la vacuna via arroz cocinado ofrece una proteccion

similar a la via intranasal, (titulo IH en Log2 de 9.6 y 10.1 respectivamente.

De acuerdo con lo anterior, todos los métodos de aplicacién de vacunas se han probado
en traspatio y han mostrado diferentes resultados, sin embargo, la administracion masiva
es mas atractiva debido a las caracteristicas de manejo de estos predios, por lo que es
necesario explorar estrategias para la vacunacién en masa de estas aves, como el uso del
alimento como vehiculo de vacunas a virus activo. En general los tratamientos reportados
en la literatura cientifica para preparar diferentes granos han mostrado una efectividad
similar para evitar que los componentes propios de los vehiculos afecten al virus vacunal
luego de ser mezclados, sin embargo, son pocos los estudios realizados en este campo
donde se evallen componentes adicionales que ofrezcan mayor informacion sobre la

efectividad de inmunizar con este método, como la estabilidad del biolégico una vez
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mezclado con el vehiculo, la caracterizacidn del tipo de respuesta inmune que se estimula

y la seguridad del proceso.
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2.VIABILIDAD DE DOS VIRUS
LENTOGENICOS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE (CEPAS LASOTAY VH) EN
ARROZ COCIDO, ARROZ CRUDO
ACEITADO Y MAIZ COCIDO A
TEMPERATURA AMBIENTE EN
DIFERENTES TIEMPOS DE PREPARACION

2.1 INTRODUCCION

A pesar de la aplicacion de vacunas en avicultura la presentacion de la enfermedad
continua siendo un problema incluso en lotes vacunados (Roohani et al., 2015). En el caso
de los predios de traspatio su uso es mas limitado ya que la aplicacion de esquemas de
vacunacion debe superar limitantes como la imposibilidad de mantener una adecuada
cadena de frio, la carencia de un método adecuado de administracion de vacunas en aves
donde se dificulta la captura individual debido al escaso confinamiento en estos sistemas
y la adquisicion de vacunas cuya presentacion comercial venga en pocas dosis
(Chakraborty et al., 2014) raz6n por la cual en este tipo de predios no es posible utilizar
eficientemente la vacunacién como método de control de la misma forma que en la
avicultura industrial. Esto es por lo tanto uno de los factores que contribuyen a que el NDV
sea altamente prevalente y se disemine facilmente entre sistemas productivos intensivos

(industriales) y extensivos (traspatio).

El mantenimiento de condiciones adecuadas de cadena de frio es un aspecto critico para
la efectividad de las vacunas ya que afecta directamente su estabilidad (Orsi et al., 2009).
Independientemente de su origen, las vacunas son en general sensibles a temperaturas

por encima de los 4°C (Gilad y Gallili, 1998), por tanto, si son expuestas a variaciones de
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dicho parametro durante su uso o almacenamiento se producir4 una disminucion de la
carga antigénica, lo cual afectar4 negativamente la induccion del efecto inmunoldgico

esperado tras su aplicacion y por ende una inadecuada proteccion contra la enfermedad.

En Colombia las vacunas vivas registradas para su uso en avicultura incluyen cepas tipo
LaSota, VG/GA, VH y Bl. En general son consideradas como termosensibles, sin
embargo, son escasos los datos que evallan su estabilidad en funcion de la temperatura
tanto en laboratorio como en campo (Boumart et al., 2016), por lo que se desconocen sus
caracteristicas de vida util frente a las condiciones ambientales y de manejo a las que se

enfrentan los productores en la avicultura no industrializada.

Para la aplicacién de vacunas vivas convencionales y termostables es posible emplear
diferentes rutas como la via ocular o intranasal; no obstante, estas vias de administracion
requieren de la manipulacién individual de las aves, lo cual a nivel de traspatio en la
mayoria de los casos se dificulta debido a que estas aves pueden encontrarse de forma
alternada tanto en casetas artesanales como en pastoreo, 0 en algunos casos libres en el
predio de forma permanente, lo cual en algunos casos dificulta la captura de los animales.
Para superar esta limitante, el uso del alimento como vehiculo para la administracion de
vacunas ha sido una estrategia adoptada en algunos paises. Se ha observado que puede
mantenerse la viabilidad de vacunas termoestables hasta por 24 horas en vehiculos como
el maiz o el arroz a temperatura ambiente (Abdi et al., 2016) y por lo tanto pueden
prepararse en el sitio de aplicacion el mismo dia de la vacunacion sin inactivarse (Wambura
& Wilson, 2009). A pesar de esto, puede haber variaciones en cuanto al mantenimiento de
una carga viral constante entre los vehiculos que se utilizan, asi como la cantidad de
alimento consumido por el ave, lo cual afecta la entrega de una dosis vacunal adecuada

generando niveles de proteccién subdptimos.

Con base en lo anteriormente expuesto, el escaso conocimiento sobre la estabilidad de
algunos de los biolégicos para el control de la enfermedad de Newcastle y la pobre
recuperacion de suficiente cantidad de virus vacunal a partir de granos empleados como
vehiculos limitan el proceso de vacunacion a través del alimento (Rehmani & Spradbrow,
1995; Wambura et al., 2007). Por lo tanto, se requiere de la realizacion de estudios que

aporten al conocimiento de la capacidad de ciertos alimentos de uso comun en la dieta de
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aves de corral como vehiculos de vacunas vivas, asi como de las caracteristicas

inmunogénicas del uso de la via oral a través del alimento.

Con el objetivo de proponer un vehiculo y la una cepa vacunal que puedan ser usados en
la vacunacion de aves de traspatio en el contexto colombiano, el presente estudio busca
evaluar la estabilidad de dos virus lentogénicos (cepas LaSota y VH) de la enfermedad de
Newcastle empleados de forma convencional para la vacunacién de aves de corral luego
de ser mezclados con arroz y maiz bajo diferentes preparaciones y en diferentes tiempos
a temperatura ambiente, determinando el titulo viral de las suspensiones por medio de
titulacion en huevos embrionados SPF con posterior calculo del titulo infectivo y la
cuantificaciébn de copias de acido nucleico del virus vacunal presentes en cada grano
mediante el uso de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa

en tiempo real (RT-gPCR).

2.2 MATERIALES Y METODOS

Se realizaron ensayos referentes a la definicion de protocolos de preparacién de los
vehiculos, estabilidad de los titulos de las vacunas y la carga viral a través de titulacion en
huevos embrionados SPF y RT-gPCR respectivamente, tanto en su forma pura como
mezcladas con los granos de estudio en funcion del tiempo de permanencia a temperatura

ambiente.

2.2.1 Cepas vacunales empleadas

Las vacunas empleadas en el estudio fueron cepas comerciales de virus vivo de LaSota,
gue viene liofilizada en frascos de 1000 dosis y la cepa VH, la cual tiene la caracteristica
de mantener su titulo infectivo hasta por cuatro horas a temperatura ambiente en su
presentacion original (sin diluir) y viene en pastillas efervescentes por 2000 dosis listas
para su reconstitucién en agua de bebida. Las vacunas fueron obtenidas directamente del
proveedor. La refrigeracion de la vacuna solo se mantuvo desde su adquisicién hasta el

dia de inicio del experimento, en adelante la cepa se manejo a temperatura ambiente.
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2.2.2 Seleccién de los vehiculos y tratamientos

Para la determinacion del vehiculo més adecuado de una vacuna viva atenuada del NDV
se seleccionaron dos opciones de acuerdo con lo reportado previamente en la literatura:
arroz (Jayawardane , De Alwis, 1990; Wambura, 2009a; Wambura & Kataga, 2011) y maiz
(Abdi et al., 2016; Olabode et al., 2010), que fueron obtenidos en almacenes de cadena.
En el caso del maiz se evaluaron dos tipos: maiz tipo peto sin cascara y tipo cuchuco sin

cascara. El arroz utilizado fue arroz blanco.
Los vehiculos mencionados fueron preparados utilizando las siguientes metodologias:
= Arrozcocido

El arroz blanco se adicioné en una olla con agua a temperatura de 100°C en proporcion
1:3 p/v y a continuacién se dej6é en coccién durante 20 minutos (Samuel et al., 1993). Se
realizé6 una modificacion al protocolo en donde en lugar de lavar el arroz con agua para

enfriarlo, se dejo en reposo dentro de la misma olla hasta el dia siguiente para su uso.
= Arroz crudo embebido en aceite vegetal

Esta preparacion consistio en embeber el arroz crudo con aceite vegetal de soya, en una
proporcién 10:1 p/v (Wambura & Kataga, 2011). La mezcla se homogenizé manualmente

y se dejo en reposo por 15 minutos.
» Maiz pelado tipo peto y tipo cuchuco crudos en remojo por tres dias

El maiz tipo peto y tipo cuchuco fueron dejados en remojo en agua embotellada en
proporcion 1:3 p/v durante tres dias con cambio diario del agua (Olabode et al., 2010). Para
evaluar el incremento de peso en el grano asociado a ganancia de humedad, se emplearon
6 réplicas de 25 g de cada tipo de maiz. Diariamente se tomaron datos de la variacion de

los pesos de los granos al cumplir 24 horas en remojo.
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= Maiz pelado tipo peto y tipo cuchuco cocidos

El proceso de coccion del maiz se llevo a cabo como se describié previamente en el caso

del arroz. La preparacion con aceite vegetal no se utilizé para este ingrediente.

Todas las metodologias de preparacion se montaron por triplicado en tres ocasiones
evaluando la ganancia de peso de los ingredientes. Para complementar los analisis de
absorcion de los granos de estudio y determinar que cada una de las preparaciones
analizadas pudiera vehiculizar el virus vacunal, se observé que tan permeable fue cada
grano a la vacuna reconstituida al estar en contacto con ella. Tomando como referencia
una racion estandar de 10g usada en un estudio previo (Wambura et al., 2007), se hicieron
3 alicuotas de 10g de cada una de las preparaciones descritas en bolsas de cierre
hermético a las que se les adicionaron 1, 2 y 3 mL respectivamente de vacuna (cepa VH)
reconstituida en agua pura embotellada (1 pastilla de 2000 dosis en 50 mL de agua para
un total de 40 dosis por mL). Cada alicuota fue examinada visualmente en el momento de
la preparacion, luego a la hora, a las dos horas, tres horas y doce horas postpreparacion.
Para este ensayo se adicionaron cada uno de los volimenes mencionados por medio de
una jeringa a cada alicuota. Al final se observo si el volumen adicionado a cada preparacion

fue absorbido por el vehiculo.

» Aceptabilidad de los vehiculos evaluados

El objetivo de esta prueba fue evaluar el consumo de arroz crudo embebido en aceite
vegetal de soya y arroz y maiz cocidos en aves en condiciones de campo para determinar
la preferencia de los animales hacia algun grano en particular. Este ensayo se realiz6 en
gallinas de 54 semanas de edad en sistema de produccion de semipastoreo del Centro
Agropecuario Marengo de la Universidad Nacional de Colombia, que fueron asignadas al
azar a cada uno de los tres ingredientes. Para cada preparacion se emplearon 6 réplicas
de 10 aves cada una para un total de 180 aves usadas en el estudio. A cada réplica se le
ofrecieron 100g de cada vehiculo en las primeras horas de la mafiana (antes de la primera
racion de alimento del dia) con una temperatura ambiental de 12°C y humedad relativa de
75%. Se dio un tiempo de espera de 15 minutos para que los animales consumieran los
granos. Culminado este tiempo se tomaron los datos de consumo y se calcularon los

gramos/ave por cada réplica.
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= Apalisis estadistico

Se registraron parametros descriptivos de promedios de ganancia de peso y desviacion
estandar en los procesos de preparacion del grano. La preferencia en el consumo de arroz
crudo aceitado y el arroz y maiz preparados por coccion se evalué por ANOVA 'y la prueba
de Tukey para determinar diferencias estadisticas entre los consumos de los tres vehiculos

con un nivel de significancia de 95%.

2.2.3 Preparacion de las vacunas y su mezcla con los vehiculos

La preparacion de las cepas LaSota y VH y su mezcla con cada uno de los vehiculos
descritos se hizo de acuerdo con los tiempos establecidos para la evaluacién de la
variacion del titulo viral a temperatura ambiente. A continuacion, se describen los tiempos

evaluados para cada cepa y vehiculo:

Tiempo 0: Momento de la preparacion (25 minutos)
Tiempo 1: Una hora post-preparacion
Tiempo 2: Dos horas post-preparacion (Unicamente para la cepa VH para corroborar la

estabilidad mas prolongada de esta cepa reportada por el fabricante)

Para la preparacion de la mezcla de los vehiculos con la cepa VH se tom6 una pastilla de
un blister de vacuna de 2000 dosis y se reconstituyé en 50 mL de agua embotellada de tal
forma que la concentraciéon de la solucién preparada fue de 40 dosis por cada mililitro de
agua. Se tom6 un 1 mL de esta solucién y se adiciond a 10g de cada uno de los vehiculos
evaluados, de manera que por cada 10g de alimento habia 40 dosis de vacuna. Se permitio
un tiempo de contacto entre vacuna y vehiculo de 30 minutos y finalmente 20 mL de PBS
con antibidtico al 1X fueron adicionados a cada tubo para que la concentracion de dosis
por mililitro fuera de 2 dosis. Luego la mezcla se homogenizé manualmente y se centrifugd
a 5000 xg por 10 minutos. Para la preparacion de la cepa LaSota un frasco de 1000 dosis

se reconstituyo en 50 mL de agua pura obteniendo una concentracion de 20 dosis por cada
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mililitro de agua. Un mL de esta solucioén se agregd en 10 gramos de cada vehiculo y se
dio un tiempo de contacto de 30 minutos. Finalmente 10 mL de PBS con antibiético al 1X
fueron afiadidos obteniendo una concentracion final de 2 dosis por mililitro. La mezcla se

homogenizé manualmente y los tubos se centrifugaron a 5000 xg por 10 minutos.

2.2.4 Inoculaciéon en huevos embrionados SPF

El sobrenadante obtenido de la centrifugaciéon fue tomado con jeringa de 10 mL y se hizo
pasar a través de filtros de 0,45 um. Posteriormente se hicieron diluciones en base 10
desde la dilucién 10 hasta la dilucién 10° en tubos de microcentrifuga estériles en un
volumen total de 1 mL. De cada dilucién se inoculé un volumen de 200uL en la cavidad
alantoidea de 192 huevos embrionados SPF de 9-11 dias de incubacién por triplicado. Los
huevos fueron llevados a incubacion a 37°C por 72 horas y cumplido este tiempo se colecté

el liquido alantoideo, se filtré y se deposité en tubos de microcentrifuga estériles.

2.2.5 Prueba de hemoaglutinacion y determinacion del titulo viral

Con el liquido alantoideo cosechado de los huevos de embrién de pollo SPF se realiz6 la
prueba de hemoaglutinacién (HA) para confirmar la actividad hemoaglutinante del virus.
Se depositaron 100uL del filtrado en el primer pozo de una placa fondo en V de 96 pozos
y a partir de alli se realizaron diluciones seriadas en base 2 en PBS. Luego se adicionaron
50uL de glébulos rojos de pollo al 1%. Finalmente, la placa se dej6 en incubacién durante
30 minutos a temperatura ambiente y una vez culminado este tiempo se realizé la lectura

de la prueba.

Al final se hizo el célculo del titulo viral por el método de Reed & Muench usando el nimero

de huevos positivos en la prueba de HA usando la férmula:

% infectados a la dilucion inmediatamente por encima del 50% — 50%

% infectados a la dilucion por encima del 50% — % infectados a la diluciéon por debajo del 50%

(Reed y Muench, 1938)
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2.2.6 Deteccion y cuantificacién de la carga viral en los vehiculos
de estudio

= Extraccion del RNA viral y sintesis de cDNA

A partir de los tubos que contenian 400 pl de la dilucién 10* se realizé la extracciéon de
acido nucleico empleando el kit High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche GmbH; Dresden,
DE Cat No. 11 858 882) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. La cantidad
de RNA extraido se midié usando un espectrofotémetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo
Scientific). Para la transcripcién reversa (RT), el RNA extraido fue convertido en DNA
complementario (cDNA) usando el kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Cheshire, UK. Cat No. 4374966).
Los componentes de la mezcla maestra fueron: 1.6 ul de agua ultrapura, 1 pl de Buffer RT
(10X), 1 pl de Random primers (10X), 0.4 pl de Mix dNTPs (100mM), 0.5 ul de RNase
inhibitor (20U/ul) y 0.5 pl de enzima Multiscribe (50U/ul). Posteriormente 5 pl del RNA
extraido fueron adicionados a la solucion maestra para un volumen final de 10 pl. La RT
se corrid en el termociclador Bio-Rad Laboratories® bajo las siguientes condiciones:
incubacién a 25°C por 6 minutos, 37°C por 72 minutos, 85°C por 3 minutos y 4°C por 6
minutos. Al final se realiz6 una dilucion 1:5 de los cDNA antes de su corrida por PCR tiempo

real.
» Deteccién y cuantificacion de la carga viral

Con el fin de seleccionar los primers (cebadores) mas adecuados para la deteccién del
virus vacunal a partir de los granos cargados con cada una de las cepas empleadas en
este estudio se realizaron ensayos con secuencias dirigidas a la amplificacion del gen de
la proteina M, los cuales amplifican un fragmento de 232 pares de bases (bp), otros
cebadores especificos del gen de la proteina F que amplifican un segmento de 299 bp y
unos adicionales de este mismo gen dirigidos a una region de 254 bp. Las secuencias de

los primers, su tamafio y region de amplificacion se relacionan en la tabla 2.1.
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Tabla 2.1 Primers dirigidos al gen de la matriz y de fusion

Gen Secuencia Tamafo del Referencia
amplicén (bp)

E Forward:CCTTGGTGAITCTATCCGIAG 254 Seal et al,
Reverse:CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATCC 1995

E Forward: TCAAACAGGACATTGACCACTTTGCTCAC 299 Jang et al,
Reverse:TGCATCTTCCCAACTGCCACTGC 2011

M Forward:GTCCGAGCACATCACTGAGC 232 Seal et al,
Reverse:TCGAGICTGTACAATCTTGC 1995

Se corrié una PCR de punto final del gen de matriz y de fusion empleando GoTaq® master
mix (PROMEGA) en un volumen final de reaccion de 10 pl de la siguiente manera: 4.35 pl
de agua ultrapura, 2 pl de Buffer (1X), 0.3 pl de dNTPs (0.3 Mm), 1 pl de MgCl (1X) 0.5 pl
de primer Forward (10mM), 0.5 ul de primer Reverse (10mM), 0.15 ul de enzima Go Taq
Flexiy 1.2 ul de cDNA con las siguientes condiciones de amplificacion: Desnaturalizacion
inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos y elongacion final de 72°C por 10 minutos. El producto amplificado
de cada gen se determiné por electroforesis en gel de agarosa ultrapura al 1.5% en buffer
TBE 0.5X durante 40 minutos a 80v. Se empled 1ul de EZ VISION® (PROMEGA) como
buffer de carga y colorante con 3 pl de DNA GeneRuler 100 pb Plus® (Fermentas) como
marcador de peso molecular. La visualizacién del gel se hizo en un fotodocumentador
GelDoc-XR® (Bio-Rad Laboratories) bajo luz ultravioleta. Para el andlisis del gel se usoé el
software Quantity One Analysis 1-D 4.6.3 ® (Bio-Rad Laboratories).

La curva estandar para la cuantificacion de la carga viral emple6 un antigeno de referencia
del NDV obtenido a partir de pasajes en embriones de pollo SPF y adquirido en el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA). El antigeno fue utilizado como control de concentracion
conocida para la generacién de la curva usada en el estudio. EI RNA viral fue extraido
usando el kit High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche GmbH; Dresden, DE Cat No. 11 858
882) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto amplificado fue purificado y se
cuantific6 con espectrofotbmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific). Se
construyeron y probaron dos curvas estandar (curva 1 y curva 2) empleando los primers

dirigidos a la amplificacién del gen de la proteina de fusion descritos anteriormente. Usando
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agua libre de nucleasas se prepararon 10 diluciones seriadas en proporcién 1:10 del
antigeno purificado. Estas diluciones partieron de una concentracion de producto
purificado del antigeno de 71ng/ pl. Los componentes de la mezcla de gPCR para un
volumen final de 10 pl fueron: 3.6 ul de agua grado biologia molecular, 5 pl de LightCycler®
480 SYBR Green | Master (1X), 0.15 ul de primer Forward (10mM), 0.15 ul de primer
Reverse (10mM) y 1.1 ul de cDNA. Cada dilucién del producto purificado fue adicionada
por triplicado para su corrida por qPCR. Las condiciones de la PCR fueron: 45 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 10 segundos, anillamiento para la primera curva a 59°C por
10 segundos, anillamiento para la segunda curva a 60°C y extensién a 72°C por 10

segundos en el equipo LightCycler 480 II.

Las curvas estandar se determinaron con base en los valores de umbral de ciclo obtenidos
de las diluciones del producto purificado del antigeno de NDV en el software LightCycler
480®. El andlisis de regresion lineal incluy6d los valores de Ct versus el logaritmo del
ndmero inicial de copias en cada muestra diluida. Por ultimo, se realiz6 el analisis de las
curvas de Tm para asegurar que solo productos especificos se amplificaran en los rangos
de temperatura esperados.

Con el fin de cuantificar la cantidad de &cido nucleico del virus vacunal en los vehiculos
segun los tiempos y métodos de preparacion descritos, se realizo la técnica de RT-gPCR
para identificar el gen que codifica la proteina de fusion del NDV empleando primers
especificos. La mezcla de gPCR se prepar6 para un volumen final de reaccion de 10 ul de
la siguiente manera: 3.1 pl de agua ultrapura, 5 pl de LightCycler® 480 SYBR Green |
Master (1X), 0.15 pl de primer Forward (10mM), 0.15 pl de primer Reverse (10mM), 0.5 pl
de DMSO (0.5X) y 1.1 ul de cDNA. El proceso de amplificacion se realizé en el equipo
LightCycler 480 Il bajo las siguientes condiciones térmicas: 45 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C por 10 segundos, alineacion a 59°C por 10 segundos y extension a 72°C por 10
segundos. La especificidad de las amplificaciones se determiné por analisis de las curvas
de melting donde estos valores y los de Ct se calcularon usando el software LightCycler
480®. Para el proceso de obtencion del numero de copias de &cido nucleico se tomaron
las diluciones 107 y 10° de la curva descrita anteriormente como concentraciones
estandar. Al final se observé y compar6 la concentracion absoluta de virus de las dos cepas

vacunales puras y luego de ser mezcladas con cada uno de los vehiculos probados segun



Capitulo 2 53

el tiempo de permanencia de las preparaciones a temperatura ambiente, determinando
gue ingrediente podria ser el mas adecuado para ser usado en un proceso de vacunacion

en aves contra el NDV a través del alimento.

Adicionalmente, para determinar la minima cantidad de virus vacunal que puede ser
detectada y amplificada en una muestra de alimento usado como vehiculo, se probaron
diferentes dosis de vacuna (cepa VH) que fueron cargadas en maiz cocido y evaluadas en
el tiempo 0 y tiempo 1 de preparacion a temperatura ambiente. Para esta prueba el maiz
se prepar6 mediante el proceso de coccién tal como se describid previamente en el
numeral 2.2.2. Posteriormente fue pesado y distribuido en alicuotas de 10 g en tubos
cbnicos de 50 mL y mezclado con dos, cinco y diez dosis de la cepa vacunal VH. Para
obtener las dosis, una pastilla de la cepa vacunal VH fue reconstituida en 50mL de agua
pura obteniendo una solucién de 40 dosis por mL. Para obtener 2, 5y 10 dosis en 1mL, se
tomaron 50 pul, 125 ul y 250 ul respectivamente de la solucién inicial y cada una fue llevada
a un volumen final de 1 mL adicionando 950 pl, 875 pl y 750 pl de PBS al 1X
respectivamente. Finalmente, 1mL de cada una de las dosis fueron adicionadas en cada
alicuota de 10 gramos de maiz cocido, luego se lavaron con 1 mL de PBS con antibi6tico
al 1X y se mezclaron por agitacién manual. Los tubos se centrifugaron a 5000 xg por 5
minutos y el sobrenadante obtenido fue llevado al proceso de extracciéon de RNA y sintesis
de cDNA descritos en el numeral 2.2.6. Los cDNA obtenidos fueron diluidos en una
proporcion 1:5 antes de su corrida por gPCR en tiempo real. Las condiciones de mezcla
de PCR y amplificacion se manejaron como se describié anteriormente para cuantificar la

cantidad de acido nucleico del virus vacunal en los vehiculos.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Permeabilidad de los vehiculos de estudio

Luego de emplear el protocolo de remojo durante tres dias hubo un incremento en peso
del maiz peto en 1.43 £+ 0.1 gy de 1.3 £ 0.4 g en el caso del maiz cuchuco, mientras que
al preparar los granos por coccion el aumento de peso fue de 1.8 gy 1.95 g
respectivamente. En todos los ensayos realizados se evidencié que el protocolo de remojo

tuvo la particularidad de que al tercer dia de recambio de agua el maiz sufrié un proceso
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de fermentacion, razon por la cual se descarté su uso para la posterior mezcla con las

cepas vacunales y cuantificacién absoluta por gPCR.

En los experimentos realizados con arroz crudo aceitado se observé que el aceite es
absorbido por el grano inmediatamente luego de ser mezclados en la proporcion utilizada.
Después del proceso de coccién el arroz tuvo un incremento promedio de 2.5 veces su

peso.

Con respecto a la absorcion de diferentes volimenes de vacuna adicionada a cada
preparacion, solo después de adicionar 1 mL del biol6gico se produjo absorcién total en
todos los granos al momento de la mezcla. Por su parte, la adicion de 2 mL de solucion
vacunal al arroz en sus dos preparaciones tomé dos horas para ser absorbida y hasta 3
horas al afladir 3 mL, tomando una apariencia apelmazada en este Ultimo caso. Tampoco
hubo absorcién por parte del maiz en ninguna de sus preparaciones luego de afiadir 2y 3
mL aun con el paso del tiempo.

2.3.2 Obtencion del titulo viral

En la tabla 2.2 se resumen los titulos obtenidos de las vacunas mezcladas con cada uno
de los vehiculos. Al analizar los resultados se pudo observar variacion de los titulos segun
el tiempo de permanencia de las preparaciones a temperatura ambiente. En el caso del
tiempo 0 (momento de la preparacion de la mezcla de vacuna y el grano) el titulo obtenido
en las dos vacunas sin ser mezcladas con ningun tipo de grano mostraron titulos por
encima del reportado en el inserto del biolégico (0.7 y 1.7 logaritmos en la cepa VH y
LaSota respectivamente); sin embargo, luego de ser mezcladas con el arroz crudo
embebido en aceite en el mismo tiempo de evaluacion se observd una disminucién en
aproximadamente 2.6 y 2.2 logaritmos para la vacuna VH y LaSota respectivamente,
siendo el grano en el que menos viabilidad viral se obtuvo. Por su parte, las vacunas
mezcladas con el arroz y el maiz bajo la preparacién de coccion presentaron disminucién
en aproximadamente 0.6 y 1.8 logaritmos para las cepas VH y LaSota respectivamente,

una reduccion menor comparada con la obtenida en las preparaciones crudas. En el tiempo
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1 (una hora post-preparacion) los titulos continuaron descendiendo, pero se observé un

patron similar entre preparaciones crudas versus cocidas al descrito en el tiempo 0.

Tabla 2.2 Titulos obtenidos por el método de Reed & Muench por cepa vacunal, vehiculo
y tiempo evaluado

Ingrediente Tiempo 0 Tiempo 1
VH La Sota | VH La Sota

Vacuna sola 1072 | 1082 10%° 1082

Arroz + aceite 10%® | 10° 10%7 1033

Arroz cocido 1086 | 10%4 1033 10%4

Maiz cocido 1083 | 1070 1063 10%>

2.3.3 Amplificaciéon de genes especificos del NDV

Como parte del proceso de estandarizacion se amplificaron genes del NDV como el gen M
y F. La figura 2.1 muestra los productos de amplificacion obtenidos por medio del uso de
primers dirigidos a los genes en mencién por PCR convencional. Para la cuantificacion de
acido nucleico del virus vacunal por gPCR a partir de granos cargados con las cepas
evaluadas en este estudio se emplearon los primers dirigidos al gen F descritos por Jang
et al., 2011, ya que estos permitieron la amplificacion de productos a partir de muestras de

maiz cocido a diferentes dosis de vacuna.

Figura 2.1 Amplificacion de los genes My F por PCR convencional

100bp M-1 M2 M2 M4

=

2320 D -
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A: Gen M, carril 1: marcador de peso molecular (100pb), carril 2-5: banda correspondiente a la amplificacion
del gen M (232pb) donde cada carril corresponde a una réplica B: Gen F, carril 1: marcador de peso molecular
(100pb), carril 2 y 3: control negativo, carril 4-6: banda correspondiente a la amplificacién del gen F (254pb)
donde cada carril corresponde a una réplica. pb: pares de bases.

2.3.4 Curva estandar

La curva estandar 1 derivada de las diluciones seriadas del RNA mostro las siguientes
variables de regresion lineal: Error: 0.04, eficiencia: 1.811, pendiente: -3.879, intercepto de
Y: 37.34 y R%de 0,99. Por su parte la curva 2 mostré los siguientes valores: Error: 0.193,
eficiencia: 1.779, pendiente: -3.996, intercepto de Y: 36.20 y un R2de 0,98. La linealidad
del sistema de las curvas de calibracion para la cuantificacion viral se observa en la figura
2.2.

Figura 2.2 Regresion lineal de las curvas de gPCR probadas en el estudio

Curva 1

Standard Curve
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Curva 2
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Las curvas de amplificacion de las diluciones tuvieron una tendencia exponencial
sigmoidea con una distancia entre ellas de aproximadamente dos ciclos. El andlisis de los
picos de temperatura melting mostré que las diluciones del control de referencia se
ubicaron en un rango entre 83.4°C y 83.6°C. La tabla 2.3 muestra los valores de las curvas
probadas en el estudio. Se evidencid que las dos curvas mostraron un rendimiento similar,

aunque la curva 1 mostré un R? levemente mas cercano a 1 que la curva 2 por lo que fue
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empleada para la cuantificacion absoluta del nimero de copias de virus vacunal presentes

en las muestras de maiz y arroz.

Tabla 2.3 Valores de las curvas estandar probadas para la cuantificacion absoluta de la
carga viral por gPCR

Curval Curva 2
Punto Ct | Concentracién Punto Ct | Concentracioén
10-2 5.00 2.18 x 108 10-2 5.00 2.84 x 108
10-3 7.40 5.28 x 10’ 10-3 6.82 2.25 x 10/
10-4 11.21 5.48 x108 10-4 9.71 4.26 x 108
10-5 15.48 4.33 x10° 10-5 14.59 3.19 x 10°
10-6 19.68 3.59 x 10* 10-6 18.3 3.37 x 10*
10-7 23.61 3.28 x 103 10-7 23.40 1.61 x 103
10-8 26.70 3.70 x 102 10-8 25.86 2.88 x 102

2.3.5 Amplificacion del gen F por RT-gPCR a diferentes dosis de
vacuna

De acuerdo con los resultados obtenidos de la titulacién viral la cepa LaSota fue descartada
y se selecciond la cepa VH para los analisis moleculares. Los resultados de RT-qPCR
mostraron que se pudo detectar y amplificar el gen F de la cepa VH luego de ser cargada
en maiz cocido a diferentes dosis. En la tabla 2.4 se observan los valores de Ct y

temperatura melting obtenidos en cada una de las dosis y tiempos probados.
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Tabla 2.4 Valores de Ct y temperatura melting (Tm) de diferentes dosis de vacuna
cargadas en maiz cocido.

Dosis/tiempo Ct Tm (°C)
40 dosis 19.98 83.56
2 dosis tiempo 0 24.74 83.58
5 dosis tiempo 0 23.78 83.45
10 dosis tiempo 0 | 23.41 83.40
2 dosis tiempo 1 27.82 83.50
5 dosis tiempo 1 24.37 83.48
10 dosis tiempo 1 23.55 83.58

2.3.6 Cuantificacion viral absoluta por RT-qPCR a partir de
vehiculos cargados con cepas VH y LaSota

La tabla 2.5 muestra la cantidad de copias detectadas en la prueba de gPCR
inmediatamente después de la mezcla de las dos cepas vacunales con cada uno de
vehiculos de estudio y una hora después de ser mezclados. Para el analisis se tuvieron en
cuenta los valores de Ct en los que amplificaron las muestras y se realiz6 la comparacion
de las copias obtenidas de acuerdo con el grano con el que fue mezclada cada cepay al

tiempo de permanencia de cada preparacion a temperatura ambiente.

Tabla 2.5 Comparacion del numero de copias detectadas por gPCR de cada cepa entre

las preparaciones evaluadas

Ingrediente | Tiempo VH LaSota
Vacuna pura | TO 2.08 x 108 | 7.95 x 10°®
T1 4.25 x 10* | 3.47 x 107
Arroz crudo | TO 9.41 x 10" | 4.68 x 10?
T1 9.24 x 10* | 1.02 x 10
Arroz cocido | TO 7.16 x 107 | 4.19 x 10
T1 1.31 x 10? | 4.62 x 102
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Maiz cocido | TO 6,16 x 10° | 5.66 x 10*
T1 3,49 x 107 | 6.60 x 102

En la cepa VH pura y mezclada con los vehiculos se logré detectar una mayor cantidad de
copias de &cido nucleico de la cepa vacunal VH en el tiempo 0 en comparacién con el
tiempo 1. Solo en el maiz cocido tiempo 1 se detecté un namero de copias similar al
obtenido en el tiempo 0. Para el caso de LaSota el nUmero de copias se mantuvo bajo en

todas las preparaciones en todos los tiempos de evaluacion.

2.3.7 Evaluacién de la aceptabilidad de los vehiculos de estudio
en aves del Centro Agropecuario Marengo

Al momento de ofrecer la racion correspondiente se observé que las aves mostraron
interés por cada una de las preparaciones evaluadas, ya que fue evidente el
comportamiento de busqueda activa y el consecuente consumo de cada una de ellas como
se observa en la figura 2.3. El arroz y el maiz cocidos fueron consumidos en su totalidad a
los 7 y 10 minutos en promedio respectivamente. Las aves a las que se les sirvio el arroz

crudo embebido en aceite vegetal de soya tardaron 15 minutos en terminar la racion.

Figura 2.3 Consumo de arroz crudo aceitado y arroz y maiz cocidos por ponedoras comerciales

B

A. Arroz cocido, B. Maiz cocido, C. Arroz embebido en aceite vegetal de soya. Fuente: Autor
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En cuanto al consumo/ave de cada ingrediente hubo diferencias estadisticas significativas
entre el consumo de arroz crudo aceitado comparado con arroz cocido (P =0.01) y maiz
cocido (P=0.01), pero no hubo diferencias significativas entre el consumo de arroz y maiz
cocidos (P=1.0) (grafica 2.1). De acuerdo con lo anterior, las aves prefirieron las

preparaciones por coccion.

Gréfica 2.1 Consumo gramos/ave para cada ingrediente evaluado
13

11

Gramos/ave
]

arroz cocido maiz cocido arroz aceitado
Ingrediente

Grupos con letras diferentes presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0.05). Fuente: Autor
2.4 DISCUSION DE RESULTADOS

En Colombia las limitaciones que tiene la aplicacion de programas de vacunacién contra
la enfermedad de Newcastle en aves de traspatio permiten la presencia de animales
susceptibles que facilitan la presentacion de la enfermedad en regiones de alta densidad
avicola. El uso del alimento como vehiculo de vacunas requiere del disefio y evaluacién
de los métodos de preparacion, asi como de la determinacion del mejor ingrediente. En
este estudio después de evaluar diferentes protocolos para la preparacion de granos se
encontré que la mezcla de un ingrediente crudo como el arroz con aceite vegetal y la
coccién son métodos de ejecucion facil y practica; aspectos que, de acuerdo con Samuel
et al. 1993 son importantes a la hora de implementar un método de vacunacién a través

del alimento bajo las condiciones de los predios de traspatio.
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El arroz embebido en aceite fue la preparacion mas rapida y practica de todas las que
fueron incluidas en el estudio. La facil adquisicion de este grano y del aceite vegetal en
cualquier almacén de cadena o tienda local puede garantizar el acceso a estos insumos y
su preparacion no requiere de un exhaustivo entrenamiento. La obtencion de titulo viral a
partir de este ingrediente al momento de la mezcla con VH y La Sota fue bajo comparado
con el titulo obtenido con las vacunas puras; asi mismo una hora después de la
preparacion el titulo volvi6 a caer en aproximadamente dos y un logaritmo
respectivamente, lo cual concuerda con lo reportado por Samuel et al. 1993 quienes
observaron resultados similares al usar arroz crudo. En el presente estudio la preparacién
del arroz incluyé la adicién de aceite vegetal bajo la hipétesis de que funcionara como
estabilizante o protector del virus; sin embargo, el titulo no se mantuvo estable. De manera
similar, Wambura et al. 2011 utilizaron arroz crudo embebido en aceite vegetal como
vehiculo de vacunas de NDV en diferentes especies de aves evidenciando una adecuada
respuesta de anticuerpos, por lo que es probable que la funcion protectora del aceite este
mas enfocada en aislar al virus vacunal de condiciones hostiles, como pH &cido o
degradacién enzimatica durante el transito por el tracto digestivo, mas que mantenerlo

viable en condiciones medioambientales.

El uso de preparaciones por coccion no requiere de mucho tiempo para su ejecucion y los
elementos a emplear pueden encontrarse en la mayoria de los predios rurales donde se
crian aves de forma artesanal debido a que son de uso comun. Los resultados de la
titulacion de mezclas de arroz y maiz cocido con VH y La Sota en el tiempo 0 evidenciaron
poca variacion de los titulos virales con respecto a los valores obtenidos en las cepas puras
pero luego de una hora a temperatura ambiente los titulos bajaron, por lo que tanto el
tiempo como las condiciones del ambiente al momento de ejecutar el experimento pudieron
haber afectado el titulo viral. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de Samuel et
al. 1993 quienes reportaron leve disminucion de titulos al momento de la preparacién de
la mezcla y hasta 1 hora después usando arroz cocido. De acuerdo con lo anterior y a los
resultados obtenidos, tanto el arroz como el maiz cocido serian vehiculos ideales para ser
usados en vacunacion via alimento en aves de traspatio. El éxito de su capacidad como
vehiculo podria atribuirse a la presencia de 6rganos de almacenamiento proteico en el
endospermo del arroz (PB-I1, PB-11) (Nochi et al., 2007; Herndndez et al., 2015), que podrian
ser adecuados para la acumulacién del virus vacunal, no obstante, la interaccion arroz-

antigeno vacunal requiere investigacion adicional.
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Otro de los protocolos de preparacion consistio en humedecer maiz durante tres dias con
recambio de agua diario como lo reportaron Olabode et al. 2010 Al evaluar este
procedimiento se concluyé que, aunque su metodologia es sencilla, es un proceso
dispendioso en cuanto al tiempo que toma su ejecucién, ya que se debe disponer de tres
dias pararealizar un proceso de vacunacién gue normalmente tomaria menos de una hora.
Por otro lado, su efectividad requiere de aspectos adicionales como la calidad del agua
gue se utilice y del cumplimiento de los tiempos de recambio de ésta, ya que lo anterior
podria llevar a una eliminacién incompleta de los inhibidores en el grano. Adicionalmente
se evidencié que al tercer dia de remojo el maiz ya habia iniciado un proceso de
fermentacion que probablemente se generé por el exceso de humedad. De acuerdo con

los resultados, este protocolo fue descartado para ensayos posteriores.

La absorcion de la vacuna reconstituida por parte de las preparaciones evaluadas fue
variable. Al probar adicionando diferentes volimenes de vacuna se evidencié que la
capacidad de absorcion luego de agregar un volumen de 3 mL a 10 g de vehiculo puede
ser limitada, y es probable que la forma de preparacién del grano influya sobre dicha
absorcion. Al evaluar las ganancias de peso en el caso del maiz crudo humedecido se
encontré que estas aumentaban levemente al final de los tres remojos, lo cual indica que
el grano absorbe liquido hasta un punto de saturacion a partir del cual ya no hay ganancia
de humedad. Por otro lado, visualmente las preparaciones mediante coccibn mostraron
ser mas permeables que las preparaciones crudas; posiblemente debido a que los granos
ricos en almidén como el maiz y el arroz pasan de un estado seco y duro a tomar una
textura blanda cuando se someten a coccién, la cual promueve el inicio de un proceso
guimico llamado gelatinizacién gracias a la humedad y la elevada temperatura (Adhikari et
al., 2014). Durante este proceso la alta temperatura hace que el almidon pierda la
cristalinidad de sus granulos de amilosa y amilopectina y consecuentemente estos
absorban mucha agua. En el caso de los granos crudos el almidon existe en su forma
natural como granulos parcialmente cristalinos, por lo que la filtracion de agua al interior

toma més tiempo (Adhikari et al., 2014; Amagliani et al., 2016; Cornejo et al., 2018).

Al observar los resultados del calculo de Reed & Muench se observé que el titulo infectivo

de la cepa VH presenté variacion a través del tiempo en su forma pura, lo cual era de
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esperarse debido a que es una cepa termosensible. Al analizar en conjunto los resultados
de titulacion y qPCR de esta cepa se obtuvo un buen titulo, asi como una carga viral alta
en el tiempo O de evaluacién, pero la alta carga viral detectada por esta técnica no
necesariamente implica que vaya a haber un proceso de infeccién, ya que no se puede
determinar la viabilidad del virus detectado, pero si indicé que el grano se carg6 con la
vacuna. En el tiempo 1 la forma pura de la vacuna mostrd una disminucién del titulo (de
1072a 102%), lo cual pudo deberse al debilitamiento de la cepa por exposicidn a temperatura
ambiente; pero, por el contrario, en el mismo tiempo de evaluacién esta cepa obtuvo un
titulo de 105 al estar mezclada con maiz cocido. Posiblemente ciertas proteinas
encontradas en el maiz como las Zeinas podrian estar actuando como estabilizadores o
preservantes. La estructura almidonada del endospermo del maiz es rica en éstas
moléculas especializadas para la toma y reserva de proteinas mediante la formacién de
geles y matrices adhesivas que actan como compartimientos (Aswathy et al., 2012; Sousa
et al., 2013), por lo que estos sitios en el endospermo podrian estar participando en el
mantenimiento de la integridad de los péptidos del virus; sin embargo, se requiere de
investigacion adicional acerca de las propiedades de ciertos componentes del alimento
gue podrian ayudar a la viabilidad viral. Un hallazgo similar fue observado en la gPCR en
donde se obtuvo un mayor nimero de copias de la cepa VH a partir del maiz cocido tiempo
1 versus su forma pura en el mismo tiempo de evaluaciéon, aunque como se mencioné en
parrafos anteriores en este caso no es posible inferir que las amplificaciones obtenidas

correspondan a virus con capacidad replicativa.

La cepa LaSota mostré estabilidad de su titulo infectivo en el tiempo 0 tanto pura como
cargada en los vehiculos estudiados, sin embargo, en el tiempo 1 las variaciones fueron
mayores, por lo que fue descartada para ensayos posteriores. Solo la forma pura de la
vacuna logré mantener su titulo viral al mismo nivel que el obtenido en el tiempo 0 lo cual
evidencié que esta cepa pudo mantenerse viable por encima de los 4°C luego de una hora,
aunque no se descarta que con el paso del tiempo podria debilitarse. Boumart et al. 2016
ha relacionado a algunas cepas vacunales convencionales del NDV con tolerancia a
variaciones de temperatura en sus formas liofilizada y reconstituida luego de exponerlas a
temperaturas por encima de los 4, 24, 37 y 45°C. La cepa LaSota ha mostrado estabilidad
a 4°C con una vida media de 220 dias, también a 24°C luego de 10 dias en su forma
reconstituida y a 37°C en su forma liofilizada (Boumart et al. 2016). Otras cepas como B1

y VG/GA han mostrado estabilidad intermedia luego de 21 dias a 24°C, teniendo relacion
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con el hallazgo en este estudio (Orsi et al., 2009). La cepa La Sota también ha sido
evaluada a 36°C mostrando estabilidad de su titulo original de HA (6 Log.) durante tres
horas y manteniéndose hasta las 24 horas siguientes (Nssien, 2002). Se requieren
investigaciones adicionales para determinar el grado de tolerancia de las vacunas usadas

en el presente trabajo a diferentes temperaturas.

Luego de mezclar la cepa LaSota con los diferentes granos la disminucion del titulo viral
fue mayor particularmente al ser mezclada con arroz crudo embebido en aceite vegetal de
soya una hora post-preparacién, cayendo de un titulo inicial de 1082 a uno de 10%°. Los
resultados de gPCR de esta cepa mezclada con cada uno de los vehiculos mostraron
umbrales de ciclo que sobrepasaron los limites de deteccién establecidos, por lo tanto, no
fue posible considerar que se haya podido amplificar suficiente cantidad de genoma del
virus vacunal, lo que posiblemente indica que el vehiculo no quedo cargado
adecuadamente con la vacuna. Con base en los resultados de titulacién, habria que
evaluar si LaSota pueda emplearse en un proceso de vacunacion donde vaya cargada en
arroz o maiz cocido con titulos infectivos entre 10*# a 10*°. Se ha reconocido que el titulo
minimo aceptado para una vacuna de NDV fabricada en laboratorio es 1055 EIDso para
generar una adecuada respuesta inmune (Orsi et al., 2009), por lo que lo ideal seria cargar
el alimento con titulos infectivos que oscilen en ese valor. No obstante se ha reportado que
titulos vacunales a partir de 10*° pueden ser suficientes para generar una adecuada
respuesta inmune (Cornax et al., 2012). Es necesario evaluar si titulos a partir de 10*°
como los obtenidos en este estudio pueden generar el efecto inmune esperado en un lote

de aves.

Los titulos infectivos derivados de la mezcla de ambas cepas vacunales con maiz cocido
tanto al momento de la preparacibn como una hora después reflejaron que esta
preparacion es capaz de mantener titulos cercanos a los obtenidos con las vacunas puras.
Asi mismo, la deteccion y amplificacion del gen F a partir de esta preparacion cargada con
2, 5y 10 dosis mostré que diferentes concentraciones del virus vacunal pueden unirse y/o
adherirse al vehiculo, lo cual segun Echeonwu et al. 2008 es una condicion importante
para el éxito del alimento escogido como vehiculo. La adherencia inicial del virus vacunal
en el maiz cocido podria atribuirse a varios aspectos: la disponibilidad de residuos de

carbohidratos y otras moléculas de caracter polar en la superficie del grano que pueden
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interactuar y ser compatibles con sitios de unién en el virus; la ganancia de humedad por
parte del vehiculo permitiendo la absorcion de particulas virales en el medio acuoso y por
tltimo a la eliminacion de sustancias inhibidoras presentes en el maiz a través de la
coccion, resaltando las recomendaciones de utilizar granos tratados como se ha reportado
previamente (Abdi et al., 2016). Con base en lo encontrado, seria posible generar
inmunidad en aves por la via oral a través del alimento buscando un resultado lo méas

cercano a lo que se esperaria al emplear las vias de administracion tradicionales.

En este estudio, los resultados obtenidos tanto por HA como por qPCR mostraron la
utilidad del arroz y el maiz como vehiculos de las cepas VH y LaSota, pero indicaron que
la vacuna deberia administrarse al momento de su preparacibn o maximo una hora
después, ya sea utilizandolas reconstituidas (puras) o cargandolas en los granos
preparados por coccion para ser administradas via oral en la primera racion del dia para
garantizar el consumo total de la vacuna. Aungue no se tienen datos de como oscila la
estabilidad del virus vacunal en diferentes puntos dentro de este intervalo de tiempo, es
posible que al administrar la vacuna mezclada en estos ingredientes después de una hora
no se logre generar una adecuada respuesta inmunoldgica. Posteriores estudios deberian
considerar la necesidad de tener una plataforma versatil de estabilizacion térmica para las
vacunas de NDV disponibles, con el fin de lograr mantener su viabilidad por tiempos mas

prolongados fuera de la cadena de frio.

Es importante incluir en estudios posteriores la identificacién de los inhibidores que puedan
estar presentes en el vehiculo escogido para determinar su influencia sobre la estabilidad
de las cepas. La baja recuperacion de virus vacunal a partir de granos se ha asociado a la
presencia de sustancias antivirales solubles en agua similares a los polifenoles producidos
por algunas semillas leguminosas, lo cual podria ser causa de la inactivacion del virus. Las
lectinas son glicoproteinas naturalmente encontradas en las plantas con afinidad de unién
por carbohidratos. Esta naturaleza quimica les permite unirse a receptores de células
animales y posiblemente a receptores virales inhibiendo la liberacion de los virus de las
células (Rehmani & Spradbrow, 1995). Este hecho impacta de forma negativa a la
efectividad del biol6gico ya que ésta depende significativamente del titulo infectivo, lo que
resalta la importancia de escoger tanto el grano més adecuado como el tratamiento que
debe recibir previo a su mezcla con la vacuna para lograr vehiculizar la dosis necesaria a

las aves. Asi mismo, hay que considerar un posible efecto negativo de las sustancias
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presentes en la estructura de los vehiculos sobre la eficiencia de las pruebas moleculares
ya que se desconoce si pueden actuar como inhibidores de PCR. La caracteristica de union
multivalente de las lectinas facilita su deteccidn por precipitaciéon o aglutinacién. Se han
empleado estas técnicas evaluando la actividad de estas sustancias en granos como el
arroz, el trigo y la cebada encontrando que pueden aglutinar glébulos rojos de pollo
(Rehmani & Spradbrow, 1995).

La aceptabilidad del vehiculo a utilizar es un punto importante ya que se debe garantizar
el consumo total y en el menor tiempo posible de la racion con el fin de evitar la inactivacion
del biolégico y la correcta activacién de la respuesta inmune. Los resultados de la prueba
de palatabilidad mostraron que las aves se consumieron las preparaciones de arroz y maiz
cocido entre 7 y 10 minutos, mientras que un estudio realizado por Samuel et al. 1993
reportaron que el consumo de arroz cocido ocurrié entre 5y 45 minutos. Estas diferencias
pueden ser debidas a varios factores, por ejemplo, a que los estudios fueron realizados en
regiones del mundo distintas y por tanto los tipos de arroz en cada lugar pueden ofrecer
una gama de sabores diferentes segun caracteristicas del suelo o de las semillas, o a que
en cada estudio se usaron aves de diferentes tipos y tamafios o con periodos de ayuno
distintos. Adicionalmente, las gallinas a las que se les dio arroz cocido mostraron mayor
dificultad para la aprehension del grano debido a que luego de su preparacion este tomaba
una textura pegajosa y por ende podia quedarse pegado en el pico y las plumas de la cara
de las aves. Por lo anterior, el grado de apelmazamiento del arroz luego de la coccién
también podria influir en el tiempo que tarde el animal para tomar el vehiculo antes de

consumirlo.

En el caso del arroz crudo con aceite los resultados aqui presentados mostraron que fue
ingerido en su totalidad en 15 minutos, lo cual concuerda con lo reportado por Wambura,
2009 quien empled arroz aceitado para administrar la cepa vacunal 12 de NDV en pollos
reportando el mismo tiempo de consumo. Con base en los resultados obtenidos, la
preferencia hacia alguno de los vehiculos mencionados no seria un problema a la hora de
realizar un proceso de vacunacion, ya que todos fueron consumidos en tiempos en donde

la inactivacién de la vacuna aun no tendria lugar.

En una prueba estandar para evaluar la termoestabilidad de un virus, este normalmente
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es expuesto a diferentes temperaturas de forma escalonada hasta alcanzar una
temperatura final de 56°C y al final se escogen solo aquellos virus que hayan logrado
sobrevivir a la inactivacion. Posteriormente se evalla la infectividad del virus en donde sera
considerado termoestable si la disminucion del titulo es menor de 1Log10 (Wen et al.,
2016). En la presente investigacion las cepas evaluadas no fueron expuestas a
temperaturas por encima de los 22°C ni se emplearon tiempos de exposicion mas alla de
una hora, pero se observo que bajo estas condiciones La Sota y VH mantuvieron su titulo
de forma similar. Ensayos previos del grupo de investigacion probaron aumentar el tiempo
de exposicion de la cepa VH a temperatura ambiente hasta las cuatro horas post-
preparacion, pero los titulos descendieron considerablemente a partir de las dos horas
(datos no publicados). Con base en lo anterior, se determind un tiempo maximo de una
hora post-mezcla para los ensayos. Otro estudio ha indicado que diversas cepas del NDV
pierden su infectividad al ser expuestas a temperaturas de 50-55°C durante 30 minutos
(Lomniczi, 1975). Con base en esto seria posible seleccionar poblaciones de virus que
resistan rangos de temperatura variados y producir vacunas que tengan una minima

dependencia de cadena de frio.

En cuanto a las técnicas empleadas en el estudio, se puede concluir que la titulacion de
virus en huevos embrionados provenientes de lotes de aves SPF y la determinacién de la
dosis infectiva embrion 50 son métodos comiunmente usados para cuantificar titulos virales
en suspensiones. Estos procedimientos hicieron parte de la metodologia utilizada en la
evaluacion de la estabilidad de las cepas de estudio a temperatura ambiente y
corroboraron la viabilidad del virus. Por otra parte, las técnicas en biologia molecular como
el RT-PCR en tiempo real se han caracterizado por su alta sensibilidad, especificidad y
precision en la cuantificacion de acidos nucleicos, siendo la mas ampliamente usada para
su cuantificaciébn en muestras de diverso origen, aungque se debe ser cuidadoso con la
interpretacion de la informacién obtenida de esta técnica bajo las circunstancias del
presente estudio. La temperatura melting en el ensayo de amplificacion a diferentes dosis
de vacuna en el maiz cocido mostr6 un tnico pico a 83°C, lo cual corrobor6 la especificidad
de los primers empleados y la amplificacion de los productos correspondientes al gen de

la proteina F segun lo descrito por Jang et al. 2011.

En conclusién, este estudio ayud6 a comprender el patrén de disminucion de los titulos

infectivos de dos vacunas vivas del NDV luego de ser mezcladas con diferentes granos
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utilizados como vehiculos. El tratamiento que mostré6 un desempefio favorable para los
granos en las condiciones en que se desarroll6 la investigacion fue la coccion en agua
embotellada y el vehiculo que mostr6 resultados mas prometedores fue el maiz. Estos
hallazgos abren la posibilidad de que el maiz cocido sea el candidato para ser usado en
un proceso de vacunacién a través del alimento, aunque la caracterizacion de sustancias
inhibidoras y su actividad antiviral debe ser considerada en posteriores estudios, ya que
algunas como lectinas, taninos, alcaloides y acidos son abundantes en la mayoria de las
semillas leguminosas por lo que es importante ampliar la gama de posibilidades de uso de

diferentes granos.

Es necesario plantear un ensayo in-vivo en el que se administre la vacuna mezclada en
los granos por via oral para confirmar la capacidad del virus de estimular una respuesta

inmune en las aves.
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3.COMPARACION DEL EFECTO DE
DIFERENTES VIAS DE ADMINISTRACION
DE UN VIRUS DE BAJA VIRULENCIA DE LA
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE SOBRE LA
RESPUESTA INMUNE EN POLLOS

3.1 INTRODUCCION

La aplicacion en masa de vacunas vivas en el agua de bebida o por aerosol reduce el costo
y mano de obra si se compara con vacunas que deben administrase individualmente, pero
es complicado generar anticuerpos protectores en un alto porcentaje de la poblacion (Van
Boven et al., 2008). Esta situacién es debida en parte a las caracteristicas propias del
sistema productivo, como las altas densidades, las variaciones en las tasas de consumo
de agua entre las aves o el mantenimiento de los animales en condiciones no tecnificadas
(Degefa et al., 2004). En este Ultimo caso la via de administracién a emplear debe generar
adecuados niveles de inmunidad en la totalidad de los individuos y adaptarse a las

condiciones de manejo del predio para que su aplicacién sea practica.

La aplicacion de virus vivos a través del alimento se ha postulado como un método efectivo
para el control del NDV, razén por la cual en paises asiaticos y africanos es considerada
como la estrategia mas adecuada para reducir la presentacion de signos clinicos y la
mortalidad en aves de traspatio (Jayawardane y Bandara, 1990; Tantaswasdi et al., 1992;
Abdi et al., 2016). Varios aspectos resaltan las ventajas de emplear esta via de
administracién, dentro de los mas relevantes esta la reduccién del estrés generado en las
aves asociado a las practicas convencionales para la aplicacion de vacunas como el
manejo individual de los animales o la privacién del consumo de agua, elimina la necesidad

de tener vacunadores entrenados y permite la vacunacion en masa (Abdi et al., 2016). De
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otra parte, el hecho de reunir animales que no estan confinados atrayéndolos con el
alimento hace que no sea necesaria la manipulacién individual de las aves para aplicar

vacunas.

Con base en lo anterior, es necesaria la implementacion de un sistema de inmunizacion
gue permita ampliar la cobertura vacunal también a las aves de avicultura familiar por lo
gue se requieren estudios que evallen la via de administracion mas adecuada y la calidad
de la respuesta inmune que se genere. Para tal fin el presente estudio comparé tres
métodos de administracion de una vacuna viva de NDV: oral a través de maiz cocido, agua
de bebida y via ocular mediante la respuesta humoral por la prueba de IH, expresién génica
de IFN-y e IL-6, indices histol6gicos de tejidos blanco e indices de peso de érganos
linfoides. Paralelamente, se evalud el nivel de excreciéon del virus vacunal a través de RT-
gPCR.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Disefio experimental del ensayo de vacunacidén in-vivo
» Poblacién objeto y distribucién de los grupos experimentales

Ciento sesenta pollitos macho de la linea liviana Babcock de un dia de edad sin vacunacién
previa contra la enfermedad de Newcastle fueron obtenidos de una incubadora comercial
y alojados en cuartos separados en el bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional de Colombia. Las aves incluidas en el
experimento fueron aquellas que tuvieron pesos por encima de 36 g y fueron distribuidos
al azar en cada tratamiento asegurando uniformidad de pesos en cada uno. Se manejaron

los siguientes tratamientos:

= Grupo control negativo (que no se vacund contra el NDV)
»= Grupo vacunado via ocular
» Grupo vacunado via agua de bebida

»= Grupo vacunado via maiz
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Cada uno de los grupos estuvo conformado por cinco réplicas con ocho aves en cada una.
Las condiciones de manejo como alimentacion, temperatura e iluminacion se rigieron bajo
las recomendaciones de la casa comercial de la estirpe, asi como bajo estdndares
establecidos en el protocolo de bioseguridad para animales en experimentacion del
Bioterio de la Universidad Nacional de Colombia. Los procedimientos que se realizaron en
los animales fueron previamente aprobados por el Comité de Bioética de la FMVZ de la
Universidad Nacional de Colombia mediante oficio [CB-FMVZ-UN-021-2020] del 20 de
agosto de 2020.

El esquema de vacunacién contra el NDV consistié en la inmunizacién al dia 28 de edad
con la cepa VH y un refuerzo 15 dias después con la misma cepa (dia 43 de edad). Durante
los seis dias posteriores al proceso de vacunacién se realiz6 la evaluacion de reacciones
post-vacunales tales como estornudos, ruido respiratorio, cambios en la frecuencia y
consistencia de las deposiciones, congestién de mucosa ocular y depresion. Asi mismo se
tomaron datos de parametros zootécnicos como: peso corporal semanal, consumo de

alimento semanal, consumo acumulado, conversion semanal y conversion acumulada.

3.2.2 Cepavacunal y vias de administraciéon empleadas

La cepa vacunal VH del NDV es un virus de baja virulencia que viene en presentacion
comercial de blister de 10 pastillas efervescentes (2000 dosis por pastilla). Una pastilla fue
reconstituida en 1 L de agua pura embotellada obteniendo 2 dosis por mL. Luego a partir
de esta solucion madre se prepararon las dosis correspondientes para cada via de
administracion como se describe a continuacion. La refrigeracion de la vacuna solo se
mantuvo desde su adquisicién hasta el dia de inicio del experimento, en adelante la cepa

se manejo a temperatura ambiente.
» Maiz peto cocido

Para la preparacion del maiz peto, 1 L de agua fue colocado en una olla a fuego maximo

hasta que alcanzara una temperatura de 100°C, momento en el cual se baj6 la intensidad
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del fuego a su minimo nivel. Posteriormente, 400 g de maiz fueron adicionados al agua y
se dejaron en coccién durante 20 minutos a fuego lento. Culminado este tiempo el maiz se
dej6 enfriar durante toda la noche. Al dia siguiente cinco porciones de 80 g de maiz (10
g/ave en cada grupo conformado por 8 aves) fueron colocadas en bolsas plasticas con
cierre hermético y fueron cargadas con 1 mL de vacuna que contenia 2 dosis para cada
10 g de maiz, mediante la adicidn del biolégico con una jeringa. Las bolsas fueron agitadas

manualmente para homogenizar la mezcla durante 3 minutos.

Se retird el alimento al finalizar la tarde del dia previo a la vacunacién y en las primeras
horas de la mafiana cada corral recibié el maiz cocido cargado con la cepa VH, como se
describi6 en el parrafo anterior. El agua de bebida que se administr6 a los animales antes,
durante y el dia después de la vacunacion fue preparada con un protector de vacuna

comercial e inactivaciéon de cloro.

= Aguade bebida

Al finalizar la tarde del dia anterior el agua fue retirada y se suministré la vacuna en la
primera hora de la mafiana siguiente. El biolégico se preparé en cada bebedero con 40 mL
de agua pura embotellada en la que cada ave recibi6é dos dosis que fueron consumidas en
un tiempo méaximo de una hora. El agua de bebida que se dio a los animales el dia antes,
durante y hasta un dia después de la vacunacion fue preparada con un protector de vacuna

comercial (Cevamune®) e inactivacion de cloro.

=  Viaocular

Una pastilla de 2000 dosis fue reconstituida en diluente comercial de 2000 dosis dentro de
un tubo cénico de 50 mL, posteriormente la preparacion fue trasvasada a un gotero de
dosificaciébn previamente esterilizado y cada ave fue vacunada a través de la
administracién de una gota de la vacuna en el ojo derecho correspondiente a una dosis en

un volumen de gota de 0,03 mL.



iError! No se encuentra el origen de la referencia.apitulo 3 77

3.2.3 Evaluacién de titulos de anticuerpos por la prueba de
Inhibicién de la hemaglutinacién

Se tomaron muestras de sangre de 15 aves de cada uno de los grupos experimentales al
dia 2 de edad para la determinacion del nivel de anticuerpos maternos y posteriormente a
los 15y 25 dias de edad para la evaluacion de su catabolismo. Luego se volvieron a tomar
muestras de sangre a los 7, 14 y 21 dias post-vacunacion para determinar los titulos
obtenidos.

Las muestras fueron centrifugadas a 5000 xg por 10 minutos, el suero fue colectado en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y posteriormente procesado por Inhibicién de la
hemaglutinacién (IH) para la cuantificacién de anticuerpos contra el NDV. La técnica fue
realizada en placas fondo “V” de 96 pozos empleando 8 unidades hemaglutinantes (UHA)
del antigeno de referencia del NDV que fue titulado realizando diluciones seriadas en base
2 con 25 ul de PBS al 1X y 25 pl del antigeno y se confirmaron las 8 UHA requeridas para
la prueba segun el protocolo de la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2018).
Para la prueba de IH se realizaron diluciones seriadas en base 2 con 25 pl del sueroy 25
ul de las 8 UHA en cada pozo y se dejo incubar durante 30 minutos. Luego de este tiempo,
25 ul de globulos rojos de pollo preparados al 1% fueron afiadidos en cada pozo y se dejé
en incubacion por 45 minutos para determinar el punto final de hemaglutinacion. Los datos
del nivel de anticuerpos de cada suero se tomaron a partir del punto maximo de dilucién
del suero en el cual los anticuerpos presentes aun producian la inhibicion de la
hemaglutinacion. Se registraron los titulos maximos, minimos, el promedio aritmético, el
promedio geométrico y se grafico la distribucion de los sueros segun el titulo obtenido en

histogramas para su analisis.

3.2.4 Cuantificacion absoluta de la excrecion de virus vacunal
por RT-qPCR

Para la evaluacién de excrecion viral post-vacunancion se tomaron 5 hisopos cloacales de
las aves (1 hisopo por ave) en cada grupo experimental a los 2 y a los 4 dias post-
vacunacion para realizar cuantificacion absoluta de RNA viral (Cardenas, 2015). Los

hisopos se preservaron en PBS al 1X con antibiético (200 pg/mL de Gentamicina sulfato y
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1000 U/mL de Penicilina G y 4 microgramos/mL de Anfotericina B) y se almacenaron a -
70°C hasta su procesamiento.

= Extraccion del RNA viral y sintesis de cDNA

Se realiz6 la extraccion de acido nucleico a partir de los hisopos siguiendo el protocolo

descrito anteriormente en el capitulo 2 numeral 2.2.6
= Deteccidn y cuantificacion de la carga viral por PCR en tiempo real

Se emplearon los mismos primers de gen F reportados por Seal et al., 1995 utilizados en

la fase de evaluacioén de los vehiculos del presente estudio.

Para determinar el nivel de excrecion del virus vacunal en cada uno de los grupos
experimentales se realiz6 la técnica de RT-gPCR. La mezcla de PCR se prepar6 para un
volumen final de reaccién de 10 pl de la siguiente manera: 3.1 ul de agua ultrapura, 5 pl
de LightCycler® 480 SYBR Green | Master (1X), 0.15 ul de primer Forward (10mM), 0.15
pl de primer Reverse (10mM), 0.5 pl de DMSO (0.5X) y 1.1 pl de cDNA. El proceso de
amplificaciéon se realizé en el equipo LightCycler 480 Il bajo las siguientes condiciones
térmicas: 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 10 segundos, anillamiento a 59°C por
10 segundos y extension a 72°C por 10 segundos. La especificidad de las amplificaciones
se determind por analisis de las curvas de melting donde estos valores y los de Ct se
calcularon usando el software LightCycler 480®. Se tomaron las diluciones 107 y 10°de
la curva 1 como concentraciones estandar y la comparacion de la carga de NDV se realiz6

con base en los Ct obtenidos y la concentracion absoluta.

3.2.5 Determinacion de la expresion de genes de inmunidad
innata por RT-gPCR

A los 2 y 4 dias post-vacunacion se sacrificaron 5 aves de cada grupo experimental y se
les tomé el bazo para extraccion de RNA total. Las muestras se almacenaron a -70°C hasta

el momento de la extraccion.
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= Extraccion del RNA total y sintesis de cDNA

Para la extraccion de RNA total se empled el kit comercial InviTrap Spin Tissue RNA Mini
kit Universal RNA (Invitek Molecular GmbH D-13125, Berlin) siguiendo las instrucciones
del fabricante, luego fue eluido en un volumen de 50ul y solo 5ul fueron usados
inmediatamente para la reaccion de RT. El RNA fue tratado posteriormente con enzimas
(DNasas) usando el kit DNase | (RNase - free) ® (NEW ENGLAND BIOLABS) previo al
proceso de retrotranscripcion. La calidad y cantidad del RNA extraido se midié usando un
espectrofotbmetro Nanodrop® ND-1000 (Thermo Scientific). El DNA complementario se
sintetiz6 para un volumen final de 10 ul con el kit comercial High-Capacity cONA Reverse
Transcription with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Cheshire, UK. Cat No. 4374966)..
Los componentes de la mezcla maestra fueron: 1.6 ul de agua ultrapura, 1 pl de Buffer RT
(10X), 1 pl de Random primers (10X), 0.4 pl de Mix dNTPs (100mM), 0.5 ul de RNase
inhibitor (20U/ul) y 0.5 pl de enzima Multiscribe (50U/pl). La RT se corri6 en el termociclador
Bio-Rad Laboratories® bajo las siguientes condiciones: incubacién a 25°C por 6 minutos,
37°C por 72 minutos, 85°C por 3 minutos y 4°C por 6 minutos.

» Cuantificacion de la expresion génica relativa de IFN-y e IL-6 por RT-gPCR
La expresion de IFN-y e IL-6 se determind por RT-gPCR usando el kit LightCycler® 480
SYBR Green | Master y primers especificos de los genes mencionados (Cornax et al.,
2012) (tabla 3.1). Los tamafios de los productos se corroboraron previamente por PCR

convencional.

Tabla 3.1 Primers dirigidos a la amplificacién de genes de inmunidad innata

Primer Secuencia Tamarfio bp

IFN-y Forward: CAAAGCCGCACATCAAACA 80
Reverse: TTTCACCTTCTTCACGCCATC

IL-6 Forward: GCTCGCCGGCTTCGA 71
Reverse: GGTAGGTCTGAAAGGCGAACAG

B- actina | Forward: TCACCAACTGGGATGATATGGA 118
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Reverse: TTGGCTTTGGGGTTCAGG

Para el andlisis de expresion, el gen de la B-actina se us6 como gen normalizador o
housekeeping. Los componentes de la mezcla de PCR fueron 2.2 ul de agua ultrapura, 5
ul de LightCycler® 480 SYBR Green | (1X), 0.3 pl de primer Forward (10mM), 0.3 pl de
primer Reverse (10mM), 1 pl de DMSO (0.5X) y 1.2 pl de cDNA para un volumen final de
10 ul. La gPCR se llevé a cabo usando las siguientes condiciones térmicas: 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 15 segundos, anillamiento a 58°C por 15 segundos y
extension a 72°C por 15 segundos. El calculo del nivel de expresién génica se determiné
por el método del doble Delta-Delta Ct (AACt) reportado previamente (Livak y Schmittgen,
2001).

3.2.6 Evaluacion de los indices de peso de organos linfoides en
respuesta ala vacunacion

Con el objetivo de evaluar el efecto de la via de administracion de la vacuna sobre los
indices de peso de la bursa de Fabricio, timo y bazo, se sacrificaron 5 aves al azar de cada
grupo experimental a los dias 2, 4 y 21 postvacunacion para tomar de cada una de ellas
los érganos linfoides mencionados. Se registraron los pesos de cada 6rgano y el peso
corporal de cada ave para obtener los indices usando la férmula de Lucio y Hitchner, 1979
(Igwe et al., 2019):

peso del 6rgano

100
peso corporal del ave

3.2.7 Valoracion microscopicay macroscopica de lesiones en
tejidos

Se realizaron necropsias de las 5 aves sacrificadas por grupo los dias 2 y 4 post-
vacunacion para evaluacion de lesiones macro. Para complementar el analisis se tomaron
muestras de tejidos para histopatologia de bazo, conjuntiva, cornete nasal, laringe,

pulmoén, timo, bursa, proventriculo, tonsila cecal y todos los segmentos del intestino para
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valorar el grado de lesion generada por la replicacion del virus vacunal en los tejidos por
medio de una puntuacién previamente reportada (Hussein et al., 2018) en el que se
evaluaron los siguientes criterios de lesion: hiperemia, infiltracién inflamatoria, edema y
lesiones de degeneracion/necrosis epitelial en sistema respiratorio superior en un rango
qgue va de 0 a 5 y en sistema digestivo en una rango de 0 a 3 . En el caso de 6rganos
linfoides los criterios de lesion fueron grado de deplecion, activacion/proliferacién linfoide
y necrosis en un rango de 0 a 5. Los tejidos fueron tomados en formol buferado al 10%, se

realizé proceso de imbibicion en parafina, corte y tinciébn con hematoxilina-eosina.

3.2.8 Analisis estadistico

Los datos generados de este estudio fueron sujetos a andlisis estadistico usando el
software R- project 4.1.0. y Microsoft Excel. Los efectos comparativos segin via de
administracion y dia post-vacunacion sobre los indices de 6rganos linfoides, los titulos de
anticuerpos, la excrecion viral y los scores de lesiones micro se analizaron usando la
prueba de Kruskall Wallis y la prueba de comparacién de Wilcoxon. La evaluacién de
pardmetros zootécnicos fue sometida a inferencia estadistica por andlisis de varianza

(ANOVA). En todos los analisis se acept6 la significancia con un P < 0.05.

Los niveles de expresion génica por grupo experimental se analizaron por medio del
método del AACt (Livak y Schmittgen, 2001) indicando en que grupos hubo mayor
expresion de los genes de interés. La validacion del gen de la B-actina se realizé por

ANOVA de los valores de Ct obtenidos entre los grupos.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Anticuerpos maternos y respuesta seroldgica post-
vacunacion

La evaluacién de los anticuerpos maternos mostré que la mayoria de los sueros se

agruparon en titulos entre 64 y 128 con un titulo medio geométrico de 128 (log2’), lo cual
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fue un indicador de la transferencia de anticuerpos especificos del NDV a la progenie

producto de la vacunacién de los lotes maternos.

El titulo de anticuerpos obtenidos por IH al dia 7 post-vacunacion incremento en los grupos
vacunados via ocular y agua de bebida sin diferencias significativas entre estos grupos,
mientras que el titulo de los pollos vacunados a través de maiz cocido se mantuvo bajo
(log23) (gréfica 3.1). Hubo diferencias entre los titulos de las aves vacunadas por agua de
bebida y via maiz (P=0.001), asi como entre este Ultimo y la via ocular (P=0.001). Los
titulos del grupo inmunizado por medio del maiz empezaron a incrementar a partir del dia
14 y se mantuvieron a un nivel similar hacia el dia 21. Durante todo el experimento los

titulos del grupo no vacunado permanecieron negativos.

La via ocular gener6 promedios de titulos mas elevados al dia 14 seguido por el maiz y el
agua de bebida, mientras que al dia 21 el maiz mostré un ligero incremento con respecto
a los otros grupos. A pesar de esto, tanto al dia 14 como al dia 21 post-vacunacion no
hubo diferencias estadisticas significativas luego de vacunar por las vias agua de bebida,

maiz y ocular.

Grafica 3.1 Titulos de anticuerpos en la prueba de IH de pollos pre y post- vacunacion
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3.3.2 Excrecién del virus vacunal

El nivel de excrecion viral se evalu6 con los valores de los Ct obtenidos en cada una de
las muestras y al limite de deteccion determinado a través de la curva de qPCR. Ninguno
de los grupos (vacunados y no vacunados) excreto virus al ambiente a través de la cloaca
al dia 0. En el caso de los grupos vacunados, la excrecién empezo a ser evidente al dia 2
post-vacunacion en el grupo que recibié la dosis via agua de bebida, el cual mostré
diferencias significativas con el grupo maiz (P= 0.04). Los Ct del grupo ocular y el maiz no
difirieron significativamente del Ct del control, sin embargo, el grupo ocular present6
excrecion (Grafica 3.2).

Al dia 4 post-vacunacion las tres vias de vacunacién evaluadas difirieron significativamente
(P=0.0005). Las aves vacunadas via oral mostraron excrecién del virus vacunal a través
de la cloaca con diferencias entre el maiz y el agua de bebida (P=0.009) mientras que la

excrecioén en el grupo que recibié la vacuna via ocular fue baja (Grafica 3.2).

Gréfica 3.2 Excrecion del virus vacunal a través de la cloaca
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Grupos con letras diferentes presentan diferencias estadisticas significativas (P<0.05). Limite de deteccién de
la curva: 26.7. A: valores de Ct obtenidos por RT-gPCR a partir de hisopos cloacales dia 0, B: valores de Ct
obtenidos por RT-gPCR a partir de hisopos cloacales al 2dpv. C: valores de Ct obtenidos por RT-gPCR a partir
de hisopos cloacales al 4dpv. Los nimeros de bajo de las cajas representan la cantidad de copias de ARN

viral. dpv: dias post-vacunacién. Fuente: Autor

La tabla 3.2 muestra la cantidad y el porcentaje de aves de cada grupo que evidenciaron

excrecion del virus vacunal a través de la cloaca.

Tabla 3.2 Proporcion de aves con evidencia de excrecion viral a través de la cloaca

Grupo Odpv 2dpv 4dpv
Nimero | Porcentaje | Numero | Porcentaje | Numero | Porcentaje
de aves de aves de aves
Control 0/4 0% 0/5 0% 0/5 0%
Ocular 0/5 0% 2/4 50% 2/5 40%
Agua 0/4 0% 4/5 80% 4/4 100%
Maiz 0/4 0% 0/5 0% 4/4 100%

Fuente: autor

3.3.3 Expresion relativa de genes de INF-y e IL-6

El tamafio de los genes de interés amplificados por PCR convencional se muestra en la
figura 3.1. La expresién génica de IFN-y de los animales vacunados se mantuvo por debajo
del grupo control al dia 2 post-vacunacién. La expresién de IFN-y fue baja al dia 2 post-
vacunacion y solo increment6 hasta el dia 4 en todos los grupos (grafica 3.3B);
interesantemente, la expresion génica al dia 4 fue similar entre las aves del grupo ocular y
las del grupo maiz. La vacunacion via agua de bebida estimul6 la expresion del gen por
encima de las demas vias de administracion al cuarto dia. En cuanto a la IL-6, al dia 2
post-vacunacion la expresién fue similar entre los grupos vacunados e incrementé hacia el
dia cuarto particularmente en los grupos agua y ocular. El nivel de expresion en las aves

del grupo maiz disminuyé ligeramente (grafica 3.3A).
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Figura 3.1 Amplificacion de los genes de INF-y e IL-6 por PCR convencional

A: Gen de INF-y, carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control negativo, lineas 1-5: banda
correspondiente a la amplificacion del INF-y (71pb) a partir de una muestra de bazo tomada de un ave el dia
de la recepcion, cada carril corresponde a una réplica. Las fechas sefialan la banda de la amplificacion B: Gen
de IL-6, carril 1: marcador de peso molecular, lineas 1-6: banda correspondiente a la amplificacion de IL-6
(71(pb) a partir de una muestra de bazo tomada de un ave el dia de la recepcion, cada carril corresponde a
una réplica. Las fechas sefialan la banda obtenida pb: pares de bases. Fuente: Autor

Grafica 3.3 Niveles de expresion génica de IFN-y e IL-6 a los 2 y 4 dias post-vacunacion
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A: Expresion relativa de IL-6 en macerados de bazo, B: Expresion relativa de IFN-y en macerados de bazo.

Fuente: Autor

3.3.4 Evaluacién de indices de peso de 6rganos linfoides

No hubo diferencias estadisticas entre los grupos en los indices de peso de bursa, timo y
bazo obtenidos al dia 2 post-vacunacion. Al dia 4 el grupo ocular mostré diferencias
significativas comparado con el control negativo en los indices de peso del timo (P = 0.04).
Después de la segunda dosis de vacuna los valores obtenidos fueron similares entre los

grupos (tabla 3.3).

Tabla 3.3. indices de peso de bursa, timo y bazo a los 2, 4 y 21 dias post-vacunacion

Dia Grupo indice de peso
Bursa Timo Bazo

2dpv Control | 0.51+0.04 | 0.52+0.08 | 0.16+0.02
Ocular | 0.59+0.12 | 0.60+0.12 | 0.16+0.01
Agua 0.4940.09 | 0.57+0.09 | 0.12+0.03
Maiz 0.56+0.05 | 0.54+0.06 | 0.13+0.02
P-value | 0.8 0.9 0.5

4dpv Control | 0.56+0.03 | 0.61+0.072 | 0.14+0.03
Ocular | 0.57+0.03 | 0.27+0.02° | 0.16+0.08
Agua 0.50+0.04 | 0.41+0.05" | 0.17+0.01
Maiz 0.54+0.02 | 0.34+0.06" | 0.12+0.01
P-value 0.3 0.04 0.09

21dpv | Control | 0.3+0.03 0.4+0.03 0.1+0.008
Ocular | 0.4+0.02 0.4+0.02 0.1+0.006
Agua 0.4+0.02 0.5+0.04 0.1+0.007
Maiz 0.4+0.03 0.3+0.04 | 0.1+0.01
P-value | 0.3 0.09 0.5

Promedio de los indices * error estandar de la media. Letras diferentes en superindice representan diferencias

estadisticas significativas (P < 0.05). dpv: dias post-vacunacion Fuente: Autor

3.3.5 Examen macro y micro de lesiones en tejidos

La localizacion e intensidad de las lesiones macroscépicas fueron similares entre el dia 2

y 4 post-vacunacion. Las lesiones encontradas en el grupo vacunado via ocular estuvieron
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principalmente localizadas a nivel de la cabeza, en donde se encontr6 congestion de
conjuntiva y tracto respiratorio superior (figura 3.2).

Se observaron hemorragias en tonsilas cecales en los grupos que recibieron vacuna via
oral en el 60% de las aves evaluadas (figura 3.2). Adicionalmente, se pudo observar

congestién en la mucosa del duodeno, yeyuno e ileon y congestién en la conjuntiva.

Figura 3.2 Lesiones en conjuntiva y traquea del grupo ocular y tonsilas cecales del grupo
agua de bebida

A: Congestién en conjuntiva en ave del grupo vacunado via ocular. B: leve congestion en traquea en ave del
grupo vacunado via ocular. C: hemorragias en tonsilas cecales en ave del grupo vacunado por via agua de
bebida. Fuente: Autor

La presencia de espuma y opacidad en sacos aéreos toracicos y abdominales fue un
hallazgo en algunas de las aves de los grupos agua y maiz (figura 3.3). Por otra parte, se

observo retencion del saco vitelino en algunos individuos en todos los grupos evaluados.

Figura 3.3 Lesiones en sacos aéreos en grupos vacunados via oral
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A: Leve contenido espumoso en saco aéreo abdominal en ave vacunada via maiz. B: leve contenido espumoso

en saco aéreo toracico en ave vacunada via agua de bebida. Fuente: Autor

El tamafio y aspecto de la bursa de Fabricio, timo y bazo se mantuvieron sin variaciones
evidentes entre los grupos de estudio.

Figura 3.4 Evaluacion comparativa del tamafio y apariencia de 6rganos linfoides entre las
aves de cada grupo

A: timo, bazo y bursa de Fabricio de 5 pollos del grupo control negativo. B: timo, bazo y bursa de Fabricio de
3 pollos del grupo vacunado via ocular. C: grupo vacunado via agua de bebida. D: grupo vacunado via maiz.
No se aprecian diferencias en el tamafio ni la apariencia entre los érganos. Fuente: Autor

En general los animales de cada via de aplicacién mostraron grados de lesion bajos para
los 6rganos evaluados y no hubo diferencias significativas entre los grupos (tablas 3.5, 3.6,
3.7). El 6érgano que presentd un grado de lesién mas elevado fue la tonsila cecal en la que

se observo proliferacion masiva y activacion de foliculos linfoides.
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Hubo diferencias significativas en los grados de lesion en cornetes al dia 4 post-vacunacion

entre el grupo ocular y el control negativo (P=0.04) y entre el grupo control y agua (P=0.04).

También en laringe entre el control y el grupo agua (P=0.02), maiz versus control (P=0.04)

y entre ocular y control (P=0.03). En todos los casos se observo una rapida recuperacion

del tejido hacia el dia 21.

Tabla 3.4 Grados de lesiones microscopicas en aparato digestivo

Dia Digestivo Rangos Control | Ocular Agua Maiz P-value
escala de
lesién
2 Proventriculo 0-4 0.0 0.3+0.3 0.0 0.0 0.2
Intestino 0-3 1.2+0.2 | 1.4+0.2 | 1.2+0.2 | 1.0+0.3 0.7
Total 1.2 1.7 1.2 1.0 0.6
4 Proventriculo 0-4 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Intestino 0-3 1.4+0.2 | 1.4+0.2 | 1.2+0.2 1.0 0.4
Total 1.4 1.4 1.2 1.0 0.4
21 Proventriculo 0-4 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Intestino 0-3 1.4+0.2 | 1.240.2 1.0 1.6+0.2 0.2
Total 1.4 1.2 1 1.6 0.2

Promedio de los grados de lesiones + error estdndar de la media. No se observo diferencia estadistica. Fuente:

Autor

Tabla 3.5 Grados de lesiones microscépicas en aparato respiratorio

Dia Respiratorio Rangos | Control Ocular Agua Maiz P-value
escala de
lesion

2 Cornetes 0-5 0.4+0.2 | 0.4+0.2 | 0.6%0.2 0.6£0.2 | 0.8
Laringe 0-5 0.2+0.2* | 1.2+0.2° | 1.0+0.0° | 0.4+0.3° | 0.01
Traquea 0-5 0.0 0.0 0.0 0.2+0.2 | 0.3
Pulmon 0-3 0.2+0.2 | 0.0 0.0 0.0 0.3
Total 0.8 1.6 1.6 1.2 0.6
respiratorio
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Total activacion 0.0 0.2 0.4 0.6 0.06
linfoide

4 Cornetes 0-5 0.4+0.2° | 1.8+0.6° | 1.4+0.2* | 0.6+0.2* | 0.03
Laringe 0-5 0.8+0.4° | 2.8+0.5° | 2.6%0.4° 2.4+0.4° | 0.03
Traquea 0-5 0.6%0.2 1.3+0.3 0.84+0.2 0.6%0.2 0.2
Pulmdn 0-3 0.0 0.21+0.2 0.0 0.0 04
Total 0-13 1.8° 6.1° 4.8 3.6° 0.01
respiratorio
Total activacion | 0-3 0.0 0.4 0.8 0.4 0.1
linfoide

21 Cornetes 0-5 0.7+0.3 0.84+0.2 0.840.2 0.4+0.2 0.5
Laringe 0-5 0.840.2 0.6%0.2 0.8+10.4 1.5+0.3 0.2
Traquea 0-5 0.0 0.0 0.0 0.3%0.3 0.4
Pulmodn 0-3 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
Total 0-13 1.9 1.8 1.6 2.2 0.9
respiratorio
Total activacion | 0-3 0.8 0.8 1.2 1.6 0.5
linfoide

Promedio de los grados de lesiones * error estandar de la media. Letras diferentes en superindice representan

diferencias estadisticas significativas (P < 0.05). pv: post-vacunacion. Fuente: Autor

Tabla 3.6 Grados de lesiones microscépicas en sistema linfoide

Dia Linfoides Rangos Negativo | Ocular Agua Maiz P-value
escala de
lesion

2 Bursa de Fabricio | 0-5 1.2+0.4 1.2+0.4 | 1.0+0.3 | 1.2#0.2 | 0.9
Timo 0-4 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Bazo 0-5 1.4+0.2 1.2+0.4 | 1.0+0.3 | 1.4+0.2 | 0.6
Tonsila cecal 0-3 1.6+0.2 1.8+0.2 | 2 1.8+0.3 | 0.4
Total linfoide 0-17 4.2 4.2 4 4.4 0.9
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Linfoides Rangos Negativo | Ocular | Agua Maiz P-value
escala de
lesion
4 Bursa de Fabricio | 0-5 0.8 0.6 0.4 0.4 0.7
Timo 0-4 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Bazo 0-5 1.040.3 1.0£0.3 | 1.0 1.0 1
Tonsila cecal 0-3 1.620.2 210.3 2 2.3:0.3 | 0.3
Total linfoide 0-17 3.4 3.6 34 3.65 0.9
21 Bursa de Fabricio | 0-5 0.810.2 0.2£0.2 | 0.0 0.6£0.4 | 0.08
Timo 0-4 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Bazo 0-5 1.0 1.24¢0.2 | 1.0 1.440.4 | 0.2
Tonsila cecal 0-3 2.410.2 2 2.4+0.2 | 2.2¢03 |04
Total linfoide 0-17 4.2 3.4 3.4 4.25 0.2

Promedio de los grados de lesiones + error estdndar de la media. Fuente: Autor

3.3.6 Monitoreo de reacciones post-vacunales

La sinologia mas evidente entre todos los grupos experimentales fue el incremento en la
frecuencia de deposiciones liquidas. En los grupos vacunados a través de maiz cocido y
agua de bebida esta reaccion se evidencio a partir del segundo dia post-vacunacién en el
40% de los corrales y gradualmente alcanzé el 80% y 100% respectivamente hacia el dia
4 y 5, momento en el cual su presentacion empezé a disminuir. Otras reacciones post-
vacunales como estornudos y ruidos respiratorios se manifestaron en menor proporciéon en
todos los grupos, particularmente al dia 3 y 6 en las aves que recibieron vacunacion via

oral.

Gréfica 3.4 Monitoreo de reacciones post-vacunales en las unidades experimentales
segun via de aplicacion
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40
30
20
: |
0
1 2 3 4

Dias post-vacunacion

mEstornudos @ Ruido respiratoric  @Heces liguidas  m Congestion mucosa ocular W Depresion

A: reacciones post-vacunales observadas en el grupo vacunado a través de maiz cocido, B: grupo vacunado
a través de agua de bebida, C: grupo vacunado via ocular. Fuente: Autor

3.3.7 Evaluaciéon de parametros zootécnicos

Se observé que el peso, el consumo semanal/acumulado y la conversién
semanal/acumulada no presentaron diferencias estadisticas significativas entre los grupos
durante las 7 semanas del experimento (grafica 3.4), De acuerdo con lo anterior, la

vacunacion por las vias evaluadas no alter6 el rendimiento zootécnico de las aves.

Grafica 3.5 Parametros zootécnicos evaluados durante 7 semanas de experimentaciéon
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2,46
2,53
2,53
2,64

464
443
447
445

3,07
3,20
3,15
3,20

Los pesos de las aves del grupo control se mantuvieron ligeramente mas altos a partir de

la tercera semana de vida comparado con los de los grupos vacunados hasta el final del

experimento. De manera similar, el consumo semanal fue ligeramente mas alto en los

controles negativos a partir de la semana 6.
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3.4 DISCUSION DE RESULTADOS

La adopcion de la via oral usando alimento como vehiculo ha sido una estrategia para
generar inmunidad contra el NDV en sistemas de traspatio con el fin de disminuir el impacto
de la enfermedad en zonas endémicas. En este estudio se examino el efecto de la
vacunacion por via oral, ocular y agua de bebida sobre la respuesta seroldgica, la
expresion génica de IL-6 e IFN-y, los grados de lesibn microscépica en tejidos y la
excrecion viral. La inmunidad humoral por rutas ocular y agua aparecié mas rapido, la
inmunidad por maiz tard6 mas. El incremento inicial de los titulos por IH observado en los
grupos al dia 7 post-vacunacién concuerda con el momento de deteccion temprana de
anticuerpos reportado por Vrdoljak, 2017 al emplear vacunas vivas y en otro trabajo
realizado por Okechukwu et al. 2020. De acuerdo con esto la aplicacion de la vacuna logré
establecer el estado de infeccion leve esperado en los individuos.

Después de los primeros 7 dias post-vacunacion el perfil serol6gico de las aves vacunadas
via maiz se mantuvo a niveles basales (log2°) y solo pocos individuos tuvieron titulos por
encima de esta media. S6lo hasta el dia 14 y 21 post-vacunacion los titulos alcanzaron
niveles comparables a los de los demas grupos, lo cual implica que al parecer algunas
aves no lograron consumir la dosis debido a la dominancia ejercida por otros individuos del
grupo. El posterior desarrollo de titulos probablemente se di6 por transmisién horizontal

debida al contacto con aves que excretaron el virus vacunal.

Todas las vias probadas en el presente estudio superaron al maiz en términos de rapidez
en la generacién del efecto serolégico esperado, pero el vehiculo logré estimular la
inmunidad humoral. También se ha reportado que la vacunacién via maiz funciona
adecuadamente ante el desafio con NDV de alta virulencia, aunque en menor grado si se
compara con los métodos de vacunacion tradicionales (Tadesse et al., 2014). Al comparar
los titulos obtenidos empleando maiz versus agua de bebida al dia 7 post-vacunacién esta
ltima produjo una respuesta humoral mas alta, pero a los 14 y 21 dias post-vacunacion
pese a que hubo un incremento en el nivel de anticuerpos en la via maiz este no fue
estadisticamente significativo, por lo que la respuesta obtenida por ambos métodos fue la

misma. Esto puede estar relacionado con el vehiculo usado, ya que segun Muir et al. 2000
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es indispensable que el antigeno pueda ser tomado facilmente por las células intestinales
especializadas e iniciar la presentacion antigénica. A la luz del proceso digestivo, la
absorcion del agua se produce mas rapido comparada con la del maiz, lo cual puede ser
la causa de la respuesta inicial rapida observada en los resultados de serologia del grupo
vacunado a través del agua de bebida ya que en este caso el antigeno se podria estar
moviendo de forma directa a través de los enterocitos (Mayer y Shlien, 1987). Por su parte,
la respuesta de anticuerpos dada por la aplicacion de vacuna en maiz fue 7 dias mas
tardia. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, probablemente la carga antigénica en
el maiz no fue la suficiente para estimular el tejido linfoide asociado a intestino (GALT)
producto de dilucién de la vacuna en el maiz, o por la accién de inhibidores virales como

lo ha reportado Samuel et al. 1993.

Se evidencié que la via ocular generé titulos mas altos comparado con el agua, pero no
hubo diferencias significativas en los titulos de anticuerpos a los 14 y 21 dias post-
vacunacion al vacunar por medio del agua o por via ocular. Esta observacion esta de
acuerdo con lo reportado por Vrdoljak, 2017, Mebrahtu et al. 2018 y Thekisoe et al. 2004
quienes obtuvieron titulos sin diferencias estadisticas al usar estas dos vias de

administracién en aves con ausencia de anticuerpos maternos.

Los niveles de anticuerpos generados por la aplicacién de la gota en el 0jo se mantuvieron
por encima de los titulos obtenidos con las otras rutas de administracién, aunque no
mostraron diferencias estadisticas significativas durante los tres dias de evaluacién. Este
hallazgo también fue reportado por Wedgan et al. 2015 quienes encontraron que la
aplicacion de una vacuna de NDV a través de gota en el ojo produce elevados titulos de
anticuerpos, con lo cual se infiere que la via ocular es ideal para generar una adecuada
proteccion ya que la inoculacién del virus vacunal se hace por la ruta natural de ingreso

del virus de campo.

Aungue se determind la dinamica inicial de la respuesta seroldgica, no se pudo determinar
con exactitud la duracion del pico de los anticuerpos antes de aplicar el refuerzo ya que la
revacunacion tuvo lugar antes de observar la caida natural de los titulos luego de la primera
dosis. Es probable que al manejar un esquema como el del presente estudio los titulos
obtenidos puedan durar de 3 a 4 semanas en promedio. Fentie et al. 2014 evidenciaron

gue luego de vacunar con cepas del NDV, los titulos de anticuerpos incrementan
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exponencialmente y alcanzan un umbral a la tercera semana con posterior descenso hacia
la cuarta semana; asi mismo, Owolodun y Ajiboye, 1975 reportaron que la aplicacion de
vacunas en agua de bebida estimula la produccion de anticuerpos que duran en pico al
menos 4 semanas, aunque se requieren futuros experimentos que determinen la duracion
estimada de la inmunidad humoral cuando se usa la via alimento antes de optar por la
revacunacion de las aves. Asi mismo, es necesario que futuros estudios incluyan un
desafio de las aves vacunadas con virus de campo para determinar si los niveles de

anticuerpos aqui obtenidos son protectivos.

Los titulos mas altos obtenidos por la via oral a través del maiz se consiguieron a los 14
dias de haber aplicado la primera dosis. Wambura y Wilson, 2009 reportaron resultados
similares luego de vacunar palomas contra el NDV a través del alimento en donde el inicio
de la respuesta seroldgica demord hasta el dia 14 post-vacunacién y a partir de alli
incrementé. Puede que al mezclar la vacuna con el vehiculo no todo el volumen de
alimento usado quede totalmente cubierto con el biolégico, por lo que algunos animales
podrian consumir raciones de maiz puro y en consecuencia no generen la respuesta
esperada, por lo que la cantidad de vacuna adicionada por gramo de alimento y la correcta
homogenizacion de la mezcla podrian tenerse en cuenta como puntos criticos del proceso,
aunque también es importante mencionar que no todas las aves ingieren la dosis exacta
como se presume debido a la dominancia dentro del grupo. La excrecion del virus vacunal
al ambiente evidenciada en el presente estudio pudo haber influido en este incremento,
donde las aves que no consumieron la dosis directamente pudieron haber adquirido por
contacto con los individuos vacunados, permitiendo de esta forma la generacion de titulos

en mas individuos dentro de la poblacién (Fentie et al, 2014; Shrestha et al., 2017).

La excrecion de virus de campo en aves vacunadas y no vacunadas ha sido reportada en
estudios que han evaluado la efectividad de nuevas vacunas o0 nuevos protocolos de
inmunizacion (Cardenas et al.,, 2015; Cornax et al., 2012; Tatar-kis., et al 2021); sin
embargo, son pocos los estudios que han revisado la excrecion exclusiva del virus vacunal.
Al dia 0 la excrecién fue negativa tanto en individuos vacunados como no vacunados, lo
cual corroboré que las aves no habian tenido contacto previo con virus vacunal o de
campo. Durante los dias 2 y 4 post-vacunacion la excrecion cloacal fue evidente en los

grupos que recibieron el biolégico via ocular y oral.
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Debido a que en el presente estudio se emple6 un virus apatégeno en la vacunacion, se
esperaba que éste se replicara en los tejidos y posteriormente fuera excretado al culminar
el proceso de infeccion tal como lo haria un virus de campo. La excrecion viral en aves
vacunadas a través de hisopos cloacales ha sido revisada por Cardenas et al. 2012
encontrando que al dia 2 y 4 la salida del virus tiene lugar; lo cual también fue observado
en el presente estudio. Sedeik et al. 2019 mencionan que esta excrecidon sucede por
periodos de tiempo mas prolongados al compararlos con los evaluados en el presente
estudio. De igual manera, Fentie et al. 2014 reportaron gque la excrecion viral puede
detectarse entre 3 a 21 dias post-desafio y puede transmitirse a otras aves. Estas
diferencias entre los dias en que ocurre la excrecidon pueden ser consecuencia de la
virulencia del NDV, ya que cepas mas agresivas (de campo) tienden a replicarse mas
rapido que un virus de baja patogenicidad (cepas vacunales), razén por la cual su

excrecién podria iniciar temprano en el curso de la infeccién y durar mas tiempo.

El rol del IFN-y en la respuesta contra el NDV ha sido exaltada por su efecto
inmunomodulador de la respuesta celular y la depuraciéon del virus (Susta, 2013). El
presente estudio mostré que la vacunacion con la cepa VH por diferentes vias de
administraciéon activa la expresion génica de esta molécula. La expresion en los grupos
vacunados tanto por via oral como por via ocular fue inicialmente baja y posteriormente
incremento con el paso del tiempo. Un patron de expresion similar de este tipo de interferén
ha sido previamente reportado en respuesta a la infeccién con cepas lentogénicas donde
los transcriptos de IFN-y se mantienen en niveles bajos durante los primeros 3 dias (Liu et
al., 2011). De acuerdo con Liu et al. 2011 una carga viral elevada de NDV lentogénico se
logra aproximadamente a los 10 dias post-infeccion en la sangre y el pico de produccién
del IFN-y se obtiene a los 7 dias, es decir tres dias antes del pico de viremia; de acuerdo
con esto, es posible que la baja produccién del interferon a los 2 dias post-vacunaciéon
obtenida en el presente estudio haya sido debida a que la cepa VH aun no habia replicado

lo suficiente en el bazo para estimular una alta produccion local de la molécula.

La expresion del interferon comenzo6 a elevarse al dia 4 post-vacunacion en todos los
grupos vacunados. Este hallazgo es similar con lo reportado por Rohollahzadeh et al. 2018
guienes observaron un incremento de IFN-y 3 dias después de utilizar vacunas vivas

contra NDV, resaltando su efecto antiviral temprano en el curso de la invasion del virus; sin
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embargo, difiere con respecto a lo reportado por Rue et al. 2011 y por Zhang et al. 2019
en cuyos estudios se menciona que una fuerte respuesta transcripcional de genes de
interferon ocurre en las primeras horas de la infeccién por NDV. Una posible explicacion
para estas diferencias recae en el tipo de cepa implicada. Los virus de alta virulencia
provocan la estimulacion de la respuesta inmune innata de forma mas abrupta comparado
con las cepas lentogénicas, ya que se replican mucho mas rapido alcanzando cargas
virales elevadas en los 6rganos blanco durante estadios tempranos de infeccién (Rue et
al., 2011). Con base en lo anterior, teniendo en cuenta que la cepa VH es un virus
lentogénico, es posible que su replicacién tome un poco mas de tiempo en generar el
estimulo para activar la produccién de moléculas de la inmunidad innata, tal como se

observé en el presente estudio.

Shilpa et al. 2014 reportaron que la expresion de IFN-y puede incrementar hacia el dia 14
post-vacunacion hasta 12 veces cuando se aplican vacunas contra NDV por via oral, por
lo que se podria pensar que la expresion observada al cuarto dia en el experimento podria
elevarse aun mas en dias posteriores. Lo anterior abre la posibilidad a futuros estudios que

determinen la dindmica del interferon en el tiempo tras la vacunacion.

Las aves vacunadas a través del agua de bebida expresaron seis veces mas IFN-y versus
el control, siendo de hecho el grupo con la mayor expresion del gen comparado con los
otros grupos. Este hallazgo presenta relaciéon con lo reportado por Shilpa et al. 2014
quienes reportaron que la aplicacion de una vacuna viva de NDV via oral mostré la mas
alta expresion de este gen en comparacién con otras vias de administracién. Asi mismo,
obtuvo una expresion de hasta cuatro veces por encima del control al instilar la vacuna en
el ojo, resultado que fue similar al obtenido en el presente estudio en el grupo vacunado
por la misma via. La expresion del interferén fue similar entre los grupos inmunizados via
maiz y via ocular, hecho que soporta el uso de la via oral como alternativa para la

vacunacion contra el NDV.

Zhang et al. 2019 sefalaron que las citoquinas tienen un rol clave en la regulacién de la
respuesta inmune, por tanto, la expresion de estas moléculas es un buen indicador de la
respuesta inmune contra virus. En el presente estudio se evalu6 la expresion relativa de

IL-6 tanto al dia 2 como al dia 4 post-vacunacion. Esta citoquina se expreso en todos los
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grupos vacunados de manera temprana, lo cual también ha sido reportado por Naggar et
al. 2017 quienes usaron qPCR para caracterizar la respuesta inmune innata luego de
vacunar con NDV. La regulacion temprana de esta IL en los grupos experimentales del
presente estudio fue un hallazgo positivo debido a que su produccion temprana tras la

vacunacion es importante para configurar una respuesta inmune de tipo celular.

Se observé gue los indices de peso de bursa y bazo no se afectaron por la vacunacién con
cepa VH en este experimento, lo cual era de esperarse ya que se utiliz6 un virus
lentogénico que por naturaleza es poco patégeno (Aldous y Alexander, 2001; Alexander,
2000). Los analisis de morfometria de los 6rganos mencionados mostraron poca variacion
en el tiempo sin diferencias significativas entre los tratamientos aun después de la segunda
dosis de vacuna. Estos resultados concuerdan con Igwe et al. 2019 quienes también
midieron estos mismos indices en pollos y pollonas al cuarto dia post-vacunacién y no
reportaron diferencias estadisticas entre animales vacunados y no vacunados. Los valores
de los indices morfométricos obtenidos en el presente estudio fueron similares a los
reportados por Martinez et al. 2018, luego de emplear un protocolo de dos dosis de cepa
lentogénica de NDV con intervalo entre dosis similar al del presente estudio sin diferencias

durante los primeros dias post-vacunacion.

La presencia de heces liquidas color verde en un alto porcentaje de corrales fue
caracteristica de los grupos vacunados via oral, mientras que la congestiébn de mucosa
ocular fue tipica en aves vacunadas por instilacion de gota en el ojo. Estos hallazgos son
consistentes con la replicacion del virus vacunal en el tejido segun la via de administracion
y por tanto fueron indicadores de que la aplicacién de la vacuna se hizo de manera
adecuada. Kapczynski y King, 2005 mencionan que las técnicas de vacunacion deben
caracterizarse por producir una inmunidad protectora con minimas reacciones adversas en
las aves. Aunque hubo reacciones post-vacunales los primeros seis dias después del
proceso de vacunacion, es de destacar que no se observaron efectos adversos en las aves

utilizadas en el presente estudio.

Al examen histopatolégico de sistema respiratorio hubo diferencias en las lesiones
encontradas en laringe y cornetes nasales en comparacion con el grupo control negativo,
pero el grado de lesién fue bajo. No se observaron cambios mayores en sistema digestivo

y linfoide. Estos hallazgos estuvieron dentro de lo esperado ya que la cepa VH empleada
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en el estudio es un NDV lentogénico. Particularmente, los resultados en bursa, timo y bazo
estan acorde con los hallazgos microscopicos realizados por Igwe et al. 2019 quienes
reportaron que la estructura de estos tres 6rganos mantuvo una arquitectura normal luego
de vacunar con virus de lentogénico de NDV. El hallazgo mas representativo en tracto
respiratorio y digestivo fue hiperemia e infiltracion de células inflamatorias. Estos hallazgos
indican que posiblemente los procesos de fagocitosis y presentacion de antigeno se dieron
de manera local activando la inmunidad adaptativa para inducir una respuesta especifica,

la cual se corroboré por la produccién de anticuerpos en los grupos.

No se observaron diferencias entre los pesos de las aves vacunadas y no vacunadas
durante todo el experimento, aunque luego del proceso de vacunacién los pesos del grupo
control negativo se mantuvieron numeéricamente por encima de los grupos que recibieron
vacuna, lo cual indica que el grupo control solo empleéd la energia obtenida del alimento
para su crecimiento y desarrollo de érganos, mas no para la produccién de inmunidad.
Tampoco hubo diferencias en la conversion ni en el consumo de alimento, lo cual indico
gue la vacunacion por via oral (maiz/agua) y ocular no afecta negativamente los
pardmetros zootécnicos. Estos hallazgos concuerdan con el seguimiento productivo
realizado por Martinez et al. 2018 luego de la vacunacion contra NDV en donde no se

observé afectacion del rendimiento de las aves.

Los indicadores de inmunidad que se midieron en este estudio evidenciaron que el uso de
la cepa VH via ocular y oral (agua y maiz) en machos de ponedora comercial es viable y
genera una respuesta inmune innata inicial junto con la posterior produccién de anticuerpos
en condiciones experimentales. Es importante continuar con una siguiente etapa que
confirme si esta inmunidad es protectora con el objetivo de que pueda ser aplicada en el
futuro en condiciones de campo. El uso de esta cepa vacunal via oral a través de maiz
cocido superaria la dificultad de sujetar cada ave para la vacunacion individual. El tiempo
gue toman las aves en consumir el alimento cargado con la vacuna fue similar a los
resultados obtenidos en la evaluacion de aceptabilidad de vehiculos discutida en el capitulo
anterior de este trabajo por lo que la vacuna no permanecié mas alla de tiempo establecido
en la fase in-vitro de este estudio a temperatura ambiente (1 hora) que pudiera influir sobre
su viabilidad. El proceso de vacunacion a través de la aplicacion de gota en el ojo tomo

menos tiempo que la vacunacién oral, sin embargo, esto pudo deberse a la reducida
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cantidad de animales usados por replica y a que permanecian confinados en jaulas, lo cual
facilité la captura de estos para vacunarlos de forma agil. Los resultados de este estudio
constituyen un aporte a las estrategias de vacunacién masiva contra NDV en el pais.
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4.Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

La revision del estado del arte mostr6 que la informacién disponible sobre la aplicaciéon de
vacunas de NDV a través del alimento es escasa y antigua. La mayoria de las
investigaciones ha probado la eficacia de esta via de aplicacion principalmente por
evaluacion de la respuesta serolégica en aves experimentales sin complementar la

informaciéon con otros indicadores de inmunidad.

La presente investigacion corroboré que virus lentogénicos de NDV termosensibles como
VH y La Sota solo pueden ser empleados por un tiempo maximo de una hora a temperatura
ambiente para la vacunacién en aves de traspatio. Las diferentes variaciones encontradas
luego de la mezcla de estas vacunas con los granos evaluados en condiciones in-vitro
genera la necesidad de hacer nuevos estudios que tengan en cuenta aspectos como la
termo-estabilidad e inmunogenicidad de la cepa a emplear y su compatibilidad con el

alimento que se escoja como vehiculo.

La via maiz estimulé la respuesta humoral y no mostré diferencias estadisticas
significativas en los titulos con respecto a las otras vias de administracion. Asi mismo, la
seroconversion obtenida tuvo lugar a los 15 dias post-vacunacion en todas las vias de
estudio. De acuerdo con lo anterior, la aplicacion de un virus vivo apatogeno del NDV a
través del alimento mostro resultados seroldgicos comparables con las vias de aplicaciéon
convencionales bajo condiciones experimentales y requiere a futuro una valoracion en
campo para evaluar su eficiencia como un método de vacunacion masiva bajo las

particularidades de sistemas productivos a pequefia escala.
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Independiente de la via de administracion se evidencio excrecion viral a través de la cloaca
a los 2 y 4 dias post-vacunacion. Aparentemente la excrecién en animales vacunados via
maiz ocurre de manera tardia (solo hasta el dia 4), pero coincidi6 con el inicio tardio de la
respuesta de anticuerpos en este grupo.

Todas las vias de administracion evaluadas generaron incremento de la expresion de
genes de IL-6 e IFN-y, aunque la expresion de este ultimo fue mas tardia. Estos resultados
permitieron corroborar que la vacuna genero el proceso inflamatorio inicial esperado, el

cual es importante para el posterior desarrollo de inmunidad adquirida.

Los bajos grados de lesion microscopica observados, la evaluacion de la relacion peso del
animal versus peso de érganos linfoides junto con el grado y duracion de las reacciones
post-vacunales reflejan que la administracion de vacuna por las vias de aplicacion
evaluadas es segura y no genera reacciones adversas que pongan en riesgo la salud de

las aves.

Los resultados obtenidos de la vacunacion con cepa VH vehiculizada en maiz cocido en
este estudio constituyen un aporte a las estrategias de vacunacion masiva de aves de

traspatio contra el NDV en paises donde la enfermedad es endémica.

4.2 Recomendaciones

La generacién de anticuerpos por medio de las diferentes vias estudiadas se comprobé en
esta investigacion, no obstante, se recomienda realizar una segunda etapa que incluya el
desafio de las aves con una cepa patégena para determinar el nivel de proteccion de la

inmunidad obtenida en este estudio.

Se recomienda ampliar los intervalos de muestreo para la evaluacién de expresion relativa
e incluir otros genes de inmunidad innata adicionales a los utilizados en el presente estudio,
lo que podria enriquecer la informacion sobre la configuracion de la respuesta inmune
inicial a la vacunacién. En el caso de la excrecion viral, deberia incluirse un muestreo con
una mayor frecuencia de toma de hisopos cloacales para tener un panorama méas amplio

sobre la dindmica de la excrecion del virus vacunal en el tiempo.
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Es necesario determinar la duracién de los titulos de anticuerpos obtenidos luego de la
primera dosis por via maiz, con el fin de definir con claridad la necesidad de dosis de
refuerzo y para establecer intervalos de tiempo adecuados entre la primera y segunda
dosis.

Aunque la inmunidad mediada por anticuerpos es esencial ante la infeccién con el NDV,
no se debe descartar la posible contribucién de la inmunidad mediada por células en
respuesta a la vacunacion, por lo que la inclusién de técnicas como citometria de flujo o la
inmunohistoquimica en futuras investigaciones podrian aportar informacién
complementaria sobre las poblaciones celulares involucradas en la respuesta contra el

virus vacunal.

Estudios posteriores deberian contemplar la evaluacion de la resistencia a elevadas
temperaturas de diferentes cepas vacunales y reevaluar las caracteristicas termoestables
de algunos virus vacunales comunmente empleados para el control del NDV, asi como la
postulacién de nuevas cepas candidatas a ser usadas para vacunacion. Para cepas
termosensibles, es necesario el desarrollo de una plataforma versatil de estabilizacién

térmica para mejorar su resistencia fuera de la cadena de frio.

La evaluacion e inclusion de nuevos ingredientes como vehiculos de la vacuna podria
ampliar la gama de posibilidades para no depender de un solo alimento en particular. Los

ingredientes deberan cumplir con criterios como la facil adquisicion y preparacion.

Todas las vias de administracion evaluadas en el presente estudio estimularon la
respuesta inmune en las aves. Es recomendable que, en caso de replicar este trabajo bajo
condiciones de campo, la aplicacién de la vacuna en predios muy numerosos sin confinar
(por encima de 50 animales) se haga a través de métodos de vacunacion masiva como el
agua de bebida o el alimento. En caso de que el nUmero de aves sea reducido en el predio,

la administracién de la vacuna por via ocular puede ser utilizada.






A. Anexo: Aval del comité de
bioética

Comicé de Bisdtico UNIVERSIDAD
Facaltod de Madicion Yetermerio y de Zoatécsis ” NACIONAL
Sede Bogred DE COLOMBIA
Bagoté D.C, agosto 20 de 2020 [CB-FMVZ-UN-021-2020]
Doclora
DIANA MARCELA ALVAREZ MIRA
Invesigadora principal
Apraciada doctora:

Amablemente les comunico que el Comité de Biodtica en sasion exfraordinaria, Acta 07 de 2020, luego de la revisidn
de la documentacion al sigusenta proyecio, acordd emitir el respectivo conceplo, asi:

EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE GENERADA POR
Proyecto UNA VACUNA ADMINISTRADA A TRAVES DEL ALIMENTO
PARA EL CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Investigadora Principal: Diana Marcela Alvarez Mira
Rusponssbivs dul proywcls Estudiante: Nicolds Upegul Porras/Maestria en Salud Animal

Concepto  AVALADO

Es imporianie tener en cuenta que este concepto solo aplica para los procedimientos en las condiciones y
con las caracteristicas indicadas en el formato final y documentos presentados. El investigador deberd
informar scbre cualquier cambio qua se proponga incluir y que esté relacionado con la ubicacion, el cuidado y
beenestar de los animales, estas modificaciones no podran ejecutarse sin el aval pravio del Comité; asi mismo, se
dabe dar aviso sobre cualquier situacidn imprevisia que se considere implique algln riesgo para los animales o la
comunidad o el madio en ef cual sa lleva a cabo el esudo.
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LUCIA BOTERO ESPINOSA

Coordinadora Comité de Bioética



