Universidad Nacional

SAN LUIS GONZAGA




@080

Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0
Internacional

Esta licencia permite a otras combinar, retocar, y crear a partir de su obra de forma no comercial,
siempre y cuando den crédito y licencia a nuevas creaciones bajo los mismos términos.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

e Universidad Nacional "San Luis Gonzaga"

E Software Antiplagio LU)

UNICHECK

INFORME DE REVISION

Se ha realizado el analisis con el software antiplagio de la Universidad Nacional "San
Luis Gonzaga", por parte de los docentes reponsables, al documento cuyo titulo es:

AVANCES EN BIOTECNOLOGIA PARA EL DESARROLLO DE VACUNAS
VECTORIZADAS

presentado por.
Luis Rolando Alzamora Velarde

del nivel PREGRADO de la facultad de MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA
obteniéndose como resultado una coincidencia de 10.88% otorgandosele el calificativo de:

APROBADO
Se adjunta al presenta el reporte de evaluacion del software antiplagio.

QObservaciones.

El bachiller paso satisfactoriamente el sistema antiplagio

Ica, 20 de Agosto de 2020

FRIEDA

INETI DE EDMUNRO GAMIO LARZA PORRAS
ASESGR

COORDINADOR SOFTWARE ANTIPLAGIO
SOFTWARE ANTIPLAGIO FAGULTAD DE MEDICINA VETERINARIA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

Y ZOOTECNIA



SN sy, FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA DE ICA

TRABAJO DE INVESTIGACION

AVANCES EN BIOTECNOLOGIA PARA EL
DESARROLLO DE VACUNAS VECTORIZADAS

ELABORADO POR
Bach. LUIS ROLANDO ALZAMORA VELARDE

Diciembre 2010



INDICE GENERAL

I.  INTRODUCCION
Il.  ORIGENES
. VACUNAS CLASICAS O CONVENCIONALES USADAS ACTUALMENTE
IV. VACUNAS VIVAS
> FORMAS DE PRESENTACION
V. VACUNAS INACTIVADAS
VI.  DIFERENCIAS FUNCIONALES
VIl. PROBLEMAS ASOCIADOS AL USO DE VACUNAS TRADICIONALES
VIl. CUADROS COMPARATIVOS
> VACUNAS
> VENTAJAS
> DESVENTAIJAS
IX. NUEVAS ESTRATEGIAS DE CONTROL
X.  VACUNAS VECTORIZADAS
Xl. COMPARACION ENTRE VACUNAS TRADICIONALES vs VACUNAS VECTORIZADAS
Xll. CASO # 1: CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
> CONTROL DE LA ENFERMEDAD Y SUS INCONVENIENTES
> HVTND (rHVT —F)
> DURACION DE LA INMUNIDAD
> ESPECTRO DE PROTECCION
Xlll.  CASO # 2: CONTROL DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA
> LTIEN EL PERU
> VACUNAS DISPONIBLES EN AMERICA LATINA
> DIAGNOSTICO ELEMENTAL
i. CARACTERISTICAS DE LA CONSTRUCCION DE UN AVACUNA
VECTORIZADA
ii. MECANISMO BASICO DE UNA DE LAS VACUNAS DISPONIBLES
iii. NACIMIENTO DE LA INMUNIDAD
iv. REDUCCION DE NIVELES DE EXCRECION
XIV. CONSIDERACIONES PARA UNA VACUNA VECTORIZADA
XV. RECOMENDACIONES FINALES
XVI.  CONCLUSIONES
XVIl.  BIBLIOGRAFIA



INTRODUCCION

Las vacunas son productos orientados a generar inmunidad contra un patégeno especifico a través
de la producciéon de elementos llamados anticuerpos. Estos son sustancias formadas por el
organismo orientadas a prevenir y defender. La utilizacién de vacunas implica el termino prevencién
via estimulacion del sistema inmune del organismo huésped. La defensa, consiste en el
reconocimiento, destruccion y registro de microorganismos patégenos. De acuerdo a la OMS recibe
la denominacién de vacuna “cualquier preparacion destinada a generar inmunidad contra una

enfermedad estimulando la produccion de anticuerpos”.

El uso y aplicacidn de estos elementos (vacunas) se denomina “vacunacién”, se define como la
preparacién del sistema inmune para proporcionar una respuesta adquirida, la misma que podria
ser de tipo humoral o de tipo celular. De igual manera en el ambito de la Inmunologia existen dos
términos comunmente utilizados: “antigeno” y “anticuerpo”, se llaman “antigenos” a todas aquellas
particulas extrafas al organismo que pueden tener una naturaleza viral, bacteriana o de otro origen
gue pueden provocar una respuesta inmune, “anticuerpo” seria la molécula generada por el sistema

inmune; capaz de reconocer y eliminar al “antigeno” invasor.



ORIGENES

Los patdgenos como tales, han sido reconocidos hace mas de 3,000 afios, esta practica fue
desarrollada en la China ancestral donde se ensayaban reacciones inmunes contra el azote que
representaba en ese momento la Viruela, se administraba un machacado de costras y pustulas
provenientes de pacientes infectados a gente (preferentemente nifios) aparentemente sana,
variaban en la frecuencia y en la dosis de administracién para evaluar la respuesta y comprobar que

guienes no se morian, no se enfermaban de viruela.

Posteriormente a ello, sobre los afios 1300 y 1700 el Dr. Edward Jenner introdujo el concepto de la
vacunacioén. Sus estudios estuvieron basados en las observaciones realizadas sobre mujeres que se
dedicaban al ordefo y quienes contraian ocasionalmente una forma de “Viruela Bovina” en las

manos. Estas personas, luego de este proceso; quedaban a salvo de contraer la Viruela comun.

El Dr. Jenner, administro un fluido obtenido de
las manos contaminadas por Viruela Bovina de la
granjera Sarah Nelmes y lo inyecto en el brazo de
James Phipps de 8 afos de edad. El nifio mostro
sintomas de la infeccién de Viruela Bovina, 48
dias posteriores a esta accion, Jenner infecta al
nifio con Viruela humana. El nifio no mostro

ningln sintoma o signo de la enfermedad. A

partir de 1840, esta practica fue extendiéndose
por toda Europa y América, la segunda
generacion de vacunas fue desarrollada por el Dr. Louis Pasteur, quien elabora vacunas contra el
Antrax y el Célera Aviar, fue Pasteur quien introdujo los términos de “Vacuna” y “Vacunacién”,
palabras que derivan del vocablo latino “Vacca” en honor a los trabajos desarrollados por el Dr.

Jenner (USA CDC 2010).



La evolucion en el entendimiento de los

conceptos sobre inmunidad, demostraron

inicialmente que era posible conseguir una
mejor proteccidén a partir de la utilizaciéon de
elementos homalogos, sobre los cuales habia
que modificar su virulencia. En aquellos
momentos jamds se manejaron conceptos
relacionados a la activacion inmunitaria y

mucho menos a la memoria inmune. Estas

premisas fueron desarrolladas casi 100 anos
después por Frank Burnet y el posterior descubrimiento en 1965 del papel de los linfocitos Ty B en

la respuesta inmune (Sanchez — Vizcaino, J.M., 2004)

VACUNAS CLASICAS
O CONVENCIONALES VACUNAS
UTILIZADAS

ACTUALMENTE EN

AVICULTURA
VIVAS INACTIVADAS

l Congeladas Liofilizadas Oleosas

La prevencidn y el control de las enfermedades infecciosas es de gran importancia en la avicultura

.

moderna de tipo industrial. La Bioseguridad bajo el concepto mas basico de prevencion, suele en
algunos casos no ser suficiente para la proteccion requerida de un medio de produccidn tan intensa
y con aves cada vez mas susceptibles a las patologias actuales. Los requerimientos productivos
generan sobrepoblaciones y crianzas de alta densidad, sumados a las modificaciones operadas en
los agentes infecciosos, estas condiciones determinan que las principales medidas profilacticas

deben de ser revisadas y actualizadas en virtud a los requerimientos actuales.

VACUNAS VIVAS



Por definicidn: “Las vacunas vivas se disefian a partir de microorganismos que han sido cultivados
expresamente bajo condiciones en las cuales pierden o atenuan sus propiedades patdgenas.
Suelen provocar una respuesta inmunoldgica intensa pero no tan mds duradera. Esto se debe a
que el microorganismo, aunque estd debilitado, no se encuentra inactivado y crea una ligera

infeccion que es combatida de forma natural por el sistema inmune” (OMS — USA 2009).

1) Durante la atenuacién se utilizan (en algunos casos) huéspedes alternativos, la adaptacién
se logra por pasajes sucesivos, por adaptacidn a temperaturas de replicacion no éptimas o
por la utilizacién de métodos quimicos de atenuacién. (Lépez, M. et al.,2004)

2) Independientemente al sistema de atenuacién utilizado, lo importante es que los
microorganismos replicados, pierdan su original patogenia, mantengan la capacidad de
replicacion y no produzcan lesiones en el huésped.

3) Una vacuna viva debe de tener una mayor capacidad de respuesta ya que activa todos los
mecanismos de respuesta inmunitarios disponibles: presentacidon antigénica ligada a

linfocitos, activacion citotdxica, liberacién de citoquinas, etc.

FORMAS DE PRESENTACION

Wiii| 4

e HVT
e HVT SB1
* RISPENS

e NC Bl
e IBD
e FOWL POX

e COCCIDIA
e SALMONELLA

il E
(Vp)] (Vp]
< <
a a
< <
= N
—
“ZD ™
o o
U —
U @)
<
< S

VAC. SUSPENSION




VACUNAS INACTIVADAS

Son compuestos generados a partir del tratamiento con productos quimicos o calor, los cuales han
provocado la muerte del patdgeno pero manteniendo su estructura inicial. Su utilizacion genera
menos efectos secundarios, una mayor reaccién el en lugar de la aplicacién pero induce una
respuesta mds alta y duradera. De manera general las vacunas inactivadas contienen una fase
antigénica y un adyuvante. La parte antigénica estd compuesta por los organismos inactivados

completos o parte de sus estructuras antigénicas.

1) Norequieren refrigeracidn, no representan una amenaza por una posible reconversion a la
virulencia. Su respuesta es basicamente de tipo humoral

2) No replican en el ave, lo cual significa que requieren una mayor masa antigénica en su
constitucién

3) Los productos inactivantes utilizados en su fabricacién podrian generar alteraciones en la

respuesta inmune

DIFERENCIAS FUNCIONALES
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PROBLEMAS ASOCIADOS AL USO DE VACUNAS TRADICIONALES

a)

b)

f)

g)

h)

Reversidon a la virulencia: al parecer las caracteristicas propias del agente patdgeno,
determinan que bajo cierto tipo de condiciones, este puede revertir a su condicién original
Uniformidad de aplicacién: esta condicidon puede originar reacciones indebidas y poner en
riesgo la salud y los parametros productivos del lote vacunado

Diseminacidon no deseada: los niveles de excrecion posteriores a la vacunacién, pueden
generar la diseminacion del agente a zonas o lugares no deseados.

Costos y procedimientos de aplicacion: Algunos productos particularmente las vacunas
inactivadas son mas costosas y exigen una mayor mano de obra especializada
Interferencia con anticuerpos maternos: La colocacién de vacunas vivas en presencia de
altos niveles de anticuerpos maternos, puede determinar la inactivacion parcial o total de
la vacuna utilizada.

Proteccion insuficiente: Si el producto utilizado no contiene la cepa apropiada, no se
generara la inmunidad requerida

No diseminacion colateral: Las vacunas inactivadas podrian no generar los niveles de
proteccién deseados, si estas no han sido colocadas de manera adecuada.

Efectos secundarios: Estos inconvenientes pueden ser de tipo local (punto de aplicacion) o
sistémicos durante las fases de viremia.

No diferenciacion entre aves vacunadas e infectadas: No es posible poder diferenciar a los

vacunados de los enfermos



CUADRO COMPARATIVO

VACUNAS

INACTIVADAS

VENTAJAS

Alto nivel de
estimulacion, Bajo
costo, Poca dosis,

No requiere

adyuvantes

Estables, menor
efecto secundario,
no revierten

DESVENTAJAS

Excresion y
reversidon, mayor
diseminacion,
menos estables

Estimula solo
respuesta
humoral, mayores
costos, requiere
mayores titulos.



NUEVAS ESTRATEGIAS DE CONTROL

Hasta el momento las vacunas tradicionales han brindado y contindan brindando una muy buena
cobertura de proteccién, sin embargo la cada vez mas exigente industria avicola desarrolla mayores
retos y exige patrones de seguridad mas intensos y seguros. Las cada vez menos toleradas
reacciones post vacunales luego de la aplicacidn de una vacuna contra Newcastle o los brotes de LTI
provocados por cepas de patogenicidad revertida, son factores absolutamente indeseables en una
industria que trabaja cada dia con mayores potenciales genéticos de desarrollo y con menores
condiciones fisicas de resistencia a las enfermedades. El avance de la tecnologia del ADN
recombinante, genera grandes expectativas para el desarrollo de vacunas que carecen de los
problemas antes mencionados. En el presente estudio, nos dedicaremos a evaluar las principales
caracteristicas de una de estas nuevas opciones las llamadas “Vacunas Vectorizadas”, en las cuales
uno o mas genes de un patdgeno son insertados en otro virus el cual actia como agente vector.
Vamos a proporcionar una breve descripcion sobre su construccion, el desarrollo de la inmunidad

conferida y algunos estudios comparativos vs los productos tradicionales.

VACUNAS VECTORIZADAS

Las vacunas vectorizadas o recombinantes, forman parte de una nueva generacién de productos
gue usualmente utilizan algunos virus como “vectores”, para que estos codifiquen algunos
antigenos previamente seleccionados de un virus “donador”. La respuesta inmune provocada en el

Ill

huésped luego de la infeccidn por el “vector “estara dirigida tanto al “vector” como contra los
antigenos incluidos en el, obtenidos del “donador”; obteniéndose de esta manera una respuesta

bivalente o multivalente por parte del huésped.

Es usual, que para incrementar la respuesta inmune; algunas vacunas vectorizadas utilicen genes
inmunoestimuladores (interferdn, interleucina, etc.), algunos de los vectores mas utilizados en
avicultura hasta el momento son: el virus Herpes de Pavo (HVT) de la Enfermedad de Marek, el virus
de la Viruela Aviar (FPV), el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV) y el Adenovirus Aviar (AdV).
De igual manera, los genes seleccionados para la creacién de vacunas recombinantes, pertenecen
a: Laringotraqueitis Infecciosa (LTI), Enfermedad de Newcastle (NDV), virus de Influenza Aviar, virus

de la Enfermedad Infecciosa de la Bolsa (IBD) y Mycoplasma gallisepticum (Mg).
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Hasta el momento, se sabe que la eficacia de las vacunas vectorizadas depende de un conjunto de

variables:
a. Latenciay tipo del vector utilizado
b. Inmunogenicidad
c. Genes insertados
d. Uso de promotores
e. Viade aplicacién
f. Caracteristicas del patégeno
g. Naturaleza de la respuesta inmune

Cuando mencionamos a los factores que pueden determinar la eficacia de una vacuna vectorizada,

no podemos dejar mencionar algunos comentarios generados a partir de las evaluaciones realizadas

VL.

Al parecer las vacunas vectorizadas disponibles hasta el momento, son mas eficaces para
patdgenos invasivos sistémicos en comparacion a otros de afeccion localizada.

Las vacunas vectorizadas orientadas a un o pocos antigenos inmuno dominantes, pueden
generar una respuesta mas efectiva

Una de las mayores caracteristicas de control mostradas por las vacunas vectorizadas, es la
disminucion de los niveles de excrecién del patégeno invasor.

Han demostrado ser una importante herramienta para el control de las enfermedades y
pese a no utilizar adyuvantes especificos logran desarrollar una fuerte respuesta inmune
Las vacunas vectorizadas estan teniendo un mayor uso debido a la habilidad de inducir
proteccién contra muestras heterologas y su habilidad para superar la interferencia de los
anticuerpos maternos.

Un argumento muy importante para el uso de vacunas vectorizadas, es la facilidad de
diferenciacion entre infectados y animales vacunados (DIVA). Esto es particularmente

importante para las enfermedades de declaracion obligatoria como la Influenza Aviar (lA).
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COMPARACION ENTRE VAC. TRADICIONALES vs VAC VECTORIZADAS

Inmunidad local

Inmunidad celular

Aparicion de la inmunidad
Interferencia con Ac Maternos
Duracidn de la inmunidad
Lesiones locales

Reacciones post vacunales
Transmision lateral
Estabilidad genética

Costo

TIPOS DE VACUNAS

Vac. Vivas Vac. Vectorizadas Vac. Inactivadas

+++ +++ -
+++ +++ -/ +
+++ +++ +

+ /[ +++ NO ++

+ +++ +++

- [ +++ NO + /[ +++

- [ +++ NO +/ +++

- [ +++ NO -

-] +++ +++ +++
++ +++ ++
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VACUNAS VECTORIZADAS
CASO #1: CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Antecedentes

La enfermedad de Newcastle (EN) es una enfermedad infecciosa altamente contagiosa, la cual varia
ampliamente en el tipo y severidad de sintomas. Es una enfermedad con connotaciones politicas ya
gue representa una de las principales barreras para el comercio internacional de las aves y
productos avicolas. Sin embargo, a pesar de ser reconocida durante casi 90 afios, ser causada por
un solo serotipo de paramixovirus, y teniéndose disponibles vacunas muy eficientes, la EN sigue

siendo un reto para los técnicos y los avicultores en todo el mundo.

TOP 10 DISEASES POLULTRY
200G D009

T LSLES kst Ra dsiaase A

Duck virus hepatitis B 1599
Fowl typhold B 24
Fowl cholera B F 801
PFullorum diseate BN 4075
Mycoplasmosis I 3735
Inf. bursal disease IEEEEEENNNNNNNGN 056

1 7]
L1 ' 1
Ay, inf. bronchitizs T 5 TS
HPAL . 5 T2

o 10 20 30 a0 50 60 70 E: 90 100
LEU losses from all ofhver poultry diseases: 2,760

Los signos clinicos y lesiones de la enfermedad no son patognomanicos, varian con la cepa viral, el
huésped, la edad, el nivel de proteccidon inmunoldgica y otros factores, estos pueden variar de 100%
de mortalidad en aves no vacunadas a solo una baja en la produccién de huevos en ponedoras

aparentemente sanas y bien vacunadas (Miller P.J and Koch G., 2012).

Todas las aves son susceptibles a la infeccidn (se han investigado infecciones en 241 especies),
aunque el grado de la enfermedad varia de una especie a otra y en funcion de la cepa viral. Las aves
silvestres pueden actuar como portadores o reservorios naturales, aunque la mayoria de las cepas
aisladas han sido de baja virulencia para las aves de corral. Desde el punto de vista epidemioldgico,

las especies mas susceptibles son las aves del género Gallus gallus
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De acuerdo a las definiciones que se manejan, la enfermedad de Newcastle es causada por un
Paramixovirus aviar del serotipo |, y seglin la OIE para ser considerado virulento, el aislado deberd
de presentar un indice de patogenicidad intracerebral (IPIC) mayor a 0.7 y/o tendria que presentar
aminodcidos basicos en el sitio de corte de la proteina de fusidn y el aminoacido Fenilalanina en la
posicion 117 ya que la presencia de aminoacidos bdsicos en el sitio de rompimiento se correlaciona

con cepas de alta virulencia

Recordemos también que las particulas virales contienen en su superficie dos glicoproteinas
funcionales; la proteina de fusion (F) y la hemaglutinina-neuraminidasa (HN). La proteina F se

encarga de mediar la fusién virus-célula y célula-célula. Por otro lado la proteina HN es

multifuncional; reconoce receptores que contienen acido scidlico en las células, promueve la
actividad de la proteina de fusidon permitiendo la entrada del virus a la célula y actia como
neuraminidasa en las particulas virales para evitar auto aglutinacién de la progenie. Es de primordial
importancia determinar la patogenicidad de una cepa de acuerdo al comportamiento biolégico asi

como su estructura genética.

En nuestro Pais la enfermedad es endémica y su presencia se correlaciona fuertemente con los
procesos de rehuso de cama y el rol que tienen las aves de rifia como portadores potenciales del
virus. Ademas de acuerdo a los trabajos de investigacion realizados en la FMV de la UNMSM, se ha
determinado que los indices de patogenicidad intracraneana varian entre 1.68 y 1.87, siendo que la
mayor parte de las cepas virulentas aisladas en el Peru pertenecen al genotipo Xll y tan solo en uno

de los aislados se determiné (entre el 2004 al 2010), una cepa del genotipo II.
CONTROL DE LA ENFERMEDAD Y SUS INCONVENIENTES

La vacunacidn asi como la Bioseguridad, son parte importante de los programas de prevencion
contra esta enfermedad. Sin embargo, en paises donde la EN es endémica, los pollitos de un dia de
edad poseen altos niveles de anticuerpos maternos que interfieren tanto con las vacunas vivas como
con las vacunas inactivadas de la EN que se aplican en la incubadora hasta el punto en el que la
neutralizacion es completa e inhiben el prendimiento de cualquier vacuna. Ademas, las
vacunaciones llevadas a cabo en las granjas, ya sea para evitar esta interferencia temprana o para
potencializar inmunizaciones previas, normalmente se realizan de manera deficiente. Finalmente,
las vacunas vivas atenuadas, las cuales son la base de los programas de vacunacion contra la EN en

los pollos de engorde, pueden ser responsables de lesiones en la parte superior del tracto

14



respiratorio, lesiones post —vacunales y reacciones fuertes que disminuyen el crecimiento, afectan

la uniformidad de las parvadas y dejan a las aves susceptibles a otros microorganismos patégenos.

Las vacunas actuales frente a la enfermedad de Newcastle se emplean ampliamente en la avicultura
industrial y protegen a las aves vacunadas de la misma, pero no detienen la diseminacién del virus
desde animales infectados hacia los sanos. A pesar de todas estas practicas, que en muchos casos
son utilizadas en grado extremo; contindan ocurriendo brotes en las poblaciones vacunadas en

muchas partes del mundo dando la idea que las vacunas actuales protegen menos

Para incrementar la controversia sobre la eficiencia protectora de las vacunas vivas sobre el avance
de le enfermedad, se dio a conocer la siguiente hipdtesis: “Las vacunas de virus vivos atenuados
que protegen a las aves de corral contra la enfermedad de Newcastle puede estar alterando la
composicion genética de las cepas de virus salvajes, que podrian causar que los futuros brotes

sean impredecibles y dificiles de controlar”

Una vacuna de virus vivo modificado es esencialmente un virus debilitado que no causa enfermedad,
pero imita una infeccién natural que, a su vez provoca una respuesta inmune fuerte desde el
huésped infectado. Pero los expertos sostienen que la vacunacion, sin darse cuenta, podria estar
aumentando la diversidad del virus de la enfermedad de Newcastle que estan circulando entre las

aves silvestres.

Un ave podria estar infectada con dos virus diferentes al mismo tiempo, el vacunal y el patégeno
de forma natural, y luego ambos virus infectan la misma célula. Ademas de la posibilidad de crear
nuevos virus, las diferentes cepas del virus que causa la enfermedad de Newcastle pueden estar

transformandose en diferentes ambientes.

Durante los ultimos afios debido a la demostracidn de las variaciones antigénicas entre cepas del
NDV de diferentes genotipos en varias partes del mundo, se considera fundamental que la
vacunacién de las aves no solo tenga como objetivo estimular una respuesta inmune de larga
duracidn sino que ademas deba de disminuir las reacciones secundarias a la vacunacion, logrando

controlar adecuadamente la excrecion viral en las aves.

HVT ND ( rHVT - F)
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Dentro de este contexto, era necesario una nueva generacion de vacunas y la tecnologia de vector
con las vacunas recombinantes rHVT-F permite disponer de varios productos de esta naturaleza.

2’ Vacuna Vectorizada HVT-NDV

' PROMOTOR
DONADOR especifico

Un muy
' espacifico Vacuna Vectorizada
VECTOR ' " A SITIO DE HVT-NDV
. W4 INSERCION

Estructura basica de la rHVT — F: Virus donador (VNC), Virus Vector (HVT), Gen de Insercidon

(Proteina F), Promotor y lugar de insercién

La proteina “F” (de “fusién”) es el epitopo presente en la superficie del virus de la EN (VEN),
permitiéndole unirse y penetrar las células blanco. Uno puede facilmente entender que si se
construye una inmunidad contra la proteina “F”, entonces la ENC ya no puede infectar las células y
causar dafios, lo cual posiblemente explica la eficacia increiblemente alta de un producto del tipo
rHVT — F. Las aves vacunadas no solo estan protegidas contra las consecuencias clinicas y
econdmicas de la infeccidn, sino que la replicacion del VEN dentro del organismo del ave también
es obstaculizada, como se indica por la significativa reduccién en la eliminaciéon del virus de desafio,

asi como por un aumento limitado del titulo de anticuerpos después de la infeccién.
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Grafico N2 1: Inicio de la proteccion comparativa con una vacuna rHVT —F
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Grafico N2 2: Reduccion de los niveles de excrecion viral
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Las vacunas del tipo rHVT — F son vacunas que utilizan un virus de Marek del tipo HVT como vector,
en cuyo genoma ha sido colocado el gen “F” extraido de un genotipo | del virus de la EN (VEN) (cepa
D26). La cepa HVT utilizada (FC 126), su origen, el bajo nimero de pases que ha experimentado, la
insercion del gen “F”, el sitio de insercion, y el promotor seleccionado para asegurar la expresién

del gen F, son elementos claves que explican la singularidad de algunas de estas vacunas

La proteina “F” (de “fusion”) es el epitopo presente en la superficie del virus de la EN (VEN),

permitiéndole unirse y penetrar las células blanco. Podemos asumir que si construimos una sélida
inmunidad contra la proteina “F”, entonces el VEN no podra infectar las células y causar dafios, lo
cual posiblemente explica la eficacia increiblemente alta de una vacuna del tipo rHVT - F. Los pollos
vacunados no solo estan protegidos contra las consecuencias clinicas y econdmicas de la infeccion,
sino que la replicacién del VEN dentro del organismo del ave también es obstaculizada, como se

indica por la significativa reduccién en la eliminacidn del virus de desafio, asi como por un aumento

limitado del titulo de anticuerpos después de la infeccidn.

El inicio de la inmunidad inducida por una vacuna del tipo rHVT - F, depende directamente de la
replicacion del vector (HVT) y consecuentemente de la expresidn del gen F del VEN. La proteccidn
aumenta de manera progresiva con el tiempo, alcanzandose una proteccién completa alrededor de
las 3 a 4 semanas de edad. De hecho, la inmunidad puede ser detectada a las dos semanas después
de la vacunacidn. Sin embargo, con el fin de fortalecer la proteccidn durante las primeras semanas
de edad en areas que tienen una alta presidn de la EN, el programa de uso de este producto incluye
la necesaria administracion de una vacuna viva de la EN por aspersion al dia de edad (en la
incubadora) y dependiendo del caso (niveles de desafio zonales), se recomienda aplicar un refuerzo

alrededor de los 10 a 15 dias de edad utilizando preferentemente una vacuna viva del tipo La Sota.
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Una de las tendencias de la industria del huevo es mantener a las gallinas ponedoras por mas tiempo
en las granjas. De hecho, este enfoque tiene un impacto econdmico positivo en los costos de
produccién, pero la duracién de la inmunidad inducida por las vacunas ha sido cuestionada. De
hecho, la vacuna de tipo rHVT - F esta construida de un Herpes virus de pavo como vector (HVT). El
HVT permanece en las aves durante toda su vida y su replicacion “refuerza constantemente” la

proteccion contra la EN.

Espectro de Proteccion

Challenge age Protectionrate (%)

Genotype Type of bird
(weeks) Vaccinated Controls
I Texas GB strain ISR SPF 4 100 0
challenge strain
Il Texas GB strain s referenc,e Commerciallayers 19 100 0
challenge strain
Il HB1 vacine strain USA Commercial broilers 1/2/3/4/5 0/10/60/90/100 0/0/0/0/0
Il HB1 vacine strain USA Commercial turkeys 1/2/3/4/5 100/67/33/80/100 44/0/0/0/0
v Herts 33/56 AR BETECTIATE SPF 4 100 0
strain
1\ Herts 33/56 = referi;\rcaei;hallenge Commercial broilers 3 95 0
I\ JEL strain Morocco SPF 6 100 0
APMV1/chicken/Mexico/D516/ )
v 1/2008 Mexico SPF 4 100 0
y AV Ch'cr;"éo"ge“'w" D316/ exico Commercial broiler 3/4/6 81/95 /100 0/0/0
v Chimalhuacan strain Mexico Commercial broilers 2/3/4/5 0/84/100/ 100 0/0/0/0
v Chimalhuacan strain Mexico Commerciallayers 5 70 0
Vil Lopburi Thailand Commercial layers 2/3/4 90/ 100/ 100 90/70/10
Vila D1598/1/11/PH Philippines SPF 4 100 0
Vila D1675/11 Indonesia Commercial layers 3/5/8/10 48/90/100/ 100 0/0/0/0
Vilb D575/6 PE Peru SPF 4 100 0
Vild D1435/3/3/SA/10 SaudiArabia SPF 4 100 0
Vild D1500/2/1/10/CN China SPF 4 100 0
Vild Sl 171/06/25 [Ecss South Africa Commercial broilers 3/4/5 100/ 100/ 100 0/0/0
Paramyxovirus)
Vild R 171/06/25 (32250 South Africa Commerciallayers 72 100 0
Paramyxovirus)
Vilh D1524/1/1,2/MY/10 Malaysia SPF 23jagers 10/ o 00/ 410707070
Vilh D1524/1/1,2/MY/10 Malaysia Commercial broilers 2/3/4/6 25/68/95 /100 5/0/0/0
74495 /100 /100
Vilh D1524/1/1,2/MY/10 Malaysia Commerciallayers 3/4/6/10/15/25/ /100/100 / 100 / 100 ARy
34/40/55/72 0/0/0
/100/ 100
Vil RB Daagstan ND/01/ZA South Africa SPF 100

_L 4
« iR 0. 0. 0. 0.0.0.1
0

3 < 6 10 15 33 55 7

Edad al desafio (semanas)
(cepatailandesa - genotipoVIl - IPIC1,93)

0
o
3
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Todos los virus de la EN pertenecen a un solo serotipo (PVM1), por lo que, por definicién, cualquier
cepa del VEN utilizada para preparar una vacuna debera inducir una proteccion contra la morbilidad
y la mortalidad que sigue al desafio con cualquier cepa virulenta del VEN. Sin embargo, con la
mejoria y la “popularizacion” de las técnicas moleculares, se han identificado distintos genotipos del
VEN en distintas areas geograficas, y han surgido preguntas sobre la proteccién inducida por las
vacunas contra estos genotipos. En particular, las cepas vacunales homélogas a los virus de campo
locales, originalmente fueron consideradas una opcién promisoria. La siguiente tabla resume todas

las cepas contra las cuales una vacuna tipo rHVT — F ha sido probada y ha demostrado su proteccion.
CASO #2: CONTROL DE LA ENFERMEDAD DE LARINGOTRAQUEITIS

La Laringotraqueitis Infecciosa (LTI) es una enfermedad provocada por un agente viral que afecta al
aparato respiratorio de las aves y que generalmente esta presente en zonas de produccién donde
existen grandes concentraciones de aves. Esta dolencia produce importantes pérdidas econdmicas,
considerando las alteraciones productivas que genera como: altos niveles de mortalidad,
disminucion de la ganancia de peso, caida en la produccién de huevos y un marcado incremento en

los costos de medicacion.

El agente causal es un virus DNA del tipo Gallid Herpesvirus 1, familia Herpesvirus, sub familia

Alfaherpesviridae. Una de sus mayores caracteristicas es la de provocar una condicion de latencia

CRONOLOGIA DE LA
DISEMINACION DE LA LTI EN
’ AMERICA LATINA

2000-2010
Positivos a la LTI en 2000:
* Argentina
* Bolivia
* Chile
* Colombia
* México
* Uruguay
LTI em 2002-2003:;
*Brasil (regidn de Bastos y Guatapard - SP)
. LTI em 2006:
* Costa Rica
O LTI em 2008:
* Perd
* Bolivia (regidn de Santa Cruz)
LTI em 2010:
* Brasil {region de Itanhandd - MG)
LTl em 2010:

* Ecuador
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(caracteristica fundamental de los Herpesvirus) la cual le permite ser considerado como
extremadamente peligroso. La llamada “fase de latencia” es un proceso infeccioso que tiende a
revertir cuando se dan ciertas condiciones favorables de replicacién, esta fase de latencia puede

durar toda la vida del huésped.

LTI EN EL PERU

La enfermedad fue reportada por primera vez en agosto del 2008 y se caracterizé por formas de
extrema virulencia: rapida propagacion, alta mortalidad (mayor a 40%), acompafiada por cuadros
respiratorios caracteristicos (jadeo, extension del cuello), tos, crepitaciones, expulsién de coagulos
sanguineos en paredes y piso, taponamiento caseoso de la trdquea, etc. Hasta por formas de mas
lenta diseminacidn, en esta condicién el inicio de los cuadros respiratorios son mas lentos, la
morbilidad tarda en propagarse en la parvada y la mortalidad suele ser de menor intensidad,
basicamente acompafiada por infecciones secundarias. Los porcentajes de aves muertas suelen
ubicarse entre 10 a 20 %, las lesiones a la necropsia determinan la presencia de un exudado mucoso
sanguinolento entre la laringe y la traquea. Se noté también una forma mas benigna o menos
agresiva, acompafada de ruidos respiratorios, descarga nasal, caida de producciéon y huevos,
decaimiento general, pérdida de apetito y condicién fisica. En las evaluaciones post-mortem se
confirman las placas y tapones caseosos en laringe y traquea. Un detalle, que en el caso peruano
acompanio a los cuadros de menor intensidad fueron lesiones y/o sintomatologia similares a las

descritas en los casos compatibles con Pmetapneumovirus (SCH), conjuntivitis, blefaritis y sinusitis.
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VACUNAS DISPONIBLES EN AMERICA LATINA

Vivas convencionales Vivas vectorizadas

1. Argentina

2. Bolivia

3. Brasil

4, Chile i Si
5. Colombia ' Si
6. Costa Rica No
7. Ecuador No
8. México ' Si

TOTAL

**En los lugares donde NO se permite el uso de vacunas vivas, es principalmente por la condicidn
de reversion a la virulencia de las mismas

DIAGNOSTICO ELEMENTAL

Por ser una enfermedad de caracteristicas particulares, los signos y lesiones forman parte
de la condicidn elemental para un diagnéstico adecuado. La sintomatologia descrita incluye:
conjuntivitis, lagrimeo, ojos almendrados, blefaritis, etc. Los estertores, quejidos y la
expulsién de sangre forman parte de las condiciones mas populares. Las lesiones en traquea
y laringe suelen ser comunes para muchas patologias respiratorias, pero la presencia de
Corpusculos de Inclusion forma parte de las lesiones consideradas patognomonicas, en

todos los casos el factor mds importante de todos es demostrar la presencia del virus.
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Caracteristicas de la construccion de una vacuna vectorizada contra LTI

rFP LT rHVT LT

Cepa del vector Cepa viruela— HVT cepa Witter
Cepa Cutter bajo pasaje
§|t|o d.e’ 3.0-kb HpaI-S’pe.I fragmento UL 45-46
insercion genomico
Gen gB, UL 32 gB
(+ gen marcador) (+ gen marcador)

Fuente del Gen Cepa de campo 632 EUA, cepa  Cepa virulenta de campo

virulenta japonesa NS-175 de los EUA

Promotor Promotor del Pox virus PEC

rFP-LT

-

r\;}\!ﬁ*
vsb

o

* Donador - virus (VLTI) que dona los 3

genes que expresan proteinas ;2
antigénicas. %

* Vector - virus vivo (viruela) en lo cual se

inserta los genes del VLTI. Expresionde
antigenos
(proteinas)
» protectores contra
el VLT

VIRUS DE LA VIRUS DE LA VIRUELA VECTORMUNE FP-LT
LARINGOTRAQUEITIS
INFECCIOSA
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Mecanismo basico de una de las vacunas disponibles

A. Segura en gallinas

a. Sinreversion a la virulencia

b. Sin diseminacidn a las aves no vacunadas

c. Tiene el mismo tropismo a los tejidos que las cepas que trabajan como vector
Segura en otras especies
Segura en mamiferos

Estable al medio ambiente

m o o w

No induce a la enfermedad en ninguna de sus formas, genera una alta tasa de inmunidad
celular contra las fracciones antigénicas utilizadas como genes de insercion

F. No genera alteraciones al desempefio productivo y/o sanitario de las aves vacunadas

DISPONIBILIDAD EN MERCADO PERUANO

Caracteristicas

Virus vector vivo Viruela aviar Marek (HVT)
LT In ovo
Vias de aplicacion Subcutanea .
Subcutanea

Puncion alar

v Embridn con 18-19 dias v Embridn con 18-19 dias
Edad de aplicacién v’ 12 dia de vida v’ ler dia de vida
v’ 4-8 semanas

Viruela aviar Enfermedad de Marek

Proteccion contra . . . s
Laringotraqueitis Laringotraqueitis
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Nacimiento de la inmunidad en 2 vacunas comerciales de tipo rHVT LT

100%

m HVT + SB-1
a0%s — m WVECTORMUME HVT ILT
W INNOVAX ILT
60% -+
40%
200 +
0% -~

7 DAY 14 DAY 21 DAY 28 DAY

Evaluaciones que demuestran la eficacia protectiva de vacunas de tipo rHVT LT y/o rFP LT

Porcentajes de proteccion en pruebas de desafio

Aves con
Aves con Aves con

signos de LTI LLaCCERL lesiones en
- (7-14 d Post | % proteccién )
traquea a los

desafio) 14 dias

% proteccién

(0-6 d Post
desafio)

Spf control 0/5 a4/4 0 3/4 0

30 semanas 0/10 0/10 100 2/10 80
40 semanas 0/10 0/10 100 0/10 100
50 semanas 0/10 0/10 100 2/10 80
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Reduccidn de los niveles de excrecidn viral luego de pruebas de desafio

100%
| m 5 DAYS
80% - m 10 DAYS
60%
40%
0% T T T

HVT + SB-1 VTM HVT ILT + SB- INNOVAXILT + SB-
1 1

Consideraciones para tener una vacuna vectorizada

1. Donadores actuales:

a. Newcastle

b. Influenza aviar

c. Enfermedad Infecciosa de la Bolsa

d. Laringotraqueitis Infecciosa

e. Micoplasma gallisepticum

f.  En el futuro: éBronquitis Infecciosa? ¢ Micoplasma sinoviae?
2. Vectores actuales:

a. Virus de Marek (Serotipo 3 — HVT y Serotipo 1 Rispens )

b. Viruela Infecciosa Aviar (Cepa CEQ)

c. Newcastle (Cepa lentogenica)

d. Enelfuturo: éAdenovirus? éSalmonella?
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RECOMENDACIONES FINALES

A. Lasvacunas vectorizadas de tipo comercial, son totalmente diferentes entre si

B. Caracteristicas a tener en cuenta para el buen desarrollo de las vacunas

vectorizadas

a.

Es importante considerar el tipo de vector y su Biologia, al momento de la
seleccion

Se debe de considerar las caracteristicas bioldgicas e inmunoldgicas del virus
donador

Hay que considerar las particularidades antigénicas de los genes insertados
Se debe de observar las caracteristicas y requerimientos del Promotor
utilizado

Es importante considerar la compatibilidad con otras vacunas
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CONCLUSIONES

La tecnologia de vacunas vectorizadas ha demostrado generar productos eficacesy
seguros para el control de los desafios actuales

Las vacunas vectorizadas son una herramienta para el control y erradicacién de
algunas enfermedades pero son el complemento de medidas de Bioseguridad

La eficacia de las vacunas vectorizadas depende de algunas variables: el tipo de
vector, el gen insertado, el o los promotores utilizados, la via y eficiencia de su
aplicacion.

La naturaleza de la respuesta inducida es basicamente de tipo celular aunque

también existe una importante respuesta humoral.
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