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PRESENCE OF ICP4 GENE AVIAN Alphaherpesvirus FROM Gallus gallus
TROUGH POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR).

Marek’s disease is caused by an alphaherpesvirus that induce
lymphoproliferative changes on several tissues and organs on poultry
implicating immunosupression, dead and economical losses. The objective of
the present study was to detect the virus trough a consensus Marek’s diseases
virus gene called ICP4 which can be present on latent and productive virus
replication. To achieve the goal we standardized a PCR utilizing a Marek’s
disease vaccine as ICP4 gene source. We used the chicken vaccine strain
CVI988 and the FC126 from turkey vaccine as DNA source and the primers
design were according to Handberg et al (2001). In order to identify the
presence of Marek’s disease virus on suspicious chicken, hens or game birds
showing or not signs and lesions of Marek’s disease, we collect and test by
PCR the brain, nervous, lung, spleen, liver and pin primary feather. Our results
shown that PCR technique were able to detect the virus on sciatic nerve and pin
primary feather of birds showing nervous signs. This helped us to confirm that
the virus is implicated on the sick bird. In the other hand the PCR test detected

the virus on clinical healthy birds mainly on pin primary feathers.

Key words: Alphaherpesvirus, Marek’s disease, CVI988, HVT, ICP4 gene,
PCR.



PRESENCIA DEL GEN ICP4 DEL Alphaherpesvirus AVIAR EN Gallus gallus
POR LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La enfermedad de Marek (EM) es provocada por un alphaherpesvirus que produce
lesiones linfoproliferativas en distintos 6rganos y sistemas de las aves ocasionando
inmunosupresion asi como mortalidad y pérdidas econdmicas por decomiso de las
aves. El objetivo del presente estudio fue detectar la presencia del gen ICP4 del
virus de la EM siendo necesario estandarizar una prueba de PCR para la
detecciéon del gen ICP4 del virus de la EM, eligiendo al gen ICP4 por que es
necesario para originar una infeccién productiva y se puede detectar cuando el
virus esta en estado de latencia. Para estandarizar la prueba de PCR se utilizé
como control positivo el virus vacunal de la EM cepa CVI988 y FC126 del
herpesvirus del pavo (HVT), con los oligonucledtidos reportados por Handberg et al
(2001). Los estudios se realizaron en 11 casos remitidos al departamento de
produccion animal: Aves de la FMVZ/UNAM, con signologia nerviosa. Se realizo la
prueba de PCR a partir de muestras de tejido de encéfalo, de nervio, de pulmon,
de bazo, de higado y del cdlamus de las plumas primarias del ala. Los resultados
indicaron que es posible detectar el gen ICP4 del virus de la EM y HVT con la
prueba de PCR en aves con presentacion nerviosa en muestras de nervio ciatico y
de las plumas, lo que sugiere que los signos nerviosos son causados por el virus
de la EM; por el contrario solo en un ave de combate adulta sin signos nerviosos
se encontré el HVT en pluma lo que indica que el hospedador fue infectado por
este virus y/o vacunado. También se observo que el calamus de la pluma fue el

sitio mas recurrente para poder detectar el gen ICP4.

Palabras clave: Enfermedad de Marek, CVI988, HVT, gen ICP4, PCR.



INTRODUCCION

La enfermedad de Marek (EM) es causada por un Alphaherpesvirus que afecta a
linfocitos T (LT) provocando inmunosupresion del ave, se caracteriza por provocar
infiltracién linfocitaria en varios érganos causando decomisos del ave en la planta
de procesamiento y mortalidad en las aves de produccion del genero Gallus gallus,
asi como pérdidas econdmicas por una limitada produccién de huevo para plato y
carne. (Witter y Schat, 2003). La vacunacion contra esta enfermedad en aves
reproductores, de postura comercial y en pollo de engorda, es necesaria para

reducir los efectos provocados por el virus de la EM.

El herpesvirus de la EM causa lesiones linfoproliferativas en las aves afectadas y
es caracterizado por infiltrado mononuclear y desarrollo de linfomas. Los 6rganos
afectados por el virus son principalmente los nervios periféricos, o6rganos
viscerales y otros tejidos como el musculo, iris y piel (Mc Ferran y Nulty, 1993;
Calnek y Witter, 1997; Calnek et al, 1989).

La EM es extensamente reconocida como un importante modelo en el estudio de
enfermedades virales oncogénicas ya que el serotipo 1 del Gallid herpesvirus 2 ha
sido controlado desde comienzos de 1970 mediante la vacunacion con virus no
oncogénicos como el serotipo 2 y 3 pertenecientes al virus de la EM,
disminuyéndose asi las perdidas econémicas por mortalidad y decomisos en las
aves (Baigent et al, 2005; Calnek, 1986).

Historia de la enfermedad

En 1907 la EM fue descrita por primera vez por el patélogo Hungaro Jozsef Marek,
quien observo y describio las lesiones clasicas de la EM tales como: las afecciones
paraliticas en alas y piernas, asi como lesiones a nivel de columna vertebral y
nervios periféricos en 4 gallos jévenes, a la que denomind polineuritis (Payne,
1997; Biggs, 2001).

Payne (1997) menciona que en Estados Unidos el doctor Kaupp (1921) y en
Holanda el doctor Van der Wale y Winkler Junius (1924), observaron una condicién
similar en el sistema nervioso central y periférico, llamandole paralisis de las aves

o paralisis aviar (Payne, 1997; Biggs, 2001).



Entre las décadas de 1920 y 1930 se intentd replicar la enfermedad en otras aves
pero no se tuvo éxito, sin embargo la paralisis de las aves ya se reportaba a nivel
mundial (Payne, 1997)

Biggs (1961) clasifica la forma ocular, neural y visceral, con el término de EM, para
distinguirla de la leucosis linfoide, adoptada por la Asociacion Mundial de
Veterinaria Aviar (Biggs, 1961).

Payne (1997) menciona que en 1967 Churchill, Biggs y colaboradores usaron el
cultivo de células para el estudio de la enfermedad, reportando que el agente
causal es un herpesvirus. Dos afios mas tarde aislan la cepa virulenta HPRS-16 y

la atendan para el uso de vacunas (Payne, 1997).

El Dr. Bart Helmich Rispens y colaboradores en 1972 describen el uso de la
vacuna atenuada cepa CVI988 y mientras tanto en Estados Unidos de América
utilizan la vacuna del herpesvirus del pavo para controlar la EM. En 1977 aparece
otra variante a la que denominan muy virulenta (vv) y dicha vacuna no fue
suficiente para controlar la enfermedad, por lo que aplicaron la vacunacién
bivalente con una nueva cepa aislada SB-1 del serotipo 2 que combinaron con el
serotipo 3 (HVT) del pavo y fue una vacuna eficiente para el control de la nueva
presentacion de la EM (vv plus) en 1990 (Payne, 1997).

De 1970 a la fecha aument6 el estudio de la EM conociendo su patogénesis y los
factores que intervienen en la presentacién de la enfermedad en las aves, asi
como estudios moleculares para la identificacion y analisis de los genes que

conforman al virus de la EM (Calnek, 1986).

Etiologia

Estructura viral

El virus de la EM pertenecen a la familia Herpesviridae, sus principales
caracteristicas consisten en un virién de un diametro de 120-200 nm, un capside
de un diametro de 100 a 110 nm con una envoltura glicoproteica, es icosaédrico,
con 162 capsémeras. El ADN es de doble cadena con 120-220 Kb que contiene un
35 a 75 % de G+C (Fenner, 1993).



Es clasificado como un alphaherpesvirus por su organizacidon gendémica, ya que
esta organizado dentro de secciones denominadas unico largo (U.) y unico corto
(Ue), una repeticion interna larga (IR.) y una interna corta (IR;) y con regiones
repetidas terminal corta (TR;) y larga (TR.) en los cuales se encuentran los genes
que codifican para las distintas proteinas del virus (Silva et al, 2001; Jang et al,
1997).

El genoma viral tiene la capacidad de codificar a mas de setenta proteinas, de las
cuales sesenta tienen homologia con el herpesvirus simple (HSV), como en las
proteinas estructurales, enzimas metabdlicas y proteinas activadoras tal como la
VP16 e ICP4 (Lupiani et al, 2001).

Durante la infeccidn en cultivos celulares los genes virales pueden dividirse en tres
tipos; los genes inmediatamente tempranos o alfa genes que son los que pueden
transcribirse en ausencia de proteinas virales siendo estos los que inician la
traduccion de genes; los genes tempranos o beta genes es otro grupo que requiere
de los genes inmediatamente tempranos para poderse transcribir y los genes
tardios 0 gamma genes se transcriben sélo después del inicio de la replicacion del
ADN viral (Peluca, 1985; Paterson, 1989).

El gen ICP4 se encuentra dentro de un conjunto de cinco genes tempranos que
codifican polipéptidos de células infectadas siendo ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 y el
ICP47; el gen ICP4 e ICP27 son esenciales para una infeccion productiva en
cultivo celular (Pereira, 1977; Smith, 1986).

Al gen ICP4 lo integran oligonucledtidos que estan asociados con la expresion de la
latencia, localizados en la regién interna corta y se sabe puede sobre regular su
propio promotor asi como para pp38 relacionado con las oncoproteinas y es
llamado antigeno tumoral; pp24 y pp41, también interviene en el mecanismo de la
transformacion celular. El sitio autoregulador del gen ICP4 se encuentra localizado

525 pb dentro de la regién codificante. (Morgan et al, 2001; Lupiani et al, 2001).

ICP4 es una grande y compleja molécula que tiene la habilidad de seleccionar y

unir la secuencia consenso como ATCGTC del DNA y se necesita para activar la



expresion de los genes tempranos y tardios. Se encuentra en el nucleo de las
células infectadas en la replicacion viral (Muller, 1987; Kattar-Cooley, 1989).

Clasificacion del herpesvirus
Clasificacion biolégica

De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de los Virus, los

herpesvirus se dividen en tres subfamilias:

Alphaherpesvirinae integrados por

o lltovirus
e Gallid herpesvirus 1  (larigotraqueitis aviar)
e No clasificado
o Mardivirus
o Gallid herpesvirus 2 (Virus de la enfermedad de Marek tipo

1)
e Gallid herpesvirus 3 (Virus de la enfermedad de Marek tipo
2)
= Meleagrid herpesvirus 1 (Herpesvirus del pavo)
o Simplexvirus
Varicellovirus
o Alphaherpesvirinae no clasificado

Betaherpesvirinae
Gammaherpesvirinae (virus linfoproliferativo)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1029
2&IvI=3&p=mapview&p=has_linkout&p=blast_url&p=genome_blast&keep=1&srchm

ode=1&unlock

1) Alphaherpesvirinae, son virus con un peso molecular de 80 a 110 x 10°
daltones, se caracterizan por ser altamente citopaticos y tener un ciclo corto de
replicacion, se esparcen rapidamente en los cultivos celulares y tienen la
capacidad de establecer una infeccion primaria latente. De la subfamilia
Alphaherpesvirinae, el Gallid herpesvirus 1 en las aves de corral, es responsable
de la laringotraqueitis infecciosa aviar, enteritis viral del pato, enfermedad de
Pacheco y herpesvirus de aves paseriformes como pinzones, pajaros tejedores,
estorninos, canarios y cardenales; el Gallid herpesvirus 2 y el Gallid herpesvirus 3
son los responsables de provocar la EM, y el Meleagrid herpesvirus 1 es el que

afecta a pavos. El virus de la EM es un herpesvirus aviar que produce linfomas de



células T provocando la infeccion en pollos susceptibles. Estos linfomas se
encuentran en distintas partes anatomicas del pollo como piel, érganos internos y
musculo (Flint et al, 2000; Roizman, 1991; Mc Ferran y Nulty, 1993; Calnek y
Witter, 1997; Swayne et al, 1998; Camp et al, 2003; Parcells et al, 2003; Gunther
et al, 1997; Tomaszewski et al, 2001; James et al, 2003; Hitchner y Calnek, 1980).

2) Betaherpesvirinae, afecta al ser humano y pertenece al herpesvirus 5 (genero
de citomegalovirus), son virus que contienen de 13 a 15 kpb del DNA,
biolégicamente se caracterizan por tener un ciclo de replicacion lento, formacion de
sincitios con la aparicion de lisis celular varios dias después de la infeccion. En su
fase latente, el virus se localiza principalmente en tejido linfoide, glandulas

secretoras y rifiones (Michelson, 1999; Flint et al, 2000; Roizman, 1991).

3) Gammaherpesvirinae, son virus de un peso molecular de 1.2 x 10° daltones
(Lee et al, 1971) con un diametro de la capside de 90 a 100 nm. El virus se
caracteriza por producir una infeccion no litica con persistencia, una fase litica y
una fase neoplasica; esta ultima da inicio a la formacion de células linfoblasticas
(Mc Ferran y Nulty, 1993).

Clasificacion antigénica

Los herpesvirus se clasifican con base a su antigenicidad, ya que puede ser
detectado en células infectadas in vitro, tal como las linea de células linfoblasticas
e in vivo en el foliculo de la pluma, la bolsa de Fabricio, timo, bazo entre otros (Mc
Ferran y Nulty, 1993).

Se pueden diferenciar en 3 grupos

1. Cepas de alta y baja virulencia y sus variantes atenuadas

2. Cepas de la EM avirulentas y no oncogénicas

3. Cepas de HVT

4. Por la distribucion viral en cultivos celulares (Mc Ferran y Nulty, 1993).



Clasificacion serolégica

El virus de la EM se divide en tres serotipos; el serotipo 1 (MDV-1) es el mas
virulento, que incluye cepas oncogénicas, asi como la cepa avirulenta CVI988 que
fue adaptada para ser utilizada en la vacunacion de aves domésticas; el serotipo 2
(MDV-2), que se puede aislar de aves clinicamente sanas e incluye cepas
apatogenas o de baja patogenicidad como la cepa SB1, es también utilizada en la
vacunacion de aves y se puede administrarse sola o en combinacion con virus del
serotipo 3. El serotipo 3 (MDV-3) es un herpesvirus avirulento que fue aislado del
pavo (HVT) (Swayne et al, 1998; Handberg et al, 2001; Davidson et al, 2002).

Patogénesis

La replicacion viral comienza cuando los receptores virales (gB, gC, gD) se unen a
la membrana plasmatica de la célula hospedera que contiene proteoglicanos,
posteriormente se libera la nucleocapside en el citoplasma para ser transportada al
nucleo de la célula y el ADN entra en el nucleo celular y se activa la trascripcion de
genes tempranos, posteriormente el RNAm es transportado al citoplasma para ser
traducido.

Con ayuda de las y proteinas el virion adquiere la capside a partir del reticulo
endoplasmico, pero adquiere la envoltura lipidica en el aparato de Golgi,
posteriormente sale al citoplasma y llega al espacio extracelular (Flint et al, 2000;
Roizman, 1991; Mc Ferran y Nulty, 1993)

Infeccion citolitica

El primer objetivo del alphaherpesvirus es provocar necrosis temprana a los
linfocitos B (LB) y en pocos linfocitos T (LT). En las células del bazo se puede
detectar la expresion del gen pp38 sobre todo en CD4" y CD8" durante cuatro a
seis dias posteriores a la inoculacién. También son afectadas un gran numero de
células epiteliales. En esta fase hay produccion de particulas virales incompletas.
Ocurre necrosis en érganos como la bolsa de Fabricio y timo lo que provoca una
inmunodepresion permanente a nivel humoral y celular (Calnek, 2001; Witter,
2003; Petrone et al, 2000).



Fase de latencia

El herpesvirus también se puede encontrar en su fase de latencia, en la cual se
detecta el ADN viral, sin la produccién de virus infeccioso, excepto en periodos de
reactivacion viral. En la fase latente las células blanco son principalmente los LT
activados, especialmente los CD4" y algunos LB localizados en 6rganos linfoides
como el bazo, bolsa de Fabricio y timo. Se sugiere que estas células son las
responsables de diseminar el virus al resto del organismo. A partir de este
momento el virus infecta células no linfoides como son las células epiteliales del
foliculo plumoso, epidermis, proventriculo, riidn, pancreas y glandula adrenal. En
la fase de latencia, el virus puede ser detectado en células satélite y células de

Schwann no mielinizadas, en nervios periféricos (Calnek, 2001; Witter, 2003).

Fase de transformacion

Los linfocitos T y B infectados con el virus pueden iniciar una transformacion
linfoblastica (Morgan, 2001; Cantello, 1997), que se caracteriza por la expresion de
genes oncogénicos como el pp38, mientras que en la infeccion latente no existe la

expresion de los genes oncogénicos (Calnek, 1997).

El herpesvirus de la EM causa lesiones linfoproliferativas en las aves afectadas y
es caracterizado por infiltrado mononuclear y desarrollo de linfomas. Los 6rganos
afectados por el virus son principalmente los nervios periféricos provocando
lesiones linfoproliferativas, 6érganos viscerales y otros tejidos como el musculo, iris
y piel (Mc Ferran y Nulty, 1993; Calnek, 2001, 1997; Calnek et al, 1989). Estos
linfomas aparecen entre la tercera o cuarta semana posterior a la inoculacién del
virus, presentandose lesiones que constan de células linfoides pleomdrficas,
picnosis de las células linfoides, referidas como células de Marek que son
derivadas de la expresion de lineas celulares linfoblasticas. (Moriguchi et al, 1986;
Moriguchi et al, 1985).

Presentacion clinica

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) menciona que la forma clasica

de la EM esta caracterizada por afecciones neurales, mortalidad que rara vez



excede de un 10 a 15% y puede ocurrir en pocas semanas 0 durante varios
meses. En la presentacion aguda se observan linfomas en érganos internos y
puede aparecer entre el 10 a 70%, pero generalmente se observa una parcial o
completa paralisis de piernas y alas. En la forma aguda presentan depresion y
algunas pueden morir mostrando algunos signos caracteristicos (Witter, 2003;
Sharma, 1998).

Diagnéstico morfolégico

A la necropsia se puede observar aumento de tamafio de los nervios periféricos
como el braquial y ciatico de dos a tres veces de lo normal, con perdida de
estriaciones y de color grisaceo o amarillento y en ocasiones edematoso. Los
linfomas pueden ser pequefios, suaves y de color gris en ovario, pulmon, rifidn,
corazén, proventriculo, higado y otros tejidos. El ojo gris es provocado por una
iridiociclitis y se puede presentar en aves de 16 a 18 semanas pudiendo presentar
so6lo este signo (Witter, 2003; Sharma, 1998).

Se pueden apreciar cinco presentaciones tumorales:

Presentacion cutanea

No es comun observarla en México, se caracteriza por aumento de tamafo en el
foliculo de la pluma, estas lesiones se observan con mayor frecuencia en la region
crural externa y en el pterilo dorsal cervical observandose entre las ocho y nueve
semanas de edad. En la presentacion aguda, algunos linfomas aparecen en la piel
alrededor de los foliculos de la pluma y en musculo, las lesiones en la piel
presentan aspecto inflamatorio o linfomatoso alrededor de los foliculos infectados
de las plumas, se observan agregados compactos de células proliferantes, células
plasmaticas e histiocitos en la dermis, también se pueden encontrar cuerpos de
inclusion intranucleares eosinofilicos en los epiteliocitos de la epidermis (Calnek,

1997; http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/A_00103.htm).

Presentacion visceral
Se observan tumores linfoides de aspecto nodular de color blanco marfil o blanco
grisaceo bien delimitados en ovario, pulmoén, corazén, mesenterio, riidn, higado,

bazo, adrenal, pancreas, proventriculo e intestino y se puede observar desde las 4
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semanas de edad. La pared del proventriculo se engrosa y tiene una consistencia
firme, pueden formarse nodulos, ulceras, hemorragias petequiales o equimdticas.
En la bolsa de Fabricio se observa atrofia de foliculos. Posiblemente se encuentre
en Meéxico, pero no es comun reportarla ya que se puede confundir con
reticuloendoteliosis o0 leucosis linfoide (Petrone, 2000; Calnek, 1997;

http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/A_00103.htm).

Presentacién muscular

Afecta a aves jovenes y adultas presentando neoplasias linfoides difusas o
nodulares en la superficie del musculo pectoral. Esta presentacidén es poco comun
en México (Petrone, 2000; Calnek, 1997;
http://www.oie.int/esp/normes/mmanual/A_00103.htm).

Presentacion ocular

Hay una iridociclitis observandose como ojo gris y distorsion pupilar la cual es
debida a una infiltracién de células tumorales en los nervios Opticos, en ojos se
observa una infiltracion mononuclear en el iris y en musculos oculares (recto lateral
y los ciliares), material granuloso o amorfo en la camara anterior, cornea,

conjuntiva bulbar y el nervio 6ptico (Calnek, 1997).

Presentacion neural

Dependiendo la cepa, se puede observar desde las seis semanas de vida y se
diagnostica a partir del plexo celiaco, del mensentérico, del craneal, del braquial y
del ciatico. Los nervios afectados presentan pérdida de las estriaciones
cambiando de color de perlado a gris amarillento y en ocasiones hay edema. Los
nervios pueden engrosar dos o tres veces su tamano normal y estas lesiones
frecuentemente son unilaterales (Bankowski et al, 1969). En la presentacion neural
se observa incoordinacion y paralisis de las alas y de las piernas de las aves
domésticas, siendo ésta la presentacion mas comun en México pero que se puede
confundir con otras enfermedades que afectan el sistema nervioso central. Wither
(1968) encontr6 que el sistema nervioso central de las aves afectadas era

histolégicamente normal concluyendo que la EM sélo afecta a nervios periféricos.
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Diagnéstico histolégico

La lesion histologica caracteristica de la EM es la infiltracion de linfocitos
pleomorficos neoplasicos, células plasmaticas y macréfagos. Los linfocitos
pleomoérficos presentan un alto grado de anisocitosis y anisonucleosis. Se
presentan células de Marek (células grandes con citoplasma basofilico vacuolado y
nucleo vesicular, pleomoérfico, basofilico oscuro con nucleo muy aparente), la
infiltracidn monocitica se puede encontrar en los 6rganos afectados por las cinco

presentaciones macroscopicas (Witter, 2003).

En los nervios periféricos existen dos tipos de lesiones principales; el neoplasico
que consiste en un infiltrado de células linfoides pleomorficas, hay desmielinizacion
y proliferaciéon de las células de Schwann y el segundo que es la inflamacion con
infiltracién difusa leve o moderada por pequefios linfocitos y células plasmaticas
con edema, desmielinizacion y proliferacién de las células de Schwann, asi como
algunos macrofagos (Calnek, 1989; Witter, 2003).

En glandulas proventriculares se puede observar necrosis y metaplasia columnar
del epitelio con atrofia glandular e infiltrado de linfocitos pleomarficos, heterofilos y
macréfagos, necrosis y posteriormente, atrofia del tejido linfoide de la bolsa de
Fabricio, timo y bazo, esté ultimo presenta hiperplasia severa de las células
dendriticas (Calnek, 1989; Payne, 1967).

El virus también tiene la capacidad de provocar lesiones linfoproliferativas a nivel
de la pulpa de la pluma; Muriguchi et al (1986) en un estudio que realizaron

clasifican las lesiones de la pluma en severa, moderada, benigna y sin lesiones.

Prevencion

LA EM puede controlarse con la vacunacion, pero la utilizacion de virus vacunales
ha favorecido la aparicion de virus nuevos y mas patogenos (Witter, 2001). Estas
cepas son clasificadas como virulentas (v), muy virulentas (vv) y muy virulentas
plus (vv+) (Schat et al, 1982; Witter, 1983, 1997). En los anos 70’s el antigeno
HVT protegié contra la infeccion por el vMDV, pero no contra las cepas muy
virulentas (Witter, 2001). Vacunas que tienen cepas del serotipo 2 o}

combinaciones con el serotipo 3, fueron usadas satisfactoriamente en los 80°'s
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(Witter, 1982, 1997; Calnek et a, 1983; Witter, 1984), pero en pocos afios, nuevas
cepas muy virulentas plus como la 648A y 5842 desafiaron a las vacunas
bivalentes provocando en las aves una paralisis e incremento en la mortalidad en
las dos primeras semanas después de la entrada del virus (Witter, 1997; Gimeno et
al, 1999). El surgimiento del vwv+MDV-1 (cepa muy virulenta plus, del serotipo 2)
tuvo lugar a la introduccién de la vacuna CVI988/Rispens en EUA, misma que fue
usado en Europa desde 1970 (Rispens et al, 1972; Witter et al, 1995; Suter, 1999).
La mayoria de las pruebas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
hacen con la finalidad de detectar cepas o diferenciar entre los genes de cada
cepas a partir de glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gH, gl, gL), fosfoproteinas (pp38)
o el gen Meq. La prueba de PCR también es utilizada para determinar si las aves
fueron vacunadas contra la EM y para el diagndstico patolégico del virus en aves
domeésticas (Shamblin, 2004; Karsten 2002; Bacon, 1993).
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JUSTIFICACION

En México, el diagndstico de la EM se basa en la signologia y la presencia de
lesiones, neoplasias o polineuritis. Sin embargo, no en todas las ocasiones hay
presencia de neoplasias, debido posiblemente a la presencia de variantes virales o
por la inmunidad del ave a través de la vacunacion, asi también se pueden

encontrar neoplasias de otra etiologia como por retrovirus.

Es por ello que es necesario detectar la presencia de ADN viral en los tejidos del
ave doméstica sospechosa (Gallus gallus), para lo cual es necesario implementar
métodos rapidos y especificos, para la vigilancia de la incidencia y prevalecia de la
enfermedad, asi como la deteccion del surgimiento de cepas variantes del virus. La
deteccion del virus se puede realizar en distintas muestras, tales como el calamus
de la pluma, érganos con cambios neoplasicos de las aves afectadas con la ayuda
de pruebas moleculares como la PCR, ya que es una prueba simple, rapida,
sensible y especifica que ha ayudado en el diagnéstico e identificacion de cepas
virales de la EM en paises como Estados Unidos, lo cual ha permitido el desarrollo

de nuevas vacunas.

Por lo anterior en esté trabajo se utilizé el gen ICP4 para detectar la presencia del
virus de la EM en aves con signos y sin signos nerviosos, ya que el gen ICP4
conserva una secuencia de nucleétidos que se pueden identificar (Handberg et al,
2001; Davidson, 2001; Davison, 2002).

OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia del gen ICP4 del virus de la EM en aves vivas con presencia
y ausencia de signos nerviosos de la especie Gallus gallus, mediante la prueba de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

OBJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar la prueba de PCR para la deteccion del alphaherpesvirus aviar a

partir de cepas vacunales.
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Determinar la presencia del virus de Marek a través del gen ICP4 del
alphaherpesvirus aviar, a partir de 6rganos o tejidos de aves con presencia o

ausencia de signos nerviosos, para confirmar el diagnéstico.
HIPOTESIS

El virus de la EM se encuentra en aves del genero Gallus gallus infectadas con

signologia y sin signologia nerviosa.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras: Se analizaron tejidos de encéfalo, de nervio, de pulmén, de bazo, de
higado y del calamus de la pluma de 41 aves pertenecientes a 11 casos de aves
con signologia nerviosa y 24 aves de 6 casos sin signologia nerviosa remitidas a la
seccion de diagnodstico al Departamento de Produccion Animal: Aves de la FMVZ,
de la UNAM.

Vacunas: Se utilizaron vacunas comerciales para estandarizar la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa de la cepa vacunal atenuada CVI988 del
serotipo 1 (patdgena) y de la cepa FC126 del serotipo 3 (apatégeno) del
herpesvirus del pavo (HVT).

Iniciadores: Para la realizacion de la prueba de PCR, se utilizaron 100 pmol de
cada oligonucledtido reportados por Handberg et al (2001), que amplifican la
region del gen ICP4 del virus de Marek y del virus HVT, publicados en el
genebank, con el numero U17701 y 68653 respectivamente.

Serotipo 1 CVI988

F-MDV-1.1 5GGA TCG CCC ACC ACG ATT ACT ACC3’
R-MDV-1,8 5°ACT GCC TCA CAC AAC CTC ATC TCC3’

La longitud del fragmento amplificado por la PCR es de 247pb.

Serotipo 3 FC126

HVT-1 5 ATG GAA GTA GAT GTT GAG TCT TCG3’

HVT-2 5°CGA TAT ACA CGC ATT GCC ATA CAC3’

La longitud del fragmento amplificado por la PCR es de 505 pb.

El gen ICP4 esta descrito en el genbank entre las 717-740 pb y las 941-964 pb del
U17701 ICP4 del VEM.

16



Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Extraccion del ADN por solucion de lisis en pulmoén, en higado y en bazo.

La extraccion de ADN gendmico se llevo a cabo por el método de fenol cloroformo,
principalmente en dérganos parenquimatosos como el higado y el bazo. Estos
organos se maceraron con PBS estéril, a una proporcién 2:10; posteriormente
fueron centrifugados (centrifuga Sorvall®) a 1,500 rpm por 10 minutos, se tomaron
250 pl del sobrenadante y se incubaron en bafio de Maria (Pharmacia Biotech®)
toda la noche a 37° C con 250 ul de 0.001M de EDTA — 0.01M de Tris- HCI, pH
8.0 (amortiguador TE) con duodecil sulfato de sodio (SDS al 1%) y proteinasa K
(1mg/ml).

Posteriormente se llevd a cabo la extraccion con fenol-cloroformo-isoamilico

(25:24:1) y cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1).

El ADN se precipitd con etanol frio y una vez concentrado fue resuspendido en 100
ul de agua dietilpirocarbonato (DEPC) y se conservé a —20 ° C hasta su utilizacion
(Sharma, 1998).

Extraccion alcalina del ADN celular utilizada en pluma, en encéfalo y en

nervio.

La extraccion del ADN por el método de extraccion alcalina descrito por Malagré
et al (2002), se realizd a partir del calamus de la pluma y del encéfalo y nervio. El
procedimiento para el calamus de la pluma consiste en colocar aproximadamente
cinco mm?® de la muestra en un tubo Eppendorf y agregar 20 pl de hidréxido de
sodio (NaOH) a 0.2 M; posteriormente se coloca en bafo de Maria (Techne
Tempette®) a 65°C por 10 a 15 minutos. Una vez concluida la incubacién con
NaOH se agregan 180 pl de Tris HCL (acido clorhidrico), con un pH de 7.5y

posteriormente se realizé la PCR con 5 pl de la muestra.

PCR.

Se prepara una mezcla para PCR de 50 ul que contiene 5 ul del ADN purificado,
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100 pmol de cada iniciador, 0.5 U Taq, 1X buffer polimerasa, 1mM MgCl,, 2mM de
deoxinucleotido trifosfato (ANTP’s), agua DEPC cbp la reaccion de PCR a 50 pl.

En el termociclador (Termo Hybaid PCR Express®) se programaron 28 ciclos con
2 pasos, el primer paso a 94°C por 30 segundos, 55°C por 90 segundos y 72°C
por 60 segundos; el segundo paso de 72°C por 5 minutos y se bajé la temperatura

a 4°C hasta la electroforesis.

Posteriormente, los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en
gel de agarosa al 2%, a 100 voltios, por 1 hora, en una camara de electroforesis
(Horizon 58 Life Technologies®). Se utilizé un marcador de peso molecular de 1
Kb (Fermentas®). Las bandas de ADN fueron tefiidas con bromuro de etidio (1

ug/ml de bromuro de etidio) y visualizadas en un transiluminador UV (UVP®).

Purificacion del ADN vacunal para la secuenciacion

Esta se realizd como lo menciona el protocolo de “Concert gel extraction systems”
(Gibco BRL®), para geles de agarosa al 2%, y consistiéo en cortar y extraer el
fragmento del gen que se visualizd en el gel de agarosa, para pesarlo y colocarlo
en un tubo de polipropileno, ahi se lavé con una serie de amortiguadores que
eliminaron el agarosa y dejaron expuesto el ADN que se secuenciaria; finalmente
se lavo con etanol para remover los residuos del amortiguador de lavado y asi se

obtuvo el eluido del ADN que se procesoé para su secuenciacion.

Secuenciacion del ADN vacunal cepa CVI988

Para la secuenciacion se enviaron las muestras al laboratorio de Fisiologia Celular

de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
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RESULTADOS

Al estandarizar la prueba de PCR para el virus vacunal CVI988 se observé que el
peso molecular no coincidia con el descrito por Handberg et al (2001) por tal
motivo se decidid conocer la secuencia de bases que se amplificaron con la
prueba de PCR.

La secuenciacion del virus vacunal CVI988 mostré que se trataba de un fragmento
de 288 pb misma que corresponde a la secuencia de bases publicada por McKie et
al (1995), para confirmar que la secuencia encontrada del virus vacunal
corresponde a la publicada en el genebank, localizada con el numero U17701 que
corresponde al gen ICP4, se compar¢ y alined con el programa Workbech. Los

resultados se muestran en el Cuadro 1.

Una vez estandarizada la prueba de PCR en la que se amplifica el gen ICP4 del
virus CVI988 y del virus FC126 (Figura 1), se procesaron las muestras de 17 casos
de aves que fueron remitidas al Departamento de Diagndstico de la FMVZ-UNAM
de junio de 2003 a junio de 2005, analizandose 11 casos de aves que mostraron

signos nerviosos y 6 casos de aves que no los presentaban (Tablas 1, 2, 3y 4).

De un total de 17 casos remitidos al Departamento de Produccién Animal: Aves de
los cuales once casos, que lo constituyeron 41 aves, presentaron signos nerviosos,
sospechosos de la EM, las aves que se monitorearon fueron de combate,
reproductores y aves de postura. Seis casos restantes, que integraron 24 aves sin
signos nerviosos, en su mayoria de combate, se monitorearon con la finalidad de

saber si se detectaba en las aves el virus de la EM.

Se encontré que en seis de once casos de aves que mostraron signos nerviosos
fueron positivos a la EM por el diagndstico patoldgico, se detecté en 7 de las aves
el gen ICP4 con la prueba de PCR del VEM siendo tres positivas a la cepa CVI988,
una a HVT y una ave a ambos virus (CVI988 y HVT).

En las aves con signos nerviosos hubo un caso en el que no se pudo llegar a

ningun diagnostico patoldgico pero al analizar las muestras con la prueba de PCR

fue posible determinar que se encontraba positivo al virus CVI1988.
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Remitieron dos casos de reproductores pesados que mostraron problemas de
claudicacion, informando en el diagnostico clinico patolégico la presencia de
Mycoplasma synoviae y al proceder con el diagnostico por PCR para la EM se

observé que no se amplificé el virus de la EM y el virus HVT.

Cinco de los once casos de aves que mostraron problemas nerviosos, que fueron
compatibles con la EM en el diagnostico clinico patolégico, también dieron
resultados positivos a la prueba de PCR, detectando el virus en su mayoria en el

calamus de la pluma, seguido del nervio y en un solo caso se encontrd en pulmén.

Es importante mencionar que no siempre se encuentra el virus en los diferentes
organos blanco, tales como el bazo e higado, pero en el presente trabajo
generalmente se ha podido detectar el virus en pluma siendo éste el sitio de

diseminacion viral.

De los seis casos de aves sin signos nerviosos que se monitorearon, solo en un
caso pudo ser detectado el virus del HVT por PCR a partir de pluma.
DISCUSION

En México, el diagnostico de la EM se hace a partir del analisis de la historia
clinica como de las observaciones al examen clinico y a la necropsia e
histopatologia, a partir de las aves con problemas nerviosos o con presencia de
neoplasias. Desafortunadamente no siempre se puede llegar al resultado definitivo
por falta de resultados contundentes, ya que algunas aves no presentan
alteraciones nerviosas provocadas por el virus de la EM, neoplasias o las
neoplasias que presentan son causadas por otro agente etiolégico. Esto
posiblemente por la presencia de variantes del virus, por la inmunidad que genera
el ave a través de la vacunacion o por causa de otros agentes infecciosos o

patologias.

La estandarizacién de la prueba de PCR del gen ICP4 del virus de la EM, nos
permitié determinar la presencia del virus, la incidencia de la enfermedad y la
dinamica del virus en ciertas aves del genero Gallus gallus, asi como a confirmar el

diagnéstico de la EM.
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Es conocido que las cepas vacunales CVI988 y FC126 han sido detectados por
PCR en la pluma y distintos érganos vy tejidos, tales como el higado, el bazo, el
rindn, el ovario, el testiculo y el nervio periférico, incluidos los 6rganos linfoides,
desde los catorce dias hasta los cincuenta y seis dias posteriores a la vacunacién y
entre los tres y los siete dias posteriores a la vacunacion en las células linfocitarias
sanguineas (Endoh et al, 1996; Handberg, 2001). Lo anterior significa que el virus
puede ser detectado por PCR en un periodo largo después de que ha infectado al
hospedador. La deteccion del virus bajo condiciones de campo y no experimentales
pone de manifiesto en este estudio, que los signos nerviosos fueron causados por
el virus de la EM en siete de las cuarenta y un aves con una presentacioén nerviosa
y no neoplasica, como por ejemplo en el caso numero 4 de las aves que mostraron
flacidez del cuello y alas con ausencia de lesiones compatibles con la EM, la
prueba de PCR de los tejidos detectaron la presencia del virus dandole asi un

apoyo valiosos al diagndstico.

En el caso de aves de combate con signos nerviosos donde no se tienen
antecedentes de vacunacion, la deteccion del virus de Marek (fragmento de 288
pb) en pluma apoya al diagndstico y permite la discusion sobre el desarrollo de la

enfermedad y su epizootiologia.

En el caso de las gallinas de postura que presentaron afecciones nerviosas, la
deteccion del virus de Marek o HVT (fragmento 288 y 505 pb respectivamente) en
pluma, en nervio y en pulmon, que fueron vacunadas al dia de edad, sugiere que la
vacuna no protegio a las aves ante un desafio viral, o que se encontro el gen
vacunal, como en el caso 10 en el que las aves de postura fueron vacunadas con
las cepas HVT y SB1.

La deteccién del gen HVT a partir de pluma y proveniente de aves sin signos
nerviosos indica que el virus vacunal se estaria diseminando en el ambiente con
algun impacto para otras especies como los pavos en los que sabemos que el virus
es patogeno. Debido a que no se encontrd en otros 6rganos, es probable que la
infeccidn se haya dado alrededor de los 50 dias, ya que de acuerdo con Yunis et al
(2004) y Baigent et al (2005), sélo se puede detectar (por PCR) el virus en érganos
en los primeros catorce dias posteriores a la infeccion y en el calamus de la pluma

alrededor de los diez dias posteriores a la vacunacion (Baigent, 2006).
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Con respecto al resultado clinico y/o patologico, se pudo observar que en cinco
casos de aves con signos nerviosos, donde se diagnostico positivo a la EM, pudo
corroborarse el diagndstico con la prueba de PCR, por lo que una vez mas la

prueba de PCR ayudo a confirmar la presencia del virus.

En el presente estudio se encontré evidencia del virus de la EM, pero no fue
posible diferenciar el virus vacunal de el virus de campo o determinar el genotipo
del virus ya que para ello es necesario disefar iniciadores para las distintas cepas
como son HPRS 16 att, MD5, GA, RB-1B, MD11 (Handberg et al; 2001) por
mencionar algunas de las reportadas en la literatura. Estos virus podrian estar
presentes en México, por lo que seria importante hacer una prueba tamiz para

identificar que subtipo es el prevalente en aves del género Gallus gallus.
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CONCLUSIONES

Con los resultados del presente trabajo no fue posible determinar si el gen ICP4
proviene de la vacuna, del virus de campo o de ambos, ya que la prueba
estandarizada no es capaz de diferenciar entre cepas virales. Sin embargo, es
importante mencionar que en la mayoria de los estudios realizados (Handberg,
2001) se detecta el virus de la EM hasta los cincuenta y seis dias posteriores al
desafio viral en el calamus de la pluma siendo este el lugar ideal para realizar la
prueba de PCR.

Es de mucha ayuda realizar el diagndstico de la EM con la prueba de PCR a partir
de la pluma, ya que ayuda a monitorear la enfermedad y sobre todo saber si la
vacuna aplicada esta protegiendo a las aves vacunadas al detectar el gen ICP4,
por otra parte, el calamus de la pluma es una muestra de facil obtencién al no
requerir el sacrificio de las aves a monitorear, y el manejo que se realiza al
calamus de la pluma para realizar la extraccion de ADN es econdmico, sencillo,
practico y rapido, ya que de acuerdo a Baigent et al (2006), el virus se puede

detectar en el calamus de la pluma al décimo dia posterior a la vacunacion.

Para futuros estudios es necesario estandarizar una prueba de PCR para la
diferenciacion entre las cepas del Gallid herpesvirus 2 y 3 y el Meleagrid
herpesvirus 1 causantes de la EM, ya que ayudaria a la industria avicola a conocer
si los padecimientos de las aves de granja, o de combate, estan asociados al virus

de la EM o a otro virus distinto.

Perspectivas

Es conveniente realizar un monitoreo viral en aves de granjas, con la ayuda de la
técnica de PCR y conocer en qué momento posinfeccion se puede detectar el virus
tanto vacunal como de campo, ya que nos ayudaria a conocer la distribucion,
dinamica y patogenicidad del virus y propiciaria el mejoramiento de la sanidad
integral que se aplica en las granjas, ayudando asi a incrementar la salud y

productividad de las explotaciones de las aves de corral.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AGID
CVI988
DEPC
ADN
EM
FC126
F-MDV
G+C
HCL
HSV
HVT
IRc

IR,

Kb
Kpb
LB

LT
MDV
ml
NaOH
nm

pb
PBS
PCR
R-MDV

ng
VEM

vMDV
vvMDbDV
vv+MDV

Inmunodifusion en gel de agar
Cepa del serotipo 2 de la EM (apatégeno)
Dietilpirocarbonato

Acido desoxirribonucléico
Enfermedad de Marek

Cepa del serotipo 3 (vacunal de pavo)
“Forward Marek’s disease virus”
Guanina mas citosina

Acido clorhidrico

Herpesvirus simple

Herpesvirus del pavo

Repeticion interna corta
Repeticion interna larga

Kilobase

Kilopares de bases

Linfocitos B
Linfocitos T

“Marek’s disease virus”

Mililitros

Hidréxido de sodio

Nanémetros

Pares de bases

Soluciéon buferada de fosfatos
Reaccion en cadena de la polimerasa
“Reverse Marek's disease virus”
Revoluciones por minuto
Duodecil sulfato de sodio
Repetida terminal corta

Repetida terminal larga

Unico corto

Unico largo

Microlitros

Ultravioleta

Microgramos

Virus de la enfermedad de Marek
Virus virulento de la EM

Virus muy virulento de la EM
Virus muy virulento plus de la EM
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Figura 1.- Resultados de la prueba de PCR estandarizada, en la que se
muestra la amplificacién del gen ICP4 del virus de la enfermedad de Marek,

de una vacuna monovalente y de la vacuna del virus HVT con la cepa FC126.

505 pb —
288 pb —

250 pb —

Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: vacuna serotipo 1 CVI988; carril 3:

vacuna con serotipo 3 del herpesvirus del pavo cepa FC126.



Cuadro 1.-Analisis de secuenciacion y comparacion de la cepa CVI988 del

virus de la EM con la base de datos de la secuencia de este virus, reportada

en el genebank con el numero de localizaciéon U17701.

TRL

UL

IRL

Vacuna'CGATCGCCCA CCACGATTAC TACCTCTGCC CCGACGCGGG CGGCTCGAAC“

Genoma

Vacuna

Genoma

Vacuna

Genoma

Vacuna

Genoma

GGATCGCCCA

AAATCAGCCC

AAATCAGCCC

AGGTGAAGAC

AGGTGAAGAC

AGGAGGAAGA

AGGAGGAAGA

CCACGATTAC

GCGGTCTGGG

GCGGTCTGGG

AGGACGATTA

AGGACGATTA

TGAAGAGGAT

TGAAGAGGAT

IRS

Us

TACCTCTGCC

GGGCGACGGA

GGGCGACGGA

GAGAAGATGA

GAGAAGATGA

GGCGATCTGG

GGCGATCTGG

CCGACGCGGG

GATGGTGACC

GATGGTGACC

TGACGGTGAG

TGACGGTGAG

AAACATGTCC

AAACATGTCC

IRS

CGGCTCGAAC

TAGATGATGA

TAGATGATGA

GATGATGAAG

GATGATGAAG

GACGTTCCGG

GACGTTCCGG

La primera linea corresponde a la secuenciacion de la vacuna CVI988 vy la
segunda linea al genoma reportado para el herpesvirus de la enfermedad de
Marek del serotipo 1, localizado en el genebank con el numero U17701. Estos
datos fueron analizados con el programa Workbench disponible en Internet URL:

http://workbench.sdsc.edu/




Tabla 1.- Resultados del diagnéstico clinico patolégico de cada caso sospechosos de la EM después de analizar la historia clinicay la

realizacion de necropsia de aves con signos nerviosos.

Ndmero Historia de
de aves vacunacion
No. Caso | por caso |Fecha Fin zootécnico | Edad Revision antemortem Hallazgos a Necropsia Diagnostico patolégico
Desconocida Aumento de tamario bilateral del
1 3 22/11/2004 1 No remitida Paraélisis de patas plexo braquial y de nervio ciatico Enfermedad de Marek
Engrosamiento leve bilateral del
2 1 30/11/2004 1 24 meses No remitida Incoordinacion nervio ciatico Enfermedad de Marek
alas caidas y debilidad
3 1 02/06/2005 1 24 meses Vacunada en patas Sin necropsia Enfermedad de Marek
flacidez del cuello y
alas, No compatible con ninguna
4 4 01/07/2005 1 15 semanas No remitida diarrea Enteritis y neumonia enfermedad
5 6 04/07/2005 2 36 semanas | No remitida Claudicacion Mycoplasma synoviae
6 6 04/07/2005 2 28 semanas | No remitida claudicacion Espondilolistesis Mycoplasma synoviae
Alas caidas,
claudicacion, Aumento de tamano unilateral del
7 3 12/08/2005 1 20 semanas Vacunada incoordinacion plexo braquial y nervio ciatico Enfermedad de Marek
Alas caidas,
claudicacion, Aumento de tamano unilateral de
8 2 05/09/2005 1 16 semanas No remitida incoordinacion plexo braquial Enfermedad de Marek
Proceso viral,
secrecion nasal, diarrea deshidratacion
9 5 22/11/2005 1 32 semanas No remitida | acuosa, incoordinacion Neumonia, equimosis en duodeno severa
Vacunada Aumento de tamafio unilateral de
10 5 29/12/2005 3 10 semanas | SB1/HVT Paralisis de patas Nervio ciatico Enfermedad de Marek
Estornudo, torticolis
5 No remitida | . L s . . . .
11 26/01/2006 1 12 meses incoordinacién, pardlisis | Hemorragias en tonsilas cecales Probable influenza aviar

Fin zootécnico: “1” Ave de combate, “2” Reproductores, “3” Gallina de postura.




Tabla 2. Resultados de la prueba de PCR realizada en aves con presentacion nerviosa sugestivo a la EM

Numero de
aves por
No. Caso caso Nervio Encéfalo Pulmoén Higado Bazo Pluma
1 3 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
1/1 positiva
2 1 (-) (-) (-) (-) (-) a CVv1988
3 1 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
2/4 positivo
4 4 (-) (-) (-) (-) (-) a CVv1988
5 6 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
6 6 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
2/3 positivas
7 3 a CV1988 (-) (-) (-) (-) (-)
1/ 2 positivo a
8 2 (-) (-) (-) (-) (-) CVI988/HVT
9 5 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
1/5 positivo
10 5 (-) (-) a FC126 (-) (-) (-)
11 o (-) () (-) (-) (-) (-)

Fin zootécnico: “1” Ave de combate; “2” Reproductores; “3” Gallina de postura.



Tabla 3.- Resultados del diagndstico clinico patolégico de cada caso clinico de aves sin signos nerviosos después de analizar la historia
clinica y la realizaciéon de necropsias.

Ndmero Historia de
No. de aves Fin vacunacion
caso | por caso Fecha zootécnico Edad Revision antemortem Hallazgos a Necropsia Diagndstico patologico
24 secrecion nasal y vomito | Exudado amarillo con hemorragias
1 2 09/09/2005 1 No remitida meses color crema lechoso en pulmén Neumonia de origen bacteriano
Ascatris spp, artritis serofibrinosa
2 5 14/10/2005 1 No remitida Adulto Diarrea mucosa unilateral Enteritis por parasitosis severa
Estomatitis fibrinopurulenta por
Exudado fibrinopurulento amarillo en parasitosis
severa aereosaculitis
3 6 14/10/2005 1 No remitida Adulto Diarrea mucosa sacos aéreos, nematodos en intestino fibrinopurulenta
Hiperemia leve en laringe y traquea | Enteritis hemorragica severa por
4 5 14/10/2005 1 No remitida Adulto Diarrea mucosa nematodos abundantes parasitosis
5 1 26/10/2005 1 Noremitida | Adulto |Ave clinicamentesana | = =emeeeeemeeeem-
Baja en la produccion de Areas neumoénicas, tonsilas Proceso séptico-necrético
6 S 07/12/2005 2 Noremitida | Adulto Huevo hemorragicas generalizado

Fin zootécnico: “1” Ave de combate; “2” Reproductores; “3” Gallina de postura.




Tabla 4. Resultados de la prueba de PCR realizada en aves sin presentacion nerviosa

Numero
de aves
No. Caso | por caso Nervio Encéfalo Pulmon Higado Bazo Pluma
1 2 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
2 S (-) (-) (-) (-) (-) (-)
3 6 (-) (-) (-) (-) (-) (-)
4 o (-) (-) (-) (-) (-) (-)
1 1/1 positiva
S (-) (-) (-) (-) (-) aFC128
6 o (-) (-) (-) (-) (-) (-)

Aves monitoreadas para observar si presentaban el virus de la EM, sélo un caso positivo a la PCR fue detectado a partir de la pluma.

Fin zootécnico: “1” Ave de combate; “2” Reproductores; “3” Gallina de postura.




Figura 2. Gel de agarosa al 2% que muestra casos positivos de aves que presentaron problemas nerviosos.

Carril 1 y 8 = Marcador de peso molecular; Carril 2, 3, 6 = positivo a la cepa CVI988
Carril 4 = positivo a las cepas CVI988 / HVT; Carril 5 = positivo a la cepa FC126
Carril 7 = Control positivo de cepas vacunales CVI988 y FC126.
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