INOCUIDAD Y ANTIGENICIDAD DE LA CEPA PA-3 DEL VIRUS DE LA
ENFERMEDAD DE MAREK
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La cepa PA-3 del virus de la enfermedad de Marek (EM), resulté inocua después de haber sido
inoculada en pollitos de la raza Leghorn y de la linea Cornell-S con 3,000 y 100,000 unidades for-

madoras de placa respectivamente.

En las pruebas de potencia, PA-3 protegio al 100% de los pollos vacunados, mientras que el vi-
rus Herpes de pavo sélo protegi6 al 95% en la prueba més favorable. En los pollos controles més

del 55% resultaron positivos a la EM.

Pocos afios después de que Churchill y
Biggs (1967) efectuaron el aislamiento del
agente causal de la enfermedad de Marek
(EM) se desarrollaron tres tipos de vacunas,
de los cuales, en la actualidad, se utilizan
principalmente dos.

Una de ellas fue elaborada en Holanda a
partir de una cepa apatégena del virus de
la EM aislada de gallinas sanas (Rispens et al.,
1971 y 1972a), la que confirid una protec-
cién excelente en las pruebas de campo (Ris-
pens et al., 1972b). Okazaki, Purchase y Bur-
mester (1970) desarrollaron la otra vacuna,
usando una cepa de virus herpes de pavo
(VHP) aislada por Witter et al. (1970).
Subsecuentemente esta Gltima vacuna ha sido
usada con buenos resultados, en diferentes
pruebas de campo (Purchase, Okazaki y Bur-
mester, 1971; Eidson, Kleven y Anderson,
1972).

Comparando las dos vacunas mencionadas,
Rispens et al. (1972a) encontraron que en
los pollitos inoculados al primer dia de edad
con vacunas de VHP vy desafiados el mismo
dia. se observé un 95% de proteccion en los
mejores casos, mientras que la vacuna holan-
desa protegi6 al 99% de los pollitos, en las
mismas condiciones.

Recientemente Okazaki, Purches y Burmes-
ter (1973), informaron que la vacuna de
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VHP en ocasiones no protege en forma sa-
tisfactoria, debido posiblemente a que el virus
de campo patdégeno de la EM infecta a los
pollitos a una edad muy temprana. En la ma-
yoria de las granjas avicolas de México, la
infeccién con cepas patdgenas se realiza en
los primeros dias de edad, cuando los pollitos
vacunados alin no han desarrollado buena in-
munidad. Por esta razén, se creyé conveniente
desarrollar una vacuna a partir de una cepa
apatdgena del virus de la EM, que de acuerdo
con Rispens et al. (1972a), ofrece mayor pro-
teccion.

En 1971, Schat y Gonzélez aislaron una
cepa (PA-3) del virus de la EM en una gran-
ja, en la cual no hubo problemas de la EM
en sus parvadas anteriores, mientras que en la
Gltima parvada se encontré que en el 33%
de las gallinas habia anticuerpos precipitan-
tes, contra la EM.

En este trabajo se muestran los resultados
de los experimentos con pollitos, en donde se
investigd la inocuidad de la cepa PA-3, asi
como la proteccion conferida por la misma,
en comparacion con una vacuna elaborada a
partir de VHP.

Material y métodos

Cultivos celulares. Se prepararon fibro-
blastos de embrién de pato (FEPA) siguien-
do las técnicas usuales. Los medios de creci-
miento y de mantenimiento utilizados fueron
los recomendados .por Rispens, van Vloten y
Maas (1969). Para preparar las células de ri-
fion, se utilizo la técnica de Churchill (1968).
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Virus. La cepa PA-3 fue utilizada en su
decimotercer pase en FEPA.

El virus patdgeno de la EM usado como
cepa de exposicién fue aislado a partir de
una parvada de aves de 16 semanas de edad,
que presentaron tumores en diferentes 6rga-
nos. Esta cepa, llamada PA-5, ya ha sido
probada en su patogenicidad (Solérzano, Gon-
zalez y Schat, 1973).

La vacuna VHP fue elaborada con la cepa
FC 126 aislada por Witter et al. (1970).

En todos los experimentos se intento reais-
lar el virus, inoculando sangre de los pollos
con FEPA o cultivando las células renales de
los pollos inoculados.

Anticuerpos. Para controlar la respuesta
al virus, en el primer experimento se buscé la
existencia de anticuerpos precipitantes, me-
diante la técnica de O'kazaki, Purchase y Noll

(1970) con algunas modificaciones (Schat y
Gonzélez, 1971).

Pollitos experimentales. En los primeros
dos experimentos de inocuidad se usaron po-
Ilitos de raza Leghorn y en un tercero polli-
tos de la linea Cornell-S, la cual es muy sus-
ceptible a la EM (Cole, 1968).

Esta linea fue establecida en nuestro Ins-
tituto en 1973, a partir de huevos fértiles,
recibidos del doctor R. K. Cole (Cornell Uni-
versity. Ithaca, N. Y.).

Las pruebas de potencia fueron realizadas
con pollitas de la linea Babcock. Todos los
pollos tuvieron anticuerpos maternos contra la
EM.

Disefio experimental de las pruebas de ino-
cuidad. Para investigar la apatogenicidad y
el grado de difusion del virus en los pollos, se
inocularon por via intramuscular (1.M.) 93
pollitos con 3,000 unidades formadoras de pla-
ca (UFP) de la cepa PA-3. Los pollitos de
raza Leghorn fueron mantenidos en una caseta
y el mismo dia se mezclaron con otros 43
como controles. Entre las 8 y 12 semanas
siguientes se efectuaron las necropsias, tanto
de los pollos controles como de los inocula-
dos. Semanalmente se colectaron muestras de
sangre para detectar la presencia de virus y
anticuerpos.

En dos experimentos se investigé a nivel
macroscépico y microscépico la presencia de
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lesiones de la EM con la cepa PA-3. Para
ello, primero se inyectaron I.M. 18 pollitos de
raza Leghorn con 3,000 UFP y en el segundo
experimento 13 pollitos Cornell-S con 100,000
UFP I. M. Ambos grupos fueron mantenidos
en unidades de aislamiento estricto. A dife-
rentes edades los pollos fueron sacrificados,
colectando testiculos u ovarios, nervios cia-
ticos y los plexos lumbosacros y branquiales
para estudio histopatoldgico.

Disefio experimental de las pruebas de po-
tencia. En los tres experimentos se vacuna-
ron pollitas raza Babcock de un dia de edad
con 3,000 UFP de la cepa PA-3 por via
.M., las cuales fueron mantenidas en aisla-
miento hasta el momento del desafio.

La exposicion se realizd el primer dia de
vacunacion o a los 7, 14 y 21 dias por via
parenteral con 15 UFP de la cepa PA-5 o bien
por contacto con pollas de 4 semanas, que ha-
bian sido inoculadas al primer dia de edad
con 1,000 UFP de la misma cepa. Este proce-
dimiento se siguié en los dos experimentos, en
los cuales se vacunaron pollitas con 2,500 y
3,000 UFP de la vacuna VHP respectivamen-
te. En cada uno de los experimentos, las po-
llas controles no vacunadas se expusieron con
la cepa patdgena PA-5 segln la técnica utili-
zada para el desafio de las pollas vacunadas.
Las pollas sobrevivientes del primer experi-
mento, se sacrificaron a las 11 semanas de
edad y a las 20 semanas en las otras dos
pruebas. EI nimero de UFP aplicadas a las
aves se comprob6 mediante la titulacion
de cada uno de los virus, después de la
inoculacion.

Histopatologia. Las muestras recolectadas
se fijaron en formol al 10%, se incluyeron en
parafina y se cortaron con el microtomo a 6
y 7 micras. La tincion se realizd siguiendo las
técnicas de hematoxilina-eosina.

Resultados

En ninguna de las aves de los tres experi-
mentos de inocuidad se pudo detectar la pre-
sencia de lesiones macroscopicas de la EM.
Tampoco a nivel microscopico se encontraron
cambios tipicos de lesiones de la EM, en los
organos estudiados en ambas razas. Los resul-
tados estan en los cuadros 1y 2.
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En el primer experimento en el cual se mez-
claron pollos inoculados con pollos controles,
de estos ultimos se logré el aislamiento del
virus y se detectd la presencia de anticuerpos
precipitantes, con lo cual se comprob6 la di-
fusion de pollo a pollo (Cuadro 1).

Los 40 pollos de la primera prueba de po-
tencia que se vacunaron con 3,000 UFP de
la cepa PA-3, resistieron el desafio a diferen-
tes edades con 15 UFP de la cepa PA-5 por via
IM, en cambio en la mayoria de los pollos
testigos se observaron lesiones macroscopicas
de la EM (Cuadro 3).

En los dos experimentos en los cuales se
comprobo la proteccion conferida por la cepa
PA-3 y VHP se observd que esta ultima
protegio al 91% y 94.8% de los pollos res-
pectivamente, mientras que la cepa PA-3 confi-
ri6 una proteccion del 100% en ambos ex-
perimentos. El desafio se realizé por contacto
a diferentes edades con pollas previamente
inoculadas con la cepa PA-5, estas pollas se
sacrificaron a las 10 semanas de edad pre-
sentando lesiones de la EM con 81% y 65%
respectivamente.

Todas las pollas no vacunadas que se deja-
ron como testigos pero que si fueron desafia-
das, se sacrificaron a las 20 semanas de edad,
las observaciones a la necropsia indicaron que
el 55% y 65% de cada grupo de aves en am-
bos experimentos tuvieron lesiones tipicas de
la EM (Cuadro 4).

Discusion

Los experimentos de inocuidad revelaron
que la cepa PA-3 es apatdgena, aln después
de haber sido inoculada en dosis muy eleva-
das en pollos Cornell-S, genéticamente muy
susceptibles a la EM.

La cepa PA-3 tiene la capacidad de difun-
dirse, de pollo a pollo, como otras cepas apa-
tdgenas aisladas en el campo (Rispens et al,
1971; Zander et al, 1972), esta caracteristica
da oportunidad de usar esta cepa, para vacu-
nar sélo una parte de la parvada tal como se
realiz6 con otras cepas apatdgenas en los Esta-
dos Unidos (Zander, 1973) y Holanda (Maas
et al., 1973).

En las pruebas de potencia en méas del 50%
de los grupos de pollos controles desafiados
por contacto resultaron positivos a la EM, que
es el limite minimo aceptado para la evalua-
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cion de la potencia de vacunas con este tipo
de exposicion.

Los resultados indican que la cepa PA-3
ofrece mayor protecciéon que el VHP, bajo
condiciones de desafio, al momento de la
vacunacién. Por otra parte, cuando se toma
en cuenta que el desarrollo de anticuerpos
tarda 15 dias, la proteccién del VHP tam-
bién es satisfactoria.

Una caracteristica general en la avicultura
mexicana es mantener aves de diferentes eda-
des en la misma granja y en casetas abiertas,
lo que hace como consecuencia que la infec-
cién con cepas patégenas se puede realizar
a una edad temprana.

Bajo tales condiciones la cepa PA-3 puede
ofrecer mejor proteccion que las vacunas ela-
boradas a partir de VHP.

Algunos autores piensan que la induccién
de interferon por el VHP, es uno de los fac-
tores responsables del mecanismo de protec-
cién inmediata (Hong y Sevoian, 1971) traba-
jando con pollos. Kaleta y Bankowski (1972)
con pollos y cultivos celulares no lograron
detectar la induccion de interferon por el
VHP; Schat, Gonzalez y Sol6rzano (en pren-
sa) con cultivos celulares tampoco detectaron
interferon inducido por las cepas de VHP y
PA-3.

Probablemente la proteccion inmediata se
deba a un fendmeno de competencia en las
células susceptibles, tanto de las vacunas
como de las cepas patdégenas (Smith y Cal-
nek, 1974). EIl virus vacunal tendria ciertas
ventajas con respecto a las cepas patdgenas,
ya que por su método de aplicacion, el pri-
mero llega més pronto a las células suscep-
tibles.

La cepa PA-3, siendo una cepa homdloga,
competiria en forma mas efectiva por las cé-
lulas susceptibles que una cepa heterdloga
como la VHP.

Summary

The PA-3 strain of Marek's Disease (MD)
virus preved to be apathogenic after inocula-
tion of 3,000 and 100,000 plaqueforming units
in Leghorn and Cornell-S line chicks.

This strain protected 100% of the chickens
against challenge with a pathogenic strain
(PA-5) while a herpes virus of turkeys only
offered 95% protection in the best experiment.
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Nonvaccinated controls were in 55% or more,
positive to MD.
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