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RESUMEN i
El NewCastle es una infeccitn viral cuya cepa mexicana puéde
provocar el 100 %Z de mortalidad dada su virulencia, por lo cual
decidimos investigar 1los niveles de protecciotn inmunologicos
consequidos por dos vias, agua de bebida y via ocular, bajo el
mismo calendario, mismas condiciones & incluso la misma cepa (La
Sota).
Se eligib la técnica de IHA por ser de uso comun y representar
un arma del MVI para corroborar diagntsticos apoyanduée en la
historia clinica.
Procedimos a lotificar en "A", "B" y "C" los pollitos, dejando
el "A" como testigo, sin protecciétn, el "B" vacunado por via
ocular y el "C" por agua de bebida a los 8 dias y 4 semanas de
edad.
Las pruebas de titulacién de anticuerpos se corrieron a los 3, &6
y 9 dias posteriores a cada vacunacion, con los siguientes
resul tados: Los titulos de 1los pollitos del lote *"C®
alcanzaron niveles aceptables, constantes y duraderos, los del
lote "B" fueron niveles mas altos, pero con variaciones que
pudieran ser perjudiciales, y el lote testigo no alcanzt los
niveles minimos requeridos.
Con esto concluimos que de 1los lotes investigados el mejor
resultado 1lo dio el "C" y esto se puede superar cerrando el
calendario de vacunacién y optimizando las condiciones generales

de la parvada.



INTRODUCCION 1
La enfermedad de NewCastle es una infeccion viral que se
diagnostico por primera vez en 1924 en el condado de NewCastle,
Inglaterra de donde toma su nombre (12), la causa es un
paramixovirus,o sea que pertenece a los virus de ARN, de un
tamafio entre 150 a 300 mm., de simetria helicoidal, cuyo sitio
de multiplicacion es el citoplasma y su periodo de incubaciepn 45
dg 4-14 dias con un promedio de 5 (5,13).
En nuestro pais la enfermedad se reqistrdo por primera vez en
1950 so0lo que 1la cepa mexicana afecta principalmente vias
respiratorias,sistema nervioso y aparato digestivo.
La cepa mexicana es virulenta 1/2480 contra el 1/380 de la cepa
californiana, lo gue hace ver como 1légico que un brote de
NewCastle en cualquier parte de nuestro pais llegue al 1004 de
mortalidad (7).

CLASIFICACION VIRAL

Los virus se clasifican en dos grupos de acuerdo a su capacidad

de causar lesiones :

1} Por su rapidez { diferencia Eﬁ tiempo ) -
LESIONES
a) Virus velogénicos Lesiones severas
b) Virus mesogénicos Congestion
c) Virus lentogénicos Ligera congestion en

aves jovenes



11) Por su patogenidad % 2

TIPDS TMMEX1 IPICR2 IPIVEI
a) lLentogénicos P6—~168 0-0.4 0-0
b) Mesagénicos 44~70 : 0.4—1.7 0-0.9
c) Velogénicos 40-70 2.0-3.0 0.5-2.8
1.,- Tiempo medio para causar la muerte del embrién,

en horas.

2.~ Indice de patogenidad intracerebral en embrion
de pollo.
3.~ Indice de patogenidad intravenosa en embrién de

pollo. (3)

*Traduccidon literal

SINONIMIAS \

La enfermedad de NewCastle es conocida en diferentes regiones
con los siguientes nombres :

FPlaga de las aves, pseudopeste aviar, pseudo-vogelpest,
‘atypische—gefliigelpest, enfermedad de Ranikhet, neumoencefalitis
aviar, peste de las aves de Madras, enfermedad de Doyle,
enfermedad de las aves de Filipinas, avian distemper, etc...

(1,3,7,8,12,16,19).

EPIZOOTIOLOGIA
El virus es excretado durante la incubacitn, durante la etapa
clinica y durante un periode variable pero limitado de 1la

convalecencia. El virus esta presente en el aire exhalado, en



3
las descargas respiratorias, en las heeces, los hueves puestos
durante la enfefmedad clinica v en todas las partes del cadaver
durante la infecci6tn aguda y a la muerte.

LLos pollos son infectados facilmente por los aerosoles y por la
ingestion de agua o alimentos contaminados, aunque la fuente
primaria del virus es el pollo, otras aves domesticas y ciertas
aves salvajes son sensibles vy pueden difundirlo. Los
loros,minds y aves eniauladas como las del genero Pitta,
comercializadas fueron la fuente principal de infeccion durante
la pandemia de 1970-72 en los E.U.A. de la forma viscerotropica

velogénica de enfermedad de NewCastle. (16,7)

HALLAZGOS CL.INICOS

Ocurren signos respiratorios 'y/o nerviosos en las formas mas
difundidas de la enfermedad. Estos signos son comunes en EUA,
los signos aparecen tasi simultaneamente en toda la parvada en 2
a 15 dias (promedio de S5) despues de la exposicion.

Los signos respiratorios comprenden jadeo y tos, los signos
nerviosos incluyen alas caidés, arrastre de las patas,
torticolis, marcha en circulos, marcha hacia atras
(especialmente despues de beber agua); depresibn, inapetencia Yy
paralisis completa. Estos pueden acompafar, pero normalmente
siguen a lqs signos respiratorios, se observan espasmos clonicos
en las aves moribundas. Las aves ponedoras pueden presentar

cese parcial o completo de la preduccién y no poder recuperarse.
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Se producen huevos anormales en cuanto a coloracién, forma o
superficie y con albumen acuoso.

Los signos viscerotrépicos gue predominan en la enfermedad
peraguda del viejo mundo incluyen diarrea acuosa y verdosa vy
tumefaccion devlos tejidos alrededor de los ojos y en el cuello.
La mortalidad depende de la virulencia de la cepa viral, las
condiciones del medio ambiente y el estado de la parvada. En
general, la mortalidad es mayor en las parvadas muy jovenes
{pero puedé ocurrir un 100 % de mortalidad en las parvadas

adultas).  (1,7,11,16)

LESIONES

Las lesiones son muy - variables, reflejando 1la variacién en
tropismo y patogenicidad del virus. Se pueden observar
petequias en las membranas serosas; en el caso de cepas del
viejo mundo, ocurren hemorragias en la mucosa proventricular vy
la serpsa intestinal que se acompafan de areas necroticas
granuladas en la superficie mucosa. Se pueden observar
congestion y exudados mucoides en las vias respiratorias, con

ppacidad y engrosamiento de los sacos aereos. (1,7,11,16).

CALENDARIOS DE VACUNACION

La bibliografia revisada demuestra que, con muy pocas variantes,

el calendario a seguir especifico contra la enfermedad
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de NewCastle es el programa de vacunacion denominado de
Pennsilvania :

a) Vacunar con cepa Bl en el transcurso de la primer semana (via
agua de bebida)

b) Vacunar con cepa La Sota a los 25-28 dias (via ocular)
(2,3,7,13,18)

La buena reacciéin de la vacuna depende del trato gue se le de al

pollitoc durante el tiempeo de reaccitn post-vacunal (buena

‘alimentaciﬂn, ventilacie, adecuada en los locales, calor o frio
excesivo, etc,..) (22)

Como menciona el Dr. David Shapiro en su estudio “Vacunas vy
Vacunacion”, "Es imposible formular un programa de vacunacion
que sea efectivo en cualquier situacidn, el programa correcto
serévdeterminadu por las condiciones locales". (20)

Por lo anterior se optd por someter a comparacion dos metodos de
vacunpacibn con cepa La Sota a los ocho dias y cuatro semanas,
so0lo que uno de ellos con la administracidn por el agua de
bebida, v el otro por la via ocular, a las mismas
edades,procurando que ambos métodos tengan el mismo manejo de la
vacuna, prucédan del mismo lote, se refrigeren en iguales
condiciones, se apliquen con el mismo horarioc y exista un lote

aparte para utilizarlo de testigo.

TIPOS DE VACUNAS

Se utilizan vacunas de virus activos "vivas" o bien inactivadas;

las "vivas” de tipo benigno son la f; Bl o La Sota, y las
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"vivas" de tipo patégeno son las cepas Komarov, H, Roakin y
Mukteswar, estas Gltimas no se usan en aves jovenes o aun en
aves en crecimiento porque pueden causar algan grado de
reaccibn, se emplean en aves adultas que yé han obtenido
inmunidad basal mediante la vacunaciébn con cepas moderadas.
lLas inactivadas son de dos tipos @
a) Adsorbidas en hidréxido de aluminio
b} Emulsionadas en aceite de sésamo
La primera se aplica por via intramuscular y la segunda por via
subcutanea para evitar formacion de abscesos frios.
Las vacunas activas de tipo benigno tienen diferentes vias de
administracion, por ejemple, la Bl se aplica en el agua de
bebida, por via intranasal o gota en el ojo, mas recientemente
la técnica de aerosol ha sido adoptada, aunque es capaz de

‘causar mas reacciones en el sistema respiratorio. (18)

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS VACUNAS

El siguiente esquema representa a las vacunas activas e
inactivadas en cuanto a ventajas y desventajas se refiere :

 Vacunas Activas ( "Vivas® )

Ventajas : Desventajas
-Protecci6n heterologa —Posibilidad de que se
propagque
—~Administraciétn en masas —-Las reacciones de post-

vacunaciém limitan el

~Rapida proteccién uso en aves sanas



~No son costosas ~La vacuna l1abil requiere
-Se requiere poca dosis de un cuidadoso manejo Yy
almacenaje
-Dificil de desarrollar

Vacunas lInactivadas ( "Muertas" )

—-Seguras (no se propagan) ~Protecciédn hemologa

-Vacuna estable ~-Se requiere protecciéon
individual

~Facil de desarrollar ~Lento principio de inmunidad

—Costasas ( requiere grandes
dosis )

-El1 adjutor pudiera causar
dafio en el tejido.

(8)



PLANTEAMIENTD DEL PROBLEMA 8

Dado que 1la enfermedad de NewCastle es una infeccitn viral
resulta muy complicado el tratar de solucionar el problema una
vez que esta presente, aun cuando se lograra diagnosticar en los
primeros indicios de la enfermedad.

Por lo anterior se convierte en necesario realizar tratamientos
preventivos adecuados, tomando en cuenta tanto .el numero de
animales, su edad, su distribucidn y sus condiciones locales.
Hay gque tener presente gque la infeccidn se puede transmitir por
aerosoles respiratorios, contaminacion fecal de alimentos/agua,
contacto directo con ave(s) infectada(s) y fomites.

Todo ellc nos lleva a pensar en gue hace falta llevar a cabo
varios tipos de calendarios especificos corriendo pruébas de
niveles de anticuerpos para conocer cual pudiera ser el escogido
en cada situacion.

Tal es uno de los propositos de este trabajo, ya que una gran
parte de las granjas avicolas se rigen, sin mayor variaciéon, con
el mismo calendario, pero no arriesgando en probar otro por no
existir pruebas de Qque puedan mejorar sus resul tados.
Esta investigaciétn esta encaminada a aportar un poco de las

muchas pruebas que aun hace falta por investigar.



JUSTIFICACION ?
Frecuentemente el Médico Veterinario necesita corroborar
diagnosticos y evaluar programas de vacunacion, y entre las
armas con gue ctuenta para lograrlo se encuentran las pruebas
inmunolégicas.
Asimismo, cabe mencionar que la incidencia de la enfermedad de
NewCastle es variable para cada regidn, por lo que se convierte
en necesario investigar diferentes métodos de inmunizacibn
especificos a diferentes edades y por distintas vias de
aplicacién, asi como el wutilizar diversas cepas para cada
calendario. »
Hemos optado por la cepa La Sota ya que es una de las mas
utilizadas, pertenece a las vacunas denominadas activas o
"vivas”, de tipo benigno y su comercializacion es de uso comun.
Sometiendo a las parvadas a vacunaciones por diferentes vias de
administracion podremos analizar las variaciones gue surjan, ya
que las pruebas de fijacién secundaria miden la formacion de
complejos indirectamente; entre estas pruebas se cuentan la
precipitacion en agar, inmunoelectroforesis, hemoaglutinacion
pasiva ‘& inhibicitn de 1la hemoaglutinaciéon (IHA) que es 1la
escogida para realizar la presznte investigacién.
Existen diversos agentes infecciosos capaces de aglutinar
globulos rojos tales como Mycoplasma gallisepticum, virus de la
influenza, virus de la enfermedad de NewCastle, entre otrné.
La hemoaglutinacidon puede ser inhibida por medio de anticuerpos
especificos presentes en el suero y se pueden detectar los

anticuerpos especificos utilizando antigeno conocido.(1,15,17)



HIFPDTESIS 10

El presente trabajo incluye dos hipotesis, en relacion a que son

dos vias de administracion las gue se analizaran, comparandolas

con un tercer lote €l cual no recibirad proteccion vacunal,
siendo sometido a la misma titulacién para conocer la cantidad
de UHA que otorgan los anticuerpos maternos.

A) Via Ocular : La administracion de la proteccion vacunal por
instilacion ocular otorga una respuesta
uniforme, rapida, perc de poca duracion.

B) Via Oral t La proteccion que se presenta en el lote
vacunadop oralmente a traves del agua de bebida
nos da una respuesta de' reaccién lenta, de
mayor duraci6on pero menos uniforme debide a lo

inexacto de la dosis ingerida.



DBJETIVOS 11
GENERAL
La presente investigacion tiene como objetivo contribuir a
mejorar los sistemas de inmunizacion especificos contra 1la
enfermedad de NewCastle, utilizando en particular cepa La Sota.
PARTICULAR
Comparar la efectividad de las dos vias.de administracion (agua
. de bebida y via ocular), teniendo e£1 resultado de un tercer lote
que servira de punto de comparaciotn, ya que splo se analizaran
en &1 los anticuerpos maternos persistentes durante el tiempo
que lleve hacer la investigacion.
ESPECIFICOS
- Establecer un punto de comparacién en un periodo de tiempo
similar para ambas vias de aplicacion.
- Observar la curva de reaccién inmunologica de los lotes con

diferente tratamiento preventivo.



MATERIAL Y METODOS 12

- Tres lotes de 50 pollitos cada uno, mixtos, de razas Hubbard vy
Arbor Acres, de un dia de edad y que no hayan recibido vacuna
contra NewCastle.

~ Un conejo sano.

~ Vacuna de cepa La Sota de laboratorio Bio-Zoo, lote nuamero
030291, virus activo.

~ Antigeno especifico de NewCastle (utilizando un virus vacunal
de la misma cepa y del mismo lote).

~ Splucifén salina amortiguadora de fosfatos con un P.H. de 7.2
conocida como P.B.S.

- Tubos de ensaye.

~ Pipetas de 1 ml. graduadas en .1 ml. y de .1 ml. graduadas en

.01 ml.

Policubetas para microtitulacién de fondo en "u”.

Jeringas desechables de 3 y 5 ml.

~- Agujas para jeringa del namero 22.

- Anticoagulante ( e.d.t.a.).

X Cabe mencionar que el trabajo de laborgturin se llevb a cabo
en las instalaciones del Departamento de Virologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
de Guadalajara.

-~ Se titularon las UHA en la vacuna utilizada como inmunégeno y
como antigeno en la prueba de IHA obtenidas por UHA.

~ Se hizo con la misma técnica con que se corrio la prueba para
eliminar los factores HA inespecificos y se utilizo el mismo

lote para descartar variaciones en su concentracién.



13
-~ BSe contabilizaron los eritrocitos lavados mediante el uso de
la camara de Neubauer en cada ocasion que se sangro el conejo.
— Se corrieron pruebas para detectar anticuerpos circulantes
contra NewCastle antes de la vacunacion.
- Utilizamos =1 lote "A" comp testigo, dejandolo sin protecciéon
vacunal.
- Vacunamps el lpte "B" a los ocho dias y cuatro semanas de edad
con cepa La Sota por via ocular.
- Vacunamos €l lote "C” a los ncho dias y cuatro semanas de edad
con cepa La Sota por via oral mediante el agua de bebida.
- Se realizaron las primeras pruebas de titulacion de
anticuerpos a los 3, & vy 9 dias despues de la primer vacunacion,
incluyendo el lote "A", a 4 pollitos por lote que se tomaron al
azar y se obtuvo la sangre mediante deguello de los pollos
estudiados.
Realizamos las siguientes pruebas de titulacibn de anticuerpos a
los 3, 6 y 9 dias posteriores a la segunda vacunacién, a 4
pollitos de cada une de los tres lotes, escogidos al azar y
sacrificandose de la misma manera que la vez anterior.

( Técnica incluida en el anexo I ).



RESUL TADDS 14

Tras el analisis de los titulos obtenidos durante la prueba, se
observd que los pollitos vacunados por la via oral alcanzaron
niveles aceptables y mas duraderos que los logrados por los
pollitos que recibieron la‘proteccién via ocular; que si bien
llegaron a tener titulos mas altos, estos causaron variaciones
que en una parvada podrian desencadenar un brote en un momento
dado.

Ademas pudimos corroborar que 1los niveles logrados por los
pollitos sin protececifn vacunal fueron demasiado bajos y por lo
mismo esta en ellos mas latente la posibilidad de contraer la

enfermedad.

Para una representaci6tn mas clara de los resultados logrados, a
continuacién se presentan los cuadros y las graficas de los
niveles obtenidos durante los analisis del laboratorio.

El primer cuadro representa los niveles obtenidos a los 3, 6 ¥ 9
posteriores a la primera vacunacién.

El segundo cuadro hace reférencia a los niveles logrados a los
3, 6 y ? dias posteriores a la segunda vacunécibn.

Tambien se presentan de manera grafica los resultados anteriores
para observar la curva del nivel de anticuerpos que obtuvo cada
lote y por altimo una grafica que muestra los 3 lotes para hacer
una comparacion de facil interpretacion llamada grafica
universal.

lLas graficas muestran del lado izquierdo los niveles que se

obtienen mediante el calculo de TNSOMP ( titulo de
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neutralizaciéon 50 en microplasma), y del 1lado derecho la

dilucidn en que se da dicho nivel.



CUADRO 1 14

Niveles opbtenidos a los 3, &6 y 7 dias posteriores a la lera.

vacunacion.
DIA © Jer. DIA &to. DIA 9no.DIA
LOTE "A* X 1.573 0.45 2.14
LOTE "R" X “o" 1.01 1.24
LOTE “C" X "o" 1.575 3.04
CUADRO 2

Niveles obtenidos a los 3, & y 9 dias posteriores a la 2da.

vacunacion.

DIA O 3er. DIA &to. DIA - 9no.D1A
LOTE "A" X 1.24 0.45 1.71
LOTE "B" X 2.475 2.14 1.91
LOTE "C* X 1.80 1.80 2.70

Valores obtenidos mediante el calculo de TNSOMP titulo de

Neutralizacion 30 en Microplasma.

Llos niveles van en forma ascendente desde el nivel .45 que es

" muy bajo hasta el nivel "0” que es excelente.




AFICAS



GRAFICAS



GRAFICAS



20

=ssss LOTE "A"
sxs2ss LOTE "B"
s L OTE "C *



DISCUSION
Dados 1lps resultados se nota claramente que la proteccion
conseguida por la wvia oral nos otorga niveles adecuados, ya gue
son altps, persistentes y duraderos; en cambio la via ocular aon
cuando alcanz® niveles mayores, tienen variaciones mas marcadas
y pronunciadas, lo cual no es recomendable, debido a gque si ésto
se presenta en un momento critico bien podrlia acarrear un
problema de adquisicion de un virus latente.
Por otro lado encontramos ciertos niveles en el lote que solo
contd con los anticuerpos maternos, esto al principio no es raro
encontrarlo, ya que se aporta proteccion durante los primeros
dias, pero posteriormente cabe la posibilidad de que persistan,
pérn tambien pude haber sido que la cercania con el lote que fue
vacunado oralmente por evaporacion llegara a otorgar una dosis
que provecd los niveles marcados dentro del lote "A", pero no
25, de ninguna manera, proteccion adecuada, ya que gueda por
debajo de los niveles minimos aceptados como protectores segun
TNSOMP.
El método utilizadeo fue elegido por que es el de uso mas
continuo, es de facil interpretacion y tambien porque lo
sugieren la gran mayoria de las citas bibliograficas.

{10,15,17,21 y anexo bibliografico)
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CONCLUSIONES
~El lote vacunado por la via oaral obtuvo una respuesta de
niveles bastante optimos, altos y persistentes, a diferencia del
lote vacunado por la via ocular y £l que solo contaba con la
proteccidtn materna.
~-De acuerdo con lo anterior, el método por via oral resultdo el
mas oOptimo a utilizar de los métodos investigados.
~Los resultados se pueden mejorar cerrando un poco el calendario
de vacunacién, repitiendo la dosis a las tres semanas ( 21 dias
de edad ), en 1lugar de las cuatro semanas (28 dias de edad),
'pDr cualquiera de las dos vias.
~El no proteger bajo ninguna via a los pollitos es un riesgo
considerable y evitar contraer la enfermedad incluiria medidas
sanitarias extremas y condiciones exageradamente o6ptimas.
~De ninguna manera nuestro trabajo es conclusivo, ya que abre
nuevas alternativas de investigacién, ya sea por calendaries mas

cerrados y por diferentes vias de aplicacion.



ANEXD I

TECNICAS DE LABORATORIO

La técnica a wutilizar es la prueba de inhibicion de 1la
hemoaglutinacion (IHA), pero antes de iniciarla se procede a
realizar el conteo de los eritrocitos de conejo y la titulacion
de UHA de virus vacunal que sera utilizado como antigeno.
Procedimiento para conocer las UHA del virus vagunal :
—~8e recolecta sangre via cardiaca a un conejo sano, a razon de 3
ml. conservandose con e.d.t.a.
-Se lavan los eritrocitos con P.B.S.
—=Se mide la concentracién por medio de la camara de N=ubauer.
—Se colocan .01 ml. de virus vacunal en la policubeta de fondo
en “"u®.
—~Se le afaden .01 ml. de los eritrocitos de conejo previamente
lavados.
~-3e leen los resultados haciendose los calculos por el método
de Reed and Muench.

(17)
Prueba de la iphibicipn de la hemoaglutinacion :
-Se recolecta 1la sangre de conejo  via intracardiaca vy
conservandose con e.d.t.a.
—Sa titulan los eritrocitos con la técnica descrita
anteriormente.
~Se toman cuatro pollos al azar de cada lote y se sacrifican por
el método de deguello.

—Se recolecta la sangre completa-en tubos de ensaye.
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—Se separa 21 coidgulo y se centrifuga a 500 rpm durante 5 min.
-5e separa el suero y se desecha el coagulo.
~Se procede a inactivar el virus mediante bafo maria de 1los
sueros obtenidos, durante 15 min. a 52°c.
—~Con lps sueros obtenidos se realizan diluciones con PBS desde
1:2 hasta 1:128 logaritmo base 2.
-De cada dilucion de cada suero se colocan .05 ml. en la
policubeta repitiendose en tres ocasiones.
—Se incorpora la vacuna con FEBS.
~-Se toman .05 ml. y se agregan a cada orificio utilizado por
lnos sueros en la policubeta.
—~Se observa en cuales de ellos existio hemoaglutinacion.
—8e anotan y comparan resultados.

(17)
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ANEXD  T1

MANEJO GENERAL

Antes de recibir 1los pollitos se procedio a desinfectar 1la
criadora en donde se iban a2 instalar, se revisé el local y el
material con el gque se iba a trabajar, comederos,bebederos, luz,
alimento, ventilacion adecuada, etc...

El dia que llegaron 1los pollitos se 1les instaléd f se les
proporcion® luz adecuada y solamente tuvieron acceso a beber
agua con ele=ctrolitos.

Al dia siguiente ya se les did alimento comercial denominado de
iniciacién, a los tres lotes gue ya se habian seleccionado al
azar.

Cuando cumplieron ocho dias de nacidos se procedio a vacunar el
lote "B" contra NewCastle por la via ocular y al lote "C" por la
via oral, n sea en 21 agua de bebida, dejando el primer lote, el
"A" sin proteccion vacunal.

Tres dias después se sacrificaron 4 pollos por lote, escogidos
al azar para realizar la primer prueba de laboratorio descrita
con anterioridad.

Al sexto dia de 1la primer vacunacién se repitié el hecho de
sacrificar 4 pollos al azar por lote para la segunda prueba y al
noveno dia posterior a la vacunacion nuevamente se hizo lo mismo
para la tercer prueba.’

Cuando cumplieron 4 semanas de edad se procedid a llevar a cabo

la segunda vacunacion, el lote "B" por la via ocular y el lote



26
"C" por la via oral, dejando nuevamente el lote “A" sin
proteccion vacunal.
Se repitic el proceso de analisis de laboratorio, escogiendose
nuevamente 4 pollos por lote a los tres, seis y nueve dias
posteriores a la segunda vacunacion.
Es necesario sefialar que las vacunaciones se llevaron a cabo en

ambas oncasiones con el mismo horario y la vacuna retibio el

mismo manejo.
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