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INTRODUCCION:

El coronavirus aviar, conocido como virus de la bronquitis infecciosa (IBV), es un patégeno de
rapida evolucion debido a la alta frecuencia de mutaciones y eventos de recombinacion
caracteristicos de los coronavirus. Esto conduce a la continua aparicion de genotipos novedosos
gue requieren un seguimiento continuo de la protecciéon efectiva contra el virus. La respuesta
inmunitaria frente al IBV es compleja y, a pesar de los programas intensivos de vacunacion con
las vacunas vivas atenuadas e inactivadas actualmente disponibles, el virus continda circulando,
evolucionando y ocasionando brotes en todo el mundo.

Los numerosos y rapidamente cambiantes tipos genéticos y antigénicos de IBV se clasifican
actualmente, con base en la secuencia completa del gen Sl, en 42 linajes agrupados en diez
genotipos. La mayoria de los linajes (29) se incluye en el genotipo | (Gl). “Variante 2" (Israel/Variant
2/1998) es la cepa prototipo del linaje Gl 23 y, desde su surgimiento a mediados de la década de
1990 en Medio Oriente, este linaje ha evolucionado hacia multiples cepas genéticamente
relacionadas y se ha diseminado a cinco continentes.

Las infecciones causadas por cepas de IBV Variante 2 se caracterizan por su alta virulencia y
marcado nefrotropismo y nefropatogenicidad; sin embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen a estas caracteristicas aun no han sido dilucidados.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar si una sola vacunacion al nacimiento con IBird + cepa Massachussets (Bron 120 L)
ofrece proteccion duradera y heteréloga frente a IBV variante 2 después de 9 semanas.
Se evaluaron:

Sintomas respiratorios

Ciliostasis en traquea

Lesiones histoldgicas en traquea y rinén
Replicacion y excrecion del virus del desafio

DISENO EXPERIMENTAL

Pollitas comerciales (Tetra-SL Brown) de 1 dia de edad se dividieron en 2 grupos de acuerdo a
la vacunacion y después en subgrupos de acuerdo al desafio, como se describe en la
siguiente Tabla:

Vacunaciéon dia de edad Subgrupo Desafio (9 semanas)
gota en el ojo grup (Var-2-type;GI-23.1 Gota en el ojo

Vacunado- .
Cevac IBird Bessieds Si n=20
Vacunado + n=30 v =

Cevac Bron 120 L acunado- =
No desafiado Ne =lIo
No vacunado . _

Control No n=30

No vacunado

No desafiado Ne =110 j




Evaluacion 5 dias post desafio

Vacunacion Desafio Evaluacioén
Dia de edad ))) 9 semanas de edad >>> 5 dias post-desafio ))))

RESULTADOS PRINCIPALES

1. Proteccion clinica

Escala Respiratoria
0 = no sintomas
1 = respiracién normal, estertores ocasionales.

2 = dificultad para respirar, estertores constantes
3 = dificultad para respirar, boqueo y estertores

— ) Las aves vacunadas y desafiadas no mostraron signos respiratorios.
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Escala Clinica Respiratoria
la barra indica la mediana con un IC 95%

El grupo control desafiado presentd sintomas respiratorios leves a
moderados como estertores y dificultad para respirar

\‘\j“‘ Diferencia altamente significativa de la reduccién de sintomas
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2. Proteccién contra ciliostasis

Se evaluaron 3 anillos de la parte superior, 4 del medio y 3 de la inferior de la traquea de acuerdo
a la Pharmacopea Europea. Los anillos fueron examinados microscépicamente de acuerdo a la

siguiente tabla:

0: 100% movimiento ciliar

1: 75% a 99% de movimiento ciliar

2: 50% a 74% de movimiento ciliar

3: 25% a 49% de movimiento ciliar

4: menos del 25% de movimiento ciliar



El grupo control desafiado mostré una pérdida completa de la actividad ciliar en el 90% de las
aves y una actividad fuertemente reducida en el 10% de los pollos (0% de proteccion segun la
Farmacopea Europea), validando la infeccién de desafio.

« Enel grupo vacunado y desafiado, la reduccion de los puntajes de ciliostasis fue altamente
significativa en comparacién con el grupo control. Lo que resulté en un nivel de proteccion
del 90% segun la Farmacopea Europea.
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\TJ Grupo control desafiado: pérdida total de actividad ciliar (0% proteccién).

N
\xJ Grupo vacunado desafiado: 90% de proteccién segun Eur. Ph.
Vs

N
\\x) Reduccion estadisticamente muy significativa.
S

3. Lesiones histolégicas

Se tomaron muestras de cuatro porciones de la trdquea (de los tercios superior e inferior) y de
un Iébulo renal, las cuales fueron procesadas y tefiidas con hematoxilina-eosina.

Las lesiones fueron calificadas de acuerdo con el siguiente sistema de puntuacion:

0 = Normal; 1 = Lesiones leves; 2 = Lesiones moderadas; 3 = Lesiones severas

. Traquea: se evalué disminucién ciliar, degeneracion epitelial e infiltracién linfohistiocitica.
Se calculé la media de los resultados obtenidos en los cuatro anillos traqueales por categoria y
posteriormente se sumo (puntuacion maxima: 12).

Las muestras de traquea del grupo control desafiado mostraron puntajes de lesion
uniformemente altos, lo que evidencia un dano tisular severo

En el grupo vacunado y desafiado los puntajes de lesion fueron significativamente menores
en comparacion con los controles desafiados demostrando una proteccion tisular adecuada
contra el desafio
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Escala de lesiones Histologicas
(la barra indica la mediana con un 95% de Cl)

Mann-Whitney test
(GraphPad Prism)
Rk p<0.0001
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Kruskal-Wallis test with Dunn’s pairwise comparisons (GraphPad Prism)
ekt p<0.0001

4. Reduccioén de replicacion viral

La cuantificacion de la carga viral post-desafio (5 dias post-desafio, 5 dpch) se realizé empleando
muestras de traquea y rindn, asi como hisopados oro-nasales y cloacales.

En el grupo vacunado, la carga viral se redujo de manera significativa:

4 unidades log10 en traquea

1 unidad log10 en rinén

Traquea

Carga viral calculada

*(la barra indica la mediana

con un 95% de Cl)

(log10EID50/mL)*

O — N W N U O ©

kookok

T v
. vvv
<+ o)

Q@
T 1)
il _n‘.gzo_

O
1 o

| |

| |

Vacunado Control

Se observé una
replicacion viral del virus
de desafio uniforme y
muy intensa en la
trdguea de los animales
control desafiados.

Mann-Whitney test
(GraphPad Prism)
% p<0.0001
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Mann-Whitney test (GraphPad Prism)
xRk p<0.0001

Titulo Extrapolado Log'IO EID 50/mL

Grupo Vacun;do- No Vacqnado- Vacu ngdo- No Vacqnado-
Desafiado Desafiado Desafiado Desafiado
Media 2.0 6.5 2.0 TS
DS +0.7 +0.5 +0.9 +1.2
Mediana 1.9 6.5 1.9 3.0
Min 1.2 58 0.9 1.7
Max 4.0 7.4 4.4 6.4
\_ Positividad 100% 100% 80% 100%

De las muestras de hisopos coanales y cloacales se obtuvo una excrecién viral del virus de
desafio uniforme y muy intensa en los controles desafiados por ambas vias.

En el grupo vacunado, el contenido viral de las muestras de hisopado se redujo
significativamente en 2-3 unidades log10 cada una.

lo que equivaldria a una reduccion de la excrecion viral de 100 a 1000 veces menos.

8 —_
"\ /- vw
o x
B o A2 22
3
. o o e o 00®
Hisopos T‘; A gl o " oo
oro-nasales s 4 ﬂ‘u.
© 5 ST )
el o—,-’
o = 2 4
- 8
1 T e e e e e 0000000000000 00000000000000 neg.
0 | |
*(la barra indica la mediana | |
con un 95% Cl) Vacunado Control

Mann-Whitney test (GraphPad Prism)



kkkk

8 .
2
© A U LK o %'!Vvvv
83 8= 6 T 0 v
SHiE £ 0O o
. = § o = L ede@ Mann-Whitney
Hisopos 2o go | *vegS test (GraphPad
cloacales &8 325 Prism)
— —_— C .
58 ®g ° %
8 & 2 T 0©
© o
= 1 - e e 0 e e e e 00 0000000000000 0000000000 neg
| |
0 | |
Vacunado Control

Titulo Extrapolado Log10 EID 50/mL

Organo Hisopos coanales Hisopos cloacales

Grupo Vacungdo- No Vacqnado- Vacungdo- No Vacupado-
Desafiado Desafiado Desafiado Desafiado
Media 3.4 6.2 4.0 6.7
SD +1.0 +0.3 +1.4 +0.3
Mediana 3.7 6.2 4.4 6.7
Min 1.5 55 13 6.2
Max 4.6 6.8 6.5 7.1
Positividad 100% 100% 100% 100% J

5. Reduccién de eliminacién viral (shedding)

Las aves control eliminaron grandes cantidades de virus por ambas rutas.

En aves no vacunadas, todos los tejidos y hisopos mostraron altas cargas virales uniformes.
En aves vacunadas, 6rganos como traquea y rindn tuvieron cargas muy bajas o cercanas al
limite de deteccion.

Conclusiones

La duracion de la inmunidad proporcionada por la aplicacion combinada de las vacunas IBird y
Cevac® Bron 120 L fue evaluada en pollas comerciales de postura. Las vacunas se administraron
en una unica aplicacién al dia de edad, sin refuerzos posteriores.

Los resultados muestran que:

El grupo control infectado presentd afectacion severa, lo cual valida el sistema de desafio.

En el grupo vacunado:

= Los signos clinicos y las lesiones histolégicas fueron significativamente reducidos;

= La actividad ciliar de la traquea se conservd tras la infeccion de desafio (tasa de
proteccion segun Farmacopea Europea: 90%).

= La carga viral se redujo significativamente en los hisopos coanales y cloacales, asi como
en las muestras de érganos de traquea y rinon.
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