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Nada ocurre que antes
no haya sido un suefo...
Carl Sandburg

Algunos hombres ven las cosas
como son y se preguntan por qué?
Otros suefian con cosas que nunca

fueron y se preguntan por qué no?...

George Bernard Shaw

No vayas donde te lleva el camino.
Ve en cambio a donde no hay
camino y deja un sendero...

Ralph Waldo Emerson
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RESUMEN

ANDRADE MARTINEZ MONICA MA. ESTUDIO DE PATOGENICIDAD DE
TRES AISLAMIENTOS MEXICANOS DEL VIRUS DE ANEMIA INFECCIOSA
DEL POLLO TITULADOS MEDIANTE DIFERENTES METODOS. Asesorado

por Dr. Tamas Fehervari.

Los objetivos del presente estudio fueron comparar varios métodos de
titulacion viral para tres aislamientos mexicanos del virus de anemia infecciosa
del pollo y determinar si la dosis viral administrada en pollos libres de
patégenos especificos influye sobre la patogenicidad del virus.

Tres diferentes aislamientos virales obtenidos del Departamento de Produccion
Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México, fueron titulados en cultivo celular,
en pollos de 1 dia de edad libres de patégenos especificos y por reaccion en
cadena de la polimerasa. Una vez comparados los tres métodos y ajustados los
aislamientos a una dosis de 10° DIPsy, se procedié a realizar una prueba de
patogenicidad en pollos libres de patégenos especificos de 1 dia de edad. El
aislamiento 01-366 fue el mas patdgeno de los tres, presentd los signos mas
evidentes de la enfermedad, tuvo mortalidad y fue el que ocasiondé la atrofia de
timo mas severa. Los resultados del presente estudio confirman que los tres
aislamientos del virus de anemia infecciosa del pollo utilizados difieren en
patogenicidad, lo cual rechaza la teoria de que las diferencias de patogenicidad
encontradas en estudios previos realizados con estos virus, se debian a la dosis
utilizada y no a las caracteristicas propias del virus. Se requieren mas estudios
para conocer si las diferencias de patogenicidad encontradas con estos virus se
deben a diferencias en la estructura de la capside como sucede con otros virus

aviares.

Palabras clave: Anemia infecciosa del pollo, México, titulacion, patogenicidad.
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SUMMARY

ANDRADE MARTINEZ MONICA MA. PATHOGENICITY STUDY FROM
THREE MEXICAN AISLAMENTS OF CHICKEN ANEMIA VIRUS TITULATED
WITH THREE DIFFERENT METHODS.
Under guidance of Dr. Tamas Fehervari.

The objectives of the present study were to compare some methods of titration
using three Mexican isolates of chicken anemia virus and determine if the
pathogenicity of virus is influenced by the doses when it is administrated in
specific pathogen free chickens.

Three different isolates obtained from the virus stock of the Department of
Animal Production: Poultry of the Faculty of Veterinary Medicine and
Zootecnique, National Autonomous University of Mexico, were titrated on cell
culture and in one day old specific pathogen free chickens and were also
submitted to polymerize chain reaction test. The titration methods were
compared and viral isolations adjusted at 10° IDPs, were inoculated in specific
pathogen free chickens from one day for a probe of pathogenicity . The isolate
01-366 was considered as the most pathogen one because it caused most
evident signs and most severe timic atrophy in the chicks, and it resulted even
mortality. Results of the present study confirm that the three isolations of
chicken anemia virus used differ from each other in pathogenicity, refusing the
theory of pathogenic differences found in previously works with these virus
must should at doses and not properly characteristics of the virus. More works
should be done to know if pathogenic differences found amongst these isolates
are related or not to the structural capsid differences like is known with other

chicken virus.

Key words: chicken anemia virus, Mexico, titration, pathogenicity.
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INTRODUCCION

La anemia infecciosa del pollo es una enfermedad viral de distribucion mundial
caracterizada por anemia debida a la atrofia de los tejidos hematopoyéticos e
inmunodepresion como consecuencia de la atrofia del timo, de la médula d6sea y de la
bolsa de Fabricio. El virus de la anemia infecciosa del pollo (VAIP) fue descubierto en
1978 en Japon, a partir de una vacuna contra la enfermedad de Marek contaminada
con el virus de la reticuloendoteliosis y el virus de la anemia del pollo.’ Se le conoce
como virus de la anemia infecciosa del pollo, virus de la anemia del pollo, agente de la
anemia del pollo y CAA o CAV por sus siglas en inglés (chicken anemia agent o chicken
anemia virus, respectivamente). Solo el pollo es susceptible a la anemia infecciosa en

forma natural.??

El agente etioldgico es un virus desnudo de una sola cadena de ADN de sentido
negativo, circular de 2298 a 2319 bases, con varios marcos de lectura abierta que
codifican 3 proteinas de 51.6 kDa (VP1), 24 kDa (VP2) y 13.6 kDa (VP3 o apoptina).
Presenta un diametro que varia de 19.1 nm a 25 nm y una densidad en cloruro de
cesio de 1.33 a 1.34 g/ml.>>*> Se clasifica dentro de la familia Circoviridae género

Gyrovirus.®

Es resistente a los solventes organicos como éter, cloroformo y desinfectantes
comunes. Resiste el tratamiento con acetona al 90% durante 24 h, asi como a pH de 3
durante tres horas. Es inactivado si se expone a soluciones de fenol al 50% durante 5
minutos, en glutaraldehido al 1%, betapropiolactona al 0.4%, formaldehido al 5% vy los

cultivos celulares infectados a soluciones de yodo o hipoclorito de sodio al 1%.%’

No se han encontrado diferencias antigénicas entre los diferentes aislamientos de
varias partes del mundo usando anticuerpos policlonales, por lo que aparentemente
solo existe un serotipo; sin embargo, con anticuerpos monoclonales se han encontrado
algunas diferencias.”** También se ha secuenciado el genoma de algunas cepas,
encontrandose diferencias entre los aislamientos mediante secuenciacion y patrones de
restriccion en segmentos amplificados por la prueba de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) para la proteina VP1 utilizando diferentes enzimas.®*°



Estas diferencias han permitido separar los virus de anemia infecciosa en siete grupos
en dénde adn entre aislamientos de un mismo pais se encuentran diferencias. Por otra
parte se ha visto que mientras algunos virus se replican bien en las células MDCC-
MSB-1, otros no lo hacen. Se piensa que estas diferencias podrian influir sobre la
patogenicidad y virulencia del virus, por lo que la importancia de estas diferencias

podria radicar en el uso de las cepas apatdgenas como cepas vacunales, %112

La célula blanco del virus de anemia infecciosa del pollo es el linfocito T inmaduro CD4
y/o CD8 en donde el virus penetra a la célula y se multiplica en el nucleo.>*3 En
condiciones de campo no se conoce el periodo de incubacion. En infecciones
experimentales en pollos de 1 dia de edad, con inoculacién intramuscular del virus hay
viremia 24 h después, por lo que el virus puede ser aislado de cerebro, higado, bazo,
bolsa de Fabricio, médula 6sea, heces, suero, timo y rifidn. A los 7 dias se alcanza el
titulo mas alto en todos los 6rganos y los primeros anticuerpos se detectan hasta los
14 dias post-inoculacion. En pollos inoculados a los 24 o 28 dias de edad, se
encuentran resultados parecidos a los anteriores, excepto porque el virus desaparece
mas rapidamente, no se aisla de cerebro ni de suero y los anticuerpos se detectan
desde los 7 dias.****'* Se ha observado que aves inoculadas in ovo y al dia de edad
desarrollan una enfermedad mas aguda que las aves inoculadas a los 14 o 21 dias de
edad. La transmision de forma vertical del virus provoca una enfermedad mds severa

que la horizontal.*?>**

Los primeros signos clinicos generalmente aparecen al final de la segunda semana de
vida, se presenta palidez (anemia), disminucion en la ganancia de peso, depresion,
anorexia y aumento en la mortalidad. El pico de la mortalidad ocurre 5 o 6 dias
después de que comienzan los signos y disminuye a niveles normales una semana
después de que comenzaron las muertes. Se pueden presentar hemorragias en el
musculo y en la piel, también lesiones focales principalmente en alas, cabeza,
alrededor de la cloaca, a los lados del térax y abdomen, en muslo, pierna y patas. La
morbilidad es variable entre 20-60% y la mortalidad del 5 al 10%,2315



A la necropsia se observa atrofia de timos, médula 6sea de color rosa o amarilla, bolsa
de Fabricio pequefa y translucida, palidez y aumento de tamano del higado y bazo, y
en ocasiones equimosis y petequias en la superficie del corazon y en la mucosa del

proventriculo.?31%1°

El hematocrito se encuentra por debajo de 27% por lo que se observa anemia aplastica
con una severidad variable. Los valores vuelven a la normalidad después de 30 dias

post-inoculacién del virus en ausencia de infecciones secundarias.?>'?

Histolégicamente se aprecia atrofia linfoide mas severa en timo que en la bolsa de
Fabricio. En la médula 6sea hay aplasia y pérdida de las células eritrociticas y
granulociticas, y en los espacios extravasculares sustitucion por tejido adiposo. Existen
informes de presencia de cuerpos de inclusion intranucleares eosinofilicos en células de

médula désea y en linfocitos de timo a los 8 dias post-inoculacién, 3121416

Las lesiones a la necropsia, el hematocrito y la histopatologia orientan el diagnodstico,
sin embargo, dada la asociaciéon frecuente con otros agentes, se requiere la
confirmacion final por aislamiento. El aislamiento del virus de anemia infecciosa
presenta algunas dificultades, aunque puede multiplicarse en embriones de pollo, no
produce lesiones; cuando se realiza en pollos libres de patégenos especificos (LPE) de
1 dia de edad, se debe esperar por lo menos 14 dias para la reproduccion del cuadro

clinico y las lesiones caracteristicas.*?

Para el aislamiento en cultivo celular (CC) se utiliza la linea celular linfoblastoide
MDCC-MSB1 que es constante y consiste en linfocitos de pollo transformados derivados
de un tumor de linfocitos T de bazo de la enfermedad de Marek. Las células MDCC-
MSB1 se caracterizan por ser linfocitos T cooperadores maduros (CD3+, CD4+, CD8-,
TCR2+). El efecto citopatico que ocasiona el virus en estas se manifiesta por hinchazon
celular, lisis celular, asi como conglomeracion de células después de por lo menos 10
pases. Considerando que cada pase se realiza cada 48 a 72 horas, el aislamiento del
virus por este medio es muy lento, ademas de que algunas cepas no se adaptan al

CC 2,11,12,17



Se puede diagnosticar demostrando la presencia de anticuerpos especificos mediante
inmunofluorescencia indirecta (de suero, CC y de cortes histologicos de timo o higado),
neutralizacion viral o ELISA.>*'* Otra prueba para el diagndstico de esta enfermedad
es por PCR, que permite la deteccion del virus mediante la amplificacion de un
segmento de su acido nucleico realizando el diagndstico en un tiempo corto (2
diaS).is'lg

No existe tratamiento contra la anemia infecciosa, por lo que se necesitan incrementar
las medidas sanitarias para prevenirla. Se han desarrollado vacunas atenuadas para su
aplicacion en reproductoras entre las 13 y 15 semanas de edad; de esta manera se
asegura que las gallinas no se infecten durante la postura, evitando la transmision a
través del huevo. Estas vacunas nunca deben ser aplicadas en aves en produccion por
el riesgo de una transmision vertical.’> También se han hecho investigaciones con
vacunas inactivadas debido a que se ha observado que las atenuadas son inestables,
existiendo la posibilidad de que recuperen su virulencia.?® Por otra parte, se estan
desarrollando vacunas recombinantes a partir de un baculovirus que expresa las
proteinas VP-1 y VP-2, ambas necesarias para la induccion de anticuerpos
neutralizantes. Se ha demostrado que su aplicacion en aves reproductoras induce

anticuerpos que protegen a la progenie.*!

Esta enfermedad es importante, principalmente, por inducir inmunodepresién, lo que
predispone a la parvada a infecciones por otros agentes como virus respiratorios, virus
inmunodepresores o bacterias y también se ha observado respuesta deficiente a las
vacunas.’>* Por otro lado hay pérdidas econdmicas en los casos de infeccién
subclinica, donde las aves no muestran signos pero existe un bajo rendimiento de la
parvada (pobre crecimiento, pollos con diferente peso, mal emplume y pigmentacion)
por lo que los parametros productivos se ven afectados, ademds de los costos por el
uso de antibioticos para el control de infecciones bacterianas secundarias. Cuando la
enfermedad se presenta en forma clinica ocasiona mortalidad en aves jovenes sobre

todo cuando se asocia a otras enfermedades.'>?3%*

El primer reporte de la enfermedad en México fue por Valle y Lucio en 1993.%° Ellos

lograron dos aislamientos que comparten caracteristicas fisicoquimicas y serologicas



descritas para el virus de la anemia infecciosa del pollo y demostraron la presencia de
anticuerpos en reproductoras y pollos de engorda en los estados de Querétaro, Puebla,
Hidalgo, Veracruz, Estado de México y Morelos.

Ledesma y colaboradores en 1998 lograron el aislamiento del virus a partir de
reproductoras semipesadas y pollos de engorda, la repeticion del cuadro clinico a partir
de las cepas aisladas, asi como la demostracion del virus por microscopia electronica e

inmunoperoxidasa indirecta.?®

En una encuesta serologica realizada por el Laboratorio de Diagndstico Aviar del
Departamento de Produccion Animal: Aves (DPA: Aves) en la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), resultaron positivas a anemia infecciosa las siguientes entidades de la
republica: el Distrito Federal, Chiapas, Estado de México, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Puebla y Veracruz. Las aves que presentaron un
mayor indice de anticuerpos fueron los pollos de engorda. El hecho de encontrar
anticuerpos en estados de la republica tan distantes entre ellos como Nuevo Ledn y
Chiapas hace suponer que practicamente todos los estados que tengan avicultura

comercial sean positivos a la anemia infecciosa del pollo.?®

En estudios realizados en el DPA: Aves se observo un comportamiento diferente entre
aislamientos al desafiar aves libres de patégenos especificos. Ademas en estudios
llevados a cabo en asociacidon con otros virus como el de la enfermedad de Newcastle y

de la infeccion de la bolsa de Fabricio, se observaron diferencias de virulencia.””

Los VAIP aislados en México al ser inoculados en aves susceptibles producen cuadros
con diferente severidad lo que sugiere que difieren en su patogenicidad; sin embargo,
dado que en estos estudios no se utilizaron dosis virales estandarizadas, es posible que
esto pudiera provocar que dosis bajas o altas pudieran haber influenciado en los signos
clinicos, la severidad de las lesiones y el tiempo en que éstos se presentaron. El
comportamiento de estos virus in vitro también indica diferencias entre los
aislamientos, ya que mientras algunos aislamientos se multiplican bien en células
MDCC-MSB1, otros no infectan estas células.



Como el VAIP es uno de los inmunodepresores mas importantes para la industria
avicola y los virus aislados en México presentaron diferentes comportamientos tanto in
vitro como in vivo, se requiere que estos virus sean titulados, para que una vez

estandarizada la dosis del virus se lleven a cabo pruebas de patogenicidad.

Por otra parte la titulacion del virus de anemia infecciosa es un proceso lento ya que se
hacen diluciones dobles seriadas del virus, se tienen que propagar en CC, cambiarlas a
medio nuevo y como minimo realizar ocho pases del cultivo para poder obtener el
titulo de infectividad.”® Por esto se requiere desarrollar un método que sea mas

rapido, econémico y confiable.



OBJETIVO GENERAL:

Comparar tres métodos de titulacion viral y determinar si la dosis viral administrada

del VAIP en pollos LPE influye sobre la presentacion de las lesiones.

OBJETIVOS PARTICULARES

.

Obtener la dosis infectante en CC 50% (DICCsy) de tres diferentes

aislamientos mexicanos mediante la técnica descrita por Goryo en 1987, ¥

»,
*

)
o

» Obtener la dosis infectante en pollo 50% (DIPsp) de los aislamientos en pollos
LPE de 1 dia de edad.

Determinar la dosis infectante de los aislamientos por medio de la prueba de
PCR.

< Comparar los resultados obtenidos en los diferentes métodos de titulacion.

*
3

.

Realizar una prueba de patogenicidad con estos aislamientos mexicanos de

s
*

virus titulados.

HIPOTESIS

La dosis viral inoculada a aves LPE asi como las caracteristicas del virus, influyen en la
severidad de las lesiones producidas.



MATERIAL Y METODOS

I.-Virus:

Se obtuvieron tres diferentes aislamientos virales del DPA: Aves de la FMVZ de la
UNAM identificados como 01-374 (A), 01-353 (B) y 01-366 (C). El aislamiento A se
realizd de pollos de engorda de 6 semanas de edad procedentes de Querétaro, el B de
reproductoras pesadas de 10 semanas de edad de Zumpango, Estado de México y el
aislamiento C de pollos de engorda de 6 semanas de edad de Xilotepec, Estado de

México.

A partir de macerados de higado y médula dsea, se prepararon suspensiones al 20%
en medio McCoy's (GIBCO-BRL41300-070)-Leibovitz (GIBCO-BRL21500-079) que
fueron tratados con calor y cloroformo para eliminar virus envueltos.” Se distribuyeron
en alicuotas y fueron almacenados a -80°C hasta su utilizacién. Se utilizaron cultivos
celulares MDCC-MSB1 sembrados a una concentracién de 3x10° /ml colocados en
placas para cultivo celular de 24 pozos de fondo plano. Los cultivos se inocularon con
100 pl de cada suspension de virus y se incubaron a 40°C en una atmaésfera de 5% de
CO, durante 48 h. Después, se procedid a realizar pases, transfiriendo 100 pl de cultivo
inoculado en 1 ml de medio nuevo cada 48 h minimo ocho veces antes de empezar a
ver efecto citopatico en los cultivos. Ademas, se procedio a cotejar el resultado con la
prueba de PCR para VAIP.

II.- Titulacion del virus en cultivo celular.

1. Se utilizd el método de Goryo'’ con modificaciones. A partir de los indculos
originales al 20%, de cada uno se realizaron diluciones décuples seriadas
hasta 10°®.

2. En 48 pozos de una microplaca de 96 pozos de fondo plano (NUNCLON, Delta
Intermed Nunc, Dinamarca), se depositaron 200 ul/pozo de una suspension de

células MDCC-MSB1 a una concentracion de 5x10° células/ml.



3. Se inocularon 5 pozos con 60 ul de cada dilucion del virus, 5 pozos con inoculo
sin diluir y 3 pozos se dejaron sin inocular (testigo negativo). Se utilizo una
microplaca por cada aislamiento del virus y estos se incubaron a 40°C en una
atmosfera de 5% de CO, durante dos a tres dias.

4. Después de este periodo se transfirieron 60 ul de células en suspension a
pozos nuevos que contenian 200 ul de medio nuevo. El paso anterior se
realizo 14 veces utilizando medio nuevo (pases del CC). Después del octavo
pase se procedio a la lectura de las placas de CC cada vez que se realizo el
pase.

5. Los titulos de infectividad fueron determinados por el color del medio de
cultivo. Un pozo con medio de color rojo se tomé como positivo (+), los de
color amarillo como negativo (-)*. A la vez que se observé el color del medio,
se observo el efecto citopatico en un microscopio invertido (Olympus, Tokio,
Japon).

6. La evaluacion se realizd por medio del método de Reed y Muench®y el titulo
de infectividad obtenido se expreso como dosis media infectiva en cultivo

celular (DICCsp).

II1.-Titulacion en pollos LPE de 1 dia de edad.
1. Se hicieron 4 lotes de aves LPE de 1 dia de edad identificados como A, B, C vy
T. Los tres primeros lotes conformados con seis grupos de 5 pollos cada uno y
el Gltimo solo con 5 pollos. Con cada una de las diluciones utilizadas para la
titulacion en CC, de cada aislamiento viral se inocularon 200 ul de cada
dilucién por via intramuscular (IM) a 5 pollos (desde la dilucién 10 hasta la
10®°), ademds con el inéculo origen se inocularon 5 pollos y como testigo
negativo 5 se dejaron sin inocular (lote T).
2. Las aves fueron alojadas en unidades de aislamiento del DPA: Aves de la
FMVZ de la UNAM, se les suministro agua y alimento comercial de iniciacion a

libre acceso.

* Cuando las células crecen, aprovechan los nutrientes del medio secretando metabolitos que provocan que el
medio se vuelva mas 4cido por lo cual se observa de color amarillo; cuando las células no se multiplican o
mueren estos nutrientes no se aprovechan, no se producen metabolitos y por lo tanto el medio permanece del
mismo color.



3. Las aves se observaron durante 14 dias, se registraron los signos (palidez,
anorexia, pluma erizada) y la mortalidad.

4. A los 14 dias se sacrificaron las aves y se realizo la necropsia para observar
las lesiones caracteristicas que produce el virus (atrofia de timo y de médula
6sea), asi como evaluar hematocrito, determinar la cantidad de anticuerpos
por medio de la prueba de ELISA (SYNBIOTICS Corporation, San Diego
California USA.) y el registro del peso de los animales. Se consideré6 como
positivo aquella ave que presenté atrofia de timo (relaciéon corteza-médula) y
como negativo aquella ave que no tuvo atrofia.

5. La evaluacion se realizé por medio del método de Reed y Muench™® y el titulo

de infectividad se expreso como dosis media infectiva en pollo (DIPsg).

IV.- Titulacion por medio de PCR.

A) Extraccion del ADN.

1. A partir de las mismas diluciones utilizadas en la titulacion en CC, se
utilizaron 250 pl de cada diluciéon que fueron tratadas durante 2 horas a 37°C
con 200ul de 0.001 M de EDTA-0.01 M de Tris-HCI (pH 8.0) (Tampodn TE) con
duodecil sulfato de sodio (SDS) (1%) y proteinasa K (1mg/ml).*

2. Posteriormente, se llevd a cabo la extraccion con fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) y cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).%

3. Se precipitdé con etanol frio y después de concentrarlo, fue resuspendido en

agua destilada y conservado a -20°C hasta su utilizacion.

B) PCR.

Se usaron los iniciadores 5'-GAC TGT AAG ATG GCA AGA CGA GCT C-3' (sentido) y 5'-
GGC TGA AGG ATC CCT CAT TC-3' (contrasentido) obtenidos de la secuencia de doble
cadena replicativa de la cepa de referencia Cux-1*’ aislada en Alemania. Estos

amplifican un fragmento de 675 pares de bases que codifica el gene para la proteina

VP1 (capside del virus).
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La reaccién se llevd a cabo en un termociclador (Termo Hybaid PCR Express) con 20 pl
de volumen de reaccion conteniendo: 3 ul de muestra de ADN, 1X de Buffer C 10X
(Biotecnologias Universitarias), dNTP’s mix 2 mM (10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP, pH
7.0, Biotecnologias Universitarias), iniciadores 2mM (BQ SS), Tag DNA polimerasa 5
U/ml. (Amplificasa, Biotecnologias Universitarias 500U) y agua destilada.

El programa de amplificacion fue:
94° C por 5 minutos desnaturalizacién inicial.
94° C 1 minuto desnaturalizacién.
64° C 1 minuto alineacién. 30 ciclos
72° C por 5minutos extension.

72° C por 10 minutos extension final.

Posteriormente, los productos fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
2% a 90 voltios durante 1 hora en una camara de electroforesis (Horizon 58 Life
Technologies, USA). El gel fue tefiido con bromuro de etidio (1 pg/ ml) y las bandas de
ADN fueron visualizadas en un transiluminador UV (UVP GIBCO-BRL, USA). Se utilizd
un marcador de peso molecular de 123pb (GIBCO-BRL, USA). El titulo se interpretd
considerando la Ultima dilucién donde se visualizo una banda de ADN.

V.- Prueba de patogenicidad.

Con el inéculo ajustado a una dosis de 10° DIPs, de cada aislamiento utilizado, fueron
inoculadas 10 aves LPE de 1 dia de edad por via IM por aislamiento, como testigo
negativo se dejaron 10 pollos sin inocular. Los pollos inoculados y sin inocular fueron
alojados en unidades de aislamiento separadas y se les suministré agua y alimento

comercial de iniciaciéon a libre acceso.

Los pollos se observaron durante 14 dias, se registré la presencia de signos y muertes.
Al terminar este periodo se pesaron las aves y fueron tomadas muestras de sangre
para realizar el hematocrito asi como para determinar anticuerpos mediante la prueba
ELISA. A la necropsia se evalud el tamafio de los timos con un vernier, y se observo el
aspecto (coloracion) de la médula 6sea. Después se tomaron muestras de estos

mismos organos los cuales se fijaron en formalina tamponada al 10%. Posteriormente



fue llevado a cabo el proceso de inclusion en parafina, se realizaron los cortes y fueron
tenidos con H y E para realizar el estudio histopatologico, durante el cual se evaluo el
tamano de la corteza y de la médula de los timos. Estos fueron medidos con el objetivo
10X (microscopio optico Olympus, Tokio, Japon) y una reticula ocular. La atrofia de la
médula dsea se evalud asignando un valor numérico a la lesiéon presente, normal = 0
cuando el 6rgano no se encuentra afectado, leve = 1 cuando el érgano presentaba
menos del 20% de aplasia y deplesion de las células eritrociticas y granulociticas
ademas de sustitucién por tejido adiposo en los espacios extravasculares, y presencia
de acumulos linfoides en el érgano, moderado = 2 cuando el érgano presentaba de 20

a 40%; y severo = 3 cuando se presentaban en mas del 50% del érgano.

VI.- Analisis estadistico de los resultados.

Los pesos, el hematocrito, la ELISA, el tamano de los timos y la relacion corteza
médula fueron comparados mediante analisis de varianza con significancia p<0.05y la
proporcion de la atrofia de médula 6sea mediante Kruskall-Wallis con significancia
p<0.05, utilizando el paquete de disefios experimentales, version 2.5 de la Facultad de

Agronomia, Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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RESULTADOS

1.-Titulacion en cultivo celular:
En el inéculo A se obtuvo un titulo de 10%7 DICCso, en el B de 10'° DICCs, y en el €
fue de 10* DICCs,. (Figura 1)

2.-Titulacion en pollos LPE de 1 dia de edad.
Se presentaron signos (palidez y anorexia) en las aves inoculadas con las diluciones
10,107 y 107 del grupo C, en el caso del grupo A y B se observé en menor grado

sélo en las diluciones 10! y 102 (Cuadro 1)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo
testigo y los grupos inoculados con las diferentes diluciones de los aislamientos en el
peso y hematocrito de las aves. Se encontré peso menor a 68 g en el grupo A en el
origen (52.5 g) y la primera dilucién (51.6g), y en el grupo C en la primera diluciéon
(58.3 g) (Cuadro 2). El grupo C presenté hematocrito menor a 37% en las 3 primeras
diluciones, mientras que en los otros 2 grupos inoculados solo se observé en la primera

dilucién siendo este no tan severo como el del grupo C. (Cuadro 3)

A la necropsia se observaron médulas 6seas amarillas en las 3 primeras diluciones del
grupo C, seguido por el grupo A que se observo en las tres primeras diluciones
mientras que en el grupo B soélo se presento en la primera diluciéon. (Cuadro 4) Con la
prueba ELISA (Cuadro 5) se encontré anticuerpos contra el VAIP en el inoculo A en el
origen y la primer dilucién, en el C desde el origen hasta la dilucién 10y en el grupo

B y testigos no se encontraron anticuerpos.

En el examen histolégico se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en atrofia de timo (relacion corteza-médula) entre las diferentes diluciones
de los grupos. En la dilucion 10" y 107 todos los grupos fueron diferentes al grupo
testigo, en la 107 los grupos A (5.4 mm) y C (3.5 mm) presentaron mayor atrofia que
el B (1.15 cm). En la dilucién 10™ el grupo A (8.5 mm) y C (3.7 mm) fueron diferentes
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al grupo testigo y en la 107 sélo el grupo € (7.8 mm) fue diferente al grupo testigo.

Los resultados se resumen en el cuadro 6.

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en la
atrofia de timo (relacion corteza-médula) entre los grupos inoculados, el grupo A
presentd una atrofia moderada comparada con el grupo C que presenté la atrofia mas

severa, el grupo B presento la atrofia mas leve de los 3 grupos inoculados. (Cuadro 7)

Basandose en los signos (Cuadro 1), los valores promedio del hematocrito (Cuadro 3),
las lesiones histologicas encontradas en el timo (Cuadro 6 y 7) y el aspecto de la

meédula 6sea a la necropsia (Cuadro 4), se obtuvo en el grupo A un titulo de 1077
DIP., en el B de 10%* DIP., y en el Cde 10> DIPs.

III.- Titulaciéon por medio de PCR.

En el indculo A se observaron bandas de ADN hasta la dilucién 10~ (Figura 2), en el
inéculo B hasta la dilucién 1072 (Figura 3) y en el in6culo € hasta la dilucién 107,
(Figura 4).

IV:- Prueba de Patogenicidad.

El indculo C presentd los signos mas evidentes de la enfermedad (anorexia y palidez)
en el 90% de las aves inoculadas e incluso causé muertes (Cuadro 7), en comparacion
con los otros 2 grupos inoculados. En la prueba ELISA, se encontraron anticuerpos
contra el VAIP en los grupos A y C, en el grupo B y en los testigos no se encontraron
anticuerpos. Por lo que respecta a la coloracion de la médula 6sea se encontré médula

osea pdlida en los 3 grupos inoculados. (Figura 5)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo
testigo y los grupos inoculados en el peso, donde el grupo C tuvo el menor peso de
todos (92 g comparado con los demas que fluctio entre 100 y 114 g.) En el
hematocrito hubo diferencias entre el grupo T y los tres grupos inoculados siendo el
grupo A quién presenta él mas bajo de todos (20.6%.) En el tamafo de timo los
grupos A y C presentaron el tamafo mas pequeno (1.2 y 1.1 mm en promedio
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respectivamente, Figura 6). En la atrofia de timo los grupos B y C presentaron la
atrofia mas severa (0.017 y 0.012 respectivamente) (Figura 7), y por lo que respecta a
la coloracion en la médula dsea el grupo C presentdé las médulas mas amarillas en
comparacion con los otros grupos (Figura 8), y microscépicamente el grupo B presento
la atrofia mas severa en relacion a los otros dos grupos inoculados cuya atrofia fue

moderada.(Cuadro 8, Figura 9)
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DISCUSION.

Este es el primer trabajo en México que compara la titulacion del VAIP por diferentes
métodos. Los resultados obtenidos en la titulacion en CC en el presente estudio
muestran que es un proceso lento debido a que el titulo se obtuvo hasta el pase
numero 14, en comparacion con la inoculacién en aves LPE y con la prueba de PCR, en

donde el titulo se obtuvo en un tiempo menor.

Por otra parte Coombes y col.*® asi como Calnek y col.?* sefialan que a pesar de que
las células MDCC-MSB1 son el substrato preferido para infecciones in vitro para
muchas cepas del VAIP, algunas cepas de este virus no infectan a estas células, y otras
lo hacen de forma escasa. Ademds Combes y col.”® y Todd y col.>® sefialan que el
nimero de pase en el que se encuentra la linea celular afecta el crecimiento del virus,
ya que se ha observado que cuando las células tienen un niumero de pase mayor, el
crecimiento de estas es menor e incluso comienzan a morir sin razén aparente. Por

estos motivos, este método no es muy conveniente para titular el VAIP.

En trabajos realizados anteriormente®®3%3” e| VAIP se adapta al CC antes de comenzar
la titulacion, mientras que en el presente estudio los aislamientos virales se utilizaron
sin un pase previo. Por otra parte algunos estudios'*'”?%* titulan el virus con el
método de Yuasa,*® que fundamenta la titulacion sélo en el cambio de color del medio;
el presente trabajo se basa ademds en la observacion del efecto citopatico. En este
estudio comenzé a verse cambio en el color del medio y efecto citopatico en el indculo
C desde el 6to pase, a diferencia de lo encontrado por McNulty y col.?®, Yuasa e Imai*®’
y Todd y col.*® que realizaron pases previos a los virus y vieron cambio en el color del

medio en la dilucion mas alta a partir del noveno.

Este trabajo es el primero que titula el VAIP en Aves LPE de 1 dia de edad. No se
encontré ningun trabajo previo en donde se titule con aves, este método es

conveniente debido a que los pollos son el huésped natural del virus, pero es costoso
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por que las aves tienen que ser libres de anticuerpos contra VAIP, ademas de contar

con instalaciones especiales para mantenerlos.

En el presente estudio se observé que a mayor diluciéon del virus, los signos y las
lesiones ocasionadas fueron menores, lo cual concuerda con lo encontrado por
Rosenberger™* pero difiere con lo encontrado por Yuasa®, esto probablemente se debe
a que Yuasa utilizo el sobrenadante del virus adaptado a cultivo celular y no diluciones
del indculo. Se observé que los diferentes aislamientos inoculados a la misma dilucion
causaron diferente grado de anemia, de atrofia de timo (relacion corteza-médula) y de

atrofia de médula dsea.

El aislamiento C resulto el mas virulento debido a que los signos y las lesiones se
presentaron adn en las diluciones mayores del virus, incluso este aislamiento causo
muertes a diferencia de los otros. Se encontré sélo en la primer dilucion, menor peso
en las aves inoculadas con los diferentes aislamientos del VAIP, lo cual concuerda con
Mcliroy® y Lamichhane®® quienes mencionan cierto grado de variaciéon en el peso de

las aves infectadas con el VAIP en relacion con las aves que no estan infectadas.

También se observo que no todos los virus desarrollaron una buena respuesta de
anticuerpos como fue el caso del aislamiento B, a pesar de que el virus estaba
presente por PCR y por las lesiones encontradas en las aves, este no fue un buen
inmundgeno para inducir anticuerpos que fueran detectados mediante la prueba ELISA,
aunque Michalski** sefiala que esta prueba no detecta anticuerpos entre las 2 y 3

semanas posteriores a la infeccion.

Al realizar la comparacion de la titulacion en CC con la de pollos LPE de 1 dia de edad,
se observa que es mas sensible en pollos debido a que las aves son el huésped natural
del virus, en cambio en la titulacion en CC el virus se tiene que adaptar a las células
para poder infectarlas. La prueba de PCR es especifica y mas rapida,*®!? cualquier
aislamiento del VAIP se puede titular aunque no se multiplique en CC y no se requieren

animales susceptibles, lo que lo hace mas confiable.



En el presente estudio comparando los 3 métodos de titulacion, los resultados
obtenidos sugieren que los titulos que se acercan mas entre si, fueron el obtenido con
la titulacion en pollos LPE y el método molecular. La importancia de encontrar un
método de titulacion rapido y sencillo para este virus radica en que actualmente se
realiza en CC, como este es un método lento ocasiona que las investigaciones de
campo o en la elaboracion de vacunas tarden mas tiempo, considerando que el tiempo
de produccion de las aves es muy rapido no resulta conveniente utilizar este método,
por otra parte si se encontrara alguna cepa apatégena o con muy baja patogenicidad

que no crezca en CC, no podria titularse por este método.

Este trabajo es el primero en México que evalla el grado de patogenicidad de algunos
aislamientos del VAIP, aunque previamente los aislamientos utilizados mostraron
diferencias de patogenicidad®’ no utilizaron dosis estandarizadas del virus, mientras
gue en este estudio al ser inoculadas con la misma dosis y bajo las mismas
condiciones, se encontraron diferencias en la patogenicidad de estos aislamientos lo
cual difiere con lo encontrado por McNulty y col.?® y Todd y col.?” Las diferencias de
patogenicidad encontradas por estos autores pudieran deberse a que utilizaron el
sobrenadante del virus adaptado a CC para inocular las aves y no un macerado.
Ademas estos trabajos sélo basaron el grado de patogenicidad en la capacidad del
virus de producir anemia y como se menciona en estudios posteriores, no todos los

virus tienen la capacidad de producir anemia, pero si atrofia de timo.>*?

Por otra parte, al utilizar virus adaptados a CC y al tener éstos caracteristicas de
linfocitos T maduros, es posible que los virus sean menos capaces de replicarse en
células precursoras eritroblastoides, por esto causan anemia en menor grado.®® En
otros estudios donde se evaltia la patogenicidad de algunas cepas, aunque no se
compararon con otras se menciona que la patogenicidad de la cepa es dosis
dependiente, ademas de depender de la susceptibilidad y del estado inmunoldgico del

ave asi como de la via de inoculacién del virus,#384142
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El criterio utilizado en este trabajo para evaluar el grado de patogenicidad no solo fue
la capacidad del virus de producir anemia, sino también mediciones macroscopicas y
microscopicas de timo para determinar la atrofia del mismo, asi como la evaluacion de
la atrofia de médula dsea macro y microscopicamente, a diferencia de otros trabajos

que asignaron un valor numérico a las lesiones microscépicas encontradas.>*'*?

Con los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad, se puede inferir que el
aislamiento C fue el mas patogeno debido a que produjo el mayor porcentaje de
signos, causé muertes y aunque no causo el menor hematocrito, si presento la atrofia

de timo mas severa de los 3 aislamientos.

El hecho de encontrar diferencias de patogenicidad entre los aislamientos explica las
diferencias de virulencia encontradas en estudios previos con estos mismos

aislamientos.
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CONCLUSIONES.

Aunque la titulacion en pollos es el mejor método debido a que todos los VAIP
ocasionan lesiones, es costoso porque se necesita que las aves utilizadas sean
libres de anticuerpos contra el VAIP, ademas de contar con instalaciones

especiales para mantenerlos.

La titulacion en cultivo celular para el VAIP es un buen método si a la vez de
evaluar el cambio en el color del medio se observa el efecto citopatico que
ocasiona el virus, funciona sdlo para aquellos virus que se replican en estos
cultivos ya que no todos los virus lo hacen en células MDCC-MSB1, por otra
parte es un proceso lento debido a que el virus se tiene que adaptar a las

células.

El PCR permite una titulacion mas rapida, especifica y sensible ya que detecta
el ADN del virus aun en concentraciones bajas. Este método es efectivo, mas
simple y facil de desarrollar si se cuenta con el equipo necesario para hacer
PCR.

Es importante titular un VAIP cuando se inocula en aves susceptibles para
repetir el cuadro de la enfermedad, ya que la cantidad de virus a inocular

influye en la presencia de signos y lesiones que presenten los animales.

Los resultados del presente estudio confirman que los 3 aislamientos del VAIP
utilizados difieren en patogenicidad, lo cual confirma la hipdtesis de que se
debian a la dosis utilizada y a las caracteristicas propias del virus. Se
requieren mas estudios para conocer si las diferencias de patogenicidad
encontradas en estos virus se deben a diferencias en la estructura de la

capside como sucede con otros virus aviares.
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Cuadro 1.

Signos observados en pollos LPE, inoculados con diferentes diluciones de tres

aislamientos del VAIP.

Palidez % Anorexia % Mortalidad %
Diluciones L B C T A B 3 T A B C T
Origen 50 50 23 0 50 | 50 00| O -- 0
10 40 20 | 100 20 | 20 | 100 |- 0 0 | 40
16+ 40 100 100 0 0 | 20
107 40 60 0| 0| O
10 0 0 0] O
10~ - -- 0 - 2 0| O
-- No se trabajo.
Cuadro 2.

Peso promedio (g) de pollos LPE, inoculados con diferentes diluciones de 3

aislamientos del VAIP.

|
|
|

Dilucion

- 'Ol"igen

10
102
107
10
10°°

52.5¢
51.69
70°

63.3°
63.3°

T

62.5°¢
65"
58.75
65"

c

c T |
- 88
58.3°¢
68.7°
64°
78°
78°

Literales diferentes indican diferencia estadisticamenf:?emgiéﬁi_f'ich_t'i'ﬁé_lii_:(<0.05%) entre

los grupos.

-- No se trabajo



Cuadro 3.
Hematocrito promedio (%) de pollos LPE, inoculados con diferentes diluciones

de 3 aislamientos del VAIP.

Dilucién A B C T
Origen 29.6°¢ 38.5° -- 40.0°
162 30.3¢ 35.0° 22.04
1077 37.0° 40.0° 26.7¢
107 3720 40.3° 30.8°¢
10 37.0° 39.5° 37.0°
10 41.0° 43.7° 42.6°

* Valor normal del hematocrito 35-55%

Literales diferentes indican diferencia estadisticamente significativa P(<0.05%) entre

los grupos.

-- No se trabajo.

Cuadro 4.
Coloracion de la médula dsea de pollos LPE, inoculados con diferentes

diluciones de 3 aislamientos del VAIP,

=i SIN CAMBIO% PALIDA% AMARILLA%

Dilucion A B C€C T A B C T A B C T
Origen 0 40 -- 100 20 20 - 0 80 40 - 0

10? 0 20 0 20 20 0 80 60 100

102 20 40 0 20 40 20 60 20 80

103 20 80 20 20 0 20 60 20 60

10 80 100 60 20 0 40 0 0 0

10°° -- -- 80 s - 20 - - 0

-- No se trabajo.



Cuadro 5.
Promedio de anticuerpos detectados por medio de la prueba ELISA, en pollos

LPE inoculados con diferentes diluciones de 3 aislamientos del VAIP.

Diluciéon A B (o &
Origen | 1949 0 4697 0
10" 1747 0 13152
107 0 0 2332
10° 0 0 1575
10 0 0 0
10° 0 0 0
Cuadro 6.

Atrofia de Timo (relacion corteza-médula) por dilucién, de pollos LPE

inoculados con diferentes diluciones de 3 aislamientos del VAIP.

Diluciéon A B C T
Origen 0.15:1¢ 0.49:1° -- 1.79:1°
10 0.21:1¢ 0.65:1® 0.05:14 1.79:1°
1077 0.48:1¢ 0.97:1°* 0.11:14 1.79:1°
1073 0.54:1° 1.15:1® 0.35:1° 1.79:1°
167 0851 1431 0371 1791
107 1.48:1* 1.57:1* 0.728:1* 1.79:1°

Literales diferentes dentro de la misma fila indican diferencia estadisticamente
significativa P (<0.05%) entre los grupos.

-- No se trabajo.



Cuadro 7.
Atrofia de Timo (relacidon corteza-meédula) por aislamiento, de pollos LPE

inoculados con diferentes diluciones de 3 aislamientos del VAIP.

Aislamiento A B C T
Promedio* (.61:1¢ 1.04:1® 0.33:1¢ 1.79:1°

Literales diferentes indican diferencia estadisticamente significativa P (<0.05%) entre
los grupos.

*Promedio de las lesiones presentadas con las diferentes diluciones.

Cuadro 8.
Descripcion de los resultados obtenidos en la prueba de patogenicidad en

pollos LPE inoculados con 3 aislamientos del VAIP con una dosis de 10°(DIPs)

: il : Wil e et A B C
Signos (palidez y anorexia.%) 0 30 20 90
Mortalidad (%) 0 0 0 10
Peso (g) 110° 100° 1142 92"
Hematocrito (%) 30,29 20.6° 21,20 23°
ELISA (promedio de anticuerpos) 0o° 21422 0° 2257
Tamafio de timo (mm) 52 ; % o 2.0° 1.1¢

Atrofia de Timo (relacion corteza- | 1.8:1? 0.13:1° 0.017:1°¢ 0.012:1°¢

médula)

Coloracion de la médula 6sea. Normal Palida Palida Palida
(60%) (50%) (100%)
Médula 6sea (Atrofia) Normal®* Moderada® Severa® Moderada®

Literales diferentes dentro de la misma fila indican diferencia estadisticamente significativa P

(<0.05%) entre los grupos.



Cuadro 9.
Comparacion de los diferentes métodos de titulacion utilizados para titular 3

aislamientos mexicanos del VAIP.

Método de Titulaciéon A B C
Cultivo Celular 10%7 10'° 19+
Pollos LPE 10> 167 103
PCR 10° 10° 10°
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Figura 2: Gel de agarosa al 2% mostrando un fragmento de ADN de
diferentes diluciones del aislamiento A (01-374) del VAIP, correspondiente al
gen que codifica para la capside. Carril 1:MPB Marcador de 123 pares de
bases, carril 2:0 sin diluir, carril 3:1 dilucién 107, carril 4:2 dilucién 107, carril
5:3 dilucion 1072, carril 6:4 diluciéon 10, carril 7:5 dilucién 107, carril 8:(-)
testigo negativo, carril 9:(+) testigo positivo, carril 10: MPB.

31



675pb

Figura 3: Gel de agarosa al 2% mostrando un fragmento de DNA de
diferentes diluciones del aislamiento B (01-353) del VAIP, correspondiente al
gen que codifica para la capside. Carril 1:MPB Marcador de 123 pares de
bases, carril 2:0 sin diluir, carril 3:1 dilucién 10, carril 4:2 dilucién 107, carril
5:3 dilucién 1073, carril 6:4 dilucién 10, carril 7:5 dilucién 107, carril 8:(-)
testigo negativo, carril 9:(+) testigo positivo, carril 10: MPB.



675 pb

Figura 4: Gel de agarosa al 2% mostrando un fragmento de DNA de
diferentes diluciones del aislamiento € (01-366) del VAIP, correspondiente al
gen que codifica para la capside. Carril 1:MPB Marcador de 123 pares de
bases, carril 2:0 sin diluir, carril 3:1 dilucién 107!, carril 4:2 dilucién 107%, carril
5:3 dilucién 107, carril 6:4 dilucion 10, carril 7:5 dilucién 107, carril 8:(-)
testigo negativo, carril 9:(+) testigo positivo, carril 10: MPB.
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Figura 5: Timos de aves LPE de 14 dias de edad inoculadas con una dosis de
10? DIPs, de 3 aislamientos mexicanos del VAIP. 01-374(A), 01-353(B), 01-
366(C), Control (T).
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Figura 6: A) Timo normal de ave testigo. 40X HyE B)Timo con atrofia
severa de corteza de un ave inoculada con el aislamiento C. 40X HyYE corteza
del timo (1), médula del timo (2).
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Figura 7: Médulas 6seas de aves LPE de 14 dias de edad inoculadas con una
dosis de 10? DIP de 3 aislamientos mexicanos del VAIP. 01-374(A), 01-353(B),
01-366(C), Control (T).
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Figura 8: A) Médula 6sea normal de ave testigo 100X HyE B) médula osea
con atrofia severa de un ave inoculada con el aislamiento A 100X HyE zona de
eritropoyesis (1), zona de granulopoyesis (2), seno vascular (3), sustitucion

por tejido adiposo (4).
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Dentro de veinte afos te sentiras
mas frustrado por las cosas que no
has hecho que por las que has
hecho. Por lo tanto suelta las
amarras y aléjate del puerto
seguro. Captura los vientos

mas favorables en tus velas.

Explora. Sueia. Descubre...
Mark Twain

No necesitas ser grande para
empezar, pero necesitas empezar
para ser grande.

Las personas suelen convertirse
en lo que creen ser. Si yo creo que
no puedo hacer algo, me
convierto en incapaz de hacerlo.
Pero cuando creo que puedo,
adquiero la capacidad de hacerlo

aun si antes no la tenia...
Mahatma Gandhi
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