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RESUMEN

Ramirez Diaz Maria de Guadalupe: PATOGENESIS DE LAS HEMORRAGIAS EN
AVES LEGHORN INFECTADAS CON EL VIRUS H5N2 DE INFLUENZA AVIAR
DE ALTA PATOGENICIDAD. Tutor principal: Norma Leticia Calderon Apodaca.
Comité tutoral: Tamas Fehervari Bone, Teresa Imelda Fortoul van der Goes.

La influenza aviar (IA) de alta patogenicidad es una enfermedad que se
caracteriza por presentar alta mortalidad y hemorragias en diversos érganos. Con
el objeto de obtener mayor informacién acerca de la patogenia de las hemorragias
en aves con |A, se realizaron estudios hematolégicos, de coagulacion, histologicos
y ultraestructurales de 42 aves libres de patégenos especificos, infectadas
experimentalmente por via oral con 10° DLEPsy/ml de la cepa viral
A/CK/Queretaro/14588-19/95 H5N2 de alta patogenicidad; se incluyeron 9 aves
testigos. Las aves se sacrificaron a las 24 horas posinfeccion (hpi) y
posteriormente a intervalos de 12 hpi. Se observé una disminucién significativa del
namero de trombocitos a partir de las 24 hpi; el tiempo de protrombina (TP) no
presentd diferencia significativa. También se observd leucocitosis por incremento
de heterdfilos a partir de las 36 hpi y de monocitos a las 60 hpi (P<0.01).
Histolégicamente en médula 6sea se observo hiperplasia hematopoyética a partir
de las 48 hpi, que involucraba todas las lineas celulares; en riidn se presentd
focos hemorragicos a las 60 hpi, mientras que en encéfalo y proventriculo los
focos hemorragicos fueron evidentes a partir de las 36 hpi; en pulmén se observd
hemorragia multifocal y neumonia intersticial. Ultraestructuralmente, el rifion fue el
unico érgano que presentd lesion endotelial, ya que se observé edema de células
endoteliales a partir de las 24 hpi; en pulmén se observd vacuolizacion de las
células epiteliales a partir de las 24 hpi, con proliferacion de tejido fibroso; en los
demas organos no se presentaron cambios. Los resultados de este estudio
demostraron que el virus de |A ocasiona trombocitopenia desde las primeras horas
posinfeccion, que aunada a las lesiones endoteliales son la principal causa de las
hemorragias en las aves infectadas con |IA. Se descartd una alteracion de la
hemostasia secundaria por no presentarse cambios en el TP durante el estudio.
Palabras clave: Influenza aviar, hemorragias, trombocitos, hemostasia
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SUMMARY

Ramirez Diaz Maria de Guadalupe: PATHOGENESIS OF LEGHORN BIRDS
INFECTED WITH HIGHLY PATHOGENIC HS5N2 AVIAN INFLUENZA. Main
Mentor: Norma Leticia Calderon Apodaca. Mentor Committee: Tamas Fehervari
Bone, Teresa Imelda Fortoul van der Goes.

Highly pathogenic avian influenza (Al) is a disease that causes high
mortality and bleeding in several organs. To obtain more information about
pathogenicity of bleedings in bird with Al, hematolology, coagulation, histology and
ultrastructural tests were made in 42 birds free of specific pathogens and
experimentally infected through the oral route with 10° DLEPs¢/ml of the
A/CK/Querétaro/14588-19/95 HS5N2 highly pathogenic viral strain; including 9
control birds. The birds were sacrificed at 24 hours post infection (hpi) and
subsequently at 12 hpi intervals. A significant decrease in the number of
thrombocytes as of 24 hpi was noted; prothrombin time (PT) showed no significant
difference. Also, leukocytosis was found with heterophile increase as of 36 hpi and
monocyte increase at 60 hpi (P<0.01). Bone marrow histology showed
hematopoietic hyperplasia as of 48 hpi involving all cell lines; the kidney showed
hemorrhagic foci at 60 hpi, while the brain and proventricle had hemorrhagic foci
evident as of 35 hpi; interstitial pneumonia was found in the lung in addition to
multifocal hemorrhage. Ultrastructurally, the kidney was the only organ with
endothelial lesion, since edema was found in endothelial cells as of 24 hpi. Also,
vacuolization of tubular epithelial cells was found; vacuolization of epithelial cells
was seen in lung as of 24 hpi with fibrous tissue fibrosis and heterophiles. No
changes were found in the remaining organs. Results of this study showed that
the IA virus causes thrombocytopenia from the first hours after the infection, which
in addition to the endothelial lesions is the main cause of bleedings in IA infected
birds. A secondary hemostasis disturbance was ruled out since no changes in TP
were present during the study
Key words: Avian influenza, bleedings (hemorrhage), thrombocytes, hemostasis.
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PATOGENESIS DE LAS HEMORRAGIAS EN AVES LEGHORN
INFECTADAS CON EL VIRUS H5N2 DE INFLUENZA AVIAR DE
ALTA PATOGENICIDAD

INTRODUCCION

La avicultura mexicana contribuye aproximadamente con el 55% de la
produccion pecuaria nacional, colocandola en el primer lugar del sector pecuario.
La avicultura, al igual que otras actividades pecuarias, esta constantemente
amenazada por enfermedades infectocontagiosas, dentro de estas se encuentra la
Influenza Aviar, que puede comportarse como una enfermedad de alta
patogenicidad, con alta mortalidad, provocando severas pérdidas econdémicas a
los avicultores. (DINESA,1996)

Dentro de las pérdidas econdémicas que ocasiona el virus altamente
patégeno de la Influenza Aviar se encuentra la muerte de las aves, que puede
estar o casionada por la presencia de hemorragias, e stas son consideradas una
caracteristica comun e importante d e |a e nfermedad. L as hemorragias han sido
asociadas a replicacion viral primaria en ceélulas del endotelio vascular y a
trombosis vascular.(ROTT,1992; Capua,1999; Suarez,1998)

Ultraestructuralmente las células endoteliales dafiadas muestran hinchazon
de nucleos y mitocondrias, asi como dilatacion del reticulo endoplasmatico y
fragmentacion de membrana basal, y en ocasiones se observa en la superficie
luminal particulas de forma redonda envueltas que miden 80x100-620nm con
10nm d e ancho.(Silvano,1997) Al informase un d afio severo en e ndotelios, y la
presencia de trombos en aves infectadas con Influenza aviar de alta patogenicidad
(IAAP), es probable que esto desencadene una alteracién en la hemostasia
secundaria, al presentarse una coagulaciéon intravascular diseminada, lo que
ocasionaria un consumo excesivo de trombocitos, asi como de factores de
coagulacion, que daria origen a las hemorragias en estas aves.(Darien,2000; Jain,
1993)



Dado que el virus causa una infeccion sistémica y que ha sido aislado de la
médula 6sea,(Barnes, 1999; Slemons,1992) cabe la posibilidad de que exista una
infeccion directa en tromboblastos y trombocitos medulares, lo que originaria una
trombocitopenia y por lo tanto el origen de las hemorragias en aves infectadas con
IAAP. Esta posibilidad cabe ya que se ha informado que existen virus que invaden
médula ésea, causando dafio directo a precursores plaquetarios, como en el caso
del togavirus, virus de la fiebre porcina clasica, en donde se ha informado que

causa dafio directo a los megacariocitos por efecto viral.(Calder6n,1998)

REVISION DE LAS CARACTERISTICAS GENERALES DE
INFLUENZA AVIAR

Definicion

La influenza aviar es una enfermedad viral, ocasionada por un
Orthomyxovirus, es de distribucion mundial, de transmision horizontal y se
caracteriza por tener dos tipos de presentacion, la de alta patogenicidad, cuya
presentacion es generalizada, y la de baja patogenicidad, donde se afecta
principalmente el tracto respiratorio y digestivo. La morbilidad, mortalidad y
signologia dependen de la cepa involucrada.

Etiologia

La enfermedad es producida por el virus tipo A de influenza aviar, que es
capaz de infectar a una gran variedad de aves, asi como a cerdos, caballos, al
hombre y a otros mamiferos; los otros tipos del virus de influenza el B y C,
unicamente afectan al humano. |



El virus pertenece a la familia Orthomyxoviridae, que inicialmente es
pleomorfo y mas tarde esférico. Se caracteriza por ser un virus envuelto y
pequefio, mide aproximadamente 80 — 120 nm de didmetro; es un virus ARN de
cadena sencilla, que presenta dos antigenos de superficie o glucoproteinas,
denominados como hemoaglutininas (HA) y neuraminidasas (NA), que se utilizan
para su clasificacion. Actualmente existen 15 HA y 9 NA.(Suarez,2000;
Esterday,1997; Swayne,1996; Webster,1992)

La cadena de ARN viral se encuentra conformada por 8 segmentos, es de
polaridad negativa y dentro de cada segmentos se insertan las polimerasas PB1,
PB2 y PA, asi como las proteinas HA, NP, NA, M1, M2, NS1 y
NS2.(Webster,1992; Rott,1992)

Las polimerasas intervienen en la replicacion viral, por ejemplo la
polimerasa PB1 es responsable de la elongacion del ARN mensajero, mientras
que la PB2 se encarga de la sintesis completa del molde dei ARN viral y la PA
actia como proteina desenvolvedora.(Webster,1992)

La HA es una proteina integral de la membrana y el mayor antigeno de

superficie del virion, que se encarga de la union del virién al receptor de la célula
huésped.(Webster,1992; Rott,1992)
La HA a nivel molecular determina la deferencia de patogenicidad de las cepas de
influenza aviar, se ha informado que la presencia de multiples aminoacidos
basicos en el sitio de unién de la HA le confiere la patogenicidad a las
cepas.(Senne,1996)

La HA requiere una serie de factores para que se de |la unién adecuada
entre el virus y la célula, como: '(Rott,1992)

- Una insercién adecuada de los aminoacidos

- Una activacion de las proteasas celulares (furina y PC6), que permita la
infeccion sistémica. (Senne,1996)

- Un sitio tnico para la activacion de la arginina, que resulte en una infeccion
local.



- Puntos de mutacién, que se pueden presentar por la pérdida de un
carbohidrato cerca del sitio de unién. La mutacion puede aumentar la
patogenicidad de la cepa. (Senne,1996)

La nucleoproteina (NP), es transportada al nucleo celular, donde se une y encierra
al ARN viral.(Webster,1992)

La NA se encuentra dentro de la membrana del virion y es el segundo
antigeno de superficie mas importante, cuya funcion es liberar las particulas
virales de los receptores celulares, permitiendo que la progenie escape de la
célula.(Webster,1992)

La proteina M1, se localiza dentro del citoplasma y el nucleo de la célula
infectada; es posible que juegue un papel importante en el inicio del ensamble de
la progenie.(Webster,1992)

La proteina M2, es una proteina integral de la membrana, se cree que
controla el pH durante la sintesis de la NA.(Webster,1992)

Las proteinas NS1 y NS2 no estructurales, se encuentran en abundancia
dentro de la célula infectada, la NS1 en el nlcleo y la NS2 en el citoplasma y son
importantes en la replicacion viral.(Webster,1992)

Distribucion

La enfermedad se encuentra distribuida en todo el mundo, afecta a aves de
todas las edades y principalmente a aquellas que no han tenido exposicién al
virus. La presencia de la influenza aviar se confirmé en México el 13 de enero de
1995 por el Laboratorio de la Comisién México-Estados Unidos para la prevencion
de la fiebre aftosa y otras enfermedades exodticas de los animales, quienes
diagnosticaron un virus H5N2 de alta patogenicidad en granjas de Puebla y
Querétaro. El 23 de enero del mismo afio, en el Diario Oficial de la Federacion



aparecieron los lineamientos para la activacion del Dispositivo Nacional de
Emergencia de Sanidad Animal (DINESA). (DINESA,1996; Esterday,1997)

Importancia econémica

Las cepas altamente patogenas de la influenza aviar producen grandes
pérdidas econémica dentro de la industria avicola, estas incluyen disminucion en
la produccion, costos en las medidas de cuarentena, limpieza y desinfeccion, asi
como disminucion de las exportaciones.(Mcferran,1993; Davison,1999)

Patogenia y signos clinicos

El virus de influenza aviar se transmite por equipo y ropa contaminados, por
contacto directo con aves infectadas o contacto con aves de vida libre que actaan
como reservorios, asi como por movimiento de aves infectadas a granjas libres,
etc.(Suarez,2000; Esterday,1997; Swayne,1996; Capua,2000)

El virus se ha clasificado en dos categorias dependiendo de la patogenicidad
de la cepa en campo, de la severidad de los signos y las lesiones; asi como de la
morbilidad y mortalidad de los animales infectados(Murphy,1999)

- Influenza aviar de moderada patogenicidad (IAMP), que se caracteriza por
presentar una signologia leve, que va desde una disminucién en la actividad,
signos respiratorios (tos, estornudos, estertores y lagrimeo), plumas erizadas,
acurrucamiento, etc ; la replicacion viral es limitada y se enfoca principalmente a
tracto respiratorio y digestivo; la mortalidad y morbilidad son bajas. Cuando se
llega a presentar alta mortalidad generalmente se asocia a patégenos
secundarios.(Suarez,2000; Esterday,1997; Mcferran,1993)

- La influenza aviar de alta patogenicidad (IAAP) es causada por los
subtipos virales H5 y H7, se ha informado que cepas de baja patogenicidad
pueden mutar a cepas de alta patogenicidad, por cambios en el gen de la
HA.(Mcferran,1993) Las cepas de alta patogenicidad provocan viremia, asi como

una replicacion pantréfica y sistémica, por lo que el virus puede encontrarse en la



mayoria de células del cuerpo(Suarez,2000; Silvano,1997). La IAAP, es un
problema devastador, que se caracteriza por presentar alta morbilidad vy
mortalidad, en algunos casos la presentacion es fulminante; la signologia es
severa entre la que se incluye: perdida de la actividad, disminucién en el consumo
de alimento, depresién marcada, plumas erizadas, eritema periocular, hemorragias
en cavidad abdominal; cianosis, edema y necrosis de |la cresta; ocasionalmente se
presenta equimosis en la piel de las piernas. (Esterday,1997; Mcferran,1993;
Kobayashi, 1996).

Las aves afectadas mueren a los pocos dias de la infeccion exhibiendo
hemorragias petequiales y exudado en tracto respiratorio, digestivo y en tejido
cardiaco. Las hemorragias presentes en las aves infectadas con cepas de alta
patogenicidad se asocian a infeccion del endotelio vascular. (Kobayashi,1996)

Lesiones macroscopicas

Las lesiones macroscépicas son mas evidentes en las aves infectadas con
cepas altamente patdgenas, entre las que se incluyen hemorragia subcutanea,
congestion y edema de cabeza y cuello, hemorragias focales en varios 6rganos y
tejidos como pulmén, mucosa de proventriculo y musculos esqueléticos,
congestion sistémica, asi como atrofia de timo y bolsa de Fabricio.(Esterday,1997;
Mcferran,1993; Kobayashi,1996)

Lesiones microscopicas

La severidad de las lesiones esta determinada por la patogenicidad de la
cepa y van desde una inflamacién catarral, fibrinosa, serofibrinosa, mucopurulenta
0 caseosa, asi como edema de la mucosa traqueal, también se llega a presentar
engrosamiento de los sacos aéreos, peritonitis catarral, enteritis fibrinosa, exudado
en los oviductos, infiltracion mononuclear en el pericardio, dilatacion de vasos
linfaticos, necrosis multifocal del higado, miositis, en encéfalo puede haber



infiltrado  linfocitario  perivascular, microgliosis y neurosis.(Suarez,2000;
Esterday,1997; Mcferran,1993; Kobayashi,1996)

Otras enfermedades aviares que cursan con hemorragias

A pesar de que la influenza aviar es una enfermedad que presenta
hemorragias, no es la unica en aves en la que se presentan, por lo que es
importante conocer otras enfermedades que favorecen el desarrollo de las

hemorragias:

En la enfermedad de Newcastle ya se ha informado que la presentacion de
las hemorragias se debe al dafio directo del virus en islotes hematopoyéticos, que
incluyen a los precursores de los trombocitos en médula 6sea.(Galindo,2001)

Infeccion de la bolsa de Fabricio, es una enfermedad viral en donde se ha
informado la presencia de hemorragias en los musculos de los muslos vy
pectorales.(Lukert,1997)

Hepatitis con cuerpos de inclusibn, es una enfermedad en donde se
presenta higado palido, friable e hinchado; ademas de hemorragias petequiales o
equiméticas en higado y en muasculo esquelético.(Mcferran,1997)

En la anemia infecciosa aviar, se presentan hemorragias las cuales se
encuentran asociadas a la pancitopenia que ocasiona el virus.(Barnes,1999;
Bulow,1997)

Colera aviar, en la presentacion aguda se han informado hemorragias
subepicardicas, en pulmones, grasa abdominal y mucosa intestinal.(Rimler,1997)

Los rodenticidas como la warfarina, que inhibe a los factores K
dependientes, ocasionan hemorragias en 0jos, boca y otros tejidos.(Julian,1997)

La coccidiosis, dependiendo de la especie ocasiona petequias en intestino.
(McDougald,1997)



Hemostasia en los mamiferos y en las aves

La hemostasia se define como los mecanismo que evitan la pérdida de
sangre por extravasacion.

La presencia de las hemorragias en algunas de las enfermedades en aves
pueden ser por alteracion en la hemostasia primaria y/o secundaria. La
hemostasia primaria involucra principalmente la fase vascular y la fase plaquetaria:
Fase vascular, esta dada por dafio endotelial, lo que ocasiona vasoconstriccion
temporal con reduccion del flujo sanguineo, favoreciendo la adhesion plaquetaria.
Fase plaquetaria, en aves a estas células se les denomina trombocitos, estas
células tienen una actividad semejante a las plaquetas de los mamiferos, ya que
participan de manera importante en la formacién del coagulo primario; una
diferencia importante entre los trombocitos y las plaquetas, es que los primeros
también cuentan con actividad fagocitica. _

La hemostasia secundaria involucra a ios factores de coagulacion, que son
glucoproteinas presentes de manera inactiva o en su forma precursora en sangre,
el objetivo de la hemostasia secundaria es la formacién de un coagulo de fibrina
estable en los endotelios dafiados. En los mamiferos se encuentran muy bien
definido el sistema intrinseco, extrinseco y comun de la coagulacion. El sistema
extrinseco es iniciado por el factor tisular o factor lll no plasmatico, que es una
glucoproteina de transmembrana y no se detecta en endotelios normales. El factor
tisular activa al factor VIl (proconvertina) mas Calcio forman un complejo,
denominado complejo extrinseco, que activa al factor X (Stuart Prower) de la via
comun. El sistema intrinseco inicia con activacion del factor Xll (Hageman),
activacion mediada por las plaquetas activas, exposicion de las fibras de colageno
de los vasos sanguineos y por interaccion con la prekalicreina, el factor Xl activa
al factor XlI (tromboplastina plasmatica), se ha informado que el factor XIl no es
necesario para la hemostasia normal en otras especies. El factor XI mas Calcio
activa al factor IX (Christmas) y este cataliza la activacion del factor X (Stuart
Prower), esta ultima reaccion se lleva a cabo en presencia del factor VIII activo

(Antihemofilico), C alcio y F osfolipido 3 (proviene de |las plaquetas), formando el



complejo activador del sistema intrinseco. El factor X inicia la via comun y es el
sitio donde convergen el sistema intrinseco y extrinseco.

En la via comln con activacion del factor X y la activacién del factor V
(proacelerina) por efecto del factor Il activo (trombina), se forma el complejo
protrombinasa, este se une al factor plaquetario 3 y al Calcio, formando el
complejo protrombinasa, que activa al factor Il (protrombina) formando trombina,
este ultimo transforma el fibrindgeno (factor I) a monomeros de fibrina, formando la
fibrina insoluble y gracias al factor XllI (factor estabilizador de la fibrina) que es
activado por la trombina y es dependiente de Calcio se favorece la formacién de la
fibrina insoluble, que es la que la que ofrece estabilidad el coagulo. (Darien,2000;
Jain,1993; Restrepo,1994)

En aves existen diferencias muy marcadas en la hemostasia secundaria al
compararse con la de los mamiferos y estas radican principalmente en que la via
extrinseca es la mas importante, debido a que el factor Xll no ha sido detectado en
el plasma aviar y el factor XI se ha encontrado en pequefias cantidades y en
algunas ocasiones ausente. Ademas se ha encontrado actividad reducida de los
factores Il y IX.(Darien,2000; Espada, 2000)



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el origen de las hemorragias en la enfermedad de influenza
aviar, mediante la evaluaciéon del hemograma, estudios de histopatologia y
microscopia electronica de transmision, mediante la evaluacién de lesiones en los

endotelios vasculares, los trombocitos y sus precursores en meédula 6sea.

Objetivos particulares del estudio

- Comprobar la presencia del virus de influenza aviar por medio del
reaislamiento viral en los siguientes 6rganos: médula 6sea, pulmédn, rifién,
encéfalo y proventriculo.

- Cuantificar el grado de trombocitopenia, mediante la estimacion de trombocitos
en frotis sanguineos.

- Evaluar la via extrinseca de la coagulacion, para detectar si hay consumo
excesivo de algunos factores de la coagulacion que indiquen coagulacion
intravascular diseminada.

- Evaluar los cambios histologicos presentes en médula 6sea, pulmén, rifidn,
encéfalo y proventriculo.

- Evaluar las lesiones endoteliales presentes en los 6rganos antes mencionados
por medio de la utilizacion de la microscopia electrénica de transmision.

HIPOTESIS

- El virus de la influenza aviar ocasiona alteracion en los trombocitos medulares
y/lo de sus precursores, lo que genera una trombocitopenia aguda y esto
ocasiona la presencia de hemorragias.

- El virus de la influenza aviar afecta células endoteliales, lo que provoca lesion

endotelial, por lo cual se incrementa el grado de las hemorragias.
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y ALOJAMIENTO

Se utilizé 51 aves Leghorn, libres de patégenos especifico de 4 semanas de
edad, de ambos sexos. Se constat6 la ausencia de anticuerpos séricos contra la
enfermedad de Influenza aviar mediante la prueba serolégicas de inhibicion de la
hemoaglutinacion. Las aves infectadas y testigo se alojaron en diferentes unidades
de aislamiento de alta seguridad, que contaban con filtros especializados, del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y Pecuarias (INIFAP) bajo
condiciones controladas y recibieron alimento comercial y agua de bebida a libre

acceso.

OBTENCION DEL INOCULO VIRAL

Se utilizé la cepa A/CK/Querétaro/14588-19/95 H5N2 de influenza aviar de
alta patogenicidad propiedad uel INIFAP, posteriormente se realizaron 2 pases en
embriones de pollo de 9 dias de edad, de los cuales se recolecté liquido
alantoideo que se utilizd para realizar una titulacién del virus a 10° DLEPs, segtin
el método de Sperman Karber.

DISENO EXPERIMENTAL

Las 51 aves se dividieron en dos grupos, uno de ellos, denominado grupo
A, constituido de 42 animales que fueron inoculados por via oral con 0.2 ml de la
cepa de influenza aviar A/CK/Querétaro/14588-19/95 H5N2 (titulo 10° DLEP so/ml)
de alta patogenicidad y el grupo B, que fue constituido por 9 aves testigo a las que
se les administro 0.2 ml de solucion salina fisiolégica por la misma via.

Durante el periodo experimental, las aves fueron evaluadas diariamente
para detectar signos clinicos caracteristicos de la enfermedad.

Las aves del grupo “A”, se subdividieron en 7 grupos, dependiendo de la
hora de observacién a las 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96 horas post inoculacién (hpi),
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de cada subgrupo se tomaron muestras sanguineas de 6 aves. Tres aves del
grupo testigo o “B” fueron muestreadas a las 24, 60 y 96 hpi. Se extrajo a cada
ave 2 ml de sangre, via yugular y se dividieron las muestras en 2 tubos. Para el
hemograma se utilizé tubos con sales de etilendiaminotetracético (EDTA) en una
proporcién 1:10 (0.1 ml por cada ml de sangre) y para coagulacion se emplearon
tubos al vacio con citrato de sodio al 3.8% en proporcion de 1:9. Las aves que se
utilizaron para el muestreo, tanto del grupo “A” como las del grupo “B”, se
sacrificaron con una dosis letal de anestesia via endovenosa con pentobarbital
sodico y se obtuvo muestras para el estudio histolégico, para la microscopia

electrénica y para el estudio virolégico (reaislamiento viral).

HEMOGRAMA
Del hemograma se obtuvo lo siguiente:

- Hematdcrito, para lo cual se llené un tubo de microhematdcrito 2/3 partes y se
centrifugé a 15,000 g por 5 minuto.(Pierson,2000)

- Hemoglobina, se coloc6 0.02ml de sangre en un tubo con 5ml de solucién de
Drabkin, dejando reposar 10 minutos, para promover la lisis de las células,
posteriormente se centrifugé a 250 g por 10 minutos, para remover los nacleos
y otros detritos celulares.(Pierson,2000)

- Estimacion de trombocitos se evaluaron 5 campos del frotis sanguineos, se
obtuvo el promedio y se multiplicé por 3500.(Pierson,2000)

- Conteo de glébulos rojos, se realizé una dilucién 1:200 con la sangre y violeta
de metilo 2B, se utilizd unas gotas de esta diluciéon para llenar la camara de
Neubauer y se evaluaron 5 de los cuadrantes centrales de la camara utilizando
el objetivo seco fuerte (400x), el total de células se multiplicé por 1x10'?, para
obtener el resultado en cifras internacionales.(Pierson,2000)

- Conteo de leucocitos, se utilizé el mismo diluyente y la misma dilucién que para
los glébulos rojos, el conteo se realizé en los 9 cuadrantes externos de la
camara d e N eubauer, usando el objetivo seco fuerte (400x), el total de e sta
cuenta se multiplicé por 220 y se realizé una division entre 1000 para obtener
el resultado por 10°%L.(Pierson,2000)
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- Se realiz6 el diferencial de los globulos blancos evaluando los frotis
sanguineos y posteriormente se determinaron las cifras
absolutas.(Pierson,2000)

TIEMPO DE PROTROMBINA (TP) COMO PARAMETRO PARA
EVALUAR COAGULACION

Las muestras para coagulacién se centrifugaron a 250 g por 10 minutos y el
plasma obtenido se congeldé a -70°C. Para la realizacion del TP, se obtuvo el
reactivo de tromboplastina, a partir de los encéfalos de 6 pollos de 3 a 4 semanas
de edad, los cuales se colocaron en un mortero estéril y frio, se agrego acetona
helada y se maceraron, se dejo deshidratar el tejido cerebral toda la noche en el
mortero y se almacend en tubos de vidrio a -22 °C. Se reconstituyd la
tromboplastina con solucion salina al 0.85% y se colocd a bafio Maria a 37°C,
posteriormente se centrifugd esta solucion, se separd el sobrenadante al que se le
colocd un volumen igual de cloruro de calcio al 0.025M. Para determinar el tiempo
de protrombina, se incubaron 200 pl de plasma citratado y 200 pl de reactivo de
tromboplastina a 37°C por un minuto; posteriormente se tomé6 100 pl del plasma
ya incubado, que se agregé al reactivo, finalmente se espero la formacién del
coagulo. La lectura se realizd en un coagulémetro (Trombotimer Organon
Teknika). (Bigland,2000; Stopforth,1970; Bigland,1965)

ESTUDIO HISTOLOGICO

De los animales sacrificados se realizd la necropsia y de cada animal se
extrajo proventriculo, pulmén, rifién, encéfalo y médula 6sea de la porcién
proximal del fémur, se fijaron con formalina al 10% amortiguada a pH de 7.2. Las
muestras fueron incluidas en parafina y seccionadas a 4 micrometros de espesor,
se tifieron con hematoxilinay eosinay se observaron en un microscopio 6ptico
para su evaluacion. La observaciéon de los 6rganos de las aves desafiadas, se

compararon con la de las aves del grupo testigo. (Swayne,1996)
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ULTRAESTRUCTURA, MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para el estudio ultraestructural se tomaran muestras de los drganos
descritos en el apartado anterior. Estas se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en
amortiguador de cacodilato, pH 7.4 y se dividieron en secciones de 3 a 5mm,
posfijadas en tetréxido de osmio al 1% durante 2 hrs, se deshidrataron en series
de alcoholes y se incluyeron en Epon 812. Los cortes finos de 60 nm fueron
contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo de Reynold para ser
observados y fotografiados en un microscopio electronico de transmision Zeiss EM
10.(Luft,1961)

REAISLAMIENTO VIRAL

El reaislamiento viral se realizé a partir del pulmén, rifidn, encéfalo,
proventriculo y médula ésea de las aves del grupo testigo e infectadas en las
diferentes horas de muestreo, para lo cual se utilizaron embriones de pollo de 9
dias de edad, que fueron inoculados por cavidad alantoidea y se evalud la
viabilidad cada 12 horas a partir de la fecha de inoculacién, por medio de la
observacion de los huevos al trasluz, posteriormente a los embriones muertos se

les realizo la técnica de hemoaglutinacion en placa.(Fenner,1992)

ANALISIS ESTADISTICO
Los valores obtenidos del hemdgrama (hematécrito, hemoglobina,
eritrocitos, leucocitos, heterdfilos, linfocitos, monocitos, baséfilos) y del tiempo de
protrombina, fueron evaluados mediante la prueba t de Student pareada y se
determind su nivel de significancia de p< 0.01. Los resultados obtenidos en el
reaislamiento viral se les aplico X? (Statgraphics 1998).
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RESULTADOS

Durante el periodo experimental las aves del grupo desafiado “A” y del
grupo testigo “B” se observaron diariamente, con el fin de detectar la aparicion de
algun signo clinico. Las aves del grupo testigo no mostraron signologia de ningun
tipo y no asi el grupo de aves desafiadas, quienes presentaron signologia a partir
de las 36 hpi, en donde se observé que 15 animales de los 42 que se inocularon
mostraron hipersensibilidad al ruido y a la luz, asi como las plumas erizadas,
también se presentd lagrimeo y edema de la cabeza. A las 48 hpi, 18 aves de las
42 desafiadas, ademas de los signos antes descritos, presentaron diarrea, crestas
cianéticas, boqueo y disminucion del apetito. A partir de las 60 hpi, se presento
cresta y barbilla necréticas, edema en cabeza y deshidratacion, en las 42 aves

desafiadas.

Mortalidad
Se murieron 2 aves a las 60 hpi y a las 72 hpi se murié 1 ave, lo que
constituyo el 7.1% del total de las aves desafiadas.

HEMOGRAMA

En el estudio hematolégico, el hematécrito presentdé un incremento a las 48
hpi con respecto a las aves testigo (p<0.01), las demas horas no presentaron
diferencia significativa. Cuadro |

La determinacién de hemoglobina y el conteo de eritrocitos no mostraron
diferencia significativa con respecto al grupo testigo. Cuadro |

En el leucograma, se presentd leucocitosis en los diferentes muestreos a

partir de las 36 hpi por heterofilia (p<0.01). Cuadro Il

El conteo absoluto de linfocitos no mostré diferencia significativa en los
diferentes muestreos, sin embargo se observé un incremento del 20 y 40% de los
linfocitos, con respecto al grupo testigo, a las 36 y a las 60 hpi respectivamente.
Ademas se presenté linfopenia a partir de las 72 hpi del 34%.
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Se observé monocitosis a partir de las 60 hpi en adelante (P<0.01).
Los basofilos no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo
de aves testigo. Cuadro I

COAGULACION
Se observo la presencia de trombocitopenia a partir de las 24 hpi (P<0.01)
en las aves desafiadas al compararse con las aves testigo. Cuadro Il

Los resultados del tiempo de protrombina (TP) no presentaron diferencia
significativa en las diferentes horas de muestreo con respecto al grupo testigo
(P<0.01). Cuadro IV

REAISLAMIENTO VIRAL

El reaislamiento viral de los grupos testigo a las 24, 36, 48, 60, 72, 84 y 96
hpi no presentaron mortalidad de los embriones, la observacion se realizé hasta el
quinto dia. Cuadro V

Los embriones inoculados con los tejidos de proventriculo, pulmoén,
encéfalo y rifion, de las aves desafiadas, obtenidos del subgrupo de las 24 hpi,
iniciaron la mortalidad a partir de las 48 hpi con una diferencia significativa
(p<0.01), en tanto que los embriones inoculados con la médula 6sea no
presentaron mortalidad. En tanto que los embriones inoculados con tejidos de las
aves desafiadas de las 36 hpi en adelante presentaron mortalidad a partir de las
24 hpi, con una p<0.01. Cuadro V

Los embriones muertos fueron positivos a la técnica de hemoaglutinacion
en placa.

HALLAZGOS A LA NECROPSIA

Los cambios macroscopicos mas importantes de las aves desafiadas se
presentaron a partir de las 36 hpi, en donde se observé congestion en rifiones y
pulmones, asi como presencia de hemorragias petequiales en proventriculo y
encéfalo, y a partir de las 60 hpi se detecto friabilidad renal.
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HALLAZGOS HISTOLOGICOS

Pulmén: Las aves del grupo testigo no presentaron cambios histologicos. Las
aves del grupo “A” o desafiadas presentaron cambios desde las 36 hpi en donde
se observo focos de proliferacion celular de células epiteliales y linfocitos en los
endotelios de los capilares aéreos en grado ligero, lo que corresponde a una
neumonia intersticial (NI). A las 48 hpi se observan los mismos cambios, mientras
que a las 60 hpi se presentaron multiples focos hemorragicos y algunos de
distribucioén difusa, la NI es mas difusa y en grado moderado. A partir de las 72 hpi
la proliferaciéon celular en los capilares aéreos es mas evidente y difuso, lo gue

ocasiona que en algunas zonas se pierde la arquitectura del capilar . Figura 1

Proventriculo: Las aves del grupo testigo no presentan cambios histolégicos. Las
aves del grupo desafiado presentan cambios a partir de las 36 hpi, en donde se
observaron multiples focos pequefios hemorragicos en la mucosa del 6rgano, asi
mismo se presentd un infiltrado compuesto por heterdfilos, linfocitos y macréfagos
distribuidos de manera difusa y en grado moderado, a diferencia de las 48 hpi,
donde se observé un infiltrado en la mucosa del proventriculo compuesto
principalmente de células mononucleares (linfocitos y macréfagos) con distribucion
difusa y de grado moderado. A las 60 hpi, no se observan otros cambios de los
antes descritos, mientras que a partir de las 72 hpi, se presentd una disminucion
del infiltrado mononuclear y se observé una proliferacion ligera de tejido conectivo

fibroso en la lamina propia.

Rifén: Las aves del grupo testigo no presentaron cambios histolégicos. En las
aves del grupo desafiado las lesiones se observaron a partir de las 60 hpi, éstas
lesiones consistieron en multiples focos pequefios de hemorragicos de grado que
variaba entre ligeros a moderados en vasos sanguineos intersticiales
perilobulares, asi mismo se observan imagenes d e necrosis e pitelial en tubulos

renales (tubulo proximal, tabulo distal y tabulo colector).
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Médula ésea: Las aves del grupo testigo o grupo “B” no presentaron alteraciones
histolégicas. Las aves del grupo “A” o desafiado, al compararse con las del grupo
B, presentan alteraciones desde las 36 hpi, en donde se observé una hiperplasia
celular que involucréd principalmente la linea linfocitica, granulocitica (heterofilos),
eritrocitica y trombocitica, las células de estas lineas se encontraban en diferentes
fases de maduracién. A partir de las 48 hpi, ademas del aumento generalizado en
el nimero de células, se observé que los linfocitos se agrupaban en nddulos

hiperplasicos distribuidos en el tejido medular. Figura 3 y 4

Encéfalo: En las aves del grupo testigo no se observaron cambios histologicos.
Las aves del grupo desafiado presentaron cambios a partir de las 48 hpi, en donde
se observo infiltrado de linfocitos en el espacio de Virchow-Robin de los vasos
sanguineos de la zona cortical extendiéndose de manera discreta hacia el
parénquima, asi mismo la pared de algunos vasos sanguineos presentaron
degeneracion hialina. En zonas paraventriculares se observaron algunos focos
discretos de gliosis. A las 60 hpi no se observaron cambios diferentes a los ya
mencionados, mientras que a las 72 hpi se presentdé hemorragias en grado
moderado en vasos corticales y sin la presencia de infiltrado linfocitario
perivascular. A las 84 hpi se presentaron hemorragias de vasos de la zona
cortical, ademas de focos de gliosis en la misma zona. A las 96 hpi, se presenté
focos discretos de infiltrado perivascular en zona cortical y algunos focos de

gliosis.

MICROSCOPIA ELECTRONICA
Pulmén: En las aves testigo no se observan alteraciones en microscopia
electronica. En las aves del grupo “A” o desafiado a partir de las 24 hpi en células
endoteliales no se observan alteraciones en microscopia electrénica.

A las 24 y 36 hpi se observd una vacuolizacion de las células epiteliales de
los capilares aéreos. A las 48 hpi no se observan otros cambios a lo descrito
anteriormente. A las 60 y 72 hpi se presenté un incremento en la presencia de
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heterdfilos y a partir de las 84 hpi se observo necrosis y proliferacion de tejido

fibroso.

Rifion: Las aves del grupo “B”, no presentaron alteraciones a nivel de microscopia
electronica.

Las aves del grupo “A” o desafiadas presentaron edema de células
endoteliales a las 24 hpi, mientras que a las 36, 48 y 60 hpi no se observan
cambios diferentes a los ya mencionados; a partir de las 72 hpi se observd una
disminucién del dafio endotelial.

A las 24 hpi se observd una vacuolizacién en las células del epitelio tubular,
a las 36 hpi se presentd tumefaccion en mitocondrias e hiperplasia del reticulo
endoplasmico formando remolinos, a las 48 hpi se observé aparato de Golgi
dilatado, asi como una degeneracion hidrépica.

En las observaciones de microscopia electronica de médula ésea, encéfalo

y proventriculo no se observan cambios con respecto al grupo testigo.
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DISCUSION

Los signos clinicos que se observaron en las aves en este estudio, como el
edema, la cianosis y necrosis de cresta, etc., concuerdan con lo informado en la
literatura para cepas altamente patégenas. (Esterday,1997;, Swayne,1997;
Mcferran,1993; Brown,1992; Mo,1997)

Swayne, 1997, informa que las aves inoculadas con la cepa
A/CK/Querétaro/14588-19/95, presentaron edema de la cabeza, cresta y barbilla,

al igual que en este experimento.

En lo referente a la mortalidad, esta varia en tiempo segun lo informado en
la literatura, algunos autores mencionan que puede asociarse al tipo de cepa
empleada, al numero de pases que sufrié la misma, asi como a la edad de las
aves utilizadas en los diferentes experimentos. En el presente estudio las aves
murieron a partir de las 60 hpi, mientras que en el experimento de Capua,1999, al
inocular via endovenosa, la mortalidad se inici6 a las 24 y a las 48 horas después
de las primeras manifestaciones de los signos clinicos; en tanto Brown,1992, al
inocular en sacos aéreos, informa una mortalidad a partirdelas 24 hpiy en el
estudio de Mo,1997, quien inoculé intratraguealmente, observé que la mortalidad
se present6 dentro de los 6 dias post inoculacion. Swayne, 1997 utilizando la cepa
A/CK/Querétaro/14588-19/95, mediante inoculacion endovenosa, no informa el
momento en el que se inicia la mortalidad de las aves desafiadas. Es importante
resaltar que la variacién en el tiempo en que se presentd la mortalidad en este
estudio, dependié de la via de inoculacién, ya que en esta investigacion se prefirid
una via mas natural, la oral y esto pudo influir en los diferentes tiempos en los que
se presento la mortalidad en los estudios antes mencionados.

En el hemograma, hubo un incremento del hematdécrito a las 48 hpi, con
respecto al grupo testigo, lo cual se puede relacionar a una eritrocitosis relativa, ya
que en este periodo posinfeccion, se presenté una disminuciéon en el consumo de
agua y de alimento en las aves desafiadas. Posteriormente, la eritrocitosis se
enmascaro para las 60,72,84 y 96 hpi, debido a |la aparicion de hemorragias en las
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aves desafiadas durante todo el desarrollo de la enfermedad. La anemia
enmascarada por eritrocitosis es un fenédmeno muy comun que ocurre en perros.
Jain, 1993

En el leucograma, se presentdé monocitosis a partir de las 60 hpi, Allen,1982
y Kastner,1999 informan incremento de monocitos en estudios hematologicos en
caballos infectados con el virus de influenza, donde sugieren que los monocitos
juegan un papel importante en la defensa de las infecciones Vvirales.
Campbell, 1995 informa que la monocitosis en aves también se puede presentar en
situaciones donde se presenta necrosis masiva de tejido y en este estudio al
observarse focos de necrosis epitelial en tubulos renales del rifidn en el estudio
histolégico, es factible que la monocitosis se este presentando por los dos factores
antes mencionados.

El incremento de heterdfilos se relaciona al proceso inflamatorio que
desarrollaron los animales en el transcurso de la enfermedad, lo cual se pudo
observar en el estudio histolégico al encontrarse focos de hemorragia e
infiltraciones inflamatorias en los diferentes tejidos de las aves infectadas.
Campbell ,1995 y Harmon,1998 informan que la respuesta de los heterdfilos en
procesos inflamatorios en las aves es similar a la respuesta de los neutréfilos de
los mamiferos, a diferencia que los heterofilos no producen procesos purulentos.

Se observé incremento de linfocitos a las 36 hpi y 60 hpi, que en este
estudio se encuentra relacionado a la hiperplasia linfocitaria que se encontré en
médula 6sea. Zitzow,2002 informa que en su estudio con hurones infectados con
el virus de influenza, se presenté linfopenia a partir de 72 hpi, con un posterior
incremento del numero de linfocitos a partir de las 120 hpi.

La linfopenia ya se ha informado en estudios en caballos infectados con el
virus de influenza, la cual se presenta a partir de las 96 hpi, mientras que en este
estudio la linfopenia se manifestd a partir de las 72 hpi.(Krumrych,1999)
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El origen de la linfopenia se ha sugerido como un dafio indirecto a los
linfocitos, (Campen,1989) asi mismo se menciona que puede relacionarse con la
liberaciéon de glucocorticoides endégenos.(Mo,1997; Swayne) Estudios recientes
realizados en cultivos celulares indican que la presencia de linfopenia se relaciona
con la induccién de apoptosis por activacion de las caspasas como consecuencia
de la presencia del virus, (Nichols,2001) en este trabajo no se observé este
fenébmeno en la evaluacion ultraestructural, por lo que cabe la posibilidad de que la
linfopenia presente se pueda relacionar a la liberacién de esteroides enddgenos,

mas que a un dafno de los linfocitos por apoptosis.

Los basofilos no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo
testigo, hecho referido por Krumrych,1999 en su estudio en caballos infectados

con el virus de influenza, el cual tampoco observé cambios en los baséfilos.

La disminucién de los trombocitos presente en los animales infectados en
:as diferentes horas post infeccion demuestra que existe una alteracion en la
hemostasia primaria, esta trombocitopenia fue evidente a pesar de que en la
observacion histolégica de médula 6sea se observa un incremento de la linea
trombocitica. La reduccion de los trombocitos circulantes en este experimento se
puede relacionar a la presencia de las hemorragias que presentaron las aves
durante el curso de la enfermedad, lo que ocasiona una pérdida de estos
elementos de la sangre. Jain,1993 y Darien,2000 han informado trombocitopenia
en mamiferos a causa de hemorragias agudas, y Grindem,1994 en un estudio
realizado en perros observé que dentro del 52% de las causas mas comunes de
trombocitopenia, el 5% se relaciona a disminucion de plaquetas a consecuencia
de las hemorragias.

Jain,1993 también informa que en enfermedades virales se puede llegar a
presentar incremento en la destruccion de las plaquetas por la presencia de virus.
En este estudio al no existir alteraciones ultraestructurales en los trombocitos y/o
sus precursores en meédula 6sea no se confirmoé un dafio de estas células por
efecto directo del virus de la influenza aviar sobre esta linea celular, semejante a
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lo informado en otras enfermedades como es el caso de la fiebre porcina clasica,
en donde la trombocitopenia presente en estos animales se relaciona a dafio
directo en megacariocitos y/o sus precursores.(Calderén,1998)

En otros estudios, sobre influenza en caballos Krumrych,1999 relaciona la
trombocitopenia a la participacion de estas células en la formacion de coagulos,
sugiriendo alteracion de la hemostasia secundaria, de la misma manera
Capua,1999; Silvano,1997; Kobayashi,1996 al informar dafio endotelial y
presencia de antigeno viral presente en endotelios vasculares de todos los tejidos
en aves infectadas con cepas de influenza aviar de alta patogenicidad hacen
sugerir que estos animales pueden desencadenar una coagulopatia por alteracion
de la hemostasia secundaria; sin embargo, en esta investigacion, al no
presentarse prolongaciones en el TP se descarta la idea de la alteracion en la
hemostasia secundaria, a pesar de que se observaron focos hemorragicos en
pulmén, riidn, proventriculo y sistema nervioso, hecho que hace presumir la
existencia de dafio endotelial, mismo que en la microscopia electronica se
confirmé por la presencia de edema en las células endoteliales del rifndn y que en
este estudio se asocia a |a inieccion viral d e e ndotelios vasculares en |l as aves
desafiadas, cabe indicar que no se demostro la presencia del virus a través de la
microscopia electrénica en los érganos antes mencionados. Resulta importante
precisar que la lesiéon endotelial presente en las aves desafiadas no derivo en una
coagulacion intravascular diseminada, al no presentarse alteracion en el tiempo de
protrombina, descartandose asi una alteracion 