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Eficacia de una vacuna vectorizada para el control de la
enfermedad de Newcastle aplicada en pollitos BB en
planta de incubacidén

Efficacy of a vectorized vaccine for the control of Newcastle Disease applied
in chicks in the hatchery

Mercedes Sialer G.!?, Eliana Icochea D’A.!, Armando E. Gonzalez Z.2

RESUMEN

El presente estudio evalud la eficacia de una vacuna vectorizada contra el virus de
la enfermedad de Newcastle (VENC) aplicada en planta de incubacion. Doscientos
pollitos BB fueron distribuidos en cuatro grupos experimentales de vacunacion contra
vENC: T1: Vacuna viva atenuada + vacuna inactivada, T2: Vacuna viva atenuada, T3:
Vacuna viva atenuada + vacuna vectorizada, T4: Grupo control no vacunado. Todas
las aves fueron, ademas, vacunadas contra el virus de Bronquitis infecciosa, Marek y
Gumboro el dia 1. Las aves fueron desafiadas el dia 26 con una cepa velogénica de
campo altamente patogena. Se evaluo la mortalidad, signos clinicos pos-desafio, lesio-
nes en la necropsia y respuesta de anticuerpos contra VENC. Las aves vacunadas con
la vacuna vectorizada de VENC presentaron una menor mortalidad (2%) en compara-
cion a las aves vacunadas con cepas vivas atenuadas (12.5% para T1 y 18.4% para T2,
respectivamente; p<0.05). Asimismo, menor porcentaje de manifestaciones clinicas
pos-desafio (p<0.05) y de lesiones en 6rganos a la necropsia. Los resultados indican
un mejor efecto protector mediante el uso de la vacuna vectorizada y su uso potencial
para el control de VENC en condiciones de campo.
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The present study evaluated the efficacy of a vectorized vaccine against Newcastle
disease virus (VENC) applied in the hatchery. Two hundred one-day-old chicks were
distributed in four experimental vaccination groups against vVENC: T1: Live attenuated
vaccine + inactivated vaccine, T2: Live attenuated vaccine, T3: Live attenuated vaccine
+ vectorized vaccine, T4: Unvaccinated control group. All chicks were also vaccinated
against infectious bronchitis, Marek and Gumboro viruses at day 1. The birds were
challenged on the day 26 with a highly pathogenic field pathogenic strain. Mortality,
post-challenge clinical signs, necropsy lesions and antibody response against VENC
were evaluated. Chicks vaccinated with the VENC vectorized vaccine had a lower mortality
(2%) compared to birds vaccinated with live attenuated strains (12.5% for T1 and 18.4%
for T2 respectively; p<0.05). Likewise, a lower percentage of post-challenge clinical
manifestations (p<<0.05) and of lesions in organs at necropsy. The results indicate a better
protective effect using the vectorized vaccine and its potential use for the control of

vENC under field conditions.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Newcastle (ENC)
es producida por un Paramyxovirus aviar tipo
1, perteneciente a la subfamilia
Paramyxovirinae del género Avulavirus
(Lamb et al., 2000; Mayo, 2002). La ENC
se encuentra globalmente presente (Nolen,
2002; Abolnik et al., 2004; Pedersen et al.,
2004), y ocasiona pérdidas significativas por
la mortalidad y sacrificio sanitario de aves
(Bogoyavlensky et al., 2009). El virus de
ENC (VENC). Por ello, la ENC se encuentra
incluida en la lista de enfermedades de de-
claracion obligatoria a la OIE (Organizacion
Mundial de Sanidad Animal) (Alexander,
2008).

El vENC afecta a la mayoria de las es-
pecies aviares (Alexander, 2008). E1 vENC
se replica en el tracto respiratorio, mucosas
oculares y tracto digestivo, con un periodo de
2 a 15 dias, dependiendo de la cepa viral
(Miller et al., 2010). Los signos clinicos pue-
den ser respiratorios, nerviosos o generales,
dependiendo de la virulencia de la cepa, edad

del hospedador, estrés ambiental y estado
inmunologico, entre otros (Alexander, 2008).
Segun su patogenicidad, las cepas de VENC
pueden clasificarse en velogénicas,
mesogénicas, lentogénicas y entéricas-
asintomaticas, siendo los brotes mas agresi-
vos y de alta mortalidad aquellos relaciona-
dos a cepas velogénicas (viscerotropicas o
neurotropicas) (Miller et al., 2010).

En el Peru, el vENC es endémico, afec-
tando no solo a la industria aviar tecnificada,
sino ademas a crianzas informales, por lo que
las estrategias para el control de VENC re-
basan la capacidad de los productores co-
merciales. El control del vVENC se basa prin-
cipalmente en las buenas practicas de
bioseguridad en combinacion con la vacuna-
cion preventiva y eliminacion de lotes infec-
tados (Bermudez y Stewart-Brown, 2003).
Las vacunas a virus vivo con cepas atenua-
das ocasionan una respuesta inmunolodgica
similar a las cepas patogenas sin producir
mayores alteraciones clinicas, en tanto que
las vacunas inactivadas contienen cepas
reactivas, pero inactivadas con agentes qui-
micos, radiacion o calor y inicamente produ-
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cen una respuesta humoral (Gallili y Ben-
Nathan, 1998). Estas vacunas reducen la
sintomatologia clinica pos-desafio, perono son
100% protectoras, dado que no detienen la
infeccidn ni la excrecion viral. Asimismo, la
vacunacion requiere de varias dosis, lo que
puede generar estrés y problemas sanitarios
en las aves (Kapczinsky et al., 2013).

El desarrollo biotecnologico ha llevado
al uso de vacunas vectorizadas, las cuales
han sido incorporadas a la lista de vacunas
contra VENC debido a las ventajas que po-
seen sobre las vacunas convencionales. La
mayoria de las vacunas vectorizadas contra
ENC se basan en la insercion de la secuen-
cia génica de la proteina de fusion (F) del
VENC en un vector viral como, por ejemplo,
Herpesvirus de Pavo (HVT), en el cual se
pueden mutar o borrar secuencias de su
genoma viral sin debilitar o alterar las funcio-
nes necesarias del virus para su replicacion
(Post y Roizman, 1981; Shih et al., 1984;
Lowe et al., 1987). Entre las ventajas de este
tipo de vacunas se encuentra la induccion de
una inmunidad duradera, debido a la latencia
del vector en el hospedador de no interferir
con la presencia de anticuerpos maternales y
de producir una reduccion en la cantidad de
virus eliminado por las aves (Palya et al.,
2012, 2014), por lo que su aplicacion reduci-
ria considerablemente la transmision horizon-
tal entre las aves. Por todo ello, presente es-
tudio evalué la eficacia de una vacuna
vectorizada contra VENC aplicada en planta
de incubacion.

MATERIALES Y METODOS

Lugar y Fecha de Estudio

La fase experimental del estudio se rea-
liz6 en los moédulos de crianza controlada y
las necropsias y pruebas seroldgicas en el
Laboratorio de Patologia Aviar de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), ubicados en Lima, Perti. La fase
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experimental se realizo en marzo y abril de
2012 y tuvo una duracion de 42 dias.

Disefio Experimental

Se conformaron cuatro grupos experi-
mentales correspondientes a los siguientes
programas de vacunacion contra VENC: T1:
Vacuna viva atenuada + vacuna inactivada,
T2: Vacuna viva atenuada, T3: Vacuna viva
atenuada + vacuna vectorizada, T4: Grupo
control no vacunado.

Todas las vacunaciones contra VENC
en las aves de los grupos T1, T2 y T3 se
realizaron en la planta de incubacion al pri-
mer dia de edad. La vacuna vectorizada (La-
boratorios CEVA) en las aves de T3 consis-
tié en la secuencia génica de la proteina F
(cepalentogénica D26) insertada en el vector
HVT (cepa FC 126 Witter-bajo pasaje), mien-
tras que la vacuna viva atenuada en las aves
de Tl y T2 consisti6 en una cepa
enterotropica (Villegas Glisson/University of
Georgia en T1 y Phy LMV42 en T2). Ese
mismo dia las aves de los cuatro grupos fue-
ron vacunadas contra los virus de Bronquitis
Infecciosa (cepa H120), de Enfermedad de
Marek (cepa HTV) y de Gumboro. Los gru-
pos T1 y T2 recibieron adicionalmente una
vacuna viva atenuada contra VENC a los 9
dias.

Animales y Tamafio Muestral

Se utilizaron 200 pollitos BB de la linea
Ross, procedentes de una granja tecnificada
al sur de Lima. Las aves fueron
aleatoriamente distribuidas en los cuatro gru-
pos (n=50 aves por grupo). El tamafio muestral
consider6 una diferencia minima esperada no
menos de 30% de porcentaje de mortalidad
de las aves que recibieron la vacuna
vectorizada (T3) y de las aves que recibieron
la vacuna viva atenuada (T1 y T2), con una
potencia estadistica de 90% y un nivel de
significancia de 5% para una prueba de 2
colas.
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Crianza Experimental

Las aves fueron instaladas en los modu-
los de crianza controlada por un periodo de 42
dias bajo alimentacion con una formulacion co-
mercial para pollos de engorde y agua ad
libitum. Los grupos experimentales estuvieron
conformados por cinco repeticiones de 10 aves
cada uno, los cuales estuvieron en corrales con-
tiguos separados por mallas metalicas.

El dia 26 del estudio se realizo el desa-
fio viral en todas las aves mediante la aplica-
cion ocular de 60 pl de un indculo contenien-
do un virus patégeno de vVENC con un titulo
de 107* DIE 50 correspondiente a una cepa
velogénica Genotipo XII, clase II, IPIC 1.82,
aislada de un pavo real.

Parametros de Evaluacion

- Se registro la presencia de estornudos y
ronqueras posterior a la vacunacion en las
aves de forma diaria hasta el dia 21 del
estudio.

- Seregistro la presencia de signos clinicos
en los dias 4, 6 y 12 pos-desafio viral y se
tomo en cuenta los cuadros de depresion,
diarrea, signos respiratorios (ronqueras) y
signos nerviosos, segin las recomendacio-
nes del OIE (Alexander, 2008).

- Se realizo6 la necropsia a las aves muertes
y se describieron las principales lesiones
halladas en el proventriculo, molleja, intes-
tinos, tonsilas cecales y bazo.

- Se tomaron muestras de sangre de 15 aves
de cada grupo experimental el dia 42 del
estudio para determinar los titulos de
anticuerpos contra VENC mediante un kit
de ELISA comercial (Laboratorios
IDEXX).

- Seregistro la mortalidad de las aves desde
el pos-desafio (dia 26) hasta el dia 42 del
estudio.

Analisis Estadistico
Las frecuencias de las reacciones pos-

vacunales de cada grupo experimental fue-
ron evaluadas mediante la prueba no

paramétrica de Kruskal Wallis. Se determin6
el nimero total de aves muertas pos-desafio
y los porcentajes de mortalidad acumulada
(nimero de aves muertas/total de aves al ini-
cio del desafio) entre grupos vacunales (T1,
T2 y T3) fueron comparados mediante una
ecuacion de regresion logistica para el calcu-
lo de Odds Ratio (OR) y los intervalos de
confianza al 95%.

La presencia de signos clinicos durante
los dias 4, 6 y 12 pos-desafio fue presentada
utilizando frecuencias absolutas y relativas y
comparadas entre los grupos vacunales me-
diante la prueba de Fisher Exacta. Los titulos
de anticuerpos medidos en ELISA fueron
reportados utilizando media aritmética, me-
dia geométrica, coeficiente de variacion y
valores minimo y maximo para cada grupo
experimental. Todos los analisis fueron reali-
zados con el programa estadistico RStudio v.
1.0.143. Valores de p<0.05 fueron conside-
rados estadisticamente significativos.

Consideraciones Eticas

Todos los procedimientos descritos en
el presente estudio fueron previamente apro-
bados por el Comité de Etica y Bienestar
Animal (CEBA) de la FMV-UNMSM.

RESULTADOS

Reacciones Pos-vacunales

Las reacciones pos-vacunales se presen-
taron a partir del dia 5, siendo mas altas entre
los dias 9y 12 (entre 55 y 65% de aves afecta-
das) y dejaron de aparecer a partir del dia 18,
sin diferencias significativas entre los grupos
vacunados (p=0.438). No se observo reac-
cion alguna en el grupo control no vacunado.

Mortalidad Pos-desafio

Dos aves de T1 y un ave de T2 murie-
ron previo al desafio. Las aves de los grupos
que recibieron vacunas vivas atenuadas (T1
y T2) presentaron los porcentajes de mortali-
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dad mas altos (12.5 y 18.4%, respectivamen-
te) en comparacion con las aves que recibie-
ron la vacuna vectorizada de VENC (2%).
Todas las aves del grupo control (T4) murie-
ron luego del desafio (Cuadro 1).

El anlisis de regresion logistica demos-
tré un efecto protector sobre la mortalidad
en las aves con la vacuna vectorizada (T3)
en comparacion a las aves de T1 (OR: 0.14,
IC 95%: 0.02-1.23, p=0.077) y las aves de
T2 (OR: 0.09, IC 95%: 0.01-0.75, p=0.030).
Las mortalidades acumuladas entre las aves
de T2 y T1 no fueron estadisticamente dife-
rentes (p=0.427).

Signos Clinicos Pos-desafio

La depresion se manifestd principal-
mente en las aves del grupo T2 al dia4y 6
pos-desafio (16.3 y 14.9%, respectivamen-
te). No se observaron signos de depresion al
dia 12 del desafio. La presencia de diarrea
se observo igualmente durante los dias 4y 6
pos-desafio, siendo mas alta en las aves de
T2 (14.3 y 44.7%, respectivamente) y menor
en las aves que recibieron la vacuna
vectorizada (2.0 y 8.0%, respectivamente),
habiendo diferencias significativas entre gru-
pos en el dia 6 (p=0.001; Cuadro 2).

Las ronqueras se presentaron a partir
del dia 4 pos-desafio en los tres grupos
vacunales, siendo mas alta en el dia 6 del
desafioen lasavesde T1y T2 (61.7 y57.5%,
respectivamente) que en el grupo con la va-
cuna vectorizada (28.0%) (p=0.001). Secue-
las neurolégicas solo se observaron en el dia
12 pos-desafio y en baja frecuencia (Cuadro
2), sin diferencias significativas entre grupos.

Lesiones Pos-desafio

En las aves del grupo control no vacu-
nado se observaron zonas de hemorragia di-
fusa o severa en proventriculo, molleja, in-
testino y tonsilas, asi como congestion del bazo
y esplenomegalia (Figura 1). En las aves de
T1 y T2 (vacunas vivas atenuadas) se pre-
sentaron focos de hemorragia leve a severa
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en el proventriculo, agregados linfoides en
intestino, tonsilas y esplenomegalia, mientras
que en las aves T3 (vacuna vectorizadas) se
observaron focos hemorragicos en tonsilas
cecales, pero no se observaron hemorragias
en proventriculo o intestino (Figura 2).

Titulos de Anticuerpos

Los titulos de anticuerpos contra el
VENC en el dia 42 (16 pos-desafio) fueron
mas altos en las aves con las vacunas vivas
atenuadas (T2: 9037 y T: 7811) en compara-
cion a las aves que recibieron la vacuna
vectorizada (T3: 4280), habiendo diferencias
significativas entre T1 y T3 (p=0.018) y en-
tre T2 y T3 (p=0.001 (Cuadro 3).

DiScUSION

Las cepas velogénicas del VENC cons-
tituyen una amenaza importante para la in-
dustria avicola, ocasionando hasta 100% de
mortalidad en aves sin inmunidad (Alexander,
1995; Miller y Koch, 2013). La vacunacién y
bioseguridad constituyen las principales he-
rramientas para el control de vVENC, aunque
la aparicion de brotes recurrentes de enfer-
medad puede indicar fallas en los programas
de vacunacion (Alexander, 2008). Diversos
factores y condiciones inmunosupresoras, asi
como la virulencia de las cepas actuales cir-
culantes pueden afectar la calidad de la va-
cunaciéon en campo (Perozo et al., 2008;
Rauw et al., 2010). Por ello, la avicultura
moderna busca que los sistemas de vacuna-
cion se realicen en planta de incubacion, don-
de el proceso es controlado y exento de con-
diciones medioambientales desfavorables
(Palya et al., 2012). Los resultados del estu-
dio sugieren que el uso combinado de una
vacuna vectorizada y una vacuna viva ate-
nuada contra vVENC aplicada en pollos de un
dia de edad proporciona altos niveles de pro-
teccion contra mortalidad y signos clinicos
luego del desafio viral, por lo que puede pro-
porcionar una alternativa para el control de
la ENC en campo.
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Cuadro 1. Porcentajes de mortalidad acumulada en aves y el Odds ratio de la
comparacion de la mortalidad acumulada en aves segun los programas de
vacunacion contra la enfermedad de Newcastle

Grupos! Muertos/ Mortalidad Odfis Intervalo de p
Total (n)  acumulada (%) ratio confianza 95%  valor
Tl 6/48 12.5 Ref.
T2 9/49 18.4 1.58 0.51-4.83 0.427
T3 1/50 2.0 0.14 0.02-1.23 0.077
T4 50/50 100.0 - - -

1 T1: vacuna viva atenuada + vacuna inactivada; T2: vacuna viva atenuada; T3: vacuna viva
atenuada + vacuna vectorizada; T4: control no vacunado

Cuadro 2. Signos clinicos (%) pos-desafio viral en aves segun el programa de
vacunacion contra la enfermedad de Newcastle

Vacuna viva

Vacuna viva

Dias atenuada + Vacunas vivas atenuada +
pos- vacuna atenuadas (T2) vacuna
desafio  inactivada (T1) vectorizada (T3)
n % n % n %
Depresion Dia 4 0/48 0.0* 8/49 16.38 2/50 4.0
Dia 6 3/47 3.4AB 7/47 14.94 1/50 2.08
Dial12  0/42 0.0* 0740 0.0% 0/49 0.0*
Diarrea Dia 4 3/48 6.348 7/49 14.34 1/50 2.08
Dia 6 5/47 10.6%  21/47 4478 4/50 8.04
Dial12  0/42 0.0* 0/40 0.0* 0/49 0.0*
Ronquera Dia 4 3/48 6.34 4/49 8.24 15/50  30.0®
Dia 6 29/47  61.7%  27/47  57.5%  14/50  28.0B
Dial12  0/42 0.0* 0/40 0.0* 0/49 0.0*
Secuelas Dia 4 0/48 0.0* 0/49 0.0* 0/50 0.0*
neurologicas  Dia 6 0/47 0.0* 0/47 0.0* 0/50 0.0*
Dia 12 3/42 7.1 2/40 5.0 3/49 6.1

ABSuperindices diferentes indican diferencias estadisticas entre grupos vacunales (p<0.05)

Las reacciones pos-vacunales se pre-
sentaron en todas las aves de los grupos va-
cunados a partir del dia 5; posiblemente a las
vacunas vivas atenuadas, debido a que pro-
ducen cierto grado de replicacion en el tracto

respiratorio y/o intestinal (Perozo et al.,
2008). El uso de cepas lentogénicas de baja
virulencia como B1 y La Sota induce buena
proteccion si son administradas correctamen-
te, aunque tienden a producir reacciones pos-
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Figura 1. Severa hemorragia difusa en
proventriculo (A) y tonsila cecal (B) en aves
del grupo control no vacunado (T4) al dia 5
pos-desafio viral

vacunales, especialmente bajo condiciones
medioambientales adversas (Alexander,
2001). No obstante, las reacciones observa-
das podrian deberse, ademas, al efecto de
las otras vacunas que fueron administradas.
Por otro lado, si bien es posible que ciertas
reacciones pos-vacunales pueden afectar los
parametros productivos (no evaluado en este

estudio), el alto nivel de proteccion producido
por la adicion de la vacuna vectorizada en el
esquema de vacunacion contra VENC (cer-
cano a 98%) proporciona un beneficio de
mayor impacto para la crianza.

Los niveles de proteccion de la vacuna
vectorizada de vVENC fueron altos y simila-
res a los reportados en otros estudios. Asi,
Esaki et al. (2013), utilizaron la vacuna
vectorizada HTV/ND (genotipo I) y desa-
fiando a las aves con la cepa Texas GB
(genotipo II) tuvieron porcentajes de protec-
cion de 90%. La mortalidad en las aves que
recibieron la vacuna vectorizada fue de 2%
y, ademas, la mas tardia en iniciarse (dia 12
pos-desafio), aun cuando la cepa de desafio
era de un genotipo diferente al de la cepa
vacunal. Esto demuestra que pese a la dis-
tancia filogenética entre el gen F del vENC
insertado en el vector HTV y el virus de de-
safio (genotipos [ y V, respectivamente), la
vacuna vectorizada de VENC proporcion6 una
buena proteccion clinica. Todas las cepas del
vENC pertenecen a un solo serotipo, por lo
que cualquier cepa se puede utilizar como
vacuna y todas deberian prevenir los signos
clinicos y la mortalidad por vENC. No obs-

Cuadro 3. Titulos de anticuerpos contra el virus de la enfermedad de Newcastle
(VENC) en aves al dia 42 de edad (16 pos-desafio) segun el programa de

vacunacion

T1 (vacuna viva

atenuada + vacuna

T3 (vacuna viva

T2 (vacunas vivas
atenuada + vacuna

inactivada) atenuadas) vectorizada)
Media aritmética 78114 90374 4280"
Media geométrica 6345 8402 2921
Coeficiente de
variacién (CV %) 55.1 30.7 77.5
Minimo 1380 1089 399
Maximo 15193 14262 12617

AB Superindices diferentes entre grupos
significativas (p<0.05)
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M. Sialer et al.

Figura 2. Hemorragias en tonsilas cecales (A) y agregados linfoides (B) de aves del grupo T1
(vacuna viva atenuada + vacuna inactivada contra vVENC) y en tonsilas cecales (C) de
aves del grupo T2 (vacuna viva atenuada contra vENC)

tante, se conoce que las vacunas homologas
al virus de desafio protegen mejor que las
vacunas con genotipos heterologos (Miller et
al.,2009; Miller y Koch, 2013).

Las lesiones observadas en las aves
muertas fueron caracteristicas de las ocasio-
nadas por cepas velogénicas viscerotropicas
de vENC (Alexander, 2008, Miller y Koch,
2013). Estas lesiones fueron de menor mag-
nitud en las aves que recibieron vacunas vi-
vas atenuadas debido a la replicacion viral
local por esas cepas. Por otro lado, las aves
que recibieron la vacuna vectorizada de
VENC no presentaron lesiones hemorragicas
en el tracto gastrointestinal, posiblemente
debido a la fuerte proteccion producida des-
crita en estudios previos (Miller y Koch, 2013).
Asimismo, los menores titulos de anticuerpos
contra VENC en las aves que recibieron la
vacuna vectorizada se debio a la fuerte
estimulacion de la respuesta inmune celular
producida por estas vacunas, la cual parece
ser el principal determinante de proteccion
contra el desafio viral (Palya ef al., 2012).

Uno de los problemas para el uso de las
vacunas vectorizadas en la industria aviar es
el tiempo requerido para se desarrolle una
buena inmunidad protectora. Estudios previos

demuestran porcentajes de proteccion de 57
a 81% cuando el desafio se realiza al dia 20,
en comparacion a 98% cuando el desafio se
realiza a partir del dia 27 (Palya et al., 2012),
similar a resultados del presente estudio.

CONCLUSIONES

e Se obtuvo una buena proteccion de la
vacuna vectorizada de vENC, consi-
guiendo menor mortalidad y frecuencia
de signos clinicos pos-desafio.

e Los resultados sugieren que el uso de
vacunas vivas entéricas en zonas de alto
riesgo no es suficiente para inducir una
buena inmunidad frente al desafio con
cepas patdgenas.
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