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LISTA DE ABREVIATURAS

LM — LEUCOSIS MIELOIDE

VLA — VIRUS DE LEUCOSIS AVIAR

VLA-J — VIRUS DE LEUCOSIS AVIAR SUBGRUPO-J

SPF — EMBRIONES LIBRES DE PATOGENOS ESPECIFICOS

C/O - FIBROBLASTOS DE EMBRION DE POLLO QUE PERMITEN
CRECIMIENTO DE VIRUS ENDOGENOS Y EXOGENOS

C/E - FIBROBLASTOS DE EMBRION DE POLLO QUE SOLO PERMITEN
CRECIMIENTO DE VIRUS EXOGENOS

ELISA — PRUEBA DE INMUNOADSORCION LIGADA A ENZIMAS
ACELISA — PRUEBA DE INMUNOADSORCION LIGADA A ENZIMAS DE
CAPTURA DE ANTIGENO

SSF — SUERO SALINO FISIOLOGICO

FEP — FIBROBLASTOS DE EMBRION DE POLLO

PCR — PRUEBA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
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RESUMEN

ZAVALA VARGAS GUILLERMO. Evaluacion y aplicacién comparativa de pruebas
diagnésticas para la deteccion del virus de leucosis aviar subgrupo J en
reproductores pesados (bajo la direccion de: DVMC Tamas Laszlo Fehervari Bone
y MVZ, MAM, MSc, PhD, Dipl. ACPV Guillermo Zavala Hidalgo)

Debido a que la sensibilidad y especificidad de varias pruebas diagnésticas para
el VLA-J, son pobremente comprendidas, se obtuvieron muestras de: sangre
(plasma y suero), mucosa de cloaca y vagina, semen, huevos fértiles y albumina
fluida a partir de noventa y dos aves de una parvada comercial de reproductores
pesados de 34 semanas de edad pertenecientes a las estirpes: Avian 89 (linea
macho) y Hubbard Hi-Y (linea hembra) que fueron diagnosticadas previamente
como positivas al VLA-J mediante PCR, las muestras de mucosa cloacal y vaginal
fueron almacenadas a dos diferentes temperaturas (4°C y -20°C) para
posteriormente procesar dichas muestras mediante dos marcas de estuches
comerciales de ACELISA y comparar la sensibilidad y especificidad de ambos
estuches asi como establecer mediante prueba de Ji cuadrada y analisis de
varianza, a través de comparacién de medias de titulos positivos, si existen
diferencias estadisticamente significativas entre las dos temperaturas de
conservacion. También se utilizaron células de FEP fenotipo C/E y C/O para
aislar el virus. Los resultados permiten concluir que es mejor procesar muestras
de suero, obtener muestras de hisopos cloacales y conservarlas a temperatura de
congelacion (-20°C), emplear células de FEP fenotipo C/E y utilizar estuches
comerciales de ACELISA “B”. Con base en los resultados obtenidos, se sugiere
que las aves que arrojan resultados positivos en la prueba de ELISA a partir de
células C/E, es decir, virus exdgenos o infecciosos y econdmicamente

importantes, podrian ser eliminadas.
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INTRODUCCION
La Leucosis Mieloide (LM) es una condicién infecciosa y neoplasica reconocida
primordialmente en pollos de engorda y reproductores pesados; las aves
productoras de huevo para plato también son susceptibles a la infeccién
(1,12,21,22,27). Esta enfermedad es ocasionada por un retrovirus, que parece
ser producto de una recombinacion de material genético de virus de leucosis
aviar (VLA) exdgeno con secuencias genéticas de VLA endoégeno (subgrupo E)
(1,2,18,19,22). Este virus fue aislado en el Reino Unido por el Dr. L.N. Payne y
colaboradores a fines de los afos '80 y ha sido clasificado como el virus de
leucosis aviar subgrupo J (VLA-J) (1,2,3,17,20). El VLA-J puede infectar cultivos
celulares de otras especies de aves pero no asi células de mamifero (1,17). La
infeccién clinica puede resultar en baja fertilidad (debido a mermas en la viabilidad
de los machos) y en un numero reducido de pollitos nacidos por gallina
encasetada (debido a la alta mortalidad de las reproductoras, alcanzando un 6-8%
de mortalidad mensual o mayor cuando se encuentra en su pico) (26). Varios
tipos de tumores pueden encontrarse en un 60-70% de la mortalidad en parvadas
de aves adultas severamente afectadas; los mielocitomas son los tumores mas
comunes (1,17,25,29). Se han determinado algunos de los efectos del VLA-J
sobre el pollo de engorda (1,22). Observaciones clinicas sugieren que los pollos
de engorda provenientes de parvadas de reproductores con altas proporciones de
eliminacién del virus presentan problemas de uniformidad, palidez, mortalidad
tardia (>5 semanas de edad) y tumores ocasionales. Pero muchas parvadas de
pollos de engorda provenientes de aves infectadas pueden no presentar
problemas. Las leucemias mielocitica y eritrocitica son las mas comunmente
halladas en aves adultas afectadas. Todo lo anterior ocasiona una pobre
actividad econdmica en pollos de engorda y reproductores, pero se requiere de
futuras investigaciones para realizar una clara evaluacion del efecto de este virus
sobre los parametros productivos en reproductores y pollos de engorda (1,2,22).
Dentro de la estructura vertical de la avicultura, a nivel de pedigries, los
programas de erradicacion pueden obligar a reducir la presiéon de seleccion

genética en los reproductores primarios de tal forma que se pueden eliminar las
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aves infectadas dentro de la poblacion de pedigries. La mayoria de los tumores
asociados con la infeccién por VLA-J son mieloblastomas o mielocitomas; éstos
se presentan generalmente a partir de las 17 semanas de edad, pero se han
reproducido en aves de menos de 8 semanas (30). Las variaciones en la
signologia clinica dependeran, al menos, de: edad en que ocurrid la infeccion,
composicién genética de la estirpe, presencia de agentes inmunosupresores,
multiples factores predisponentes o que compliquen el ambiente y factores de
manejo. La presentacion de tumores y eliminacién viral parecen ser mayores
durante las primeras semanas de produccién de huevo pero pueden permanecer
durante toda la vida de la parvada. Casos de LM aguda con alta mortalidad
podrian ser el resultado de la infeccion por cepas altamente transformantes del
VLA-J que pueden activar e incorporar (transducir) oncogenes celulares a su
propio genoma (23). Tomando en cuenta que el VLA-J es transmitido tanto
vertical (infeccidon congénita del embrién) como horizontalmente (a través de
contacto directo con aves infectadas o fomites), la transmisién horizontal es un
gran desafio para los reproductores primarios, debido a que ocurre rapidamente
durante las primeras semanas de vida, antes que los animales infectados puedan
ser identificados mediante pruebas de diagndstico convencionales (1,2,13). La LM
ha sido diagnosticada en el campo en varios paises mediante la identificacion de
lesiones macroscopicas, aunque el diagnéstico definitivo requiere del aislamiento
y caracterizacion del virus.

El! VLA-J se comporta como virus exégeno, de ahi que las medidas de control
utilizadas para otros virus exdgenos, puedan ser utilizadas para controlarto. Sin
embargo, la habilidad que posee para dispersarse horizontalmente es mucho mas
eficiente que cualquier otro subgrupo del VLA. Ademas, aparentemente existe
diversidad antigénica y molecular entre las cepas de campo del VLA-J aisladas en
Europa y Norte América, lo cual podria provocar que no siempre funcionen las
pruebas diagndsticas mas recientes (1,2,24,28).

El VLA-J llegd a diseminarse en gran proporcion en parvadas de pollo de engorda.
La mayor parte de los problemas para la avicultura en los proximos anos se

enlista a continuacién:
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a) El VLA-J se muestra genéticamente inestable, lo cual significa que

probablemente algunas de las pruebas diagnédsticas (actuales o desarrolladas en
el futuro) no tendran una aplicaciéon universal y que existe la posibilidad de que
aparezcan nuevas cepas dentro del subgrupo J, o incluso nuevos subgrupos de
VLA como resultado de recombinacion genética. Mas aun, es posible que exista
potencial para  desarrollar vacunas recombinantes y/o de virus
inactivado(1,13,18,22);

b) pocos laboratorios tienen la capacidad o incluso el interés requerido para
realizar investigaciones sobre el VLA-J. Tomando como base que el VLA-J es un
problema relativamente reciente para la industria, el numero de cientificos
requeridos para generar informacion es muy pequeno. Aunque se ha realizado
cierta investigacion por parte de los reproductores primarios la cual ha resultado
productiva, su alto costo y dificultad técnica deben complementarse con el
esfuerzo combinado de laboratorios independientes. Resulta dificil que los
reproductores primarios puedan resolver problemas similares por si solos en un
corto periodo de tiempo cuando no existen el conocimiento suficiente,
herramientas ni recursos econémicos;

c) los fibroblastos primarios de embrién de pollo que solamente permiten el
crecimiento de virus exégenos (células con fenotipo C/E) resultan esenciales para
realizar un buen trabajo con VLA-J. Desafortunadamente éstas células no son
producidas de manera comercial y existe la necesidad de incrementar el nimero
de parvadas existentes y hacer sus huevos comercialmente disponibles para
apoyar las necesidades de la industria. La industria productora de embriones
libres de patogenos especificos (SPF) podria contribuir con la produccion de
huevos SPF de éste fenotipo. Una alternativa es la utilizacién de la linea celular
fibroblastoide DF-1 (ATCC), que también posee el fenotipo C/E;

d) no existen herramientas diagndsticas especificas para VLA-J que hayan sido
desarrolladas comercialmente, a excepcion de pruebas de inmunoadsorcion ligada
a enzimas para la deteccién de anticuerpos contra VLA-J (14,15,16,31). Algunos
ejemplos de sistemas deseables para una erradicacion efectiva son: 1) una

prueba de anticuerpos especificos para VLA-J; 2} una prueba de captura de
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antigeno (ACELISA) especifica; 3) pruebas diagnésticas rapidas que permitirian

una pronta eliminacion de las aves infectadas antes de que el virus se disemine
de forma horizontal o vertical; 4) pruebas diagndsticas funcionales para la posible
diversidad antigénica existente entre aislamientos de campo; y 5) herramientas
para diferenciar virus enddégenos y exégenos;

e) existe la necesidad de comprender clara y objetivamente las herramientas
diagndsticas disponibles comercialmente para poder aplicarlas al 100%;

f) la investigacion realizada sobre los aspectos epidemiolégicos de la infeccion por
VLA-J es muy limitada. Las posibles interacciones del VLA-J con otros virus
vacunales o de campo deben ser investigadas, o al menos evaluadas con
respecto a su impacto clinico y econémico (22);

g) el conocimiento basico de la biologia del VLA-J y su relacién con las practicas
de manejo en la avicultura, podrian ser de mucho valor para un control efectivo en

campo (1).



;
JUSTIFICACION
La sensibilidad y especificidad, asi como también la aplicacién practica de varias
pruebas diagndsticas actuales, son pobremente comprendidas. Los datos
actuales provienen de empresas de reproductores primarios a través de sus
propias experiencias, pero la mayor parte de la informacion es considerada propia.
Varias investigaciones han sido publicadas con referencia hacia el diagnéstico de
VLA y comparaciones diagnosticas; sin embargo, la mayoria de las
investigaciones publicadas involucran al VLA enddgeno y exdgeno, con excepcion
del VLA-J. Se carece de un consenso general de la aplicacion, sensibilidad,
especificidad y valoracién objetiva de las pruebas de diagndstico actuales para ser
utilizado por las empresas de reproductores primarios, productores de pollo de
engorda, laboratorios de diagndstico e instituciones de investigacion dentro del

contexto de la infeccién por VLA-J.
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HIPOTESIS

No existen diferencias estadisticamente significativas para sensibil
especificidad entre 2 estuches comerciales de inmunoadsorcién ligada a en:

(ACELISA) para: suero y plasma e hisopos cloacales y vaginales.



9
OBJETIVOS

1.- Comparar suero con plasma como muestras para la deteccion de VLA a través
de la captura de antigeno especifico de grupo por medio de ELISA (ACELISA).

2.- Comparar hisopos cloacales con hisopos vaginales como muestras para la
deteccion de VLA a través de la captura de antigeno especifico de grupo por
medio de ELISA (ACELISA).

3.- Comparar dos temperaturas de conservacion (-20°C vs 4°C) para los hisopos
cloacales y vaginales antes de su procesamiento mediante ACELISA.

4.- Comparar dos fuentes genéticas de fibroblastos de embrion de pollo (C/E vs
C/0O) como sustratos para el aislamiento y propagacion del virus de leucosis aviar
(VLA) a partir de muestras clinicas.

5.- Comparar la sensibilidad y especificidad de dos estuches comerciales de
ACELISA (A vs B) utilizados por la industria y laboratorios de diagnéstico para la
deteccion de VLA.

Esta informacién podria aclarar el valor relativo y aplicaciéon potencial de varias
pruebas diagnésticas utilizadas actuaimente con aplicacion especifica en
reproductores primarios, reproductores pesados y pollos de engorda. Los datos
deberian también proporcionar una contribucién significativa para la comprension

de la epidemiologia de la infeccion por VLA-J en pollos de engorda.

Palabras clave: VLA, VLA-J, leucosis aviar, diagnésticos, ELISA, ACELISA,

hisopos cloacales, hisopos vaginales, semen, plasma, suero, C/E, C/O.
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MATERIAL Y METODOS

Material.

Aves.

Noventa y dos aves (62 hembras y 30 machos) de una parvada comercial de
reproductores pesadas de 34 semanas de edad pertenecientes a las estirpes:
Avian 89 (linea macho) y Hubbard Hi-Y (linea hembra) alojadas en casetas de

ambiente natural con piso de rejillas y nidos, comederos y bebederos automaticos.

Otros materiales:

- 100 Hisopos estériles

- 100 tubos estériles con capacidad de 7ml

- 100 jeringas con capacidad de 10 ml

- 10 kits de ELISA para Leucosis de marca comercial A
- 10 kits de ELISA para Leucosis de marca comercial B
- 100 embriones de huevos C/O

-100 embriones de huevos C/E

- 100 cajas de Petri estériles de 35 mm de diametro
- 100 cajas de Petri estériles de 60 mm de diametro
- Suero Salino Fisiolégico (SSF)

- Sulfato de Gentamicina

- Hieleras convencionales

- Congeladores (-20°C)

- Solucién de cuaternarios de amonio (Bioguard®)

- Tubos de micro centrifuga con capacidad de 1.8cc
- Cemento liquido

- Solucién F-10 (10X) Gibco

- Solucion M199 (10X) Gibco

-TPB

- Anfotericina B

- Solucién amortiguadora hepes 1M



- Agua bidestilada y estéril

- bicarbonato de sodio

- desinfectante formulado con cuaternarios de amonio
- Pinzas y tijeras estériles

- solucidn de tripsina al 0.25%

- incubadora (37°C)

- suero fetal bovino

- 120 filtros de 0.22 micras para cultivo de tejidos

- Solucion Tween 80 al 5%

Historia clinica.

La parvada presentaba signos clinicos y lesiones (tumores en traquea y/o cloaca)
asociadas a leucosis mieloide. EI| diagnostico fue confirmado, previo a la fase
experimental, mediante observacion de lesiones microscopicas y aislamiento viral
ademads de que se demostrd la presencia del virus de leucosis aviar, subgrupo J,

mediante una prueba de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Muestras.

Hisopos cloacales, hisopos vaginales, semen, sangre (plasma y suero), huevos

fértiles, albumina fluida.

Métodos.

Hisopos cloacales. Los hisopos se introdujeron en la cloaca aproximadamente 3
cm en direccion ventro lateral derecha girando el mismo durante 3 a 5 segundos
para obtener la muestra. Se colocé el hisopo en tubos estériles con capacidad de
7 ml conteniendo 1 mi de SSF (pH 7.2) y sulfato de gentamicina. Posteriormente

se almacenaron en refrigeracion a 4-7°C hasta su procesamiento.



12
Hisopos vaginales. Se utilizaron hisopos estériles para recolectar las muestras

introduciendo éstos en la vagina aproximadamente 3 cm y girando el hisopo para
obtener la mayor cantidad de secrecién mucosa posible. Cada uno de ellos se
colocd en un tubo estéril con capacidad de 7 ml conteniendo 1 ml de SSF (pH 7.2)
mas sulfato de gentamicina. Posteriormente se almacenaron en refrigeracion a 4-

7°C hasta su procesamiento.

Sangre. Se introdujo la aguja en ta vena radial en direccion distal para obtener 3

ml.

Semen. Las muestras se obtuvieron por medio de electroestimulacion de los

machos.

Procesamiento de las muestras (hisopos cloacales, hisopos vaginales, plasma,
suero y semen). Se ftrabajé en campanas de bioseguridad de nivel 2 a
temperatura ambiente (21-26°C). Las muestras se dividieron para ser
almacenadas a dos diferentes temperaturas (-20°C y 4°C) para su posterior
analisis mediante una prueba de inmunocadsorcién ligada a enzimas (ELISA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para ello, 200 pl fueron transferidos
de la solucion final de cada una de las muestras a placas de 96 celdas las cuales

fueron sometidas a congelacion (-20°C) o refrigeracion (4°C).

Huevos fértiles (albumina fluida). Se utilizaron una jeringa y una aguja estériles
con capacidad de 1 ml para cada uno de los 120 huevos recolectados. Se
iluminaron los 120 huevos para localizar el borde de la camara de aire y asi poder
marcar el sitio de obtencién de la muestra. Las muestras se obtuvieron a
temperatura ambiente (21-26°C) en campanas de flujo laminar. Se desinfectaron
los huevos con una solucion de cuaternarios de amonio (Bioguard®) y se dejé
secar la solucion. Una vez perforados se obtuvieron 0.3 ml de albdmina fluida por

huevo.
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Las muestras se colocaron en tubos de micro centrifuga con capacidad de 1.8¢cc y

se diluyeron a una concentracién de 1:1 con SSF (0.3cc albimina : 0.3cc SSF)
(pH 7.2) y sulfato de gentamicina. Finalmente se sellaron los huevos con cemento

liquido.

Preparacion de medio de cultivo F-10 + M199 (500 ml).

(Segun Manual de Laboratorio del Dr. Villegas)

F-10 (10X) Gibco 20 ml
M199 (10X) Gibco 20 mi
TPB 10 ml
Sulfato de gentamicina (50 mg/ml) 0.5ml
Anfotericina B 5ml
Solucién amortiguadora hepes 1M 6 mi
Agua bidestilada y estéril aforar hasta 500 ml

Ajustar el pH a 7.2 con bicarbonato de sodio

Preparacién de fibroblastos de embrién de pollo (células primarias) para cultivo de
tejidos.

Se utilizaron embriones de 9-11 dias de edad.

se trabajé en campanas de bioseguridad de nivel 2.

se rociaron los huevos con un desinfectante formulado con cuaternarios de
amonio.

se abrio el cascardn y se retiraron los embriones.

se colocaron los embriones en una caja de Petri estéril.

se cortaron las cabezas y los miembros.

se retiraron las visceras.

se pasaron los embriones a través de una jeringa estéril con capacidad de 10cc y
los restos se virtieron en un vaso de precipitados estéril con capacidad de 80ml.
con tijeras estériles se picaron los restos.

se adicion6 SSF para lavar los restos.

se cambio la SSF 4 veces para eliminar la mayor cantidad de eritrocitos posible.



14

se vertié el contenido hacia un matraz estéril con barra magnética de tripsinizacion
y conteniendo una solucion de tripsina al 0.25%. El matraz se coloco en la
incubadora (37°C) a velocidad baja por 6 min.

se vertié el contenido en un tubo de centrifuga con suero fetal bovino frio.

se centrifugd por 10 min a 1500 rpm a 4°C.

se resuspendié el paquete celular en 3-5ml de medio F10-M189 a una
concentracion de 175,000 células por ml.

se coloco la solucion obtenida en cajas de Petri (2 ml en caja de 35mm de

didmetro o0 5 ml en caja de 60 mm de diametro).

Procesamiento de los higados tumorales en cultivo de tejidos:

se maceraron los érganos en SSF.

se colocaron en medio F10 + M199.

se filtraron (filtros de 0.22 micras para cultivo de tejidos).

se colocd el filtrado en un matraz con barra magnética de tripsinizacion.

se mezcl6 con la tripsina (0.25%) por 14 minutos en una incubadora a 37°C .

se vertio en un tubo de centrifuga graduado y se le adicionaron 5mi de suero fetal
bovino y se colocé en un recipiente con hielo para detener el efecto de la tripsina.
se centrifugaron a 1500 rpm a una temperatura de 4°C por 10 min.

el sobrenadante se inoculé en fibroblastos de embriéon de pollo (FEP) linea
genética “0”, fenotipo (C/E).

se incubd por 36 hrs. y se cambié el medio de cultivo.

se incubd a 37.5°C con 5% de CO, 7-11 dias.

se adicioné Tween 80 al 5% y se congelé (-20°C) y descongeld a temperatura
ambiente (21°C) 3 veces.

se colectd el sobrenadante para correr la prueba de ELISA (p27), los valores > 0.2

en la relacion "sample/positive” se tomaron como positivos.

Para el andlisis estadistico se empleara la prueba de Ji cuadrada y la

comparacion de medias de positivos.



RESULTADOS.

Para poder comprender las tablas de resultados que seran citadas dentro del
texto, a continuacién se presenta un grafico a manera de guia (figura 1). Es
importante mencionar que los resultados considerados como positivos son
aquellos que arrojaron un valor igual o mayor a (0.200). Con respecto a los
huevos recolectados, cabe aclarar que esa columna dentro de las tablas 1y 2 es
la unica que no corresponde con el resto de las columnas en ambas tablas, esto
se debe a que los huevos no corresponden especificamente a cada una de las
aves sino que se tomaron estas muestras Unicamente para detectar si las
hembras estaban eliminando virus lo cual indicaria la presencia de virus
exogenos.

Esta columna apiica inicamants para cada
uno de los 120 huevos mussireados

§ o H g§ 2 3 H E] =
ff ol 11l
;===§§§§§§i§§§§gggg”§
| g 5 33 fit
53253333fgseggésésﬂéagh
/ 0019 (ISSIOSSY | 1028 JOSOI OSETIIN0SS . - v J0SIT02580 08T 0103 10/ 8 900

Namero de ave \ l

Resuitado obtenido mediante ELISA

Numero iotal de pruebas realezadss

Presencia o ausencia de leucema
Apiica sélo para machos (aves 61 a 76)

Figura 1. Grafico para interpretar las tablas de resultados de ELISA

Al final de cada una de las dos tablas, en las Ultimas tres filas, se encuentran ios
datos que se expresan a continuacion:

Estuche comercial “A” (ver tabla 1).

Treinta y dos muestras de albimina resultaron positivas, 28 aves fueron positivas
en plasma, 30 positivas en suero, 4 muestras de semen tomadas a partir de los
machos dieron positivo, 27 muestras de hisopos cloacales conservadas a 4°C
fueron positivas, 42 muestras de hisopos cloacales conservadas a -20°C
resultaron positivas, 18 muestras de hisopos vaginales conservadas a 4°C fueron
positivas, 18 muestras de hisopos vaginales conservadas a -20°C fueron
positivas, 12 muestras del cultivo de tejidos a partir de células C/E fueron positivas

y 17 muestras del cultivo de tejidos a partir de células C/O fueron positivas. Se
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realizé un segundo cultivo de tejidos, a partir de las células C/E se obtuvieron 13

resultados positivos y 10 resultados positivos a partir de las células C/O.

Estuche comercial “B” (ver tabla 2).

Veintinueve muestras de albumina resultaron positivas, 26 aves fueron positivas
en plasma, 44 positivas en suero, 3 muestras de semen tomadas a partir de los
machos dieron positivo, 20 muestras de hisopos cloacales conservadas a 4°C
fueron positivas y 19 muestras de hisopos vaginales conservadas a 4°C fueron

positivas.

Ejemplos de resultados positivos y negativos.

Si observamos los resultados del ave # 5 (tablas 1y 2), es éste un caso de un ave
que no presentaba tumores ni en cloaca ni en trdquea y que en todas las
muestras procesadas no arrojo resultados positivos, es esta un ave negativa.
Observando los resultados del ave # 10 (tablas 1 y 2), en éste caso el ave
presentaba tumores tanto en trdquea como en cloaca y todas sus muestras
procesadas resultaron positivas, no existe duda, es un ave positiva. Los
resultados que representan mayor peso en términos econémicos para la industria
avicola son los concernientes al cultivo de tejidos en células C/E. Debido a que
dichas células sélo permiten el crecimiento de virus exdgenos, esta columna nos
permite detectar aves positivas a virus infeccioso. Volviendo al ejemplo del ave #
10 (tabla 1), el ave resulté positiva en el cultivo de tejidos células C/O y en cultivo
de tejidos células C/E, tenemos aqui un caso de un ave positiva a virus exégeno.
En el caso del ave # 18 (tabla 1), se tiene un resultado positivo a partir de cultivo
de tejidos células C/O pero negativo en células C/E, es ésta un ave con virus

endégeno o no infeccioso.

Se ha mencionado previamente por parte de otros investigadores como Payne et
al, Fadly et aly Zavala et al, la diferenciacién de los virus de leucosis (tabla 3), los
cuales son conocidos como endégenos y exégenos. Los virus exdgenos son

capaces de infectar a las aves por via horizontal y por via congénita (albumina de
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huevo) y los virus endégenos carecen de importancia clinica y por ende

economica. Una vez que el virus exdgeno penetra una célula, inserta su material
genético y la célula infectada puede seguir cualquiera de dos caminos: producir
copias del virus o transformarse en célula tumoral. Considerando lo anterior,
podemos sugerir que todas las aves que arrojan resultados positivos en la prueba
de ELISA a partir de células C/E, es decir, virus exdégenos o infecciosos y

econémicamente importantes, podrian ser eliminadas.

Tabla 3.

SUBGRUPO Huésped TIPO DE VIRUS
A Gallina Exégeno
B Gallina Exo6geno
C Gallina Exo6geno
D Gallina Exogeno
E Gallina Enddgeno
F Faisan Enddgeno
G Faisan Enddgeno
H Perdiz Endoégeno
] Codorniz Endégeno
J Gallina Exégeno




AVE #

£

L= - I B -

13

18

20
21
2
2
24
25
26
27
28

L7

ALBUMINA S/P
SUERO SIP

PLASMA S/P

0.019 0,385 0,531

0.645 0.017 0.100
0.000 0.559 1.001
0.855 0.000 0.027

0.000 0.000 0.009
0.013 0.187 0.215
0.000 0.014 0.076
0.000 0.000 0.036
0.003 0,749 0.384
0.927 0.515 0.337
1.196 0.263 0.079
0.140 0.284 0.297
0.000 0.537 0.452
0.005 0.181 0.067
0.027 D821 1.134
0.000 0.023 0.112
0.056 0.200 0.161
0.212 1.373 1.110
0.000 0.108 0.091
0.000 0.058 0.024
0.102 0.000 0.039
0.024 0.108 0.215
0.062 0.000 0.112
0.255 0.004 0.067
0.567 0.000 0.015
0.831 1.616 2612
0.000 0.137 0.130
0.000 1.231 1,562

SEMEN SIP

H. CLOACALES 4°C S/P

§

58

0073

0.000
0.010
0.045
0.000
0.048
0.729
0.138
0.110
0.045
0.088
0.104
0.110
0.066
D421
0.091
0.070
0.000
0.035
0.010
0.035
0.060
0.182
0.000
0.318

H. CLOACALES -20°C
SIP

0.601

0.330
1.075
0.051

0.048
0.136
0.270
0.072
0.087
0.990
0.194
0.157

0.072
0.163
0.042
1.428

0.000
0.075
0.087
0.181

0.081

0.093
0.370
0.020
0473

H. VAGINALES 4°C SiP

o
g

0.068
0.861
0.000

0.000
0.000
0.020
0.000
0.000
0.843
0.230
0.044
0.080
0.000
0.000
0.173
0.000
0.250
0.000
0.000
0.110
0.310
0.029
0.000
0310
0.116
0.000
0.304

E H. VAGINALES -20°C SIP

0.083
1.123
0.014

0.000
0.000
0.026
0.000
0.026
0.730

'0.205

0.163
0.369
0.044
0.020
0312
0.032
0422
0.000
0.000
0.000
0.005
0.011
0.000
0.020
0.017
0.020
0.601

* TUMORES EN TRAQUEA

TUMORES EN CLOACA

LEUCEMIA

E
5
g

N/D
N/D

E2ZZZZZZZ

CULTIVO DE TEJIDOS
C/E PLASMA

0.056
0.860
0.047

0.115
0.056
0.149
0.120
0.166
0321
0.075
0.044
1478
0.087
0.000
0.053
0.061
0.149
0.070
0.053
0.129
0.092
0.039
0.002
0.087
0.002
0.106

0.326

12

CULTIVO DE TEJIDOS
C/O PLASMA

0.076
0.437
0.140

0.043
0.049
0.048
0.185
0.084

0.173
0.254
0.051
0.081
0.024
0.076

0.037
0.009

0.130
0.032
0.076
0.048
0.098
0.043
0.058

2do CULTIVO DE

TEJIDOS C/E PLASMA

£

0.000
0.747
0.036

0.022
0.043
0.008
0.027
0.063
0.266
0.029
0.029
1.315
0.049
0.020
0.022
0.036
0.086
0.013
0.000
0.049
0.065
0.056
0.081
0.061
0.079
0.097
0.451

2do CULTIVO DE

TEJIDOS C/O PLASMA

NUMERO DE PRUEBAS

=
o

PRUEBAS (+)

©w

10

N O = = O

-
o

DO W= 0O O0ON 2O 2@ =2 =2 N = ~NNL

% DE PRUEBAS (+)

©
o
=}

20.0
100.0|
0.0

0.0
10.0,
10.0

0.0
20.0

100.0|

CODIGO

Y=Si
N=NO

N/D= NO REALIZADO

‘= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO

ME= MIELOIDE+ERITROIDE

. 0

400
20.0
70.0
100
20.0
10.0
10.0
80.0
100

0.0
10.0
20.0

00

0.0
10.0
30.0

0.0
60.0

TABLA 1. RESULLTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “A”
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29 0.046 0.093 0.036 0000 0130 0065 0088 - - * 0056 0148 0038 0125 10 2 200
30 0.003 0.077 0.143 0051 0142 0017 0074 - - N 0081 0103 0054 0072 10 0 00
31 0.016 0.074 0.030 0023 0124 0047 0035 - - N 0053 002 0000 0061 10 0 00
32 0.000 0.093 0.015 0085 0078 0017 0026 - - Y 0089 0093 0004 0169 10 0 00
33 0.024 0.187 0.200 0673 1646 0885 1158 - - N 0369 0229 0418 0308 10 9 900
34 D395 0.124 0.088 0000 0190 0020 0074 - - N 0047 0200 0038 0067 10 1 10.0
35 0.000 0.178 0.052 0013 0121 0000 0038 - - N 0053 0131 0056 0019 10 0 00
36 0.003 [0.799 0.840 0122 | 0321 0322 0366 - - N | 0304 0173 0343 0231 10 8 800
37 0.035 0.067 0.042 0000 0020 0074 0032 - - N 0033 0081 0000 0042 10 0O 00
38 0.019 0,289 0.070 0000 0057 0008 0017 - - N 0010 0095 0000 0031 10 1 100
39 0.013 0.178 0.158 0060 [O771 0077 0181 - - N 0075  0.066 0002 0056 10 1 100
40 0.005 0.159 0.094 0017 0154 0011 0000 - - N 0016 0081 0000 0064 10 0 00
41 0051 1.121 1.244 0328 1093 0646 0818 - - N | 0866 0061 0.341 0056 10 8 800
42 D589 0.159 0.061 0000 0066 0008 0032 - - N 0030 0051 0000 0106 10 0 0.0
43 0.000 0.313 0.315 0465 0510 0514 075 - - YYYL D813 0928 0.904 1206 10 10 100.0
44 0.024 0.029 0.015 0000 0136 0000 0002 - - N 0033 0041 0033 043 10 1 100
45 0.000 0452 0513 0633 1364 0607 0684 + - N 0183 0141 0168  0.183 10 6 600 . .
CODIGO
46 0.777 0.288 0.070 0051 0212 0000 0071 - - N 0013 D230 0027 0194 10 3 300 : Y=S8I
47 0360 0.000 0.055 0.166 D266 0000 0026 - - N 0010 0284 0027 0189 10 2 200 N= NO
48 0.000 0.074 0.058 0154 0099 0002 0035 - - N 0120 0091 0000 0017 10 0 0.0 N/D= NO REALIZADO
*= PROCE
49 0.005 0.323 0.306 0057 0017 0000 0038 - - N 0123  0.141 0049 0103 10 2 20.0 |NFLA~(|3\C%OSR(|)0
50 0.059 0,812 0.883 0085 | D443 0454 0384 + - v | 0349 0167 0308 0144 10 7 700 ML=MIELOIDE
51 1.118 0.127 0.097 0421 1130 0304 0383 - - N 0103 0034 0047 0019 10 4 400 ~= ARTEFACTO
52 0.011 0.096 0.109 0000 0.154 0020 0038 - - N 0019 0022 0008 0084 10 0O 00 YYY=FOTO
53 0.000 0.000 0.052 0000 0017 0000 0000 - - N 0078 0056 0000 0061 10 0 00 OIDE+ERITROIDE
54 0.000 0462 0543 0402 0838 0301 0521 - - N 0137 | 0208 0054 0336 10 8 800 !
55 0.000 0.000 0.061 0000 0045 0000 0000 - - * 0036 0019 0000 0058 10 0 00
56 1.110 0.000 0.109 0275 0504 0032 0053 - - N 0000 0123 0000 0028 10 2 200

TABLA 1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “A”



AVE #

2888

82

82
B3
84

ALBUMINA S/P

0.172
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.188
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.027

0352

0.022
0.078
0.030
0.005
0.194
0.022

D.8s2

0.027
0.008
0.142
0.054
0.056

PLASMA S/P
SUERO S/P
SEMEN S/P

0.588 0.698
0.000 0.115
0.089 D.370
0.000 0,209
0.000/0.276 1139
0.307 0.631 0.000

0.000 0.042 0.000
0.000 0.036 0.004
0.007 0.006 0.000

0.168 0,403 0.004
0.045 0.042 0.199
0.105 0,206 0.097
0.039 0.052 0.082
0.358 0.036 1.004
0.165 0.082 0.064
0.137 0.109 0.052
0.077 0.055 0.000
0.045 0.039 4,683
0.017 0.042 0.000

0.077 0.164/0.525

0.048 0.103
0.000 0.146
0.055 0.585
0.000 0.012
0.771 0.070
0.238 0.607
0.017 0.094
0.197 0.000

H. CLOACALES 4°C S/P

g

0.119
0.244

0.210

0.434
0.035
0.000

0.004
0.010
0.110
0.141

0.163
0.182
0.041
0.007

0.122
0.178
0.020
0.013
0.020
0.029
0.032

0.142
0.054
0.564
0.409
0.516

0.376
0201
0.306

0215
0.154
0.415
0.151
0.011

0.795
0.783

0.564
0.576
1.032
1.713
0.203
0.473
0.154
0.066
0.121
0.221
0.072

H. CLOACALES -20°C
SIP

H. VAGINALES 4°C SIP

0.535
0.000
0.065
0.000

0.601

§ H. VAGINALES -20°C S/IP

o

0.023
0.088
0.059

0.625

TUMORES EN TRAQUEA

o

TUMORES EN CLOACA

LEUCEMIA

22222222 Z22Z22

Zz 2

YME

z

29

CULTIVO DE TEJIDOS
C/E PLASMA

0.162
0.000

0.000
0.000
0.000

0.000
0.008
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.023
0.000
0.000
0.000
0.124
0.061

CULTIVO DE TEJIDOS
CiO PLASMA

2do CULTIVO DE

TEJIDOS C/E PLASMA

coB
(=]
(=3~
(==

0.065
0.058
0.068

0.072
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.227
0.000
0.000
0.000
0.014
0.000
0.084
0.010

2do CULTIVO DE
TEJIDOS C/O PLASMA

© oo
€8s
3
No o

0.047
0.056
0.081

0.036
0.047
0.081

0.139
0.100
0.128
0.025
0.092
0.083
0.031
0125
0.067
0.050
0.039
0.272
0.047
0.028
0.056
0.025
0.042
0.050
0015

2 = 2 NUMERO DE PRUEBAS

-
©w v o

© O

W W W W WwWwWwo o o ©

-
(=]

w mwmmw oo om

TABLA 1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “A”

PRUEBAS (+)

S bW WO~

- = N

O =N =2 ON =2 0N =2N=NNWOWONW

% DE PRUEBAS (+)

70.0

30.0
30.0
44.4
44.4

22.2
11
1.1

22.2
0.0
333
0.0
33.3

22.2
222
11
222
1.1
22.2
80.0
12.5
25.0

0.0
12.5
25.0
12.5

0.0

cODIGO

Y= St
N=NO

N/D= NO REALIZADO

*= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO

YYY=FOTO

_ME= MIELOIDE +ERITROIDE

POSTIVO._




AVE #
ALBUMINA SIP

0.027
0.003
0333
0.005
0.087
0343
0.000
0.000
0.236
0.536

0.000
0.000

85
86
87
88
89
90
o
92
93
94
95
96
a7

105 0.208
106 0.206
107 2421
108 0.109
109 0.425
110 0.974
111 0.240
112 0.210

PLASMA S/P
SUERO S/P

0.014 0.167
0.042 0.009
0.026 0.024
0.294 0.194
0.708 0.564
0.118 0.112
0.049 0.000
0.000 0.000

SEMEN S/P

H. CLOACALES 4°C S/P

5§

0.107
0.126

0.000
1776
0.000

H. CLOACALES -20°C
SIP

0.039
0.072
0.060
0.045
0.546
0.000
0.000
0.000

H. VAGINALES 4°C S/P

0.000

H. VAGINALES -20°C S/P

0.000

TUMORES EN TRAQUEA

TUMORES EN CLOACA

LEUCEMIA

CULTIVO DE TEJIDOS
C/E PLASMA

é

0.002
0.026
0.038
1.363
0.020
0.000
0.000

C/O PLASMA

oo
§§ CULTIVO DE TEJIDOS

o
=
5
=

0.067

0.101
0.041
0.157

2do CULTIVO DE

TEJIDOS C/E PLASMA

© oo
288
[= =]

0.012
1423
0.017
0.000
0.000

2do CULTIVO DE

TEJIDOS C/O PLASMA

2. o
8 R
S w

0.043
0.031

0.061
0.022
0.129

© 0w oo ®®® ® NUMERO DE PRUEBAS

TABLA 1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL *A”

PRUEBAS (+)

O = O ®m =2 O 2 =

% DE PRUEBAS (+)

CODIGO

Y=Si
N= NO
N/D= NO REALIZADO

“= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO

ME= MIELOIDE+ERITROIDE
s bttt
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VE
ALBUMINA S/P

0.008

1433

0.000
0.004
0.001
0.001

0.002

0.000
0.000
0002
0.000
0.000
0.001

0.020
0.000

0.010
0.007

PLASMA SIP

0029
0.070 0,606

0.013

0.008
0.004
0.007
0.002
0.025

0.057
0.000

0.007
0.025
0.075
0.110

0.004
0.034
0.130
0.092
0.004
0.040

SUERO S/P

SEMEN S/P

H. CLOACALES 4°C S/P

H. VAGINALES 4°C SIP

TUMORES EN TRAQUEA

TUMORES EN CLOACA

LEUCEMIA

E

S b b oL b L L bLLA DL LA DLALELLLLLLLDSN

PRUEBAS TOTALES

(=2

O = =2 OO0 0O W= =2 OO0 N = 2 A~AO = 0O0O0

PRUEBAS (+)

% DE PRUEBAS (+)

25.0
100.0
0.0

00
00
0.0
25.0
0.0
100.0
25.0
250
50.0
0.0
0.0
250
250
75.0
0.0
0.0
0.0
250
25.0
0.0

CODIGO: Y= Si
N=NO
N/D= NO REALIZADO
*= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO
ME= MIELOIDE +ERITROIDE

TABLA 2. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “B”
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w g s 9o z g 4 g & ¥ & 35

- < 0 5 w o

* 8 3 3 & tgg s § &£

2 o « ] § 'g" x g 5 o :
= a 5 = =

0012 - - N 4 0 0.0

0.087 - - N 4 2 500

0.039 - - N 4 2 500

1058 - - N 4 4 1000

0.028 - o= 4 0 0.0

0.041 - - N 4 1 250

0.028 - - N 4 0 0.0

0.009 A ) 0 0.0

1.863 - - N 4 4 1000

0000 0000 - N 4 0 0.0

0003 0000 - - N 4 0 0.0

0438 0462 - X N 4 4 1000

0009 0007 - - N 4 0 0.0

0007 0000 - - N 4 0 0.0

‘073 o8 - - N 4 3 750

0009 0000 - - N 4 1 250

JoS7T 1038 - - N 4 4 1000

0000 0063 - - N 4 0 0.0

1908 1272 - - YYY 4 4 100.0

i;:g ;g - - N 4 0 0.0

' . + - N 4 4 1000

0029 0005 - - N 4 0 0.0

0016 0003 - - N 4 0 0.0

0.032 0048 - N 4 1 250

cODIGO:

TABLA 2. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “B”

Y= 8l
N=NO
N/D= NO REALIZADO

*= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO
ME= MIELOIDE+ERITROIDE




VE
ALBUMINA S/P

0.002
0.004
1813
0.000
0.013
0.013

0034
1917
0.000
0.000
0.002
0.000
0.004
0.000
- 0574
0.000
0.003
0.005
0.011
0.000
0.000
0.000
0.000
1125

PLASMA S/P

0.099
0.520
0.083

0.092 |

0.007

0.012
0.001

0.015
0.110
0.015
0.000
0.047
0.002
0.000
0.000
0.000

0000

0.040
0.003
0.000
0.007
0.001

SUERO S/P

SEMEN S/P

0.018
0.000
0.000
0.173
0.011

0.019
0.064
0.057
0.178

H. CLOACALES 4°C SIP

d.0a0

0.017
0.028
1373

0.028

1156
0.000
0.106
0.020

0.055
0.012
0.007
0.000
0.045
0.007
0.185
0.001
0.013
0.012
0.162

H. VAGINALES 4°C SIP

002

0.034
0.000
1082

0.008

0.167

1.225
0.004

0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000
0.005
0.000
0.000
0.003
0.000
0.000
0.000

TUMORES EN TRAQUEA

TUMORES EN CLOACA
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LEUCEMIA
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N/D

£zzzz

22 ZZZ2Z2Z2ZZZ

E N N N
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PRUEBAS TOTALES

B O - W W =

O O =~ ONO—= 000 =-NONO-R 2

PRUEBAS (+)

% DE PRUEBAS (+)

75.0
75.0
25.0
00
100.0

25.0
25.0
100.0
0.0
50.0
0.0
50.0
250
0.0
0.0
0.0
25.0
0.0
50.0
0.0
25.0
0.0
0.0

cODIGO:

TABLA 2. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “B”

Y=SI
N=NO
N/D= NO REALIZADO

*= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO
ME= MIELOIDE+ERITROIDE




PLASMA SIP
SUERO SIP

AVE #
ALBUMINA S/P

0.002 0.011  0.001
0.002 0.003  0.000

0.011 0.007
0.000

0.002 0.001
0.000

SEMEN S/P

0.063
0.039
0.011
0.003

H. CLOACALES 4°C SIP

0.000
0.001
0.000
0.004

0.017
0.061
0.000
0.028
0.000
0.009
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.000
0.125
0.006

H. VAGINALES 4°C S/P

0.063
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000

TUMORES EN TRAQUEA

TUMORES EN CLOACA
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LEUCEMIA

Zz < z2zZzzZz Z22zZ22Z

Z
Z535

S b b DA A LA LD DLDLDLLALALDLN

S b

PRUEBAS TOTALES

-0 O N = = N NONNLNOOO

O ON W

PRUEBAS (+)

% DE PRUEBAS (+)

75.0
50.0
0.0
0.0

CcODIGO:

TABLA 2. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE ELISA, ESTUCHE COMERCIAL “B”

Y=S§i
N=NO
N/D= NO REALIZADO

*= PROCESO
INFLAMATORIO

ML=MIELOIDE
~= ARTEFACTO
YYY=FOTO
ME= MIELOIDE+ERITROIDE
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ANALISIS ESTADISTICO

La prueba estadistica de Ji cuadrada permite comparar resultados entre dos
poblaciones, el Analisis de Varianza es una técnica mediante la cual la variacion -
total presente en un conjunto de datos se distribuye en varios componentes. Con
cada uno de dichos componentes existe una fuente de variacion y mediante el
analisis es posible conocer cuénto contribuye cada una de estas fuentes a la
variacién total. El analisis de varianza se usa con dos fines, a) estimar y probar
hipétesis acerca de varianzas de poblaciones y b) estimar y probar hipétesis de
medias de poblacién (33). En el presente estudio se decidio recurrir, tanto a la
prueba de Ji cuadrada, como al Andlisis de Varianza mediante comparacién de
medias de positivos para establecer diferencias estadisticamente significativas
entre ambas poblaciones y evaluar Unicamente a las aves positivas por medio del
analisis de varianza, dichas poblaciones estan senaladas en los Objetivos de este

experimento y se detallan a continuacién.

Plasma vs. Suero, estuche comercial (A)

(+) )

Plasma 28 63

Suero 30 61

y2 p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Plasma X = 0.595 + 0.143

Suero X =0.642 + 0.191

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar plasma con suero, el resultado es que no hay diferencia estadistica
significativa ni en la prueba Ji cuadrada ni en la comparacion de medias de titulos
positivos. Lo anterior, para fines practicos, quiere decir que tanto para la
obtencion de un resultado positivo, como para la obtencién de un titulo alto, no
existe diferencia si deseamos analizar plasma o suero mediante la

inmunoadsorcion ligada a enzimas.
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Hisopos cloacales 4°C vs. Hisopos cloacales —20°C, estuche comercial (A)

(+)

()

4°C

27

64>

-20°C

43*

48*

*y* p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Comparacién de medias de (+)

4°C X =0.483 +0.126

-20°C X =0.624 + 0.124

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos cloacales conservados a 4°C con los conservados a —20°C
se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la prueba Ji cuadrada lo
cual sugiere que las muestras obtenidas en campo sean conservadas a —20°C y
no a 4°C. Al comparar medias de titulos positivos no se obtuvo diferencia
estadistica significativa, lo cual quiere decir que para la obtencion de un titulo alto
no importa el método de conservacién pero cabe sefalar que al considerar el
punto anterior, es decir, que se sugiere que las muestras se conserven a —20°C,
el resultado de la comparacién de medias pierde importancia para cuestiones

préacticas.

Hisopos vaginales 4°C vs. Hisopos vaginales —20°C, estuche comercial (A)

(+)

)

4°C

18

44

-20°C

18

44

y* p<0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

4°C X =0.510+0.118

-20°C X =0.615 + 0.141

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos vaginales conservados a 4°C con los conservados a —20°C,
no se encontré diferencia estadistica significativa ni en la prueba Ji cuadrada ni en

la comparacién de medias de titulos positivos. Para aplicaciones practicas, esto
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Hisopos cloacales 4°C vs. Hisopos cloacales —20°C, estuche comercial (A)

(+) )

4°C 27 64

-20°C 43" 48*

*y* p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

4°C X =0.483+0.126

-20°C X = 0.624 + 0.124

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos cloacales conservados a 4°C con los conservados a —20°C
se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la prueba Ji cuadrada lo
cual sugiere que las muestras obtenidas en campo sean conservadas a —20°C y
no a 4°C. Al comparar medias de titulos positivos no se obtuvo diferencia
estadistica significativa, lo cual quiere decir que para la obtencién de un titulo alto
no importa el método de conservacidn pero cabe sehalar que al considerar el
punto anterior, es decir, que se sugiere que las muestras se conserven a —20°C,
el resultado de la comparacion de medias pierde importancia para cuestiones

préacticas.

Hisopos vaginales 4°C vs. Hisopos vaginales —20°C, estuche comercial (A)

(+) )

4°C 18 44

-20°C 18 44

y° p<0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacién de medias de (+)

4°C X =0.510+0.118

-20°C X =0.615 + 0.141

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos vaginales conservados a 4°C con los conservados a —20°C,
no se encontré diferencia estadistica significativa ni en la prueba Ji cuadrada ni en

la comparaciéon de medias de titulos positivos. Para aplicaciones practicas, esto
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quiere decir que se puede elegir cualquiera de los dos métodos de conservacion

para hisopos vaginales, refrigeracion (4°C) o congelacién (-20°C).

Plasma C/E vs. C/O, estuche comercial (A)

(+) )

Plasma C/E 12 79

Plasma C/O 17 74

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Plasma C/E X = 0.631 + 0.272"

Plasma C/O X = 0.332 + 0.096"

*p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar el primer cultivo de fibroblastos de embrién de pollo C/E con C/O, no
se obtuvo diferencia estadistica significativa en la prueba Ji cuadrada pero si la
hubo al comparar las medias de los titulos positivos. Esto quiere decir que para
detectar animales positivos aparentemente no tiene importancia que tipo de
fibroblastos se empleen, C/E o C/O, pero ya que en la comparaciéon de medias si
hubo una diferencia estadistica significativa a favor de las células C/E, se sugiere

emplear este tipo de células debido a que presentan una mayor sensibilidad.

Plasma2 (Segundo Cultivo de Tejidos) C/E vs. C/O, estuche comercial (A)

(+) )

Plasma2 C/E 13 78

Plasma2 C/O 10 81

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacién de medias de (+)

Plasma2 C/E X =0.579 + 0.245"

Plasma2 C/O X = 0.458 + 0.201*

*p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar el segundo cultivo de fibroblastos de embrion de pollo C/E con C/O,

no se obtuvo diferencia estadistica significativa en la prueba Ji cuadrada ni al
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comparar las medias de los titulos positivos. Considerando los resultados

obtenidos a partir del primer cultivo de tejidos, no se sugiere realizar un segundo
cultivo de fibroblastos ya que las células C/E mostraron una menor sensibilidad

comparando con el primer cultivo.

Hisopos cloacales 4°C vs. Hisopos vaginales 4°C, estuche comercial (A)

() ¢

Hisopos cloacales 4°C 18 44

Hisopos vaginales 4°C 18 44

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

H. cloacales 4°C X = 0.451 +0.080

H. vaginales 4°C X =0.510 +0.118

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos cloacales conservados a 4°C con hisopos vaginales
conservados a 4°C, no hubo diferencia estadistica significativa ni en la prueba Ji
cuadrada ni en la comparacion de medias de titulos positivos por lo que resuita
indistinto el tipo de muestra (hisopos cloacales o vaginales) que se tome en
campo empleando la refrigeracion a 4°C como método de conservacion de

muestras.

Hisopos cloacales -20°C vs. Hisopos vaginales -20°C, estuche comercial (A)

() ()

Hisopos cloacales -20°C |27* 35*

Hisopos vaginales —20°C | 18* 44*

*y* p<0.1 Si hay diferencia estadistica significativa
Comparacion de medias de (+)

H. cloacales -20°C X = 0.693 + 0.181

H. vaginales -20°C X = 0.615 + 0.142

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa
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Al comparar hisopos cloacales conservados a -20°C con hisopos vaginales
conservados a -20°C, si hubo diferencia estadistica significativa en la prueba Ji
cuadrada pero no asi en la comparacién de medias de titulos positivos por lo que

en campo se sugiere tomar muestras de la cloaca y no de la vagina.

Plasma vs. Suero, estuche comercial (B)

(+) )

Plasma 27" 65"

Suero 44* 48*

*y* p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Plasma X =0.869 + 0.178

Suero X =0.902 + 0.187

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar plasma con suero, el resultado es que si hay diferencia estadistica
significativa en la prueba Ji cuadrada pero no asi en la comparacién de medias de
titulos positivos. Lo anterior quiere decir que se sugiere analizar suero mediante

la inmunoadsorcidn ligada a enzimas.

Hisopos cloacales 4°C vs. Hisopos vaginales 4°C, estuche comercial (B)

(+) )

Hisopos cloacales 4°C 20 72

Hisopos vaginales 4°C 19 73

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

H. cloacales 4°C X = 1.013 +0.220

H. vaginales 4°C X = 0.938 + 0.238

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar hisopos cloacales conservados a 4°C con hisopos vaginales
conservados a 4°C, no hubo diferencia estadistica significativa ni en la prueba Ji

cuadrada ni en la comparaciéon de medias de titulos positivos por lo que resulta
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indistinto el tipo de muestra (hisopos cloacales o vaginales) que se tome en

campo empleando la refrigeracion a 4°C como método de conservacion de

muestras.

Debido a que el resto de las muestras a evaluar con el estuche comercial “B”, es
degcir, hisopos cloacales conservados a —20°C, hisopos vaginales conservados a —
20°C y cultivo de tejidos se danaron, no fueron incluidas en los resultados del

estudio.

Albumina estuche comercial A vs. Albumina estuche comercial B

(+) )
Albumina estuche |33 87
comercial A
Albumina estuche | 29 91
comercial B

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacién de medias de (+)

Albuimina estuche comercial A X = 0.715 +0.182*

Albtimina estuche comercial B X = 1.232 + 0.224*

*p<0.001 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar muestras de albumina entre los estuches comerciales de
inmunoadsorcion ligada a enzimas “A” y “B”, no hubo diferencia estadistica
significativa en la prueba Ji cuadrada pero si hubo diferencia estadistica
significativa en la comparacion de medias de titulos positivos. Esto quiere decir
que aunque pareceria no importar qué estuche comercial se elija pues ambos
detectan un numero similar de animales positivos, se sugiere emplear el estuche
comercial “B” para muestras de albumina ya que mostré ser mas sensible que el

estuche comercial “A”.
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Plasma estuche comercial A vs. Plasma estuche comercial B

(+) )
Plasma estuche comercial |28 64
A
Plasma estuche comercial |27 65
B

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Plasma estuche comercial A X = 0.595 +0.143*

Plasma estuche comercial B X = 0.869 +0.178*

*p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar muestras de plasma entre los estuches comerciales de
inmunoadsorcién ligada a enzimas “A” y “B”, no hubo diferencia estadistica
significativa en la prueba Ji cuadrada pero si hubo diferencia estadistica
significativa en la comparacion de medias de titulos positivos. Esto quiere decir
que aunque pareceria no importar qué estuche comercial se elija pues ambos
detectan un nimero similar de animales positivos, se sugiere emplear el estuche
comercial “B” para muestras de plasma ya que mostré ser mas sensible que el

estuche comercial “A”.

Suero estuche comercial A vs. Suero estuche comercial B

(+) ()

Suero estuche comercial A | 30* 62"

Suero estuche comercial B | 44* 48*

*y* p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Suero estuche comercial A X = 0.641 +0.191*

Suero estuche comercial B X = 0.902 +0.187*

*p<0.05 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar muestras de suero entre los estuches comerciales de

inmunoadsorcion ligada a enzimas “A” y “B”, si hubo diferencia estadistica
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significativa tanto en la prueba Ji cuadrada como en la comparacion de medias de

titulos positivos. Esto sugiere emplear el estuche comercial “B” ya que mostro ser

mas sensible que el estuche comercial “A”.

Semen estuche comercial A vs. Semen estuche comercial B

(+) ()
Semen estuche comercial |4 12
A
Semen estuche comercial |3 13
B

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Semen estuche comercial A X = 1.838 +3.047

Semen estuche comercial B X =0.772 + 1.045

p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Al comparar muestras de semen entre los estuches comerciales de
inmunoadsorcion ligada a enzimas “A” y “B”, no hubo diferencia estadistica
significativa ni en la prueba Ji cuadrada ni en la comparacion de medias de titulos
positivos. Esto quiere decir que no importa qué estuche comercial se elija para
muestras de semen, “A” o “B”, pues ambos detectan un numero similar de

animales positivos.

Hisopos cloacales 4°C estuche comercial A vs. Hisopos cloacales 4°C estuche

comercial B

(+) )

Hisopos cloacales 4°C|27 65

estuche comercial A

Hisopos cloacales 4°C|20 72

estuche comercial B

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa




. 38
Comparacion de medias de (+)
Hisopos cloacales 4°C estuche comercial A )_( =0.482 + 0.126*
Hisopos cloacales 4°C estuche comercial B X =1.014 + 0.220*
*p<0.001 Si hay diferencia estadistica significativa
Al comparar muestras de hisopos cloacales conservados a 4°C entre los estuches
comerciales de inmunoadsorcion ligada a enzimas “A” y “B”, no hubo diferencia
estadistica significativa en la prueba Ji cuadrada pero si hubo diferencia
estadistica significativa en la comparacién de medias de titulos positivos. Esto
quiere decir que aunque pareceria no importar que estuche comercial se elija
pues ambos detectan un numero similar de animales positivos, se sugiere emplear
el estuche comercial “B” para muestras de hisopos cloacales conservados a 4°C

ya que mostré ser mas sensible que el estuche comercial “A”.

Hisopos vaginales 4°C estuche comercial A vs. Hisopos vaginales 4°C estuche

comercial B

(+) )

Hisopos vaginales 4°C|18 44

estuche comercial A

Hisopos vaginales 4°C|18 44

estuche comercial B

y* p>0.05 No hay diferencia estadistica significativa

Comparacion de medias de (+)

Hisopos vaginales 4°C estuche comercial A X =0510 +0.118*

Hisopos vaginales 4°C estuche comercial B X = 0.970 +0.243*

*p<0.001 Si hay diferencia estadistica significativa

Al comparar muestras de hisopos vaginales conservados a 4°C entre los estuches
comerciales de inmunoadsorcion ligada a enzimas “A” y “B”, no hubo diferencia
estadistica significativa en la prueba Ji cuadrada pero si hubo diferencia
estadistica significativa en la comparacién de medias de titulos positivos. Esto
quiere decir que aunque pareceria no importar que estuche comercial se elija

pues ambos detectan un numero similar de animales positivos, se sugiere emplear
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el estuche comercial “B” para muestras de hisopos vaginales conservados a 4°C

ya que mostré ser mas sensible que el estuche comercial “A”.
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DISCUSION

La prueba de ELISA es rapida y practica lo cual concuerda con Smith et al, 1979 y
Tsukamoto et al, 1985. En el presente estudio se encontré, mediante la deteccién
de antigeno por medio de ELISA, que las aves infectadas con virus de leucosis
eliminan virus por diversas vias, esto concuerda con Spencer, 1984. EI hecho de
obtener aves positivas a la infeccién por medio de ELISA a partir de muestras de
plasma, suero, hisopos cloacales y/o hisopos vaginales no necesariamente quiere
decir que son aves positivas a virus infeccioso, lo anterior concuerda con Zavala,
1998. Para detectar especificamente el virus J de leucosis es necesario realizar
pruebas adicionales a ELISA, por ejemplo, la prueba de reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR por sus siglas en inglés, lo cual concuerda con varios
investigadores como Smith et al, 1997, Venugopal et al, 1998, Benson et al, 1998,
Fadly, 2000 y Garcia et al, 2000. Aunque no se encontro literatura donde se
mencionen los resultados de ELISA a partir de la utilizacién de las células C/E, si
se ha sehalado previamente (Zavala, 1998) que la combinacién de pruebas
diagndsticas en conjunto con el historial de la parvada es importante para poder
establecer un diagnéstico y un criterio de seleccion de aves a nivel de

reproductores primarios.
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COMPROBACION DE LA HIPOTESIS

La hipétesis no fue comprobada ya que si existieron diferencias estadisticamente
significativas para sensibilidad y/o especificidad entre los dos estuches

comerciales “A” y “B” para inmunoadsorcion ligada a enzimas.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se sugiere lo siguiente:

- tomar muestras de suero y no de plasma para la deteccién de aves
positivas al VLA mediante inmunoadsorcién ligada a enzimas;

- llevar a cabo toma de muestras de hisopos cloacales y conservar
dichas muestras a —20°C hasta su procesamiento para su posterior
utilizacién en el laboratorio;

- utilizacién de células C/E para la deteccién de animales infecciosos
(virus exdgenos) y poder tener un criterio real para decidir eliminar o
no a las aves adecuadas;

- utilizacion de estuches comerciales B de inmunoadsorcion ligada a
enzimas, ya que mostraron una mayor sensibilidad y especificidad

para la deteccion del VLA.
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