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Cost of maintaining the gastro-intestinal barrier - can it be done
economically?

Todd J. Applegate, PhD
Animal Sciences Department
Purdue University
West Lafayette, IN 47907 USA
applegt@purdue.edu

Introduction

Scientists have recently focused much of their work on the functionality of the gastro-intestinal tract
(GIT). This emphasis has occurred due to a) increasing feed ingredient cost and a desire to maximize nutrient
utilization (thus also reducing emissions into the environment), b) genetic improvements wherein the first
week after hatch or weaning (a critical intestinal growth period) represents a larger proportion of the animal’s
life, and c) removal of sub-therapeutic antibiotics has increased the prevalence of pathogens (including food-
borne pathogens). Additionally, early signs are indicating that certain species of Clostridial bacteria are
causing intestinal necrosis, diarrheal, and systemic problems in poultry and swine and they are becoming less
responsive to therapeutic treatment strategies.

Balancing the digestive and absorptive capacity of the GIT and maintaining its barrier capacity comes
at a cost to growth or egg production capability. Therefore, unraveling the mystery of how the intestine
responds to different situations is critical for optimizing health and productivity. For the GIT to maximize
nutrient uptake and minimize any antigenic insult from ingested food, it consumes approximately 20% of
dietary energy with a protein turn-over rate of 50 to 75% per day. Nearly 25% of daily protein synthesis is
secreted into the GIT to support digestive and barrier functionality. The GIT has 10 times more bacterial cells
than our own cells, resulting in greater than 70% of all immune cells in the body. The physical barrier
separating the system that will deliver nutrients to all cells of the body and of the GIT is both specific and
non-specific; and is far from remaining static. Thus the GIT responds to many “challenges” through changes
to: a) peristalsis, b) enterocyte turnover, ¢) mucin production, adaptation of commensal microflora, d) innate
immune responsiveness (including inflammation and acute phase response), and/or e) alterations to secretions.
The extent and duration of each of these responses encompasses the nutrient and growth “cost” for
maintenance of intestinal barrier function.

Removal of sub-therapeutic antibiotics from poultry diets in Europe and recent pressure to reduce or
removal of these compounds in other parts of the world has amplified corporate and academic interest in
improving intestinal health, improving nutrient utilization, and reducing endogenous nutrient loss due, in part,
to innate immune responses. Probiotic bacteria and pre-biotic (fermentable carbohydrates) feed additives are
gaining market presence. Defined probiotic cultures have improved characteristics due in large part to in vitro
screening and selection, and show promise in alleviation of the impact of the acute phase immune response
by the bird. Hesitation by nutritionists to incorporate these and other purported antibiotic “replacement” feed
additives, however, are due in part to a) unfamiliarity, b) over-selling of plausible effects, ¢) documented
physiological and microbiological effects in vivo, d) product inconsistencies, and e¢) documentation of
persistence from the feed and reaching the compound’s plausible target within the GIT.

Production Economics
In 1999, Aviagen estimated the productivity that would be lost due in part to the European ban of sub-
therapeutic antibiotic use. Estimates for visually “healthy” flocks at that time were that time were:

Body weight gain loss (0 to 150 grams less to 42 days)
Increased variability in body weights (+ 0.2% to 3.3%)

Loss of feed conversion (0 to 0.08)

Increase in mortality (up to 1.3% more)

Increases in feed passage (osmotic diarrhea) and litter moisture

Increases to nutrient (dry matter, nitrogen and phosphorus) excretion (2 to 3%)
3% Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 6



Thus, sub-clinical intestinal health can have a considerable impact on economic profitability. With this
in mind, it is critical to further evaluate a) feeding safety margins, b) formulation targets, c) and compounds
that may affect intestinal viability as well as allow the birds to cope with the challenge without suppressing
feed intake and growth.

Process Uncertainty and Feeding Safety Margins - Considerable variation exists within the literature for
utilization of different nutrients. Much of the variation can be attributed to feeding of different ingredients
and differences in ages or health status. Nutrient retention values for nitrogen (N), phosphorus (P), and dry
matter (DM) as summarized from 84 peer-reviewed articles from 1985 to 2003 are presented in Table 1
(Applegate et al., 2003). Notably, this variation exists in these apparently healthy birds even though these
were “control” diets in “controlled” environmental settings.

Table 1. Profile of peer-reviewed publications (1985-2003) summarized for nitrogen (N), phosphorus (P), and
dry matter (DM) retention (Applegate et al., 2003).

Specie Avg. % N retention ~ Minimum  Maximum Number of references
Broiler 60.2 44.0 73.5 11
Turkey 56.8 47.8 75 8
Duck 65.7 54.6 78.1 4
Laying hen 45.6 30 75.0 5
Avg. % P retention
Broiler, <32 days 49.3 34 64.1 22
Broiler, > 32 days 41.0 36 51.0 5
Turkey 48.0 33.9 56 9
Duck 46.4 --- --- 1
Laying hen 29.1 13.6 44 20
Avg. % DM retention
Broiler 68.6 52.2 74.5 10
Turkey 74.8 67.1 82.5 2
Duck 69.4 53.7 87 5
Laying hen 79.3 74.6 84 2

Nutrient formulation “targets”

Beyond nutrient use variations, there is always the question of what should be the nutrient “target” for
formulations. In many cases, the nutrient requirement does not necessarily plateau (e.g. Figure 1). The
response becomes curvilinear, because they are determined for the population, and not the individual. Work
by Schinckel et al. (2005) suggests that as birds are fed closer to their requirements, that the variability in
response of the population increases. Similarly, birds within the flock respond to different “degrees” of a
challenge, thus increasing this variation. This is of particular “economic” consideration, as improved
performance (meat yield, egg production) still has is improving beyond what we traditionally think of as the
break-point. Additionally, intestinal health plays a large role in impacting nutrient utilization and the
formulation target.

A specific example of this lack of plateau in nutrient response and the economic benefits of feeding
above the requirement is illustrated by deBeer et al. (2009). In this experiment, diets were formulated to 100%
vs. 90% of 2007 Aviagen amino acid recommendations for Ross x 708 broiler chicks. Diets cost for the 100%
diet cost was $0.05 and $0.07 for birds fed the 100 vs 90% at 42 and 56 days of age, respectively. The
additional investment with the higher amino acid specification (100%) resulted in improved bird performance
and meat yields thus returning $0.04 more over feed cost versus traditional broiler industry formulations
(90%).
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Figure 1. Example of a nutrient requirement response.

Formulation to 100 vs. 90% increased 42 and 56 d BW by 53 and 43 g and reduced FCR by 0.04 and 0.03 at
42 and 56 days, respectively. Further, formulation to 100 vs. 90% increased total white meat yields by 0.60
and 0.72 %-units and lowered abdominal fat by 0.22 and 0.24 %-units at 42 and 56 days of age, respectively.
Despite potential increases in diet cost by formulating with a higher AA concentration, FCR and carcass yield
differences improved broiler profitability.

Nutrient Use by the GIT

As mentioned previously, nearly 20% of energy consumed is used by the intestine and with a turn-

over of 50 to 75% of protein every day. Early in the bird’s life, it appears that functional utilization of nutrients
is limiting and maturation of amino acid and energy digestion does not occur until 10 and 14 days, respectively.
Much of the appearance of indigestibility is due in part to a) changes in the pH of the proventriculus and b)
endogenous secretion differences into the intestine. Rynsburger and Classen (2007) noted that pH of the chick
drops from 5.2 at 2 d-of-age to 3.5 at 10 d of age. Adedokun et al. (2007a,b) estimate that 60 to 80% of the
attributable differences in amino acid utilization during the first week and later in life are due to differences
in basal endogenous amino acid losses.
Mucin - Another example of how much nutrient is tied up in the GIT is through the barrier functions attributed
to one of the first lines of defense - mucus. Smirnov et al. (2004) reported that mucin protein content increased
distally along the small intestine of chicken. Intestinal mucin production and secretion is in a dynamic process
that is continually degraded and renewed (Montagne et al., 2004; Smirnov, et al., 2004). Due to the dynamic
nature of mucin degradation and synthesis, the turnover rate is not regular, thereby the thickness of the mucus
layer may vary depending on the balance between synthesis and degradation. This balance can be influenced
by the nature of the diet (Montagne et al., 2004; Sharma et al., 1997) or presence or virulence status of
pathogens.

The high levels of threonine in digesta have been attributed to the contribution of mucin and may be
responsible for the low apparent digestibility of threonine in many feedstuffs (Lien et al., 1997; Sauer and
Ozimek, 1986) or during higher antigenic load within the intestine. For example, Corzo et al. (2007) noted a
2 to 10% increase in threonine requirement when birds were reared in used “dirty” litter versus “clean” litter.
This increase in nutrient need can have a large economic impact when not realized.

Turnover of Intestinal Epithelia - As intestinal cells are derived and migrate along the length of the crypt-
villus axis, they differentiate and express functionality, either as a digestive/absorptive enterocyte, a mucus-
secreting goblet cell, a peptide hormone producing entero-endocrine cell, or an antimicrobial peptide/protein
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secreting paneth cell. A typical response to ridding infected enterocytes is to increase migration and apoptosis
rates. In doing so, enterocytes are not allowed to reach a fully differentiated state. Examples of where this
may become detrimental the animal is in the case of expression of carbohydrases. Uni et al. (1998a) noted
that the upper 40% of the villus expresses 30 to 40% more sucrase and maltase activity per enteroctye than
the lower 60% of the crypt/villus axis. During enteric stress where enteroctyes are not allowed reach a
differentiated state, undigested dissacharides enter into the lower digestive tract causing microbial growth
resulting in osmotic and secretory diarrhea (Ziljstra et al., 1997). There are also many other factors which
influence the enterocyte migration and apoptosis rate. For example, Dibner et al. (1999) noted poor
performance coincided with structural and functional changes in the intestine. In that report, the enterocytes’
half-life decreased, which occurred together with a change in nutrient uptake capacity by absorptive epithelial
cells (Dibner et al., 1996). Thus when the intestine has additional stress (microbial or otherwise), not only is
nutrient uptake affected, but also is the availability of those nutrients to intestinal microflora.

Cost of Immunity

Many feed additives companies recently have marketed their products products as being immuno-
suppressive or immuno-stimulative. Typically, the immune system is held in a homeostatic balance between
immuno-stimulation and immuno-suppression, but due in large part to the microbial content within the
digestive tract, the GIT has often been described as being in under a constant, sub-clinical inflamed state. One
of the biggest drivers to performance loss during an acute phase response by any animal is that of feed intake
suppression. The severity, duration, and recovery of feed intake suppression due to the immunological naivety
towards a particular pathogen can be influenced by pathogen load, virulence, animal genotype, and feed
composition (Sandberg et al., 2006).

Beyond the feed intake reduction during an acute phase response, productivity is also lost due to the
acute phase immune response requiring up to 10 percent of nutrient use which otherwise would have gone
towards growth (Klasing et al., 2007). Other researchers have estimated this nutrient cost to be 1.3 times that
of maintenance (Webel et al., 1998) or a daily cost of 0.27 g ideal protein per kg body weight (Sandberg et
al., 2007). Therefore, when it comes to further work with feed additives targeted at eliciting effects in the
intestine need to also consider the net effects during these sub-clinical infections, nutrient partitioning, as well
as impact on feed intake behavior of the bird.

Much of the muscle catabolism that occurs during an acute phase response occurs due to the rapid
production of acute phase proteins by the liver. When the circulating and hepatic amino acid pool does not
match that which is needed, muscle is catabolized to provide supplement the amino acid pool. As illustrated
in Table 2, the amino acid profile of immunological and barrier proteins is very different than that of “typical”
body protein amino acid profile.

Table 2. Amino acid (AA) profile of different proteins (Sandberg et al., 2007).

AA Whole body C Reactive lgA M ucin
———————————————— (% total protein) - ———————-
Lys 71 7 3.9 1.8
Met 18 1.6 0.6 ---
Cys 1.0 1.3 0.6 8.5
Thr 38 58 7.5 22.4
Iso 35 5 4 1.3 1.5
Val 47 T 9.6 22.2
Arg 6.7 3.6 3.2 1.6

Similarly, a bird undergoing stress will have increased abdominal fat and reduced meat yields (for review see
Virden and Kidd, 2009), partly because the amino acids Met, Thr, Arg, Val, Ile, Trp, Cys, Gly, Ser, Tyr, Phe,
Ala, His, Pro, and Asp are glucogenic (meaning that they are deaminated for use as energy rather than as
building protein). Further, Virden and Kidd (2009) noted that stress also can make digesta flow faster through
the intestinal tract thus reducing overall nutrient use. Additionally, activation of the innate immune response
reduces active uptake of some nutrients. For example, Humphrey and Klasing (2005) noted the cationic amino

acid transporter is reduced during lipopolysaccharide (LPS) induced acute phase response.
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Some have tried to ameliorate the negative effects of muscle catabolism due to the innate immune
response, as well as reduced nutrient uptake due to stressors such as coccidial pressure. For example, gut stress
and damage associated with coccidial vaccines have noted that there is slight reductions in bird performance
which carries through to processing. Lehman et al. (2009) noted that when coccidial vaccine treated birds
were supplemented with gelatin (glycine and serine), they were able to perform similarly to birds treated with
a coccidostat. In other words, supplementation with gelatin prevented the performance drag typically
associated with coccidial vaccine administration.

Can the feed intake suppression due to the acute phase response be alleviated? To address this question,
we (Jiang et al., 2010) designed a 1 week growth experiment to examine whether dietary supplementation of
a multi-strain probiotic (Biomin PoultryStar®) would alleviate growth suppression and anorexia caused by
LPS-induced acute phase response. The experiment was designed with 4 treatments starting at 14 d of age.
Prior to (0-14 d of age) and for the experiment (14-21 d of age), male broiler chicks were fed diets devoid or
were supplemented with 1.7 x 10® cfu of the probiotic/kg diet. At 14 d of age, birds fed the diet devoid of
probiotic diet was further divided into 3 treatments: an unchallenged positive control (PC), LPS challenged
negative control (LPS-NC), and pair-fed to LPS-NC. The probiotic-fed birds were also then challenged with
LPS. The LPS (E. coli) was injected intra-peritoneally 4 times at 48h intervals at Img/kg BW. The LPS
challenge dramatically depressed weight gain from 14 to 21 d of age by 22% (P < 0.001). Probiotic
supplementation recovered 17% of depressed growth (vs. LPS-NC; P=0.068; Figure 2). Part of the improved
weight gain was due to the recovery of feed intake of the probiotic+LPS birds which occurred 48 h earlier
than the LPS-NC birds (Figure 3). In conclusion, acute phase response (induced by LPS administration)
diverted a large portion of consumed nutrients from tissue accretion. Probiotic supplementation lessened the
anorexic effects of LPS resulting in improved weight gains versus the LPS-NC.

"‘Cost” of Immunity — Acute Phase
Response (feed intake)

Figure 2. Broiler weight gain
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“Cost” of Immunity — Acute Phase
Response (Weight gain)
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Summary

In summary, maintenance of the barrier functions of the GIT comes at a considerable price, as it must
meet two seemingly incompatible goals: maximize nutrient uptake and minimize antigenic insult while
tolerating the presence of indigenous microbiota and other antigens introduced by the presence of feed within
the intestinal tract. The dynamics of the physical response (mucin production, intestinal turnover, and shifts
in rate of peristalsis) as well as activation of the innate immune response comes at a considerable price to
growth and productivity of the bird. Thus the goal of the nutritionist is to predict a) the varying maintenance
needs of the bird and b) the varying ability of the bird to absorb and effectively utilize dietary nutrients. Given
tradition, this has been done in a “least cost” manner, rather than a “most profit” mode. Thus, closer attention
needs to be given to feed additives that maintain the intestinal barrier, reduce the variability of nutrient
utilization across birds within a flock, and improve the birds’ ability to cope with an immunological insult
without as much performance loss.
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Evaluacion del efecto del consumo de alimento inoculado con fumonisinas B
y B2 sobre las alteraciones morfolégicas y variables productivas en pollos de
engorda infectados con Eimeria spp.

Bautista BIC*', Cuenca VC 2, Martinez LJP3, Valdivia AG2, Abraham MA', Del Rio GJC !

Facultad de Estudios Superiores Cuautitian-UNAM-Unidad de Investigaciéon Multidisciplinaria, Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas-Laboratorio 147, Laboratorio de Patogénesis Microbiana-Laboratorio 3 2 y Dpto.

de Parasitologia 2.

INTRODUCCION

Las micotoxicosis son enfermedades causadas por metabolitos toxicos de algunos hongos
llamadas micotoxinas, las cuales son producidas ante situaciones ambientales adversas y entran
al organismo animal a través de los cereales y granos contaminados. Dos grupos principales de
micotoxinas con implicaciones en la salud publica y animal incluyen a las Aflatoxinas producidas
por Aspergillus flavus y A. parasiticus y las Fumonisinas producidas principalmente por Fusarium
verticillioides y F. proliferatum (Del Bianchi et al, 2005). La Fumonisina B1 (FB1) es el metabolito
mas toxico y abundante de este grupo, representando casi el 70% de la concentracion total de
alimentos contaminados naturalmente, seguida de las Fumonisinas B2 y B3. (Dilkin et al, 2002).
Desde su identificacion en 1988, la FB1 ha sido asociada con enfermedades conocidas
previamente, como la leucoencefalomalacia equina y el edema pulmonar porcino (Kubena et al,
1997) asi como cancer esofagico en humanos (Nelson et al, 1994). En pollo de engorda se ha
reportado disminucion en la ganancia de peso y el consumo de alimento y aumento en el peso de
los 6rganos (higado, proventriculo y ventriculo )(Javed et al,1995), atrofia timica cortical, necrosis
hepatica multifocal, hiperplasia moderada del epitelio biliar, degeneracion vacuolar en higado,
necrosis del epitelio tubular renal y atrofia de las vellosidades intestinales (Ledoux et al., 1992;
Henry et al., 2000; Saif et al., 2003; Del Bianchi et al., 2005), aumento de las enzimas AST,ALT,GGT
y colesterol (Ledoux et al., 1992; Javed et al., 1995; Henry et al., 2000 ) y Disminucién en la
inmunidad humoral asi como alteraciones en el sistema mononuclear fagocitico ( Ledoux et al.,
1992; Javed et al.,1995; Li et al.,1999; ).

Por otro lado, la coccidiosis se reconoce como la enfermedad parasitaria que tiene mayor impacto
economico en la produccion avicola, al ocasionar pérdidas millonarias debido a tratamiento
profilactico en alimento, tratamientos alternativos, mortalidad, morbilidad, disminuciéon conversién
alimenticia y pobre pigmentacion (Allen et al,2002). La coccidiosis es causada por protozoarios del
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género Eimeria del que existen siete especies consideradas como patdgenas causantes de
enfermedad en aves: E. acervulina, E. brunetti, E. maxima, E. necatrix, E. tenella, E. praecox y E.
mitis, cada especie se desarrolla en una porcion especifica del tracto gastrointestinal y no generan
inmunidad cruzada. (Allen et al, 2002, Yun et al, 2000).

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar el comportamiento productivo, respuesta humoral,
alteraciones bioquimicas y morfologicas en pollos de engorda inoculados con Fumonisinas B1 y B2

ante una infeccion simultanea con Eimeria spp.

MATERIALES Y METODOS
Animales de experimentacion.

Se obtuvieron 60 pollitos de 1 dia de edad de la estirpe Ross de una incubadora comercial. Se
pesaron y distribuyeron aleatoriamente formando 4 grupos con una repeticién por grupo: Testigo
negativo, Fumonisina, Coccidia y Coccidia + Fumonisina. Los grupos Testigo negativo y Fumonisina
fueron alojados en jaulas elevadas mientras que los grupos Coccidia y Coccidia + Fumonisina
fueron alojados en corraletas en piso con cama de viruta de madera de aproximadamente 6 cm de

grosor, por un periodo de treinta dias.
Alimento.

Se les ofrecid una dieta basal que reuniera o excediera los requerimientos nutricionales conforme
al NRC (1994) desde el dia uno hasta el término del experimento. El alimento (sin coccidiostato) y
el agua fueron suministrados ad libitum a todos los grupos. El alimento de los grupos Fumonisina 'y

Coccidia + Fumonisina se ajusté previamente a 3 ppm de Fumonisinas.
Inéculo.

Se utilizd un inéculo mixto de Eimeria obtenido de un caso clinico de campo de mediana
patogenicidad. Las especies presente en el inéculo fueron E. acervulina (32%), E. tenella (41%), E.
mitis (24%) y E. méaxima (2.9%). Al dia 14 del experimento se inocularon per os 100 000 ooquistes
por ave a los animales de los grupo Coccidia y Coccidia + Fumonisina. La tasa de eliminacién de

ooquistes se evalué semanalmente mediante la técnica de Mc Master.
Variables productivas.

Para la determinacion de las variables productivas se realizé un pesaje semanal de los animales

desde el dia uno. Se cuantificé el consumo de alimento y agua semanalmente.
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Respuesta humoral.

La respuesta humoral se evalué mediante la técnica de ELISA.

Quimica Sanguinea y Hematologia.

Las muestras de sangre se colectaron por puncién cardiaca 1ml con anticouagulante (EDTA) y 3
ml sin anticoagulante. Posteriormente se determind la concentracion sérica de AST, GGT, Proteina

Total, Albumina y Colesterol asi como, el hematocrito.

Evaluacion de las Alteraciones Morfolégicas.

Para la evaluaciéon macroscopica se pes6 a los animales, se identificaron de acuerdo al tratamiento
y se sacrificaron mediante dislocacion cervical. Los 6rganos colectados fueron higado, bazo, rifidn,
timo, bolsa clocal y tracto digestivo, los cuales fueron pesados (peso relativo de los érganos). En el
caso de intestino, las lesiones producidas por Eimeria spp se evaluaron de acuerdo al Método
descrito por Johnson y Reid (1970). Para la evaluaciéon microscopica de los érganos colectados
anteriormente se tomaron fragmentos de 1cm x 1cm los cuales se colocaron en formalina al 10%
para su posterior procesamiento, utilizando técnicas histolégicas de rutina y tifiéndose con

Hematoxilina-Eosina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las variables productivas Consumo de alimento, Ganancia de peso e indice de conversion
resultaron disminuidas en los grupos Coccidia y Coccidia +Fumonisina con respecto al grupo
control. Los grupos testigo negativo y Fumonisina no presentaron alteraciones conforme lo

reportado previamente por Ledoux et al, 1992, Broomhead et al, 2002.

Los niveles de Proteina total y albumina se vieron disminuidos en los grupos Coccidia y Coccidia +
Fumonisina. Colesterol se vio aumentado en los grupos Fumonisina y Coccidia + Fumonisina como
lo reportado previamente por Javed et al. 1995. Los niveles de AST Y GGT también se encontraron

incrementados en los mismos grupos.
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Los pesos relativos de los érganos no presentaron diferencias significativas conforme lo reportado

previamente por Ledoux ef al, 1992, Henry et al, 2000, Broomhead et al, 2002. A excepcion del

peso relativo del intestino.

A la histopatologia, en los grupos Fumonisina y Coccidia + Fumonisina se encontrd hepatosis grasa

e hiperplasia de conductos biliares, conforme lo reportado con Del Bianchi et al (2005).

Respecto a lo observado en este estudio y bajo las condiciones de manejo realizadas se puede

concluir que la presencia de fumonisina en concentraciones de 3 ppm, consideradas como no

dafinas favorecen el dafio causado por Eimeria sp.
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Peso corporal una herramienta para determinar el efecto por la

severidad en el despique en aves ligeras leghorn blancas
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Resumen: Con la finalidad de encontrar una forma sistematica de medir y analizar la
severidad en el despique de aves ponedoras se hicieron dos experimentos de campo, utilizando
como variable de salida el peso corporal. Se utilizaron aves ponedoras ligeras blancas (gallus
domesticus) Hy Line de la estirpe W36. Experimento 1: 150 aves se dividieron en tres grupos;
T1=Control sin despicar (n=50) , T2=despique suave (n=50) y T3=despique agresivo (n=50), se
hicieron ocho pesajes encontrando a las tres semanas del despique en el T2 una diferencia del -
6.07% (P<0.01) y en T3 -17.34% (P<0.01) con respecto al testigo, los dos tratamientos tuvieron
una ganancia compensatoria, alcanzando a las 13 semanas después del despique el T2 con -0.2%
(P>0.1) al grupo testigo, el T3 17 semanas posteriores al despique todavia estaba -12.67%
(P<0.01) del testigo, comprobando que con un despique agresivo la ganancia compensatoria no es
suficiente y nos deja las aves en desventaja. Experimento 2: Buscamos un analisis mas fino de la
curva de peso en las primeras nueve semanas, con 300 aves en dos grupos, T1a= Control, sin
despicar (n=150) vs T2a=despique normal (n=150), encontrando las siguientes diferencias; una
semana después del despique T2a tenia -2.41%(P=0.001), segunda semana -3.98% (P=0.000),
tercer semana -4.89%(P=0.000), cuarta semana -4.01% (P=0.000), encontrando el punto de
inflexion de la curva en la tercer semana. Dejando rutinariamente una muestra sin despicar y
comparado con las despicadas la meta seria tener tres semanas después del despique < 6%
de diferencia y en la semana nueve < 2%.

Palabras clave: despique, efecto, peso corporal, ponedoras ligeras.
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Introduccion

El corte de pico o despique ha sido una practica generalizada por los avicultores,
principalmente por aspectos econdmicos, las aves despicadas tienen menor mortalidad por
agresividad entre las aves (picoteo), mejor emplume, mayor viabilidad, menor desperdicio de
alimento, todo esto nos arroja una mejor conversion alimenticia y mayor rentabilidad de la parvada
(North & Bell, 1990). Sin embargo también tiene inconvenientes, como son, el costo de mano de
obra, la dificultad para hacer un despique homogéneo, una baja de ganancia de peso posterior al
despique (Davis, Anderson, & Jones, 2004; Marchant-Forde, Fahey, & Cheng, 2008; North & Bell,
1990), puede retardar ligeramente la madurez sexual y disminuir la produccién y el tamafo del
huevo (North & Bell, 1990), con el peligro de hacer un despique muy agresivo que da lugar a la
formacion de neuromas que pueden producir dolor crénico durante toda la vida de las aves (Glatz,
2009) y puede ocasionar una baja productividad, ademas de la controversia que ha ocasionado
esta practica dando lugar a presion de asociaciones protectoras de animales que se oponen a esta
practica por considerarla agresiva para las aves.

Existen numerosos estudios para determinar los efectos del despique (Blokhuis, van der
Haar, & Koole, 1987; Davis, Anderson, & Jones, 2004; Glatz, 2009; Marchant-Forde, Fahey, &
Cheng, 2008; Struwe, Gleaves, & Douglas, 1992), utilizando varios criterios entre ellos el
comportamiento de las aves, el consumo de alimento, la deteccion de neuromas, la forma y tamario
del pico, la produccion de huevo y el peso corporal. De todas estas la mas facil de evaluar es el
peso corporal, solamente se necesita dejar un grupo de aves sin despicar y compararlo con las

aves despicadas y observar la diferencia observada en el tiempo posterior al despique.

Diferencia de peso corporal como procentaje del control
[Peso promedio del tratamiento-peso promedio del control/Peso Prom. del control)
Adaptacion de datos Marchant-Forde et al. (2008)
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La grafica anterior fue hecha a partir de los de los trabajos hechos por Marchant-Forde,
Fahey, & Cheng (2008) publicados en Poultry Science, que hicieron un despique con navaja
caliente y un despique con infrarrojos al dia de edad, en cada semana sacamos la diferencia de
peso de los dos tratamientos y lo restamos del peso del grupo control que no se despico, la
dividimos entre el peso del control para sacar la diferencia en porcentaje, se puede observar el
efecto posterior al despique en el peso corporal.

La importancia del despique en el peso corporal radica en que con la cantidad de manejos
durante el dasarrolo de las aves como vacunaciones, cambios de instalaciones (inicicion,
creciemiento y postura), acomodos y recacomodos de aves, densidad, espacios de comederos,
acceso al agua,... ademas de los problemas nutricionales como ingredientes de la formulacion,
micotoxinas en los alimentos, costos de los nutrientes, etc. se hace cada mas dificil alcanzar el
peso que deben tener las pollas segun la estirpe en la semanas previas al inicio de la postura (Hy
Line Internacional, 2009), y el no alcanzar un peso suficiente puede provocar caidas en la
produccion ave dia y la produccion de huevos por ave alojada, que se reflejara en la rentabilidad
de las parvadas, esto se encuentra documentado en la literatura cintifica, en el libro Commercial

Poultry Nutricion de S. Lesson y J.D. Summers tercera edicién (Leeson & Summers, 1995) de donde

sacamos el siguiente grafico:

Fig. 3.1 Reduction in egg production after peak, associated with simall
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Material y métodos
Se realizaron dos experimentos de campo, el primero con la finalidad de observar los efectos

de un despique agresivo contra uno suave, y el segundo para hacer un analisis mas fino del
comportamiento posterior al despique. La variable de respuesta fue el peso corporal.

Los experimentos se hicieron en dos granjas de la zona de Tepatitlan Jalisco con una crianza
aproximada de 120,000 aves cada una, siguiendo en cada granja durante el desarrollo de los
experimentos los procedimientos de manejo rutinarios propios de cada granja para la edad de las
aves en cuanto a temperatura, alimentacion, vacunacion, etc.

Muestreo preliminar: En ambos experimentos con la finalidad de obtener una muestra
homogénea que nos redujera al minimo posible cualquier variable de crecimiento, consumo de
alimento y estatus de salud que pudiera desviar el efecto de los tratamiento, llevamos a cabo el
siguiente procedimiento de seleccion de las aves; a los siete dias de edad pesamos aleatoriamente
200 aves para encontrar el promedio aproximado de peso de la parvada, y luego seleccionamos
las aves que quedaran en el rango de £10% del promedio. Mismas que se asignaron aleatoriamente
a los tratamientos.

Experimento 1: Las aves se criaron durante 14 semanas en una nave con calefaccion y
ventilacion forzada, en bateria de cuatro niveles, con alimentacion automatizada y bandas para la

extraccién de excremento, con cuatro bebedero de “niple” por nido, al inicio se acomodaron en
los niveles tres y cuatro, en grupos de 40 aves por nido de 100X60 cm quedando en 150 cm?/ave

y 2.5 cm lineales de comedero al frente de la jaula, y en la sexta semana se distribuyeron a los
pisos uno y dos, quedando 20 aves por nido con un espacio de 300 cm? y 5 cm lineales de
comedero, posteriormente se enviaron en la semana 16 a la granja de postura, donde se alojaron
en una granja convencional, caseta abierta a los lados, con jaulas de piso doble parcialmente
escalonado con jaula invertida (North & Bell, 1990, pags. 288,291), cuatro aves por nido, con dos

bebedero de tipo copa, compartidos con nidos laterales, con una dimension de 34 X 50 cm, con
un espacio de 425 cm?/ave.

El peso promedio del muestreo preliminar fue de 61.75 gramos, calculamos el 10% de este
peso (61.75X10/100)=6.175 gramos, lo sumamos y restamos del promedio dandonos un rango de
55.6 a 67.9 gramos, con este rango seleccionamos 150 aves. Se asignaron aleatoriamente 50 aves
a cada tratamiento (n=50/tratamiento) de la siguiente manera: T1 (Control) no se despicaron las
aves, T2 se les aplicd un despique normal o suave y en el T3 se despicaron agresivamente, ambos
a los 12 dias de edad. El método de despique normal (T2) fue hecho con un sistema de despique
de precisién semiautomatico DBK 2000, que utiliza una navaja caliente (750° Centigrados) con
un tiempo de 1.45 segundos de contacto del pico con la navaja para el cauterizado, cortando hasta

dejar aproximadamente 2 mm de la base de la nariz hasta el borde cauterizado, con la placa de
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12/64, siguiendo los lineamientos de el manual de procedimiento de la maquina (Baer Systems,
Inc., 2005). El despique agresivo se hizo con una maquina manual Lyon, haciendo el corte del
mismo tamafo aproximado de pico que en tratamiento anterior (2 mm) utilizando la guia en el hoyo
5/16 pero dejando el pico en contacto con la navaja a 595° Centigrados (checado con pirometro),
por aproximadamente 3.5 segundos que es el casi el doble de lo que indica el manual de las
despicadoras Lyon, que recomienda 2 segundos, haciendo presion con movimientos hacia arriba,
abajo, izquierda y derecha durante el contacto del pico con la navaja caliente, con el fin de darles
un terminado agresivo al corte.

Se hicieron pesajes individuales de las aves con una bascula con division minima de 1 gramo a
las 0, 3, 8, 13, 17, 21, 26, 33 y semanas posteriores al despique.

Experimento 2: Las aves se criaron en dos tipos de instalaciones (Iniciacién-Desarrollo), en
el periodo de Iniciacidn durante 6 semanas en una nave abierta con sistema de cortinas y con
calefaccion, en jaulas de un sélo nivel, con alimentacion semi-automatizada, con un bebedero de
“tazén” y uno de copa por nido a razén de 30 aves por nido con un espacio de 70 cm X 70 cm,
dandonos 163 cm?/ave con 2.3 cm lineales de comedero/ave, y en la sexta semana de edad se
cambiaron a el area de desarrollo, quedando 9 aves por nido con un espacio de 300 cm? y 5 cm
lineales de comedero, con un bebedero de copa por nido.

El peso promedio del muestreo preliminar fue de 143.13 gramos, calculamos el 10% de este
peso (143.13X10/100)=14.31 gramos, lo sumamos y restamos del promedio dandonos un rango de
129 a 157 gramos, con este rango seleccionamos las aves. Se asignaron aleatoriamente 150 aves
a cada tratamiento de la siguiente manera: T1a (Control) no se despicaron las aves, T2a se les
aplicé un despique normal. El método de despique (T2a) fue hecho con un sistema de despique
manual con una maquina Lyon, en la tercera semana de edad (21 dias), utilizando puente para
apoyar el pico dejando 2 mm libres del borde de la nariz al anillo de cauterizado con 595°
Centigrados (checado con pirébmetro), por aproximadamente 2.5 segundos, haciendo presion con
movimientos hacia arriba, abajo, izquierda y derecha durante el contacto del pico con la navaja
caliente. Se hicieron pesajes individuales de las aves cada semana posterior al despique
comenzando el dia del despique y hasta la semana 10 después del despique, utilizando una bascula
con division minima de 1 gramo.

Los datos obtenidos en los dos experimentos fueron evaluando en cada pesaje con el programa
Minitab (v 5.1.1.0) haciendo el analisis estadistico por medio de ANOVA (One way ANOVA) y a los
datos del experimento uno, se les hizo analisis para separacion de medias por el método Fisher

con un valor P=0.01
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Resultados

» Experimento 1:

Edad en dias 12 34 69 105 133 159 198 242
Semanas post-despique 0 3 8 13 17 21 26 33
Peso Promedio
Testigo 65.6 329.06 a|706.42 a|1017.8 a|1279.8 a|1448.8 1492.8 a | 1533 a
Despique normal 66.2 309.08 b |688.94 a|1015.8 a|1294.4 a|1427.2 1447 ab| 1530 a
Despique Agresivo 64.9 272 c|603.52 b|909.2 b|1117.6 b|1301.4 1401.6 b | 1468 b
Anova P= 0.344 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.007
Diferente literal en la misma columna significancia estadistica P<0.001 (Prueba Fisher)
Porcentaje de variacion del peso vs Testigo
Despique normal 0.91% -6.07% -2.47% -0.20% 1.14% -1.49% -3.07% -0.20%
Despique Agresivo -1.07% -17.34% -14.57% -10.67% -12.67% -10.17% -6.11% -4.24%
Coeficiente de Variacion del peso
Testigo 5.20% 6.66% 6.76% 5.59% 9.10% 5.87% 7.66% 8.20%
Despique normal 5.10% 6.27% 7.97% 6.62% 10.01% 8.30% 7.84% 7.60%
Despique Agresivo 5.30% 7.55% 8.92% 7.33% 9.56% 8.41% 6.66% 7.20%
Experimento 2:
Edad en dias 21 27 34 41 48 55 62 69 76 83 90
Semanas post-despique | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Peso Promedio
C/pico 142.37 202.27 275.2 359.11 | 413.26 | 493.11 | 584.65 |689.62 | 802.99 | 873.69 |979.03
S/pico 141.56 197.4 264.25 341.56 | 396.67 | 467.79 | 553.54 | 665.21 | 769.08 | 858.96 | 960.09
Diferencia Porcentual -0.57% -2.41% -3.98% -4.89% |-4.01% | -5.13% |-5.32% |-3.54% |-4.22% |-1.69% |-1.93%
P 0.348 0.001 | 0.000 0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.000 |0.021 |0.007
Coeficiente de Variacion del peso
C/pico 5.66% 6.00% 6.64% 6.88% |8.20% |7.56% [6.81% |6.82% |6.59% |5.93% |5.81%
S/pico 4.85% 6.87% 7.37% 8.70% |8.40% |7.89% [8.13% |7.15% |7.10% |6.77% |6.54%
Discusion

» Experimento 1:

La finalidad del experimento no fue la de comparar las diferentes maquinas utilizadas, pues, a

proposito, en el despique agresivo, no se siguieron las indicaciones del manual de procedimientos,

la finalidad fue la de observar el comportamiento en el aumento de peso de aves despicadas

agresivamente contra aves despicadas normalmente.
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En la semana tres la diferencia de peso fue de 6.07%(P>0.01) para el despique normal y de
17.3% (P>0.01) en las aves despicadas agresivamente una diferencia muy notoria por el efecto de
el tipo de despique con respecto al grupo sin despicar (Control) en el despique agresivo.

En la semana ocho la diferencia de peso ya fue menor en ambos grupos, o que nos marca el
punto de inflexidon en la semana tres, la diferencia entre el despique agresivo y normal sigue siendo
muy notoria.

En la semana 17, en el grupo de despique agresivo se observé una caida, que corresponde
al cambio la semana anterior (16) a la instalacion de postura, al parecer las aves despicadas
agresivamente tenian todavia muy sensible el pico, lo que ocasiond que les costara trabajo beber
en el bebedero de “copa”, recordemos que en la Iniciacién-Desarrollo tenian bebedero de “niple”,
en cambio las del despique normal no tuvieron ninguna caida, pues su pico estaba completamente
cicatrizado y se adaptaron muy bien al cambio.

Las aves con despique normal presentaron una buena ganancia, siendo estadisticamente
similares (P>0.05) en el pesaje de la semana ocho post-despique. En Cambio la ganancia
compensatoria de las aves despicadas agresivamente fue muy lenta, treinta y tres semanas
después del despique todavia sigue habiendo una diferencia de -4.24% (P<0.01) con respecto al

testigo sin despicar.

» Experimento 2:

El propdsito de el segundo experimento fue la de encontrar la evoluciéon del despique de una
manera mas detallada pues en el experimento uno nos quedo la duda de como fue el efecto semana
a semana. En la semana tres la diferencia de peso fue de -4.89% (P=0.000), una baja similar al
experimento uno en un despique normal (5.89%), con lo que podemos concluir que el despique no

fue muy agresivo.
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En la semana cuatro la diferencia de peso ya fue menor (4.89% vs 4.01% P=0.000), lo que nos
marca el punto de inflexion, igual que en el experimento uno.

Por ser un experimento de campo, en el que no estan controladas todas las variables,
encontramos algunas distorsiones en la curva, dadas por el cambio de bebedero que sufrieron las
aves con el cambio de instalacion (Iniciacion-Desarrollo), donde al principio tenian un bebedero de
“tazon”, en el cual las aves no tienen que hacer nada para tener acceso al agua, y en el cambio a
la instalacion de desarrollo con bebedero de copa donde las aves deben presionar una “lenguteta”
con su pico para tener acceso al agua, las aves despicadas que todavia tenian muy sensible el
pico tuvieron dificultad para beber, lo cual se vio reflejado en el aumento compensatorio de peso,
dando una baja en la semana cinco, a pesar de que durante tres semanas se les estuvo ayudando
a sacar agua, presionando la lengleta tres veces al dia para que fueran encontrandola, al dejar de

ayudarles en la semana siete se presentd en la semana ocho una nueva caida.
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Semanas transcurridas desde el despique

En la semana nueve con todo y los problemas de los bebederos, la diferencia de peso fue
menor al dos por ciento (1.69%, P=0.021), posiblemente de no haber tenido dificultad con el
bebedero esta diferencia hubiera sido menor.

Analizando ambos experimentos podemos deducir que es muy importante en el proceso de
cicatrizacion posterior al despique, sobre todo si las aves tienen que utilizarlo para sacar agua por
el tipo de bebedero, este se encuentre ya sin sensibilidad, completamente cicatrizado, para obtener
una ganancia compensatoria mas uniforme y minimizar el efecto del despique. En el caso de la
granja del experimento dos, se sugirié hacer el despique antes, lo hicieron a los 20 dias de edad,

podrian hacerlo a los 7 y darle mayor tiempo para la cicatrizacion antes del cambio de bebedero.

Conclusiones

» Hay reduccién en el aumento de peso por efecto del despique.
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Se observa una ganancia de peso compensatoria en las aves despicadas, que hace que
alcancen o se acerquen al peso de las no despicadas.

Los manejos posteriores al despique nos pueden afectar negativamente la ganancia
compensatoria (cambio en el tipo de bebedero).

Es de suma importancia dejar en las parvadas un testigo de aves sin despicar (50 aves como
minimo), para comparar con las aves despicadas y concluir el efecto del despique con respecto
al peso corporal, pesando al menos en la semana tres y la semana nueve.

El punto de inflexidbn en ambos experimentos y en todos los tratamientos fue a la tercer semana,
no concordando con los datos de Marchant-Forde, Fahey, & Cheng, (2008), que fue a la semana
uno, posiblemente por la edad a la que se hizo el despique.

La diferencia de peso corporal entre aves despicadas y un testigo sin despicar en la semana
tres debe ser menor al 6%. Para considerar que el despique no esta afectando de una manera
agresiva a las aves

En caso ser mayor al 6% la diferencia de peso en la semana tres, se corre el riesgo de que las
aves estén afectadas en el peso corporal al inicio de la postura (semana 18).

Proponemos una diferencia menor al 2% en la semana nueve, basados en que este podria ser
el error aleatorio del muestreo (anexo 1_despique.wks), para considerar que la ganancia

compensatoria y los manejos fueron satisfactorios en el despique efectuado.
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Transgénesis: Generacion de organismos genéticamente
modificados (OGM’s)

Castellanos IA"-2, Fernandez 12, Petrone VM', Tellez G3, Moreno E. 1,
Facultad de Estudios Superiores Cuantitan UNAM |
Laboratorio Viren S.A. de C.V. 2

Los organismos genéticamente modificados (OGM'’s) son aquellos a los cuales por métodos
diversos se les ha modificado el genoma por la introduccién de uno o mas genes exogenos. Este
tipo de investigacion se ha llevado acabo desde hace mas de 30 anos, desde la generacion del
primer ser modificado, Escherichia coli, al cual por medio de la generacion de un plasmido
recombinante y el proceso de transformacion de las bacterias, fue posible obtener una bacteria
resistente a estreptomicina y sulfonamida, hasta la obtencion de ratones, los cuales mediante la
microinyeccion del virus VS40 (DNA) en células blastociticas, fue posible la identificacion del
genoma viral en el material genético de las células de ratdn, trabajos previos demostraron cierta
posibilidad de alteracion en espermatozoides de conejo, a los cuales les fue posible identificar la
presencia de materia genético exodgeno tanto en células somaticas en cultivo como en évulos
fecundados in vitro. El gen al ser introducido (transgen) es basicamente una construccion de DNA
la cual tiene una region promotora, la region codificante para una proteina de interés, proveniente
de otro animal, o distinta especie, la cual es insertada. El lugar de expresion de este esta dirigido
por la region promotora o las regiones reguladoras. De esta manera, el uso de un promotor como
el del gen B-lactoglobulina, puede ser empleada para la expresion de la proteina de interés
exclusivamente en leche. La produccion de animales transgénicos se ha demostrado a lo largo de
mas de 20 afios, en los cuales el desarrollo de técnicas como la microinyeccion pronuclear, técnica
de células madre embrionarias para experimentos de recombinacion homologa, han permitido
grandes avances en este ambito. Esta ultima tecnologia ha sido eficiente para explotar la capacidad
de las células en contribuir con la linea germinal y realizar recombinacién homologa con ADN
exdgeno, permitiendo la introduccion de cambios en el genoma animal. Debido al desarrollo de la
tecnologia de transferencia nuclear, se ha hecho posible la obtencién de animales transgénicos
fundadores y rebafios en menor tiempo, aumentando las probabilidades de éxito. Esta técnica
permitid el uso de la recombinacion homologa en animales de granja. Esto ha permitido la
eliminacion de genes enddgenos en animales comerciales (Knock out), aunado a la insercion de
genes especificos en regiones transcripcionalmente activas, favoreciendo la expresién proteica del
gen de interés. Al paso del tiempo las técnicas se han refinado en su metodologia y ampliado las
opciones para el logro de animales transgénicos, debido a esto, es posible observar como resultado

la produccién de OMG’s en una amplia gama de productos bioquimicos utiles al hombre.
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Produccion de farmacéuticos y biomoéleculas

Debido a que los modelos procariotas carecen de procesos especificos que requieren algunos
bioproductos como las modificaciones pos-traduccion como son glucosilacion, asi como el correcto
doblamiento de las proteinas, el uso de organismos eucariotes como bioreactores es una de las
mejores propuestas para resolver este problema. Es de importancia el mencionar que en la
actualidad es posible la elaboracion de proteinas en animales en ciertos fluidos o tejidos, como es
la leche, orina, sangre, liquido seminal, saliva, etc. Lo cual facilita la obtencion del producto a ser
sintetizado, asi como el evitar dafios a la biomdlecula sintetizada por los mecanismos de
aislamiento y recuperacion. Uno de los principales enfoques para la produccién de bioméleculas en
gran escala, es el uso de bovinos productores de leche, para la obtencion de grandes cantidades
de proteina recombinante, asi también cabras productoras de leche. Es de esperar que se requiere
avanzar en la investigacion de los animales transgeénicos, y con esto hacer mas rentable su uso, ya
que en la actualidad es muy costoso el elaborar un animal transgénico, como es el caso de la vaca,
si se compara con la elaboracion de microorganismos como son las bacterias u hongos que en la

actualidad son mas rentables para su uso en la industria farmacéutica.

Produccién de animales de abasto mejorados

La busqueda continua de un alto desempefio de los animales de abasto hace que en la actualidad
se busquen nuevos métodos de mejora genética en la industria pecuaria. Dentro de esto caen
caracteristicas como son rendimiento en canal, resistencia a enfermedades y mejoramiento de
caracteristicas especificas tales como la obtencién de productos especificos, asi como mejoras en
los animales para la conservacion del medio ambiente, estos son algunos de los enfoques que en
la actualidad toman importancia para la industria pecuaria asi como para la transgénesis en
mamiferos. Algunos trabajos en cerdos han dado como resultado, animales productores de una
mayor cantidad de acidos grasos polinsaturados que acidos grasos saturados, asi como la
expresion del gen bovino lactoalbumina que en cerdas reduce la cantidad de lactosa en leche,
aumentando el rendimiento lacteo, mejorando la cantidad y peso de lechones al destete. Ademas
de cerdos que expresan fitasa en saliva, siendo capaces de degradar el acido fitico de las plantas,
aprovechando el fésforo y evitando su acumulacion en ambiente debido a exceso de este en las
heces. En lo concerniente a bovinos uno de los objetivos fue el cambio en la relacion de proteinas
que componen la leche, haciéndolas mas aptas para la elaboracion de quesos, cambio en la
cantidad de grasa en leche 6 mayor cantidad de proteina, o como en caso de borregos, mejoras en
la calidad de la lana. Otro enfoque es la mejora en la resistencia a enfermedades, tales como
mastitis o la resistencia a influenza en cerdos y ratones. El presente enfoque de mejora animal, al

igual que en otras especies es aplicada en los pollos, siendo una ventaja para su estudio en el
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estudio de genes y la relaciébn en rasgos que puedan resultar beneficiosos para su uso en la

industria y en la investigacion.

Xenotransplantes

Los xenotransplantes, transplantes de células, tejidos u 6rganos de una especie a otra surge debido
a la alta demanda de 6rganos de reemplazo para pacientes con padecimientos cronicos o graves.
Dentro de las especies de eleccion encontramos a los cerdos como una de las mejores opciones,
debido a factores anatémicos, fisiolégicos y bioquimicas, asi como su facil manejo y costos de
mantenimiento. Para su empleo en seres humanos es prescindible lograr flanquear problemas
relacionados a respuestas inmunes, como es el rechazo hiper-agudo, mediante la expresion de
proteinas complemento reguladoras del ser humano en cerdos, ademas de la desactivacion de las
estructuras antigénicas de la superficie del tejido de cerdo (cerdos deficientes en alpha 1,3
galatosiltransferasa, gene knock-out), actualmente el rango de supervivencia en primates no
humanos, no es mayor a 6 u 8 meses pero se tienen buenas expectativas sobre el logro de un cero

rechazo al transplante.

Generacion de modelos biolégicos para el estudio de enfermedades humanas

Para el estudio de enfermedades en humanos es necesario el empleo de modelos biolégicos que
permitan evaluar las variables que se presentan en cada situacion y determinar las causas de las
alteraciones en el organismo. Debido a que hoy dia se han identificado miles de enfermedades de
origen genético es de suma importancia el empleo de organismos que asemejen las caracteristicas
bioquimicas y fisiologicas de los seres humanos. Dentro de las especies usadas como modelos
biolégicos encontramos a ratones, cerdos, bovinos, borregos, conejos, etc. En general uno de los
mas efectivos para el estudio de enfermedades humanas como trastornos degenerativos de cornea,
sindromes como Turner, enfermedad de Crohn, insuficiencia renal y retardo en el crecimiento
intrauterino, ha sido el cerdo. En el caso de enfermedades neurodegenerativas, como el sindrome
Gerstmann-Straussler o la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, el modelo empleado fue el bovino
(gene knock-out), y en el caso del estudio de enfermedades cardiacas es posible mediante la
transfeccion con adenovirus, lograr la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular in vivo,
usando el conejo como modelo bioldgico de la arteria carétida, demostrando la expresién de esta

en endotelio.
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Clasificacion de los métodos de transqgénesis en animales

e Meétodos quimicos

o Lipidos, fosfatos de calcio y polimeros cationicos
e Métodos fisicos

o Electroporacion

o Bombardeo de genes por disparo

o Inyeccion directa de virus
e Transfeccion viral

o Uso de retrovirus, lentivirus o SV40 en espermatozoides.

Transformacién genética mediada por Liposomas cationicos

La transfeccibn medida por liposomas cationicos ha demostrado ser un método util in vitro,
permitiendo que genes especificos sean insertados en el genoma de células somaticas de
mamiferos, su facil manejo, su eficiencia y su uniformidad de transgénesis, hace de esta técnica
una de las mas usadas en mamiferos. Mediante la mezcla de plasmidos y liposomas, se forma el
complejo DNA-lipido, el cual interactuan con la membrana celular de la célula blanco y permite la
entrada del DNA al citoplasma y también la entrada al nucleo a través de la membrana nuclear. Su
efectividad dependera de la proporcidn de la carga negativa total del DNA y la carga cationica
positiva total de los lipidos y de la relacion entre concentracion de células a transfectar en el cultivo
y el complejo DNA-lipido, ya que puede ser citotoxico en elevadas concentraciones, también es
importante la concentracion del DNA al mezclar con el lipido, debido a que altas concentraciones
pueden saturar el lipido. El tamafo del plasmido se cita en aproximadamente 5,472 pbs. Se ha
demostrado que el empleo de liposomas en fibroblastos de bovino es mas efectivo que en especies
como caprinos y ovinos. Su mecanismo de accion no esta del todo claro, el como ésta molécula

atraviesa membranas y alcanza el DNA gendmico, asi como lo integra al mismo.

Transformacion genética mediada por Vectores virales

El uso de vectores virales para la transgénesis engloba a virus como los retrovirus, y mas
recientemente a los lentivirus, en el caso de los retrovirus, a pesar de ser una técnica con cierto
grado de confiabilidad, tiene su desventajas; como es el caso en el que no se expresen los genes
insertados, debido a la activacion de maquinaria represora de genes en la célula blanco, por los
promotores y potenciadores de las secuencias altamente repetidas del retrovirus y como resultado,
la hipermetilacion de las mismas. Otros inconvenientes del uso de retrovirus, es el tamafo de los
transgenes, el cual es de no mas de 10 kb lo que limita su uso; aparentemente, también las
secuencias altamente repetidas del retrovirus, interfieren con los promotores de la célula anfitriona,

aunado a que los retrovirus requieren de apertura de la membrana nuclear durante la mitosis para
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poder integrar su genoma, por lo que como resultado se obtienen animales mosaico. El adenovirus
es también citado como vector viral, sin embargo este es inyectado en membrana perivitelina, con
resultados aceptables en ratones, no asi en otras especies. El uso de lentivirus (virus de la
inmunodeficiencia bovina, anemia infecciosa equina, virus VIH) como vectores virales, hace de su
uso una mejor alternativa, ya que tiene un gran espectro de células permisibles, asi como su efecto
en diferentes estadios de las células. Tipicamente, los vectores lentivirus contienen por separado
el vector portando el gen de interés y un paquete de plasmido conteniendo las proteinas virales
necesarias requeridas para el empaquetamiento viral. Para incrementar la expresion de estos
genes es usual incorporar el uso de potenciadores. Para evitar la intervencion de la maquinaria de
represion de secuencias altamente repetitivas del lentivirus, son eliminadas y sustituidas por
secuencias promotoras de tejidos especificos. El empleo de estos para la expresion de
fluorescencia en cerdos, bovinos a arrojado altos niveles de transgénesis y la sugieren como una
de las técnicas con gran éxito. Una de las limitantes es el tamafo de los genes transgénicos son
de no mas 10 kb, ademas de que por la naturaleza del método, la insercidon cromosomica es de

manera aleatoria.

Transformacion genética mediante recombinacion homoéloga en células madre embrionarias

Las células madre embrionarias se obtienen del interior del blastocistos y es posible mantenerlas
en un estado indiferenciado en un medio de cultivo de factores inhibidores de diferenciacion, de
esta forma es posible mantener y manipularlas in vitro via recombinacion homaologa, permitiendo la
alteracion de la funcion de genes endogenos. Las células modificadas pueden ser introducidas en
blastocistos receptores de nucleos, para la formacién de tejidos transgénicos de un animal e
incluyendo la linea germinal. Esta técnica da lugar a cambios como la insercién de copias de un
gen en un sitio del cromosoma, permitiendo el control del numero de copias del transgen, ademas
de la insercion de este en un sitio transcripcionalmente activo, para la expresiéon especifica dentro
de un tejido. Mediante esta tecnologia es posible anular la funcion de genes enddgenos de un
animal, mediante la integracion de un marcador de seleccion (knock out), y de esta manera usarlos
como modelos biolégicos de enfermedades genéticas humanas y para el analisis de la funcién de
genes. Es importante que las células madre embrionarias sean aisladas y que conserven su
caracteristica totipotencial, de no ser asi, se deben de emplear células tipo madre embrionarias
(ES-like cells).

Transformacion genética mediante transformacion de células somaticas y transferencia nuclear

(clonacién).

Para el empleo de la técnica de transferencias de nucleos de células somaticas se requiere de la

coordinacion del ciclo celular de la célula receptora y la célula donante, al inducir a las células a
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salir del ciclo de crecimiento y entrar en un estado de arresto celular, permite reprogramar el nucleo
donante. De esta manera fue posible obtener células madre embrionarias de animales de cémo
ovejas o bovinos. El uso de la clonacion permitié entonces la incorporacién de genes de interes a
las lineas celulares por otros medios como el uso de liposomas o electroporacion. Las células
transformadas, que se seleccionan previamente mediante la incorporacién de genes de resistencia,
pueden ser utilizadas como donantes de nucleos en la transferencia nuclear, obteniéndose de esta
forma clones de animales que ademas son transgénicos, lo cual asegura el logro de un 100 % de
animales transgénicos. Considerando la posibilidad de recombinacién genética, en celulas
somaticas previo a la transferencia nuclear, es entonces tambien conseguir animales clones que
presenten el efecto de knock out de genes, ademas de la posibilidad de insertar genes especificos
en regiones definidas del genoma del animal, favoreciendo un sitio permisivo para la obtencion de
proteinas de interés. Algunas de estas técnicas empleadas son la modificacion genética
secuencial, la insercion de DNA dirigido y la transferencia microcromosomal. Las modificaciones se
realizan en células primarias de vida finita; debido a esto, solo es posible la realizacion de una
modificacidn genética por linea celular, ya que el proceso toma casi todo el tiempo util de las células.
Debido a esto las modificaciones genéticas consecutivas requieren el rejuvenecimiento de las
lineas celulares por clonacion embrioldgica seguida de cada modificacion. La evidencia arrojada
por estudios indica que a pesar de obtener animales sanos a partir de una serie de clonaciones se
puede llegar a un punto donde no es posible el producir descendencia viva, por lo que el
rejuvenecimiento de las lineas celulares limita el nUmero de modificaciones genéticas. Debido a la
baja frecuencia de recombinacién en las células somaticas la insercion del DNA dirigido fue lograda
en genes que fueron trasncripcionalmente activos en la linea celular utilizada. En el caso de la
transferencia microsomal los vectores cromosomicos artificiales tienen la capacidad de llevar una
gran cantidad de pares de bases (Mpb), estos se mantienen dentro de la célula como autonomos y
replicativos por consecuencia estos deben contener un centromero, dos telomeros y un origen
replicativo. Otro mecanismo por el cual se pueden alterar células embrionarias o somaticas para el
apagado de genes es la interferencia de RNA por siRNA’s. La interferencia de RNA es un
mecanismo de regulacion de expresion de genes en muchos sistemas bioldgicos, el mecanismo
consiste de una cadena de RNAs (siRNA) de 19 a 23 nucledtidos el cual especificamente se une
al mRNA blanco, el cual posteriormente es degradado por endonucleasas evitando la traduccién
de proteinas. De tal forma que para una interferencia transitoria de RNA, siRNA’s sintéticos son
transfectados en células o embriones. Para una represion de gen estable una secuencia de siRNA
debe ser incorporada al gen construido, la combinacién de siRNA con vectores lentivirales son una

efectiva herramienta para tal efecto.
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Transferencia genética DNA mediada por semen

El uso de virus en combinacién con espermatozoides, es una técnica desarrollada en la década de
los 70’s, mediante el uso del virus de simio SV40, en conjuncién de espermatozoides de conejo,
fue posible demostrar la integracion de material genético en una célula somatica. Asi como la
generacion de ratones con la expresion de un gen por medio de espermatozoides incubados con
un plasmido portador del gen CAT de un tamafio de 1,760 pbs (resistencia a cloranfenicol, Proteus
mirabilis-PM13). Debido a su bajo costo en comparacién con otros métodos y su relativa
simplicidad, genero interés; cabe mencionar que sus desventajas como son dificultad en su
reproducibilidad asi como sus bajos niveles de transgénesis en el genoma animal, o hace parecer
ineficiente en comparacion con otros métodos. Se ha reportado su uso con éxito en animales como
ganado, aves y peces, pero debido a las variaciones de efectividad que se observan en las
diferentes especies, no ha sido aceptado como el principal método en transgénesis en animales.
Una de las variantes de esta técnica es microinyeccién directa de espermatozoides con o sin dafio
en membrana, expuestos a DNA exdgeno, en dvulos. Con un éxito de hasta 20% de transgénesis;
al igual que en ratdén, se ha registrado su empleo en cerdos con éxito. La combinacion de
electroporacién y el uso de liposomas con el método de transfeccién mediada por espermatozoides,
han sido empleados para mejorar estos porcentajes. Uno de los trabajos mas recientes combina la
técnica de transfeccidn mediada por espermatozoide y DNA fue mezclado con anticuerpos
monoclonales los cuales mediante la interaccion iénica se unen al DNA y a su vez a la superficie
de los espermatozoides para después fecundar un 6vulo, esto dejo en pruebas realizadas en cerdos
37.5 % y un 33 % en ratones, de animales F1 con el gen insertado en sus genomas. El mecanismo
por el cual se realiza esta integracién del DNA exdgeno, se desconoce, pero se propone que los
sitios de cromatina altamente ricos en elementos nucleares (histonas), son los sitios posibles de

insercion de DNA exdgeno.

Transformacion genética mediada por microinyeccion

Otro método para la insercion de genes en células animales es mediante la inyeccion directa de
DNA en células. Uno mucho mas especifico es la microinyeccion en el pronucleo de células de
zigotos, la cual basicamente se inyecta a una gran cantidad de 6vulos fecundados in vitro o in vivo,
con un gen de interés, en el pronucleo del zigoto a través de una micropipeta a modo de aguja y
como ultimo paso, se realiza la implantacion de los 6vulos manipulados. Debido a la naturaleza de
la técnica, no es posible la insercion dirigida del gen para lograr el efecto de knock-out por el
proceso de recombinacién, por el mismo hecho es posible ver diversos grados de expresion de este
gen debido a la posicidn de insercién en el genoma huésped, como resultado también se observa
poca estabilidad de los genes insertados por este método, ya que es posible que después de varias

mitosis, el gen sea eliminado en unas células, lo cual puede llevar a la presentacion de animales
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quimeras que no presenten el gen de interés en todos sus tejidos. Estudios demuestran que para
lograr un animal genético es necesaria la manipulacion de una gran cantidad de embriones, lo cual
hace que los costos de produccion a gran escala sean elevados. Como resultado de la
experimentacion con la microinyeccion es posible citar trabajos como incremento de indice de
crecimiento con la insercion del DNA construido hMt-pGH, expresién de fitasa en saliva de cerdos
por medio de la insercion del DNA construido PSP-APPA, incremento de lactosa en leche por
insercion de DNA construido a lactoalbumina, entre otros. Existen en la actualidad sistemas
completamente roboéticos autonomos para la manipulacion de células embrionarias para la insercion
de genes exogenos. Debido a la alta dificultad para la generacion de un animal transgénico por
este método, la transferencia nuclear de células somaticas utiliza células transgénicas donadoras

preseleccionadas.

Bombardeo de microparticulas

Método mediante el uso de particulas de oro y tungsteno 1 a3 um y 2 a 5 ym, respectivamente
recubiertos de plasmidos de 1.9 kpb en promedio son expulsados de una camara de helio y dirigidos
a una superficie contenedora del tejido a ser modificado, el exceso de las particulas es eliminado y
posteriormente se realiza la evaluacion del grado de transgénesis en el tejido. El grado de exactitud

es muy bajo y no permite dirigir inserciones ni bloqueo de actividades de genes especificos.

Fosfato de calcio

Una alternativa segura para la transfeccion con vectores no virales es el uso de precipitados de
fosfato de calcio, los cuales han demostrado in vitro lograr una transfeccion segura y no citotéxica.
Este método presenta amplias variaciones segun el tipo de célula a transfectar y los plasmidos que
se manejen. Estudios han demostrado su eficiencia en la transgénesis de células de mamiferos, de

ratén, hombre y conejo de un 24% hasta un 83% de efectividad.

Polimeros cationicos

Uno de los métodos quimicos (no viral) es el uso de polimeros policationicos que condensan el
DNA cargado negativamente en particulas nanomericas. Entre ellos se encuentran los poli(L-lisina)
(PLL), el cual ha sido extensamente estudiado como mensajero de oligonucleétidos y genes debido
a sus ventajas como facil disponibilidad y bajo costo, solubilidad en fluidos corporales y presencia
de sitios substitutos para el ligamiento o incorporacion de drogas, como desventaja se observa
periodos cortos de expresidon de genes y es necesaria una administracion repetida. Una adaptacion
de este mecanismo es la encapsulaciéon de estos en sistemas controlados de liberacion como es el

caso de poli(lactido-co-glicoloide), microesferas de gelatina y microesferas de quitosan de muy baja
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toxicidad, el tamano del plasmido se reporta con el uso de microesferas de quitosan de hasta 2.69
kpb.
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Produccion de vacunas recombinantes orales en plantas y su
empleo en la avicultura

Castellanos IA" 2, Fernandez I, Tellez G 3, Petrone VM', Moreno E’
Facultad de Estudios Superiores Cuantitlan UNAM 1,
Laboratorio VIREN & CIFER S.A. de C.V. ?

Universidad de Arkansas, JKS Poultry Health Laboratory
Center of Excellence in poultry Science. 3

Actualmente el empleo de plantas para la produccion de proteinas de interés econdmico para la
industria farmacéutica resulta un proceso relativamente conocido asi como estandarizado. ' 2 Esta
ruta de produccion proteica presente muchas ventajas muy importantes para su consideracion y
aplicacion en el area de produccion de vacunas, dentro de estas se encuentran su facil produccion,
su relativo bajo costo de produccion, diversas ventajas metabdlicas por encima de bioreactores
procarioticos asi como otros modelos eucaridticos, ya que si bien su empleo resulta util y rapido,
asi como sus ventajas metabdlicas como es el caso de células mamiferas, no resultan tan

ventajosas como lo son las plantas?

Su empleo mediante diversas técnicas de la ingenieria genética a lo largo de los afios han permitido
su avance hacia el mejoramiento de cultivos como resistencia herbicidas, infecciones por hongos,
asi como una herramienta mas para su empleo como biofabricas y la elaboracion de productos de
aplicacion practica en la industria. " 3 El uso de la genética aplicada a plantas es cada vez mas
extendido debido a las ventajas potenciales para generar compuestos. ' 3 entre estas ventajas se
encuentran su potencial econdmico, siendo los sistemas vegetales mas economicos que la
infraestructura industrial que se basa en el uso de sistemas de fermentacion, la produccién en masa
de ciertos tipos vegetales ya es una tecnologia disponible en la actualidad, no se requirieren
procesos de purificacion del compuesto o proteinas expresada en el tejido vegetal, siendo la planta
un vehiculo para el transporte del antigeno, ya que los tejidos de la planta pueden proteger al
antigeno en cuestion de condiciones ambientales, asi como de la digestion al ser administrado
directamente en el alimento, su produccion puede ser constaten en la planta, ademas de que es
posible lograr la expresion de no solo un tipo de compuesto en la planta, enfocando su sintesis en
sitios especificos de la planta para mejorar su manejo. 2 4 Todo esto aunado a la produccién de
anticuerpos asi como antigenos,  °hacen de la genética aplicada a plantas un posible desarrollo
tecnoldgico util y manejable para su aplicacion en la industria avicola.

La expresion transitoria asi como la generacion de plantas transgenicas productoras de un tipo de
antigeno especifico tiene como propdsito su practica aplicacion oral, ya se directamente el tejido de
la planta como pueden ser semillas o frutos, o posterior a un previo procesamientos minimo en el

caso de hojas, sin embargo, es necesaria la consideracion de ciertos problemas a que representa
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esta ruta, como la digestiéon del antigeno expresado al ser dado en alimento por el enzimas
digestivas, cambios de pH, transporte y reconocimiento por parte del tejido linfoide asociado al
tracto digestivo, su correcto procesamiento y presentacion al sistema inmune, evitando ante todo
un posible reaccién de tolerancia al antigeno y su efecto detrimental ante una respuesta inmune
protectora. A pesar de esto, existen formas que permite que estas secuencias expresadas puedan
cumplir con lo anterior, ya que es posible el empleo de proteinas que permite resultan ser efectivas
para lograr una correcta expresion ademas de presentar caracteristicas que les permiten resistir
las condiciones del tracto digestivo, es el caso de las particulas virales parecidas a virus, VLP, que
superan inconvenientes e inducir una respuesta inmune en mucosas posterior a su administracion
oral, debido entre otras caracteristicas, a su estructura compacta y altamente ordenada, lo que
hace que aumente su resistencia a la degradacion enzimatica en el tracto digestivo y permitiendo
su interaccion con el sistema inmune por medio de las células M del GALT. Debido a su origen y
conformacién, los VLP’s presenta una estructura similar a una particula viral invasora, induciendo
al sistema inmune a responder de manera semejante a una infeccién viral. ® En el caso de su
aplicaciéon por via oral, el empleo de VLP’s expresados en tejido vegetal presenta ventajas que
favorecen su uso, debido a estructuras linfoides presentes en estas especies, /-89 10.11.1235{ como
a la presencia de células especializadas para el reconocimiento e internacién de antigenos, para
su posterior procesamiento y presentacion al sistema inmune aviar. 3 14.15. 16,17, 18 §j yno asume
que se requiere de mas de diez miligramos de una vacuna de subunidad normal para su
administracion oral, (1,000 veces mas de lo requerido en una via inyectada), se podria considerar
que se requeririan cientos de gramos de una planta para lograr una respuesta inmune, sin embargo
es posible aumentar la concentracidon del antigeno al procesar el materia vegetal, o por medio de
tecnologias que permitiran aumentar la expresion de estas proteinas en las plantas. 3 La expresion
de antigenos en plantas, permite a su vez obtenerlo encapsulado de manera natural en el tejido de
la planta, este previene la degradacion del antigeno al ser administrado de manera oral, permitiendo
que este sea liberado gradualmente en el tracto digestivo. Esta proteccion hace que también que
se reduzca la cantidad de proteina requerida para su administracion oral. Aunado a esto, como otro
beneficio, la expresién en plantas presenta la ventaja del almacenamiento de estos antigenos en
las plantas por un tiempo prolongado, sin dafio a estas proteinas, como en semillas, lo cual elimina
gastos de almacenamiento en refrigeracion. 3

Actualmente se reportan varios métodos para la produccion de proteinas exdgenos en plantas,
transformacion del genoma nuclear, transformacion del cloroplasto, e infeccion viral transitoria, de
los cuales solo transformacion nuclear y sistemas virales han sido empleados para la expresién de

VLPs, no asi con transformacion de cloroplastos. '-°
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La transferencia de ADN, dependa de lo que se busca mejorar en la planta, asi como la especie a
la cual pertenece esta. ' Los métodos directos van de la transfeccidén del genoma de organelos, por
electroporacion, métodos quimicos, micropuntura de laser de células aisladas. Uno de los mas
comunes es el bombardeo de particulas o biobalistica, empleada en plantas en las que no es
posible el empleo de Agrobacterium tumefaciens como método de transferencia de ADN. En este
meétodo, pequefas particulas de oro, tungsteno o platino son recubiertas con ADN desnudo y

después son disparadas por pistolas génicas en el tejido. '

En el caso de Agrobacterium tumefaciens, un método indirecto, se emplea la capacidad de esta
bacteria para transferir ADN exdgeno a las células vegetales. '° Las plantas que de manera natural
son afectadas por A. tumefaciens incluyen dicotiledonarias, gymnoespermas y algunas
monocotidelonarias. ' A. tumefaciens es una bacteria presente en la tierra, que al detectar una
planta con una herida, se desplaza guiada por las azucares y los compuestos fenolicos exudados
por la herida, se adhiere y comienza a transformar las células de la planta al inducirse la
transcripcion de genes de virulencia presentes en un plasmido especifico denominado Tumor-
inductor (Ti-ADN) plasmido, el cual contiene el ADN de transferencia (T-ADN) que junto las
proteinas de virulencia bacterianas expresadas por la bacteria (VirD1, VirD2, VirE2) inducen la
transcripcion, procesamiento de T-ADN, su exportacion e integracion al genoma de la planta. EI T-
ADN codifica para una hormona de planta que induce la producciéon de enzimas que estimulan el
crecimiento de tumores y enzimas metabdlicas encargadas de la produccion de opines
metabolizables solo por A. tumefaciens. Como resultado se genera un microambiente ideal para
esta bacteria al formase tumores en el tejido de la planta. Las proteinas de virulencia VirD1 y VirD2
participan juntas en el procesamiento del T-ADN, durante el cual la proteina VirD2 se une
covalentemente al extremo 5’ terminal del T-ADN y permanece asi durante su transporte y hasta
su integracion al ADN de la planta. Existen otras proteinas que participan en el sistema de secrecion
al formar canales membranales que permiten el paso del T-ADN. '° Para la transferencia de ADN
con A. tumefaciens, se requiere que el gen de interés sea insertado entre los bordes naturales del
T-ADN presente en el plasmido original de la bacteria 6 Ti-ADN, El cual se delimita por dos bordes
con dos secuencias de guia imperfectas de 25 pares de bases de longitud y son estos cis-
elementos requeridos por el T-ADN de la bacteria para su insercion al genoma del nucleo de las
células de las plantas. 20 La insercion aleatoria observada en este método, sugiere un mecanismo
de recombinacion no-homologa, el cual consiste de la reparacion de doble hebra de ADN roto
independiente de la secuencia, el cual aparenta ser el medio de insercion del T-ADN en los sitios
de reparacion del ADN gendmico. Los sitios de integracion del T-ADN presentan microsimilitudes
en ambos lados de la secuencia del mismo y la secuencia en el sitio de insercion, las cuales deben

de observarse a una distancia de entre 3 a 5 pb. Esto le permite al T-ADN insertarse en cualquier
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locus en el genoma. Se sabe también de la presencia de region rica en timina (T-region), localizada
upstream al sitio de insercion, lo que corresponde con la ubicacion de muchos T-ADN en regiones
de promotores, lo cual podria ser un indicativo para el mecanismo de integracion. 7 Desde los
primeros experimentos para la elaboracion de plantas transgenicas mediante el empleo de
Agrobacterium en 1983, ' se han logrado grandes avances en el entendimiento del proceso de
insercion del T-AND.

La transformacién del genoma de organelos, como el cloroplasto, ofrece ventajas para la expresion
de antigenos, incluyendo alta expresion debido a la gran cantidad de cloroplastos presentes en las
hojas de las plantas y la gran cantidad de copias de genoma de cloroplastos presente en ellos,
disminuye el silenciamiento de los genes y reduce la contaminacion de las poblaciones de plantas
locales, al no estar presente el ADN exdgeno en el polen de las plantas. 3 ° La transformacion del
cloroplasto se encuentra limitada a pocas especies, de las cuales la mas estudiada es el tabaco. El
empleo de estas plantas no es recomendado para la administracion oral, otra desventaja es que la
expresion en estos organelos no permite la glucosilacion de las proteinas, lo cual su empleo puede

ser enfocado para proteinas bacterianas o proteinas eucarioticas no-glucosiladas. 3

El empleo de virus activos de plantas provee una alternativa en la transformacion para la expresiéon
de proteinas recombinantes en plantas. En este caso, el antigeno es expresado por un genoma de
virus de plantas modificado, y el genoma de las plantas productoras no es afectado. El virus
modificado es inoculado en el tejido de las plantas, tipicamente hojas, infectando a las células de
la planta y permitiendo la expresién de las proteinas recombinantes en el citoplasma de las células
vegetales, por lo que al igual que la expresion en cloroplastos, estas proteinas no son glucosiladas.
3 El empleo de estos tiene ventajas como la produccion de proteina recombinante en un tiempo de
3 a 14 dias pos-infeccion, segun el tipo de sistema usado. ' Su empleo permite la facil produccion
de una gran cantidad de diferentes construcciones para probar, aunado a que es facil su

inoculacion, permitiendo su empleo en gran escala. 3

Es importante considerar la apropiada glucosilacién proteica, una correcta conformaciéon y
ensamblaje asi como optimizacion de codones para la seleccion de un sistema de expresiéon
adecuado a lo requerido. 2 En el caso de plantas, para alcanzar altos niveles de expresion se
consideran varias estrategias, como la optimizacion de genes, promotores fuertes para un tejido
especifico, secuencias lideres no traducibles y 3’ fuertes, sefializacién sub-celular, fusion a
transportadores estables, entrecruzamiento de plantas para una expresibn homogenea,

entrecruzamiento de lineas transgenicas con alta expresion, asi como transformacion de plastidos.
3
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Efecto de inmunosupression en pollos Alpes-1, de dos vacunas a
virus vivo modificado, para el control de la Enfermedad de Gumboro
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Figura 1. Ave inmunosuprimida debido a infeccién con virus causante de la Enfermedad de Gumboro (IBDV).

Tomado de www.PoultryMed.com.
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Introduccion

El virus causante de la enfermedad de Gumboro (IBDV, por sus siglas en inglés), continua
siendo una amenaza para la avicultura en Mexico y el resto del mundo, histéricamente este
virus ha llegado a causar hasta 80 % de mortalidad en ponedoras y 25 % en pollo de engorda,

por lo cual se requiere varias aplicaciones de vacunas para su control efectivo.

Se trata de un avibirnavirus de la familia Birnaviridae, serotipo 1, que posee un genoma de
RNA de doble cadena, y se manifiesta sintomaticamente en las aves en sus primeras semanas
de edad, sin embargo pueden estar infectadas durante todo el ciclo de produccién. Los
estadios severo y agudo, solo se exhiben entre 3 y 6 semanas de edad, y varian en el impacto
ocasionado a la produccion dependiendo de la variante de virus presente en campo. Sin
embargo, el efecto de inmunosupresién que acompafia a la infeccion puede observarse en un
intervalo mucho mas amplio del ciclo productivo, llevando a susceptibilidad aumentada a otras

enfermedades y pobre respuesta a la vacunacion correspondiente (Muller et al., 2003).

Los efectos de la infeccion por IBDV son muy duraderos, y pueden ser muy acentuados incluso
después que revierten los signos clinicos. La sintomatologia subclinica se presenta entre 0 y
3 semanas de edad, justo antes del maximo de actividad de la Bursa de Fabricio (semanas 3
a 6), principal blanco del tropismo viral. Debido al papel central que este érgano juega en el
desarrollo del sistema inmune en las aves, los efectos del virus pueden ocasionar
inmunosupresion por deplecion linfoide de la bursa y afectar de este modo la respuesta inmune

global (figura 1).

Particularmente debido a que las aves entre 3 y 6 semanas son las mas susceptibles al virus,
el tamano de la poblacién de linfocitos inmaduros presentes dentro de los foliculos durante ese
tiempo sera proporcional a la capacidad de las aves a montar una eficiente respuesta inmune
ante otras infecciones y ante la vacunacion. Existen varias formas de estimar los efectos del
virus, el mas usado es el indice relativo de la bursa (BB Index, por sus siglas en inglés) y se
basa en los cambios morfoldgicos que acontecen en las dimensiones de este érgano por efecto
de la replicacion del virus, sin embargo los mejores métodos son aquellos que estiman
directamente el tamafio de la poblacion linfoide presente en la bursa, ya sea por conteo directo
(imaging) o por valoracién histopatolégica usando escalas de valor relativo.

El uso de vacunas a virus vivo para el control de esta enfermedad exige una meticulosa
programacioén de acuerdo al nivel de anticuerpos maternos y la prevalencia del virus en campo.
La efectividad de estas vacunas son un compromiso entre el escape a la neutralizacion por

parte de la inmunidad existente y la tasa intrinseca de replicacion del agente vacunal, la cual
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debe ser limitada para no afectar la inmunidad en pleno desarrollo. Las vacunas mas recientes
usan cepas cada vez mas agresivas para escapar a la inmunidad durante las primeras dos
semanas de vida del ave, a expensas de un marcado efecto sobre la bursa de Fabricio la cual,
si bien puede aparecer severamente afectada, puede mantener su funcionalidad y asegurar un

completo desarrollo del sistema inmune del ave vacunada (Rautenschlein et al., 2007).

En este trabajo evaluamos funcionalmente la inmunosupresion asociada a la vacunacién con
virus vivo de IBDV, mediante vacunacion concomitante para el control de la enfermedad de
Newcastle. La evaluaciéon del desempefio de la vacuna de Newcastle fue un indicador directo
de los efectos ocasionados sobre la bursa de Fabricio por parte de las vacunas de Gumboro
aplicadas previamente. El desempefo de la vacunacion para Newcastle se valoré mediante

serologia (titulos de HI), y mediante proteccion ante desafio.

Materiales y Métodos

Se evaluo el efecto de inmunosupression en pollos, tipo Alpes 1, vacunados con dos diferentes
cepas del virus causante de la enfermedad de Gumboro. 25 aves por grupo de tratamiento
(asignadas aleatoriamente) fueron mantenidas dentro de unidades de aislamiento durante toda la
duraciodn del estudio. En el disefio experimental se incluyé una vacuna comercial basada en la cepa
IBD Lukert intermedia (Volvac® InterLukert, Boehringer Ingelheim Vetmedica) como control de
proteccion, asi como un prototipo de vacuna preparado con la cepa IBD Winterfield 2512 como
producto a evaluar. Las vacunas se administraron por gota en el ojo, dosis de 0.03 ml, y al control

sin vacunar se le administré solo el diluente. Las vacunas se aplicaron a 1 dia de edad de las aves.

Las aves de dos semanas de edad recibieron vacunacion para control de la enfermedad de
Newcastle mediante una vacuna a virus vivo, administrada mediante gota en el ojo, 0.03 ml por

dosis. Todos los grupos de tratamiento fueron vacunados de la misma manera.

Las aves de cinco semanas de edad (tres semanas post vacunacion para Newcastle) fueron
sangradas para estimar seroconversién para Newcastle, y posteriormente desafiadas mediante
inoculacién intramuscular de 0.2 ml de virus vivo, cepa Chimalhuacan, equivalentes a 10exp5.8
DIEPso. Todos los grupos experimentales fueron desafiados de la misma manera. Se registré

mortalidad y signos clinicos durante tres semanas post desafio.

A las aves se les suministro alimento y agua ad libitum durante todo el estudio, y se mantuvo
vigilancia por parte de Médicos veterinarios para asegurar el bienestar de los animales y descartar

efectos debidos a factores externos al estudio. Al final del estudio, todos los animales fueron
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sometidos a eutanasia vigilando principios basicos de bienestar animal y sus carcasas dispuestas

apropiadamente siguiendo procedimientos de bioseguridad establecidos.

Después de la separacién de los sueros, estos fueron conservados en congelacion hasta su envio
para titulacion por ensayo de HI. La titulacion fue realizada por un proveedor independiente,
debidamente acreditado. Con los datos de titulacién de anticuerpos especificos y de mortalidad, se
realizaron pruebas no-paramétricas para evaluar la significancia estadistica de las diferencias

observadas entre medias. La prueba utilizada fue la de comparacion de rangos de Tukey.

Resultados

En el grupo vacunado con la cepa IBD Winterfield 2512 se observo una mortalidad post vacunacién
del 36%. Esto coincide con lo reportado en ausencia de anticuerpos maternos y con la
patogenicidad de la cepa hacia los pollos Alpes-1. La prueba se continu6 con las aves restantes y
se consideraron las diferencias numeéricas entre grupos para el analisis final de los datos. En los
otros dos grupos no se observé ningun efecto adverso después de la aplicacién de las vacunas.
Usando los sueros tomados antes del desafio se estimé la seroconversion a la vacunacion para
control de la Enfermedad de Newcastle mediante titulos de inhibicién de la hemaglutinacion (HI).

Los resultados se muestran en la figura 2.

GMT
(Log2)

g -

Negative

Figura 2. Efecto de inmunosupresion evaluado mediante seroconversion ante vacunaciéon concomitante. Aves vacunadas
al dia de edad con las cepas mostradas del virus causante de la Enfermedad de Gumboro, fueron vacunadas posteriormente
(todos los grupos) para control de la Enfermedad de Newcastle y se evalué la seroconversion a esta ultima vacunacion
mediante titulos de inhibicion de la hemaglutinacién (HI). Se muestran las medias geométricas basadas en logaritmos base

2 y la asignacion de rangos en el tratamiento estadistico. Letras distintas indican rangos de medias distintas.

Los datos de mortalidad post desafio con virus vivo de la Enfermedad de Newcastle mostraron un
marcado efecto inmunosupresor de la vacuna basada en la cepa IBD Winterfield 2512. Los
resultados se pueden apreciar en la figura 3.
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La mortalidad después del desafio con NDV fué: IBD InterLukert 0%, IBD Winterfield 2512 87% vy

para el grupo control sin vacunar 8%.
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Discusion y Conclusiones

Figura 3. Efecto de
inmunosupresion evaluado
mediante protecciéon ante desafio
con NDV. Aves vacunadas al dia de
edad con las cepas mostradas del
virus causante de la Enfermedad
de Gumboro, fueron vacunadas
posteriormente (todos los grupos)
para control de la Enfermedad de
Newcastle y se evalud la eficacia
de esta dltima vacunacion
mediante protecciéon ante desafio
con virus vivo. Se muestran los
porcentajes de supervivencia
encontrados después de tres

semanas post desafio.

En este trabajo evaluamos funcionalmente la inmunosupresion asociada a la vacunacion con

virus vivo de IBDV, mediante vacunacion concomitante para el control de la enfermedad de

Newcastle. La evaluacion del desempeno de la vacuna de Newcastle fue un indicador directo

de los efectos ocasionados sobre la bursa de Fabricio por parte de las vacunas de Gumboro

aplicadas previamente. El desempefo de la vacunacion para Newcastle se valor6 mediante

serologia (titulos de HI), y mediante proteccion ante desafio.

La mortalidad de 36 % observada post vacunacion con la cepa IBD Winterfield 2512 esta de

acuerdo con lo reportado en la literatura para cepas Intermedias Plus y Calientes de IBDV. Su

evaluacion aqui en aves Alpes-1 tuvo una premeditada orientacion a evidenciar estos datos y

usarlos como comparativo para evaluar el desempefio que exhibe la vacuna comercial basada en

la cepa IBD InterLukert.

Los datos de serologia sustentan que la vacuna basada en la cepa IBD InterLukert no interfiere con

la vacunacion posterior para Newcastle. Particularmente resulta de interés que las aves

correspondientes al grupo vacunado con la cepa IBD Winterfield 2512 también lograron desarrollar

un nivel detectable de inmunidad humoral, aunque limitada, lo cual puede sugerir que la bursa de
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Fabricio en esos animales no resulté completamente atrofiada por efecto de la vacunacion inicial.
Es necesario realizar estudios adicionales para estimar las poblaciones de células linfoides en ese

organo y valorar con mayor precision el efecto de esta cepa y su potencial uso como vacuna.

Conjuntamente, los resultados serologicos y de mortalidad post desafio con virus vivo de la
Enfermedad de Newcastle sugieren un marcado efecto inmunosupresor de la vacuna basada en la
cepa IBD Winterfield 2512. Productos basados en esta cepa no pasan este tipo de pruebas ya que
por las caracteristicas de esta cepa y el tipo de pollos usados, son muy susceptibles y exhiben alta
mortalidad después de la vacunacion e inmunosupresion en los pollos que quedan vivos. Es
importante evaluar el potencial de esta cepa para el control de variantes muy virulentas de IBD en

campo y su uso en aves comerciales, en presencia de inmunidad heredada.

El grupo vacunado con la cepa IBD InterLukert se comporté mejor incluso que el grupo control al
cual no se le administré vacuna de gumboro. La posibilidad de efectos sinérgicos entre vacunacion
para la Enfermedad de Gumboro y la vacunacion para la Enfermedad de Newcastle es una

interesante alternativa para explicar los resultados observados (Rautenschlein et al., 2007).

En conclusién, la cepa IBD Winterfield 2512 ocasiona inmunosupresion en aves Alpes-1, mientras

que la cepa IBD InterLukert no causa este efecto.
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Introduccion

En la industria avicola, uno de los problemas de importancia econdmica, es la pigmentacion de la
piel y tarsos del pollo; ya que la apariencia visual, especialmente el color, es una caracteristica
importante de los alimentos y determina la eleccidén o el rechazo del producto por el consumidor.
Esto también ocurre en los productos avicolas, en los cuales el color de la piel juega un rol
fundamental para la comercializacion y aceptacion del producto. Debido a lo anterior, los
productores adicionan pigmentantes a la dieta del pollo para mejorar su presentacion. Uno de los
problemas cuando se presenta un problema de salud en |la parvada o micotoxinas en el alimento al
finalizar el ciclo productivo del pollo es no alcanzar la pigmentacién cutanea que exige el mercado.
Por lo que el objetivo del presente estudio, fue la administracién de diferentes dosis de pigmento

en distintos tiempo de la vida del pollo, para lograr alcanzar la pigmentacion de la piel.
Materiales y métodos

La investigacion se realizo en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion
Avicola (C.E.l.LE.P.A.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, el cual se localiza en la calle de Salvador Diaz Miron No. 89 en la
Colonia Santiago Zapotitlan de la Delegacién Tlahuac, Distrito Federal a una altura de 2250
m.s.n.m. entre los paralelos 19°15" latitud Oeste. Bajo condiciones de clima templado humedo Cw,
siendo Enero el mes mas frio y Mayo el mas caluroso, su temperatura promedio anual es de 16°C

y con una precipitacion pluvial anual media de 747 mm.

Se utilizé una caseta de ambiente natural donde se alojaron 320 pollos de engorda de 3 a 6
semanas de edad de la estirpe Ross 308. Se empledé un disefio completamente al azar de 4
tratamientos con 4 repeticiones de 20 pollos cada una por sexos separados.

Las primeras tres semanas de vida, los pollos fueron alimentados con una dieta con base en sorgo
+ pasta de soya, con los niveles de nutrientes recomendados para la estirpe y con 65 ppm de
Xantofilas amarillas.

Para la etapa de finalizacion las dietas fueron elaboradas a base de sorgo + pasta de soya con 85,
108, 141 y 162 ppm de xantofilas amarillas, libres de micotoxinas y cubriendo las necesidades de
proteinas y aminoacidos esenciales de acuerdo con los requerimientos sefialados por el manual de

la estirpe. Las aves recibieron la alimentacion y el consumo de agua ad libitum.
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Los tratamientos fueron como se senala:

1. Dieta finalizacion con 75 ppm de xantofilas amarillas (testigo).
2. Dieta finalizacion con 108 ppm de xantofilas amarillas.
3. Dieta finalizacion con 141 ppm de xantofilas amarillas.
4. Dieta finalizacion con 162 ppm de xantofilas amarillas.

El tratamiento 1 recibio el pigmento del dia 21 al 42; los tratamientos 2,3 y 4 solo recibieron el
pigmento los ultimos 14 dias.

Al inicio del experimento (tercera semana), se realizd una lectura basal de la coloracion amarilla de
la piel en la region aptérica pectoral lateral derecha (vena de la grasa), con un Colorimetro de
Reflectancia Minolta CR400. Se llevaron datos de la pigmentacion in vivo por 21 dias y

posteriormente se midié dos veces por semana durante todo el experimento.

Semanalmente se pesaron a las aves y el alimento para calcular la ganancia de peso, el consumo

de alimento y se calculé la conversién alimenticia (parametros productivos).

A los datos obtenidos de los parametros productivos se les realizé ademas un analisis mediante un
modelo completamente al azar y a la pigmentacion de la piel del pollo in vivo, se les realizd un

analisis de regresion lineal simple.

Resultados y discusién

Los resultados promedio de ganancia de peso, consumo de alimento, conversién alimenticia y

pigmento consumido, no mostaron diferencia entre ninguno de los tratamientos (P>0.05)

Los resultados finales obtenidos para la coloracion de la piel del pollo para los tratamientos
1(75ppm), 2(108ppm), 3(141ppm, y 4(162ppm) fueron 24.04, 19.05, 21.56, 21.75 respectivamente,
para la coloracion amarilla en la piel del pollo in vivo para la dieta testigo (T-1) mostraron un
incremento diario de los 21 a los 42 dias de edad de 0.59 unidades de amarillamiento para ambos
sexos(y = 7.2+0.63+0.59+0.03 (tcp)+1.50+.060 (sexo), las hembras en general pigmentaron mas
que los machos en 1.5 unidades de amarillamiento. Cuando se dejé de proporcionar las xantofilas
amarillas de Tagetes erecta en la dieta de los tratamientos 2,3 y 4, por una semana, hubo una
disminucién de 0.11 puntos de amarillo en la piel del pollo de engorda por cada dia que éste no lo
consuma teniendo un efecto mayor en las hembras (1.46) (y=5.85+1.05 + 0.11+0.042(tcp) +
1.46+0.32(sexo). Al proporcionar dosis altas de pigmento en la dieta durante las ultimas dos

semanas antes de la comercializacion del pollo, se encontré6 un mejor amarillamiento con la dosis
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mas altas, como se ve en los tratamientos de 141 y 162 que el tratamiento con 108 ppm de
pigmento amarillo, también las hembras, ganando 1.73 puntos de amarillos mas que los machos
(Y=1.21£1.54 + 0.02620.01(Tx) + 1.14+£0.060(tcp) + 1.73+£0.45(sexo).

Conclusiones

De los resultados obtenidos bajo las condiciones experimentales empleadas se puede concluir que
se pueden adicionar dosis altas de pigmento amarillo en dietas para pollos de engorda en los

ultimos 14 dias de produccién para lograr una coloracién aceptable al mercado.
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Valoracidon y control de la variacidon en ingredientes alimenticios
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Es de sobra conocido que el costo del alimento representa la mayor proporcién de los costos productivos en
una operacién pecuaria. En los ultimos ainos, los precios de los principales ingredientes alimenticios utilizados en
raciones para animales se han incrementado de manera considerable, afectando el costo de produccion. Por otro lado,
la mayor eficiencia en los procesos de produccién de granos y leguminosas ha conducido a que los perfiles
nutricionales se han afectado. El contenido de proteina cruda del maiz es afectado por las condiciones de crecimiento
y fertilizacién (Moss et al., 2001; Wang et al., 2008; Marsalis et al., 2010). Aunado a ésta tendencia, existen nuevas
variedades de granos las cuales contienen diferentes perfiles nutricionales. El incremento en los costos de energia ha
incrementado la eficiencia en los procesos de extraccién del aceite de soya, lo cual afecta directamente el perfil
nutricional de la pasta de soya. Esta variacion es diferente a la variacidn que existe entre los métodos de medicion de
nutrientes especificos. El procesamiento se ha convertido en una fuente de variacién mas critica en los subproductos
de la industria de los biocombustibles u otras industrias (granos de destileria, harinas de subproductos animales y
vegetales). Es claro que existe y siempre ha existido variacién en el contenido nutricional de los ingredientes mas
comunmente utilizados. El objetivo del presente trabajo es el revisar cual es la magnitud del impacto de dicha
variacién, y que acciones pueden tomarse para reducir tal impacto, en caso de ser critico.

MIDIENDO EL IMPACTO DE LA VARIACION NUTRICIONAL

D’Alfonso (2002) y colaboradores realizaron una encuesta global en la que midieron el contenido de proteina,
almiddn, y digestibilidad de la proteina, en muestras de maiz provenientes de distintas regiones del mundo. Los datos
modificados de dicha encuesta se presentan en la Tabla 1. Asimismo, se condujeron pruebas de crecimiento en pollos
a 28 d, los cuales fueron alimentados con la misma fuente de maiz a la usada en los analisis quimicos. Los resultados
de sus estudios mostraron una considerable variacién en la ganancia de peso. Dicha variacién en la respuesta, sin
embargo, puede haber sido debido a diferencias en programas de alimentacién, contenido nutricional de otros
ingredientes, entre otras posibles causas.

Tabla 1. Resultados de analisis de proteina cruda en maiz proveniente de diferentes origenes, y desempefio de pollo
de engorda a 28 d alimentados con el maiz analizado?

Proteina Desviacion Ganancia de peso Desviacién
cruda, % estandar a28g, g/ave estandar
Argentina 7.61 0.46 - -
Canada 7.74 0.19 1,250.0 22.0
China 8.27 0.60 947.0 111.0
Francia 7.65 0.88 873.0 73.0
Indonesia 8.56 0.07 --- ---
Filipinas 8.34 0.59 850.0 48.0
Estados Unidos  7.70 0.14 1,234.0 59.0

!Datos modificados de D’Alfonso (2002).
Impacto economico de la variacion.

En un estudio conducido por Moore y colaboradores (2006), se evalud el efecto de la variacién en el perfil

nutricional de 5 variedades de maiz sobre los parametros productivos de pollo de engorda y gallina de postura. Todas
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las aves recibieron la misma dieta formulada para ser isonutritiva, siendo el maiz la Unica fuente de variaciéon. Los
datos indicaron que la variacion en el perfil nutricional del maiz tuvo un impacto significativo en el pollo de pollo de
engorda, equivalente a 5 puntos de conversion alimenticia, lo cual dependiendo de los costos de produccién puede
cuantificarse como $0.67/pollo (Figura 1). En el caso de de gallina de postura, el diferencial en el perfil nutricional de
las fuentes de maiz tuvo un impacto de hasta 4 g/gallina/dia en la masa de huevo. Si el precio por kg de huevo se cotiza
en $13.00, ésta diferencia en masa de huevo se reflejaria en aproximadamente $50,000 por dia para una operacién
de 1,000,000 de gallinas. Como dato adicional, informacién obtenida por Cargill Animal Nutrition indicé que el realizar
una formulacién de raciones utilizando nutrientes calculados en comparacién con nutrientes medidos en dietas a base
de maiz o arroz, condujo a una diferencia de conversidn alimenticia de 6 puntos después de 41 dias de engorda.
Estudios de formulacidon han demostrado que la variacion en pasta de soya equivalente a 0.5 desviaciones estandares
del valor medio de proteina cruda puede tener un impacto en el costo de formulacién entre $6 y $12/ton de alimento.
Este nimero en una operacidn que produzca 8,000 ton de alimento por mes tendria un costo de $48,000 MN mensual,
lo cual extrapolado a 12 meses de produccidn se convierte en $576,000 MN, sélo para el caso de pasta de soya.
Naturalmente, esta cifra puede variar dependiendo de costos de ingredientes, tipo de dieta, variedad de ingredientes
en la racion, entre otros factores.

Figura 1. Efecto de la variacion en el perfil nutricional de dos fuentes de maiz en la eficiencia alimenticia en pollos de
engorda de 0 a 42 edad?

Eficiencia alimenticia 0-42 d

a

Error estandar: 12.4
570.0 -

565.0
560.0 "
255
[T}
550.0
5450
e

540.0 I f
IMaiz 1 MMaiz 2

1Basado en datos de Moore et al. (2006).
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Figura 2. Efecto de la variacidn en el perfil nutricional de dos fuentes de maiz en la masa de huevo en gallinas de
postura entre 53 y 67 semanas de edad*

Masa de huevo 53-67 sem

52.0 +

Error estandar: 1.31
51.0 -

50.0 A

Iina

49.0 -

48.0

g/eall

47.0 -
46.0 1

45.0 : -
MMaiz 1 Maiz 2

!Basado en datos de Moore et al. (2006).

CONTROLANDO LOS EFECTOS DE LA VARIACION

Estos datos indican claramente que la variacion del perfil nutricional de los ingredientes alimenticios tiene un
impacto real y significativo tanto en el desempefio de las aves como en el aspecto econdmico. Sin embargo, que
acciones pueden tomarse para controlar y en su caso minimizar dicho impacto. La mayoria de las compaiiias confian
en la experiencia de sus nutricionistas para reconocer y controlar el impacto de la variacidon. Los expertos en
formulacion utilizan el término margen de seguridad, el cual es la consideracion de la varianza aplicada al valor central
de un nutriente. Idealmente el nutricionista establece un programa de muestreos de ingredientes y un nimero minimo
de andlisis de los nutrientes claves con cierta periodicidad, o al menos cuando existe un cambio en el lote de un
ingrediente. Basado in dicha informacion, se establece una medida de tendencia central, usualmente la media
aritmética o promedio, ademds de una medida de variacién, comiUnmente la desviacidn estandar. De éste modo, el
nutricionista tiene las herramientas para tomar una decision respecto al contenido nutricional de un ingrediente. Una
vez que se tienen éstos valores, existen herramientas de formulacién de raciones que pueden auxiliar en tomar en
cuenta la dispersién en el valor nutricional de un ingrediente. Uno de ellos es la formulacién estocastica (Roush et al.,
1996; Pesti and Seila, 1999). El principio de la formulacion estocastica es el considerar la desviacién estandar del
estimador de un nutriente objetivo como parte de las restricciones minimas a cumplir, ademas de una probabilidad
asociada con el cumplimiento de dicha restricciéon. Debido a que este enfoque garantiza el cumplimiento de una
restriccion con un minimo de probabilidad, el costo de la formulacién puede elevarse considerablemente,
particularmente en la medida que la probabilidad se incremente. Otra desventaja es que como la variacién en el
contenido nutricional de un ingrediente no es lineal, se requieren algoritmos no disponibles en los sistemas de
formulacion a base de programacidn lineal utilizados en formulacidn practica.

Otra alternativa de formulacién para controlar la variacién nutricional en los ingredientes es la programacién
de objetivos multiples (Zhang and Roush, 2002). Este sistema se basa en la determinacién y jerarquizacion de objetivos
de formulacién, por ejemplo, minimo costo, y reduccion de la varianza de alglin nutriente. En la formulacién lineal
tradicional, el cumplir éstos dos objetivos puede ser conflictivo. Sin embargo, en la formulacién con objetivos
multiples, se establece un rango de importancia a cada una de las restricciones requeridas, de modo que se cumplirdn
secuencial y jerdrquicamente. La desventaja de éste sistema es, nuevamente, que los paquetes de formulacion
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disponibles comercialmente no pueden realizar éstas operaciones. Aunado a esto, nuevamente el cumplir con mas
objetivos de formulacion usualmente conduce a un mayor costo de férmula.

Debido a que las soluciones de formulacién para el control del impacto de la variacidn en el contenido
nutricional de los ingredientes no parecen tener mucha aplicacién practica en las condiciones actuales, lo mas
conveniente y mas rapidamente aplicable es el obtener la mejor calidad de informacién disponible. Es decir, obtener
el perfil nutricional de un ingrediente de la manera mds precisa posible, con la mejor calidad factible en los analisis, y
de la manera mas rdpida. La medicién de los nutrientes es un proceso mas complejo de lo que parece. El proceso de
muestreo es uno de los factores criticos mds importantes en el analisis de los ingredientes, y el personal de control de
calidad debe trabajar en conjunto con el nutricionista para determinar el sistema que mejor convenga para obtener la
informacién deseada. Por otro lado, las técnicas analiticas, la confiabilidad del laboratorio de analisis, y el tiempo
requerido para obtener resultados son otros factores criticos en el control de la variacién nutricional. Actualmente, el
anadlisis de los ingredientes utilizando tecnologia NIRS (Espectroscopia Infrarroja Cercana) se ha hecho una practica
mas aceptada por los laboratorios de andlisis de alimentos (Barton, 2002). La principal fortaleza de ésta técnica es la
rapidez en la entrega de resultados, los cuales pueden obtenerse en cuestidon de minutos. No obstante, el factor mas
importante es el respaldo de las calibraciones, el cual debe ser obtenido mediante técnicas de quimica humeda
tradicional. Hasta el momento existen multiples calibraciones de NIRS, muchas de las cuales estdn disponibles
comercialmente. Sin embargo, la clave del éxito en la aplicacién correcta de ésta tecnologia es la robustez de las
calibraciones y la precision de las mediciones, ademas del acoplamiento de los resultados con el personal de
formulaciéon de raciones o el nutricionista. La fortaleza de la tecnologia NIRS en conjuncidon con programas de
muestreo, manejo de bases de datos de proveedores de ingredientes, actualizaciones constantes de los perfiles
nutricionales de los ingredientes proveen mayor precisién en la formulacién y constituyen probablemente las
herramientas mas adecuadas para controlar y minimizar el impacto de la variacién nutricional en los ingredientes
utilizados en raciones para animales.

CONCLUSIONES

-El impacto econdmico de la variacidon en el contenido nutricional de los ingredientes alimenticios se refleja
considerablemente tanto en costo de alimentacién como en desempeiio animal. Dicho impacto, revisado desde varios
angulos, justifica que se tomen acciones para controlar los efectos de la variacién nutricional.

-Las técnicas de formulacidn no lineal son herramientas utiles para controlar y ajustar la variacidn nutricional. Sin
embargo, hasta el momento estas herramientas poseen caracteristicas que la industria de los alimentos no puede
manejar de manera practica.

-Control de proveedores, laboratorios de andlisis de alimentos, y técnicas analiticas son herramientas que deben
formar la base de un programa de nutricién y control de calidad en los alimentos balanceados.

-El uso de la espectroscopia infrarroja cercana (NIR) para el analisis de ingredientes es probablemente la herramienta
mas viable en el manejo de la variacién nutricional. Sin embargo, su uso debe estar respaldado por un fuerte soporte
técnico analitico que brinde robustez, precisién, y confiabilidad en las mediciones. Asimismo, la aplicacidn del NIR
debe estar coordinado con el personal de control de calidad, formulacién y el nutricionista para obtener el mayor

beneficio de ésta tecnologia.
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Evaluation of Recombinant Salmonella Expressing the Flagellar Protein
FliC for Enhanced Immune Responses in Poultry
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ABSTRACT

Salmonella enteritidis is one of the most common causes of human food-borne illness (8) and the
Centers for Disease Control (2) estimates that 1.4 million cases of foodborne illness due to Salmonella occur
yearly in the United States. This organism is often transmitted to humans from poultry products that may
have been contaminated pre- or post-harvest. Once poultry are infected with Sa/monella, the colonization of
the tissues will often remain until the birds are harvested and contaminated carcasses can easily spread the
organism during processing (7). Vaccinating poultry flocks against Sa/monella aims to reduce the amount of
the organism shed through the feces and its ability to colonize the digestive tract, to decrease the instances of
organ invasion, and to prevent contamination of eggs (5). Previous research indicates that oral vaccination of
poultry with live attenuated Salmonella can confer a high degree of protection; protecting chicks from the
challenge strain from multiplying and reduced gut colonization, even with a 10 challenge dose (3).

The flagellar protein fliC has shown promise in enhancing an immune response and the ability to
protect against challenge of wild-type S. enteritidis in poultry. The protein ends of the flagellin are highly
conserved among Sal/monella serovars and other enteric species, such as E. coli (6) and this antigen is
recognized by CD4+ T-Cells in both humans and murine models (1). Because fliC is so highly conserved, it
may confer cross-protection against multiple serovars of Sa/monella in poultry. The objective of this study is
to evaluate orally administered live attenuated Salmonella enteritidis vaccine candidates for their ability to
colonize the cecal tonsils and invade the liver and spleen of commercial poultry; as well as create an increased
antibody response. The ultimate goal is to create a vectored vaccine that will persist in tissues long enough for
an effective immune response to be mounted that will provide lasting protection to the birds without causing
illness to birds or humans as well as determine if fliC as an epitope that will aid in this goal.

Several novel attenuated strains of S. enferitidis were developed that express a fliC epitope on the
outer membrane using a previously published method which utilizes the Red recombinase system in
combination with overlapping extension PCR (4). Experiments were performed in both commercial chickens
and turkeys.

In Ohio, turkeys were chosen for the experimental model to evaluate colonization, invasion, clearance,
and antibody responses for vaccine candidates with and without fliC and wild type Sa/monella. Poults were
orally challenged with 10°-10% cfu/poult of a wild-type S. enteritidis phage-type 13A (Positive Control),
AaroA/AhtrA SE-M2e (ASE-M2e), or AaroA/AhtrA SE-M2e-fliC (ASE-M2e-{1iC) on day-of-hatch and d 21
post-hatch. Liver, spleen, and cecal tonsil were aseptically removed on d 7, 14, 21, 28, 35 and 42 post-hatch
to determine colonization and organ invasion. Blood samples were collected on d 7, 14, 21, 28, 35 and 42
post-hatch to determine M2e-specific antibody responses.

The ASE-M2e-fliC candidate vaccine strain demonstrated less organ invasion compared to the ASE-
M2e strain on d 7 (P <0.0001). However, no marked difference in colonization of the cecal tonsils was noted
atd 7. From d 21 through d 42, no significant differences were observed in organ invasion between the vaccine
candidate strains when compared to SE13A. The ASE-M2e-fliC candidate vaccine strain demonstrated a
significant decrease in colonization of the cecal tonsils when compared to the ASE-M2e strain on d 14, 21,
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and 28 post-immunization (P<0.05). By d 21, the ASE-M2e-fliC candidate strain exhibited a higher M2e-
specific antibody response when compared to the negative control and SE13A groups (P<0.05). Furthermore,
by d 28 both ASE candidate vaccine strains exhibited a significantly higher M2e-specific antibody response
when compared to the negative control and SE13A groups (P<0.05). However, no differences in M2e-specific
antibody responses were observed between the ASE candidate vaccine strains throughout the study. Overall,
the ASE vaccine candidate strains were able to reduce organ invasion and colonization while eliciting a
humoral immune response in commercial poults. Additionally, accelerated clearance by the ASE-M2e-fliC
candidate was observed.

In Arkansas, broiler chickens were chosen as the experimental model. At day-of-hatch, chicks were
randomized, assigned to a treatment group, tagged, and orally gavaged with 0.9% sterile saline or
approximately 1x10® cfu of AaroA/AhtrA SE-fliC (ASE-fliC), AaroA/AhtrA SE-fliC-chicken CD154 (ASE-
fliC-CD154), or AaroA/AhtrA SE empty vector (ASE-EV). The cecal tonsils, liver and spleen were aseptically
removed from a sample of 5 chicks per group for individual recovery of ASEEV or the appropriate vector d 3
post hatch. After the d 3 samples were obtained, all groups were challenged with 1.25x107 cfu Salmonella
typhimurium (ST) per chick. Additionally, 15 chicks per group were individually sampled for recovery of ST
and ASEEV or vector strain from their cecal tonsils, liver and spleen at d 10, 19, and 30. From the d 10 and d
19 samples, ceca were also removed for enumeration of ST and ASEEV or vector strain. At d 30, a delayed
type hypersensitivity reaction test was performed to evaluate response to ST.

On d 19 (16 days post infection), neither candidate protected against ST challenge better than the ASE
empty vector, although there was significantly less Salmonella recovered from vaccinated chickens compared
to non-vaccinated controls. These studies indicate that these experimental recombinant vaccines did not
protect against heterologous challenge or enhance clearance after ST challenge. The increased clearance of
the candidate vaccines, particularly the vector expressing fliC alone, may have value in that the fliC epitope
may decrease the clearance time of other recombinant vectored Sa/monella vaccines.
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Comportamiento de Avibacterium Paragallinarum en la Regién
Centro Occidente
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Introduccion

La coriza infecciosa (Cl) es una enfermedad respiratoria aguda en aves ocasionada por A.
paragallinarum, antes llamada Haemophilus paragallinarum. La enfermedad esta difundida
mundialmente y causa importantes pérdidas econdmicas a la industria avicola, principalmente por
incrementar el numero de animales que deben ser desechados y por ocasionar una marcada
reduccién en la produccion de huevo (10 - 40%) (12, 13). La enfermedad no tiene importancia en
salud publica y aun cuando afecta principalmente a aves ponedoras comerciales y reproductoras,
también se ha descrito en pollo de engorda estando asociado a otros agentes bacterianos y viricos
(8,12)

Los signos clinicos son descarga nasal, conjuntivitis, tumefaccion facial, lagrimeo, anorexia
pudiendo causar diarrea; todo esto contribuye a la disminucion de consumo de alimento y agua, lo
que trae como consecuencia retardo de crecimiento o baja en la postura segun sea el caso. Es
menos frecuente la presentacion de neumonia, aerosaculitis o septicemia. Cuando se producen
casos de coriza infecciosa complicada con Mycoplasma sp. las lesiones respiratorias se agravan
siendo comunes la neumonia y aerosaculitis complicadas con Escherichia coli y menos

frecuentemente Pasteurella sp (1,2,6,7,13).

A. paragallinarum es una bacteria bacilar gram negativa, que requiere un factor de crecimiento,
nicotin-adenin-dinucleétido (NAD o factor V), aunque se han descrito cepas independientes de
NAD. Estas bacterias adquieren la capacidad de sintetizar el NAD al captar el DNA de un plasmido.

Este plasmido puede ademas difundirse entre distintas cepas de A. paragallinarum (3,9,10).

La tipificacion de las cepas de A. paragallinarum se basa en la deteccion de antigenos
hemaglutinantes. Uno de los modelos de serotipificacion mas difundidos lo realizo Page, quien
mediante pruebas de aglutinacion en placa, describio tres serovariedades A, B y C. Otros autores
como Sawata y Kume describieron distintos esquemas de serotipificacion que posteriormente se

equipararon al original de Page (6,11).

Actualmente las serovariedades A, B y C pueden ser reconocidas por pruebas de inhibicion de la
hemoaglutinacién (HI) en las que se utilizan antisueros de cepas de cada una de las tres
serovariedades de Page vy eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido. Las cepas que se van a

tipificar en ocasiones requieren tratamientos previos para expresar sus antigenos hemaglutinantes,
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por ejemplo cepas de las serovariedades B y C, mientras que las pertenecientes al serovar A son
generalmente muy hemoaglutinantes (7,8).

Una cepa de Avibacterium sp. es patdogena cuando es capaz de de adherirse a las células que
tapizan el epitelio respiratorio. Esto esta estrechamente relaciénado con la hemoaglutinacién,
debido a que los eritrocitos y las células del epitelio respiratorio comparten antigenos comunes. De

hecho las cepas que pierden su capacidad de hemoaglutinar también dejan de ser patégenas (14).

Varios farmacos en diferentes combinaciones han sido utilizados para tratar la Coriza Infecciosa en
las aves. De los farmacos mas utilizados cabe citar la oxitetraciclina, eritromicina, quinolonas,
estreptomicina, sulfonamidas y trimetoprima. Sin embargo ninguno de estos agentes terapéuticos
es bactericida y A. paragallinarum genera rapidamente resistencia a los antibidticos y

quimioterapeuticos utilizados (2).

Justificacion
Es importante conocer el comportamiento de la infeccion por A. Paragallinarum (serovariedades
en la regidn, edades mas susceptibles y sensibilidad antimicrobiana) para mejorar las medidas de

prevencion, control y tratamiento dirigidas a esta enfermedad.

Objetivos

Identificar las edades mas susceptibles a la infeccion por Avibacterium Paragallinarum de acuerdo
a los aislamientos obtenidos.

Identificar las Serovariedades aisladas en la region Centro Occidente del pais de enero de 2006 a
junio de 2009.

Conocer la sensibilidad a farmacos antibacterianos comunmente utilizados para el tratamiento de
A. Paragallinarum.

Verificar si las cepas de Avibacterium Paragallinarum muestran desarrollo de resistencia a los

farmacos antibacterianos recientemente.

Materiales y Métodos

El trabajo se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion Pecuaria y Patologia
S. A. (LIPEPSA) en la ciudad de Tepatitlan de Morelos Jalisco. Es un estudio no experimental
longitudinal retrospectivo.

Para la determinaciéon de la frecuencia de los aislamientos en las diferentes edades del ave se

analizaron los datos de 55 aislamientos obtenidos entre enero de 2006 y junio de 2009. Dichos
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aislamientos se realizaron a partir de siembras de senos infraorbitarios en Agar Sangre con cepa
nodriza de Staphylococcus Aureus en microaerobiosis. La identificacion bacteriana se baso en la
afinidad de Gram, microaerofilia, dependencia al NAD, negatividad a la catalasa y propiedades

bioquimicas de las cepas analizadas.

En la identificacion de las serovariedades se analizaron los datos de 35 cepas que se aislaron de
la region Centro Occidente del pais de enero de 2006 a junio de 2009 y que fueron tipificadas bajo

el esquema de Page con la técnica de HI descrita por Blackall.

Para las pruebas de sensibilidad in vitro se emplearon 28 cepas de A. Paragallinarum aisladas de
casos clinicos de aves de enero de 2007 a junio de 2009; en las cuales se utilizé la técnica de
difusién en agar chocolate segun el método de Kirby — Bauer con los siguientes sensidiscos ;
Sulfametoxazol con trimetoprim, clortetraciclina 30 mc, tetraciclina 30 mc, oxitetraciclina 30 mc,
eritromicina 15 mc, estreptomicina 10 mc, ampicilina 10mc, Amoxicilina 20 mc, norfloxacina 10mc,

enrofloxacina 5 mc.

Resultados

1.- La frecuencia de Aislamiento de Avibacterium Paragallinarum y edades en las que se realizo el

aislamiento se muestran en la tabla y grafico siguientes:

Aino
Edad (semanas) 2006 2007 2008 2009
1a15 1 3 3 1
16 a 30 11 5 7 6
30a45 5 5 2
mas de 46 0 2 0 2
Total 14 15 15 11

Edades mas afectadas con Avibacterium paragallinarum
entre el 2006 y 2009

8% 14%

25%

53%

m=1a15 m 16 a 30 0 30a45 O mas de 46
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2.- Las serovariedades aisladas en la regidon centro occidente del pais de enero de 2006 a junio de
2009 se muestran en la tabla y graficos siguientes:

Serovariedad A B C TOTAL
Aislamientos 18 1 16 35
% 514 29 457 100

Serovariedades de Avibacterium paragallinarum aisladas
durante 2006 - 2009
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3.-El siguiente grafico representa el grado de sensibilidad a farmacos antibacterianos de las cepas

de Avibacterium Paragallinarum aisladas de enero de 2007 a junio de 2009.

Grado de sensibilidad a antibioticos

Cepas analizadas

O Resistentes @ Sensibles ] Altamente sensibles ‘
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4.- Finalmente se presenta un comparativo de sensibilidad a antibiéticos de las cepas aisladas en
2007 & 2008 & 2009.

Sensibilidad 2007- 2009

60 1 — — — —

40 H — — — —

20 — — — — —

% de cepas sensibles

Clortetraciclina Tetraciclina Oxitetraciclina Eritromicina Sulfa/Trimet. Amoxicilina Enrofloxacina Norfloxacina Ampicilina

02007 100 100 100 100 100 50 100 100 33
@2008 100 100 80 100 100 50 71 50 50
02009 100 100 75 66.88 40 11 100 90 100

Discusion

Los aislamientos de A. paragallinarum fueron mas frecuentes en aves de 16 a 30 semanas de edad,
lo que coincide con etapas de alto estrés para las aves como son el inicio y pico de produccion .
La tipificacion de las cepas de A. paragallinarum aisladas en el periodo de estudio mostré que los
serovares mas comunes en la region son el A 'y el C no observandose diferencias importantes en
la presentacién de uno u otro, no asi del serovar B, que solo se identificd en el 2.9 % de los casos;
sin embargo, si se observa diferencias en la frecuencia de presentacion entre los serovares Ay C
entre un ano y otro, lo que podria significar cierto grado de ciclicidad o dispersion de brotes entre
granjas. Es importante la realizacion de estudios epidemiolégicos de campo que complementen la
comprensiéon del comportamiento en la regién y aporten herramientas para un mejor control de la
misma.

Finalmente, las cepas analizadas muestran ser sensibles en su mayoria a los antibidticos sugeridos
por la literatura (2); sin embargo se observan resultados diferentes con tendencia al desarrollo de
resistencia para algunos casos como lo ha sido reportado en la literatura (2). Hay que recordar que
en cuanto una porcion importante de una colonia bacteriana consigue sobrevivir a la embestida de
farmacos ( ya sea por que las dosis fueron inadecuadas, por que el tratamiento no fue llevado a
término, o por alguna otra causa ), se desata una cascada de mutaciones genéticas con el fin de
adaptarse a la presencia del bactericida en cuestidon, este avance de la especie es facilmente
transmitido en el ejercicio reproductivo que caracteriza a estos microorganismos. Estos problemas

de resistencia ocurren, sobre todo, con los bacilos gram negativos (4,5).

Conclusiones
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En el presente trabajo se observd que la edad de aves en donde hubo mayor numero de
aislamientos fue de las 15 a las 30 semanas, coincidiendo con las etapas de rompimiento de la
postura y los picos de produccion. Por otro lado, las serovariedades mas comunmente aisladas en
la regidn centro occidente del pais, corresponden a los grupos A y C del esquema de Page con
51.4% y 45.7% respectivamente, mientras que del grupo B solo representd el 2.9% de los
aislamientos. Se encontré6 ademas que las cepas son generalmente sensibles a los farmacos
utilizados, aunque en diferente grado, lo que hace necesario el uso de pruebas de sensibilidad a
antibidticos para confirmar o modificar un tratamiento. En cuanto al fendmeno de resistencia, se
observo incremento en el porcentaje de cepas resistentes a antibidéticos como la oxitetraciclina,

eritromicina, sulfametoxasol/trimetroprim y amoxicilina de enero de 2007 a junio de 2009.
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Diferentes estrategias que se usan actualmente para el
control de la laringotraqueitis en pollo de engorda en México

MVZ EPA Sergio Higuera Bonfil
CEVA SALUD ANIMAL

La industria Avicola Mexicana, especificamente la de pollo de Engorda, se encuentra severamente afectada
desde hace 6 afios por constantes desafios de el virus de Laringotraqueitis Aviar.

Para su control se han desarrollado diferentes vacunas y tratamientos.
Las estrategias de prevencion y el “tratamiento” que le dan a ésta patologia son diferentes y varia de Compaiia

a Compafia y de region en region.

En el presente trabajo se discuten las diferentes opciones y estrategias de prevencion (bioldgicos y conceptos),
existentes y usadas de manera real en el campo Mexicano.
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Experiencias de Campo durante el 2009 con una vacuna
Vectorizada Viruela-Laringotraqueitis en diferentes partes
de la Republica Mexicana

MVZ EPA Sergio Higuera Bonfil

LABORATORIO CEVA-MEXICO

RESUMEN

En los ultimos afios la Industria de pollo de Engorda en México, se ha tenido que enfrentar en diferentes
latitudes del pais a desafios de Laringotraqueitis Aviar, problema que antafio se consideraba ajeno al pollo
y se manejaba que era una enfermedad de granjas “sucias y de aves de larga vida”, nuestra actual realidad
es muy diferente y en el presente trabajo se comentan algunas razones de la actual situacién en el Campo
Mexicano y se discute con detalle el uso de una vacuna Vectorizada Viruela-laringotraqueitis, se explica el
concepto, se compara con otras “alternativas”, se abordan aspectos econdmicos, se discuten resultadosy
se presenta como una alternativa para enfrentar a éste agente infeccioso (Laringo).
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Quantitative Real-Time PCR as a diagnostic application for disease
detection in poultry

C.J. Kremer, S.L. Layton, Morgan. M., S. Shivaramaiah, G. Tellez, and B.M. Hargis
Department of Poultry Science. University of Arkansas
Fayetteville, Arkansas 72701

The polymerase chain reaction (PCR) revolutionized the field of molecular biology. It enabled
researchers to effectively amplify a given sample of DNA to usable concentrations without the high
probability of contamination associated with previously used methods. By using complementary,
specific primer sequences, the region of choice can be exponentially increased in a given sample
quickly and efficiently. This amplified sample can then be analyzed on a simple agarose gel and
stained with ethidium brodmide. The limitations of using traditional PCR lie in that this method does

not allow for quantitative analysis of the final product.

Quantitative real-time PCR (qPCR) enables researchers to plot DNA amplification as it occurs. In
this method, samples with greater copy numbers of initial DNA will appear after fewer PCR cycles
than those with smaller amounts of starting DNA. QPCR uses fluorescent dyes that elucidate the
amount of DNA in a given cycle. The amount of fluorescence detected is proportional to the amount
of DNA synthesized during each cycle. The cycle in which the detectable level of fluorescence
exceeds the threshold cycle (Ct), or the defined background fluorescence level, determines whether

or not a given sample yields a positive reaction in the assay.

Two methods of detection are commonly used in qPCR. DNA binding dyes like SYBR-Green
fluoresce when bound to double stranded DNA and excited by light. They are less expensive to use
when compared to other detection methods, but are not as specific, as they will bind to any dsDNA
in a given sample. Probe-based detection methods are much more specific than DNA binding dyes.

Probes are designed from a nucleotide sequence of the gene of interest. They will only anneal to
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specific amplification products. The major disadvantage to using probe-based methods is that they

are significantly more expensive than other detection methods.

Quantitative real-time PCR has been used recently in a variety of applications relating to poultry
production. Disease-causing organisms such as Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae,
Eimeria, and other pathogens can be quantified from environmental samples and tissues from
infected birds. In addition to experiments conducted at the Poultry Health Lab, other research groups

have also found uses for qPCR in their poultry studies.

Grodio et al. (2008) investigated the use of QPCR in the enumeration of Mycoplasma gallisepticum
in conjuncta samples from house finches. This group used TagMan, or a probe-based method of
detection. They found that all birds sampled that were M. gallisepticum-negative did not show
detectable levels in the gPCR analysis. More importantly, they were able to determine that birds
with the most developed clinical disease symptoms demonstrated the highest levels of M.
gallisepticum in the assay. Ramirez et al. (2006) used the intergenic spacer region and 23S rRNA
region to determine Mycoplasma synoviae presence in samples. The primers used were tested for
specificity against twenty-two avian Mycoplasma species and twenty-one field isolates from varying
hosts. This group determined that their primer set was specific for M. synoviae and was very
sensitive to levels of DNA in tested samples.

Velkers et al. (2010) used qPCR to diagnose coccidiosis and compared this method to oocyst
counting. Researchers felt that the traditional method of pooling fecal or litter samples may not
accurately reflect the infection status in a given flock. They compared this method with cloacal swabs
from individual birds that were analyzed with qPCR analysis. They found this method preferable to
oocyst counting and felt that gPCR would be preferred to large sample sized as well, as samples
can be frozen and still be effectively analyzed. They also found that it was efficient in identifying and

quantifying different Eimeria species and felt that it would be a effective diagnostic tool.
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Abdul-Careem et al. (2006) investigated the potential use for gPCR in diagnosing Marek’s disease
virus from feather follicles. This group used SYBR-Green as their detection method. They found this
method to be 2.5-10 times more sensitive than traditional PCR. Islam et al. (2006) used TagMan, a
probe-based detection method to also quantify Marek’s disease virus with gqPCR. This assay was
found to be reproducible and effective in determining viral particles in feather tips and poultry dust

samples.

Wise and Siragusa (2005) used qPCR to quantify Clostridium perfringens in the intestinal tract of
broilers. They used a probe-based detection method and used the 16S rDNA sequences to design
primers. They investigated the cecum and ileum of birds tested. They found that their assay was
highly specific for Clostridium and that it was very sensitive in its ability to detect small quantities of
cells. They also found that the qPCR assay correlated highly to standard plate counts also performed

on the samples collected.
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Efecto de la adicién de Harina de calamar (Dosidicus gigas) en dietas para
pollos de engorda, sobre los niveles de anticuerpos contra Newcastle y
células plasmaticas
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Resumen

Con el objeto de evaluar la harina de calamar (HC) gigante (Dosidicus gigas) en el mejoramiento
inmunolégico de pollos de engorda, se realiz6 este estudio. Se utilizaron 200 pollos de engorda Ross x Ross
308 de 0 a 49 dias de edad, en un disefio completamente al azar en piso, en cuatro tratamientos y cinco
repeticiones de 10 pollos (5 hembras y 5 machos) en un arreglo factorial 2 X 3, un factor fue sexo, el otro el
nivel de inclusion de HC a 0, 1.67, 3.34 y 5.01 %; con dietas Sorgo - Pasta de Soya del inicio al final. Se
vacunaron contra Newcastle (NC) a los 5 y 30 dias, bronquitis 14 y viruela 28. Se peso la bolsa de Fabricio
(BF) y se sangro por tratamiento 5 hembras y 5 machos, para evaluar anticuerpos para NC y conteo de
células plasmaticas. No hubo diferencias (P>0.05) para el peso de la BF; para NC no hubo diferencias
(P>0.05). Los linfocitos fueron mayor para machos (P<0.05) (76.25 vs. 69.33), en leucocitos el nivel de
5.01% de HC fue mayor (P<0.05) (40333.3, 32833.33, 33166.7 y 35333.3 respectivamente), neutrdfilos,
eosindfilos, basofilos y monocitos no hubo diferencias (P>0.05). Se concluye que la de HC incrementa los
linfocitos y leucocitos.

Palabras clave: Harina de calamar, leucocitos, linfocitos, Newcastle, pollo de engorda.

INTRODUCCION

La formulacion de dietas para pollo de engorda consiste en una seleccion de ingredientes que se ajustan
con la intencion de obtener un perfil deseado de nutrientes a un costo minimo. El perfil nutricional se usa en
base a observaciones de campo o investigaciones que evalian la funciéon productiva econémicamente
importante como ganancia de peso, conversion alimenticia, incremento de la carne de la pechuga, pero no
la inmunidad ni la resistencia a enfermedades. Aunque el balance de nutrientes esta involucrado
directamente en optimizar las funciones productivas, la variacidon en sus niveles puede tener un impacto
substancial en sistemas celulares, como la inmunidad (Kidd, 2004).

Con el incremento continuo de la importancia econémica del pollo para engorda, es necesario comprender
mejor el funcionamiento y desarrollo del sistema inmunolégico de estas aves. Este conocimiento tendra
aplicacion directa en los programas de crianza, los cuales incluyen la seleccion de inmunocompetencia y
alta resistencia a enfermedades, esto para cumplir con las demandas modernas de produccion intensiva de
pollo. Aunque la informacion actual sobre la inmunologia basica del pollo es limitada (Erf, 2004).

La base proteica de las dietas para gallinas ponedoras en México, descansa fundamentalmente en harina
de pescado de produccioén local, la que contiene aproximadamente 66 a 68% de proteina de alta calidad y
8 a 10% de grasa. Los principales componentes energéticos de estas dietas son el maiz, otros cereales y
subproductos de molienda y fuentes de grasas (98% de lipidos) compuestas de proporciones variables de
aceites marinos y vegetales, subproductos de la industria aceitera (Ramirez, 2008).
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Los recursos marinos tienen gran importancia como fuente de alimentacion para el ser humano, existen
muchas especies que no son utilizadas masivamente en la industria de los alimentos. Este es el caso de los
cefaldopodos, como el calamar (Dosidicus gigas) (HC) que se presentan con potencial para la elaboracién de
productos que sean por una parte atractivos para los consumidores, incentivando el consumo de alimentos
de origen marino; y por otra parte, una alternativa rentable para la industria alimenticia (Ramirez, 2008) .

Los cefalépodos tales como las jibias 6 calamares, sepias y pulpos representan para algunos paises
recursos con grandes posibilidades de expansion en uso y procesamiento. Hasta 1980 los calamares
constituian solo un recurso menor y escaso, el calamar se usaba como carnada para peces y algunas veces
para la elaboracion de conservas como calamares en su tinta (Alejo, 2001).

El calamar es un recurso altamente proteico por lo que su caracterizacion desde el punto de vista funcional
se hace indispensable, sobretodo su carne es muy apreciada (Alejo, 2001; Ramirez, 2008).

Bajo esta perspectiva el calamar Dosidicus gigas podria ser una buena alternativa para la alimentacién en
la industria avicola.

El presente trabajo forma parte de un proyecto global para el manejo de los productos de la industria
alimentaria, con el fin de aumentar su aprovechamiento y conocer la modificaciéon quimica de la carne en la
adicion a las dietas de los pollos la harina de calamar Dosidicus gigas.

Material y Métodos

El trabajo se realizé en la localidad de San Miguel Topilejo, situado en el Municipio de Tlalpan, D.F., a 2700
msnm, con la finalidad de evaluar la adicién de la HC en la dieta para pollos de engorda. Se utilizaron 200
pollos de engorda de la estirpe Ross x Ross 308 de 0 a 49 dias de edad, en un disefio completamente al
azar en pisos de cemento, en cuatro tratamientos y cinco repeticiones de 10 pollos (mitad hembras y mitad
machos) cada una en un arreglo factorial de 2 X 3, donde un factor fue el sexo (macho o hembra) y el otro
fue el nivel de inclusion de harina de clamar a 0, 1.67, 3.34 y 5.01 %; las dietas fueron elaboradas a base
de Sorgo y Pasta de Soya para iniciacién crecimiento y finalizacién (Cuadros 1, 2 y 3). Las aves fueron
vacunadas contra la enfermedad de Newcastle a los 5 y 30 dias de edad, bronquitis a los 14 y viruela aviar
alos 28.

Al final del experimento, se peso la bolsa de Fabricio y se tomaron muestras de sangre de las aves de cada
tratamiento (5 hembras y 5 machos), para evaluar titulos de anticuerpos para Newcastle (NC), asi como el
conteo de células plasmaticas.

Los datos obtenidos, se analizaron con el GLM del SAS Institute (1996), las pruebas de las medias se
realizaron mediante la prueba de Tukey, utilizando el siguiente modelo:

Yis = 1+ Sis L+ (S°L) i+ En

Donde:

Yik = Valor de la variable de respuesta (Titulacién de Anticuerpos para NC e IA, numero de células
plasmaticas, peso de la bolsa de fabricio) correspondiente al i-ésimo nivel de h de calamar (Pi) y al j-ésimo
sexo (Aj) en la k-ésima repeticion.

p= Media general poblacional para titulacion de anticuerpos para NC e IA, numero de células plasmaticas,
peso de la bolsa de fabricio

Pi = Efecto del i-ésimo nivel de harina de calamar.

A, = Efecto del j-ésimo sexo, hembra o macho.

(P*A) ;= Efecto de la interaccién del i-ésimo nivel de harina de calamar y del j- ésimo sexo hembra é macho.
Eijx = Error experimental, asociado a cada una de las observaciones.

Resultados
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No hubo diferencias significativas (P>0.05) para el peso de la bolsa de Fabricio, (Cuadro 4, Grafica 1), sin
embargo numéricamente el peso de la bolsa de los machos es mayor a la de las hembras asi como el nivel
de 3.34% de HC fue mayor. La titulacion de anticuerpos para Newcastle e Influenza Aviar no tuvo diferencias
significativas (P>0.05), y similar a la bolsa de Fabricio el nivel con 3.34 % de HC fue mayor (Grafica 2), no
obstante sin HC las hembras tienen un titulo mayor de anticuerpos (Grafica 3).

En el conteo de células plasmaticas, para linfocitos los machos tuvieron un mayor niumero (P<0.05) que las
hembras (Cuadro 6). Para el conteo de leucocitos el nivel de 5.01% de HC fue mayor (P<0.05) a todos los
tratamientos (Cuadro 5). En neutrdfilos, eosindfilos, basofilos y monocitos no hubo diferencias significativas
(P>0.05) (Cuadros 7, 8,9y 10).

Discusion

En los resultados obtenidos, podemos observar que a pesar de no haber existido diferentas significativas
(P>0.05), numéricamente los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle e Influenza Aviar,
fueron mayores con el nivel de 3.34 % de HC asi como el peso de la bolsa de Fabricio 6rgano inmunolégico
importante en la produccion de anticuerpos lo que nos indica que la inclusion de HC puede aumentar la
respuesta del sistema inmunolégico de las aves. Para el conteo de células plasmaticas, solo existio
diferencia (P<0.05) en linfocitos para machos y en leucocitos con el nivel de 5.01%. Los datos obtenidos en
este experimento, nos indican que la inclusién de HC en las dietas para pollos de engorda, no incrementan
estadisticamente los niveles de anticuerpos, para linfocitos y leucocitos los valores son mayores que el
testigo. Esto es un dato importante, ya que puede obtener el ave una mayor proteccion a partir de linfocitos
y un incremento de leucocitos con la HC, importante en el caso de sistemas de produccion en valles altos
como el Valle de México donde las crianzas son arriba de 1200 msnm, que puede ayudar a disminuir el
problema del Sindrome Ascitico (Arce y et al 2002), donde las aves requieren de una mayor oxigenacion
para contrarrestar el problema ocasionado por deficiencias en el aparato respiratorio y cardiovascular. Por
otra parte, este estudio puede dar inicio a buscar ingredientes para la alimentacion de las aves que ayuden
a promover su salud y eficiencia productiva, pues no existen datos acerca de la inclusion de la HC en dietas
para aves.

Conclusiones

1. No hubo diferencias en los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de Newcastle, ni en el peso de la
bolsa de Fabricio.

2. Los machos incrementaron el nimero de linfocitos

3. El conteo de leucocitos se incremento al adicionar la HC.
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Cuadro 1.- Dieta experimental de Iniciacion (del 1° al 10° dia).
Iniciacién (del 1° al 10° dia)
| Ingredientes 0% | 1.67% | 3.34% | 5.01%
Sorgo 56.42| 56.42| 56.42| 56.43
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Pasta de soya | 33.77 32.1| 30.43| 28.76
Aceite de soya 4.55 4.55 4.55 4.55
H.de calamar 0 1.67 3.34 5
Sal 0.4 0.4 0.4 0.4
CarbonatoCa 1.12 1.12 1.12 1.12
Ortofos. Ca 1.83 1.83 1.83 1.83
L-Lisina HCL 0.4 0.4 0.4 0.4
DI-metionina 0.4 0.4 0.4 04
L-treonina 0.2 0.2 0.2 0.2
Cl-Colina 0.5 0.5 0.5 0.5
Minerales 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitaminas 0.25 0.25 0.25 0.25
Coccidost. 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidante 0.01 0.01 0.01 0.01
Pigmento 0 0 0 0
Total 100 100 100 100
Analisis Calculado
EM (Mcal) 3.025| 3.025| 3.025| 3.025
PC (%) 20 20 20 20
Calcio (%) 1.05 1.05 1.05 1.05
Fosforo (%) 0.05| 0.05] 0.05] 0.05
Lisina (%) 143 1.43] 1.43] 143
Metionina (%) | 0.6936 | 0.6936 | 0.6936 | 0.6936
Met-Cist (%) 1.07 1.07 1.07 1.07
Treonina (%) 0.94 0.94 0.94 0.94
Colina (%) 0.005| 0.005| 0.005| 0.005
Cuadro 2.- Dietas experimentales de Crecimiento (del 11 al dia 24).
Crecimiento (del 11 al dia 24)
0% | 1.67%| 3.34%| 5.01%
Sorgo 61.04 61.04 61.04 61.04
Pasta de soya 28.47 26.8 25.13 23.46
Aceite de soya 5.71 5.71 5.71 5.71
H.de calamar 0 1.67 3.34 5.01
Sal 04 04 0.4 04
CarbonatoCa 0.93 0.93 0.93 0.93
Ortofos. Ca 1.64 1.64 1.64 1.64
L-Lisina HCL 0.35 0.35 0.35 0.35
DI-metionina 0.34 0.34 0.34 0.34
L-treonina 0.17 0.17 0.17 0.17
Cl-Colina 0.5 0.5 0.5 0.5
Minerales 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitaminas 0.25 0.25 0.25 0.25
Coccidost. 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidante 0.01 0.01 0.01 0.01
Pigmento 0.045 0.045 0.045 0.045
Total 100.005 | 100.005 | 100.005 | 100.005
Analisis Calculado
EM (Mcal) 3.15 3.15 3.15 3.15
PC (%) 18 18 18 18
Calcio (%) 0.9 0.9 0.9 0.9
Fésforo (%) 0.45 0.45 0.45 0.45
Lisina (%) 1.24 1.24 1.24 1.24
Metionina (%) 0.609 0.609 0.609 0.609
Met-Cist (%) 0.95 0.95 0.95 0.95
Treonina (%) 0.83 0.83 0.83 0.83
Colina (%) 0.005 0.005 0.005 0.005
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Cuadro 3.- Dietas experimentales de Finalizacion (del 25 al dia 49).

Finalizacién (del 25 al dia 49)

0% | 1.67% | 3.34% | 5.01%
Sorgo 64.63| 64.69| 64.68| 64.69
Pasta de soya 25.57 23.9| 22.24| 20.56
Aceite de soya 5.76 5.7 5.7 5.7
H.de calamar 0 1.67 3.34 5.01
Sal 04 0.4 0.4 0.4
CarbonatoCa 0.91 0.91 0.91 0.91
Ortofos. Ca 1.52 1.52 1.52 1.52
L-Lisina HCL 0.24 0.24 0.24 0.24
DI-metionina 0.25 0.25 0.25 0.25
L-treonina 0.1 0.1 0.1 0.1
Cl-Colina 0.16 0.16 0.16 0.16
Minerales 0.1 0.1 0.1 0.1
Vitaminas 0.25 0.25 0.25 0.25
Coccidost. 0.05 0.05 0.05 0.05
Antioxidante 0.01 0.01 0.01 0.01
Pigmento 0.05 0.05 0.05 0.05
Total 100 100 100 100
Analisis Calculado
EM (Mcal) 3.2 3.2 3.2 3.2
PC (%) 17 17 17 17
Calcio (%) 0.85 0.85 0.85 0.85
Fésforo (%) 0.42 0.42 0.42 0.42
Lisina (%) 1.06 1.06 1.06 1.06
Metionina (%) 0.5 0.5 0.5 0.5
Met-Cist (%) 0.83 0.83 0.83 0.83
Treonina (%) 0.72 0.72 0.72 0.72
Colina (%) 0.0016 | 0.0016 | 0.0016 | 0.0016

Cuadro 4.- Peso promedio de la bolsa de Fabricio en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles
de harina de calamar (Dosidicus gigas).

Cuadro 5.- Numero de Leucocitos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina de

Harina de HEMBRAS MACHOS Promedio
calamar (%)
0 3.2+0.702 5.3+1.049 4.27 £ 0.739
1.67 417 +0.133 | 5.63+0.606 | 4.90 +0.430
3.34 41+0.872 6.37 £+ 1.317 | 5.23 £0.869
5.01 4.0+0.208 5.63+0.676 | 4.81+0.483
Promedio 3.87 £ 0.271 5.74 £ 0.423

Calamar (Dosidicus gigas)

Leucocitos
HC 0 % HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras | 320002 +1154.7 | 32333.32 +3844.2 | 34666.72 £+3382.9 | 41666.72 +3844.2 35166.7°
1816.7
Machos | 33666.72 £+881.9 ] 340002+1527.5 360002 +2616.6 390002 +1000 35666.7° £
940.12
Promedio] 32833.33" + 749 | 33166.72*+1887.0 | 35333.32* + 909.0 ] 40333.32+ 873.8

Ndmero de Leucocitos expresados por mm?
a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)
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Cuadro 6.- Porcentaje de Linfocitos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina de

Calamar (Dosidicus gigas)

Linfocitos
HC 0 % HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras 68% + 1.5 77% £3.5 74.7%° £5.2 57.72+8.2 69.33"
3.17
Machos 69% +3.0 76.7%* +0.9 78.3% +3.8 812 +4 76.25%
1.91
Promedio 68.52+1.5 76.832 1.6 76.52+ 3.0 69.321+ 6.6

a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)

Cuadro 7.- Porcentaje de Monocitos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina de
Calamar (Dosidicus gigas)

Monocitos
HC 0 % HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras 42+0.6 2.72+0.7 5.0°+0.6 2.32+0.9 3.5+ 0.43
Machos 32+0.6 432+1.4 2.72+0.7 22+0.6 3.0°%0.5
Promedio 3.52+0.4 3.52+0.8 3.82+£0.6 2.22+£0.5

a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)

Cuadro 8.- Porcentaje de Neutrofilos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina
de Calamar (Dosidicus gigas)

Neutrofilos
HC 0% HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras | 18.332°+2.6 | 15.672*+2.7 18.33%°+ 5.3 32.32+74 121.22 £2.9
Machos 22.7% +1 .4 17.02° +1.0 14° +1 13.0°+1.5 16.7° &
1.25
Promedio 20.5°+1.6 16.332+1.3 16.22+ 2.6 22.72+55

a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)

Cuadro 9.- Porcentaje de Eosindfilos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina
de Calamar (Dosidicus gigas)

Eosinodfilos
HC 0 % HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras 82 +1.15 3.72+0.3 3.32+1.8 5.72 +2.18 5.22 £ 0.91
Machos 312 +0.6 1.72+1.2 4.32+1.8 3.7 +1.8 3.22+0.7
Promedio 5.52+1.25 2.7°+£0.7 3.82+1.2 4.7°+1.3

a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)
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Cuadro 10.- Porcentaje de Basofilos en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de Harina de

Calamar (Dosidicus gigas)

Basofilos
HC 0% HC 1.67 % HC 3.34 % HC 5.01% Promedio
Hembras 1.32+0.9 2.72 +0.7 1.62+0.9 2.02 +0.6 1.9+ 0.3
Machos 2.332+0.9 0.332+0.33 0.72 +0.7 0.32+0.3 0.9°+0.3
Promedio 1.832 £ 0.6 1.5+ 0.6 1.2220.5 122+ 0.5

a, b/ Medias con diferente literal comparadas por columna y fila son diferentes (P<0.05)

Cuadro 11.- Parametros productivos obtenidos de pollos de engorda alimentados con diferentes niveles

de Harina de Calamar (Dosidicus gigas), de 0 a 49 dias de edad.

Harina de Calamar Consumo de Peso () Conversion
(%) Alimento (g) Alimenticia

0 % 5282 2798 1.89

1.67 % 5425 2737 1.98

3.34 % 5052 2418 2.01

5.01 % 5003 2685 1.85

Nota: No se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

Grafica 1.- Peso promedio de la bolsa de Fabricio en pollos de engorda alimentados con diferentes niveles

de harina de calamar (Dosidicus gigas).

Peso de la Bolsa de Fabricio

el \achos

Hembras

Tratamientos
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Grafica 2.- Titulacion promedio de anticuerpos para Newcastle (NC) en pollos de engorda alimentados con
diferentes niveles de harina de calamar (Dosidicus gigas).
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Grafica 3.- Titulacion promedio de anticuerpos para influenza Aviar (1A) en pollos de engorda alimentados
con diferentes niveles de harina de calamar (Dosidicus gigas).
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Grafica 4.- Relacién entre el peso de la bolsa de Fabricio y la Titulacidén de anticuerpos para IA y NC.
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El bienestar en la avicultura, lecciones de la comunidad econdmica
europea

Ariel Ortiz Muiiz, Fernando Ingalls Herrera y Veronica Lozano Mejia.
PAPIME PE-300606 DGAPA, Departamento de Ciencias Pecuarias,
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional Autonoma de México

Resumen

En este trabajo se revisa, el concepto de bienestar animal. Este es un concepto complejo y no se
puede aplicar una unica escala de medida del bienestar en la produccién de aves. Una valoracién
aproximada del bienestar de las aves requiere el empleo de diferentes medidas de caracter
fisiolégico, de comportamiento, de productividad y de calidad del producto que se obtiene (carne o
huevo). Desde el punto de analisis de la produccion, sabemos que el objetivo de la empresa avicola
es la obtencion de una alta produccién y de la maxima calidad para alcanzar el éptimo beneficio
economico pero hay presiones de los grupos activistas y consumidores para mejorar las
condiciones en que se explotan las aves. La pregunta basica de este trabajo es: ; Como se equilibra
una produccion avicola rentable con el bienestar de las aves? Los resultados del trabajo presentan
algunas respuestas a esta pregunta.

Palabras clave: Produccion avicola, calidad, huevo, carne, alimento

Introduccion

El bienestar animal es una ciencia transdisciplinar desarrollandose en este momento aunque, el
interés del hombre por el buen trato a los animales es muy antiguo. Existen numerosos ejemplos
del gran valor y la veneracion del hombre por los animales, plasmados en las pinturas encontradas
donde se muestran de diversas maneras como el hombre primitivo se relacionaba con los animales.
Mahatma Gandhi, se refirié al bienestar animal cuando decia “que la grandeza de una nacién y su
progreso moral deben ser medidos en funcién de como tratemos a los animales”. En la actualidad
se percibe un inusitado interés por el bienestar animal, el ser humano se empieza a dar cuenta del
valor intrinseco que tiene mejorar las condiciones de vida de los animales domésticos.

Las condiciones de explotacién impuestas han sido duras y exigentes, hasta llegar a las décadas
pasadas donde la intensificacion de la produccién produjo modificaciones de las caracteristicas
genéticas Yy fisiologicas de los animales, dando lugar a situaciones de estrés debidas a reajustes
en sus capacidades fisioldgicas y de conducta, manifestadas por enfermedades y alteraciones del
comportamiento, de las cuales Enfermedad de Marek en ponedoras vy el Sindrome de Ascitis en
pollo de engorda son ejemplos perfectos. Las técnicas de produccién animal han sometido a los
animales a restricciones de espacio, en jaulas de reducidas dimensiones, en las cuales son
incapaces de poner en marcha gran parte de su repertorio de comportamientos. Podriamos decir
que los nuevos factores ambientales debidos al confinamiento de los animales en las granjas de
produccion, producen efectos no deseados en los animales al superar a los sistemas de control de
los individuos pudiendo causar estrés, miedo, ansiedad, enfermedad y frustracion. Estas
situaciones, en condiciones extremas, son causantes de sufrimiento en los animales.
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Concluyendo de manera a priori, que no se ha equilibrado la relacion beneficio-bienestar en los
procesos productivos y esto tiene que ver con una cultura que no contempla los aspectos biéticos
en la forma de obtener productos avicolas.

Desarrollo

Los estados de sufrimiento y satisfaccion de los animales no pueden ser medidos directamente,
pero si evaluables mediante la observacion de las manifestaciones que los animales emiten como
respuesta a diferentes estimulos. En este sentido los principales indicadores de sufrimiento o
satisfaccion son el estado de salud, el nivel de produccién y el comportamiento; aunque son buenos
indicadores, no siempre el buen estado de salud y una alta productividad son sinénimos de
bienestar.

Los estimulos o agentes causantes del bienestar se deben buscar en el medio fisico, el social y el
entorno que rodea al animal. Entre los mas destacados encontramos: el alojamiento, la
disponibilidad de espacio, el tamafo del grupo social, la periodicidad de cambio dentro del grupo,
las condiciones ambientales y la mala relacion hombre-animal, esta ultima causante de la mayor
parte del sufrimiento de los animales y expresada en el cuadro 1.

Cuadro 1. Cualidades en la relacion hombre-animal

IGNORANCIA No saber qué hacer

INEXPERIENCIA Saber qué hacer pero no como
hacerlo

INCOMPETENCIA Inhabilidad o impericia para hacerlo

INCONSIDERACION Hacerlo sin cuidado

Tomado de: Herranz HA; et al. (2003). Bienestar Animal. Ed. M.A.P.A.,
12. ed. , Madrid, Espana pp.14

El concepto de bienestar animal es un concepto complejo en el que no se puede aplicar una unica
escala de medida del bienestar de los animales, sino que hay que abarcar aspectos muy diferentes,
por lo que es necesario aplicar la investigacion transdisciplinar. Una valoracion bastante
aproximada del bienestar de los animales requiere el empleo de una gran cantidad de medidas de
caracter fisiolégico, comportamiento y de calidad de la carne. Broom describidé las principales
medidas que pueden ser empleadas para medir el bienestar de los animales sometidos a transporte
0 a manejo, ver cuadro 2.
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Cuadro 2. Medidas de bienestar. Modificado de Broom (2000
INDICADORES FISIOLOGICOS INDICADORES

COMPORTAMIENTO
Indicadores fisioldgicos de placer Comportamiento de placer
En qué medida se producen los procesos | Grado de expresion de comportamientos
fisiolégicos y de desarrollo anatdomico | normales

normales

Modificacion Fisiologica Expresion de una variedad de
comportamientos normales

Inmunosupresion Supresion de comportamientos normales

Prevalencia de enfermedades Expresion de comportamientos normales

Cambios cerebrales (como aquellos que | Modificacion del comportamiento
indican autonarcotizacion)

Presencia de lesiones corporales Patologia del comportamiento
Reduccion de la capacidad de
reproduccion

y crecimiento

Reduccion de la expectativa de vida
Tomado de: Herranz HA; et al.(2003). Bienestar Animal. Ed. M.A.P.A., 12 ed., Madrid,
Espana pp.21

Por otra parte los comportamientos anormales son aquellos que se diferencian en el modelo,
frecuencia o contexto de los que presentan la mayoria de los miembros de la especie cuando estan
en un entorno que les permite expresar un amplio rango de comportamientos, ver cuadro 3.

Cuadro 3. Comportamientos Anormales Indicadores de Bajo Nivel de Bienestar

Estereotipias Comportamientos repetitivos con una secuencia
relativamente invariable de movimientos que no tienen
un propdsito obvio
Lamido Excesivo o incluso ingestion de pelo, lana o plumas
Mordeduras (Picado) Persistentes de orejas, colas, alas o heridas corporales
de otros animales

A falta de en su momento de otro marco mas significativo, en la Uniéon Europea se partio de los
cinco factores que el Consejo de Bienestar de los Animales de Granja Britanico, redefinié en 1992
como las “Cinco Libertades” y que habian sido previamente establecidas en 1979, ver cuadro 4.

Cuadro 4. Cinco Libertades de los animales de granja*

Consisten en que el animal debe estar libre de:

1.- HAMBRE Y SED

2. INCOMODIDAD Y MALESTAR

3. DOLOR, LESIONES Y ENFERMEDADES

4. EXPRESAR UN PATRON DE COMPORTAMIENTO NORMAL

5. MIEDOS Y ANGUSTIAS

*Cinco aspectos que el Consejo de Bienestar de los Animales de
Granja Britanico, redefinio en 1992 como las “Cinco Libertades”
(freedoms) y que habian sido previamente en 1979 establecidas por
este Gobierno como los requerimientos en bienestar animal (FAWC,
1992).
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El bienestar animal también debe ser considerado desde el punto de vista de la calidad de los
productos obtenidos, asi por ejemplo se muestran en el cuadro 5, algunas practicas de manejo que
afectan la calidad de la carne.

Cuadro 5. Practicas de Manejo que afectan la Calidad de la Carne
Mortalidad debida a estrés por calor

Rotura y dislocacién de huesos por golpes
Lesiones en piel y posibles septicemias
Aparicion de hematomas por traumatismos (golpes, mordeduras, etc.)
Disminucion de glucégeno por periodos de ayuno prolongado
Disminucion de glucogeno por exceso de ejercicio
Elevacion del ph final por transporte a largas distancias
Aparicién de carnes PSE por insuficiente periodo de descanso antes del
sacrificio
Incremento de presencia de salmonelas en heces por estrés emocional

En Cuanto al bienestar de las aves de postura, la Unién Europea es pionera y un aspecto importante
es el dictamen del Comité Cientifico Veterinario que concluia con 22 puntos, apoyados
fundamentalmente en consideraciones sobre el bienestar de las aves y dejando en segundo plano
otros aspectos relacionados (como manejo, costos de produccion, sanidad o aspectos
medioambientales) (Cuadro 6).

En cuanto al pollo de engorda hay que reconocer que en ocasiones, el relacionar un adecuado
bienestar con buenos parametros de produccion, no es totalmente cierto por cuando los avicultores
se han fijado mas en la rentabilidad que en el bienestar de sus aves.

Por otra parte, el estado fisiolégico de las aves y su propio comportamiento social también son
indicadores de su grado de bienestar, por mas que en esto ultimo tendriamos que contar con la
interaccidon que representa el tamafio del grupo, que en los ultimos anos ha ido aumentando en las
granjas (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Dictamen del Comité Cientifico Veterinario con respecto al bienestar de las gallinas de postura

Las ponedoras deben tener acceso al menos diario a comida y al agua en todo momento

Las ponedoras deben tener la proteccién adecuada contra predadores y condiciones climaticas extremas

Las gallinas tienen una fuerte preferencia por poner los huevos en un nido y estan altamente motivadas para desarrollar un
comportamiento de nidificacion

Las gallinas tienen una fuerte preferencia por un suelo con yacija para picotear, escarbar y darse bafios de arena. Cuando se provea
de yacija, este debe mantenerse en condicion friable. La provisiéon de yacija puede reducir el riesgo de picaje de plumas

Las gallinas tienen una fuerte preferencia por aselarse (subirse a una percha 0 aseladero), especialmente durante la noche. Si se
provee de perchas son generalmente bien usadas y contribuyen a la fortaleza de los huesos. Los huesos fuertes disminuyen el
riesgo de roturas, especialmente cuando las gallinas son extraidas del alojamiento y trasladadas

Todos los recursos deberian proveerse en cantidad suficiente y con la adecuada distribuciéon en el sistema para minimizar la
competencia. Tales recursos deberian disefiarse y proveerse de acuerdo con el sistema de manejo, la experiencia previa y la estirpe
de ave

La luz debe ser suficiente para permitir comportamientos que las aves estan altamente motivadas a desarrollar. Dado que la variedad
de comportamientos que muestran en la oscuridad es limitada, debe proveerse de un periodo de luz adecuado cada dia. No hay
evidencia cientifica de que la luz del dia sea necesaria para el bienestar de las aves.

Las gallinas han sido seleccionadas principalmente para estar alojadas en jaulas en bateria. Deberia haber una seleccion de estirpes
mejor adaptadas a otros sistemas

Los sistemas actuales de jaula en bateria proporcionan un medio monétono a las aves. Las ventajas e inconvenientes de la jaula
en bateria respecto del bienestar de las aves.

10

Para mantener las ventajas de las jaulas y superar la mayoria de las deficiencias de comportamiento las jaulas modificadas
enriguecidas estan mostrando un buen potencial en relacién al bienestar y a la produccién

11

Los sistemas de alojamiento como los aviarios, aseladeros, foso profundo o al aire libre ofrecen varios grados de enriquecimiento

12

Todo corte de picos, el actual sistema principal de control del picaje y canibalismo, debe ser prohibido tan pronto como sea posible,
ya que causa dolor durante y tras la operacion. Sin embargo, mientras se siga autorizndo,el corte en adultos es inaceptable y
solamente debe ser autorizado en edad temprana. Deben buscarse sistemas alternativos, métodos de manejo y estirpes de aves
que eviten el canibalismo

13

Es dificil establecer conclusiones firmes sobre los requerimientos de espacio para las aves, ya que varian segun los recursos que
se incorporen en el espacio y segun el tamafio de grupo. Las aves solas necesitan mas espacio para determinadas actividades que
los 450 cm? POR AVE QUE ACTUALMENTE SE REQUIERE EN BATERIAS. Cuando las aves se alojan en grupos pueden compartir
espacio para comportamientos que les ocupan una pequefa proporcion de tiempo.

14

Las jaulas para gallinas ponedoras deberian disponer ded un frente de jaula de apertura total o un sistema equivalente en cualquier
otra parte de la jaula. Para cuatro pisos de jaula o mas, debe disponerse de una pasarela u otro sistema aprobado que permita la
inspeccioén de las jaulas superiores y facilite el vaciado de las aves de dichas jaulas. Deben implantarse métodos para mejorar la
inspeccién de los pisos de jaulas inferiores.

15

En sistemas que permitan a las aves el acceso0 al exterior, los edificios tendran un area de salida adecuada por ave repartida a lo
largo de la longitud de la nave. Las aves en estos sistemas deberian tener acceso a vegetacion, refugio y sombra fuera del edificio.
El acceso y la densidad en la zona de pasto deberia escogerse de acuerdo con el tipo de suelo, el clima y el manejo del pasto.

16

Los niveles de polvo, la concentracion de amoniaco y su emisién son menores en los sistemas de jaulas en bateria con una retirada
frecuente del estiércol.

17

Las concentraciones y emisiones de amoniaco en los sistemas de alojamiento con yacija son generalmente mayores que en las
jaulas en bateria pero pueden ser reducidos efectivamente por las mas recientes técnicas.

18

Las aves en todos los sistemas de alojamiento deben ser atendidas solo por personal formado y con experiencia en el sistema de
manejo empleado. En orden a proteger su bienestar, las aves y cualquier equipamiento del que dependa su bienestar deberan ser
inspeccionados concienzudamente al menos dos veces al dia

19

En algunos estudios, la producciéon de huevos en sistemas alternativos a la jaula en bateria es tan buena como en las jaulas. Sin
embargo, en el actual estado de desarrollo, los costos de produccion, requerimientos de mano de obra y el grado de destreza en el
manejo y la supervision veterinaria son todos mayores en los sistemas alternativos. Se estima que todos estos requerimientos
podrian implicar un sobreprecio en el huevo variable entre 10 y 50% (dependiendo del sistema) por encima del precio del huevo en
jaula, para hacer estos sistemas econémicamente viables

20

En algunos paises hay un fuerte incremento de las ventas de huevos alternativos a la jaula, lo que demuestras que un pequefio
pero creciente numero de consumidores esté preparado para pagar un sobreprecio. La conciencia publica sobre el bienestar animal
y las estrategias de comercializacién han influido en esto

21

Los elevados estandares de bienestar de las ponedoras solo pueden ser implementados y sostenidos en la Uniéon Europea si el
mercado comunitario se protege contra las importaciones de huevos provenientes de paises terceros con menores requerimientos

22

La investigacion aplicada sobre el bienestar de las aves se ha desarrollado durante un periodo relativamente corto de tiempo.
Algunas desventajas de los sistemas alternativos deberian superarse durante los experimentos practicos de los sistemas existe ntes
bajo condiciones comerciales. Otros problemas, especialmente el fundamental del picaje de plumas y el canibalismo, necesitan de
mayor investigacion
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Cuadro 7. Indicadores del bienestar de pollo de engorda y reproductores

Categoria Criterio [ Manifestacion ]

NORMAL
Comportamiento > ‘

ANORMAL

Bienestar bueno

NORMAL

Estado fisiologico
ALTERADO

BUENO

MALO

Bienestar malo

BUENA

ESCAS

Discusion
No existe un consenso internacional sobre el papel del bienestar animal y las medidas establecidas
en la Union Europea no pueden compararse facilmente con las normas de otros paises e incluso
ahi ya se estan cuestionando factores como la competitividad por el aumento de aproximadamente
30% en los costos. Una de las razones es la dificultad para definir con precision los efectos del
bienestar de los animales en la sanidad animal y en la seguridad alimentaria y ya se han reportado
aumentos en la incidencia de enfermedades parasitarias y salmonelosis en las aves explotadas en
piso. Actualmente, se esta revisando a escala mundial el enfoque cientifico del bienestar animal
con el fin de evaluar de qué modo esta determinado por factores éticos y culturales. No obstante,
esta claro que hay una tendencia creciente a mejorar las normas, impulsada sobre todo por las
exigencias de los grupos politicos y los consumidores. También es compleja la cuestién de las
desventajas en materia de competencia causadas por disparidades en las medidas en los
diferentes paises. Los datos disponibles indican que es muy probable que surjan distorsiones de la
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competencia en los métodos de produccion agricola mas intensivos, especialmente la avicultura
comercial.

También es importante tomar en cuenta que el aumento en los costos repercutiria en los consumos
de huevo y carne de pollo y por lo tanto la nutricién de los grupos de mas bajos ingresos en los
paises en desarrollo como México.

Conclusion

Es necesario realizar mas investigacion transdisciplinar que lleve a tener indices que permitan
hacer una evaluacién del bienestar animal en las aves de postura y engorda que considere
bienestar, economia y productividad. Sobre todo que las decisiones sean tomadas por los Médicos
Veterinarios y los productores y no los grupos politicos que desconocen los aspectos practicos de
la produccion y que son los que han presionado para la legislacion y normatividad del Bienestar
Animal, tanto en la Union Europea como en Canada y los EUA.

También podemos afirmar que el bienestar animal es un concepto complejo cuya valoraciéon
precisa del conocimiento de los aspectos productivos y de la evaluacion del comportamiento
animal, que es el que nos proporciona informacion del estado subjetivo de las aves Es claro que
los avances en los sistemas de produccién animal han permitido reducir los costos para la industria.
Sin embargo, las demandas de un trato bioético y humanitario, muchas veces hacen que esos
costos aumenten. En México estamos lejos de tener pautas sobre la importancia del bienestar
animal en general y en particular en la produccion avicola pero debemos estar preparados para
que no nos los impongan de fuera como en la CEE.
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Factores de riesgo relacionados con tiempo de retiro de agua y
alimento, captura, transporte y espera sobre la mortalidad de pollos
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Manzanillo. Tecoman, Colima. 28100.
2Universidad Autonoma Metropolitana — Departamento de Produccion Agricola y Animal. Unidad
Xochimilco.

Resumen

Se evaluo los factores de riesgo relacionados con el tiempo asociado a la tasa de mortalidad que
se producen entre la captura y el sacrificio de las cargas de pollos de engorda sacrificados en
plantas de procesamiento de México. Las variables se dividieron en 2 categorias: el agua y el
tiempo de retiro de alimentos: <8 h, y> 8 h, la captura y carga: <20 km> 20 km, el tiempo de
transporte: <45 min y> 45 minutos, el tiempo de espera en andén: < 30 min y > 30 min. Se utilizé
una regresion logistica. Ninguna de las variables que resultaron ser significativamente asociada
(P> 0,05) con la mortalidad de aves en todas las categorias en estudio. La tasa de mortalidad media
fue de 1,63%, que oscila entre 1,56% en el ayuno de alimento de menos de 12 horas y de 1,69%
en las aves carecen de agua mas de 8 horas. Los moretones causados por la inexperiencia de
algunos trabajadores explica la mayor parte de las pérdidas de aves registradas. Se concluye que
el tiempo de retiro del agua y alimento, captura, carga, transporte y la espera en andén no tiene
ningun efecto sobre la mortalidad de los pollos de engorda. Por lo que, los intentos de reducir las

pérdidas se realiza en torno a una serie de medidas para mejorar las practicas de captura.

Palabras clave: Captura, transporte, andén, mortalidad.

Abstract

The time related risk factors associated with the mortality rate occurring between catching and
slaughtering of broiler loads slaughtered in Mexican processing plant were studied. Variables under
study were divided into 2 categories: water and feed withdrawal time: <8 h and > 8 h, catching and
loading: < 20 km and > 20 km, transport time: < 45 min and > 45 min, lairage time: < 30 min and >
30 min. For each of these categories, the number of broilers transported and the number of broilers
that died during transport was ascertained, and the percentage of transport deaths of the total
number of broilers transported was calculated. Logistic Regression procedure was used. None of
the variables were shown to be significantly associated (P>0.05) with bird mortality in all the
categories under study. Average mortality rate was 1.63% ranging between 1.56% in bird deprived

of feed less than 12 hours and 1.69% in bird deprived of water more than 8 hours. Bruises caused
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by unexperience of some catchers explained most of the bird losses recorded. It can be concluded
that time of water and feed withdrawal, catching, loading, transport and lairage has no effect on
broiler mortality. Thus, attempts to reduce losses in broilers be done by focusing on a achieving a
set of recommended catching practices.

Key words: catching, transport, lairage, mortality.

Introduccion

Antes del sacrificio, los pollos son sometidos a una serie de practicas en el ultimo dia de su vida.
Las aves se les retira la alimentacion para reducir la contaminacion fecal, la captura, carga en las
jaulas o contenedores, son transportadas a la planta procesadora que pueden estar situadas cerca
o lejos de la granja, y permanecer en una zona de espera. Estas practicas pueden incluso llevar a
contusiones y la mortalidad de pollos de engorde entre la captura y sacrificio, la llamada muerte a
su llegada (DOA)'2. La tasa de mortalidad en las aves de engorda (especialmente en pollos)
asociados con el transporte al rastro y el manejo previo al sacrificio ha sido investigado por
numerosos autores. Nijdam et al' informé el porcentaje medio de las aves muertas a la llegada
(DOA) a plantas de procesamiento en el 0,46%, Gregory y Austin® encontraron un 0,19% de las
aves muertas a la llegada a las instalaciones de la planta procesadora y Vecerek et al* encontrado

DOA de 0,247% para pollos de carne en la Republica Checa.

Segun la literatura, algunos de los factores en relacion con el porcentaje de tiempo que DOA
influencia son la alimentacion y retiro del agua, el tiempo de transporte ° 67, el tiempo de espera en
andén®. Warriss et al ® encontré que para los viajes de duracion inferior a 4 horas, la prevalencia
de aves muertas fue 0,156%, mientras que para viajes mas largos (hasta 9 h), fue 0,283%, un
aumento de alrededor del 80%. En un estudio similar, Petracci et al " encontré que un menor tiempo
de viaje (<3,5 h) mostré una tasa de mortalidad menor (0,24%) de las aves en relacion con el
periodo mas largo (> 5 h; 0,45%). Scott et al 8 y Knowles et al ® mostré un aumento de la
corticosterona (CORT) y, por tanto, en las aves el estrés pueden llevar a la muerte, después de un

periodo de ayuno de alimento de 10 a 24 h, respectivamente.

El efecto de estos factores de riesgo se ha estudiado ampliamente los paises desarrollados, aunque
no en los paises en Latinoamericana. El objetivo de este estudio fue evaluar el tiempo con los
factores de riesgo asociados a la tasa de mortalidad se producen entre la captura y el sacrificio en

la carga de pollos de engorda sacrificados en una planta procesadora de México.
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Materiales y métodos

En el estudio se registraron las pérdidas de muerte de los pollos de engorda relacionados con el
tiempo de retiro de agua y alimento, captura, transporte y tiempo de espera en andén. Este trabajo
se realiz6 en Tecamac, Estado de Meéxico, México con 71,871 pollos de engorda que se
transportaron en 79 cargas. Los equipos de captura estuvieron formados por cinco trabajadores,
los cuales realizaron la captura de las aves en el trascurso de la noche. Los trabajadores capturaron
a las aves de las piernas. Después de la captura de 10 aves por trabajador fueron llevadas a las
jaulas transportadoras, cargando de esta forma 5 aves en cada mano y después colocaron en las
jaulas transportadoras. Las jaulas fueron cargadas en un camién con 0,55 m?/pollos de densidad

por jaula.

Cada variable en estudio fue dividida en 2 categorias: el agua y el tiempo de retiro de alimento: <8
h, y> 8 h, captura y carga: <20 km> 20 km, el tiempo de transporte: <45 min y> 45 minutos, el
tiempo de espera en andén: <30 min y> 30 min. Para cada una de estas categorias, el numero de
pollos transportados y el numero de pollos que murieron durante el transporte se verifico, y el

porcentaje de muertes por el transporte del numero total de pollos de engorda se calculo.

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SAS™0. Se utilizé el procedimiento
de regresion logistica para modelar la relacion entre la tasa de mortalidad y las variables descritas
anteriormente. El método de estimacion fue la maxima probabilidad y el efecto de cada factor se
expres6 como odds ratio (OR). En esencia, este valor es el equivalente al riesgo relativo, la
evaluacion de cada factor especifico en relacion a su clase de referencia. Por lo tanto, el intervalo
de confianza 95% si se excluyen 1.0 indica significacién estadistica de la categoria a un nivel de P
<0,05.

Resultados

Ninguna de las variables resulté estar asociada significativamente (P> 0,05) con la mortalidad de
aves en todas las categorias en estudio. La tasa de mortalidad fue de 1,63% que oscila entre 1,56%
en la alimentacion de aves privados de menos de 12 horas y de 1,69% en las aves carecen de

agua mas de 8 horas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Factores de riesgo asociados con la mortalidad de pollos de engorde desde la captura

hasta el sacrificio de 79 cargas transportadas a la planta procesadora del Estado de México.

Variable Mortalidad P Odds ratio 95% intervalo de
(%) confianza
Tiempo de retiro de agua 0.31 2.27 0.46—-11.18
<8h 1.59
>8h 1.69
Tiempo de retiro de 0.82 1.22 0.20-7.34
alimento 1.56
<12h 1.68
>12h
Tiempo de captura 0.61 339.53 0.00 — 1.95x1012
<25 min 1.58
> 25 min 1.67
Tiempo de carga 0.62 0.00 0.00 — 1.95 x107
<25 min 1.62
> 25 min 1.64
Tiempo de transporte 0.98 0.98 0.16 - 6.16
<45 min 1.61
> 45 min 1.67
Tiempo de espera 0.78 1.28 0.24 - 6.88
< 30 min 1.61
> 30 min 1.67
Discusion

No se encontraron efectos del retiro del agua y alimento sobre la mortalidad, mientras que otros
estudios mostraron resultados contradictorios del efecto del retiro del alimento con la concentracion
del CORT que es uno de los indicadores mas fiables de la tension en los pollos' y puede conducir
a un aumento de la mortalidad durante el transporte. Nijdam et al '?, Nijdam et al'® y Freeman'*
mostré que diferentes periodos de retiro de alimentacion no aumentaron la CORT. Sin embargo,
otros estudios &° mostraron un aumento de CORT, después de un periodo de retiro de alimento de
10 a 24 h, respectivamente. Delezie et al'®> mostré que la densidad de poblacion en las cajas
transportadoras a menudo confunde el efecto del retiro de alimento sobre el estrés de las aves.
Estos autores sugieren que la temperatura rectal y la densidad aument6 las concentraciones
plasmaticas de CORT vy el estrés maximo fue en el embalaje de alta densidad (0,035 m?/pollos)
durante el transporte, independientemente de si los animales fueron alimentados con alimento o
privados antes de su transporte, y concluyen que el transporte a altas densidades de poblacion

debe evitarse para reducir las pérdidas econdmicas y el estrés para pollos de engorda.

3* Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 89



El riesgo de muerte durante el transporte o el tiempo de espera aumentan enormemente a medida
que aumenta el tiempo. Warriss et al® encontré que el porcentaje promedio de DOA fue 1,81 veces
mayor cuando los pollos de engorda han sido transportados por mas de 4 horas en comparacion
con el transporte de corta duracion. Nijdam et al' encontré un riesgo 1,04 veces mayor por un
aumento de 15 min en el transporte de tiempo. Para un tiempo de transporte de 4 h, el riesgo seria
aumentar 1,87 veces y el tiempo maximo de transporte (315 min) dio un riesgo 2,27 veces mayor.
Los mismos autores indicaron que el riesgo de muerte fue de 1,03 veces por un aumento de 15 min
en el tiempo de espera, lo que significa un riesgo de 6,57 veces durante el tiempo de espera maximo
registrado (955 min). En el presente estudio, no hay efecto del transporte y el tiempo de espera en
la mortalidad, esto podria explicarse por la cercania entre la granja y la planta procesadora y la

rapidez en la que se sacrificaron pollos de engorde.

Sin embargo, en el presente estudio no hubo efecto de los factores relacionados con el tiempo, la
tasa de mortalidad (1,63%) fue mayor que los reportados en la literatura, el 0,46% 1 0,19% 3 y
0,24754. Moretones causados por la inexperiencia de algunos trabajadores, quienes sujetaban 10
aves al mismo tiempo, mientras que Bayliss y Hinton® recomendar una captura sélo 3 o 4 aves en

cada mano, explicado por la mayor parte de las pérdidas registradas.

La captura y el embarque pueden causar estrés severo. El manejo de pollos de engorda en una
posicion invertida lleva a incrementar el CORT plasmatico’® y la reaccion de inmovilidad ténica
prolongada'’; el embarque conduce a un aumento de CORT en los pollos®. Por otra parte, sobre
la base de la investigacion histologica del tejido afectado, Griffiths'® concluyé que el 40% de
contusiones registrados en las plantas de procesamiento son originadas en la captura y el
embarque. Ademas de las contusiones, la captura y el embarque puede conducir a la muerte de

los pollos a la (DOA). (Por sus siglas en inglés).

Se puede concluir que el tiempo de retiro del agua y alimento, la captura, carga, transporte y la
espera no tiene ningun efecto sobre la mortalidad de pollos de engorde. Asi que, los intentos de
reducir las pérdidas en los pollos de engorda se realiza en torno a una serie de recomendaciones

para lograr una captura apropiada.
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Efectividad de una vacuna vectorizada HVT + IBD en el
control de la enfermedad de Gumboro en campo en México

A. Rojas'!, R. Ochoa', F. Martinez! U. Revelo’, D. Anleu’, F. Rojo? R. Fernandez?, H. Garcia?
" Merial México S. A. de C. V.; 2 Merial Select Gainesville EE.UU.

Resumen

La enfermedad de Gumboro sigue siendo una de las enfermedades inmunosupresoras de mayor
impacto econédmico a controlar en la mayoria de las explotaciones avicolas comerciales en el
mundo, la forma clasica de la enfermedad se caracteriza por producir alta mortalidad en las aves
afectadas, lo cual puede deberse a condiciones deficientes de bioseguridad, (limpieza,
desinfeccidn, descanso entre parvadas) fallas en los métodos de aplicacidon de vacuna, diferentes
niveles de anticuerpos maternos dependiendo de la edad de las madres, éste objetivo (0 meta) se
ha logrado mejorando las medidas de bioseguridad y por medio del uso de vacunas a virus activo
con cepas intermedias.

En postura comercial, los programas de vacunacion incluyen la aplicacion de 2 o 3 vacunas a virus
activo durante la crianza y en pollo de engorda los programas son variados, desde la aplicacion In
Ovo o subcutaneo al dia de edad y varias aplicaciones en campo.

Actualmente se han desarrollado vacunas vectorizadas con dos antigenos que son aplicados al dia
de edad, como unica vacunacion, que confieren proteccion contra las enfermedades de Marek y
Gumboro simultaneamente.

En este trabajo se presentan resultados correspondiente a la evaluacion de la respuesta serologica
y los hallazgos histopatolégicos en pollo de engorda vacunados al dia de edad con una Vacuna
Vectorizada para la proteccion contra la Enfermedad de Marek y Gumboro via subcutanea en
comparacién con un calendario de vacunacion en campo contra la enfermedad de Gumboro.

Los resultados fueron evaluados mediante pruebas seroldgicas por medio del Kit de ELISA
ProFLOCK® IBD+ de Synbiotics Corporation, para Gumboro (titulo y Coeficiente de variacion) y la
interpretacion de los resultados histopatologicos de la bolsa de Fabricio como % de Tejido linfoide
activo, Severidad de lesiones, asi como la medicién del indice bursal.

Los resultados demuestran la efectividad de la vacuna vectorizada (aqui se utiliza el término
vectorizada, pero anteriormente se utilizé el de recombinante) al mantener la integridad de los
organos linfoides en comparaciéon con un programa de vacunacion en campo contra la enfermedad
de Gumboro.

Introduccién

La enfermedad de Gumboro conocida como Infeccion de la bolsa de Fabricio, es una enfermedad
altamente contagiosa, provocada por un Birnavirus (presenta en su genoma un doble segmento de
acido ribonucleico), de curso agudo y rapida difusion, con una morbilidad del 100% y una mortalidad
hasta del 50%. En su presentacion clinica produce lesion nefritica hemorragica y en la subclinica
ocasiona inmunodepresion.

Dentro de las enfermedades inmunodepresoras dentro de los virus aviares es quizas el de mayor
importancia en la industria avicola. Es un virus altamente inmunodepresor en aves con bajos niveles
de anticuerpos maternos cuando llegan a exponerse dentro de las tres primeras semanas de vida,
lo que provoca una pobre respuesta a los programas de vacunacion, quedando practicamente
indefenso ante cualquier agente patégeno oportunista y como resultado las parvadas finalizan
desuniformes y con bajo peso.?

Este virus es resistente al medio ambiente y a agentes fisicos y quimicos, resiste temperaturas de
56°C por 90 minutos, resistente a la accion del eter, cloroformo y cambios de pH. Sin embargo el
formol y los derivados del cloro y del yodo destruyen el virus.

La principal via de transmision es a través de las heces que contaminan agua, alimento, cama y

equipo. Por lo tanto la via de entrada es oral con una difusién rapida, de curso agudo, apariciéon
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subita y de corta duracion. La mortalidad generalmente empieza al 3er dia post infeccion
alcanzando un pico entre 5 y 7 dias con un porcentaje que varia de un 20 a un 30%.

El virus se multiplica primero en los macréfagos del buche principalmente y en las células linfoides
de las placas de Peyer y tonsilas cecales, es transportado al higado por la circulacion portal y llega
a la Bolsa de Fabricio por el torrente circulatorio, siendo el érgano blanco de la infeccion viral y en
particular de las células linfoides que contienen sitios productores de inmunoglobulinas M.3

Objetivo
Demostrar la efectividad de una Vacuna vectorizada para la proteccion contra la enfermedad de
Gumboro, con una sola aplicacion al dia de edad.

Material y Método

El presente trabajo fue realizado en una empresa de pollo de engorda (estirpe Ross)

Las aves fueron vacunadas por via subcutanea al dia de edad en la incubadora con una vacuna
vectorizada; del virus de Marek HVT que contiene un inserto, el gen VP2 del virus de Gumboro,
dentro del genoma del virus vector. (VAXXITEK® HVT+ IBD).

Las aves fueron enviadas granjas de ambiente natural para pollo de engorda y no fueron
revacunadas contra Gumboro en el campo.

Para los grupos testigo (1 y 2) se vacuné en la Incubadora contra la enfermedad de Marek cepa
HVT y se revacun6 en campo a los 17 y 25 dias de edad con una vacuna cepa intermedia para el
control de la enfermedad de Gumboro.

A la edad correspondiente se seleccionaron al azar 5 aves las cuales fueron sacrificadas mediante
dislocacion cervical, registrando el peso de cada una de estas y sus correspondientes bolsas de
Fabricio para determinar el indice bursal.

A partir de los 14 dias se recolectaron las muestras de 6rganos de acuerdo a la tabla 1.

Tabla 1. Relacién de edad y tipo de muestra

. Muestras
EDAD - DIAS Histopatologia Sueros
> L 15 sueros
ELISA IBF
Bolsa de F. bazo,
14 : -——
timo
Bolsa de F. bazo,
21 : -——
timo
28 Bolsa d.e F. bazo, L
timo
49 Bolsa de F. bazo, 15 sueros
timo ELISA IBF

Las muestras fueron enviadas al laboratorio para su estudio histopatologico y de serologia para
medir el nivel de anticuerpos contra la Infeccion de la Bolsa de Fabricio, mediante la prueba de
Elisa ProFLOCK® IBD+ de Synbiotics Corporation.

Al finalizar el estudio, se compararon resultados de los analisis efectuados con los obtenidos del
programa de vacunacion habitual. (Grafico 1 al 5) Los dafos histolégicos de las bolsas de Fabricio,
fueron clasificados de acuerdo al grado de severidad encontrado? (tabla 2)

Tabla 2. Grado de severidad

DIGITO | CALIFICACION
0 Sin Lesion
1 Leve
2 Moderada
3 Severa
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Resultados

1. Analisis histolégico de la bolsa de Fabricio
El porcentaje de integridad de las Bolsas de Fabricio a los 14 dias es muy similar para los tres
grupos, a los 21 dias las aves con vacuna vectorizada tienen mayor afeccion con lesiones leves y
posteriormente hay una regeneracion a los 28 y 42 dias, cosa que no sucede en los grupos testigo
1y 2, en donde el dafio a la bolsa es mas severo. (Grafico 1y 2)

Grafico 1.
% DE TEJIDO LINFOIDE ACTIVO
100%
(a]
g 50% -
1]
0% -
14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS 42 DIAS
mV. VECTORIZADA 93% 70% 86% 100%
mTESTIGO 1 99% 97% 92% 32%
B TESTIGO 2 92% 93% 95% 48%
PORCENTAJE
Grafico 2.
DANO TOTAL PROMEDIO EN BOLSA DE FABRICIO
4.50
o
g 3.50
< 2.50
>
0.50
14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS 42 DIAS
m V. VECTORIZADA 1.24 1.78 1.60 0.88
mTESTIGO 1 1.80 2.28 1.12 4.00
B TESTIGO 2 0.84 1.36 1.48 4.52
EDAD
indice bursal

Durante los primeros 28 dias de edad, las aves correspondientes al tratamiento de la vacuna
vectorizada y al programa habitual (testigo 1) se mantuvieron en un valor mayor a 1.5
correspondiendo a una bolsa de Fabricio funcional o normal. En contraste las aves del grupo
testigo 2 (programa habitual) a los 28 dias, su valor fue de 1.38 correspondiente a una deplecion
moderada de la bolsa de Fabricio. (Grafico 3)
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Grafico 3

VALOR

INDICE BURSAL

3.00

2.00

1.00 + —

0.00 -

14 DIAS 21 DIAS 28 DIAS
mV. VECTORIZADA 1.95 1.88 2.08
BTESTIGO 1 1.88 2.04 1.96
B TESTIGO 2 2.15 1.83 1.38
EDAD

2. Andlisis serolégico. ELISA IBF

El nivel de anticuerpos maternos a los 2 dias de edad fue muy similar en los 3 grupos en donde la
Media Geométrica es superior a 13,000 y el Coeficiente de variacién es menor a 15. Para
los 42 dias el grupo testigo 2 tiene un titulo bajo (43) con un alto Coeficiente de Variacion (122.65).
Las aves con la vacuna vectorizada y el grupo testigo 1 tienen un mejor titulo a los 42 dias y con
un mejor coeficiente de variacion. (Grafico 4 y 5)

Grafico 4
Media Geom. ELISA IBD PLUS
15000
9 10000 -
=
=
) 5000 -
O _
2 DIAS 42 DIAS
mV. VECTORIZADA 14177 10006
BTESTIGO 1 13229 7572
BTESTIGO 2 13491 43
EDAD
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Grafico 5

COEFICIENTE DE VARIACION
150.00
1]
™
hul 100.00
2
[11]
2
o 50.00
: -
0.00 | IS
2 DIAS 42 DIAS
mV. VECTORIZADA 13.09 32.63
BTESTIGO 1 13.98 37
B TESTIGO 2 13.02 122.65
EDAD
Conclusion

El uso de vacuna vectorizada para el control de la enfermedad de Gumboro, demostré ser efectiva;
al no ocasionar dafo en la Bolsa de Fabricio observandose una regeneracion hacia los 42 dias de
edad, situacidén que no se presento en las aves testigo, las lesiones observadas son consideradas
como leves en todas las muestras, el indice bursal indica una ausencia de atrofia de la bolsa de
Fabricio, al obtener un valor superior a 1.5, los titulos por Elisa para Gumboro son alrededor de
10,000 a los 42 dias de edad correspondiendo un coeficiente de variacion 32.63% el cual se
considera adecuado.

El analisis histopatolégico de los demas o6rganos (timo, bazo, higado, duodeno, pancreas,
proventriculo, nervio, ojo y piel) indico ningun cambio patoldgico significativo.

Los resultados obtenidos en esta evaluacion han sido similares con otros estudios realizados por
otros autores®. Por lo que se permite indicar que la vacuna vectorizada para el control de las
enfermedades de Marek y Gumboro denominada VAXXITEK® HVT + IBD es una vacuna segura y
eficaz con tan solo una aplicacion al dia de edad en la planta incubadora.
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Efecto de las enzimas xilanasas, proteasas y amilasas sobre los parametros
productivos de pollos de engorda, alimentados con dietas a base de sorgo y
maiz
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Introduccién

La formulacién de alimentos balanceados para aves usando el concepto de uso de enzimas, es una herramienta
confiable que permite optimizar el uso de las fuentes de fosforo, energiay proteina para la alimentacién animal,
en particular cuando los ingredientes son de baja calidad o por su precio son limitantes en las formulaciones a
minimo costo; permitiendo con esto mejorar los criterios sobre el uso de ingredientes distintos a los tradicionales.
Las dietas que son usadas en nuestro pais comunmente contienen sorgo y maiz como granos principales lo
cual hace que la dieta constituya un reto tal, como la variacién en los contenidos de proteina, grasa y almidén.
En el caso del sorgo este representa un desafio extra, la cantidad de taninos presente en este cereal tiene un
efecto negativo en el intestino sobre la digestion de nutrientes, lo que se traduce en pobre energia metabolizable
y aminoacidos (Gulatieri and Rapaccini 1990).

El maiz tradicionalmente es el cereal preferido para las dietas de los animales ya que contiene un valor alto de
energia, comunmente se asume que es relativamente constante lote a lote, pero en la realidad esto puede
variar. Por ejemplo las condiciones de la cosecha pueden influenciar substancialmente la calidad del cereal,
como lo reportado por Leeson et al 1993, donde las condiciones del clima retrazaron la cosecha en 1992 en
Ontario Canada, y la energia metabolizable tuvo variaciones en el orden de 2926 a 3474 kcal/kg. Por su alto
costo de la energia en la dieta y las variaciones de los nutrientes en los cereales, se propone el uso de enzimas
como una solucién para bajar costos energéticos y variaciones en la calidad de los ingredientes.

Material y Métodos

Fueron utilizados 2800 pollos Ross 308 mixtos, de un dia de edad, provenientes de incubadora comercial. Las
aves fueron criadas hasta los 42 dias de edad.

Las aves fueron distribuidas aleatoriamente en 3 tratamientos (tabla 1) con 9 réplicas con 50 aves cada una,
excepto el tratamiento 1 el cual tuvo 11 réplicas.

Los tratamientos consistieron en una dieta con base sorgo, maiz como Fuentes de cereales y soya como fuente
proteica, ademas de considerar reduccion en los niveles de energia y aminoacidos digestibles de estas dietas
en un 3%, se adicion6 una mezcla enzimatica consistente en endo-1,4-beta-xylanasa, proteasa y alpha amilasa
bajo el siguiente esquema.

Tabla 1: distribucién de tratamientos

tx | Concepto

1 | Control positivo (iniciador y finalizador) con sorgo y maiz sin Avizyme 1502
Control negativo -3% energia (150 kcal/kg) y aminoacidos (iniciador y finalizador)
con sorgo y maiz_sin la inclusion de Avizyme 1502

3 | Control negativo -3% energia (150 kcal/kg) y aminoéacidos (iniciador y
finalizador) con sorgo y maiz mas la inclusion de Avizyme 1502, 500gr/ton

Las dietas fueron preparadas en harina con la inclusion de fitasa (Phyzyme Xp 5000 g) utilizando matriz de
Fosforo, calcio, energia y aminoacidos, proporcionadas at libitum, en dos etapas (iniciador y finalizador). Todos
los tratamientos recibieron el mismo programa sanitario; dos vacunaciones via oral de Newcastle (LaSota) a
los 8 y 25 dias de edad. Las aves fueron alojadas con una densidad de 10 aves/m2, con un fotoperiodo natural.

Los parametros productivos fueron evaluados a los 42 dias de edad: peso corporal (g), consumo de alimento
(g), conversidn alimenticia corregida (g/g) y mortalidad general (%).

Todos los datos fueron analizados estadisticamente. Los resultados expresados en porcentaje fueron
transformados en valor de arco seno para su analisis estadistico, para estos analisis y su diferencia estadistica
fue tomado el valor de p>0.01 fueron evaluados por el modelo de Fisher LSD. Por el programa estadistico
SAS.
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Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos muestran que el peso corporal a los 42 dias es superior en el tratamiento control
Negativo + Avizyme 1502 (3) con respecto al tratamiento control Negativo (2) y al tratamiento control Positivo
(1). El indice de conversién ajustado muestra que el tratamiento 3 tiene un comportamiento similar
estadisticamente al control positivo, siendo el tratamiento 2 el que tiene mayor indice de conversion y con
significancia estadistica, la mortalidad no represento significancia en ninguno de los tres tratamientos. (tabla
2)

Tabla 2. resultados productivos a los 42 dias.

Tx Peso corporal | consumo IC IC Mortalidad
Ajustado
Kg Kg Kag/kg Kag/kg %

1 2.464 b 43183 1785a |1.778a |27a

2 2427 c 4.362 b 1.832¢c |1.827b 3.1a

3 2501 a 4.396 b 1795a |1782a |3.1a

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 NS

EE 0.006 0.010 0.006 0.006 0.305

P= probabilidad.
EE= media de error estdndar
NS. Sin diferencia estadistica (p>0.05)

a,b,c, diferentes literales en las columnas indican diferencia estadistica (p<.01) por Fisher LSD.

Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que la mezcla enzimatica de xilanasas, proteasas y amilsas mejora los
parametros productivos de las aves en dietas formuladas con sorgo y maiz como cereal base.

El presente estudio muestra que estas mezclas enzimaticas son una herramienta Gtil para poder ahorrar en
los costos energéticos de los alimentos.

Los resultados en el peso y conversidon muestran el potencial de mejora energética y digestibilidad de
nutrientes que tienes estos cereales (maiz y sorgo) con la utilizaciéon de enzimas.

Implicaciones
El presente trabajo muestra la importancia en el uso de enzimas como una estrategia de ahorro energético
y por lo tanto econémico en la elaboracion de alimentos balanceados.

Referencias
e Gualtieri,M & Rapaccini S. (1990) Sorghum grain in poultry feeding. WPSA J. 46: 246-254.
e Leeson, S., Yersin, A. and Volker, L. 1993 Nutritive value of 1992 corn crop. J Applied Poult. Res. 2:
208-213.
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Novel Vectored Vaccines Strategies
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History of Vaccination

By the definition given in Webster’s, “vaccination is the administration of antigenic material (the vaccine) to
produce immunity to a disease” (Lumbard et.al 2007). Vaccines can prevent or alleviate the effects of infection and
disease by a pathogen and is widely considered to be the most effective method, of preventing and controlling the
spread of many infectious diseases along with avoiding exposure to the pathogen when possible. The vaccination
material can exist as a live but attenuated or weakened form of the pathogens (bacteria, protozoa or virus), as a killed
or inactivated forms of these pathogens, or as a purified material such as antigenic proteins produced by the pathogens
(Abbas et al., 1997).

The historical beginnings of vaccination were not documented in a written form and only speculation remains
as to its true origin and initial purpose. Vaccination probably originated in homeopathic beliefs about small doses of
disease protecting against severe disease or that ingestion of small amounts of poison would protect against a lethal
intentional poisoning by rival rulers (Plotkin, 2005). By the eleventh century there were hints in the Chinese literature of
the use of small pox (variolla) scabs that were breathed into the nose to help prevent against subsequent smallpox
infections (variolation) (Plotkin et al., 2004; Plotkin, 2005). The practice was based on observations from around 200
BC indicating that prior exposure to smallpox protected against a second exposure to the disease. The technique of
variolation then spread throughout the world with modifications being made based on the regions culture and religious
beliefs; such as cutaneous exposure to the variolla scabs (Lumbard et.al 2007).

Variolation was implemented during the American Revolutionary War by British and American troops alike,
giving them immunity to smallpox outbreaks (Fenn et al., 2001) However, adverse reactions to variolation, including
fatalities, slowed the use of this procedure. Later in the 18t century, Edward Jenner realized that milk maids that had
contracted cowpox were immune or resistant to developing smallpox (Plotkin, 2005). By using lesions from the cowpox
virus instead of smallpox lesions to develop the vaccine, less reaction was noted. The discovery of this vaccine led to
the eradication of smallpox and opened the doorway for other preventative medicines against infectious agents. Jenner
coined the term “vaccination” in 1796 to describe this smallpox preventative treatment (as reviewed by Lumbard, 2007).

Louis Pasteur was another early developer of vaccines. As reviewed by Plotkin (2005), Pasteur left a culture of
the causative bacterium for Fowl Cholera on a benchtop while on vacation. Upon his return, he inoculated chickens with
this aged culture. However, this typically virulent strain did not cause disease in the infected birds. Pasteur grew a

fresh culture and reinoculated these birds and these chickens were resistant to the challenge of the virulent strain. He
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realized that the treatment of the chickens with the old culture had provided them with immunity to the disease (Plotkin
2005). Pasteur hypothesized that virulent pathogens could be attenuated by exposure to high temperatures, chemicals,
and oxygen. He followed the cholera experiments with work on rabies and anthrax to confirm this theory (Plotkin 2005)

Jonas Salk and Albert Sabin were two pioneers in the development of vaccination as we know it today. Both
men are responsible for the eradication of polio in the Western hemisphere. Research efforts to control the polio
epidemic were fronted in part by Franklin Roosevelt when he was elected President in 1932 (Norrby et al., 2007). A
national campaign to quell disease outbreaks was soon organized and was ultimately completely successful in most
countries of the world (WHO 2005).

Though a series of important breakthroughs were instrumental in the development of a vaccine against polio,
including the growth of the virus in varying culture conditions and in non-nervous tissue, Salk and Sabin are often
credited with the creation of the final products. Jonas Salk’s formalin-inactivated vaccine was put into use in 1954 after
one of the largest clinical trials in recent history (Francis et al., 1957; Norrby et al., 2007). This vaccine fell out of favor,
however, with the development of Albert Sabin’s live attenuated vaccine strains in the 1960s (Norrby et al., 2007).
Sabin’s vaccine was easier to administer than the injectable variety and was thought to to cause the least cases of
vaccine-associated polio. However, in recent years, Sabin’s vaccine has been replaced again by Salk’s inactivated, as
the live oral strain has been shown to revert to wild-type at low rate (Norrby et al., 2007).

Recent technological breakthroughs have enabled the creation of new, improved vaccination techniques that
expand on the work of Jenner, Pasteur, Salk, and Sabin. Combination vaccines enable the protection against multiple
diseases in a single administration. Examples of such vaccines routinely used include diphtheria-tetanus-pertussis
(DTP) and measles-mumps-rubella (MMRII) inoculations (WHO 2005).

Immunization with specific epitopes from immunogens enables researchers to stimulate only antigen-specific B
or T cells, thus eliminating the chance of autoimmune reactions as the immune response is directed to only the epitope-
of-choice. These approaches, used individually, are not always able to induce adequate cell-mediated immunity. To
combat this problem, multiple antigens are often used simultaneously and often involve both B and T cell epitopes (Lu
etal, 1991; Chai et al., 1992).

Vectored vaccines incorporate pathogenic genes into nonpathogenic organisms to induce long-lasting
protective immunity without causing disease (Perkus et al., 1985). Viruses such as vaccinia, adenoviruses, and polio
have all been investigated for use as vectors. With attenuation and the addition of inserted epitopes, these agents have
shown promise for use in future human vaccination programs. In veterinary medicine, virus vectored antigens are much
more commonly used. For example, attenuated Fowl Pox vectored antigens have become widely used for effective
protection of chickens against other viral agents such as Infectious Laryngotracheitis, and infectious herpes-virus

disease of poultry (Tripathy, 2004).
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Importance of Vaccination

In developing countries, infectious disease is the leading cause of death (WHO 1999). Many common causes
of childhood illness and death have been quelled by vaccination against both viral and bacterial agents (Lumbard, 2007.
Often considered the greatest contribution to public health, vaccinations have markedly reduced the incidence of once-
devastating diseases such as tetanus, measles, rubella, diphtheria, and pertussis (WHO 2005). Even in some
developing countries, routine vaccinations are often available against some disease-causing agents (Who 2005) .

One of the greatest success stories of a globally initiated vaccination program is the eradication of smallpox.
The last natural case of this disease occurred in 1977; making this is the only disease that is considered to be completely
erased from the human population (WHO 2005). Smallpox has killed both pauper and prince alike for thousands of
years. Even so, no effective treatment has ever been developed for this disease and its mortality rate in infected
individuals was approximately 30%. Complications from this virus included blindness and disfiguring scars in individuals
that survived. Approximately fifty million cases of smallpox occurred globally in the 1950s. This figure had fallen to ten
million by 1967 due to vaccination efforts. It was in this year that the World Health Organization launched the eradication
campaign. The last known natural case of smallpox occurred in Somalia in 1977 (WHO 2005).

Polio is another disease that vaccination has all but eliminated. Incidence of disease decreased from 350,000
cases in 1988 to less than 2000 in subsequent 20 years (CDC 2009). Only four countries are still considered polio-
endemic. However, only one infected child can still put an entire country at risk. As there is no cure, vaccination programs
are essential. The World Health Organization launched its Global Polio Eradication Initiative in 1988. This program has
caused the global cases of polio to fall by 99%. The strategies used to stop the spread of wild poliovirus in the four
countries that still have endemic cases include immunizing infants with four doses of the oral vaccine before age one,
oral booster doses given to all children under five years of age, surveillance for cases and testing of children under

fifteen years old (WHO 2005).

In science credit goes to the man who convinces the world, not the man to whom the idea first occurs.
—FRANCIS GALTON

Mathematics of Vaccination

The basic reproduction number or rate of infection is defined as the average number of secondary cases an
infected individual can cause in a susceptible population without preventative measures to control the disease spread
(Heesterbeek and Dietz, 1996; Rabsch et al., 2000; Heesterbeek, 2002). This measurement is more commonly referred
to as RO. The measurement enables epidemiologists to determine the ability of an infectious agent to spread throughout
a population. Factors that influence RO include the duration of the infectious period, the probability of a susceptible

individual has of contracting the disease in one exposure, and how many new unchallenged individuals are exposed in
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a given time period, but RO not affected by the pathogen’s survival rate in the environment (Ajelli et al., 2008). It is for
these reasons that RO varies not only in terms of different pathogens, but also in the same pathogen when introduced
to different populations. Basic reproduction rates that are greater that one are associated with outbreaks of epidemics.
Larger RO values indicate that the pathogen will be harder to prevent from reaching epidemic incidence levels. The
magnitude of RO enables epidemiologists to calculate the effort necessary to quell potential outbreaks or eradicate a
disease from a given population. When R0<1, the infection will die out if the infection rates are constant (Heesterbeek
and Dietz, 1996). However, if R0>1, the pathogen is able to spread throughout a given population. These large RO
values indicate that there is a possibility of an epidemic. The formula 1-(1/R0) is used to determine the proportion of a
population that would need to be vaccinated in order to achieve sufficient herd immunity and prevent further spread of
a disease (Ajelli et al., 2008). Factors that affect RO include how long infected individuals are contagious, how virulent
an organism is, and the percentage of a population that is still susceptible to the disease (Ajelli et al., 2008). More
simply stated, if a vaccination program can consistently reduce the number of newly infected individuals to < 1 the

program will be effective and the disease will eventually be removed from the population.

Mucosal Immunity and Vectored Vaccine Strategies

The field of vaccinology has recently undergone a transformation from a more traditional belief that systemic
immunity is the only effective way to generate protection against infectious diseases to a more progressive thought
process of effective immunity can be achieved through mucosal immunity. The mucous membranes constitute the
maijor portal of entry for infectious agents and include membranes of the respiratory, gastrointestinal, and genitourinary
tract; as well as the occular conjunctiva, the inner ear and the ducts of all exocrine glands. Collectively they cover more
than 400m? in humans and serve as the first line of defense against infection at the entry points for a variety of pathogens
(Ogra et al., 2001). The gastrointestinal system is the largest lymphoid organ in the body containing an estimated 70%
to 80% of the body’s immunoglobulin—producing cells (Kaul 1999). 80% of all the activated B cells in the body are
located at the mucosal tissues (Brandtzaeg et al., 1989)
In fact the only way to contract an infection other than the mucosal portal of entry is through blood-borne routes such
as injections, transfusions and bites or other damage to epithelial surfaces for example Staphylococcal infections
causing impetigo from acne

Despite its important role, only a handful of vaccines specifically target this area of the immune system despite
strong evidence that a robust mucosal response can effectively prevent systemic infections (Ogra et al., 2001). Most
vaccine research to date have been centered around stimulating systemic immunity to create antibodies which will
neutralize disease causing organisms once they have colonized, reproduced and crossed into the body’s systemic
environment. Increasing evidence has indicated that mucosal vaccination can induce both systemic and local mucosal

immunity, while systemic immunization generally fails to elicit strong mucosal immunity (Valosky et al., 2005). Also, the
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concept of a common mucosal immune system predicts that induction of immunity at one mucosal surface, such as the
gut, can provide immunity at another mucosal surface, such as the lung (Cerkinsky et al., 1995) providing a necessary
link for immunity transfer throughout mucosal surfaces. Mucosal immunity may prove to be the link in fighting a complex
infection in which systemic and local immunity are necessary in preventing the spread and transmission of infectious
disease.

Vaccine vectors that are able to elicit mucosal, humoral, and cell-mediated immune responses offer a
promising alternative approach when compared with existing vaccine strategies. It is becoming increasingly more
accepted that mucosal exposure and generation of mucosal immunity may be necessary to provide maximal protection
against pathogens, and that gastrointestinal exposure, through vectored vaccines, often confers protection against other
mucosal (e.g. respiratory) pathogens exhibiting those epitopes (Holmgren et al., 1992). Several vaccine vectors have
emerged to date, all of which have relative advantages and limititations depending on the proposed application.
Bacteria, viruses, and plants represent three potential orally administered vector systems with substantial possibility of
inducing mucosal immunity and a protective immune response.

Vectors comprised of diverse plants and viruses with distinct tropism and gene expression strategies have been
developed, and have been evaluated in preclinical and clinical vaccine studies, and they represent a promising approach
for vaccines against infectious disease. However, bacterial vectors have been regarded as the front runner in vectored
vaccine strategies. Considerable time and research effort has been spent in the pursuit of developing effective bacterial
vaccines which vector heterologous antigens. The use of live attenuated bacteria provided an attractive approach since
protection could be conferred to both the pathogenic bacteria and the heterologous antigens carried by the attenuated
vector.

Listeria monocytogenes has long been considered the prototype for the elicitation of MHC class I-restricted
immune responses which are particularly important in the clearance of intracellular bacterial pathogens, parasites and
tumors (Kaufman et al., 1993; Guzma et al., 1997). Attenuated L. monocytogenes vaccine vectors have been used to
stimulate strong cellular immune responses against different viruses (Frankel et al., 1995; Guzma et al., 1998; Shen et
al., 1995; Goossens et al., 1995) and for the immunotherapy of cancer (Paglia et al., 1997). Vaccination with attenuated
L. monocytogenes expressing tumor-associated antigens has been shown to protect animals, not only against lethal
challenge with tumor cells, but also to cause regression of pre-established macroscopic tumors in an antigen-specific T
cell-dependent manner (Paglia et al., 1997; Pan et al., 1995; Jensen et al., 1997; Pan et al., 1999).

Both Lactobacillus spp. and most Bacillus spp. are considered generally recognized as safe or GRAS organisms
with a very comprehensive record of safe oral consumption, widely known for their use in food fermentation processes
and as probiotics. In addition, Lactobacillus is also a commensual organism in the gastrointestinal tract of most

mammals. Most of our current knowledge surrounding the use of both Lactobacillus and Bacillus as a vectored vaccine
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strategy centers around the use of the Tetanus Toxin Fragment C (TTFC) as a fusion protein integrated within the
chromosome or on a stable plasmid (Grangette 2002).

Lactic acid bacteria, specifically Lactobacilli (LAB), provide a promising alternative to the use of pathogenic
bacteria as a live oral vectored vaccine. Furthermore, LAB possesses intrinsic adjuvant activity potentiating stimulation
of host specific immunity. These properties combined make LAB a very attractive candidate for use as an oral vaccine.

A number of potential vaccine antigens have been expressed in LAB vectors and evaluated for their potential
effectiveness. Recombinant LAB strains producing the TTFC have shown to induce high protective local and systemic
antibody responses as well as cellular immune responses sufficient to protect against lethal challenge (Grangette 2002,
and Wells 1993). There are additional LAB vectors have been evaluated recently which display cell surfaced expressed
proteins: protective antigen (PA) of Bacillus anthracis (Zegers 1999), Severe acute respiratory syndrome (SARS)
coronavirus spike protein (Lee 2006), pneumococcal type 3 capsular polysaccharide (Gilbert 2000) and human
papillomavirus type 16 E7 protein (Bermudez-Humaran 2002). These studies have shown the LAB vectors expressing
heterologous antigens can elicit antigen-specific protective levels of serum antibodies; providing reasonable evidence
that LAB vaccines with cell surface expressed epitopes will elicit a protective host immune response against the vectored
heterologous antigens. As with Lactobacillus, researchers have shown oral live Bacillus vaccine vectors expressing
recombinant foreign antigens to stimulate systemic, mucosal, humoral, and cell-mediated immune responses against
heterologous antigens (Hoang et al., 2008, Liu et al., 2008, Ciabattini et al., 2004).

As previously discussed, effective vaccines must be able to elicit a strong and specific immune response and
mucosal immunity may be far more important and effective than immunity created by parenteral injection (Mollenkopf et
al., 2001; Kotton et al., 2004). Oral live attenuated Salmonella vaccine vectors expressing recombinant foreign antigens
have previously been shown to stimulate systemic, mucosal, humoral, and cell-mediated immune responses against
Salmonella and the recombinant foreign antigens they vector (Timms et al., 1994; van Immerseel et al., 2005).
Attenuated strains of Salmonella have long been approved for use in human and veterinary medicine (Hormaeche and
Khan, 1996). Thus, a major benefit of using Salmonella as a live vector is providing mucosal routes of immunization
(Pasetti et al., 2003), providing the possibility of greatly enhanced protection as compared to parenteral vaccination.
Vaccination of animals against non-host-specific Salmonella serovars, such as S. enteritidis and S. typhimurium, has
had varying success (Timms et al., 1994; van Immerseel et al., 2005). In addition, research conducted using attenuated
Salmonella vaccines has demonstrated varying levels of cross-protection against heterologous serovars (Wallis 2001).

Thus, bacterial vaccine vectors also have the potential advantage of being extremely inexpensive to
amplify/manufacture and, as they do not have to be injected and can be administered by spray or in feed or drinking
water, they are much more acceptable for widespread administration to commercial poultry. These few points offer

beneficial evidence in favor of using bacteria as a live vaccine vector. The major benefit of using live bacterial vectors

3* Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 104



is they offer mucosal routes of immunization (Rhee et al., 2004), providing the possibility of greatly enhanced protection

when compared to parenteral vaccination.

Immune Enhancement with CD154

In order to initiate a powerful immune response, it is of crucial importance to involve dendritic cells (DCs) in the
process because of their unique ability to activate naive T-cells, causing their expansion and differentiation into effector
cells (Tresgaskes et al., 2005). It is the role of the DC, an APC found in virtually all tissues of the body, to capture
antigens, to transport antigens to associated lymphoid tissue, and to present them to naive T-cells. Upon activation by
DCs and M cells, T- cells expand, differentiate into effector cells, leave the secondary immune organs, and enter
peripheral tissues (Xu and Song, 2004

CD154 (CD40L), a member of the tumor necrosis factor (TNF) ligand family, is expressed primarily on the
surface of activated T cells and plays several key roles in the regulation of cellular immune responses (Xu and Song,
2004; Tresgaskes et al., 2005). While CD154 is found primarily on the surface of activated T cells, it is also expressed
on professional antigen presenting cells such as macrophages, dendritic cells and B cells Studies have demonstrated
that intracellular communications via the CD40-CD154 pathway can up-regulate co-stimulatory molecules, activate
antigen presenting cells (APCs), and influence T cell mediated effector functions (Grewal and Flavell, 1998; Miga et al.,
2000). Activation of CD40 ligand on macrophages, DCs and M cells initiates their production of IL-12 (77, 78). IL-12, in
turn, supports IFNy production and the cell-mediated immune responses crucial to the destruction of the virally infected
cells. Stimulation of DCs via CD40 (expressed on the surface of DCs) can be simulated by anti-CD40 antibodies.
However, systemically this occurs by interaction with the natural ligand for CD40 (i.e. CD154) expressed on the surface
of activated T-cells. CD40 antibodies mimicking the endogenous CD40-CD154 interaction have been shown to exhibit
potent adjuvant effects when attached to antigens (Barr et al., 2003). Interestingly, the CD40-binding regions of CD154
have been identified (Vega et al., 2003) and this information can be used to engineer a bacterium that displays these
CD-40 binding regions on its surface, resulting in an enhanced immune response. In addition, this 10 amino acid region
of CD154, when fused to an external loop of the outer membrane protein C of Salmonella typhi has been demonstrated
to bind to CD40 and activate B cells (Vega et al., 2003). The CD40-CD154 interaction has also been reported to play
a critical role in the induction of type-1 cytokine responses and immunity against primary infection with attenuated
Salmonella in mice (Fernandez-Cabezudo et al., 2005). Interaction of CD40 with its ligand CD154 (CD40L) may be

extremely important when using a vectored vaccine to illicit both humoral and cellular immunity.
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Epitope Selection for Vectored Vaccines

Avian Influenza: Avian influenza (Al) is a significant public health concern and a serious economic threat to the
commercial poultry industry worldwide. In the last five years, there has been a substantial increase in the number of Al
outbreaks in poultry flocks, and the number of birds affected in Al outbreaks has increased 100-fold (Capua and
Alexander, 2004; Capua and Marangon, 2006). In the United States, a recent outbreak of low pathogenic Al (LPAI) in
2001 and 2002 resulted in the depopulation of over 4.5 million chickens and turkeys and is estimated to have cost the
poultry industry approximately $125 million (Dunn et al., 2003, Lee et al., 2004). Increasing the resistance of the poultry
population against Al will not only prevent substantial economic losses to the poultry industry due to the high morbidity
and mortality associated with Al in poultry flocks, but will also reduce the significant health risk for the human population
as well.

Current influenza vaccines target antibody production against the surface glycoproteins, hemagglutinin (HA)
and neuraminidase (NA; Zharikova et al., 2005). However, these antigenic molecules are highly susceptible to
recombination (shift) and mutations (drift); (David, 2002; Fiers et al., 2004). This results in the need to frequently update
the vaccine to protect against currently circulating strains. A major advantage of inactivated killed vaccines lies in the
ability to quickly adapt to escape mutants as the field virus changes. However, these vaccines are relatively antigen
intensive, have comparatively short-lived immunity, and must be administered by injection causing considerable
expense and reluctance for widespread adoption in commercial poultry (Swayne, 2003; Bublot et al., 2005). In addition,
these vaccines also eliminate the ability to combine testing with vaccination using a DIVA approach, a necessity for
effective eradication according to some researchers (Savill et al., 2006).

Similar to HA and NA, the M2 protein is an integral membrane protein of influenza A viruses (Lamb et al., 1985;
Holsinger and Lamb, 1991; Pinto et al., 1992). In contrast, the extracellular domain of the M2 protein (M2e) is a linear
and non-glycosylated peptide which to date has proven highly resistant to antigenic drift or shift. In fact, this peptide
has remained highly conserved since the 1918 Spanish flu, despite numerous epidemics and three pandemics (Neirynck
et al., 1999; Fiers et al., 2004; De Filette et al., 2006). M2e, a small peptide consisting of only 23 amino acid residues
and located close to the cell membrane, is weakly immunogenic (Black et al., 1993; Fiers et al., 2004). However,
attachment of this M2e peptide to an appropriate carrier can render it strongly immunogenic and potentially
immunoprotective.  For example, monoclonal antibodies directed against the extracellular region of the M2 protein
have been shown to reduce the spread of the virus in vitro (Zebedee and Lamb, 1988; Treanor et al., 1990) and in vivo
(Zou et al., 2004; Liu et al., 2004). Mice were also protected against infection with homologous or heterologous
influenza A virus after vaccination with a preparation containing the complete M2 protein expressed in Spodoptera
frugiperda cells (Slepushkin et al., 1995). Also, mucosal administration of the M2e antigen linked to a vector virus has
been shown to be completely protective in mice (Neirynck et al., 1999; Fiers et al., 2004; De Filette et al., 2005, 2006),

partially due to the stimulation of mucosal immunity. These experiments provide evidence that M2e presented in a highly
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immunogenic manner, may protect animals from both infection and disease associated not only with Avian Influenza
but other influenza A viruses as well.

Campylobacter spp.: The leading bacterial cause of human gastrointestinal disease worldwide is
Campylobacter (Allos et al., 2001; Gascon 2006). It is estimated that in the United States there are over two million
cases of Campylobacter every year (Samuel et al., 2004), with young children being the most susceptible (Zilbauer et
al., 2007). In developing countries the infection rate can be as high as 60% (Coker et al., 2002). Not only is
Campylobacter the leading cause of bacterial gastroenteritis but C. jejuni has been associated with reactive arthritis and
the neuropathological disease Guillain-Barre Syndrome (GBS).

In recent years, some attempts have been undertaken to develop an effective vaccine against Campylobacter.
The immunogenicity and efficacy of several vaccine regimes have been evaluated in a chicken model with mixed results
(Wyszynska et al., 2004). Rice et al. failed to demonstrate a significant reduction of Campylobacter colonization of chicks
orally vaccinated with formalin-killed whole bacterial cells including Echerichia coli heat-labile toxin when compared to
non-vaccinated control (Rice et al., 1997). However, an inactivated whole cell vaccine from Campylobacter jejuni
protected ferrets against disease, with effective cross protection against other serovars of Campylobacter (Burr et al.,
2005). Unfortunately, because of the association of Campylobacter jejuni with GBS there is concern about the use of
whole cell vaccines. This concern increases if multiple strains are combined in order to generate broad cross-serotype
specific whole cell Campylobacter vaccine.

An alternative approach is to utilize specific Campylobacter proteins, as a recombinant subunit vaccine to elicit
protection against multiple Campylobacter serotypes. An outer membrane 18 kDa protein (Omp18) has been identified
as a major immunogenic protein in patients following campylobacteriosis (Burnens et al., 1995). Rabbit serum against
Omp18 reacted with all Campylobacter serovars tested including C. jejuni and C. coli. Also, convalescent-phase
patient’s sera reacted with the Omp18 gene product which had been cloned and expressed in E. coli. Screening
Campylobacter gene libraries using antiserum against whole cell Campylobacter identified several other
immunodominant proteins (Pawelec et al., 2000). One of these immunodominant proteins was an 18 kDa protein
designated cjaD (Pawelec et al., 2000). Both Omp18 and cjaD are products of the same gene ¢j0113. In addition, this
research group identified two additional immunodominat proteins cjaA (gene cj0982), and cjaC. All three were
determined to be conserved in 30 separate Campylobacter strains of C. jejuni and C. coli (Pawelec et al., 2000). These
immunodominant proteins were then plasmid expressed in Salmonella vectors (Wyszynska et al., 2004). Chickens
immunized with a Salmonella vector expressing the cjaA (cj 0982) showed promise stimulating a good immune
response. Colonization with C. jejuni in chickens vaccinated with the Salmonella vector expressing cjaA (cj 0982)
showed a reduction of C. jejuni by six logs from 3 to 12 days following inoculation of 2 X 108 bacteria when compared
to the non-vaccinated chickens (Wyszynska et al., 2004). The enthusiasm created by the tremendous reduction in

Campylobacter was tempered because insertion of the gene is into a potentially unstable plasmid which may be lost
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over time. Plasmids are notorious for their instability unless the gene is linked to the survivability of the organism
(Summers 1991; Bergstrom et al., 2000; Gahan et al., 2007).

Using a proteomics approach, Prokhorova and coworkers identified over 100 Campylobacter surface proteins
(Prokhorova et al., 2006). Eight proteins were selected and expressed in an E. coli system the proteins were then
purified and used to immunize mice. The mice were subsequently challenged with C. jejuni. Two groups of the mice
immunized with candidate polypeptides, ACE83 and ACE393, cleared a C. jejuni challenge faster than the non-
immunized mine. A more recent challenge study published by the same group showed when mice were immunized and
boosted with either ACE83 or ACE393 candidate proteins there was a dramatic decrease in fecal shedding of C. jejuni
in both peptide treated groups compared to non-immunized mice (Schrotz-King et al., 2007). The C. jejuni gene cj0420

encodes for the peptide ACE393, a probable periplasmic protein, which may prove to be an excellent vaccine candidate.
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Inmunidad inata y vacunacion en medicina veterinaria

G. Tellez, and B.M. Hargis
Department of Poultry Science. University of Arkansas
Fayetteville, Arkansas 72701

El sistema inmunitario innato

El sistema inmunitario innato comprende las células y los mecanismos que defienden al huésped
de la infeccidn por otros organismos, de forma no especifica. Esto significa que las células del
sistema innato reconocen, y responden a, patégenos de forma genérica, pero distinto al sistema
inmunologico adaptativo, no confiere inmunidad a largo plazo o protectora al huésped. El sistema
inmunoldgico innato proporciona defensa inmediata contra la infeccion, y es encontrado en todas
las clases de vida animal y vegetal. Este sistema innato constituye una antigua estrategia evolutiva
de defensa, que predomina en las plantas, los hongos, los insectos y los microorganismos
multicelulares primitivos. Las funciones principales del sistema inmunitario innato en vertebrados
incluyen:
1.Reclutamiento de células inmunes hacia los sitios de infeccidn y de inflamacién, mediante la
produccion de factores quimicos, incluyendo los mediadores quimicos especializados,
denominados citoquinas.
2.Activacion de la cascada del sistema del complemento para identificar bacterias, activar las
células y promover el aclaramiento de las células muertas o de los complejos de anticuerpos.
3.La identificacion y remocién de sustancias extrafias presentes en érganos, tejidos, sangre y
linfa, a cargo de los leucocitos.
4.La activacion del sistema inmunitario adaptativo mediante un proceso conocido como la
presentacion de antigenos.

La inflamacion es una de las primeras respuestas del sistema inmunitario a la infeccion o la
irritacion; la inflamacion es estimulada por la liberacion de factores quimicos y sirve para establecer
una barrera fisica contra la propagacion de la infeccidn, y para promover la recuperacion de algun
tejido danado siguiendo el aclaramiento de los patégenos. Los factores quimicos producidos
durante la inflamacion (histamina, bradicinina, serotonina, leucotrienos) sensibilizan los receptores
de dolor, causan vasodilatacion de los vasos sanguineos en la escena, y atraen fagocitos,
especialmente neutrofilos. Luego, los neutréfilos disparan otras partes del sistema inmunitario
mediante la liberacién de los factores quimiotacticos para otros leucocitos y linfocitos. La respuesta
inflamatoria esta caracterizada por el siguiente quinteto de sintomas: enrojecimiento, calor,
hinchazén, dolor y posible disfuncion de los érganos o tejidos involucrados.

Sistema del Complemento

El sistema del complemento es una cascada bioquimica del sistema inmunitario que ayuda, o
‘complementa”, la habilidad de los anticuerpos de depurar patdégenos o marcarlos para la
destruccion por otras células. La cascada esta compuesta por muchas proteinas plasmaticas,
sintetizadas en el higado, primariamente por los hepatocitos. Las proteinas trabajan juntas para:

1. Disparar el reclutamiento de las células inflamatorias.

2. Marcar patdégenos para su destruccion a cargo de otras células por opsonizacion,
recubrimiento, de la superficie del patdogeno.

3. Trastornar la membrana plasmatica de una célula infectada, resultando en la citolisis de la
célula infectada, causado la muerte del patégeno.

4. Librar al cuerpo de los complejos antigeno-anticuerpo neutralizados.
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Los elementos de la cascada de complemento pueden ser encontrados en muchas especias
evolutivamente mas viejos que en los mamiferos incluyendo las plantas, aves, peces y algunas
especies de invertebrados.

Células de la respuesta inmunitaria innata

Todas las células sanguineas blancas son conocidas como leucocitos. Los leucocitos son
diferentes de otras células del cuerpo dado que no se asocian con ningun érgano en particular; asi,
su funcion esta caracterizada por ser independiente, similar a los organismos unicelulares. Los
leucocitos son capaces de moverse libremente e interactuar y capturar restos celulares, particulas
extrafas, o de invadir microorganismos. Distinto a muchas otras células del cuerpo, la mayoria de
los leucocitos inmunoldgicos innatos no se pueden dividir o reproducir por si mismos, pero son los
productos de las células madres pluripotenciales presentes en la médula 6sea.

Los leucocitos de la respuesta innata incluyen: Células asesinas naturales (Ceélulas NK),
mastocitos, eosindfiloa, basofilos; y las células fagociticas (fagocitos) incluyen a los macréfagos,
los neutrdéfilos y las células dendriticas, y funcionan dentro del sistema inmunolégico con la
identificacion y la eliminacion de los patégenos que podrian causar infeccion. La palabra fagocito
significa literalmente comer células. Estas son células inmunitarias que devoran, patégenos o
particulas. Para fagocitar un patdgeno o particula, un fagocito extiende porciones de su membrana
celular, extendiendo la membrana alrededor del objeto a fagocitar (disponiendo la particula dentro
de la célula). Una vez dentro de la célula, el aptdégeno invasor es contenido dentro de un endosoma
que se fusiona con un lisosoma. El lisosoma contiene enzimas y acidos que matan y digieren la
particula u organismo. Los fagocitos generalmente patrullan el cuerpo en busca de patégenos, pero
también son capaces de reaccionar a un grupo de sefiales moleculares altamente especializadas
producidas por otras células, llamadas citoquinas. Las células fagociticas del sistema inmunitario
incluyen: Macréfagos, Neutrofilos, y Células Dendriticas. La fagocitosis de las células propias de
los huéspedes es comun como parte del desarrollo y el mantenimiento del tejido regular. Cuando
el huésped muere, podria ser por procesos inducidos internamente a muerte celular programada
(también llamada apoptosis), o causado por lesiones celulares debido a una infeccién bacteriana o
viral, siendo las células fagociticas las responsables de su remocion del sitio afectado. Ayudando
a remover las células muertas antes del crecimiento y desarrollo de nuevas células sanas, la
fagocitosis es una parte importante del proceso de recuperacion después de cualquier dafio
ocasionado a los tejidos.

Macréfagos

Los macrofagos, vocablo proveniente del Griego, significa "gran célula comedora”, son leucocitos
fagociticos grandes, que son capaces de moverse al exterior del sistema vascular al atravesar la
membrana celular de los vasos capilares y entrando en areas intercelulares en persecucion de los
patdgenos invasores. En los tejidos, los macréfagos 6rgano-especificos estan diferenciados a partir
de las células fagociticas presentes en la sangre llamadas monocitos. Los macréfagos son los
fagocitos mas eficientes, y pueden fagocitar nimeros substanciales de bacterias u otras células o
microbios.[2] La unidon de moléculas bacteriales a los receptores sobre la superficie de un
macrofago desencadena la ingestion y destruccion de las bacterias a través de la generacion de
una "brecha respiratoria", causando la liberacién de especies reactivas del oxigeno. Los patégenos
también estimulan al macréfago a la produccion de quimioquinas, que atraen otras células al sitio
de la infeccion.[2]

Neutréfilos
Los neutrdéfilos (heterdfilos en las aves), al igual que otros dos tipos celulares: los eosindfilos y los

basdfilos, son conocidos como granulocitos debido a la presencia de granulos en su citoplasma, o
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como células polimorfonucleares (PMNs) debido a su distintivos nucleos lobulados. Los granulos
del neutrdéfilo contienen una variedad de sustnacias toxicas que matan o inhiben el crecimiento de
bacterias y hongos. Similares a los macrofagos, los neutrodfilos atacan a los patégenos mediante la
activacion de una "brecha respiratoria". Los productos principales de la brecha respiratoria del
neutrofilo son fuertes agentes oxidantes incluyendo el perdxido de hidrégeno, los radicales libres
de oxigeno y el hipoclorito. Los Neutréfilos son los tipos celulares fagociticos mas abundantes,
normalmente representan el 50 a 60% del total de leucocitos circulantes, y son usalmente las
primeras células en llegar al sitio de una infeccion.

Células dendriticas

Las células dendriticas (DC) son células fagociticas presentes en tejidos que estan en contacto con
el medio externo, principalmente la piel (donde dichas células toman el nombre de Células de
Langerhans), y el revestimiento mucoso interno de la nariz, pulmones, estdmago e intestino. Se
llaman asi por su analogia con las dendritas neuronales, pero las células dendriticas no estan
conectadas al sistema nervioso. Las células dendriticas son muy importantes en la presentacion de
antigenos, y sirven como enlace entre los sistemas inmunitario innato y adaptativo.

Basofilos y Eosindfilos

Los basdfilos y los eosinoéfilos son células relacionadas con los neutréfilos Cuando se activan al
encuentro con un patégeno, los basdfilos liberan histamina siendo importantes en la defensa contra
parasitos, y juegan un papel importante en las reacciones alérgicas (tales como el asma). Desde
su activacion, los eosindfilos secretan un rango de proteinas altamente toxicas y radicale libres que
son altamente efectivos en la muerte de bacterias y de parasitos, pero también son resposables del
dafio tisular que ocurre durante las reacciones alérgicas. La activacion y la liberacidn de toxinas por
los eosindfilos es por tanto minuciosamente regulado para prevenir cualquier dafio por la
destruccion inadecuada de tejido.

Células asesinas naturales

Las Células asesinas naturales, o Células NK, son un componente de la respuesta inmunitaria
innata. Las células NK atacan las células del huésped que han sido infectadas por microbios, pero
no atacan directamente invadiendo los microbios. Por ejemplo, las células NK atacan y destruyen
células tumorales, y las células infectadas por virus, mediante un proceso conocido como "auto-
desaparicion". Este término describe células con bajos niveles de un marcador celular de superficie
llamado MHC | (complejo mayor de histocompatibilidad) - una situacion que puede elevarse en
infecciones virales de las células del huésped. Tales células se denominan "asesinas naturales"
debido a la nocidn inicial de que no requerian activacion para matar a las células que estaban "auto-
desaparecidas".

Células T gammal/delta

Como otras células T 'no convencionales' que llevan los invariables receptores de célula T (TCRs),
tales como el CD1d-restringido en Células asesinas naturales, las células yd exponen
caracteristicas que las ubican en la frontera entre inmunidad adaptativa e inmunidad innata. Por un
lado, las células T yd podrian ser consideradas como un componente de la inmunidad adaptativa
puesto que estas modifican los genes TCR para producir recombinacién cruzada y desarrollar un
fenotipo de memoria. Sin embargo, las multiples combinaciones podrian también ser consideradas
parte del sistema inmune innato donde los receptores restringidos de TCR o NK podrian ser usados
como un modelo de reconocimiento del receptor. Por ejemplo, de acuerdo a este paradigma,
grandes cantidades de células T Vy9/Vd2 responden en horas a moléculas comunes producidas
por microbios, y las células T V&1 intraepiteliales altamente restingidos responderan a células

epiteliales estresadas.
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Otras formas de inmunidad innata

1. Las bacterias (y tal vez otros organismos procariotas), utilizan un mecanismo de defensa
unico, llamado sistema de modificacion a la restriccion que los protege de patégenos, tales como
los bacteriofagos. En este sistema, las bacterias producen enzimas, denominadas endonucleasas
de restriccidn, que atacan y destruyen regiones especificas del ADN viral de los bacteriofagos
invasores. La metilacion en el ADN propio del huésped lo marca como propio y lo previene de ser
atacado por endonucleasas. Las endonucleasas de restriccidon y el sistema de modificacion por
restriccion existen exclusivamente en procariotas.

2. Los invertebrados no poseen linfocitos u otro sistema humoral basado en anticuerpos, y es
probable que un multicomponente, el sistema inmunologico adaptativo surgiera en los primeros
vertebrados. No obstante, los invertebrados poseen mecanismo que parecen ser precursores de
estos aspectos de la inmunidad en vertebrados. El modelo de reconocimiento de receptores es un
grupo de proteinas usadas por todos los organismos cercanamente para identificar moléculas
asociadas con patogenos microbianos. Los receptores Toll (TLR) son una clase importante del
modelo de reconocimiento de receptor, que existe en todos los celomados (animales con una
cavidad corporal), incluyendo los humanos. El sistema del complemento, como se discutio, es una
cascada bioquimica del sistema inmunitario que ayuda a eliminar patégenos de un organismo, y
existe en la mayoria de las formas de vida. Algunos invertebrados, incluyendo varios insectos,
cangrejos, y gusanos utilizan una forma modificada de respuesta del complemento conocida como
el sistema profenoloxidasa (proPO). Los péptidos antimicrobianos son un componente conservado
evolutivamente de la respouesta immunoldgica innata encontrada en todas las clases de vida y
representa la principal forma de vida de la inmunidad sistémica en invertebrados. Varias especies
de insectos producen péptidos antimicrobianos conocidos como defensinas y cecropinas.

3. Eh las plantas, los miembros de cada clase de patégeno que infecta a los humanos también
infecta a las plantas. Aunque las especies patdgenicas exactas varian con las especies infectadas,
bacterias, hongos, virus, nematodos e insectos pueden causar enfermedades en plantas. Como
con los animales, las plantas atacadas por insectos u otros patdgenos usan un grupo de complejas
respuestas metabdlicas que llevan a la formacion de compuestos quimicos defensivos que
combaten la infeccidn o hacen la planta menos atractiva hacia los insectos y otros herbivoros. Como
los invertebrados, las plantas ni generan respuestas a anticuerpos o células T ni poseen células
moviles que detecten y ataquen a los patégenos. En cambio, en caso de infeccion, partes de
algunas plantas son tratadas como desechable y reemplazable, en formas que muy pocos animales
son capaces de hacer. Excluir o eliminar una parte de una planta ayuda a detener la propagacién
de una infeccidon. La mayoria de las respuestas inmunoldgicas en plantas involucran senales
quimicas sistémicas enviadas a través de la planta. Las plantas usan un modelo de reconocimiento
de receptores para identificar los patégenos y empezar una respuesta basal, la cual produce
sefales quimicas que ayudan a detener la infeccion. Cuando una parte de una planta se infecta
con un patégeno microbiano o viral, en caso de una interaccion incompatible desencadenada por
“elicitors” especificos, la planta produce una respuesta hipersensitiva (HR) localizada, donde las
células en el sitio de la infeccion undergo rapida muerte celular programada para prevenir la
propagacion de una enfermedad a otras partes de la planta. La HR tiene algunas similitudes a la
piroptosis animal, tales como un requerimiento de la actividad proteolitica de VPEy similar a
caspasa-1, una proteasa de cisteina que regula el desensamblaje de la célula durante la muerte
celular. Las proteinas de "Resistencia" (R), codificadas por los genes R, estan presentes
ampliamente en plantas y detectan patdgenos. Estas proteinas contienen dominios similares a los
Receptores NOD y receptores Toll utilizados en la inmunidad animal innata. La resistencia sistémica
adquirida(SAR) es un tipo de respuesta defensive que ofrece resistencia a toda la planta para un
amplio espectro de agentes infecciosos. La SAR involucra la produccién de mensajeros quimicos,
tales como el acido salicilico o el acido jasmonico. Algunos de estos viajan a través de la planta y
sefaliza otras células para producir compuestos defensivos para proteger las partes no infectadas,
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por ejemplo, las hojas. El acido salicilico en si mismo, aunque indispensable para la expresion de
SAR, no es la sefal translocada responsible de la respuesta sistémica. Evidencia reciente indica
un papel para los jasmonados en la transmisién de la sefal a las porciones distales de la planta.
Los mecanismos de silenciamiento del RNA también son importantes en la respuesta sistémica de
la planta, como ellas pueden bloquear la replicacidn del virus. La respuesta del acido jasmonico, es
estimulada en las hojas dafadas por los insectos, e involucra la produccion de metil-jasmonato.

Vacunacion en medicina veterinaria

La vacunacion continua siendo una de las vias mas sostenibles y utilizadas en el control de
enfermedades infectocontagiosas en medicina veterinaria, dado por su mayor factibilidad
econdmica y por el problema que representa la residualidad de los antibidticos en productos
animales de consumo humano como leche, carnes y huevos. Una vacuna ideal es relativamente
facil de definir, pero pocas vacunas lo logran, incluso existen microorganismos para los cuales no
hay vacunas. Se puede plantear que son muchos y diversos los retos que deben vencerse para
lograr vacunas adecuadas. Tradicionalmente, las estrategias de vacunacién ayudaron a erradicar
y controlar epidemias en medicina veterinaria, sin embargo las vacunas utilizadas (vacunas
inactivadas y atenuadas) tenian desventajas como los peligros de inactivacion incompleta y
reversion de la patogenicidad que producian casos clinicos de las enfermedades después de las
vacunaciones. A pesar del uso y el desarrollo de las vacunas tradicionales ha surgido la necesidad
de la obtencion de nuevas vacunas , lo que esta motivado por diferentes causas como: todos los
microorganismos desarrollan mecanismos de evasion que interfieren con la respuesta inmune y no
en todos esta claro que mecanismos inmunes son verdaderamente eficientes, la evolucion rapida
de los microorganismos, el surgimiento de nuevas variantes patdégenas mas virulentas y resistentes
a drogas, la reemergencia de enfermedades infecciosas a nivel mundial, la aparicion del VIH que
marca una pauta en las investigaciones vaccinologicas e inmunoldgicas y el conocimiento de la
etiologia infecciosa para otras enfermedades donde hasta ahora no se habia reconocido la
participacion de microorganismos, este reconocimiento ha sido posible por el aporte que los
estudios moleculares brindaron al esclarecimiento de la etiopatogenia de las mismas.

Los avances tecnoldgicos de las ultimas décadas que incluyen la manipulacion genética , las
técnicas de ADN recombinante, los nuevos métodos de atenuacion de patdégenos , los avances en
inmunologia particularmente en lo referido a la presentacion antigénica y procesamiento de
antigenos que ha permitido dirigir las vacunas hacia la busqueda de repuestas inmunes mas
especificas asi como la utilizacién de nuevos adyuvantes , ha servido de base fundamental para
las llamadas vacunas de nueva generacion. A diferencia de las vacunas tradicionales, las nuevas
vacunas explotan el conocimiento intimo de la estructura molecular de los patégenos asi como una
mayor comprension del mecanismo de inmunidad hacia ellos.

Basado en esto se han desarrollado nuevos adyuvantes, vectores y formulaciones vacunales que
permiten una mejor orientacion de la respuesta lo que nos hace prever un futuro mas alentador con
relacion a la posibilidad de obtener vacunas mas eficientes. La tabla 1 resume los elementos
esenciales de la inmunidad a los microbios.
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Tabla 1. Inmunidad a microbios

e Agente e Inmunidad inata ¢ Inmunidad especifica
e Bacterias Fagocitosis es inefectiva Inmunidad celular
intracelulares
obligadas
e Bacterias Fagocitosis Inmunidad humoral
extracelulares
Virus e Actividad NK, Combina humoral y celular
/ ,Interferén e Humoral util en etapas tempranas
e Actividad del Complemento. o Dificil transferir inmunidad sérica

e La capacidad neutralizante in vitro
no se relaciona con la in vivo.

e Generalmente insuficiente Principal
mecanismo: A mediacion celular!

e Actividad CTL

Parasitos Generalmente ineficiente Inmunidad humoral en algunos casos y/o a
mediacién celular en dependencia del
parasito

Desarrollo de vacunas de nueva generacion

Una de las areas donde el impacto de la Biotecnologia ha sido mayor, es sin duda la salud animal
y dentro de esta , la obtencién y produccion de nuevas vacunas ha sufrido una verdadera
revolucion. Las enfermedades infecciosas continian siendo el mas importante contratiempo para
una eficiente produccién animal en paises desarrollados y en vias de desarrollo por lo que
establecer programas de inmunizaciones es sin dudas una de las vias de control mas sostenibles.

Las nuevas tecnologias han impactado en la Vaccinologia moderna en tres aspectos
fundamentales:

e Nuevas formas de produccién de vacunas
e Nuevas presentaciones antigénicas
« Nuevas estrategias de obtencion y disefio.

Asi, los criterios tradicionales del desarrollo de vacunas se han basado en la seleccion de
patégenos en un marco amplio mientras que los criterios actuales se basan en la virulencia
antigénica utilizando antigenos que sean mas viables. Ambas estrategias coinciden en que las
vacunas sean: Seguras, de bajo costo, facil administracion y fuerte y larga proteccién. La estrategia
de desarrollo de vacunas basadas en la virulencia antigénica se basa en que muchos antigenos
virulentos estimulan inmunidad protectiva no siendo esenciales para la reproduccion y la
transmision de la enfermedad, por lo cual es posible la obtencién de los mismos utilizando diferentes
vias de expresion y sistemas portadores o presentadores de antigenos. Esta estrategia de
desarrollo de vacunas ha sido la base para el desarrollo de nuevas generaciones de vacunas. Las
estrategias que se utilizan para la generacién de estas vacunas han permitido el desarrollo de
diferentes generaciones de vacunas dentro de las cuales se destacan algunas por el impacto que
han tenido. A continuacion se mencionana las principales vacunas que conforman estas nuevas
generaciones.

Vacunas por subunidades (recombinantes o purificadas)

Han estado basadas en los criterios de seleccién de antigenos de virulencia lo que ha permitido
vacunas mas eficaces, seguras, de bajo costo relativo y de respuestas inmunes mas especificas y
duraderas. Un paso critico para el desarrollo de una vacuna por subunidades es la identificacion de

3* Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 117


http://www.monografias.com/trabajos14/biotecnologia/biotecnologia.shtml
http://www.monografias.com/Salud/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/era/era.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/desorgan/desorgan.shtml
http://www.monografias.com/Computacion/Programacion/
http://www.monografias.com/trabajos13/diseprod/diseprod.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/selpe/selpe.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/coad/coad.shtml#costo
http://www.monografias.com/trabajos36/administracion-y-gerencia/administracion-y-gerencia.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/reproduccion/reproduccion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml

los componentes individuales (proteinas o glicoproteinas) relacionadas con la proteccion. En
ocasiones muchas proteinas incluidas en la formulaciéon de vacunas pueden ser inmunosupresivas
. Resulta imprescindible identificar las proteinas inmunodominantes o sea imprescindibles para
inducir proteccién y que eliminen la accién de las otras. Combinando los analisis geondmicos y el
entendimiento de la patogénesis molecular de las enfermedades, es posible identificar proteinas
especificas inmunodominantes. La utilizacion de componentes subunitarios inmunégenos es un
alternativa de inmunizacion, por su poder inmundgeno limitado deben ir a unidos a adyuvantes
potentes para propiciar una buena respuesta inmune. En tal sentido las investigaciones de
adyuvantes han incluido nuevas estrategias como la inclusion de citoquinas para potenciarlas y
dirigir la repuesta inmune.

Para el desarrollo de una vacuna por subunidades se deben considerar tres pasos criticos que son:
- Conocimiento de la estructura molecular del patégeno.
- Entendimiento de los mecanismos de la inmunidad.
e Produccion de las proteinas de interés
Estas pueden basarse en proteinas nativas purificadas o proteinas recombinantes.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de las proteinas candidatas se seleccionan los sistemas de
expresion a utilizar, los mismos pueden ser:

Sistemas de expresion procariota: (no realizan modificaciones postransduccionales): E. coli,
Salmonella, BCG.

Sistemas de expresidon eucariota: (realizan modificaciones postransduccionales). Estos a su vez
pueden ser:

o Células Eucariotas inferiores: levaduras como Sacharomices cerevisiae y Pichia pastoris

e Células de mamiferos: sistemas virales

Las ventajas potenciales de las vacunas por subunidades radican en que las mismas incrementan
la seguridad, disminuyen la competencia antigénica ya que solo pocos componentes son incluidos
en las mismas, ademas, los antigenos incluidos resultan importantes targets o blancos para el
sistema inmune. Otra ventaja a tener en cuenta es la posibilidad de diferenciar animales vacunados
de los animales infectados (denominadas Vacunas marcadas). La principal desventaja como se
senalo es la necesidad el uso de fuertes adyuvantes en las formulaciones, aunque se ha sefialado
también que las respuestas inmune son por lo general mas cortas que las vacunas vivas. Vacunas
vivas atenuadas por mecanismos moleculares: La sustitucion de los métodos convencionales de
atenuacion ha eliminado uno de los peligros potenciales de las vacunas atenuadas: la reversion de
la patogenicidad. Dentro de estas se sefala la utilizaciéon de la Salmonella como vacunas
bacterianas vivas atenuadas y los vectores virales vivos como los Pox-virus (vaccinia), herpesvirus
y adenovirus como modelos promisorios en medicina veterinaria.

Vectores bacterianos: Dentro de estos podemos sefalar:
Bacterias gram - : Salmonella thyphimurium

Bacterias Gram. +: BCG
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Una cepa bacteriana atenuada ideal debe tener ventajas como:
e .Virulenta y muy inmunogénica.
e Proteccion con una sola dosis.
e En el caso de un patdégeno entérico debe retener su capacidad de colonizar el Intestino y
TLAI sin causar enfermedad.
e Dos 0 mas mutaciones que aseguren la no reversion.
« El sistema debe asegurar la expresion de los genes clonados en el individuo. Inmunizado.
« Cultivarse, mantenerse y administrarse con facilidad.

Salmonella typhimurium: Es el modelo de bacterias mas usado como vector debido a que existe un
modelo murino .y a que la genética de Salmonella es ampliamente conocida , Se ha seleccionado
este sistema para la expresion de antigenos foraneos por diferentes aspectos importantes en la
induccién de una respuesta inmune como:

*El ag llega al tejido linfoide asociado al intestino (TLAI) y placas de Peyer ( IgA)

» Puede colonizar el intestino persistiendo y proliferando en el TLAI asi como a bazo e higado.
* Puede atenuarse sin afectar la colonizacion

+ Vasta informacién de factores de colonizacion y virulencia.

Para el uso de Salmonella typhimurium como vector se han desarrollado diferentes mutantes
atenuadas, siendo los mas importantes:

Biosintesis liposacaridos: gal E.
Biosintesis de acidos aromaticos: Aro
Biosintesis de purinas: pur
Regulacion de AMP ciclico: cya
Sintesis de acido fosforico: crp

Dentro de estos, los mutantes Aro son los mas utilizados por ser la via mas segura de atenuacién
ya que reducen el riesgo de adquirir eventos de recombinacién con la flora normal y poder ser
administrados por la via oral y parenteral induciendo fuerte actividad humoral y respuesta mediada
por células.

Con respecto a la utilizaciéon del BCG como vector debe considerarse que es una cepa atenuada
que se utiliza para la proteccion contra la tuberculosis humana, puede administrarse a cualquier
edad, con pocas complicaciones ademas de tener propiedades adyuvante y proteccion con una
sola dosis.

Vectores virales vivos atenuados: Los virus poseen caracteristicas que los hacen interesantes para
Su uso como vectores, entro de estas se deben destacar:
- Sdlo contiene los antigenos de interés.
- Muchos virus expresan antigenos intracelularmente.
- El antigeno se presenta al sistema inmune de manera analoga a los patégenos.
- Existen regiones relacionadas con la patogenicidad como el gen TK o E1 que pueden
utilizarse para realizar las delecciones genéticas.
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Los virus en su uso como vector deben poseer un balance adecuando en sus caracteristicas de
inmunogenicidad e inocuidad. Dentro de los virus mas usados como vectores se destacan los
poxvirus. Por las ventajas que representan estan siendo explotados como vectores de genes
foraneos particularmente los avipoxvirus que unen a estas caracteristicas la de ser hospedero-
restringido por lo que no se replican cuando son introducidos en células de mamiferos aunque
pueden actuar como vectores de expresion de genes de éstas especies. Otras familias de virus
utilizados son los herpes virus, adenovirus y retrovirus.

Vacunas de DNA.

Las premisas que demostraran la posibilidad de uso del DNA como elemento desencadenador de
una respuesta inmune estuvieron se basan en los siguientes trabajos:

+1990: (grupo de Felgner (Wolff y cols) internalizan en musculos plasmidos no replicativos y que
codifican para determinados genes: expresion de proteinas

* 1992 (Tang y cols) particulas de ADN unidas a oro inducen respuesta inmune contra las proteinas.

* 1993 (Ulmer y cols) Prueba definitiva de eficacia protectora: fuerte respuesta inmune tanto
humoral como celular.

Se parte de un nuevo concepto en la generaciéon de las mismas puesto que no utilizan
microorganismos totales ni subunidades antigénicas, sino se utilizan vectores plasmidicos con
genes que codifican para la proteina que deseamos expresar, logrando la expresion de la misma
en el tejido del animal inmunizado rememorando lo que sucede en las infecciones naturales por los
patdgenos. Para la medicina veterinaria estas vacunas introducen ventajas muy promisorias como
la induccién de fuertes respuestas B y T, repuestas citotoxicas, tienen un menor costo relativo, no
necesitarian cadenas de frios para su transportacion y se plantea la induccién de inmunidad pasiva
en muchos casos. Se habla de una tecnologia de una gran robustez tecnoldégica y aunque aun se
encuentra en etapas tempranas de investigacion ya se han obtenido resultados promisorios en
diferentes modelos.
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Efecto protector de etoxiquina contra la intoxicacidén alimentaria
cronica por aflatoxinas en gallinas de postura
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INTRODUCCION
En gallinas de postura se ha demostrado que las aflatoxinas inducen una disminucion de la cantidad
y calidad en el huevo producido (Rizzi et al., 2003), ademas, aunque el organismo del animal logra
inactivar una buena parte de la aflatoxina incluida en los granos, cuando las dosis de éstas son
altas, los niveles de contaminacion en el huevo rebasan los limites de deteccidén y los limites
maximos de tolerancia (Zaghini et al., 2005). Esta contaminacion puede tener especial significado
para la salud publica al ser el huevo un producto de primera necesidad en México. Adicionalmente,
es necesario considerar que México es el cuarto productor mundial de huevo; la produccion
nacional es de 1'995,478 toneladas, con una tasa media de crecimiento anual de 3.3% en la
produccion y de 1.5 en el consumo, alcanzando a nivel nacional, un consumo per capita anual de
19.2 kg (INEGI, 2005).
En la industria avicola, la toxicidad aguda presenta un curso rapido con manifestaciones
usualmente obvias (Bennett y Klich, 2003), siendo la mortalidad el principal efecto por el consumo
de alimentos con altos niveles de AFs (1-5 mg/kg), mientras que el consumo de niveles bajos o
moderados (50 y 100 ug/kg) de manera cronica se ve reflejado en una disminucion de los indices
de productividad de las aves como viabilidad, incubabilidad del huevo, consumo y conversion de
alimento (Ortatatli et al., 2005).
Diferentes estudios realizados en gallinas de postura han documentado que el consumo de
alimento con concentraciones de AFs superiores a los permitidos (30 ug/kg) ocasionan una caida
drastica y repentina en la produccién de huevo debido principalmente a una reduccién en la sintesis
hepatica y transporte de precursores de la yema (Jand et al., 2005). También se han reportado
importantes efectos negativos en la calidad del huevo (Zaghini et al., 2005), pues se han encontrado
alteraciones en el peso del cascardn y en el color de la yema en gallinas alimentadas con 2.5 mg/kg
de AFB1, donde la variacidén en el color probablemente se atribuye a la interferencia de éstas con
el metabolismo de lipidos y en la deposicidon de pigmentos en la yema.
Por esas razones se han realizado numerosas investigaciones con la finalidad de ensayar
procedimientos y productos que ayuden a prevenir, disminuir o inactivar el efecto de las aflatoxinas,

pues se ha demostrado que numerosos compuestos incrementan la actividad de los procesos de

3* Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 121


mailto:avaldiv@correo.uaa.mx

detoxificacion, cuando éstos son adicionados a la dieta de los animales (Hayes et al., 1999). Los
agentes quimioprotectores se caracterizan por su habilidad para modular la expresion de enzimas
que bioactivan o eliminan xenobidticos como los retinoides, indoles, carotenoides y farmacos no
esteroidales y antiinflamatorios, asi como agentes bloqueadores previenen la mutagénesis (Hayes
y McMahon, 2001).

Entre los compuestos quimioprotectores se encuentra la etoxiquina (EQ). La EQ es un compuesto
sintético empleado para proteger sistemas de hidrocarburos no saturados debido a sus efectos
antidegradantes y antiozonizantes, por lo que es usada para conservar aceites, grasas y harinas
de carne (Bartov y Bornstein, 1981; Wang et al., 1997). En la avicultura se ha usado para inhibir la
oxidacion de lipidos y compuestos liposolubles en el alimento como carotenos y vitaminas Ay E, y
asi mejorar la estabilidad de la grasa y proteinas en el pollo de engorda, ya que el incremento del
consumo de peroéxidos puede causar una disminucién de crecimiento y un efecto negativo en la
eficiencia alimenticia (Middleton et al., 2001). Algunos autores han investigado la eficacia de la EQ
en pollos de engorda alimentados con dietas que contenian grasas oxidadas, donde los resultados
obtenidos indicaron niveles altos a nivel intestinal de glutation reducido (GSH) y gamma glutamil
transpeptidasa (GGT), encargada de transportar GSH a las células intestinales y por tanto
incrementar la actividad contra las toxinas presentes en ellos (Bammler et al., 2000). El objetivo de
este estudio fue caracterizar la efectividad de la etoxiquina para disminuir los cambios zootécnicos,
bioquimicos y patolégicos ocasionados por la intoxicacion cronica con aflatoxinas en gallinas de

postura.
MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo en las instalaciones de la Posta Zootécnica del Centro de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Auténoma de Aguascalientes ubicada en el municipio de
Jesus Maria, Aguascalientes. En una incubadora local fueron adquiridas 240 gallinas de postura
Hy-Line W36 de un dia de edad (octubre 2007), seleccionadas de acuerdo a la semejanza de peso
corporal (media + 5.0 %) y ausencia de defectos morfolégicos. Las aves fueron criadas por
procedimientos zootécnicos estandar (Hy-Line, 2007) En la etapa de crianza las aves fueron
alojadas en jaulas en bateria con calefaccion eléctrica y para la etapa de desarrollo y produccion
se utilizaron jaulas invertidas en piramide de dos pisos. La temperatura y la humedad relativa fueron
mantenidas dentro de los limites recomendados por la Federation of Animal Science Societies
(Curtis, 1999).

La dieta base fue elaborada de acuerdo a los requerimientos nutricionales sefialados por la National
Research Council (NRC, 1994), no se afiadieron coccidiostatos, antibidticos ni promotores del
crecimiento; el agua y alimento fueron suministrados ad libitum desde el primer dia hasta la semana
85 de edad. Para la elaboracién de los tratamientos fue afiadida etoxiquina grado alimenticio al

66% (Dresquin 66, Dresen Quimica SA de CV, México). Para la contaminacién del alimento se
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utilizaron dos cepas toxicogénicas de Aspergillus flavus (Cuautitlan y Tamaulipas; Unidad de
Investigacion en Granos y Semillas, FES- Cuautitlan, UNAM). La contaminacion se hizo de acuerdo
al método sefalado por Valdivia y colaboradores (2001). La dieta base y el maiz contaminado se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién para cuantificar la concentracion de
micotoxinas de acuerdo al método senalado por el método 990.33 la AOAC (Scott, 1995) para
alcanzar la concentracién deseada de AFs por kg de alimento, para lo cual se utilizaron tubos de
extraccion en fase sélida (SPE) y el eluato se derivatizé con acido trifluoroacético y se inyectd en
el sistema cromatografico con fase maovil acetonitrilo: metanol: agua (22.5: 22.5: 55) con un detector
de fluorescencia. Las muestras problema se compararon contra estandares y contra curvas patron
de AFs.

También se registré la produccion de huevo y el consumo de alimento diario (CADA), estimando el
indice de conversion y la eficiencia alimentaria (EA), produccién gallina-dia relativo (PGD). En cada
etapa de evaluacion, tres aves adicionales por grupo fueron anestesiadas (25 mg/kg de pc de
pentobarbital sédico via IV) hasta que alcanzaron un plano quirurgico (Total 120 aves adicionales).
Enseguida se realizé una intervencion para realizar una perfusion in situ. El higado y los rifiones
fueron extraidos y pesados; se conservaron en una solucion fijadora (100 mL de formaldehido al
37%, 900 mL de agua destilada, 4.0 g/L de NaH2POg4, 6.5 g/L de Na2HPO4, pH 7.4) hasta la
evaluacion histopatolégica de cortes histologicos de 5.0 uym de grosor de con tincion
hematoxilina/eosina (HE), de acuerdo al método de Prophet y colaboradores (1994)

De acuerdo a la metodologia de Hissin y Hilf (1976) se cuantificd la concentracion de GSH en
higado y rifiones en homogeneizados (250 mg) del tejido conservado en buffer de fosfatos (14.19
g/L de Na2HPO4, 1.86 g/L de EDTA, pH 8.0) mas 1.0 mL de acido metafosforico (25%). Para evaluar
las proteinas totales plasmaticas por espectrofotometria (Gornall et al., 1949), se tomaron 3.0 mL
de sangre intracardiaca con jeringas con anticoagulante (EDTA 10%); la sangre fue centrifugada (5
000 rpm por 5 min) para obtener el plasma, se almacend en alicuotas de 1.5 mL y se conservaron
en congelacion (-20° C) hasta su procesamiento (Gella et al., 1985).

Se utilizé un disefo experimental completamente al azar con un analisis estadistico con arreglo
factorial de tratamientos, comparando dos niveles de EQ (0.0 y 500 mg/kg de alimento) contra los
cuatro niveles de las aflatoxinas (0.0, 0.5, 1.0 y 1.5 mg por kg de alimento) en cinco periodos de
muestreo, que correspondieron a las edad 0, 27, 31, 59 y 85 semanas de edad. Debido a que el
consumo del alimento contaminado artificialmente comenzoé a las 14 semanas de edad, el periodo
de intoxicacion tuvo una duracion de 14, 20, 46 y 72 semanas de intoxicacién. Los datos de las
variables fueron capturados y ordenados en una hoja electronica (MS Excel®) y fueron sometidos
a un analisis de varianza (ANDEVA) mediante el procedimiento para modelos lineares generales

(GLM) del software Statistical Analysis System (SAS, 1999). El analisis estadistico de los datos se

3* Reunion Anual AECACEM 2010 (antes AVEM) Querétaro 2010 Pdg. 123



basd en la comparacion de medias de los tratamientos por medio de la prueba protegida de Fischer,
considerando un nivel de probabilidad P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de facilitar el analisis de los parametros productivos, estos se dividieron en tres
periodos de producciéon, cada uno de ellos con una duracién de 17 semanas haciendo un total de
52 semanas de produccion y 73 semanas de edad de las aves. Los resultados obtenidos del indice
de conversion alimenticia se muestran en la Tabla 1. Durante los tres periodos experimentales se
observaron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos, mostrando una asociacién de
una disminucion del indice de conversion con todas las dosis de AFS, efecto que podria ser
atribuido al uso de este quimioprotector. Los valores obtenidos de la eficiencia alimentaria se
engloban en la tabla 2. Donde se puede observar diferencias significativas de huevo producido por
tonelada de alimento consumido, entre los tratamientos control y tratamiento EQ. Las aves de los
grupos que consumieron AFs en dosis de 1.0 y 1.5 mg/kg, presentaron un incremento en el peso
relativo del higado cuando fueron comparados contra el grupo control (0.0 mg/kg AFs). Este
incremento fue estadisticamente significativo (P<0.01) a partir de la semana 46 de intoxicacion
como un efecto combinado de los niveles de AFs y de la duracion del tratamiento (Figura No. 1).
En las aves que recibieron EQ combinada con AFs (0.5, 1.0 y 1.5 mg/kg) también se observd, a
partir de la semana 46 de intoxicacion, un incremento significativo (P<0.05) del peso relativo del

higado, en comparacion del grupos que no consumié la micotoxina, pero si el quimioprotector.

En relacién al peso relativo de los rifones, no se observé ningun efecto en las gallinas que
consumieron exclusivamente AFs (P>0.05). Este efecto también se observd en los grupos que
recibieron EQ combinados con AFs, mostraron incrementos no significativos del peso relativo del
rindn. En el analisis microscopico del tejido hepatico y renal de las gallinas del grupo control (0.0
mg/kg AFs) se observo un arreglo estructural caracteristico, asi como también se apreciaron estas
caracteristicas en los grupos que no recibieron AFs. Mientras que en las gallinas intoxicadas de los
grupos que recibieron AFs, se detectaron alteraciones microscopicas en tejido hepatico y renal.
Con la metodologia utilizada, no se detectaron diferencias del grado de dafio a la estructura celular
y tisular atribuible a las diferentes dosis de las micotoxinas ni tampoco al empleo de
quimioprotectores combinado con las micotoxinas.

La principal alteracién en el caso del higado fue la degeneracién grasa, identificada como una
acumulacion visible de lipidos (triglicéridos) en forma de glébulos que rodean el citoplasma de los
hepatocitos. Se identificaron dos tipos de degeneracion grasa: 1) microvesicular, la cual estuvo
presente en las primeras semanas de intoxicacion y se observé como numerosos glébulos lipidicos

pequefios distribuidos en el hepatocito y 2) macrovesicular, que se indentific6 como numerosos
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glébulos lipidicos grandes que alteraron el contorno de la célula, este tipo fue caracteristico en las
aves que estuvieron expuestas a las AFs por mas tiempo. Ademas de las lesiones sefaladas
anteriormente, se observaron focos necréticos en tejido hepatico y renal de las gallinas intoxicadas
del grupo AFs, caracterizados por eosinofilia intensa del citoplasma, ruptura de la membrana
plasmatica, presencia de nucleos picnéticos, desprendimiento del borde en cepillo de los tubulos
renales y pérdida del arreglo estructural (Figura 2).

En el grupo AFs, las gallinas que consumieron los tres niveles de la micotoxina presentaron una
disminucién significativa (P<0.01) en las proteinas del plasma en comparacién con al grupo control
(0.0 mg/kg AFs) hasta la semana 46 de intoxicacion, produciéndose posteriormente una
estabilizacion de la concentracion al final del estudio. En el caso de las gallinas intoxicadas con AFs
y que recibieron EQ también presentaron un decremento durante el mismo periodo, siendo menos
drastica en el grupo tratado con EQ (Figura No. 3).

En el grupo AFs, la micotoxina provocé una caida en la concentracion tisular de GSH en el higado
de las gallinas. Esta disminucidon se manifestd en las concentraciones de 1.0 y 1.5 mg/kg durante
el muestreo a las 72 semanas de intoxicacion. En las aves que recibieron EQ los niveles de GSH
no alcanzaron un decremento tan importante; ésto podria ser debido a la funcién antioxidante mas
que de una estimulacion a la sintesis de GSH. Sin embargo, se observa menor variacion en la
concentracion tisular de GSH en higado, lo cual podria interpretarse como una menor produccion
de epoxido de AFs (AFBO) y que no requiri6 de manera importante la utilizacion de la ruta
metabdlica de formacién de acido mercapturico.

En lo que respecta al efecto producido por el esquema de quimioproteccion sobre la concentracion
de GSH en tejido renal, todos los grupos de tratamiento mostraron un descenso en la semana 72
de intoxicacion. Estos hallazgos concuerdan con algunos estudios han demostrado que la inclusion
de EQ en la dieta de ratas han inducido la actividad de conjugacion de GSH hepatico con AFs
(Hayes et al., 1994); sin embargo, existen muy pocos estudios en aves que informen del efecto
quimioprotector de la EQ sobre la induccion de glutation para contrarrestar el dafio ocasionado por
micotoxinas.

Se ha reportado que la EQ posee un efectivo quimioprotector, ya que induce un incremento de la
actividad de las enzimas de detoxificacion en tejido hepatico y renal, como son las GSTs y las del
CYP450, que participan en el metabolismo de la AFS, (Knight et al., 1999). En este estudio se
observo que la actividad de esta enzima a nivel hepatico, se incrementé significativamente cuando
las gallinas intoxicadas fueron tratadas con EQ, mientras que a nivel de tejido renal este
quimioprotector mas bien ejercié sus propiedades antioxidantes evitando la formacion de epdxidos
de AFs. Se sabe muy poco sobre la capacidad protectora de la EQ en pollos intoxicados con AFs
y la informacién que se tiene al respecto se ha obtenido a partir de estudios en otras especies
(ratas, primates, peces, entre otros), en los cuales se ha demostrado que la EQ es un potente y
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efectivo inductor de la actividad de las enzimas de destoxificacidon glutation S-transferasas (Henson
et al., 2001).

CONCLUSIONES

Las dosis de 0.5, 1.0 y 1.5 mg/kg de aflatoxinas no fueron suficientes para producir efectos toxicos
letales en las gallinas de postura, las cuales mostraron un grado de resistencia a la intoxicacion con
aflatoxinas durante 72 semanas y continuaron desarrollando sus funciones productivas usuales.
El consumo de etoxiquina, por si solo no produjo alteraciones productivas, bioquimicas o
patoldgicas y la reacion fue bien aceptada por las aves experimentales.

El consumo alimenticio de etoxiquina indujo un efecto quimioprotector en las gallinas de postura
intoxicadas de forma crénica con aflatoxinas, al aminorar los cambios negativos en los parametros

productivos y bioquimicos indicadores de aflatoxicosis.
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Cuadro 1. Efecto de la AFSy su interaccion con SC, NAC y EQ, sobre el indice de conversion alimenticia*

GRUPO CONCENTRACION DE AFLATOXINAS (mg/kg)
EXPERIMENTAL AFS0.0 AFS0.5 AFS 1.0 AFS1.5

Primer periodo (23 a 39 semanas de edad )

Aflatoxinas 2.5+ 0.20 2 1.92 + 0.09 b 27+ 0209 1.93+ 0.08 4
EQ 500 mg 22+ 0.169a 1.93+ 0.10 bab 1.81+ 0.09 2P 1.89+ 0.10 baia
Segundo periodo (40 a 56 semanas de edad )

Aflatoxinas 1.82+ 0.06 0P 1.74 + 0.06b® 21+ 0.082a 1.91+ 0.05baa
EQ 500 mg 1.82+ 0.07 2P 1.93+ 0.07 @ 1.83+ 0.06 2P 1.85+ 0.05 @
Tercer periodo (57 a 73 semanas de edad )

Aflatoxinas 1.79+ 0.08 b2 1.77 + 0.08%2 1.88+ 0.07 @ 1.97 + 0.16 a2
EQ 500 mg 1.75+ 0.05ba 1.92+ 0.07 @ 1.91+ 0.07 22 1.91+ 0.05 @2

*Media (n= 30) consumo de alimento/incremento de peso corporal £ Error estandar.

ak | jterales diferentes posicionadas a la izquierda de la diagonal muestran diferencias significativas (P<0.05) entre
grupos de tratamientos (niveles de AFS). Las literales posicionadas a la derecha de la diagonal muestran diferencias
significativas (P<0.05) entre los tres quimioprotectores a una misma dosis de AFS (lectura en columnas) en cada
periodo de produccion.
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Cuadro 2. Efecto de la AFSy su interaccion con etoxiquina sobre eficiencia alimentaria en gallinas de postura™

CONCENTRACION DE AFLATOXINAS (mg/kg)

GRUPO

EXPERIMENTAL AFS 0.0 AFS 0.5 AFS 1.0 AFS1.5
Primer periodo (23 a 39 semanas de edad )
Aflatoxinas 433+ 28.2°b 544 + 32.4 aba 404 + 28.9 bl 596 + 26.9 %
EQ 500 mg 480 + 26.3 3P 548 + 36.7 aba 577 + 34.8 9 555+ 34.1 aba
Segundo periodo (40 a 56 semanas de edad )
Aflatoxinas 555+ 17.7 baa 585 + 20.5b% 496 + 18.5bab 530 + 14.9%7
EQ 500 mg 562+ 20.6 b/ 530+ 19.02b 559 + 23.5 3 546 + 14.4 aa
Tercer periodo (57 a 73 semanas de edad )
Aflatoxinas 582+ 29.4 4 582+ 250 2a 542 + 17.7 @ 572+ 56.8 a4
EQ 500 mg 579+ 16.62a 536 + 23.12a 538 + 21.3 9 530+ 14.3 a4

*Media (n= 30) consumo de alimento/incremento de peso corporal + Error estandar.

ac | jterales diferentes posicionadas a la izquierda de la diagonal muestran diferencias significativas (P<0.05) entre
grupos de tratamientos (niveles de AFS). Las literales posicionadas a la derecha de la diagonal muestran diferencias
significativas (P<0.05) entre los tres quimioprotectores a una misma dosis de AFS (lectura en columnas) en cada

periodo de produccion.
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FIGURA No. 1. Efecto del tratamiento con aflatoxinas (AFS) y etoxiquina (EQ) sobre el peso relativo del

higado.
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FIGURA No. 2. Procesos degenerativos en tejidos de las gallinas intoxicadas con aflatoxinas. Panel A y C)

Presencia de infiltracion linfocitaria («) en tejido hepatico (Panel A) y renal (Panel C); se observan restos

celulares (*). Presencia de amiloidois (**) en los espacios extracelular del tejido hepatico (Panel B) y renal
(Panel D). Tincién H y E, 40x.
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FIGURA No. 3. Efecto del tratamiento con aflatoxinas (AFs) y etoxiquina (EQ) sobre la concentracion de
proteinas totales plasmaticas
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Experiencias practicas en el diagnostico de la infeccidén de la bolsa
de Fabricio

Juan Carlos Valladares de la Cruz
http://asesoriaavicolaindependiente.sit.io
Asesoria Avicola Independiente. Calle Décima # 226, Col. Residencial Anahuac, San Nicolas de
los Garza, Nuevo Ledn, México. CP 66457. Tel (81) 83-76-55-77 Cel. (81) 13-30-42-70
Correo electrénico: dricvalladares@hotmail.com

INTRODUCCION

En las aves domésticas la competencia inmunoldgica es especialmente importante para el
desempeno productivo de la parvada; cuando las aves estan inmunocomprometidas la eficiencia
productiva disminuye, la efectividad de las vacunas utilizadas rutinariamente se reduce y se
incrementa la susceptibilidad hacia otros agentes patéogenos

Las alteraciones en los mecanismos de resistencia natural y de inmunidad pueden ser causadas
por factores medioambientales adversos como temperaturas fuera de la zona de confort, densidad
excesiva, restricciones alimenticias y manejo inadecuado de la parvada. Otros agentes nocivos
para el sistema inmunologico son los desechos industriales y agricolas, asi como las toxinas de
origen microbioldgico, particularmente las producidas por los hongos. Existen ademas agentes
infecciosos capaces de alterar la capacidad funcional del sistema inmunoldgico de las aves, como
los virus causantes de la Infeccion de la bolsa de Fabricio, Enfermedad de Marek, Anemia
Infecciosa Aviar, Leucosis Aviar y la Reticuloendoteliosis.

Cada uno de estos agentes inmunodepresores pueden actuar de manera individual, sin embargo,
bajo condiciones de explotacidon comercial, se pueden presentar de manera simultanea y esto
puede provocar efectos aditivos, sinérgicos y/o potencializadores adversos sobre la capacidad de
respuesta del sistema inmune y sobre la productividad de la parvada.

LA INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO

La Infeccion de la bolsa de Fabricio (IBF) 6 Enfermedad de Gumboro es una enfermedad aguda
altamente contagiosa de pollos jovenes caracterizada por una destruccion severa de los linfocitos
de la bolsa de Fabricio. El virus de la IBF es un virus RNA de doble banda, de la familia Birnaviridae,
geénero Avibirnavirus. y es probablemente el virus inmunodepresor mas importante de la industria
avicola. Debido a que el virus es altamente resistente a las medidas convencionales de limpiezay
desinfeccion de las casetas, una vez establecido en la granja tiende a persistir indefinidamente
mientras las casetas se estan utilizando.

Los pollos criados bajo condiciones comerciales tienen elevadas posibilidades de exponerse al
virus de IBF en las fases mas tempranas de su vida. Los efectos de la infeccion viral varian
enormemente dependiendo tanto de las caracteristicas de las aves expuestas (estirpe, edad, grado
de inmunidad materna), del tipo y manejo de la explotacién, asi como de las caracteristicas del
virus infectante.

De acuerdo a su patogenicidad, el virus de IBF (VIBF) puede ser clasificado en tres grupos
principales: VIBF subclinico, VIF clasico virulento y VIBF muy virulento, ya que el virus posee gran
variabilidad genética que se traduce en grados variables de virulencia, segun el dafio que producen
en la bolsa, los signos clinicos y la mortalidad. al. Gran parte de estas caracteristicas estan
codificadas en la region hipervariable del gene de la proteina VP2 . Las cepas de IBF subclinicas
causan inmunodepresion pero no producen signos ni causan mortalidad, Las cepas de IBF clasicas
virulentas causan inmunodepresién con alta morbilidad pero baja mortalidad. Las cepas muy
virulentas son cepas de tipo estandar que no presentan cambios antigénicos significativos, sin
embargo, la virulencia de estas cepas esta incrementada, causan rangos elevados de morbilidad y
mortalidad y las aves que sobreviven a la infeccion también estan inmunodeprimidas. Desde 1987
se han reportado brotes agudos y muy severos de la enfermedad en Europa, Asia y Africa, y
posteriormente en América Latina. En 1995 durante la Sesion General numero 63 de la
Organizacion Mundial de Salud Animal (OIE), el 80% de los paises miembros han reportado casos
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muy virulentos de la enfermedad. En México el cuadro muy virulento de la Infeccion de la bolsa de
Fabricio aun no ha sido reportado

Antigénicamente se han identificado dos serotipos, pero soélo el Serotipo 1 es naturalmente
patégeno para los pollos. Dentro del Serotipo 1 existen 2 grupos principales del VIBF, los virus
Estandar y los virus Variantes. En el grupo de los virus Estandar se incluyen las cepas clasicas
virulentas, las cepas muy virulentas y las cepas vacunales (Figura 1).

El grupo de los virus Variantes esta compuesto por cepas antigénicamente distintas que
generalmente no producen signos pero causan atrofia bursal severa. Las cepas Variantes son
capaces de infectar y causar enfermedad en pollos con niveles elevados de anticuerpos contra las
cepas Estandar, los sueros de aves vacunadas con cepas Estandar tienen una capacidad limitada
de neutralizar a las cepas Variantes. La secuenciacion genética del gene de la proteina VP-2 es
método mas confiable para la identificacion y diferenciacion de las cepas del VIBF. Variantes del
VIBF aisladas en Estados Unidos y Latinoamérica muestran cambios (“drifts”) antigénicos que
afectan la neutralizacion de los epitopes de la proteina de la capside VP2. En estudios realizados
en Georgia EUA, se detectd que el 80% de las cepas de Estados Unidos fueron variante tipo
Delaware E y el 8% similar a Variante E; en Colombia y Ecuador se detectaron cepas similares a
la variante Delaware E, en Peru y Venezuela se detectaron tipos Delaware y GLS mientras que en
Brasil y Republica Dominicana se detectaron cepas clasicas de alta virulencia, de las muestras
procedentes de México 6 correspondieron a cepas estandar y 3 no fueron tipificables con el sistema
utilizado. En otro estudio realizado en la Universidad de Ohio, a partir de muestras procedentes de
México, se encontraron cepas Variantes cercanas al grupo Delaware E, cepas clasicas virulentas
y cepas variantes cercanas a cepas clasicas. Las cepas variantes prevalentes en los Estados
Unidos, continuan sufriendo modificaciones genéticas. Actualmente se han detectado diversos
grupos filogenéticos, sin embargo, no se ha establecido completamente si han ocurrido cambios
significativos en sus caracteristicas antigénicas. Es posible que los virus detectados en América
Latina fueran originados de las cepas de los Estados Unidos debido a las similitudes genéticas
observadas entre ambos grupos de virus.

Figura 1.- Clasificacién de las cepas de VIBF de acuerdo a su antigenicidad y a su virulencia:
(Jackwood and Sommer-Wagner, 2007)

/-
Clasicas Virulentas
/-
_< ESTANDAR Muy Virulentas
SEROTIPO 1 Vacunales
VIBF < ~— VARIANTES
SEROTIPO 2

CUADRO CLINICO

La enfermedad tiene dos formas de presentacion: clinica y subclinica, que estan determinadas por

la edad cuando ocurre la infeccion, por la virulencia de la cepa viral involucrada y por el grado de

inmunidad de las aves infectadas.

En Latinoamérica y en los Estados Unidos la presentacion mas importante de la enfermedad ocurre

como un cuadro subclinico. Esta presentacion cursa con atrofia severa e irreversible de la bolsa de

Fabricio, lo que genera un estado permanente de inmunodepresion que produce fallas vacunales y

un incremento en la susceptibilidad hacia las enfermedades infecciosas (colibacilosis, coccidiosis,
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hepatitis con cuerpos de inclusion, enfermedad de Marek, etc.). La inmunodepresion que se
presenta es debida a defectos en la inmunidad humoral y en la produccién de anticuerpos; los
efectos sobre la inmunidad celular son leves y transitorios. La gravedad del dafio sobre el sistema
inmune depende del momento de la vida del ave en el que ocurre la infeccion, entre mas joven sea
el ave la inmunodepresion resultante sera mas severa.

La forma subclinica de la IBF es producida por la infeccion de cepas variantes usualmente en aves
menores a tres semanas de edad. Infecciones por cepas clasicas de virulencia moderada pueden
también causar la forma subclinica de la enfermedad, sobre todo en aves infectadas menores a
dos semanas de edad.

El diagndstico del cuadro subclinico de la enfermedad de Gumboro basado en los signos es dificil
ya que no hay signos especificos de la enfermedad; sin embargo existen indicadores generales
que sugieren un problema de inmunodepresion en la parvada, como un desarrollo productivo
deficiente (peso final al mercado, ganancia de peso, conversion alimenticia, indices de
productividad bajos); aumento en la incidencia de complicaciones en las enfermedades
respiratorias; aumento en la severidad de las reacciones post vacunales, respuestas seroldgicas
menores a lo esperado en las vacunaciones rutinarias y aumento en la incidencia de enfermedades
oportunistas( hepatitis con cuerpos de inclusion, dermatitis gangrenosa, colibacilosis).

La presentacion clinica de la enfermedad de Gumboro es producida por cepas de tipo Estandar
llamadas Clasicas) o por cepas de alta virulencia. Esta forma generalmente se presenta en aves
de tres a seis semanas. Las aves presentan un cuadro caracterizado por diarrea acuosa y
blanquecina (diuresis), anorexia, depresion y erizamiento de las plumas. Las aves afectadas con
este cuadro clinico presentan lesiones en la bolsa de Fabricio caracteristicas. En los estadios
iniciales de la enfermedad se observa un aumento de tamano de la bolsa, seguido de un edema
acuoso marcado en la serosa, edema que mas tarde se torna gelatinoso y de un color amarillento.
En los casos avanzados de la enfermedad, la bolsa puede presentar algunas hemorragias. Pueden
observarse hemorragias en la musculatura de las extremidades inferiores.

Los cuadros muy severos de la enfermedad son producidos por cepas de Tipo Estandar
denominadas “Muy Virulentas” y se caracterizan por provocar un aumento subito y severo de la
mortalidad, que puede alcanzar niveles tan elevados como del 70%. En las etapas finales de la
enfermedad es comun observar tremores, postracion; deshidratacion severa e hipotermia. En estos
casos la bolsa de Fabricio presenta hemorragias severas que se pueden observar tanto en la
mucosa como en la serosa de la bolsa (Figura 2), Las hemorragias también se observan de forma
generalizada en la musculatura de las extremidades inferiores y en algunos casos en la pechuga.
Otras lesiones frecuentes son nefritis, nefrosis y deshidratacion.

Figura 2- Hemorragias severas en la mucosa bursal por infeccidon por un virus muy virulento
de la Infeccion de la bolsa de Fabricio (Villegas y Banda, 2006)..

EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION DE LA BOLSA DE FABRICIO.
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El uso del laboratorio es esencial para el diagnodstico de la Infeccion de la bolsa de Fabricio y para
la evaluacion de los programas de proteccidon contra la enfermedad. Para que los estudios de
laboratorio sean efectivos, deben ser constantes, es probable que los cambios en el
comportamiento de las parvadas que se observan por cambios en la vacunacién contra IBF no sean
ni drasticos ni inmediatos en la primer parvada, sino que mas bien se establecen en forma gradual
y progresiva. La interpretaciéon de un solo grupo de resultados es dificil y puede conducir a
conclusiones erréneas.

No es necesario hacer un estudio extensivo a un gran numero de aves, pero si es muy importante
que las aves a analizar sean representativas del estado general de la parvada, la representatividad
de los resultados depende en gran medida de la representatividad de las muestras colectadas. Se
requiere también que la metodologia del muestreo sea constante.

Es preferible usar el mismo laboratorio y que se usen las mismas técnicas, los mismos reactivos y
personal constante para minimizar los errores atribuibles a los procedimientos utilizados. Las
técnicas usadas deben estar estandarizadas y dar resultados que se puedan cuantificar, ademas
deben ser practicas, accesibles y no ser demasiado costosas; las ventajas que se deberan obtener
con su uso deberan ser superiores a los costos que implica el uso del Laboratorio de Diagnostico.

En términos generales, las técnicas de diagnostico son las siguientes:
a) Aislamiento viral in vitro.

b) Aislamiento viral in vivo.

c) Deteccién de antigenos virales en la bolsa.

d) Serologia.

e) Histopatologia.

f) Biologia molecular.

a) Aislamiento viral in vitro.
El virus de IBF esta presente en la mayoria de los 6rganos linfoides, sin embargo en la bolsa de
Fabricio es donde se encuentra en mayor cantidad y por mas tiempo, asi que es la muestra de
eleccion para realizar el aislamiento viral. ElI VIBF puede ser aislado in vitro por inoculacion en
embriones de pollo libres de anticuerpos contra el VIBF . La membrana corioalantoidea (MCA)
es la via de inoculacion mas efectiva aunque el virus también puede ser aislado inoculando por
via del saco vitelino (SV). Las lesiones embrionarias y la mortalidad tras la inoculacion varian
de acuerdo al patotipo de virus aislado. Las cepas clasicas inoculadas por MCA producen
muerte embrionaria en 3 a 5 dias y los embriones presentan congestion y hemorragias
petequiales en los foliculos de las plumas, las articulaciones de los dedos y en el area cerebral;
el higado puede presentar necrosis. Las cepas variantes pueden crecer cuando son inoculadas
por via CAM pero no producen muerte embrionaria, por lo que los embriones deben ser revisados
7 dias después de la inoculacion para detectar edema cerebral y abdominal de color
blanquecino, enanismo y focos de necrosis en el higado, los embriones no presentan congestion
o hemorragias. Aunque el aislamiento inicial del virus es mejor por inoculacién en embrién de
pollo, el virus puede ser adaptado a cultivo celular y crecer en lineas celulares embrionarias de
bolsa de Fabricio, células renales y fibroblastos, produciendo efectos citopaticos. El aislamiento
viral in vitro no es una prueba frecuentemente utilizada para el diagndstico de IBF.

b) Aislamiento viral in vivo.
Una alternativa para facilitar el aislamiento viral es la inoculacién de aves sin anticuerpos anti
VIBF de 3 semanas de edad con un macerado de tejido bursal sospechoso administrado por via
oral. El cuadro clinico se reproducira en las aves de 3 a 5 dias post inoculacion y las bolsas de
estas aves pueden ser usadas para la inoculacién de embriones de pollo libres de anticuerpos
anti VIBF.

c) Deteccion de antigenos virales en la bolsa.
Una manera rapida de deteccion del virus de IBF es la demostracion de antigenos virales en la
bolsa.de Fabricio. Existen pruebas de inmunofluorescencia directa e indirecta y de
inmunohistoquimica que han demostrado su eficacia, aunque la disponibilidad de los antisueros
marcados puede ser una limitante. Es posible la realizacion de una prueba de precipitacion en
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agar para demostrar la presencia del virus utilizando un macerado de bolsas de aves en la fase
aguda de la enfermedad y enfrentandolo a un antisuero conocido contra el VIBF. Existe también
un sistema de ELISA de captura de Antigeno que ha sido utilizado para la deteccion y la
caracterizacion del VIBF a partir de macerado de tejido bursal.

d) Serologia.

La serologia es un area importante de investigacion de la enfermedad y existen varias técnicas
disponibles para la cuantificacion de los anticuerpos en el suero. Actualmente las pruebas de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y de virus suero neutralizacion (VSN) son las mas utilizadas.
La prueba de ELISA es la prueba mas usada en los laboratorios de diagndstico. La prueba de
ELISA no es especifica de serotipo y detecta anticuerpos tanto del serotipo 1 como del serotipo
2 y no permite la diferenciacion de anticuerpos contra diferentes subtipos antigénicos ya que
utiliza virus completos como antigenos. Los resultados de la prueba de ELISA no siempre estan
correlacionados con los de la prueba de VSN. La prueba de ELISA tiene las ventajas de ser
rapida, relativamente facil de hacer y requiere de cantidades minimas de suero para su
realizacion, asi mismo, permite que los resultados sean facilmente exportables a un software
que permite facilmente almacenar y organizar los resultados en una base de datos, para hacer
comparaciones y analisis estadisticos. Existen varios estuches disponibles comercialmente para
la realizacion de la prueba

El uso generalizado de la técnica de ELISA permite conocer el perfil serolégico esperado de las
parvadas y establecer los parametros normales o ‘lineas de base”, por medio de estudios
estadisticos de los resultados a través del tiempo, de acuerdo a las caracteristicas propias de
cada empresa. Esta informacion puede clasificar los muestreos particulares como altos,
normales o por debajo del nivel esperado de anticuerpos en la parvada (Figura 3) .En analisis
de los resultados de la prueba de ELISA permite analizar el desempefno de los esquemas de
vacunacion, determinar la magnitud de la exposicidon hacia virus de campo; predecir los niveles
de inmunidad materna en la progenie y determinar la edad mas adecuada para la primera
vacunacion, generalmente los titulos seroldgicos de la progenie recién nacida son un 60-80%
mas bajos que en las reproductoras de origen. Después del nacimiento, los niveles de
anticuerpos son variables dependiendo de la edad de las aves e indican cual ha sido la respuesta
serologica hacia el virus. No necesariamente pueden indicar por si solos un nivel de proteccion,
particularmente en aves mayores de tres semanas. Un titulo elevado de anticuerpos puede
indicar buena proteccion o bien evidenciar un fuerte desafio de campo y que las aves no han
resistido dicho desafio.

Figura 3.- Perfil de anticuerpos contra el VIB en reproductoras comerciales en produccién, en 3
edades (Valladares y col. 2009).
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La prueba de virus suero neutralizacién es el método mas sensible para la deteccién de
anticuerpos contra el VIBF. La prueba se realiza en un sistema de micro titulacion usando como
antigeno un virus adaptado al crecimiento en cultivo celular y fibroblastos de embrién de pollo.
La prueba de VSN es cuantitativa y es la Unica prueba serolégica que puede ayudar a diferenciar
entre diferentes serotipos y subtipos antigénicos del VIBF. La mayoria de los sueros de los pollos
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en condiciones de campo tienen un nivel elevado de anticuerpos neutralizantes contra un amplio
espectro de virus antigénicamente diversos debido a la combinacién de exposiciones de campo,
exposiciones vacunales vy a las reacciones cruzadas que se observan cuando el nivel de
anticuerpos es elevado. La realizacién de la prueba de VSN es compleja, relativamente costosa,
consume mas tiempo y no permite la evaluacién de una gran cantidad de sueros de manera
simultanea..
La prueba de precipitacién en agar (AGP) puede ser usada para la deteccion y cuantificacion de
anticuerpos en aves convalecientes, pero su sensibilidad es baja.
Ninguna de las pruebas seroldgicas disponibles actualmente pueden tipificar de manera precisa
y contundente el tipo de cepa que afecta a las aves en el campo.

e) Histopatologia.
El tejido blanco del VIBF es la bolsa de Fabricio, el estudio histologico de la bolsa permite
determinar el grado de lesion que tiene la bolsa después de una infeccion. Si bien, las lesiones
bursales no son exclusivas de las infecciones por el VIBF, son bastante caracteristicas,
predecibles y tienen un elevado grado de correlacion con los patotipos del virus. La intensidad
de las lesiones bursales es un reflejo del grado de proteccion de las aves ante un desafio de
campo, particularmente del tejido linfoide bursal, que es el tejido funcional de la bolsa.
Si bien los estudios histopatoldgicos son fundamentalmente descriptivos, algunos investigadores
han desarrollado sistemas semicuantitativos con escalas arbitrarias de evaluacion del dafio
bursal, para hacer comparaciones entre diversos casos, con criterios particulares de cada
investigador.
La evaluacion histolégica debe incluir tanto la extension del tejido dafado (distribucion de la
lesion), asi como el intensidad de la lesion sobre el tejido linfoide. El curso de la lesion es
importante para determinar la duracién del proceso y la etapa de la infeccion viral.
Nosotros hemos desarrollado un sistema de evaluacién de las lesiones microscépicas bursales.
Las lesiones son identificadas y descritas con cuatro criterios principales : tipo de lesion, curso
de la lesion, distribucion e intensidad. Posteriormente las lesiones son calificadas en una escala
numeérica a los criterios de distribucion (como proporcion de tejido afectado) y de intensidad
(severidad) tomando como criterio principal el estado del tejido linfoide bursal. En este sistema
se evalua cada bolsa en un corte transversal por su eje mayor, tefido con una coloracion
convencional de Hematoxilina & Eosina (Figura 4). Se recomienda la observacion de muestras
de por lo menos 10 aves de la misma parvada, seleccionadas al azar. La observacion de las
muestras se realiza individualmente. El promedio de la evaluacién de las 10 bolsas se denomina
“Grado de Lesion Linfoide Bursal”

Figura 4.- Corte histolégico de bolsa de Fabricio para la determinacion del
“Grado de Lesion Linfoide Bursal’(Valladares, 2007)

La escala arbitraria del “Grado de lesion Linfoide Bursal” es de 0 a 7; donde valores de 0 se
consideraron sin lesiones, valores entre 0.1 y 2.5 como lesiones leves, valores mayores de 2.6
y menores de 6 como lesiones moderadas y valores entre 6 y 7 se consideraron lesiones severas.
De acuerdo al siguiente criterio.
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A.- Tipo de lesidn y Curso de la lesion:

El tejido linfoide bursal tiene una capacidad relativamente estrecha para responder a la agresion,
los cambios mas importantes son:

a) afectaciones en la densidad celular, que usualmente se refieren a una disminucion de la densidad
de los linfocitos en los foliculos linfoides, esta lesién se conoce como deplecion linfoide (del ingles
“depletion” = disminucién, reduccién, merma). La deplecién linfoide usualmente se inicia en la zona
medular y posteriormente afecta a la zona cortical; la disminucion en el numero de células linfoides
se manifiesta por baja celularidad, aspecto vacuolar del tejido y/o por la presencia de células
reticulares que usualmente no son visibles en los cortes de los tejidos sin lesiones. La intensidad
de la lesion es generalmente de leve a moderada.

Eventualmente se observan cambios adaptativos en la densidad celular con un incremento en el
tamano folicular por aumento del numero de linfocitos en un foliculo individual, a esta lesion se le
denomina hiperplasia folicular y usualmente es compensatoria a una destruccion extensa del tejido
linfoide. La intensidad de la lesién puede ser de leve a moderada.

b) dafio en la integridad del tejido linfoide, con muerte y destruccion de linfocitos. Esta lesion se
denomina necrosis linfoide y su distribucion puede ser focal, extensiva o difusa. La intensidad de la
lesion suele ser de moderada a severa.

c) Inflamacion del tejido bursal, es una respuesta que se observa tras una agresion severa, se
denomina Bursitis y de acuerdo a sus caracteristicas histolégicas puede ser hiperaguda , aguda,
subaguda o cronica, Las lesiones hiperagudas y agudas se caracterizan por cambios vasculares
como edema que inicia siendo subepitelial y posteriormente se extiende hacia los espacios
interfoliculares; congestion y hemorragias, que se localizan preferentemente en las puntas de las
plicas; los casos mas severos se caracterizan por marcada infiltracion heterofila; la lesion tisular
mas importante es la necrosis linfoide. En las lesiones subagudas los cambios vasculares son
menos evidentes; la necrosis linfoide empieza a ser sustituida por las células del estroma
subyacente y se inician los cambios de reparacién que pueden ser regenerativos o fibrosantes,
dependiendo de la gravedad del proceso. El cuadro cronico se caracteriza por atrofia del tejido
linfoide, proliferacidon del tejido conjuntivo interfolicular y proliferacion del epitelio superficial y
ocasionalmente del epitelio corticomedular, dando en ocasiones un aspecto adenoide a la bolsa.
La bursitis cronica se considera irreversible cuando se pierde totalmente la arquitectura de los
foliculos linfoides y no hay posibilidad de regeneracion, los foliculos se pierden permanentemente;
ocasionalmente la arquitectura folicular no se pierde por completo y se puede observar la
regeneracion de algunos foliculos, particularmente los que estan localizados en la base de las
plicas, sufriendo éstos una hiperplasia compensatoria. La inflamacién del tejido bursal
generalmente se presenta en forma difusa pero también puede ser extensiva. La intensidad de la
lesion es de moderada a severa.

Los términos patoldgicos hiperagudo, agudo, subagudo y crénico son términos descriptivos para
caracterizar a la lesion, de acuerdo la respuesta vascular y tisular que se observan tras la agresion.
Estos términos no necesariamente corresponden al criterio clinico de agudo y crénico.

El tipo de Lesion y el Curso de la lesion son términos descriptivos para caracterizar a la lesion y se
utilizan para obtener el diagndstico histologico.

La cuantificacion numérica para obtener el “Grado de Lesion Linfoide Bursal’., toma en cuenta los
criterios de distribucién y la intensidad de la lesién.

B. Distribucién: La distribucion de las lesiones puede ser focal, multifocal, extensiva o difusa y
considera la proporcién del tejido afectado con respecto a la superficie total observada.

Para la determinacion del “Grado de Lesion Linfoide Bursal” la proporcién del tejido afectado puede
tener un valor un valor numérico arbitrario de 0 a 4, segun la proporcion de los foliculos afectados,
donde:

0 = sin lesiones

1 = hasta un 25% de los foliculos afectados

2 = hasta un 50% de los foliculos afectados

3 = hasta un 75% de los foliculos afectados, y

4 = hasta un 100% de los foliculos afectados
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C. Intensidad de la lesion: La Intensidad de la lesién esta determinado por el nivel de destruccion
de los linfocitos de los foliculos linfoides; puede ser nulo, leve, moderado o severo.

Para la determinacion del “Grado de Lesion Linfoide Bursal” la Intensidad de la lesion puede tener
un valor arbitrario de 0 a 3 donde:

0 = sin lesiones

1 = leve, existe disminucién de la densidad celular y del numero de células linfoides de los foliculos,
o bien la presencia de necrosis en algunos linfocitos de la zona medular.

2 = moderado, existe desaparicién celular y necrosis individual de linfocitos, pero la arquitectura
celular basica de los foliculos es mantenida; generalmente se observan otros cambios tisulares
indicativos de un proceso inflamatorio, ya sea agudo o subagudo (congestion vascular y edema).
3 = severo, la arquitectura de los foliculos se pierde, la necrosis es extensiva y abarca tanto a la
zona medular como a la zona cortical, el estroma del tejido esta también afectado, los cambios
inflamatorios son severos y su naturaleza varia de acuerdo al curso del proceso y la inflamacion
puede ser aguda o cronica.

La determinaciéon del “Grado de Lesién Linfoide Bursal” se obtiene para cada una de las bolsas
analizadas sumando los valores obtenidos con la Distribucién y con la Intensidad de la Lesion, en
una escala continua de 0 a 7, donde O es el valor minimo y 7 es el valor maximo. Y resulta de la
suma de las evaluaciones de Distribucion e Intensidad de la lesion.

Distribucién (escala de 0 a 4) + Grado (escala de 0 a 3)

Se recomienda hacer este estudio en por lo menos 10 aves exactamente de la misma edad,

Se obtiene un diagnéstico morfolégico microscopico describiendo la lesién predominante de cada
bolsa con distribucién, curso, grado y proporcién del total muestreado, indicando el numero de
bolsas que presentan dicha lesion.

Finalmente se obtiene el Grado de Lesién Linfoide Bursal” con el promedio aritmético del total de
observaciones.

La interpretacion del Grado Promedio de Lesién Linfoide Bursal es la siguiente:
SIN LESION 0

GRADO DE LESION LEVE: de0.1a2.5
GRADO DE LESION MODERADA: de2.6a5.9
GRADO DE LESION SEVERA: de6.0a7.0
Ejemplo:

Diagndstico histopatoldgico: sin lesiones 2/10; deplecion linfoide medular, difusa, moderada 3/10;

bursitis aguda, difusa, severa 5/10.

Evaluacion cuantitativa:

- sin lesiones (distribucién 0% = 0), (intensidad = 0): 0 x 2 bolsas =0

- deplecion linfoide medular, multifocal ( distribucion 50%= 2), moderada(intensidad = 1.5): 2 +
1.5=3.5x3 bolsas = 9.5

- bursitis aguda, difusa: (distribucién 100% = 4) severa (intensidad =2.8): 4+2.8=6.8x5
bolsas = 34

Grado Promedio de Lesion Linfoide Bursal =0 + 9.5 + 34 = 43.5/10 = 4.35, el promedio del grado

de lesion bursal es 4.35, lo que clasificaria al grado de agresion bursal como moderado, donde 5

bolsas estaban muy lesionadas, 3 bolsas tenian lesiones leves y 2 bolsas no tenian lesiones.

Interpretacion del Grado de Lesion Linfoide Bursal:

El grado de lesidn linfoide bursal puede ser indicativo del nivel de proteccidén de la parvada contra
la Enfermedad de Gumboro. Entre menor sea el grado promedio de lesion bursal detectado, se
interpreta como un mayor proteccién contra los desafios de campo (o bien que no ha habido fuertes
desafios de campo en la granja).

Es dificil encontrar grados de lesidon de 0 sobre todo en aves mayores de 4 semanas. Las
observaciones realizadas hasta una semana después de una vacunacidon con un virus vivo
normalmente resultan en grados promedio de lesidn menores a 2. Una parvada bien protegida

tendra grados promedio de lesion bursal menores a 3.5 por lo menos hasta la 5 semana de edad,
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después de la 62 semana el grado promedio de lesion bursal tiende a elevarse progresivamente,
normalmente hasta un valor de 4. Grados promedio de lesion bursal superiores a 6 indican una
agresion severa sobre el tejido bursal y denotan que el desafio de campo ha logrado superar el
grado de proteccion del sistema inmune hacia el virus de Gumboro; en estos casos es muy
importante detectar la edad a la que estas lesiones estan siendo detectadas; las lesiones agudas
tardan aproximadamente 4-5 dias en desarrollarse por lo que 4-5 dias antes de la deteccion de la
lesion aguda es cuando el desafio de campo ha superado la barrera inmunoldgica; entre mas tardio
sea este cambio denotara una mejor proteccion de la parvada.

En un estudio de tres afos de duracion se analizaron 26,100 muestras de tejido bursal de pollo de
engorda muestreados semanalmente desde la 2° hasta la 6° semana de edad; los estudios
histopatoldgicos indican que la infeccidon se establece en las parvadas entre la tercera y la cuarta
semana de edad y tienen un nivel maximo de lesion alrededor de la 5° semana de edad (Figura 5).

Figura 5.- Grado de Lesion Linfoide Bursal durante 2006, 2007 y 2008 en 26,100 muestras de
pollo de engorda de 2° a 6° semana de edad
(Valladares y col. 2008)
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Correlacion de los hallazgos histopatoldgicos con los resultados de serologia: la interpretacion de
los resultados es mas precisa si se utilizan varias pruebas, como la serologia y la histopatologia.
Una vez que se ha establecido este sistema de Monitoreo y se conocen las caracteristicas de la
Enfermedad de Gumboro en una zona determinada, el sistema puede usarse para establecer
diferencias entre los diferentes calendarios de vacunacién o entre los diferentes productos a utilizar
para la proteccion de los pollos de engorda.

En otro estudio se compararon los resultados de serologia e histopatologia durante 1 afo de 2
empresas con calendarios de vacunacion diferentes. La empresa A tenia parametros productivos
buenos de acuerdo a la zona, mientras que la empresa B tenia parametros productivos deficientes
de acuerdo a la zona.

En la empresa A se hicieron 320 estudios en un lapso de un afo. El titulo promedio para IBF en
pollos de 1 a 3 dias fue de 3608 (CV 36%), en la 4° semana el titulo promedio fue de 225 (CV 24%),
en la 62 semana el titulo promedio fue de 3469 (CV 52%), El grado promedio de lesién bursal fue
0.25 en los primeros 3 dias, 2.2 en la 4 semana y 5.4 en la 6° semana, donde el predominio de las
lesiones fue la bursitis aguda.

En la empresa B se hicieron 285 estudios en un lapso de un afno. El titulo promedio para IBF en
pollos de 1 a 3 dias fue de 4032 (CV 46%), en la 4° semana el titulo promedio fue de 526 (CV
172%), en la 62 semana el titulo promedio fue de 3826 (CV 49%). EI grado promedio de lesion
bursal fue de 0.18 en los primeros 3 dias, 4.9 en la de 4% semana donde el predominio de las
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lesiones fue bursitis aguda difusa de moderada a severay 6.7 en la 6° semana, donde el predominio
de las lesiones fue la bursitis cronica.

Aunque los resultados de serologia son aparentemente similares en ambos casos, la empresa A
tuvo lesiones leves a la 4° semana y lesiones moderadas a la 6° semana, mientras que la empresa
B tuvo lesiones moderadas a la 4° semana y lesiones severas a la 6° semana. lo que indica que la
empresa A tuvo un nivel de proteccion del tejido bursal mas efectivo por lo menos durante dos
semanas (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Resultados de serologia e histopatologia de dos empresas con calendarios de
vacunacion diferentes para IBF. (Valladares, datos no publicados)

EMPRESA A (320 estudios)' EMPRESA B (285 estudios) '
Edad ELISA?2 gmt | G. Lesion3 ELISA2 gmt | G. Lesion?
(CV) (CV)
0.1-0.3 3608 (36%) | 0.25 4032 (46%) | 0.18
3.5-4.2 225 (24%) 2.20 526 (172%) | 4.90
5.5-6.2 3469 (52%) | 5.43 3826 (49%) | 6.70

1 Cada estudio consistié en muestreo de 10 aves colectadas al azar
2 Synbiotics Corp
3 Valladares, J.C. 2007

En otro estudio se compararon dos vacunas vivas en un calendario comercial en una granja de
72,000 aves. El calendario de vacunacion consistio en Enfermedad de Marek e IBFpor via
subcutanea al primer dia y una revacunacion contra IBF el dia 14 en el agua de bebida, usando
dos productos diferentes ( Ay B ), Se realizaron estudios de ELISA e histopatologia de la bolsa de
Fabricio semanalmente. La Vacuna A indujo lesiones moderadas (3.4) 5 dias después de su
aplicacion, el calendario protegio por lo menos hasta la 42 semana, en la 6% semana hubo lesiones
cronicas moderadas con un inicio en la elevacion de los titulos, para la 8% semana las lesiones
presentaron cierta regresion. La vacuna B indujo lesiones leves (1.30) 5 dias después de su
aplicacioén, el calendario protegid, por lo menos hasta la 6% semana, resultando el muestreo sin
lesiones y sin seroconversion, para la 82 semana se observaron lesiones cronicas severas (6.40)
y seroconversion. Los parametros productivos fueron mejores con la vacuna B que con la vacuna
A.

Cuadro 2.- Resultados de serologia e histopatologia en una granja con dos calendarios de
vacunacion contra IBF. (Valladares, datos no publicados)

VACUNA A VACUNA B
Edad (sem) ELISA? G. ELISA? G. Lesion3

gmt Lesion gmt

3

0.5 3898 0 4077 0
2.0 71 1.05 99 1.25
25* 0 3.4 0 1.30
4.0 0 1.35 0 0.95
6.0 1596 5.84 0 0.15
8.0 2396 4.80 2284 6.40
Parametros VACUNA A VACUNA B
Productivos
% mortalidad 11.5 % 8.26 %
consumo/ave 7.04 kg 6.67 kg
Conversion 2.33 2.27
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[Peso final | 2.50 kg | 2.49 kg |

1 Cada estudio consistié en muestreo de 10 aves colectadas al azar
2 Synbiotics Corp
3 Valladares, J.C. 2007

f) Biologia Molecular.

La deteccion vy tipificacion de las cepas del VIBF es importante para establecer las bases de los
programas de control de la enfermedad y para determinar, por ejemplo, si los calendarios de
vacunacion utilizados pueden proteger contra los subtipos de virus presentes en el medio ambiente
de las aves. Actualmente las pruebas de biologia molecular son las mas mas precisas para la
identificacion y caracterizacion de las cepas del VIBF.

En varios laboratorios se utiliza la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa acoplada a
Retrotranscriptasa (RT-PCR) para detectar la presencia del virus en el tejido bursal. Después de
confirmar la presencia del virus, este se puede tipificar utilizando las pruebas del Polimorfismo de
la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) y la prueba de Secuenciacion genética de la
region hipervariable del gene VP-2.

La prueba de RFLP fue de gran utilidad durante la ultima década, y clasifico a las cepas en grupos
moleculares, sin embargo con el tiempo se fueron detectando cepas que no podian ser clasificadas
adecuadamente con este sistema (Figura 6).
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Figura 6.- Clasificacion de las cepas del VIBF en grupos moleculares con la prueba de RFLP
(Jackwood, D. J. and Sommer, S. E. (1997).

Table 3. Results of the RTIPCR-RFLP assay for sirains of IBDV obtained from commercially reared chickens inside the Uniled States.
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En muestras procedentes de México estudiadas en la Universidad de Georgia, con este sistema, 6
muestras correspondieron a cepas estandar y 3 no fueron tipificables (Banda y col, 2003). En otro
estudio realizado en la Universidad de Ohio, a partir de muestras procedentes de México, se
encontraron cepas Variantes cercanas al grupo Delaware E, cepas clasicas virulentas y cepas
variantes cercanas a cepas clasicas (Cookson y col. 2007).

En otro estudio realizado con muestras del noreste de México (Valladares y Banda, 2003) se
identificaron nueve virus con un patrén idéntico al de la cepa variante Delaware E, tres virus
similares a la cepa vacunal ST-12, dos virus similares a la cepa vacunal PBG y un virus no
tipificable.

La variabilidad genética que se ha detectado en las cepas del VIBF no puede ser apreciada en su
totalidad usando RFLP y la tendencia actual es la utilizacién de la secuenciacién genética de la
region hipervariable del gene de la proteina VP-2 (hvWP2), siendo este método el mas preciso en
la actualidad. La secuenciacién genética permite ademas hacer el analisis filogenético de las cepas.
La region hvVP2 controla la antigenicidad y es parcialmente responsable del control de la

patogenicidad de las cepas del VIBF. Las cepas clasicas y las cepas variantes estan localizadas
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en dos ramas diferentes del analisis filogenético de hvVP2; este analisis también puede identificar
a las cepas muy virulentas del VIBF, aunque la diferenciacion entre cepas subclinicas y clinicas no
es del todo clara. En la figura 7 se observa la relacion filogenética de varias cepas del VIBF
detectadas en Latinoamérica.

Figura 7.- Relacion filogenética de cepas del VIBF procedentes
de Latinoamérica (Villegas y Banda 2007)

DR3 ..
DR.5 DR REp. Dominicana
NG Higeria
s 'BD/399 Bangladesh
Hyyh
i H B -3 Uruguay
Virus de Alta Virulencia

-6
LD9563  Argentina

MYGAST Cuba
HK46 Hong Kong
ven9
vent ‘Yenezuela
ven?

LHG6T Reiwo Unido

-JRa Espana
Ipumrim-BR

LIHeto-BR

Clasicas o Estandar

5270 Reino Unido  LaCall L ]
1241433 Argentina
ven4 .
Sns Yenezuela
EFEHEL .44 Argentina

XT997 o
£ ukert EUA éxico

Variantes tipo Delaware — tca  Fouador
= Col43-44  Colombia
50

o Argentina SI 1]
Soommor sl Clasificacion
MX7499

B13Mx  Meéxico
c-278

Ohio EUA Serotipo 2

Durante el ano 2008 se estudiaron muestras de 30 granjas de pollo de engorda del noreste de
México, para identificar y tipificar los virus de IBF, evaluar las lesiones histologicas bursales y la
produccion de anticuerpos detectados por ELISA, asi como su relacion con los calendarios de
vacunacion utilizados (Valladares y col. 2008).

Con la prueba de RT-PCR se detectaron 28 VIBF. El analisis de las secuencias de nucleétidos
determind que 21 virus mostraron caracteristicas genéticas de los virus variantes Tipo Delaware E.
El analisis filogenético de la region hvVP2 indico que estos virus son genéticamente similares al
virus 11153 USA, que fue aislado en Georgia, USA en el afio 2001 (Figura 8). La secuenciacién
genética de los virus detectados indica que pertenecen al Grupo Molecular 6 de la clasificaciéon
realizada por Jackwood y Sommer-Wagner (2007). El estudio histopatolégico mostré que en las
muestras de trece de estas granjas se observaron lesiones bursales severas, en cuatro granjas se
presentaron lesiones moderadas, en dos granjas se observaron lesiones leves y en dos granjas no
se detectaron lesiones bursales. Se detecto seroconversion al VIBF en 11 de estas 21 granjas,
unicamente en aves a partir de la 4° semana de edad, mientras que en las 10 granjas de aves
menores a 4 semanas, positivas a virus Variante, no se detecto seroconversion al VIBF. Los virus
variantes se detectaron en granjas con 4 calendarios de vacunacion diferentes con cepas vacunales
estandar de tipo intermedio (Cuadro 3).
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Figura 8.- Relacion filogenética de VIBF Variante detectados en el noreste de México en 2008.
(Valladares y col. 2009)
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Cuadro 3: Identificacidon de cepas variantes del VIBF en pollo de engorda en el noreste de México
en 2008. (Valladares y col. 2009)

Calendario!’ Identificacién del VIBF? Grado de lesién en BF?®

Variante 7 Negativo4 7 7 moderado | severo
N.L.
Lukert int|D-78 2 3 2 0 2 1 2 2
(7)
Is 706 S 706 2 1 0 0 1 1 0 1
(3)
ST-12 ST-12 3 0 0 0 0 0 0 3

1. 1° vacuna dia 4, 2° vacuna dia 16, ambas por via oral en agua de bebida.
2. RT-PCR y Secuenciacion de la region hipervariable del gene VP2

3. Escala arbitraria de grado de lesion linfoide bursal de 0 a 7

4, Negativo a la identificacion de VIBF por RT-PCR

RECOMENDACIONES

Existen diversos métodos para realizar el diagnodstico de la Enfermedad de Gumboro. Cada
metodologia posee ventajas y limitaciones. La deteccién e identificacion de las cepas del VIBF es
importante para establecer estrategias de prevencion y control de la enfermedad y que los
calendarios de vacunacion utilizados sean capaces de contra los subtipos de virus presentes en el
medio ambiente de las aves.
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Evaluacién de variables productivas de piso y slat en reproductoras

pesadas

Fco. Rodrigo de la Torre Vizcaino

INTRODUCCION

Grupo Gigantes Tepa

+ El presente trabajo es la recopilacion de resultados en una misma estirpe de aves pesadas

explotadas en una misma zona; en pisoy slat.

+ El rancho se ubica a Latutid N 20° 57.765" y
+ Longitud W 102° 01.234".

+ A una altura de 2,082 m.s.n.m., clima templado semiseco.

Las variables productivas evaluadas son:

AN NN NN NN NN Y N N NN

Edad al 5% de produccion

Pick de produccién

Edad al pick de produccién

Semanas arriba del 80% de produccion.
Gr. De alimento al pick.

Promedio de produccion.

Mortalidad.

Alimento por gallina encasetada
Conversion por huevo incubable
Huevos totales / G. E.

Huevos incubables / G. E.

% de aprovechamiento de huevo
Nacimientos totales

Pollitos / G. E.

Todos los lotes cerrados a 60 semanas

GRANJAS DE PISO
Ventajas:

Menor costo de instalaciones.

Disminuyen los problemas de miembros en las aves.
“Incremento de la Fertilidad”.

Mayor facilidad en la limpieza de la caseta.

Desventajas:

Aumenta el trabajo de la recoleccion del huevo.
Incremento del numero de huevo de segunda.
Dificultad para lograr el peso Std.

Mover cama.

Purgar a diario el equipo para alimentar

Mas gasto de material de nido

¢ Calidad de Huevo?
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GRANJAS EN SLAT

Slat de madera. 50 cm. de alto y con distribucion de 60% con cama al centro.

Ventajas:
» EXCELENTE CALIDAD DE HUEVO INCUBABLE.
= Mayor facilidad para la recoleccion del huevo.
= Se aumenta el aprovechamiento del huevo.
»= Menor dificultad para lograr peso Std.
= Ambiente seco para las aves.
= No se mueve cama.
= Nidos limpios por mas tiempo.

Desventajas:
Costo elevado de las instalaciones
= Mayor Mortalidad.
= Mayor agresividad de machos.
* Incremento en el gasto de mano de obra

-

Ambiente LIMPIO Y SECO para el huevo incubable
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RESULTADOS

Variables Productivas Slat vs. Piso.

Variable. Slat Piso
Edad 5% . 25.71
Pick Produccion 88.91a 87.05b
Edad al Pick 31 30.42
Sem > 80% 12.8 a 10.57 b
gr. Al pick. 0.160 0.162
Promedio de Produccion 71.35 70.35

Diferentes literales indican diferencia significativa a< 0.05

Variables Productivas Slat vs. Piso.

Variable. Slat Piso
Mortalidad . 6.97 b
Alimento /G.E. 42.17 42.30
Conversion,/ H.I. 0.259 a 0.271b
H. Totales/ G.E. 171.86 168.55
H. Incubables /G.E. 162.79 a 156.67 b
% Aprovechamiento 94.88 a 92.96 b
MNacimientos 82.43 5 80.98 b
Pollitos / G.E. 133.87 a 126.89 b

Diferentes literales indican diferencia significativa a< 0.05

CONCLUSION ES

La mortalidad fue un 59.1% mayor en Slat, con respecto al piso, sin embargo se obtuvo 5.5% mas
pollito por gallina encasetada.

= Se logré un mayor pick de produccién, asi como un incremento en el numero de semanas arriba
del 80% ( 21% mas de semanas en persistencia).

» A pesar de que en el alimento por G. E. no se tuvieron diferencias, se observd una mejora de 4.4%
en conversion por huevo incubable.

*= No se tuvieron diferencias en huevos totales por G. E., sin embargo se muestra una diferencia
significativa en el numero de huevos incubables por G. E. de 3.9%.

» El resultado mostré 1.92% de mayor aprovechamiento del huevo en slat, lo cual se ve reflejado en
los nacimientos (1.45%).

» G. E. = Gallina Encasetada.
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Vacunas vectorizadas en la avicultura comercial

Francisco Perozo Marin., MV., MS., PhD.
Facultad de Ciencias Veterinarias Universidad del Zulia
Maracaibo, Venezuela
perozofrancisco@gmail.com

INTRODUCCION

El estudio de la sanidad animal en avicultura es vital por la asociacion entre la salud del ave y la calidad
del producto final de la industria avicola. La avicultura siempre se ha caracterizado por ser pionera en la
utilizacion de tecnologia de punta en sus procesos productivos, esto debido a las exigencias propias de la

dindmica del negocio donde lo intensivo de los procesos y los cerrados margenes de ganancia exigen de las

aves, el productor y los técnicos la mayor eficacia.

Para poder exhibir todo el potencial genético que poseen las aves, estas deben permanecer sanas, por
lo que gran parte del esfuerzo de la industria se dirige al diagndstico y control de las enfermedades infecciosas
y no infecciosas en las parvadas. El método mas econdmico y eficaz para mantener la salud de la parvada es
la vacunacion, que bien implementada y acompafiada de las medidas adecuadas de bioseguridad, permiten
una adecuada rentabilidad. Debido a las altas densidades y a las caracteristicas genéticas de las aves con las
que se trabaja, se debe ser cuidadosos en la implementacion de los planes de vacunacion, evitando una
sobrecarga del sistema inmunolédgico o una seleccion errénea de la cepa vacunal que puedan generar perdidas

por la presencia de aves anergicas o por reacciones vacunales exacerbadas.

Técnicas de tecnologia recombinante desarrolladas en los afios 70 y perfeccionadas en estas tres
ultimas décadas, se han aplicado en las vacunas para uso veterinario, utilizando para ello enzimas de origen
bacteriano para segmentar al material genético de levaduras, bacterias y virus, ademds de para determinar las
secuencias genéticas de genes especificos de los organismos de interés. La caracterizacion individual de genes
ha resultado en la identificacion de la accidon especifica de los productos de tales genes: virulencia,
patogenicidad, inmunidad mediada por células, restricciones del huésped e induccion de inmunidad humoral,
esta informacion ha permitido la modificacion de los microorganismos para ser utilizados en los procesos de
vacunacion y la induccion de una respuesta inmunologica deseable sin efectos adversos sobre la salud o la

eficiencia productiva del ave.

En las memorias de este evento se presenta informacion relacionada con la utilizacion de biotecnologia
en avicultura, ya no solo para el diagnostico de las enfermedades, sino para el control de las mismas utilizando

para ello organismos genéticamente modificados y sus productos.
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VACUNACION EN AVICULTURA

La vacuna ideal debe conferir una inmunidad prolongada y fuerte a través de la inmunizacién activa,
debe inducir efectos colaterales minimos, ser estable y que pueda ser administrada a un gran nimero de
animales usando una via de administracion apropiada. Una respuesta inmunoldgica que se distinga de la
conferida por infeccion natural, es también deseable porque permite al mismo tiempo el control y la
identificacion de infecciones de campo. Algunos de estos requisitos, especialmente la alta antigenicidad y la

ausencia de efectos adversos, son frecuentemente incompatibles en las vacunas clasicas.

Las vacunas vivas pueden presentar riesgos de contaminacion o de reversion a virulencia, mientras
que las vacunas inactivadas tienden a ser seguras, pero fallan en proporcionar una inmunidad prolongada y
efectiva para el control de las enfermedades. Las vacunas vivas atenuadas generan infeccion y las inactivadas
pueden resultar en la aparicion de la enfermedad debido a falta de estimulacion antigénica en el sitio natural
de infeccion. Adicionalmente, las vacunas inactivadas no son capaces de replicarse, en consecuencia no
generan produccion de proteinas virales en el citoplasma de las células del ave lo que conlleva a que no se
puedan presentar antigenos virales mediante las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase
Iy a que no se generen respuestas de las células T CDS citotoxicas. Para evitar estas limitaciones, la industria
avicola ha dirigido sus esfuerzos de investigacion y desarrollo hacia la utilizacion de virus recombinantes para
el control de las enfermedades infecciosas. Las ventajas de la tecnologia recombinante incluyen alta

especificidad, la no reversion en patogenicidad y la ausencia de reacciones vacunales.

BIOTECNOLOGIA Y VACUNACION

El notable progreso que ha experimentado la tecnologia del ADN (&cido desoxirribonucleico)
recombinante ha llevado a la obtencion de un amplio surtido de vectores vacunales nuevos y seguros, capaces
de expresar con eficiencia inmunogenos ajenos. Diversos tipos viricos como: viruela, herpesvirus y adenovirus
actuando como vectores, ofrecen la posibilidad de fabricar gran nimero de nuevas vacunas recombinantes.
Un ejemplo exitoso es la vacuna contra el virus de la rabia, obtenida por expresion de la proteina G de este
virus en un vector de viruela, que se ha utilizado de forma generalizada, tanto en Europa como en Estados
Unidos. En avicultura, los virus de viruela y los herpesvirus han sido utilizados como vectores con un éxito
comercial variable en el control de enfermedades como Influenza aviar, Enfermedad de Newcastle,

Laringotraquetis infecciosa y la enfermedad de Gumboro.

Algunos de los enfoques para el control de las enfermedades infecciosas mediante la manipulacion

genética de los patdgenos se describen brevemente a continuacion:

e Las vacunas recombinantes de tipo I (subunidad): se derivan de organismos recombinantes (los que

pueden ser una levadura, una bacteria o un virus) en los que se ha insertado un gen heterélogo de un
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patogeno especifico. El organismo recombinante que transporta al gen insertado se multiplica y el

producto del gen es cosechado, purificado y administrado como una vacuna.

e Las vacunas recombinantes de tipo II (de gen deleteado): mediante manipulacion genética, genes
especificos como los asociados con la virulencia o patogenicidad, pueden ser deletados
(eliminados) de un organismo patdogeno. La delecion provoca que el organismo tenga menos
probabilidad de causar enfermedad mientras que retiene su habilidad de estimular la inmunidad

protectora.

e Las vacunas recombinantes de tipo III (vectoriales): consisten de organismos no patogénicos o de gen
deletado en el que se inserta un material genético especifico de un patégeno con el propdésito claro
de estimular una respuesta inmunologica protectora contra ambas enfermedades. Los vectores
mas exitosos han sido los herpesvirus y los virus de viruela debido a que tienen un genoma grande y

pueden resistir multiples manipulaciones sin afectar su habilidad de replicarse.

VACUNAS VECTORIZADAS

La tecnologia recombinante utilizada para desarrollar la vacunas vectorizadas consiste en aislar y
transferir secuencias de ADN altamente especificas (genes) de un organismo, generalmente mediante un
proceso denominado recombinacién homologa, al ADN de otro organismo. Esto se logra con el conocimiento
para aislar y empalmar (o recombinar) fragmentos especificos de DNA de un organismo, del tamafo de un

gen y del proceso de transferencia mediante un plasmido de ADN.

Las vacunas recombinantes tienen gran valor porque son seguras ya que no exponen al animal al
patogeno, en su lugar, s6lo contienen genes que codifican proteinas que inducen la inmunidad protectora.
Productos de un gen o genes de un patdgeno que causan virulencia y patogenicidad son omitidos por la
mayoria de las vacunas de vectores y de subunidad. Las vacunas de subunidad tnicamente contienen

sustancias que estimulan la inmunidad y son altamente especificas.

Es importante saltar que las vacunas vectorizadas siguen la patogenia natural del microorganismo
vector, induciendo los tipos de respuesta inmune propios del patron de replicacion especifico del mismo y
generando una respuesta inmune dirigida, eficaz y segura que evita la necesidad de aplicar organismos
completos, muertos o modificados. Més aun, la ausencia de adyuvantes, que es una caracteristica de las
vacunas recombinantes utilizadas en medicina veterinaria, es considerada un factor importante para reducir

los riesgos de reacciones adversas asociadas a las vacunas.
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En avicultura, una aplicacion de las vacunas vectorizadas es el uso de un virus atenuado como vector
con el objetivo de inducir la proteccion contra dos enfermedades. Un ejemplo es VAXXITEK® (HVT-IBDV)
que protege en los pollos contra las dos enfermedades: Enfermedad de Marek (MDV) mediante el herpesvirus
de pavo (HVT) y contra la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV) mediante la expresion transgénica del
inserto presente en el vector, en este caso la proteina viral 2 (VP2), que es el determinante antigénico y
responsable de la respuesta inmune en el IBDV. La enfermedad de Marek es una enfermedad neoplésica
altamente contagiosa de aves de corral causada por un herpesvirus tipo 2, mientras que IBDV se replica en la
bolsa de Fabrico, el principal 6rgano linfoide en las aves causando enfermedad inmunosupresora en las aves

de corral en todo el mundo.

La vacuna antes mencionada se basa en una matriz recombinante del virus HVT que expresa el gen
VP2 de la IBDV y se puede aplicar en huevos embrionados o en pollitos de un dia sin interferir con los
anticuerpos procedentes de la madre. El HVT es apatogeno en pollos, pero confiere proteccion cruzada contra
MDV vy ha sido tradicionalmente utilizado en las vacunas contra MDV. La patogenia del HVT incluye un
breve estadio de replicacion no citolitica en linfocitos B maduros y una replicacion activa que termina en
latencia en los linfocitos T. La recirculacion natural los linfocitos los lleva a los 6érganos linfoides secundarios
donde los centros germinales se convierten en un sitio privilegiado para la presentacion y estimulacion
antigénica induciendo respuesta humoral y celular. La latencia propia de los herpesvirus representa un valor

agregado, pues actiia como un proceso activo de revacunacion o “boost” en situaciones de estrés.

Los virus de viruela, también se han utilizado como vectores de genes exdgenos, tanto para la entrega
de antigenos vacunales como para la terapia génica humana, como se propuso por primera vez en 1982
(Paoletti, E. 1996). Los virus de viruela pueden acomodar grandes cantidades de genes ajenos y pueden
infectar a las células de mamiferos, dando lugar a la expresion de grandes cantidades de proteina codificada.
En avicultura ha sido utilizada con éxito variable en el control de la influenza aviar y la Laringotraqueitis

infecciosa.

CONCLUSIONES
e El conocimiento actual de la biologia molecular y la inmunologia ha generado nuevas y mas seguras
técnicas de inmunizacion en medicina veterinaria. A la cabeza de estas técnicas esta la utilizacion de
vectores virales para inducir la expresion de genes que codifican para péptidos inmunogénicos.
e Las ventajas de utilizar sistemas recombinantes para la vacunacion incluyen adecuada proteccion sin
los riegos de reversion de virulencia y/o reacciones postvacunales. Un ejemplo son los herpesvirus
capaces de albergar grandes segmentos de ADN y de infectar una gran variedad de células, por lo que

son utilizados activamente para expresion transgénica de proteinas inmunogenicas en avicultura.
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e Las enfermedades infecciosas son la primera causa de pérdidas econdmicas en la industria avicola, su
control requiere de SENTIDO COMUN en la cria de las aves y de la utilizacion de las herramientas y

tecnologia disponibles.
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Evidencia molecular de la transmisién de cepa de Mycoplasma
synoviae compatible con cepa vacunal en reproductoras a
progenie en estirpe ligera

IFernando Galindo, 'Sergio Carrasco, 2Victor M Petrone
1Avicola Socorro Romero, 2FESC UNAM
vmpetrone@hotmail.com, petrone@unam.mx

Los micoplasmas aviares son de gran importancia para la industria avicola debido a que representan una fuente
de pérdidas econdmicas importante ya sea como patdgeno unico o como parte de un complejo respiratorio.
Hablando particularmente de Mycoplasma synoviae (Ms) su importancia se ha relacionado principalmente con
las perdidas asociadas a problemas locomotores y retraso en el crecimiento, en el caso particular de las gallinas
de postura comercial se ha vinculado con decremento en la produccion de huevo. Aunque estos problemas se
manifiestan, es mas frecuente que la infeccion por Mycoplasma synoviae se presente sin signos clinicos ni
lesiones, como una enfermedad benigna de las vias respiratorias altas, o como una condicion respiratoria grave
en asociacion con otros agentes.

La vacuna contra Mycoplasma synoviae consiste en cepa patdogena mutada para conferirle caracteristica de
termolabilidad. Esta caracteristica evita que la cepa vacunal mutada se torne sistémica y asi evita signos
clinicos, lesiones y limita su transmision horizontal y vertical.

Materiales y métodos

Se muestrearon reproductoras ligeras (tipo Leghorn), asi como la progenie. Ni las reproductoras, ni la progenie
fueron vacunas contra Ms. Las edades de muestreo en reproductoras fueron de 5, 38, 56 semanas de edad en
la progenie las pollonas tenias 3, 4, 9 y 10 semanas de edad. Las muestras fueron 10 hisopos traqueales de
sendas edad por edad.

Se realizo aislamiento a 37.5°C, Identificacion molecular con PCR y RAPD. EI RAPD nos indica si el patron
electroforético es igual o distinto a la vacuna contra Mycoplasma synoviae (Ms) Vaxsafe® (Distribuido por
Lab Avimex).

Resultados

Aislamiento bacteriano
Reproductoras
5 semanas de edad: 0 positivos de 10 muestras
38 semanas de edad: 0 positivos de 10 muestras
56 semanas de edad: 6 positivos de 10 muestras

Pollonas (progenie)
3 semanas de edad: 1 positivos de 10 muestras
4 semanas de edad: 0 positivos de 10 muestras
9 semanas de edad: 9 positivos de 10 muestras
10 semanas de edad: 8 positivos de 9 muestras

Analisis Molecular (PCR+RAPD)
Reproductoras
5 semanas de edad: Negativo por PCR para Ms
38 semanas de edad: Negativo por PCR para Ms
56 semanas de edad: positivo por PCR a Ms y por RAPD fue igual a cepa vacunal (Vaxsafe®)
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Pollonas (progenie)

3 semanas de edad: positivo por PCR a Ms y por RAPD fue igual a cepa vacunal (Vaxsafe®) e igual
a la cepa identificada en la reproductoras.

4 semanas de edad: Negativo por PCR para Ms

9 semanas de edad: positivo por PCR a Ms y por RAPD fue igual a cepa vacunal (Vaxsafe®) e igual
a la cepa identificada en la reproductoras.

10 semanas de edad 8: positivo por PCR a Ms y por RAPD fue igual a cepa vacunal (Vaxsafe®) e
igual a la cepa identificada en la reproductoras.

Discusion y conclusiones

Las reproductoras fueron positivas tanto por aislamiento y PCR a Ms a las 56 semanas de edad. Lo que sugiere
transmision horizontal. Mientras que en las pollonas progenie, la transmision primaria fue primaria fue
vertical, proveniente de las reproductoras, y posteriormente horizontal. Estas observaciones se basan en la
igualdad molecular de las cepas en reproductoras y en la progenie.

La igualdad de la cepas aisladas con la vacuna Vaxsafe®, sugiere que la vacuna fue usada en la zona y que
perdio su capacidad de termolabilidad por lo que retomo su patogenicidad y con ello su capacidad de infeccion,
distribucion y de causar signos y lesiones. Al retomar su patogenia la cepa original vacunal se distribuy6 en
aves de la zona, causando micoplasmosis en aves susceptibles.
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Encefalomielitis aviar en pollitas de remplazo ligeras.
Caso clinico

1Salvador Velazquez Cano*, 2Fernando Galindo, 2Sergio Carrasco, 3Victor M Petrone-Garcia
lvitec (Tecamachalco, Pue), 2Avicola Socorro Romero, 3SFESC UNAM
vmpetrone@hotmail.com, petrone@unam.mx

Historia clinica

Se recibieron pollitas Hyline, en una granja de postura comercial en el estado de Puebla. Desde la primera
semana de edad hasta la 3 semanas de edad se presntaron pollitas postradas en decubito lateral y depresion
severa. Posteriormente la parvada presentdé inmunodepresion y desuniformidad hasta la produccion

Analisis de Laboratorio

Se realizd histopatologia, asi como ELISA para detectar anticuerpos de anemia infecciosa aviar y
PCR para detectar el gyrovirus de anemia infecciosa en la tercera semana de edad.

Histopatologia

Timo: atrofia cortical severa 1/6, moderada
2/6; leve 3/6

Encéfalo: infiltrado perivascular en
cantidad moderada 1/3, escaso
1/3; neuronofagia y satelitosis
moderada 1/3.
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Proventriculo: infiltrado
linfocitario en la muscular del
6rgano moderado 1/3, leve 1/3.
Infiltrado intragladular severo 1/3
leve 1/3

Molleja: infiltrado linfocitario en la
muscular del érgano severo 1/3,
moderado 1/3.

Bolsa de Fabrico: atrofia
folicular moderada 3/9;
leve 3/9.
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Higado: infiltracion e
hiperplasia linfoide
abundante 1/3,
moderada 2/3, leve 1/3

Traquea: Infiltrado linfocitario en mucosa
severo 1/3, moderado 1/3 leve 1/3;
pérdida de cilios severa 1/3; quistes en
mucosa cantidad moderada 1/3.

Médula ésea: atrofia medular roja y blanca con
hiperplasia de adipocitos moderada 2/6, leve 2/6.

Bazo: atrofia linfoide con proliferacion de celular
dendriticas severo 1/3 moderado 2/3.

DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS PRINCIPALES
e Atrofia cortical timica

Encefalitis linfocitaria

Infiltrado linfocitario en musculo gastrico

Infiltrado Linfocitaria hepatico

Atrofia bursal

Traqueitis subaguda

Discusion y conclusiones

Las lesiones gastricas son muy caracteristicas de infeccidn por picornavirus (encefalomielitis aviar).
Las lesiones en timo son compatibles con infeccidon por gyrovirus de la anemia infecciosa aviar.
Tanto el picornavirus como el gyrovirus producen mortalidad las dos primeras semanas, asi como
parvadas muy disparejas. Ambos virus se trasmiten principalmente de manera vertical (de la madre
hacia la progenie). Las lesiones traqueales pudieran reaccion posvacunal severa, para algun virus
respiratorio como coronavirus.

Con el fin de realizar diagndstico integral de este caso se realizaron pruebas seroldgicas (ELISA)
para detectar anticuerpos contra anemia infecciosa aviar en la primera semana de edad, y PCR para
detectar el gyrovirus de anemia infecciosa en la tercera semana de edad. Los resultados seroldgicos
en la primera semana de edad fueron 100% de aves positivas a anemia infecciosa aviar. Y el PCR
fue negativo al gyrovirus. Estos resultados sugieren de manera contundente que las pollas
estuvieron protegidas adecuadamente contra el gyrovirus de la anemia infecciosa aviar y el PCR
confirma que la proteccidn perduro lo suficiente para evitar la enfermedad a la tercera semana.
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Los hallazgos histoldgicos en conjunto con los analisis seroldgico y molecular, sugieren de manera
importante que las pollas postradas la primera semana y la desuniformidad en las semanas
posteriores es causada por el picornavirus de la encefalomielitis aviar.
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