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RESUMEN

La Hepatitis a Cuerpos de Inclusion (HCI) es una enfermedad que afecta a las aves
de explotacion intensiva y que causa severas pérdidas economicas debido a la
mortalidad que ocasiona, asi como disminucién de los parametros productivos. El
objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de una vacuna desarrollada en cultivo
celular contra HCI en aves Libres de Patdgenos Especificos (SPF). Para ello, se
disefid un ensayo con 3 grupos: Grupo 1 aves inmunizadas y desafiadas con el
serotipo 4 (FAdV-4); Grupo 2 aves no vacunadas y desafiadas con el mismo
serotipo 4; y Grupo 3 aves no vacunadas ni desafiadas. Se evalud la respuesta
inmunoldgica mediante la obtencion del Pro medio Geométrico de Titulos (PGT)
de anticuerpos en suero por ELISA, mortalidad, signos clinicos, hallazgos de
necropsia y lesiones microscopicas compatibles con HCI. Los resultados mostraron
un elevado PGT para el grupo 1 (p<0.05) con respecto al grupo 2 'y 3 a los 17 dias
post-vacunacion (986 vs 184 vs 85, respectivamente), y a los 23 dias post-
vacunacion (1551 vs 67 vs 96, respectivamente). Al dia 56, una semana post desafio
el PGT fue mayor (p<0.05) para el grupo 1 (7541, 1289 y 96, respectivamente) asi
como a los 14 dias post desafio (15083, 4300 y 109, respectivamente). Solo se
registr6 mortalidad para el Grupo 2 (87.5%) asi como la presencia de signos y
lesiones compatibles con HCI. La vacuna experimental fue capaz de contrarrestar

la aparicion y curso de la enfermedad de HCI en las aves vacunadas.

PALABRAS CLAVES: Adenovirus aviar, hepatitis a cuerpos de inclusién, vacuna

inactivada, cultivo celular.



ABSTRACT

Inclusion Body Hepatitis (IBH) is a disease that affects poultry industries and
causes severe economic losses due to the mortality, as well as a decrease in
productive yields. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of a
vaccine developed in cell culture against HCI in Specific Pathogen Free (SPF)
birds. For this, a trial was designed with 3 groups: Group 1 birds vaccinated and
challenged with serotype 4 (FadV-4); Group 2 unvaccinated birds challenged with
the same serotype; and Group 3 unvaccinated and non-challenged birds. The
immunological response was evaluated by obtaining Geometric Average Titers
(GAT) of antibodies in serum by ELISA, mortality, clinical signs, necropsy
findings, and compatible IBH microscopic lesions. The results showed a higher
GAT for group 1 (p<0.05) compared to group 2 and 3 at 17 days post-vaccination
(986 vs 184 vs 85, respectively) and at 23 days post-vaccination (1551 vs 67 vs 96,
respectively). At day 56, one week post challenge, the GAT was higher (p<0.05)
for group 1 (7541, 1289 and 96, respectively) as well as at 14 days post challenge
(15083, 4300 and 109, respectively). Mortality was only recorded for Group 2
(87.5%) as well as the presence of signs and lesions compatible with IBH. The
experimental vaccine was able to counteract the onset and course of IBH disease in

vaccinated birds.

KEYWORDS: Avian adenovirus, inclusion body hepatitis, inactivated vaccine,

cell culture.



I. INTRODUCCION

La Hepatitis por Cuerpos de Inclusion (HCI) es una enfermedad infecciosa que
impacta severamente en el rendimiento productivo del pollo de carne, debido a la
alta morbilidad y mortalidad que ocasiona (Adair y Fitzgerald, 2008), lo que
finalmente repercute en pérdidas econdmicas para la industria avicola. Dicha
enfermedad es ocasionada por el Adenovirus aviar del Grupo | (FAdV-1), el cual
se ha considerado como un agente oportunista; sin embargo, en los Gltimos afios ha

sido reportado también como un agente primario (De la Torre et al., 2018).

La enfermedad conlleva a cuadros severos de hepatitis con inclusiones nucleares e
hidropericardio, ademas de erosiones de molleja, sobre todo en aves jovenes (Hess,
2017). La transmision generalmente es horizontal pero también puede ser vertical,
por tanto, hoy en dia los productores avicolas mejoran los programas vacunales para
inmunizar adecuadamente a las gallinas reproductoras y asi transferir anticuerpos
maternales a la progenie que generen proteccién contra desafios de campo (Gupta
et al., 2017). En pollos de carne la enfermedad ha sido observada en aves entre 3 a
5 semanas de edad y ocasionalmente en ponedoras comerciales (Ashtana et al.,
2013). Aparece repentinamente con una alta morbilidad y mortalidad que puede
alcanzar hasta el 80% de la poblacion (Li et al., 2017). Los brotes de HCI son
causados por diferentes serotipos circulantes siendo el serotipo 4 (FAdV-4) el mas

identificado en los brotes de campo (Mo et al., 2019).



La vacunacion es el unico método profilactico que puede ser utilizado. En el
mercado hay vacunas vivas o inactivadas preparadas a partir de embriones de pollo
o cultivo celulares. Las vacunas de origen extranjero contienen un solo serotipo, lo
cual limita la proteccion adecuada en las parvadas (Shah et al., 2017). La
produccién de vacunas inactivadas en embriones de pollo requiere de la
importacion de una cantidad importante de huevos libres de patdgenos especificos
(Specific Pathogen Free, SPF), permisos sanitarios de importacion, tiempo elevado
de operacion para la replicacion viral y ademas genera gran cantidad de residuos
bioldgicos como cascara, vitelo, fluidos alantoideos 0 membranas corioalantoideas
infectadas. Por su parte, la produccién de vacunas en cultivo celular disminuye la
necesidad de importacién de huevos SPF, asi también facilita la infeccion viral de
las células de manera masiva y no genera una carga elevada de residuos bioldgicos,
entre otros beneficios. Las vacunas disefiadas a partir de cultivos celulares pueden
ser igual de eficientes para controlar las infecciones del serotipo 4 (FAdV-4) de la

enfermedad de HCI (Du et al., 2017).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia de una vacuna desarrollada
a base de cultivo celular contra el desafio experimental con el serotipo 4 de
Adenovirus Aviar (FAdV-4) causante de la enfermedad de Hepatitis a Cuerpos de

Inclusion (HCI) en pollos SPF (libres de patdgenos especificos).



Il.  OBJETIVOS

Objetivo general
o Evaluar la proteccion contra HCI de una vacuna desarrollada en cultivo

celular en pollos SPF.

Objetivos especificos

o Evaluar mediante ELISA indirecto el nivel de anticuerpos contra el
Adenovirus aviar Grupo 1 post inmunizacién de aves SPF.

o Evaluar indicadores de mortalidad, signos clinicos, lesiones macroscopicas
y microscopicas, deteccidn del virus por PCRm e histopatologia post desafio

de las aves con el virus de HCI.



MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

La produccién de carne de pollo en el Per( ha alcanzado altos niveles tecnoldgicos
y de inversion, mostrando un crecimiento ininterrumpido durante los Gltimos 10
afios. En el afio 2022 las estadisticas oficiales muestran un volumen de produccion
de carne de pollo de 1 808°800,000 toneladas, y se calcula que el valor bruto bordea
los 7,735 millones de nuevos soles, constituyéndose en la proteina de origen animal
mas consumida por los peruanos con un 54% del consumo total de carnes (MINAG,

2022).

Uno de los grandes retos que enfrenta la industria avicola en el Per( es obtener
optimos indices productivos, para lo cual es imprescindible un eficiente manejo
sanitario que prevenga las enfermedades que aquejan a la produccion aviar. La
Hepatitis a Cuerpo de Inclusién (HCI) es una de enfermedad aviar altamente
infecciosa, causada por el Adenovirus aviar (FAdV) tipo | (Asthana et al., 2013).
Las principales lesiones en HCI son higados palidos, friables e hinchados. Las
hemorragias petequiales o equimdticas pueden estar presentes en el higado y los
musculos esqueléticos, ademas de la acumulacion de fluidos en el saco pericérdico
y hepatitis. Se observan cuerpos de inclusién en los hepatocitos, los cuales pueden
ser eosinofilicos, grandes, redondos o de forma irregular con un claro halo palido
compuestos de un material granular fibrilar. Las lesiones también incluyen atrofia
de la Bursa y Timo como también aplasia de la Médula Osea (Adair y Fitzgerald,

2008). Ademas, se ha reportado que el FAdV podria ser causante de problemas



respiratorios en aves inmunodeprimidas y desarrollar cuadros junto con la presencia

de otros agentes patdgenos de vias respiratorias (Gowthaman et al, 2012).

El FAdV es un virus DNA no envuelto, posee una estructura icosaedral de
70-90 nm, formado por 252 capsdmeros, de los cuales 240 son hexones y 12
corresponden a bases de penton, los cuales tienen una proyeccién conocida como
fibra (Li et al., 2017). Diversos estudios que han caracterizado los serotipos
prevalentes de brotes de campo muestran al serotipo FAdV-4 como el mas
prevalente e hipervirulento con mortalidades que varian entre 80 y 100% en aves
desafiadas (Pan et al., 2017; Chen et al, 2019; Wang et al., 2019). La
caracterizacion molecular de la fibra de los principales serotipos de aislados de
higados de pollos con diagnéstico de HCI entre 1998 al 2021 reportados en Perd (4,
8b y 11) ha servido para la deteccion y diferenciacién de los serotipos de FAdV-I,
tal como lo describe Sianquez (2022) quien reporto el 46.7%, 40% y 6.7% para los
serotipos FAdV-4, FAdV-8b y FAdV-11, respectivamente, ademas de encontrar
casos de coinfeccion entre FAdV-4 y FAdV-11 (3%). Asi mismo, Rodriguez et al.,
(2014) también reportaron el serotipo FAdV-4 circulando en casos clinicos de HCI

en broilers.

Si bien es cierto que HCI fue percibida como el resultado de infecciones
concurrentes de FAdV-4 y agentes inmunosupresores, tales como el virus de la
enfermedad infecciosa de la bolsa (IBD) y de la anemia del pollo (CAV) (Schachner
et al., 2018), también ha sido reportado como patdgeno primario (Niu et al., 2016;

Hess et al., 2017; Yu, et al., 2019). Un estudio realizado en México demostro la



presencia de una cepa altamente virulenta de FAdV-4, la cual puede causar hasta
un 100% de mortalidad en pollos SPF (Vera-Hernandez et al., 2016). Estudios
realizados en China y basados en secuenciacion del gen del hexon, concluyen que
la cepa FAdV-4 fue la dominante (93%) en comparacion a otros serotipos: FAdV-
7, FAdV 8a, FAdV -8b, FAdV -11 (Niu et al., 2017; Xia et al., 2017; Jiang et al.,
2019), incluso con la aparicion de nuevas variantes genotipicas (Chen et al., 2020).
En Espafia se reporta que la cepa predominante es la FAdV -11, sequida de la FAdV
-2 y laFAdV -8a (Oliver-Ferrando et al., 2017). En Austria y Turquia, estudios de
brotes ocurridos en 2015y 2019 mostraron que los serotipos FAdV -8b y FAdV -
11 fueron los causantes de enfermedad (Marek et al., 2016; Sahindokuyucu et al.,
2019). En Pert, Chumbe et al., (2012) reportaron los serotipos 4, 8a'y 11 como los
FAdV-I1 circulantes entre el 2009 y 2011. Ademas, otros autores reportan los
aislamientos de los FAdV-4 (Rodriguez et al., 2014; Silvera et al., 2016), y del
serotipo 8b (Silvera et al., 2016, Izquierdo-Lara et al., 2016), mientras que Gomez-
Sanchez et al., (2010) reportaron la presencia del serotipo 5 en el 2010, y De La
Torre et al., ((2018) determinaron la presencia de los serotipos 6 y 11 del FAdV-1

en el vecino pais del Ecuador.

Tradicionalmente, se ha realizado el control de la HCI a través de robustos
programas vacunales. Las primeras vacunas convencionales fueron desarrolladas
en el afio 1987 a partir de homogenizados de higados infectados e inactivados con
formalina, que no tuvieron resultados favorables (Shah et al., 2017). Posteriormente
se han desarrollado vacunas adaptadas en embrion de pollo en los cuales el virus

fue completamente atenuado luego de 12 pasajes sucesivos lograndose protecciones



de hasta 95% (Mansoor et al., 2011). En China, se han preparado vacunas
inactivadas contra las cepas emergentes de FAdV-4 con resultados favorables (Pan
etal., 2017). Asi también en Australia y Canada se reportan brotes causados por los
serotipos FAdV-8a, 8b y 11, y que al usar vacunas polivalentes se obtuvo una
eficacia entre 98-100% de proteccion (Gupta et al., 2017; Steer-Cope et al., 2019).
Durante los afios 2006-2013 se realizo un estudio de los adenovirus circulantes en
el Per, siendo FAdV- 4 el serotipo mas prevalente que fue usado en la fabricacion
de dichos productos biolégicos (Rodriguez et al., 2014) Se han desarrollado
también vacunas a virus inactivado principalmente, y que ademas podria producir

proteccidn cruzada contra los serotipos 8b y 11 (Kim et al., 2014).

El creciente nimero de casos notificados de HCI durante los ultimos afios indican
la necesidad de desarrollar herramientas para controlar la enfermedad, como es el
diagndstico, la identificacion del serotipo del virus causante y el desarrollo de
mejores vacunas (Yugo et al., 2016). Por lo tanto, es necesario utilizar una vacuna
que contenga los serotipos mas prevalentes de la region para asegurar la produccion
de anticuerpos protectores en los pollos de carne y ademas a las reproductoras de

estas lineas en estos programas (Popovich et al., 2018).

En el Perl se ha reportado al serotipo FAdV-4 como el mas prevalente (Silvera et
a.l, 2014), a pesar de algunos resultados de investigacién que sefialan que podria
haber proteccién cruzada contra los serotipos 8b y 11 (Kim et al, 2014) a partir del
desarrollo de vacunas elaboradas con el serotipo FAdV-4. De la misma forma Gupta

et al., (2017) y Steer-Cope et al., (2018), probando vacunas originadas a partir de



cepas homologas y heterélogas, demostraron la posibilidad de un amplio espectro
de proteccion contra otras cepas de virus de HCI causantes de la enfermedad, tanto

cuando se vacunan pollos de carne como en reproductoras comerciales.

El cultivo celular es considerado como una buena tecnologia para el cultivo y
aislamiento viral, siendo mas preciso y sensible para la identificacion de virus. Se
han descrito el uso de células de fibroblastos o células embrionarias de rifion de
pollo para aislamiento de particula virales de FAdVs, las cuales causan areas con
efectos citopaticos luego de 5 a 6 dias post-inoculacion (Niczyporuk et al., 2018).
Du y colaboradores (2017) compararon la eficacia de una vacuna disefiada a partir
del FAdV-4 en cultivo celular versus embrion de pollo, la primera generd una
respuesta de anticuerpos mas temprana y mas elevada. Luego del desafio
experimental con el serotipo 4 no se registr6 mortalidad, morbilidad ni lesiones
histopatologicas en ninguna de las aves vacunadas, mientras que las aves no
vacunadas tenian una mortandad de 90% y lesiones de hepatomegalia, higados

friables y hemorragicos.

Por tanto, el realizar mas estudios de vacunas contra HCI desarrolladas a partir de
cultivos celulares permitira evaluar la efectividad de esta como candidata a vacuna
comercial, capaz de conferir a las parvadas vacunadas una proteccion para controlar

brotes de HCI en la region.



IV. METODOLOGIA

1. Lugar de estudio
El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion Aviar (LIA) y
Laboratorio de Virologia Molecular (LVM) de la empresa Quimtia S.A., los
cuales se encuentran ubicados al sur de Lima, Per(, a 0 m.s.n.m. Durante los
primeros 21 dias de vida las aves fueron acondicionadas en el laboratorio de
crianza, y posteriormente se trasladaron al laboratorio de desafio. Dichos
laboratorios mantienen condiciones controladas de humedad relativa y

temperatura.

2. Tipo de estudio

Estudio de tipo experimental.

3. Animales
Cincuenta y cinco pollos SPF adquiridos de la Empresa Charles River (USA)
de un dia de edad fueron utilizados. Para determinar el tamafio de muestra se
realizd la féormula de comparacién de proporciones utilizando datos de
deteccidn de anticuerpos por ELISA a los 21 dias post inmunizacion reportados
por Du et al (2017). Se contemplaron los parametros estadisticos de nivel de

confianza de 95% y potencia de 80%.



4. Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion:

Pollos SPF de 1 dia edad de la linea Charles River con un peso promedio de 40
g (x2 g) provenientes de un mismo lote. A la inspeccion general, las aves deben
mostrar las siguientes caracteristicas: ojos y patas brillantes, plumon seco,
ombligo cicatrizado y estado de alerta. Esta evaluacion la realiz6 un médico
veterinario con experiencia en produccion avicola.

Exclusion:

Pollos SPF de 1 a mas dias de edad con peso menor a 38 g y que a la inspeccion
general muestren los ojos cerrados, patas secas, plumon hiumedo, ombligo mal
cicatrizado y en estado depresivo (plumas erizadas, encorvamiento, poca

movilidad).

5. Preparacion de las vacunas a evaluar a partir de cultivo celular
El candidato vacunal tuvo un titulo viral de 1x10” TCIDso, siendo el lote
utilizado para esta evaluacion: 2031D0453, con fecha de elaboracion del

06/03/23.

La elaboracion de la vacuna inactivada contra el virus de Hepatitis por Cuerpos
de Inclusién (HCI) a partir de cultivo celular implicé la propagacion de células
derivadas de carcinoma hepatocelular de pollo (LMH), importadas de Alemania
(CLS, codigo 661411), la cual crece en un ambiente de 37°C con 5% de COo,
usando el medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)

suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10%.
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Para la obtencion del indculo vacunal se emplearon tres serotipos diferentes de
FAdV-1 (serotipo 4, serotipo 8b y serotipo 11), obtenidos por Quimtia S.A
provenientes de aislados de infecciones naturales en campo. Estos serotipos

fueron previamente identificados por PCR y secuenciamiento genético.

La multiplicidad de infeccion (MOI) fue de 10 en cultivos de células. Luego de
un periodo de incubacién de aproximadamente 72 horas, se observo por
microscopio invertido la destruccion de la monocapa como efecto citopéatico y
se cosecho la muestra viral. Posterior a la concentracion viral mediante el uso
de un filtrador tangencial para optimizar la concentracion viral, se procedié a
titular la muestra viral para estimar la dosis infectiva en cultivo celular (TCIDso)
por mL. Seguidamente, se realiz0 la inactivacion viral usando etilamina binaria.
Finalmente, la vacuna fue preparada con los tres serotipos virales incorporados

en un adyuvante gelificado desarrollado por la misma empresa Quimtia.

El semiterminado (indculo viral) se mantuvo por 14 dias en cuarentena y fue
analizado por el area de control de calidad para efectuar los andlisis de
identificacion, titulacién viral, aspecto y control de la inactivacién. Por su parte,
una vez obtenido el producto terminado (vacuna) en aptas condiciones, se
esperaron 14 dias mas de cuarentena evaluandose el pH, viscosidad, aspecto y

esterilidad.
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6. Disefio experimental del estudio

El laboratorio de crianza y desafio fueron desinfectados con el producto
comercial Glutakill F (glutaraldehido mas amonio cuaternario). Se realizd
flushing a las tuberias y niples con acido peracético semanas previas a dar inicio
al vacio sanitario efectivo (semana y media antes del ingreso de las aves). Las
aves se mantuvieron en jaulas en la sala de crianza hasta los 21 dias de edad,
luego de ello fueron trasladadas a las salas de desafio siendo distribuidas en 3
grupos experimentales (Cuadro 1). Cada grupo experimental fue identificado
debidamente mediante el aretado de los animales y rotulado de los aisladores
experimentales.

Las aves que fueron inmunizadas con la vacuna a los 25 dias de edad y que
fueron desafiadas con una cepa del FAdV-4 a los 49 dias formaron parte del
Grupo 1. EI control positivo lo constituyeron las aves que no recibieron
inmunizacion, pero si fueron desafiadas con el virus FAdV-4 a los 49 dias de
edad (Grupo 2). El control negativo lo constituyeron las aves que no recibieron

inmunizacion ni tampoco fueron desafiadas con el virus (Grupo 3).

Cuadro 1. Distribucidn de las aves en los grupos experimentales.

Inmunizacion  Desafio Sacrificio Cantidad

Grupo Tratamiento (25 dias) (49 dias) (63 dias) de aves

Vacuna
1 1x 10’ SI S Sl 29
TCIDsg

2 Control NO S| S| 16
positivo

3 Control NO NO S| 10
negativo
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7. Crianza de aves experimentales
Se brind6 agua potable ad libitum y alimento comercial (“El Comedero™) desde
el dia 1 de edad hasta los 21 dias (alimento de inicio); 22 a 35 dias (alimento de
crecimiento) y de 36 a 63 dias (alimento de acabado). Condiciones de crianza
como temperatura fueron configuradas siguiendo las indicaciones del manual
de la empresa Charles River. Este parametro fue controlado y registrado
diariamente con un termohigrémetro digital para evitar cualquier tipo de estrés

ambiental y garantizar el bienestar de las aves.

8. Vacunacion
La inmunizacion se realizo a los 25 dias de edad, a cada ave del grupo 1 se le
aplico 0.3 mL de la vacuna correspondiente via subcutanea en la region medio
dorsal del cuello (lado derecho), sin comprometer timo (Figura 1). Los grupos
2y 3 no fueron vacunados. Las vacunas fueron retiradas de refrigeracion (4°C),
y temperadas a medio ambiente (21°C). Se procedi6é a homogenizar el contenido

de cada frasco previo a la inmunizacion.

Figura 1. Vacunacién via subcutanea en la region medio dorsal del cuello
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9.

10.

11.

Desafio

A los 49 dias de edad se realizd el desafio viral a los Grupos 1 y 2. La
inoculacion del virus se realizd via intramuscular con un volumen de 1 ml por
ave. El indculo empleado fue producido a partir de una cepa del serotipo 4 de
FAdV, previamente reactivada una vez en aves para asegurar su virulencia. El
titulo viral del in6culo usado fue 1.68 x10'° copias/ml mediante PCR en tiempo

real (RT-PCR).

Serologia

Se colectaron muestras sanguineas de todas las aves de los grupos
experimentales a los 21, 33, 42, 48, 56 y 63 dias de edad. EI primer muestreo
sanguineo se realizo previo a la vacunacién a 20 aves al azar sin distincion de
grupo experimental, y los demas fueron realizados durante las semanas
posteriores para conocer la produccion de anticuerpos con relacion al tiempo y
frente al desafio viral. Para la medicion del nivel de anticuerpos post vacunales
y desafio contra FAdV se utilizé el Kit de ELISA indirecto “Fowl Adenovirus
Group 1 Antibody test Kit” (Biochek, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El registro de las densidades dpticas se hizo con un lector de ELISA
(Multiskan sky high — Termofisher). El software del kit de ELISA utilizado
arrojo automaticamente el valor del promedio geométrico de titulo (PGT) de

cada muestra.

Observacion de signos clinicos
Se evaluaron los signos clinicos y mortalidad de las aves desafiadas durante los

14 dias posteriores al desafio. Se realizaron visitas sanitarias diarias con el
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12.

13.

objetivo de identificar aves de cada grupo con signos de enfermedad como
erizamiento, ojos almendrados, depresion, inapetencia, diarrea, ademas de

hallazgos como heces verdosas y muerte subita.

Lesiones macroscépicas

Al dia 63 de edad, se realizo el sacrificio total de las aves por dislocacion
cervical con el fin de realizar una necropsia exploratoria y observar las posibles
lesiones macroscopicas de la HCI. Se evaluaron lesiones en higados y se
registraron caracteristicas como friabilidad, agrandamiento, coloracion
anormal, zonas necroticas, hemorragias petequiales o equimoticas, entre otras.
Asimismo, se evaluaron otros hallazgos como presencia de hidropericardio y

erosiones de la molleja.

Deteccion de HCI por PCRm

Tras los hallazgos de la necropsia, se seleccionaron tres higados al azar por
grupo. De cada higado, se seleccion6 0.25 mg de tejido para la extraccion del
ADN mediante un kit de extraccion comercial PureLink Genomic DNA mini
kit (Invitrogen-Thermo Scientific, EEUU) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Seguidamente, se us6 cada ADN para la deteccion de FAdV
mediante una PCR multiple (PCRm) estandarizada previamente en Quimtia S.A
con las siguientes condiciones: 0.94X de concentracion final de PCR Master
Mix 2x, 5.18 uM de concentracion final del ion magnesio (Mg2+), 0.37 UM de
concentracion final de cada cebador sentido y antisentido (FAdV-4, 8b y 11,

secuencia de cebadores por publicar) y, 7.54 a 15.09 ng/pL de concentracion
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14.

15.

final de cada ADN de higado. El termociclador fue programado con una
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C; 20 ciclos de desnaturalizacion de 1
min a 95°C, alineamiento de 1 min a 54°C y extension de 1 min 30 s a 72°C,
seguido de una extension final de 10 min a 72°C. Finalmente, los productos
fueron separados y visualizados por electroforesis en 0.9% de gel de agarosa
sumergido en buffer Tris-acetate-EDTA a una concentracion de 1X a 120
voltios por 30 minutos. El tamafio de producto esperado aproximado fue de
1186 bp, 978 bp y 1655 bp para FAdV-4, FAdV-8b y FAdV-11,

respectivamente (Sianquez, 2022).

Histopatologia

Se seleccionaron los higados con caracteristicas macroscépicas compatibles a
HCI, a los cuales se les realizd cortes de 1 x 1 cm de cada lado que se
conservaron en formaldehido al 10% hasta su envio hacia un laboratorio tercero
para el servicio de analisis histopatoldgico, para examinar las lesiones asociadas

a HCI (presencia de corpusculos de inclusion intranucleares).

Plan de Anélisis de Datos

Para el analisis de la distribucion normal de utilizo la Prueba de Shapiro-Wilk.
Se uso la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para determinar diferencias
entre los grupos experimentales de los titulos de anticuerpos (PGT); y la prueba
de Mann-Whitney para determinar entre que grupos hay diferencias. Mientras

que se usé la Prueba Exacta de Fisher para diferencias en la evaluacion de
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signos Yy lesiones de HCI entre grupos. La significancia fue de 95% y se uso el

Software Stata Version 16.

16. Consideraciones éticas
El protocolo fue aprobado por el Comité Institucional de Etica para el Uso de
los Animales de la UPCH (CONSTANCIA CIEA-E-016-10-23) y la enmienda

(CONSTANCIA CIEA-E-004-01-24).
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V.

RESULTADOS

1. Serologia

La produccion de titulo de anticuerpos (Anexo 1) fue tomada a partir del valor de
promedio geomeétrico de titulo (PGT) obtenido de cada grupo (Cuadro 2). En el
primer muestreo (previo a la vacunacion) se detectaron niveles bajos de anticuerpos
(PGT = 111). Una semana despues de la vacunacion (33 dias de edad), se observd
un aumento de anticuerpos (p<0.05) del Grupo 1 respecto a los Grupos 2y 3. A los
17 dias post-vacunacion (42 dias de edad), se observd una mayor produccion de
anticuerpos (p<0.05), casi el doble del resultado anterior. A los 23 dias post-
vacunacion (48 dias de edad), hubo una marcada elevacion de la produccién de
anticuerpos (p<0.05) frente a los grupos experimentales 2 y 3, los cuales no fueron

vacunados y permanecieron con niveles bajos de anticuerpos.

Una semana después del desafio (PI), a los 56 dias de edad, los Grupos 1y 2, que
fueron infectados, elevaron en gran cantidad su produccion de anticuerpos, siendo
el Grupo 1 el que present6 los niveles més altos con un PGT 7541 (p<0.05) con
respecto a los deméas grupos. En el Grupo 2 (control positivo) la serologia de las
aves sobrevivientes mostro un PGT alto (1289) frente a FAdV. Por otro lado, el
Grupo 3 (control negativo) presento bajos valores de PGT (96) durante todo el

ensayo experimental debido a que no se expuso al virus.
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Cuadro 2. Valor del Promedio Geometrico del Titulo (PGT) de anticuerpos de los
grupos experimentales evaluados obtenidos por serologia

Grupo PGT
21dias 33dias 42dias 48dias 56dias 63 dias
Vacuna
1 a a a a a a
A T 11 515 986°  1551°  7541° 15083
2 Control 111° 2225 184>  67° 1289 4300
positivo
3 Control 1110 222° 85b 86" 96¢ 109¢
negativo

abe Letras diferentes en columnas significa diferencia estadistica (P<0.05)

2. Observacion de signos clinicos

En el Cuadro 3 se detallan los signos observados durante el monitoreo de las aves
después del desafio viral. A partir del segundo dia post-infeccion se evidenciaron
signos clinicos compatibles con la enfermedad de HCI. La frecuencia de
presentacion de los signos fue mayor (p<0.05) para el Grupo 2 con respecto al
Grupo 1 y 3. Entre los signos observados se encontraron el erizamiento de las
plumas, ojos almendrados, inapetencia (ausencia de apetito y de consumo de agua);
y depresion caracterizada por postracion, encogimiento, y falta de respuesta a
estimulos sonoros (Figura 2a 'y 2c¢). La presencia de heces verdes y diarrea (Figura
2b) fueron visibles durante toda la primera semana Pl en el grupo 2. A partir del
octavo dia PI, las aves vivas restantes no registraron signos compatibles con HCI.
En las aves del Grupo 2, aves sin vacunacion previa, se presentaron mayor

porcentaje de signos clinicos frente al Grupo 1 que también fue desafiado.
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Cuadro 3. Frecuencias (%) de la presentacién de los signos clinicos observados en
los grupos de las aves experimentales postinfeccion (P1)

Dias Grupo Erizam  OjoAlm Depres. Inapet. Diarrea  Heces

Pl verdes
G1 ob ob 6.3 ob 5° ob
2 G2 18.82 43.82 313 43.82 60? 50?
G3 ob ob ob ob 0° ob
Gl 3.4° 6.9 3.4° 6.9° 5° 5b
3 G2 12.52 252 25.0% 252 90? 802
G3 ob ob ob ob o° ob
Gl ob 6.9 ob 3.4° 5° 10°
4 G2 12.52 12.52 18.82 18.82 90? 802
G3 oP oP oP oP Qv b
G1 ob 3.4P ob ob 5° 10°
5 G2 12.52 6.3° 6.3° oP 302 502
G3 oP oP oP oP Qv b
Gl ob ob ob ob 0° 10P
6 G2 6.3° ob ob ob 20° 20P
G3 ob ob ob ob 0° ob
ab Letras diferentes en columnas significa diferencia estadistica (p<0.05)

Erizam: Erizamiento de plumas
OjoAlm: Presencia de ojo almendrado
Depres: Depresion

Inapet: Inapetencia
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Figura 2. Signos clinicos identificados PI. 2a) Ave con ojo almendrado y
plumas erizadas. 2b) Ave con depresion (encorvada y sin reaccion a
estimulos) y heces liquidas de coloracion verdosa. 2c) Ave con depresion
junto a otras aves muertas.

La mortalidad post infeccion se detalla en el Cuadro 4. A partir del segundo dia PI
se registrd la mortalidad solo en el Grupo 2, de seis aves (37.5%). Al tercer dia Pl
se registro mortalidad de cinco aves muertas (31.25%) igualmente solo del Grupo
2. Al cuarto dia PI fueron halladas 3 aves mas muertas (18.75%) del mismo Grupo
2. Al quinto dia PI hacia adelante no se registr6 mortalidad en ningln grupo. La
mortalidad acumulada para el grupo 2 fue de 87.5%, y en los grupos 1 y 3 no se

registr6 mortalidad de ninguna ave experimental.

21



Cuadro 4. Mortalidad (%) post-infeccion de las aves en los diferentes grupos

evaluados.

GRUPO 2°diaPl 3°diaPl 4°diaPl 5°diaPl 6°diaPl TOTAL

Gl 0 0 0 0 0 0
G2 37.5 31.25 18.75 0 0 87.5
G3 0 0 0 0 0 0

3. Lesiones Macroscopicas

La evaluacién a la necropsia de las aves muertas del Grupo 2 mostro lesiones
compatibles con HCI: higados de consistencia friables, con marcada hepatomegalia
y decolorados (Figura 3). El dia del sacrificio de las aves sobrevivientes, para evitar
contaminacion cruzada en los hallazgos durante el sacrificio y necropsia, la
evaluacion inici6 por el Grupo 3 (control sin desafio), seguido del Grupo 1y Grupo
2. En las aves del Grupo 3, control negativo, no se hallaron lesiones compatibles
con la enfermedad de HCI (Figura 4). A la evaluacién del Grupo 1, los higados
presentaron apariencia aparentemente normal (Figura 5), mientras que en las dos
aves restantes del Grupo 2, no se encontraron higados friables, zonas infartadas ni
hepatomegalia (Figura 6). En general, pocos higados se observaron con leve
decoloracion, aunque también podria presentarse por infiltracion grasa. Asimismo,
al examinar los corazones y bazo, éstos se encontraron dentro de los pardmetros

normales.
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Figura 3. Organos de Grupo 2, control positivo. 3a) Higado con focos necréticos y
friables al tacto, brillosos y borde curvos (agrandamientos). 3b) Corazén y bazo
agrandado; y rifion inflamado.
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Figura 4, Organds de Grupo 3, control negativo. 4ay 4b) Hl'gad.oé. 4c) Corazones,
higados y bazos
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Figura 6. Orgahos de Grupo 2, control positivo. 6a y 6b) Higados. 6¢) Corazones,
higados y bazos

4. Identificacion de HCI por PCRm

Se selecciond tres higados de cada grupo infectado con FAdV para ser evaluados
por la PCRm, con excepcion del Grupo 2 (control positivo) del cual solo
sobrevivieron dos aves. Tras culminar la electroforesis, se observo que ninguna

muestra amplificé para ADN viral.

5. Histopatologia

Se analizaron 3 muestras (animales) por grupo correspondientes a higados
decolorados del Grupo 1 y 2, asi como también higados del Grupo 3 control
negativo para comparar los hallazgos. Los higados del Grupo 2 de las aves muertas
previo al sacrificio, mostraron las lesiones compatibles con HCI en el 100% de los
animales evaluados: presencia de corplsculos intranucleares eosinofilos, areas de
necrosis y degeneracion hidropica. Ninguna de las muestras enviadas post sacrificio

de las aves sobrevivientes de los grupos experimentales fue diagnosticada con HCI.
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VI.

DISCUSION

La HCI es una enfermedad de las aves de crianza intensiva que es una amenaza
latente en muchas partes del mundo, incluyendo Perd, traducidos principalmente en
altos niveles de mortalidad, la cual incluso puede llegar al 100% (Rodriguez et al.,
2014; Silvera et al., 2016; Vera-Hernandez et al., 2016). Los resultados obtenidos
en diversos experimentos demuestran que la vacunacion ha sido el método mas
efectivo para controlar y reducir los efectos negativos de la enfermedad (Pan et al.,
2017) lograndose alcanzar eficacias de 98-100% de proteccion (Steer-Cope et al.,
2019). Un robusto programa vacunal aunado a la implementacion de medidas de
bioseguridad, se presentan como las principales herramientas para la prevencién en

sistemas de crianza intensiva (broilers y aves de puesta).

El presente estudio evalud la proteccion vacunal e inmunogenicidad de una vacuna
contra la HCI desarrollada en cultivo celular luego de un desafio experimental con
una cepa patdgena. La produccién de anticuerpos protectivos fue més alta en el
grupo 1 que en los grupos 2 y 3. El grupo 3 siempre presentd valores bajos de PGT,
lo que indica que hubo un buen manejo de las aves durante el proceso de infeccion
y se descarta cualquier tipo de infeccidn cruzada entre las casetas experimentales.
Esto concuerda con lo reportado por Du et al., (2017), donde la presentacion de
signos y lesiones compatibles con cuadro clinico de HCI fue bastante baja
comparado en los grupos vacunados con respecto a los otros grupos, asi como el
porcentaje de mortalidad post desafio (0% para el grupo vacunado y para el control

negativo). Esta mortalidad en el grupo desafiado sin vacuna empez6 al segundo dia
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y para las 96 horas todos los animales de este grupo murieron, debido a que no

tuvieron anticuerpos protectivos conferidos por la inmunizacion.

Por otro lado, Gupta et al., (2018) también reportaron en el caso de reproductoras
una seroconversion alta luego de una vacunacion a las 19 semanas de edad, y se
mantuvo hasta las 48 semanas de edad, mientas que los controles negativos
mantuvieron siempre seronegativos, tal como se describe en nuestro estudio. Junnu
et al., (2015) tras la evaluacion de una vacuna en reproductoras hallaron niveles
protectivos del 100%, y detectaron incremento en los niveles de anticuerpos 12 dias
post vacunacion, similar a nuestro estudio donde a partir de los 8 dias hubo un
incremento marcado de los anticuerpos, notandose mas a los 17 dias y 25 dias post
vacunacion. Mahmood et al., (2014) describe a la vacuna originada en cultivo
celular como la mas segura, econémica y facil de administrar comparado con otras

vacunas.

La eficacia de la vacuna inactivada estd relacionada con una induccién
mayoritariamente de la respuesta inmune humoral, por lo que el nivel de
anticuerpos detectados de los pollos vacunados podria ser un criterio Util para la
evaluacion de la proteccion (Pan et al., 2017). Para la valoracion de la proteccion
de forma indirecta se resalta el uso de la prueba ELISA, que en el presente estudio
fue capaz de detectar la produccion de anticuerpos, mostrando una alta sensibilidad
y especificidad, por lo que es frecuentemente usada en estudios experimentales con

desafio (Feichtner et al., 2018)
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Otros estudios llevados a cabo por Junnu et al., (2015) en aves reproductoras,
usando una vacuna originada en cultivo celular e inactivada con etilenimina binaria
(BEI), encontré una proteccion de 90% y 100% para los huevos embrionados de 7
dias y pollos BB recién nacidos, respectivamente, sugiriendo que los anticuerpos
maternos transferidos a la progenie podria protegerlas de desafios de campo
tempranos. Asi mismo, Pan et al., (2017) reporté que a partir de nuevas cepas
hipervirulentas del serotipo FAdV-4 encontradas en China, desarrollaron una
vacuna originada en cultivo celular a virus inactivado en emulsion oleosa que
mostré que la magnitud de la respuesta a la produccion de anticuerpos fue
dependiente del tiempo, siendo los titulos mas altos a los 14 dias después

inmunizacion que a los 7 dias,

En nuestro estudio se evidenci6 la alta morbilidad en aves expuestas al virus y no
vacunadas. Las aves afectadas mostraron al segundo post infeccion los tipicos
signos de depresidon, erizamiento, ojos almendrados, heces verdes, e inapetencia.
Esto concuerda con lo descrito por Mo et al., (2019), quien describe que la
aparicion de estos signos clinicos se da al segundo dia post infeccion, llegando a un
pico a los 5 dias. Ren et al., (2019), también describe como signos caracteristicos
de HCI luego de 2 dias de la exposicion al virus, lo que no se observa en los grupos
control, tal como sucedi6 con nuestro estudio. Matos et al., (2016) por el contario

reportan la aparicion de pollos afectados a partir del 6 dia post infeccion.

En relacion a la mortalidad acumulada, solo se registré en el grupo desafiado sin

vacunar, llegando esté a 87.5%. Estos resultados son similares a lo reportado por
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Du et al., (2017) quienes reportan mortalidades de 90% en los grupos desafiados
sin vacunar y 0% en el grupo vacunado y desafiado con el virus. Pan et al., (2017)
también reporta mortalidad en ensayos de vacunas a los grupos desafiados entre 2-
4 dias post infeccion, tal como lo describimos en el presente estudio, llegando a
100% cuando la via de infeccion es intramuscular. Mo et al., (2019) también
describe hallazgos de 93%,100 % y 83% de mortalidad cuando desafia pollos no

vacunados de 7, 21 y 35 dias de edad.

Con respecto a las lesiones macroscopicas, no se observaron lesiones compatibles
con cuadros de HCI en los grupos 1y 3, a diferencia del grupo 2 donde se evidencio
hepatomegalia, necrosis e hidropericardio. Similares resultados reportan Du et al.,
(2017) quienes hallaron 100% de las aves desafiadas con estas lesiones. Kim et al.,
(2014) en su estudio reportan un significativo descenso de la aparicion de
hidropercardio y hepatitis en los pollos vacunados comparado con los grupos no
vacunados. Del mismo modo, Mo et al., 2019 encontr6 diferentes grados de
severidad de lesiones de hepatitis e hidropericardio, por efecto de la edad y la ruta

de infecciodn, siendo més frecuente la lesion de necrosis hepatica.

Nuestros resultados muestran que la excrecion de virus de pollos vacunados podria
detenerse, similar a lo reportado por Song et al., (2023) quienes reportan que los
pollos vacunados detienen la excrecion del virus luego de 3 dias post-desafio. Del
mismo modo, Gupta et al., (2017) reportan que la deteccion del virus en heces se
empieza a detectar a los 3 dias post infeccion y que esta se detiene a los 14 dias post

infeccion, similar resultado a nuestro estudio que no detecto virus luego de 14 dias
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post infeccidn, lo que indica la recuperacion de las aves expuestas al virus. La
deteccion de excrecion viral si bien puede realizarse por métodos moleculares, se
requiere el cultivo celular para asegurarse la no transmision de particulas virales

efectivas a través de heces, entre otros.

La evaluacion de las muestras para histopatologia mostré que las lesiones
presentadas en el grupo control positivo fueron compatibles con cuadro clinico de
HCI, la histopatologia demostrd la presencia de corpusculos de inclusion
intranucleares eosinofilos caracteristicos de esta enfermedad, tal como lo describe
Ren et al., (2019). Ademas de la presencia de pequefias areas multifocales de
coagulacién, necrosis y degeneracion hidrdpica en hepatocitos evaluados. Por otro
lado, los cuadros de hidropericardio observados en este grupo desafiado coinciden
con lo reportado por Niu et al., (2019), quien describe que la disfuncién cardiaca es
causada por una accion directa del virus sobre el miocardio, trastornos en la
circulacién sanguinea, o por algun otro efecto del virus que resultara en un derrame
pericardico, afectando ain maés la funcion cardiaca y llevando finalmente a los
pollos a la muerte. Los mismos hallazgos fueron descritos por Sun et al., (2019)
quienes observaron hidropericardio y hepatitis tipicas en pollos experimentales,
ademas de encontrar que los niveles de citocinas inflamatorias estaban elevados, lo
que puede ser causada por la misma infeccion viral y la respuesta inmune innata,

en los que el higado contenia la mayor concentracion de DNA viral.

Existen diversas vacunas comerciales para ser usadas en pollos de carne y

reproductoras. Las primeras vacunas convencionales contra la HCI fueron
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desarrolladas a partir de homogenizados de higados, en el cual el virus obtenido de
estos drganos era inactivado con formol, pero los resultados fueron contradictorios
(Sha et al., 2017). Esto generd preocupacion por la propagacion de HCI debido a
una inactivacion inadecuada de las cepas virulentas, por las malas condiciones de
manufactura durante la produccion de vacunas, la falta de un adyuvante adecuado

y no lograr el adecuado titulo protectivo para el virus (Li et al., 2017).

Un ensayo de campo donde se evaluo la patogenicidad del virus FAdV obtenidos
de homogenizados de higado y de cultivos celulares mostré que el primero era mas
patogénico que el segundo, medido como porcentaje de mortalidad, tanto cuando el
virus era inoculado por via parenteral (60%) que cuando se inoculaba por via oral
(30%); esto se debia probablemente a la adaptabilidad del virus luego de continuos
pasajes en cultivos celulares (Ahmad et al., 2011). Como se puede apreciar, si bien
este es un método sencillo para hacer autovacunas, se requiere siempre de obtener
el material de partida como son los higados infectados, con lo cual hace un proceso
largo a diferencia de cultivo celular donde siempre se tiene la cepa a disposicién

para el desarrollo de las vacunas.

Por otro lado, Ali et al., (2015) report6 que las vacunas desarrolladas a partir de
homogenizados de higado presentaban muchos inconvenientes en relacion a la
dosificacion, generar una respuesta inmune predecible y por la posibilidad de
generar infecciones bacterianas secundarias; atn con el uso de adyuvantes oleosos
se formaban granulomas, por lo que el desarrollo de vacunas adaptadas a embrion

de pollo surgio como alternativa por la inmunidad protectiva que generaba.
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Desafortunadamente el desarrollo de esta tecnologia requiere un constante
abastecimiento de huevos SPF, lo cual es una gran limitante; y el otro inconveniente
es la gran cantidad de embriones que debian sacrificarse para obtener el virus. Asi,
diversos estudios se desarrollaron para evaluar la eficacia de este tipo de vacuna
contra HCI, como el reportado por Mansoor et al., (2011) quienes compararon una
vacuna atenuada desarrollada en embridén y otra inactivada desarrollada en
homogenizados de higado, obteniendo niveles protectivos contra la enfermedad de
94% para el primer caso, cuando la vacuna se desarroll6 a partir de virus atenuado
tras sucesivos pasajes (12) en embriones SPF. Estos resultados ademas mostraron
un menor desarrollo de signos clinicos de HCI, menores lesiones histopatologicas,
menor mortalidad y una mejor respuesta de produccion de anticuerpos protectivos.
Sin embargo, existe el riesgo de la reversion del virus. Ademas, el nivel de eficacia
de la vacunacion se puede incrementar hasta 98-100% si se incluyen varios de los
serotipos descritos como prevalentes en diversos aislamientos (Gruppa et al., 2017),

como es el caso del FAdV-4, FAdV-8, FAdV-8b y FAdV-11.

Al creciente nimero de vacunas descritas se suma la tecnologia del cultivo celular,
la cual, al ser una herramienta eficaz para el diagnostico del virus por ser mas
preciso y sensible, permite el desarrollo de vacunas a partir del cultivo del virus en
células de fibroblastos o células embrionarias de rifion de pollo, las cuales causan
un efecto citopatico luego de 5 dias post inoculacion (Niczyporuk et al., 2018). Ali
et al., (2015) realizaron estudios comparativos entre vacunas obtenidas por cultivo
celular con virus atenuado, virus inactivado y vacuna comercial de virus inactivado

en emulsion oleosa, obteniendo 100% de proteccion para el primer caso, 70% para
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el segundo caso y 80% para el tercer caso, no observandose signos clinicos ni

lesiones compatibles con HCI.

Del mismo modo, Du et al., (2017) realizaron un estudio comparativo usando
vacunas originadas en embrién de pollo y en cultivo celular, encontrando niveles
de seroconversion de 60% y 90%, respectivamente, a los 14 y 21 dias post
vacunacion. Ademas, la respuesta méas rapida de produccion de anticuerpos fue
otorgada por las aves vacunadas con cultivo celular como sustrato viral. Cuando se
evalué la eficacia protectiva de ambas vacunas, un 10% de los animales
inmunizados con la vacuna originada en embrion de pollo desarrollaron cuadros
clinicos de HCI, evidenciando lesiones en higado y presencia de corpusculos de
inclusion intranucleares a la histopatologia, mientras que los animales inmunizados

con la vacuna originada en cultivo celular tuvieron una proteccion del 100%.

Por otro lado, la industria de produccién de bioldgicos ha empezado a desarrollar
vacunas usando particulas virales como es el caso de la proteina de la fibra, tal como
lo describe Gupta et al., (2017) quien encontrd niveles de proteccion de 100% en
progenie de reproductoras vacunadas, debido a una buena transferencia de
anticuerpos protectivos a estas progenies. Asi mismo, Ruan et al., (2018)
desarrollaron vacunas recombinantes a partir de la proteina de la fibra-2 del virus
FAdV-4, con la cual encontraron una proteccion de 100% contra el desafio viral,
incluso con una menor dosis comparada con una vacuna originada del virus
inactivado en emulsion oleosa, no observando signos clinicos ni lesiones en pollos

desafiados. Los mismos resultados fueron reportados mas tempranamente por
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Schachner et al., (2014), quien usando una vacuna recombinada en un baculovirus
usando la misma proteina de la fibra-2 encontro una proteccion superior al 95% en
pollos desafiados, por lo que esta subunidad del virus se comportaria como un
efectivo inmundgeno previniendo la aparicion de signos clinicos de la enfermedad
mas no la infeccion. La deteccion y diferenciacion de los serotipos del FAdV-1 en
zonas donde ocurren brotes permitira un mejor desarrollo de vacunas a partir de

estas subunidades.

Los resultados de este estudio demuestran que existe una elevada proteccion a nivel
humoral contra la enfermedad de HCI, asimismo no se registr0 mortalidad ni
morbilidad en las aves vacunadas; tampoco hallazgos en la necropsia o lesiones
microscopias asociadas al cuadro de la enfermedad. Sin embargo, se sugiere
estudios de campo para evaluar la eficacia en condiciones de crianza comercial

donde se puede determinar la eficacia en un nimero mayor de animales.

Dentro de las limitantes del estudio se puede considerar que solo se evalud la
respuesta humoral mediante la produccién de anticuerpos, mas no la respuesta
celular que es Util para evaluar la respuesta del sistema inmune ante el desafio de
cualquier agente patdgeno intracelular como son los virus. Sin embargo, la utilidad
de evaluar anticuerpos radica en que se conocen los titulos protectivos que
finalmente son los que los productores evaltian en campo de forma rutinaria después

de vacunar sus parvadas para las diferentes enfermedades infecciosas prevalentes.
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VII.

CONCLUSIONES

La vacuna disefiada con cultivo celular para serotipos 4, 8b y 11 del
Adenovirus aviar grupo | desencadend una respuesta de anticuerpos
positiva, con un titulo significativamente mayor en el grupo de aves
inmunizadas respecto a las no inmunizadas.

La vacuna experimental fue eficaz al 100% para controlar la mortalidad
generada por HCI serotipo 4 en el grupo de animales inmunizados.

La vacuna experimental redujo significativamente la frecuencia de
signologia clinica en los 6 primeros dias de evaluacion en el grupo
inmunizado respecto al no inmunizado.

La infeccion experimental desarroll6 lesiones compatibles con HCI en el
88% de los animales no inmunizados, mientras que no se evidenci lesiones
en el grupo inmunizado.

Se logro reproducir la enfermedad de HCI con una cepa del serotipo 4 con
titulo de 1.68x10'° nimero de copias/mL que desencadend los signos
caracteristicos  (diarrea,  depresion), lesiones  macroscépicas
(hepatomegalia) y hallazgos a la histopatologia (cuerpos de inclusion
hepaticos).

No se detectd presencia de ADN viral en los animales inmunizados al dia
14 post infeccion.

No se observaron reacciones adversas ni anormalidades en los animales que

podria ser atribuible a la vacunacion.
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IX.  ANEXOS

Valores de Promedio Geométrico de los Titulos (PGT) Grupo 1

GRUPO 1 - CULTIVO CELULAR 107 desafio 1 sem Pl 2 sem Pl
Cadigo 21 dias 33 dias 42 dias 48 dias 56 dias 63 dias
1101 97 799 1495 3020 7600 18111
1102 236 378 703 1023 7588 18269
1103 548 220 209 221 7509 18350
1104 137 199 508 518 7460 17710
1105 48 214 732 1087 7556 16316
1106 141 339 759 1216 7562 17661
1107 131 158 214 244 7545 11443
1108 91 389 1043 1632 7538 17438
1109 163 447 545 995 7495 16964
1110 257 459 825 1750 7516 14064
1111 98 1144 2893 6065 7593 18679
1112 181 1142 1908 1260 7571 18811
1113 95 448 1118 1660 7543 8561
1114 81 1816 2242 3818 7584 16797
1115 49 572 1207 2200 7549 18112
1116 69 313 1360 2133 7481 18266
1117 137 290 3065 3951 7492 17703
1118 16 1158 1021 1481 7516 18269
1119 426 912 3833 5550 7559 17957
1120 30 584 3185 7818 7577 18670
1121 669 1390 3692 7525 18243
1122 500 361 628 7499 14894
1123 2938 2009 2469 7519 18503
1124 216 515 746 7555 10144
1125 833 881 2147 7606 10322
1126 910 1074 2405 7542 10328
1127 404 714 730 7531 9958
1128 142 300 561 7520 10190
1129 1121 1166 1982 7549 10182
PGT 111 515 986 1551 7541 15083




Valores de Promedio Geométrico de los Titulos (PGT) Grupo 2

GRUPO 2 - CONTROL

POSITIVO desafio 1 sem Pl 2 sem Pl
Cddigo 21 dias 33 dias 42 dias 48 dias 56 dias 63 dias
6703 97 82 417 91
6704 236 96 143 48
6705 548 172 290 116
6706 137 358 234 55
6708 48 128 288 83
6709 141 114 197 72
6710 131 327 233 55
6711 91 196 136 84
6713 163 193 93 38
6714 257 450 176 41 221 1819
6715 98 556 258 130
6716 181 358 306 45
6717 95 553 428 232 7517 10163
6718 81 148 57 56
6719 49 171 82 30
6720 69 324 89 65
137
16
426
30
PGT 111.00 222 184 67 1289 4300




Valores de Promedio Geométrico de los Titulos (PGT) Grupo 3

GRUPO 3 - CONTROL

NEGATIVO desafio 1 sem Pl 2 sem Pl
Cadigo 21 dias 33 dias 42 dias 48 dias 56 dias 63 dias
8252 97 109 66 45 108 66
8253 236 606 139 242 53 83
8254 548 164 82 48 55 40
8255 137 203 140 83 67 75
8256 48 209 99 83 651 245
8257 141 467 13 260 269 204
8258 131 211 190 70 23 174
8259 91 161 40 47 84 103
8260 163 246 124 84 75 59
8261 257 162 155 80 120 271
98
181
95
81
49
69
137
16
426
30

PGT 111.00 222 85 86 96 109




REGISTRO DE LESIONES POST DESAFIO

0JOS 3 HECES
ERIZAMIENTO DEPRESION INAPETENCIA | DIARREA
Dias PI | GRUPO ALMENDRADOS VERDES

Fr % Fr % Fr % Fr % % %
Gl 0 0 0] 0 1 6.3 0 0 5 0

2d
(48 H) G2 3 18.8 7 43.8 5 31.3 7 43.8 60 50
G3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gl 1 3.4 2 6.9 1 3.4 2 6.9 5 5

3d
(72 H) G2 2 125 4 25 4 25 4 25 90 80
G3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gl 0 0 2 6.9 0 0 1 3.4 5 10

4d
(96 H) G2 2 125 2 12.5 3 18.8 3 18.8 90 90
G3 0 0 0 0 0 0 9 56 0 0
Gl 0 0 1 3.4 0 0 0 0 5 10

5d
(120 H) G2 2 125 1 6.3 1 6.3 0 0 30 50
G3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10

6d
(144 H) G2 1 6.3 0 0 0 0 0 0 20 20
G3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




